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Avant propos

Ce travail de these répond a un double objectif:
1- Les protéines humaines HSP70 et HR22 sont étudiées d'un point de vue
structural.
2- L'implication dans les voies de répeation de I'’ADN des protéines humaines
inductibles par le stress HSP70 et HSP22 est étudiée apres différents stress.

Tout au long de leur vie, les étres wit& sont soumis au stress radiatif. L'ADN est
'une des cibles de cette irradiation continuelle. Au cours de I'évolutiomodebreux
mécanismes furent mis en place pour réparer 'ADNet empécher ainsi la cellule
d’enclencher les étapes de mort cellulaire eladeancérisation. Certains de ces mécanismes
sont détaillés dans le chapitre.l

Les protéines de choc thermiques, aussi appelées HSP (Heat Shock Proteins), sor
connues pour jouer un réle physiologique majeur. Ces protéines, variables en quantité et e
variété, participent & de nombreux processus cellulaires destinés a faciliter la survie de I
cellule et donc de I'organisme dans son intégralis protéines HSP sont décrites dans le
chapitre II.1. C’est dans le but de mieux connaitre ces protét®R70-1et HSP22 que
I'étude structurale a été initiée Des rappels portant sur la cristallographie des protéines sont
présentés awchapitre 11.1 et les méthodes utilisées sont indiquéesclapitre 11.2. Les
résultats obtenus lors dessais de préparation a la cristallisationméalisés sur HSP70-1 et
HSP22 et leprédictions de structure (secondaire et tertiaire)sont exposés achapitre
.3.

Il reste a savoir si les protéines HSP et plus particulierem8R70 et HSP22 sont
impliguées dandes mécanismes de la réparation de TADNHSP70 et HSP22 ont été
choisies pour cette étude par rappdeu séquence en acides aminés. €ades appliquées
a la médecineet impliquant les HSP furent menées ensuite dans le cadre notamment d’'une
méthode d'imagerieDiffraction Enhanced Imaging (DEI) permettant I'apport d’'une
information histologique précise développée sur la ligne biomédicadgrainrotron ESRF,
et, dans le cadre d'ummuvelle méthode de thérapigour le traitement des glioblastomes,
expérimentée au méme endroit. Cette partie fait I'objet du troisieme chdpittg. (Les
méthodes employéesont développées dansdkapitre 111.2 . Lesrésultats obtenussur ce
theme sont contenus dan<hepitre 111.3 .

Ce document de these eshclu et lesperspectivessont énoncées aihapitre 1V.



Involvement of two human heat slock HSP70 and HSP22 in DNA repair
pathways: a structural and functional approach

Foreword

This Ph.D. program contans a double objective:
1- Human proteins HSP70 and HSP22 are studied by a structural approach.
2- The involvement in DNArepair pathways of stress inducible human proteins
HSP70 and HSP22 is studied afteseveral cellular stresses.

During their life span, living organisms asebjected to radiative stress. To survive
and to assure specie survivakveral mechanisms have been developed through evolution.
DNA is one of the targets of this radiative stress. In the abseriodlAfrepair pathways
DNA bond breaks or damage can lead to loss of genetic information and to cellular
destruction. Some of these pathways discussed in chapter.|

Heat Shock Proteins (HSP) are known to play a number of major physiological roles.
The HSP are described in chapter Il.1In order to increase the knowledge of the proteins
HSP70-1and HSP22 a structural study has been initiatéd.brief overview of protein
crystallography is presented ichapter 1.1 and the methods used are indicatedhapter
[I.2. The results obtained farystallization preparation trials andstructural predictions
(secondary and three-dimensionalare presented ichapter 11.3.

To demonstrate the role played by HSP, andH®P70andHSP22in particular, in
DNA repair pathways. Medical applied studiesinvolving HSP have been followed, notably
based on two novel techniques developed at BB&F biomedical beam line ID17: a
histological analysis imaging techniqu®HKl) and a therapy devoted to the cure of
glioblastoma $SRT). All this work is conained within chapter Il I{l.1). The
corresponding methodsare developed iohapter I11.2. The resultsobtained experimentally
are described inhapter I1.3.

This thesis work isliscussedandconcludedin chapter IV.
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c-Abl: proto-oncogene tyrosine-protein kinase ABL1
cDDP: cis-diamino di-chloro platinum (cis-platine)
Chk1/2: Check point kinase 1/2
c-Jun: proto-oncogene c-jun (Activator Protein 1)
CMT : maladie de Charcot-Marie-Tooth
CRSSA: Centre de Recherche du Service de Santé des Armées
CT: Computed Tomography
cvHSP. cardiovascular HSP
DEI: Diffraction Enhanced Imaging
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA-PK: DNA-dependent Protein Kinase
DTT: dithiothreitol
EBR: Efficacité Biologique Relative
EMBL : European Molecular Biology Laboratory
ESRF. European Synchrotron Radiation Facility
FasL: Fas Ligand
FGF-2: Fibroblast Growth Factor 2
GrpE: glucose regulated protein
GSH: Glutathion (forme réduite)
GST: Glutathion S Transférase
GTP: Guanosine Tri-Phosphate
Gy: Gray , unité de dose (ou un Gray équiva un joule par kilogramme 1Gy=1J/kg)
H2AXx: histone H2Ax
H2AXx: phospho-histone H2Ax
HIP: HCS70 interacting protein
H Rec: recombinaison homologue
HSC70 Heat Shock Cognate protein 70
HSE: Heat Shock Element
HSF: Heat Shock Factor
HSP: Heat Shock Protein(s)
HSP70(+) mutant de surexpression du géne HSP70-1 entier
HSP70(Clal) mutant de surexpression du gene HSP#®@riqué par I'enzyme de restriction Clal
ID: Insertion Divice
Ig: Immunoglobuline
IP: ImmunoPrécipitation
IRM : Imagerie par R@&mance Magnétique



K141N/E: mutation faux sens de la protéine HSP22 frlaecement de la lysine K par une asparagine
N ou par un acide glutamique E)

kDa: kilo Dalton (ou un Dalton équivaut & 1 Da = 1 g/mol)

kpbs: kilo paires de bases

LB: Luria Broth medium (milieu de culture pour les bactéEeali)
MAD : multiple wavelength anomalous dispersion

MAP Kinase: Mitogen Activated Protein Kinase

MAPKAP kinase-2: Mitogen Activated Protein Kinase Activated kinase 2
MIR : Multiple Isomorphous Replacement

MKBP : myotonic dystrophy protein kinase binding protein
Mrell: Meiotic recombinaison homolg 11

MRR: MisMatch Repair

MRT : Microbeam RadioTherapy

MX : Macromolecular Crystallography

NER: nucleotide excision repair

NHEJ: Non Homologous End Joining

NI: Non Irradié

PARP-1. Poly(ADP-ribose)polymerase 1

PAT-Plat: PhotoAcTivation-Platinum

PBS Phosphate Buffer Salt

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDB: Protein Data Bank (tp://www.rcsb.org/pdb/)

PE: Plating Efficiency

PFA: paraformaldéhyde

pH: potentiel Hydrogéne

pl: point Isoélectrique

PI3kinase Phosphatidyl-inositol-3 kinase

PKC: protéine kinase C

gsp: quantité suffisante pour

R78M: mutation faux sens de la protéine HSP22 (remplacement de I'arginine R par une méthionine
M)

Rad51 RecA homolog

RL: radicaux libres olROS:; Reactive Oxygen Species

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium

SAD: single wavelength anomalous diffraction

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Pulse Field Gel Electrophoresis
SIR: Single Isomorphous Replacement

siRNA: Small interferencing RiboNucleic Acids

SHSP. small Heat Shock Protein

SSRT: Synchrotron Stereotactic Radiation Therapy

Sv: Sievert (unité de dose corrigée)

SVF: Sérum de Veau Feetal

TCR: Récepteur de lymphocyte T

TEL : Transfert d’énergie linéique

TEMED : N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine

TF: Transformée de Fourier

TNF- .: Tumor Necrosis Factor

Tw: Melting Temperature

tr/min : tours/minute

UV: Ultra Violet

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

WB: Western Blot

Wr : facteur de pondération lié a la nature du rayonnement
Wt: facteur de pondération lié a la nature du tissu traversé
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I- Introduction : les voies de la réparation de ’ADN

[.1- L'ADN

Depuis l'origine de la vie il y a quelques83anilliards d’années jusqu’a nos jours, les
organismes vivants font face a un bombardersentinuel : particules et photons de toutes
énergies. L’ADN se révéle étreulie des cibles de ce stress atifliconstant. En effet, les
liaisons covalentes ou de plus faible énexgie: les liaisons hydrogenes) de I'’ADN sont
susceptibles d’étre rompues ou endommageéesqui entrainerait, sans l'existence d'un
moyen de réparation, la perte de l'information génétique et la destruction cellulaire. De
nombreux mécanismes de défense se sont développés au cours de I'évolution. Certaines voi
cellulaires mises en place pour réparer '’ADNegipécher ainsi la cellule d’enclencher les
étapes de mort cellulaire, pouvant le cas échéaloire la cancérisation, sont détaillées dans
ce chapitre I. Les cassures double brin (DSBYr@avent, dans les dégats causés a I’ADN,
parmi les plus dangereux pour la survie de la kel les plus longs a réparer. Ces cassures
se réparent généralement par recombinaison homologue (H Rec ; Gatz SA et Wiesmuller L
2006) ou par suture (NHEJ ; Morrison &€ al, 1997 ; Lieber MRet al 2004). Il existe
d’autres types de dégats comme les cassures simple brin (SSB) ou les dommages de ba
(BD) réparés pdes voies de réparation correspondantes (H Rec ou BER ou NER).

Ce chapitre décrit I'essentiel des connaissanconcernant la réponse moléculaire et
cellulaire aux irradiations X et UV, en se focalisant sur la gestion des dégats causés su
I’ADN.

1.1.1- L’ADN : cible privilégiée

L’ADN de chaque cellule humaindiploide est constitué de 3°1paires de bases.
L’ADN humain totalise une longueur de 2 métetde noyau d’'une celle mesure environ 10
um. L’ADN s’organise structuralement edaptant différents degrés de compactage.

[.1.1.1- Les différents degrés de compactage de 'ADN

Le compactage de I'ADN est décrit comme étant la somme des différents états que
peut prendre I’ADN (figure 1). Le premier degié compactage est celui de la double hélice
de J. Watson et F. Crick qui décrit 'ADN nu des cellules en phase de synthése (phase S). E
phase @ I' ADN est sous forme dehromatine la double hélice d’ADN est enroulée (1,65
tour) autour des nucléosomes (octameéres d’histones composées de 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et
H4). L’histone H1 joue un rdle de linker ou lieur. Ce stade est aussi noouotiér. de perles
Ensuite, la chromatine s’organise en fibre puis en boucle pour finalement former, a partir de le
phase G et pendant la mitose (phase M) :dberomosomele degré de compactage est
essentiel a la réponse aux irradiations. Hiete moins de cassures radioinduites sont
observées dans une chromatine plus condehnsaiveau de compactage de I'ADN varie
avec le cycle cellulaire (ou réplication celluir Ainsi, I'effet biologque des irradiations
dépend également du cycle cellulaire (a travers I'état de condensation/décondensation d
I’ADN).
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Double hélice I -
d’ADN
N J
Nucléosomes e
“collier de perles” 11 nm
N \{ J
Fibre de
chromatine 30 nm
R
Domaines en 300 nm
boucle
I 700 nm
Chromosome
métaphasique I 1400 nm
Figure 1) De 'ADN au chromosome
Les différents niveaux de compactage de I'ADN : autour du nucléosome (1,65 tour), chromatine pl
chromosome.

lis

Nombre de GG,
cellules
Sub'Gl\ s GZ/M
2N 4N

Contenu en ADN dans
chaque cellule

Figure 2) Le cycle cellulaire (cytométrie en flux)

Distribution des phases du cycle cellulaire dans defibroblastes humains transformés 1BR3Neo en phase

exponentielle de croissance.




Chapitre | : Introduction

1.1.1.2- Le cycle cellulaire

La réalisation du cycle cellulaire peut prendre un temps variable mais il dure en
général vingt-quatre heures chez les Mammifédest 'Homme). Les cellules au repos sont
dites quiescentes et sont en phag€Gspour gap ou growth). Leycle cellulairé humain est
constitué de quatre phases successives (voir annexe |-a A):

1- L'interphase ou phaseiGenviron 15 heures mais peut varier de 90 minutes a

plusieurs jours) pendant laquelle 'ADN est compacté sous forme de chromatine.

2- La phase S ou phase de synthese (dwréeiron 8 heures) peant laquelle se fait

la réplication de I'ADN.

3- La phase g(durée : de 3 a 4 heures) précede la phase M.

4- La phase M est aussi nommmagose(durée : 30 minutes environ), qui est la phase

durant laquelle une cellule mére donne naissance a deux cellules filles.

Les cellules quiescentes eny @&coivent 'ordre d’entreen division et entrent en
phase @ Au cours de la phase S, les cellules multiplient par deux leur matériel génétique en
vue de la division : le matériel génétique passe alors de 2N a 4N. La phaséc&le la
phase M. La phase de mitose commence parophase, qui est la phase pendant laquelle les
chromosomes s’apparient par paires. L'enveloppe du noyau se dissout et deux centrioles ¢
positionnent aux deux extrémités de la cellulprejettent des microtubules vers le centre de
la cellule, ce qui forme le fuseau mitotique. Vient ensuite la métaphase pendant laquelle le:
chromosomes appariés se placent (grace aux microtubules) au centre de la cellule dans le pl;
équatorial. L’anaphase correspond a la séparation des chromosomes en deux chromatidk
soeurs au niveau des centromeéres. Cela se termine alors par la télophase durant laquelle |
chromatides appariées migrent vers les poles opposés de la cellule.

Finalement, la membrane se forme pour séplaerdeux cellules filles ainsi obtenues et
I’ADN (de nouveau en phasey)Jeut se décondenser en chromatine. Le contenu en ADN des
cellules peut étre analysé par cytométrie en flux en utilisant comme marqueur l'iodure de
propidium (agent intercalant des bases de I'ADN) (figure 2). La cytométrie en flux permet de
connaitre la proportion de cellules dans chaojuese du cycle cellulaire. Cette technique se
révele trés utile pour évaluer lesréds du cycle causés par un stress doheésub-G
correspond a des corps apoptotiques avec un contenu en ADN inférieur a 2N.

I.1.2- Les mutations et les lésions de 'ADN

Les cellules vivantes ont a faire face awesd constants qui sont potentiellement
générateurs de mutations et qui peuventigésgrer d’autres types de lésions d’ADN.

[.1.2.1- Les mutations

L’environnement de vie et plus particulieremhée stress sont la cause des mutations.
Ainsi, par exemple, les UV sont connus pour générer des pontages de thymines. La divisior
cellulaire aussi est fortement génératrice de timuts (surtout pendant la phase S). Le taux de
mutation spontané pour un géne par division chez 'homme est%sddthant qu'il y a 6
divisions cellulaires au cours de la vie et dont pobabilités de mutations par géne.
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5 ATGCCA AA GGAGTGTGA 3
Peptide A: Met Pro Gly Vval (Stop)
5" ATGCCA AA GGAGTG TGA 3
Peptide B: Met Pro Gly Val (Stop)

Figure 3) Exemple d’'une mutation silencieuse
Mutation silencieuse a cause de la redondance du code génétique (les codons AAA et AAG sont traduits en

lysine).

Délétion Inversion Duplication Translocation

T

Figure 4) Les remaniements chromosomiqgues au cours de la méiose : formation
d’aberrations chromosomigues

Nombreux remaniements chromosomiques (au cours de la méiose) :
- délétions (suppressions)

- inversions (renversements)

- duplications (additions)

- translocations de parties de chromosomes (un morceau d’'un chromosome « a » va se retrouver sur un
autre chromosome « b »).

ADN normal Adduit Cassure simple brin Cassure double brin

IIITIT IID«TTT  IIIIIT i

Figure 5) Différents types de Iésion de TADN
Schéma (non exhaustif) représentant quelques unes des Iésions rencontrées sur I’ADN.
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La fidélité de 'ADN polymérase est telle @lie n’occasionne qu’une seule erreur suf 10
bases répliquées, lors de la division cellulabDeux types de mutations sont distinguées: la
mutation récessivgui se traduit par une absenceume réduction de fonction et hautation
dominantequi se traduit par une nouvelle fonction ou une interférence avec la fonction
normale pour la protéine codée par le gemgté. Certaines mutations ne vont pas avoir
d’effet. Elles sont alors appelémuitations silencieuse€eci est di a la redondance du code
génétique. Par exemple, en cas de mutation ponctuelle (remplacement d’'une paire de base),
codon traduit peut étre le méme : la figure 3 représente I'exemple d’'une mutation par
substitution (remplacement d’'un A par un G). Le peptide B est équivalent au peptide A et ce
malgré la mutation. Il existe des types de mutations ponctuelles autres que les substitutions c
bases telles que les additionshieses et les délétions de bases (ajout ou retrait d'une base).
Ces remaniements de 'ADN peuvent générer des mutations entrainant des changements lo
de la traduction en protéine : mutation faens (ex: une leucine devient une valine),
mutation terminaison de chaine (ex : une iglgaevient un codon stop), ou mutation frame-
shift (qui va décaler le cadre de lecture). Les remaniements chromosomiques, qui sont de
remaniements d’une plus vaste portion de géene, (figure 4) entrainent eux aussi des mutatior
(il peut y avoir des délétions d’'une partie d’'un chromosome ou des inversions ou des
translocations ou des substitutions pendant I'appariement par chromosomes homologue
durant la métaphase de la méiose). Dans le cas normal, les aberrations chromosomiques |
plus graves ne sont pas transmises a la ddanea et induisent une mort cellulaire rapide. A
priori, seuls les dommages moins importants et moins dangereux pour la survie de
I'organisme peuvent étre transmis a la descendance.

Remarque :il existe d’autres types de mutatioapportant plusieurs copies d’'un méme
chromosome (ex : syndrome de Down). Ces mutations sont, elles aussi, dues a des défauts
méiose (cette division est génératrice de gametes qui possedent, par définition, N
chromosome aprés méiose). Dans le cadadenéiose, les mutations produites peuvent
potentiellement étre transmises a la descendance et peuvent étre dans certains cas synonyr
d’évolution pour I'espéce. Parfois les mubas (par exemple : induites par le stress)
produisent un effet désastreux, notammentgidedles affectent un géne contrélant la
prolifération cellulaire. Elles sont alors susceptibles d’'induire un cancer. Heureusement la
plupart de ces mutations sont évitées grapesystemes de réparation de '’ADN, méme s'il
faut souligner le fait que le taux de réparation diminue sensiblement avec I'age. C’est
pourquoi, il existe de nombreux systemes deargtion chez tous les étres vivants. Chez
’'Homme un niveau de complexité (des mécanismes de réparation) trés élevé est atteint, ave
notamment linstitution de voies de réparatitransversales en cas de défaillance (par
exemple une mutation) affectant une des protéines d’'une autre voie de réparation (Karp G.
2004).

1.1.2.2- Les différents types biochimiques de dommages de 'ADN

Il existe plusieurs types biochimiques de dommages de ’ADN connus : les dommage
de base (par exemple les dimeres de thymines causés par les UV ou les adduits causés pal
cis-platine), les cassures simple brin de I'ADdI consistent en la rupture de la liaison
phosphodiester) et les cassures double brinlles difficiles a réparer (voir tableau 1))
(Goodhead DT, 1989). En considérant la figure 5, les dommages situés les plus a droite d
schéma correspondent aux dommages longs etildiffia réparer mais aussi potentiellement
dangereux pour la survie de la cellule, voir@impla survie de I'organisme entier. Alors que
certaines drogues ou agents chimiques ne pradwgseun seul type biochimique de Iésion de

I’ADN, les rayons X se distinguent par laoduction d’'un large spectre de dommages. En
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effet, cette diversité peut s’expliquer darproduction pour les rayons X de microdépbts
d’énergie distribués spatialement de facon aiéatet différents par leur densité d’énergie.
Les travaux du Pr DT Goodhead ont notamnmeisten évidence qu’il fallait environ un dépot
de 100 eV/nmpour créer une cassure double brin.

Stress Dégats sur 'ADN Systerrr?aejzr?tziigaratlon
uv Dommage de base (BD) BER ou NER
H.0, Cassure simple brin (SSB) H Rec ou BER
cis-platine Adduits H Rec ou NER
Rayons X Cass“r%go‘ejtl"sestg'” (DSB) NHEJ ou H REC

Tableau 1) Différentes lésions de I'ADN et mode de réparation correspondan un stress génotoxique
donné correspondent généralement un dommage d’ADN biochimique et spécifique et un systéme| de
réparation (Lindahl T et Wood RD, 1999).

BER: base excision repair (réparation par excision de base)

H Rec: homologous recombination (recombinaison homologue)
NHEJ: non homologous end joining (suture)

A Tinverse, seul 1 eV/nfhpourrait étre responsable d’un dommage de base (tableau 2)
(Goodhead DT, 1989 ; Frankenberg-Schwager M, 1989). Les rayons X produisent plus de
petits que de gros microdépobts d’énergie fiéguence des dommages de base, des cassures
simple et double brin suit également cette tendance puisque sont comptabilisés, dans un
cellule humaine, environ 10 000 dommages de base, 1 000 cassures simple brin et 40 cassut
double brin par Gray (Goodhead DT, 1989 ; NikjoetHal, 1997). Plus le microdépbt qui a
créé le dommage est dense et plus le dommage est long a réparer. Ceci suggere que
principe de la conservation de I'énergie poisappliquer a la radiobiologie. Néanmoins, ce
sont les dommages radioinduits les plus rapgissont les plus lents a réparer et les plus
impliqués dans l'effet |étal des radiations ionisantes (Foraya) 1998).

Dommage causé sur | Dommage de base| Cassure simple | Cassure double brin
I'ADN (BD) brin (SSB) (DSB)

w

Energie necessaire poun 4 5 14 a\/nms 102100 eV/nm®  + de 100eV/nm
creer le dommage

Nombre de dommages

10* a 1d BD/Gy 1¢ SSB/Gy 40 DSB/Gy
par Gy
Temps de réparation
pour la moitié des 1 & 10 minutes 10 a 20 minutgs 50 & 60 minutgs
dommages

Tableau 2) Indications concernant différents dommages de ’ADNTableau regroupant des éléments dg
radiobiologie (d'aprés Goodhead DT, 1989) et indiquant :

- énergie nécessaire a la formation des Iésions de 'ADN

- nombre de lésions par Gy (1Gy=1Joule/kg)

- temps de demi réparation pour certains types de Iésions de 'ADN.
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|.2- Approche radiobiologique

|.2.1- Définition

La radiobiologie est une science née en 1895 avec la découverte du rayonnement X
par un physicien Allemand, W.C. Rontgen. Cstteence est basée sur I'étude des effets des
rayonnements ionisants sur la matiere vivante.

Tout rayonnement ionisant est définit comme étant capable d’ioniser la matiere qu'il
traverse. L’ionisation se traduit par la peden électron. Si cet électron appartient a une
liaison covalente, la liaison est rompue. Lgoranement ionisant regroupe les rayons X, les
rayons et les rayons UV. Ces trois types de rayonnements (UV et rayons)XY&isedent
des longueurs d’onde inférieures a celles du speict visible. La dose absorbée est exprimée
en Joule/Kg = Gray (noté: « Gy »). L'unité corrigée est le Sievert (noté: « Sv»). Les
rayonnements n'ont pas tous la mésffeeacité biologique relativ€EBR), c'est-a-dire qu’ils
ne vont pas présenter la méme efficaéitproduire un effet biologique ou pathologique
précis. L'EBR est un paramétre complexe, vdrarec chaque organe ; c’est pourquoi, dans
la pratique, ce paramétre est souvent remplacé par deux parametres plus simples. Ainsi, |
Gray (ou le Sievert) peut étre pondéré par un facteur qui est fonction de la nature du
rayonnement utilisé\Wr et par un facteur qui est fonction du type tissulaire travefeles
rayonnements cedent plus ou moins d'énergie le long de leur parcours. Deux groupes d
particules sont distingués : lgarticules a faible TEL (transted'énergie linéique) et les
particules a haut TEL. Les particules ayantfaible TEL sont les élctrons et les photons,
elles ont un Wr égal a 1. Celles qui ont unthBEL (dont les neutrons) présentent un Wr 5 a
20 fois supérieur a celui des photons. Le Wt'alganisme entier est égal a 1 et ce sont les
gonades qui présentent le Wt le plus impor{@r20). Le facteur de pondération tissulaire Wt
traduit I'idée deradiosensibilité(sensibilité a I'irradiation) paorgane (Galle P et Paulin R,
pour le livre « Biophysique : radiobiologie, radiopathologie », éditions Masson, 2000). Les
effets des radiations ionisantes sur la matiere vivante peuvent étre approchés de deux facol
différentes : d’un point de vue physique ou d’un point de vue chimique. De plus, deux types
d’effets sont définis: I'effet direct et I'effet indirect.

L'effet direct, qui a lieu immédiatement apres lirradiation, est défini par les
physiciens comme étant I'effet minoritaire puisqu’il ne concernerait que 15 a 20% des lésions
radioinduites. Il résulterait de linteractionrelcte d’un électron mis en mouvement dans la
matiere avec la molécule d’ADN et plus particrédi@dent dans la structide la double hélice.

Le rayonnement correspond a un dépdt d'énergie au niveau de la chaine d’ADN et entrain
une cassure. Cette rupture peut se faire suorimnou bien sur les deux brins. Ce dernier cas
est nomméupture homologusi les deux brins présentent des cassures qui sont face a face, et
il est nommérupture hétérologuesi sur le premier brin la cassure s'est faite en un certain
endroit alors qu'elle a eu lieu en un autre endroit sur le second brin.

L’effet indirect, toujours selon les physiciens, gquincernerait donc tout le reste des
lésions radioinduites, soit de 80 a 85% du total, serait, quant a lui, di a l'action des produits
résultants de la radiolyse de I'eau cellulaire. Ce qui implique que, d’'un point de vue chimique
cette fois-ci, les lésions radioinduites sont géag par le stress oxydatif. Ceci explique, en
effet, pourquoi I'effet indirect se produit en diféé Le principal effede l'irradiation serait
donc la radiolyse de I'eau, ainsi des radicaope$ (RL) seraient obtenus: principalementOH
(oxydant) et M (réducteur) (figure 6). Les radicaux lisrpeuvent former d'autres molécules
réactives (ex : bD,) ou non réactives (ex 2B ou H). Le radical H présente un noyau et un
électron en périphérie non appari€, il se recombine et donne de I'hydroggnee(kadical
OHe se recombine avec lui-méme pour donngdH
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Radiations
lonisantes
Hzo % H20+' + €
Hzol/ HZQl/
H:0'+ OH €

+ szo,ll \\J H30+
HO« + He H,O + He

Figure 6) La radiolyse de I'eau

qui induisent des dommages sur 'ADN.

Les radiations ionisantes produisent, dans I'eau contele par la cellule, toute une série de radicaux libre

"2

Nucleotide Excision Base Excision
Repair (NER) Repair (BER)
RNA Pol II, IITICOCITTTI— XPC/Rad4,
CSA/Rad28, HR23B/Rad23 ou e
E-DDB1/2 —_ I e
CSB/RaM f21(Ge) AP Endonuc! DNA Glycolase
TFIIH +ATP XPA/Rad14, RPA (+/-AP Lyase)
CTETD I ITT TITTTT
DNA Pol / O’W_'D_NA Pol |
EEE’EZ‘QAMO \\l/ 2et3 PCNA, FEN- 3 Ligase I,
XPG/Rad2 e, 1/Rad27, Ligasel o XRCC1
e = TN NN o o o (long patch)
RCF, PCNA, DNAW‘O\L 4
Ligasel

Figure 7) Les systemes de réparation : NER et BER
Les étapes successives de deux voies de réparatienNER et le BER) sont représentées ci-dessus.

L
e e
2

T 1
3\1,€F

Figure 8) Les différentes étapes de la recombinaison homologue

Ce schéma décrit les différentes étapes de la réparation des cassures double brin par recombina
homologue :

1) Reconnaissance des lésions
2) Recherche d’homologie
3) Synthése de brin complémentaire.

son
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Le péroxyde d’hydrogene £, est un oxydant trés efficace et il est connu pour étre
trés toxique pour I’ADN. L’action des radiations $a radiolyse va varier en fonction du TEL
et de la présence d'oxygéne. En absence,®® cas de TEL faible, @ se recombine et
H,0, est produite en faible quantité. En cas de haut TEL, la quantitg@ekbduite est plus
importante. L'oxygéne joue un role clé dans le milieu irradié. Plus il y a d'oxygene dans le
milieu plus les phénoménes d'oxydation sont importants. L'oxygenag® comme un
catalyseur. @empéche la recombinaison epHen captant He pour former un radical O
Ceci s’accompagne donc de la formation de quantités importantesQ@pe e d’autres
peroxydes.

Les RL pourraient aussi entrainer la fation de Iésions moléculaires (ex : ADN,
lipides). Ainsi OHe possede la capacité d’'oxyder et He la capacité de produire des pontage:
(Galle P et Paulin R pour le livre « Biophysique : radiobiologie, radiopathologie », éditions
Masson (2000)). La conséquence de ces al@stserait une erreur decture lors de la
transcription puis de la traduction donc lanfation d'ARN anormaux et par la suite de
protéines modifiées (structuralement ou fonutiellement). Plus récemment, les travaux du
Pr DT Goodhead ont montré qu’'une nouvelle approche pouvait étre envisagée concernant |
formation des dommages radioinduits de '’ADNn&ij ces travaux ont pu mettre en évidence
I'existence de microdépbts d’énergie pouvant guantifiées de maniére idéale a l'aide de
stimulations Monte Carlo (Goodhead DT, 198Bh effet, les premiéres simulations ont
montré que le passage d’'un photon dans desuxibélogiques de densités différentes était
capable d’'induire une succession aléatoire de microdép6ts d’énergies variables. Cette variét
dans les microdépbts pourrait étre potentielleima cause de la gnde hétérogénéité des
dégats créés dans I'ADN.

|.3- Les systémes de réparation de '’ADN

Les systemes de réparations de '’ADN sord am place chez les étres vivants dans le
but de les aider a conserver I'intégrité de leur information génétique suffisamment longtemps
gue pour pouvoir se reproduire et ainsi assurer la survie de I'espéce.

I.3.1- Les protéines kinases

Les protéines kinases sont des acteurscipanix dans les voies de réparation de
I’ADN. Les protéines kinases sodes protéines particulierggii modifient la conformation
des autres protéines par ajout, avec consommation d’énergie sous forme d’ATP (adénosin
triphosphate), d’'un groupe phosphate {P€r certains acides aminés particuliers : la sérine,
la thréonine ou la tyrosine. D’autres pro&s, nommées les phosphatases, se chargeront
ensuite d’enlever le groupe phosphate.

1.3.2- Les systémes de réparation

Chacun des types biochimiques des dommages de 'ADN décrits précédemment son
réparés par des systemes dearétion spécifiques. Les différs systemes de réparation de
I’ADN existants sont tous basés sur le mémnecipe : une reconnaissance du dommage est
réalisée par des protéines circulant sur 'ADEX : les sous unités Ku80 et Ku70 de DNA-
PK), ces protéines s’arrétent au niveau des lésions puis en recrutent d’autres qui vont alors
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Recombinaison Suture (Non Homologous
homologue End Joining)

DNA- DNA-
PKcs PKcs
L L

ATM
Ligd ATM

XREC4XREC4
p53

Figure 9) Les systéemes de réparationrecombinaison homologue et suture
Représentation de deux systémes de réparation humains pour les cassures double brin de 'ADN :
- recombinaison homologue (H Rec)

- suture (NHEJ).

e

Imprécision et addition de
Séquences signal pour heptameéres et nonameres N nucléotides

Figure 10) Les mécanismes d’hyper recombinaison V(D)J se font avec les mér

protéines gue pour la suture
Réarrangement des anticorps ou immunoglobulines (Ig) des lymphocytes B et génération des BCR et T
(respectivement les récepteurs des lymphocytes B es$ i€cepteurs des lymphocytes T) par I'utilisation du

nes

CR

mécanisme de la réparation par suture (NHEJ) (Morrison Cet al, 1997 ; Lieber MR et al, 2004).
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enclencher une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la réparation de la Iési
(voir figures 7 a 9).

Le « Nucleotide Excision Repair » (NER)qui se traduit littéralement par réparation
par excision de nucléotides, intervient en ads Iésion sur I'ADN. Il nécessite la
reconstruction d’'une portion plus important&@N simple brin complémentaire que le BER.

Le systéme de réparation NER est connu pourétsgsteme de réparation le plus polyvalent
en terme de la diversité des lésions qu'il petgarer. Ainsi les Bons produites par les
dérivés du cis-platine et le rayonnement UV (par exemple les dimeres de thymines) sont
réparées par le NER (Lindahl T et Wood RD, 1999 ; Friedberg EC, 2001). Le NER est
composé de quatre étapes successives : (1a deconnaissance des dommages par le
complexe XPC-hHR23B, (2) de l'ouverture de 'ADd¢ part et d’autre de la Iésion grace,
entre autre, a l'action des hélicases TFIKPB et XPD (remarque : les protéines XPA et
RPA se fixent a 'ADN lors de cette é&gp (3) de I'excision d’'un nucléotide par des
nucléases spécifiqgues (XPG et ERCC1-XPF)retiéiment (4) de la resynthese de la séquence
complémentaire par I'ADN polymérade/ et ligation du nucléotide excisé par '’'ADN ligasel
(Friedberg EC, 2001). Le syndrome de Xerodepigmentosum est associé a une déficience
de certaines protéines appartenant a cettedeigparation. La déficience provoquant cette
maladie peut intervenir dans les protéixésA, XP-B, XP-C, XP-D, XP-E, XP-F et/ou XP-

G.

Le « Base Excision Repair » (BER)se traduit littéralement par réparation par
excision de base. Ce systemerégaration de I'’ADN est le méssme de réparation essentiel
pour la réparation des dommages endogenes. Ce systeme fonctionne en trois étapes : tc
d’abord, (1) 'ADN glycolase gxifique va venir couper ldiaison qui relie la base
endommagée au sucre , la transformant alonsnesite abasique, (2) puis I'AP endonucléase
coupe les liaisons phosphodiesters entourant le site abasique, avec ou sans l'aide d’'une A
lyase, et, finalement (3) la base complémentaire est resynthétisée et religuée a l'aide de
respectivement, des ADN polymérasest 0/ et des ligases | et Il (Simonelli & al, 2005).

A ce jour, aucun syndrome associé a cette voi@paration n'a été réperié (Friedberg EC,
2001).

La recombinaison homologue (H Reckst une voie de réparation susceptible de
réparer les cassures double brin de 'ADN. Bkedécompose en plusieurs étapes successives
(figure 8): (1) ATM prend en charge la recaissance des lésions, active le complexe
Rad50/Mrell/Nbsl et provoque l'apparition d’'ueetrémité 3’ qui sera protégée par la
protéine RPA. ATM active BRCA1 par phosphorylation. (2) BRCA1 active Rad51. La
protéine Rad51 (en collaboration avec d’aupestéines : Rad52 et Rad54) est alors chargée
de cette extrémité simple brin : Rad51 rechetttmmologie puis elle va attraper un morceau
simple brin jugé homologue et le positionner dans la cassure comme s'il s’agissait d’'un ADN
simple brin et non plus d'une cassure deuldrin. (3) Les dernieres étapes de la
recombinaison font intervenir plusieurs enms : une ADN polymérase qui est chargée de
synthétiser le brin complémentaire, une diggour souder la liaison phosphodiester et des
résolvases (qui sont des teases) pour séparer les deux ADN double brin homologues. La
cassure double brin est ainsi réparée (voir figures 8 et 9). La protéine majeure de cette voie e
la protéine Rad51 puisqu’elle posséde une activité « recombinase ».

Remargue les structures intermédiaires sont nomnjéestions de Hollidayet sont résolues
a I'aide des résolvases (AravinceLal, 2000).
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De nombreux syndromes correspondent a cette voie de réparation, notamment I'Ataxia
telangiectasia en cas de défaut dans les protéines ATM/ATR, le syndrome de Nijmeger
associé a la mutation du géne codant pour la protéine NBS1 et 'anémie de Fanconi associée
des défauts dans au moins huit genes différents lsoaR (D'Andrea AD et Grompe M,
2003).

La protéine p53 régule cette voie de réparatesn controlant la fidélité de I'activité
recombinase homologue de Rad51 (Gatz SA et Wiesmuller L, 2006).

La réparation par suture (Non Homologous End Joining)est aussi utilisée pour la
réparation des cassures double brin (Lindakt Wood RD, 1999 ; Lobrich M et Jeggo PA,
2005). Cette voie de reparation comporte elle aussi plusieurs étapes successives. Tol
d’abord, (1) les enzymes chargées de la resiseance des lésions (c'est-a-dire les sous unités
Ku70/80 de DNA-PK) patrouillent sur I'ADN. Quand elles ont repéré quelque chose
d’anormal, (2) ATM est activée et phosphoridesous unité DNA-PKcsjui se charge de
rapprocher les deux extrémités de la cassure ddurlri de 'ADN. Ce sont les sous unités Ku
qui se chargent de recruter DNA-PKcs. (3t&moment, les ligases XRCC4 en dimére et la
Ligase4 liguent les extrémités de la casgtigure 9 ; Ball LG et Xiao W, 2005).

La génération des anticorps et des récepteurs des lymphocytes B et T utilise les méme
protéines qu'une des voies de réparation’ BN apres cassures double brin: la suture
(Morrison Cet al, 1997 ; Lieber MRet al, 2004 ; figure 10). Dans le cas de I'immunité, les
protéines de la recombinaison homologue permettent de générer, grace a un mécanisn
nomme épissage alternati{« splicing » en Anglais), une tres grande diversité protéique.
L'épissage alternatif a lieu lors de la transcription : un pré-ARNm est synthétisé, celui-ci est
épissé pour donner lieu a 'ARNm ditature L'épissage consiste en l'excision des introns et
I'accolement des exons. Les exonssairetenus vont permettre a I'"ARNmature d'étre
traduit en protéine. Ce phénomeéne explique guair plusieurs protéines différentes peuvent
étre obtenues a partir d'une méme séquence génétique, comme c’est le cas pour les anticor
(ou immunoglobulines) produites par lesmighocytes B et pour les récepteurs des
lymphocytes. |l apparait que, grace a ce mécanisme d'épissage, le nombre théoriqu
d’anticorps est estimé a L@ifférentes molécules pour un méme individes réarrangements

de la chaine lourde des Ig se font dedeoh suivante : un des génes D s’associe a un des
genes J et le groupe obtenu s’associe a wngéees V. Ceci est extrémement aléatoire,
d’autant plus que des nucléotides supplémesggieuvent s’'insérer dans la jonction (notés

« N » sur la figure 10). Les enzymes impligaésont des recombinases (spécifiques des
lymphocytes), la kinase DNA-PK, des polymérases et des ligases XRCC4 et Lig4. Les
recombinases reconnaissent les séquenceerv@es (nonameres et heptameéres) qui sont
adjacentes aux exons V, D et J. Deux progiaetivatrices de la recombinaison (Ragl et
Rag?2) jouent aussi un rdle dans le réarrangement (Letonturier P, 2001 ; Morre&toal, C

1997 ; Lieber MRet al, 2004).

L’Ataxia telangiectasia est I'un des syndromes associés a cette voie de réparation. Cett
maladie, aussi nommée syndrome de Louis Barrcaractérise par une perte de mouvement
oculaire, l'apparition de petits vaissealwsanguins au niveau du globe oculaire et
s’accompagne de difficulté motrice. Cette maladie neurodégénérative commence dans
I'enfance.

Il existe d'autres voies de réparation comme par exemple la réparation des
mésappariements (ou MRRmismatch repaiy qui élimine les bases mal appariées
apparaissant & la fréquence d'une base sur al0 cours de la réplication cellulaire
(Hoeijmakers JH, 2001). La synthese translésionnellérémslesion synthegisquant a elle,
n'est pas exactement une voie de réparation piatét un mécanisme qui permet de tolérer

12



Chapitre | : Introduction

certaines lésions de I'ADN et de les répligugéeci sous-entend la formation d’une mutation
(Pages V et Fuchs RP, 2002).

1.3.3- Les protéines de la signalisatio cellulaire étudiées dans cette thése

Différentes protéines appartenant aux vaieda réparation de I'’ADN furent étudiées
lors de cette thése. Les voici présentées brievement par ordre alphabétique :

ATM (Ataxia telangiectasia mutated protein ; 351 kDaAEHR (Ataxia telangiectasia
related protein; 301 kDa) sont des protéines kinases de réponse aux stress comme |
radiations ionisantes, par exemple les raydn@our ATM) et les ultraviolets (pour ATR)
mais aussi a d’autres types de stress comme par exemple les arréts du cycle cellulaire
I'hnypoxie. Ces deux protéines apparentéesfartalle des PI3 kinases (3-phosphatidylinositol
kinases) jouent un rble ceat dans la reconnaissance des dommages de I'ADN et la
phosphorylation initiant la réparation de cEsmmages. Ces deux kinases sont activées par
les Iésions de I'ADN correspondant au stressjuel elles répondent. Ainsi, les coupures
double brin vont activer ATM et les dommages de bases et les fourches de réplication nor
refermées vont activer ATR. ATM n’est pas activée aprés UV. La mutation du géne codant
pour ATM induit une maladie particuliere chez Ithme : I'Ataxia telangiectasia (A-T) qui se
transmet sur le mode autosomal récessif et qui se traduit pour le patient par une
radiosensibilité trés importante et unertéo prédisposition aux cancers (lymphomes et
leucémies principalement). Les lignées cellulaires dérivées de certains de ces patients A-
(comme les lignées AT5BIVA et AT1BR) présent une radiosensibilité sévere et des
défauts dans les arréts de cycles efs@t G/M qui se font normalement aprés exposition
aux radiations ionisantes. ATM phosphoryle de nombreux substrats, notamment breast cance
type 1 susceptibility protein (BRCAL), seeithreonine protein kinase CHK1 (CHK1),
serine/threonine protein kinase CHK2 (CHK2), c-Jun, DNA-dependent protein kinase (DNA-
PK), p53, I' histone H2Ax, NBS1 Rad9, Radl7... (ForayeNal 1997 ; Khanna Ket al,

1998 ; Cortez Det al, 1999, Foray Net al, 2003 ; Lavin MF, 2004). Contrairement a ATM,
ATR est requise pour la prolif#ion cellulaire. La délétion d’ATR chez les souris provoque

la mort précoce des embryons. CHK1, CHK33 et BRCA1 sont phosphorylées par ATR.
ATR régule la protéine CHK1 (Liu @t al 2000). Dans les lignées cellulaires mutées en
ATM (ATSBIVA et AT1BR), ATR n’est pas mutée et lorsque que ces cellules sont soumises
a une irradiation par rayons X, c’est ATR qui est quand méme activée tardivement par les
rayons X et qui prend le relais de ATM entt et 8 heures apres irradiation (ForagtMNl,

2003).

BRCAL1 (breast cancer type 1 susceptibility protein; 207,7 kDa) est une
phosphoprotéine constitutionnelle & localisat nucléaire qui possede deux domaines
particuliers : un domaine a doigts de zinc en N-terminal par I'intermédiaire duquel se font les
interactions avec les autres protéines et un domaine C-terminal avec des motifs BRCT el
tandem. Les motifs BRCT se retrouvent fréquemment dans les protéines de réparation d
I’ADN et dans les protéines de contréle du eyctllulaire. Les mutations de BRCAL et de
BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility protein) dans les cellules germinatives sont
responsables de la plupart de cancers hénéditdu sein et des ovaires. L'exposition aux
radiations ionisantes ou a d’autres types desstgénére I'apparition de foci BRCAL dans le
noyau des cellules ayant subi le stress. Lessiai des points ronds et lumineux apparaissant
en cas d’expérience dimmunofluorescenee correspondant le plus souvent a une
phosphorylation de protéine (voir chapitre 111.2). Les lignées cellulaires mutées pour BRCA1

13



Chapitre | : Introduction

(par exemple : HCC1937) présentent une hygraibilité aux rayons X et aux UV (Tibbetts
RSet al 2000 ; Xu Bet al 2002 ; Yarden Rét al, 2002).

Le cycle cellulaire est contrdlé par des protéines (par exemple : p21, p27, pl6...) et il
existe plusieurs points de controle nommeés eckhpoints » susceptibles de l'arréter. La
cellule tente de réper ses lésions d’ADN, si elle le yte Les protéines CHK1 et CHK2 sont
des protéines qui contrélent le cycle cellulaire a ces différents « check pditiks. (54,4
kDa) est impliquée dans l'arrét du cyclelagkaire aprées lésion de 'ADN ou en présence
d’ADN non ligué dans la cellule (par exemple lorsque la cellule a été soumise aux UV).
CHK1 est phosphorylée par ATR. CHK1 contrdle le passage de la phasta@hase S en
phosphorylant Cdc25C sur la Ser216. Cdc25C est alors exportée en dehors du noyau. Cdc2E
est la phosphatase qui induit normalement la phase M. Ceci empéche alors I'activation du
complexe Cdkl-cycline B et I'entrée en mito&HK1 crée ainsi un retard de la phase S.
CHKZ1 phosphoryle aussi Cdc25A et Cdc25B. (Lietal 2000 ; Zhao H et Piwnica-Worms
H, 2001 ; Yarden REt al, 2002). CHK2 (60,9 kDa) régule les « check points » du cycle
cellulaire et 'apoptose enpénse aux lésions de I’ADN notamnteux cassures double brin
(qui peuvent étre causées entre autres paytmngment X). CHK2 contrble le passage de la
phase G a la phase S. CHK2 est phosphorylé A&M. CHK2 inhibe aussi la phosphatase
Cdc25C par phosphorylation sur la Ser216 aussi et empéche I'entrée en mitose éiyahg J
2003 ; annexe I-a B). CHK2 régule aussi p53 par phosphorylation et jouerait un réle dans ls
méiose. Les patients mutés pour le geh&2 présentent une prédisposition aux cancers,
notamment pour le cancer de la prost&euvent, les cellules cancéreuses ignorent ces
« check points » (Shieh Sat al, 2000). Des mutations de CHK2 ont été aussi retrouvées dans
certaines familles présentant le syndrome de Li-Fraumeni. Ce syndrome concerne de:
associations de cancers dedyg différents : ostéosarcomasncers du sein, leucémies,
apparaissant chez les patients jeunes. rBnvi50% des individus considérés atteints
développent un cancer a 30 ans et 90% a 70 ans. Ce syndrome est, dans le cas norm
généralement associé a des mutationsigpales de la protéine p53 (Lee 88al, 2002).

DNA-PK (DNA-dependent protein kinase)tegn complexe formé de trois sous
unités : la sous unité catalytique DNA-PKcs (469 kDa&ue&20 etKu70 (respectivement 82,6
et 69,7 kDa). Les deux sous unités Ku sont aéssceét elles se fixent spécifiquement sur les
coupures double brin de 'ADN. Ku80 joue wdle dans la protection des télomeérkss
lignées mutées pour DNA-PKcs (par exemple la lignée gliomale MO59J) sont hypersensibles
aux rayons X et ne réparent pas bien legsgees double brin (défauts de suture). DNA-PK
joue un role majeur dans la recombinaison V(D)J en immunologie (LiebeetNR 2005).
DNA-PKcs est connue pour s’autophosphorylempetir phosphoryler la protéine de choc
thermique HSP90 (Lees-Miller SP et Anderson CW, 1989), la protéine c-Jun (Banniser A.J
al, 1993), la protéine p53 (Shieh ®Yal 1997) et I'histone H2Ax (Park Eet al, 2003) entre
autres. DNA-PK, tout comme ATM et ATR, est apparentée a la famille des phosphatidyl-
inositol-3-kinases (PI3kinases) (Sarkariae\al, 1998 ; Abraham RT, 2004). Cette enzyme
phosphoryle aussi ses substratslesiisites SQ/TQ (Liu SH, 1993).

La famille protéiques-Jun regroupe plusieurs membres dont c-Jun, c- Fos, JunD, Fra-
1, Fra-2, FosB, et AP-1 (le facteur de traion AP-1 (Activator Protein 1) (Bohmann &
al, 1987)), entre autres. Ce sont des proto-oncogénes nucléaires. c-Jun interagit avec c-Fos
ces deux protéines forment un hétérodimerdun est active par phosphorylation par JNK
(mitogen-activated protein kinase Junpesséde alors une fonction pro-apoptotique.
AP-1 est impliqgué dans l'induction de I'apoptose apres stress, tout comme c-Jun mais pa:
forcément dans les mémes conditions (Anget Bl 1988 ; Jacobs-Helber & al, 1998). c-
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Jun (35,7 kDa) est un oncogéne nucléaire et un régulateur transcriptionnel. Il a la capacité d
transformer la cellule (c'est-a-dire la rendre tumorale) s'il est muté ou s'il est exprimé
ectopiquement (c'est-a-dire pas a I'endroit habituel).

La protéineMRE11 ou Meiotic Recombination 11 homolog (80,6 kDa) est une
nucléase a cofacteur de manganése. MRE11 est une composante du complexe MRN, av
NBS1 (codée par le gene responsable du syndrome de Nijmegen (Zheirgj, 2006)) et
Rad50. Le complexe MRN joue un réle central dan®paration des cassures double brin, la
recombinaison homologue, la maintenance de I'intégrité des télomeres et la méiose (D'Andre:
AD et Grompe M, 2003 ; Lavin MEt al, 2004). Le complexe MRN serait capable d’activer
ATM. Rad50 servirait sans doute a tenis lextrémités d’ADN a proximité de MRE11.
MREL11 présente une activité exonucléase 3'-&cigue du double brin de 'ADN et aussi
une activité endonucléase spécifique podDN simple brin (Paull TT, Gellert Met al
1998). MRE11 forme des foci en cas de stress génotoxique (DenglZL999 ; van Veelen
LR et al 2005). Des défauts dans le géne codant pour MRE11 produisent une maladie don
les signes cliniques sont proches de I'Adaxelangiectasia; cette maladie est nhommée
« ataxia-telangiectasia-like disorder » (ATLD) (StewardeB8&l 1999).

La protéine nucléaireRad51 (37,0 kDa) est 'homologue de la protéine de la
recombinaison homologue RecA de la bactérie E.coli et participe a la réparation des cassure
double brin de I'ADN et plus particulierement a la recombinaison homologue aussi (Benson
FE et al, 1994). Rad51 se fixe sur les extrémités simple et double brin de 'ADN et possede
une activité ATPasique intrinseque. Rad51 interagit aussi avec BRCAL1, BRCA2 et p53.
Rad51 est phosphorylée par Chkl (SorenseneC@al 2005). Rad51 posséde aussi la
particularité de former ddsci distincts en cas de dommage de 'ADN (Orre eial, 2006).

I.4- La réqulation du cycle cellulaire

Chez 'Homme, le rythme de division doit étrentrdléet ce contrdle est programmé
génétiqguement. Quand la ceflulne parvient pas a réparson ADN, elle est forcée
d’'interrompre son cycle cellulaire, a moins que d&gats subits par la cellule ne soient trop
sérieux et que la cellule devine tumorale. Ce dger cas est heureusement rarissime par
rapport au nombre total des dommages subit§ RN au niveau d’un individu chaque jour.

La récente publication du génome humain a déja révélé que 130 géenes, au moins, sont tradu
en protéines participant a la réparation dé@N. Les protéines de gélation de la division
cellulaire et de la réparation de 'ADN jouenh rble primordial pour le maintien de
I'intégrité de linformation génétique contenukans les génes (figure 11). A gauche sont
notées les différentes étapes de la réparatiardedite les marqueurs relatifs a ces différentes
étapes. Ces étapes consistent en la reconnaissance des lésions de I'ADN, la réparatic
proprement dite, et, si la réparation ne peutsgafaire, des arréts du cycle cellulaire peuvent

se faire, allant parfois méme jusqu’a la mort cellulaire (apoptose).

Apres radiations ionisantes, les voies de réparations majoritaires (H Rec et NHEJ) se
mettent en place. Il apparait que la régulation du cycle cellulaire soit un déterminant majeur
de la radiosensibilité (Pawlik TM et Keyomarsi K, 2004 ; Yargt &l 2003 et schéma en
annexe l-a B).
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Figure 11) Modéle vertical proposé pouischématiser la réparation de ’ADN
Représentation schématique d'un mdeéle vertical possible de la réparation de I'ADN (cascade d
phosphorylations successives représentées par des disquzs annotés avec la lette P) (d’aprés Foray N

et al, 2003) :
A gauche : les différentes étapes.
A droite : les marqueurs relatifs aux différentes étapes :
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Figure 12) Mort cellulaire ou réparation ?
Schéma (d’aprés Murphy M et al, 1998) représentant la balance entre les différents types de mof

cellulaires et la réparation en fonction de la gravité des Iésions encourues par 'ADN de la cellule.
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La phase du cycle cellulairef® est reconnue pour étre la plaliosensible et la phase S est
désignée comme étant la meiradiosensible ; la phasq &ant intermédiaire concernant la
radiosensibilité (Pawlik TM et Keyomarsi K, 2004).

D’une maniere plus générale, dans la fégon de la division cellulaire, deux
catégories de protéines sont distinguées: le®ipex codées par les proto-oncogéenes et celles
codées par les anti-oncogenes (ou génes sspguirs de tumeur). Oncogéne vient du Grec
onkosqui signifie « tumeur ». Leproto-oncogenesou oncogenes cellulaires sont trés bien
conservés tout au long de I'évolution. Ces gecalulaires codent pour des protéines qui ne
sont pas encore toutes connues, mais elles jouent un réle physiologique primordial au nivea
de la croissance cellulaire, ainsi qu’au niveiaula différenciation. Les protéines codées par
ces oncogéenes sont par exemple : des facteucsotsance (ex. : c-Sis), des récepteurs aux
facteurs de croissance (ex. : c-ErbB), des pregappartenant a la famille des protéines liant
le GTP (ex. : c-Ras), des tyrosine kinases: @abl qui est activée en réponse aux radiations
ionisantes dans la voie médiée par ATM (Baskaraat & 1997 ; Foray Net al, 2002)), des
protéines appartenant a la famille des pr&ginucléaires (ex : c-Bcl2) ou des protéines
appartenant aux voies de signalisation (5086 protéines de la signalisation sont des
oncogenes cellulaires). Les oncogenes cellulaires peuvent étre a l'origine des cancer
lorsqu’ils sont mutés et activés constitutivement.

Les anti-oncogénesou génes suppresseur de tumeur sont caractérisés par le fait que
leur absence ou leur déficience soient potéatient génératrices de cancer. lls codent pour
des protéines ayant un effet répresseur suainsrproto-oncogéenes. Les tumeurs observées
dans ce type de déficience ont le plamangent un caractere héréditaire. Il s’agit d’'une
transmission récessive. Un seul exemplaire du gene normal suffit au bon fonctionnement de |
cellule. Les tumeurs s’exprimeront uniquementasdélétion est homozygote. La premiere
délétion est d'origine héréditaire : sur lesuxlalléles d’'un anti-oncogenes transmis par les
parents, I'un est défectueux. L’anomalie reste muette tant que l'autre allele suffit aux besoins
cellulaires. Ce sera donc la mutation ou la délétion du deuxieme alléle sain situé sur I'autre
chromosome qui révelera I'anomalie en déclenchant ou en participant a la cancérogenése
C’est par exemple le cas pour le rétinoblastooeerétinoblastome est le cancer de la rétine
qui touche généralement les jeunes enfants. Le iperesponsable de cette maladie est porté
par le chromosome 13, bande ql4. Cette malpdut avoir deux origines : elle sera soit
sporadique soit héréditaire Dans le cas d'une origine sporadique (c'est-a-dire non
héréditaire), le premier événement est somatique et la deuxieme mutation se produit pa
hasard dans un rétinoblaste (cellule de la rétBig)ar contre I'origine est héréditaire, alors le
premier événement est germinal et le deuxieme événement est une mutation toujour
somatique.

I.5- Les morts cellulaires

[.5.1- Avant propos

Lorsqu’une cellule ne peut plus réparer son contenu génétique, elle meurt (dans la
majorité des cas). Le type dmort cellulaire dépend principalement de deux facteurs : la
gravité des lésions de 'ADN et le taux d’ATP inteHalaire. En effet, erwas de stress léger,
la cellule est capable de réparer ses lésions d’ADN (BonfataE1995). Par contre, en cas
de stress plus séveére, il existe deux cas pessilgoit la cellule possede des niveaux d’ATP
suffisants et peut donc entrer en apoptose, soit la cellule n’a pas assez d’énergie (sous forn
d’ATP) et meurt par nécrose (TsujimotoeYal, 1997) (figures 12 et 13).
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Signaux de mort

-ATP 7 N FATP

Cascade de caspases (actvation
dépendante de I'ATP)

- ATP / \+ATP

Transport nucléaire

Nécrose (apoptose ; ;
avortée) dependani de 'ATP

Nécrose

Apoptose

Figure 13) Importance de 'ATP dans la mort cellulaire
Ce schéma souligne I'importance de la présence de I'ATP dans le choix de la mort cellulaire.

A

micronoyaux (cellule en mort mitotique)
cellule normale

B
— cellule normale
cellule apoptotique
< — corps apoptotique
C

Fibroblastes proliférants Fibroblastes sénescents

Figure 14) Morts cellulaires, morphologies
A) Micronoyaux. Noyaux de fibroblastes 1BR3 irradiés avec rayons X (temps de réparation = 24 heure
endoexpression de HSP70), marquage au Dapi (grossissement 1000). Les micronoyaux correspondent]| 2
I’ADN haché qui n'a pas pu étre réparé et qui est expulsé hors du noyau.

B) Cellule apoptotigue Noyau de lymphocyte CMT M10, photographie prise 24 heures aprés irradiatio
de 2Gy), marquage au DAPI (grossissement 1000).

C) SénescenceFibroblastes (entiers) WI-38 proliférants et fibroblastes (entiers) WI-38 sénescent
(provenance : poumon), imagerie par contraste de phase (d’apres Place Bffal, 2005).
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Certaines protéines, comme p53, jouent ule rélé dans le cycle cellulaire. P53 est
fréquemment désigné comme étant le « gardiergénome ». C'est-a-dire que c’est cette
protéine qui va prendre la déasi d’arréter, ou non, le cycleellulaire et elle peut aussi
forcer la cellule a entrer en apoptose.

Remarque la mort immédiate radioinduite est un phénomeéne rare et ne se produit que pour
des doses énormes (de l'ordre de plusieurdagees de Grays). Néanmoins, deux types
cellulaires : les lymphocytes et les ovocytsnt connus pour leur radiosensibilité, ces
derniers types cellulaires meurent pour des doses bien plus faibles (de I'ordre du Gy).

I.5.2- La mort mitotique et I'oncose

I.5.2.1- La mort mitotique

La mort mitotique est définie par les radiobiologistes comme étant la mort différée.
C'est le cas le plus répandu de mort callelaadioinduite (Hopwood LE et Tolmach LJ,
1971). La mort mitotique se traduit par uneapacité a accomplir la mitose. Les cellules
irradiées apparaissent normales au point demvoighologique et fonctionnel. Ce n'est qu'au
moment de la mitose que s'exprimeront les lésions (Dikormetyak2003). Dans le cas de la
mort mitotique, la cellule gonfle puis libéde fagcon désordonnée son contenu ainsi que son
matériel génétique. La mort mitotique estacdérisée phénotypiqguement par la présence de
micronoyaux. Le nombre de micronoyaux augtaeiméairement avec la dose. La létalité
augmente proportionnellement avec le nombre de micronoyaux (Balosso J et Foray N,
Cancérologie Fondamentale, Collection John Lybt&905 ; figure 14). Les étapes finales de
la mort mitotique ressemblent morphologiquement a celles d’'un autre type de mort cellulaire :
I'oncose. Si la cellule 1ésée peut francidivisions, alors il n'y a pas mort mitotique. Par
contre, cela ne présage pas des anomalieguEniou chromosomiques dont la cellule peut
étre porteuse. De méme, la cellule peut avoir franchi les premiéres étapes d'une
transformation ; I'apoptose peut intervenir, & ce moment-la, comme mécanisme de contrdle.

1.5.2.2- L’'oncose

L’'oncose se produit en cas de privatidignergie ou d’'oxygene. Cette autre mort
cellulaire accidentelle est caractérisée par (1) une augmentation du volume des organelle
(ex : la mitochondrie) et du cytoplasme, (2) padabut de rupture de la membrane cellulaire
lié a un dysfonctionnement des pompes ioniquesnbranaires, (3) par une condensation et
une lyse de la chromatine, et finalemenk par la lyse cellulae (Von Reckling-Hausen,

1910 ; Van Cruchten S et Van Den Broeck W, 2002).
Remarque la nécrose correspond a un processus plus tardif et correspond aux derniére:
phases de I'oncose.

1.5.3- L’'apoptose

1.5.3.1- Définition

L’apoptose, aussi appelégort cellulaire programméeest constituée par une série de
processus qui entrainent la mort de la cellul@poptose, contrairement a la nécrose, modifie
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la forme des cellules. La chromatine se compacte, le cytoplasme se condense, les membran
nucléaires et cytoplasmiques se détendenis le noyau se fragmente et des corps
apoptotiques composés de débris cytoplasmiagienucléaires sont relargués dans I'espace
intercellulaire. Ces éléments sont phagocytédgsacellules voisines mais n’entrainent pas de
réaction inflammatoire. Un phénotype de bourgeonnement du noyau est caractéristique d
cette mort cellulaire (figure 14).

L’apoptose se produit le plus souventawurs des phases du cycle cellulaireeGG
(Balosso J et Foray N, Cancérologie Fondamentale, Collection John Libbey, 2005). La voie
apoptotique passe le plus souvent par la mindhe, les caspases et la protéine Bcl-2 (voir
figure 15). Différents signaux de morts (egertains stress ou lésions non réparables de
'ADN) ou certaines cytokines prmflammatoires comme FasL ou TNKtumor necrosis
factor) ou les granzymes et perforines é&ms par les macrophageu par les cellules
natural killers) ou I'endonucléase G et mémesatees HSP (HSP60mt et HSP10mt) codées
par la mitochondrie (voir paragraphe 11.2.2) actiyeru niveau mitochondrial, la sécrétion de
protéines particulieres nommées effecteurs communs : notamment le cytochrome c, le:
caspases et I'AlIF (apoptose inducing factor)cichrome ¢ n’a pas qu’une fonction dans la
chaine respiratoire mitochondriale puisquirticipe a l'activationdes caspases via la
formation d’'un complexe protéique nommagdoptosoméLiu X et al, 1996, Bossy-Wetzel E
et al, 1998). L'AIF intervient au moment de la condensation de la chromatine et de la
fragmentation de 'ADN (Susin Slet al 1999). Les caspases sont les facteurs pro-
apoptotiques par excellence, surtout la procaspase-3 apres un clivage activateur en caspase-
Les effecteurs communs déclenchent I'apoptose. Le proto-onc8géhé6,3 kDa) joue un
réle central dans I'apoptose : il controle lxredion et le relargage dans le cytoplasme des
effecteurs communs. La libération des effecteurs communs dans le cytoplasme pourrait étr.
expliquée par une variation du potentiel membranaire (Kimef, 2003). Bcl2 (pour B-

Cell Lymphoma 2) est une protéine mitochondriale qui permet de réguler I'ouverture des
pores de la mitochondrie (Ali Sat al, 1997). Certaines protéines appartenant a la famille de
Bcl2 possedent des propriétés anti-apoptotiques (HockenberyeDBl, 1991) et anti-
oxydantes (Kim Het al, 2005). Ce gene bcl-2 code pour une protéine membranaire dont la
fonction principale est d’empécher I'apoptose dearsains tissus. Les souris KO pour le géne
bcl-2 présentent une apoptose généraliséetidsus lymphoides. Comme d’autres proto-
oncogenes, Bcl-2 devient oncogene quand ses taux d’expression augmentent (ceci pel
notamment se produire aprés une translocation chromosomique).

Remarque : il existe une apoptose indépendante des caspases et qui ressemble

morphologiquement a la nécrose d’ou somriiapoptose « necrosis-like » (McCarthy &tJ
al, 1997).

|.5.3.2- L'apoptose induite par la voie des céramides/sphingolipides

Une autre voie conduisant a l'apoptose existe cependant: il s'agit de la voie de
dégradation des céramides. Cette voie estagldsi associée a la mitochondrie (SusinebA
al, 1999). En effet, les conversions catahadis| des sphingolipides, essentiellement des
sphingomyélines, sont génératrices de lipidemctifs dont certains possédent un potentiel
pro-apoptotique (Alphonse @t al 2004 ; Bionda Cet al 2004). Ainsi, par exemple,
I'activation de la shingomyélinase neutre associée a linhibition de la sphingomyéline
synthase, en réponse au TNFaurait la capacité d'induire I'apoptose dans certaines cellules
tumorales (Bourteele 8t al, 2000). La voie du métabolisme des sphingolipides, par sa

capacité a moduler les taux endogénes des céramides, apparait prometteuse notamment pt
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la radiothérapie, puisqu’el offrirait un nouveau moyen de sensibiliser les tumeurs
radiorésistantes (Alphonsedbal, 2004).

1.5.3.3- p53, le gardien du génome

L’antioncogene p53 (43,6 kDa), reconnu comme tel depuis 1990, arréte le cycle
cellulaire en G et permet la réparation de '’ADN mm&ntanément (cas normal) et quand les
lésions sont trop importantes, il dirige d¢allule vers I'apoptose (Louis DN, 1994). p53
fonctionne comme facteur de transcription en activant le gene qui code pour les protéines p21
Mdm2, Bax.... p53 réprime aussi la transcription de certains autres geneasf@esxc-jun,
bcl2, hsp70..). p21 inhibe le complexe cycline EQdk2 contrélant la progression de la
cellule dans le cycle cellulaire (au niveau du passage de la phaséa@hase S). De plus,
p21 posseéde la capacité d'inhiber la réplicaties cellules qui sont déja en phase S. Quand
les deux alléles de53 sont mutés et donc que p53 est inactive, la cellule n’est plus en mesure
de synthétiser l'inhibiteur p21 (Yu J et Zhang L, 2005). Lorsque p53 est mutée (mutation
hétérozygote : p53), elle est responsable d’'un syndrome rare : le syndrome de Li-Fraumeni
provoquant une forte incidence de certainsceasy notamment des leucémies et du cancer du
sein. Ce syndrome est aussi caractérisé par une radiorésistance accrue (Donaldson SS, 19¢
Lee SBet al, 2002).

Il a été montré que 50% des cancers humains renfermaient une mutation ou une
délétion dans les deux alléles du géne p53. tRumille mutations différentes de p53 ont été
identifiees chez ’homme. Le niveau d’altératae p53 peut étre corrélé avec la virulence de
la tumeur (invasivité, pouvoir métastatique et survie du patient diminuée). Quand p53 est
inopérante, les cellules continuent a sesdivien reproduisant les anomalies du génome. La
perte de fonction de p53 peut aussi entrainer la sénescence cellulaire (Gire V, 2005).

I.5.4- La sénescence

La sénescence réplicative se traduit par arrét irréversible de la prolifération
cellulaire. Ainsi, les cellules restent métaboliquement actives pendant un temps relativemen
long in vitro. Il ne s’agit pas exactement d’'une mort cellulaire programmée. Ce phénomeéne
est le plus souvent dd, chez les cellulegesdg(notamment chez les fibroblastes), au
raccourcissement des téloméres (ce sonteldsemités des chromosomes) au cours des
divisions successives (Gire V, 2005). En effet, a chaque division cellulaire, entre 50 et 200
paires de bases d’ADN télomériques ne sont pas répliquées. Les télomeres des cellule
germinales sont compris entre 10 et 15 kpbie gthénomene de sénescence intervient pour
des télomeres inférieurs a 4-6 kpbs (CampiD0,1). Dans les cellules tumorales, la longueur
des télomeres est stabilisée grace a 'activation d’'une enzyme télomeérase. La morphologie d
la sénescence est représentée figure 14 (Placet RE 2005). Les fibroblastes sénescents
apparaissent plus rares, moins ordonnés et @luseurs ramifications, faisant un peu penser
a une forme d’astrocyte. La sénescence s’accompagne d’une réduction de l'activité du
protéasome. Toute fois, la sénescence réplegiaut étre indépendante de la longueur des
télomeres. En effet, plusieurs facteurs celtalcomme les cassures double brin de I'ADN,
le stress oxydatif induit pades radicaux libres, ou I'activation non controlée de certains
oncogenes comme c-Ras, peuvent induire une sénescence réplicativerediurée
(Lundberg ASet al, 2000). La sénescence est génétiquement controlée.
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Stress '\

Lésions

de FADN
EasL %! Cytochrome ¢

contrdle
> Caspases —> Apoptose

TNF.
A.l.LF (apoptose
inducting factor
Perforines
Granz/mes
Signaux de mort Effecteurs communs

Figure 15) Schéma simplifié de I'apoptose (localisation : mitochondrie)
Différents signaux de morts vont activer la séétion d'effecteurs qui vont eux-mémes déclanchey
I'apoptose. La sécrétion des effecteurs communs est controlée par Bcl-2.

Figure 16) Caryotype d’'une tumeur du cdon (Homme) : exemple d’aneuploidie
En vert sont indiquées les chromosomes enrsombre (trisomie 3 et trisomie 19).

En est indiquée la délétion (au niveau du chromosome 4).
Nombre aneuploide
de

cellules diplo'l'de

Quantité d’ADN dans chaque cellule

Figure 17) Contenu_en ADN d'une tumeur de l'oesophage (Homme) : exemp
d’aneuploidie

Cycle cellulaire normal : 2N-4N (cellules diploides). Cycle cellulaire anormal: 2,8N-5,6N. Le cyq

cellulaire anormal montre la présence de cellules aneuploides.
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Son activation nécessite plusis génes et notamment §21*, p53 et pRb (Guarente L et
Kenyon C, 2000 ; Place Rét al 2005). La sénescence pourrait conduire a la cancérisation
des cellules (Wright WE et Shay JW, 2001).

Il existe un autre mode de sénescence nommé : « senescence-like » qui est dépenda
d’'un arrét en @et qui a lieu essentiellement en réponse aux radiations ionisantes (Suzuki M
et al 2006).

|.6- Les mécanismes de la cancérisation

Lorsque la cellule |ésée n'est pas paneera réparer son ADN rd enclencher les
processus de mort cellulaire, cette derniére devient cancéreuse.

Nomenclature

Le cancer peut étre défini par rapport a son tissu d'origine, ainsi quatre types
principaux sont décrits dans le tableau 3.

Le cancer peut étre aussi défini par sa localisation, par exemple : gliome (cellules
gliales, cerveau), glioblastome (cellules astrocytaires, cerveau), mélanome (cellules
pigmentaires ou mélanocytes, peau)...

Type de cancer Adénome Carcinome Lymphome Sarcome
. . épithélium organe tissu conjonctif
Type tissulaire . .
glande (peau, lymphatique (os, cartilage,
correspondant ) .
muqueuses...)| (ex: ganglion) muscle...)

Tableau 3) Les guatre principaux types de cancers. ‘

Quelques définitions

Une cellule cancéreuse est une cellule dont la croissance et la division ne sont plus
soumises aucun contrble

Une cellule devenue cancéreuse donne yver série de divisons anarchiques une
tumeur (plus de fOcellules). Lorsque la cellule ne parvient pas & entrer en apoptose (par
exemple si p53 est mutée), elle peut devenir cancéreuse.

Le passage de cellule saine a cellule cancéreuse se fait en deux étapes
I"'immortalisation (le hombre de divisons possibles pdarcellule devient illimité) et la
transformationqui consiste pour la celluleperdre deux de ses propriétéon inhibition de
contact(c'est-a-dire que les cellules voisimesl’empéchent plus de se divisersatnécessité
d’ancrage(c'est-a-dire que la cellule n’a plussben de s’ancrer a son support pour pouvoir se
diviser). La cellule se développe a tort efravers sans aucun contrdle. La tumeur devient
envahissante : elle se développe au détrimentisieus et organes normaux dans lesquels elle
est apparue. Les cellules cancéreuses perdent leur spécialisation. Béed#féeencientLe
contenu en ADN d’une cellule cancéreuse est lui aussi modifié. En effet, alors qu’une cellule
de saine va, en se divisant, conserver seaoidiig, la cellule cancéreuse va, quant a elle,
présenter des aberrations chromosomiques. Aimasieliploidiese traduit, au niveau du
caryotype d'une cellule (tumorale ou non), fiabsence de certains chromosomes (ou de
morceaux de chromosomes) ou par le surnombre de certains chromosomes (ex : trisomie 21
La polyploidie correspond aux cellules présentant une ou plusieurs copies surnuméraires de
I'information génétique totale (ex : triploides, tétraploides) (voir figures 16 et 17).
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Remarque La cancérisation peut aussi étre indyar des virus : les virus tumoraux a ADN
(ex : le virus de singe SV40) et les virus tuaaex a ARN (rétrovirus) qui possédent la méme
structure que le HIV. Tous ces virus ont la capacitéraesformer(c'est-a-dire de rendre
cancéreuses) les cellules gu'ils infectent panpgds contiennent des genes dont les produits
interferent avec les activités cellulaires normales et la régulation de la croissance.

L’angiogénese et les métastases

Dans certains cas, la tumeur parvient a développer sa propre vascularisation a parti
d'un réseau capillaire préexistant. C’est ceci qui est nommé angiogénese. L'angiogénest
tumorale correspond a un processus de bourgeonnement de nouveaux vaisseaux a partir
microvaisseaux préexistants, au niveau de la périphérie tumorale. L'activation des cellules
endothéliales des vaisseaux préexistants condaitl@gradation de la membrane basale et de
la matrice extracellulaire environnante. Llmigration orientée est suivie d'une phase
proliférative. Les cellules se différencient ensuite en une structure de type capillaire pour
former un réseau vasculaire nécessaire au développement des tissus. L'angiogénése est L
étape clé pour le développement tumoral. En effet, c’est I'acquisition d’'une vascularisation
qui permet a la tumeur de se disséminer fdggement dans I'organisme, en empruntant le
systeme vasculaire veineux ou lymphatique, formant ainsi des métastases, elles-méme
formant ailleurs des tumeurs secondaires (Folknetral) 1971 ; Valentiner L&t al, 2006).

Le pronostic d’'une tumeur

Le pronostic d'une tumeur est évalué par deux parametresstada(c’est-a-dire
I'extension de la tumeur, la notion d’infiltration) et sprade TNM(c'est-a-dire son degré de
différenciation et ses anomalies nucléaires et cytoplasmiques). T est relatif a la taille de |a
tumeur primitive, N correspond au nomhbde ganglions envahis et M correspond a la
présence de métastases détectables (PoupopoMie livre « cancérologie fondamentale »,
2005, John Libbey Eurotexte, Paris). Le patient recoit alors le traitement adéquat,
correspondant a ce pronostic.
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11.1- Synthése bibliographique:les HSP, étude structurale

[I.1.1- Introduction sur les Heat Shock Proteins (HSP)

En 1964, le biologiste F.M. Ritossa, au cours de ses recherches sur le développemer
de la drosophile, remarqua que lorsque la taatpre s’éleve, de nouveaux sites s’activent
sur les chromosomes géants de larve de drosophile (Ritossa FM, 1964). Environ dix ans plu
tard, plusieurs autres protéines apparaisstaris la larve apres hyperthermie ont été
découvertes. Il fut ensuite montré que ce phénoméne ne s’appliquait pas qu’a la drosophils
mais a tous les étres vivants. Ces protéines furent nommeées « Heat Shock Proteins » (po
protéines de choc thermique) parce qu’elles étaient systématiquement surexprimées apres |
choc thermique. Cependant, il fut tres vite moqueé leur réle ne se limitait pas a une simple
surexpression thermo induite. Ainsi, depuis, d’autres de leurs réles sont connus. Ces protéine
participent a la réponse a une large variété de stress comme I'exposition aux métaux lourd:s
aux rayonnements ionisants, aux drogues ou encore aux infections virales ou bactérienne:
Elles sont aussi expriméesrap plusieurs maladies dégénératives, comme la maladie
d’Alzheimer par exemple. Ainsi, il apparait que les HSP facilitent la survie dans des
environnements non propices (Karp G, 2004).

Ces protéines, présentes en quantité ejrande variété, participent a de nombreux
processus cellulaires destinés a faciliter la swuteiéa cellule et donc de I'organisme dans son
intégralité. Certaines de ces protéines présefdqudrticularité d’étre induites en présence de
stress. Ces protéines de choc thermiques sont décrites dans ce chapitre 11.1.

11.1.1.1- Les différentes HSP : nomenclature

Il existe deux types de protéines de choc thermique : celles qui sont constitutivement
présentes dans les cellules en quantité comstdrtelles qui présentent une surexpression en
cas de stress (figure 18). L'expression de$ H8gmente avec plusieurs stress de différents
types, notamment ceux indiqués dans le tableau 4.

Environnement Pathologie Cellulaire Physiologie
hyperthermie, irradiation

(X, Uv), infection, fievre, cycle cellulaire, h

, SN ; ormones,
métaux lourds, ischémie, facteurs de croissange, . .

) . : e e age, développement
hypoxie, inflammation différenciation
pollution

Tableau 4) Surexpression des HSPLableau (non exhaustif) représentant différents stimuli responsable
de la surexpression des HSP (Jaattela kgt al, 1999).

n

Au cours du développement et de la différation, des hormones (ex : les oestrogenes)
parviennent & enclencher la transcription des HSP (Hickelyd 1986 ; Srinivasan AN et

Bhat SP, 1994). La réponse cellulaire apres choc thermique est contrdlée par les HSF (He:
Shock Factors) qui sont des facteurs de trapsoni spécifiques. Le stress génére la présence
de protéines dénaturées. Les HSF (Heat Skadktor) sont phosphorylés et s’organisent en
trimere en présence de protéines dénaturées et en cas de stress (SatradrboNs).
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Protéines natives Protéines dénaturées

HSBP1
«— ADN
\
f . .
HSF Phospho HSF Transcription

des génes des
HSP

Cytoplasme Noyau

Figure 18) Le stress permet la transcription des Heat Shock Proteins
Schéma représentant les différentes étapes de la transcription des genes hsp en cas de stress (d’apres
Satyal SHet al, 1998) :

- Phosphorylation du HSF (heat shock factor) .

- Fixation du HSF au niveau des HSE (heat shock elements).
- Initialisation de la transcription des genes des hsp

Figure 19) Structure (résolue en 1997 par cristallographie par rayons X) de HSP90

associée a la geldanamycine (son inhibiteur)
Protéine représentée emleu. Inhibiteur (geldanamycine) représenté er (Stebbins CEet al, 1997).
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Les HSF entrent dans le noyau, reconnaissent certains éléments répétés au niveau d
promoteurs des genes codant pour les HS®4git des HSE (Heat Shock Elements)) et s’y
fixent. La transcription des genes des HSP est aitialisée. L’activité du trimere HSF1 est
régulée négativement par certaines HSP (comme HSP70 par exemple) et par la protéin
nucléaire HSPB1 (Heat Shock binding protein) (SatyatSal 1998).

Les HSP possedent un tres haut degré d’homologie entre elles. La forte conservatior
des génes codant pour les protéines HSP au cours de I'évolution suggere une fonctiol
essentielle de ces protéines pour la survie de I'organisme.

La famille de protéines HSP est tres impate en nombre de protéines. Elles sont
omniprésentes et abondantes dans tous les compartiments subcellulaires. Méme en 'absen
de stress, des variations des taux de HSR sbservées au cours de la différenciation
cellulaire, du cycle cellulaire et au cours du développement embryonnaire (FegalU
1996).

L’implication des HSP dans le phénomene nommé « thermotolérance » a été
démontrée. Les cellules, qui ont été soumises a un pré-choc thermique avant d’étre soumises
un autre stress, présentent une résistance docsugu deuxiéme stress. Ainsi, elles résistent
bien mieux a ce deuxieme stress que si ellageat subi ce deuxieme stress seul (Weber LA,
1992 ; Parsell DAet al, 1993).

Les HSP jouent un rb6le majeur dans I'hypasion, la maladie des artéres coronaires,
I'athérosclérose des carotides, linfarctus du myocarde et Iischémie myocardique
(Lakshmikuttyamma Aet al, 2006).

Les HSP, et notamment HSP70, possedenajeacité d’agir contre le stress oxydatif
cytoplasmique (Papp & al, 2003).

Le choc thermique, le stress oxydant modérés et I'accumulation de protéines mal
pliées ont montré leur capacité a inddiegpoptose (Soldatenkov VA et Dritschilo A, 1997).
Ceci sous-entend qu'dxiste un réle joué par les HSP dans I'apoptose. Les HSP présentent
généralement une fonction anti-apoptotiqueu{sntHSP60 et mtHSP10 qui sont codées pas
la mitochondrie).

Cette famille de protéines a tout d’abord été étudiée en détail chez les bactéries avar
d’étre, comme c’est le cas actuellement, au centre de plusieurs recherches en santé humaine

Les HSP ont été classées chez les mammiferes en six familles principales en fonctior
de leur masse molaire : HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 et les petites HSP qt
posseédent un poids moléculaire inférieul3@kDa, aussi hommeées sHSP (small HSP):
HSPB1 ou HSP27, MKBP (myotonic dystrophy protein kinase binding protein) ou HSPB2,
HSPB3, .-A cristalline ou HSPB4,.-B cristalline ou HSPB5, HSP20 ou HSPB6, cvHSP
(cardiovascular HSP) ou HSPB7, HSP22 ou HSPB8 et HSPB9 (Burt & 1992 ;
Benndorf Ret al 2001). Les HSP70, ainsi que les sHSM} f'objet de chapitres particuliers.

Les HSP ont certes des propriétés communes poasedent aussi des propriétés spécifiques
a leur famille (mécanismes d’amt, spécificité du substraiiépendance ou non vis-a-vis de
I'ATP, localisation intracellulaire et type de pathologies dans lequel elles peuvent étre
impliquées).

Les HSP110(105-110 kDa) ont d’abord été répertoriees comme étant une famille majeure
parmi les HSP (Levinson Wt al 1980) mais sont finalement assez peu étudiées et
relativement peu connues. Elles sont expem constitutivement dans le cytosol, et
principalement dans le cerveau. Elles servitageprotéger la synthése et la production des
ribosomes, étapes extrémement sensibles a I'hyperthermie. Les HSP110 joueraient aussi L
réle important dans la thermotolérance et apisaent assez proches, structuralement, des
HSP70, avec deux domaines importants : le domaine de liaison pour les protéines et Ie
domaine ATPasique (Oh Hid al, 1997).
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HSP22 HSP27 HSP40 HSP70-1 HSP90-
Synonymes HSPBS HSPB1 HSPF1 HSPA1A HSPCA
Sequence (en | 4qq 205 339 641 731
acides aminés)
Poids moléculairg 29 57 40 20 9
(en kDa)
Localisation
chromosomigue 12g24-qter 7011.23 19p13.2 6p21.3 1921.2-¢22
Homologues | N'existe ave¢N'existe ave¢DnaJ chez les HtpG chez les
s ) ) DnakK chez leg
(Bactéries, certitude qug certitude que Procaryotes Procaryotes ¢t
Procaryotes,
Levures, chez les chez les HSP40 ) | HSP90
e N N : HSP70 ailleurs :
Mammiféres) | Mammiféres| Mammiferes| ailleurs ailleurs
Impliquée
dans la
L Chaperonne
résistance ay ) . Chaperonne
moléculaire, ) .
Chaperonng stress et |. : moléculaire, | Chaperonne
) 1. .~ linteragit ave¢ o : .
. moléculaire.|I'organisatior activité moléculaire,
Fonctions : | o HSP70 et pelit . -
Interagit ave¢ de l'actine. stimuler son ATPasique. activité
HSP27. | Partenaire de activité Interagit avec| ATPasique
HSP22. ROlg . HSP40.
; ATPasique.
anti-
apoptotique.
Plusieurs
: mutations .
Mutations chez K141N . voir tableau 9,
I'hnomme R78M pOiSSIbJe_S daris Q488H chapitre 111.1
arégion
7q11-921
Neuropathie| Maladie de
motrice distale Charcot-
. héréditaire de Marie-Tooth
Présence de ) h
syndrome type 1; (Charcot-
Maladie de | Marie-Tooth
Charcot- | neuropathy,
Marie-Tooth| type 2F)
Phénotype des Radiosensible
souris KO pour le stress-sensibl
géne en genéral
Spécificité Poumon, Placenta, Cerveau,
. . Coeeur, Ceeur,
tissulaire cerveau, cerveau, muscles,
. muscles . Placenta
(majoritaire) colon, peau| poumon [ pancréas, peau
Cytoplasme Cytoplasme,
L Cytoplasme ylop organelles, | Cytoplasme,
Localisation N noyau .
: noyau apres . noyau apres| organelles,
cellulaire Cytoplasme (nucléole) .
. choc N choc thermique, radeaux
(majoritaire) : apres choc o
thermique : radeaux lipidiques
thermique .
lipidiqgues
Tableau 5) Différents aspects de gueld@s protéines HSP parmi les plus étudiées
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Les HSP90 (90kDa) sont exprimées constitutivement a forte concentration (jusqu’a
2% des protéines cytoplasmiques), concentration qui augmente encore en cas de stress (e
chaleur) (Buchner J, 1999). Cette famille est composée de deux protéines. 4EPSFP 90
(aussi nommées HSP86 et HSP84 respectivement) qui présentent plus de 86% d’homologi
entre elles (Hickey Et al, 1989). Elles sont localisées dans le cytosol et seulement une petite
guantité parvient a se déplacer sous la forme d’hétéro-diméere (HSPEAGP90) dans le
noyau, en cas de stress (Pearl LH et Prodromou C, 2000). Elles possedent la capacité a form
des complexes stables avec certaines pregéi comme par exemple les protéines de
transduction du signal, les protéines kinases,olecogénes et les facteurs de transcription
(Richter K et Buchner J, 2001). En particulier, elles stabiliseraient les récepteurs nucléaires
des stéroides sous leur forme inactive (poutegleur activation non approprié en absence du
substrat spécifique) (Pratt WB, 1992). HSP90 epable de lier et d’hydrolyser 'ATP
(Grenet JRet al, 1999). HSP90 peut s’associer a Apaf{iofatosis protease activating factor).
Apaf-1 est la protéine adaptatrice a laquelle se fixe le cytochrome c libéré par les
mitochondries. Apaf-1 et le cytochrome c¢ constitueapidptosomela fixation de HSP90 sur
Apaf-1 empéche ainsi la formation de I'apoptosome (Pandsyal 2000 B). HSP90 est une
cible privilégiée pour le développement des traitements anticancéreux (Scheibel T et Buchne
J, 1998). HSP90 se lie aux microtubules et aux centrosomes et participe par ce fait at
maintien de l'intégrité du cytosqueletteidhg P et McRae TH, 1997). L’expression de
HSP90 est inhibée par la geldanamycine (antibiotique d’origine fongique) et par
I'nerbimycine A (antibiotigue d'origine fongique ; Whitesell let al 1994). La
geldanamycine se fixe au niveau du site de fixation des substrats de HSP90 (Stellzihs C
1997). Lors de la fixation de son inhibiteur, HBe parvient plus a replier ses substrats qui
sont alors dégradés. Il en résulte une fonction anti-proliférative et anti-tumorale pour la
geldanamycine. La structure de HSP90 est résolue depuis 1997 (Stebdinsl, @997 ;
figure 19, code PBD : 1YET).

Les HSP60 (60kDa) sont des chaperonnes qui nécessitent la présence de leur co-
chaperonne HSP10 et la présence d’ATP pour pouvoir étre fonctionnelles (FlaheetyakM
1990). Les HSP60 sont les homologues mammiféres de la protéine bactérienne GroEL
(Growth E.coli large protein). GroEL est nécessaire a la croissance et a la morphogenese dé¢
bactéries et des phage¢Georgopoulos CP et Hohn B, 1978). Chez les plantes, une protéine
homologue a été identifiée au niveau du chloroplaste : elle est requise pour I'assemblage de
différentes unités de la Rubsico (ribulosphaisphate carboxylase monooxygénase, I'enzyme
de la photosynthese (Hemmingsen 8ial 1988)). Les HSP60 sont exprimées de maniere
constitutive dans le cytosol puis s’accunmilelans la mitochondrie. Elles possedent une
activité ATPasique et agissent avec HSP10 (dont I’'homologue bactérien est nommé GroES
(Growth E.coli small protein)) et probablement avec l'isoforme mitochondriale de HSP70.
Ces deux protéines sont nommées communément « chaperonines » (&lles, R989). Les
HSP60 pourraient étre la cause de ceemimaladies auto-immunes (Young DB, 1990) et
pourraient notamment jouer un réle pathogéne dans les rhumatismes auto-immuns en actival
les réactions inflammatoires (Yokotae® al 2006). Les HSP60 sont connues pour fixer le
LAP (Listeria Adesion Protein) sur certainesllules et jouer ainsi un rdle de récepteur
membranaire (Wampler Jet al 2004). HSP60mt codée par la mitochondrie posséde la
particularité d’exercer une activité pro-apoptotique (Xanthoudakest &l 1999). Avec
HSP10mt, elle se lie a la procaspase-3 pour former un complexe (Saetall, A999). C’est
la dissociation de ce complexe qui entraindigitoptose. HSP60mt est aussi impliquée dans
I'import des protéines dans la mitochondriele dhcilite leur entrée puis leur repliement
(Deocaris CC et al, 2006).
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HSP40 est la co-chaperonne de HSP70 (Flaherty KMal 1990). Le complexe
HSP40(DnaJ)/HSP70(DnaK)/Bagl-GrpE est fpesformant et nécessite de I'énergie sous
forme d’ATP (Tavaria Met al, 1996). Il se met en place sous l'influence d’un certain nombre
de stress. HSP40 stimule 'hydrolyse d’ATP pour HSP70. Les cofacteurs Bagl (combined
Bcl-2 anathogene) et GrpE (glucose regulgisatein) accélerent I'échange des nucléotides
ADP/ATP. GrpE parait essentiel pour la viabilité cellulaire, de plus, chez les bactéries, il
agirait comme un thermo senseur (ShomuratYal 2005). HSP40 stimule la fonction
ATPasique de HSP70 via son domaine J et l'association de HSC70 avec HIP (HCSTC
interacting protein) en présence d’ATP. Eegance d’ADP (adénosine di-phosphate), cette
association a lieu sans laggrdation de HSP40 (Melville Mt al, 1999). HSP40 est activée par
hyperthermie et se déplaatrs rapidement du cytoplasme au noyau (Hattai &, 1992).

11.1.1.2- HSP70

La famille des protéines HSP70 a été minutieusement décrite par Tavaria M et
collaborateurs en 1996 dans la revue CiHess and Chaperones puis par Wirth D et
coauteurs en 2002. La sous-famille HSP70 (78)k&st composée de 11membres. Les HSP70
sont les HSP les plus abondantes et les nienservées a travers I'évolution (Tavariaei
al, 1996). Ainsi une homologie tres importanté @sservable parmi les différentes especes.
L’identité en acides aminés entre les s¥mes des homologues H®Pdes différentes les
espéeces est toujours supérieure a 40%. 51,3% d’identité entre HSP70-1 humaine et so
homologue d’Escherichia coli DnaK sont ebgs et plus de 70% d’identité sont
comptabilisés avec I'homologue drosophilien (Hunt C et Morimoto RI, 1985). Chez la
drosophile, lorsque HSP70 est mutée ou sopsige, plusieurs anormalités physiques sont
observées, allant méme jusqu’alddalité de I'individu, en passant par la diminution de la
« thermotolérance » et la neurodégénérescence (Gong W et Golic K, 2006). Le domaine I
plus conservé est le domaine ATPasique (s#iuéN-terminal) et le domaine le moins bien
conservé est le domaine C-terminal (domaine d’interaction avec les autres protéines) (Wanq
H et al 1998). Tout comme HSP60, HSP70 a besoin de sa co-chaperonne (ici, il s’agit de
HSP40) et d’ATP pour pouvoir fonctionner en tgoe chaperon (repliement, adressage, anti-
agrégation) (Flaherty KMt al, 1990). Apres un stress, si les conditions physiologiques sont
restaurées, les protéines mal pliées sonliéep grace a la fonction ATP dépendante des
HSP70 (Lee Gét al, 1997). Les cofacteurs de HSP70, GrpE et Bagl, ont la capacité d’activer
HSP70 (Winter J et Jakob U, 2004). HSP70 peut aussi fonctionner avec HSP90 : HSP70 a |
possibilité d’effectuer un transfert de substrat au bénéfice de HSP90 (Wegjedd PDO5).

Selon certaines sourcesuplanciennes, il semblerait que I'expressionH&P70-1
(HSPA1A) (annexe I-b) soit inductible par le streessnhotamment le stress thermique, et ce
chez tous les mammiféres (Gunter E et Walter L, 1994 ; DresseaR1998, Wirth Det al,

2002). Chez la souris, les 98% d’homologie entre les deux genes HSP70-1 et HSP70-3, for
gue les produits des genes HSP70 inductiblesonepas distinguables I'un de I'autre et donc,
il 'y a qu'une seule HSP70 indiiale ; cette protéine jouerait un role spécifique dans la
phase S du cycle cellulaire et dans le maintlenla stabilité du génome en conditions de
stress (Gunther E et Walter L, 1994 ; Hunt €&Ral, 2004). Le géne codant pour HSP70-1 ou
HSPA1A est porté par le chromosome 6p21 et ce géne est situé dans la méme région que
complexe majeur d’histocompatibilité de s3a@ | et Ill. HSP70-1 est présente en faible
guantité dans le cytosol en conditions normalesidg au repliement des protéines en cours
de synthése, comme les autres HSP70 (Feige U et Polla BS, 1994). Le niveau d’expression ¢
HSP70-1 est hautement dépendant du type tissulaire et de I'dge du patient. Ainsi, il a éte
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montré, chez le petit rongeur (Blake ktJal 1990 ; Tanguay RMt al, 1993), que la peau, le

tube digestif, les poumons et les reins (qui $@# organes plus facilement soumis au stress
car ils sont en contact avec I'extérieur) expriment un taux basal de HSP70-1 plus élevé que I
ceeur, les muscles et le foie. Les taux de HSP70 décroissent nettement avec I'age et le
cellules agées ne sont plus capables de réaliser la « thermotolérance » (Tatadraons).

Il semblerait étre admis maintenant gd8P72 (HSPA2)soit la principale HSP70
inductible par le stress (FaureeDal, 2004 ; Febbraio MAst al, 2004).
D’autres HSP70 auraient une expression constéut’est a dire variant peu avec le stress.

Protéines Homonymes | Poids moléculaire (kDa)| Taille (acides aminés)
HSP70-1/2 HSPA1A/B 70,052 641

HSP72 HSPA2 70,021 639

HSP73 HSPAS 70,898 646

Tableau 6) Récapitulatif des HSP7@tudiées au cours de cette thése
Ces éléments ont été obtenus d’aprés le serveur de bio-informatique www.expasy.org.

Les rbles de HSP70 sont reliés a sacttme. Cette protéine possede un domaine
ATPasique (qui a déjaécristallisé (Sriram Mt al, 1997 ; Osipiuk &t al, 1999)) et un autre
domaine plus aspécifique qui sert a la liaison avec les autres protéines (figure 20 B). |l
n'existe pas, a ce jour, de résolution de structure complete pour la protéine HSP70 (Homme)
c’est pourquoi un des objectifs de cette thésedestiéterminer la structure entiére de la
protéine HSP70-1.

En ce qui concerne les autres polymorphismes de H$FS®70-2 (HSPA1B) tout
comme HSP70-1, était supposée étre lI'une des protéines de la famille HSP70 exprimée
majoritairement aprés hyperthermie (Dressedt\l, 1998). Il apparait maintenant que ce soit
HSP72 qui est majoritairement exprimée aps&ess (dont I'hypthermie) (Faure et al,

2004 ; Febbraio MAet al, 2004). Chez les rongeurs, il apparaitrait que HSP70-2 soit non
inductible par le stress mais synthétisée desspermatocytes pendant la méiose. Ainsi, les
souris males KO pour 'homologue murin de gene sont stériles et ne produisent pas de
spermatides (Eddy EM, 1998 ; Wirth & al, 2002). Il en résulte que HSP70-2 reste une
protéine essentielle pour la spermatogenéséme chez 'Homme , et que, de plus, sa
dépression a l'aide de petits ARN compkntaires (SiRNA) provoque l'arrét du cycle
cellulaire en phase (3Daugaard Met al, 2005), suggérant une importance capitale pour la
viabilité cellulaire. HSP70-2 est 'homologwe HSP70-1, elles présentent exactement la
méme séquence en acides aminés et seules leurs séquences d’ADN différent (source:
www.expasy.org et Pubmed, Nucleotide http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/).

HSC70 (pour « cognhate HSP70 » ou HSP73)I&®mologue constitutif de HSP70-1.

Elle est faiblement inductible par choc thermique et se localise dans le cytosol et le noyat
(Feige U et Polla BS, 1994).
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HSP90- N | | | C A

HSP70-1 N | | | C
HSP40 N - C
HsP27 N —Jjji}- C
HSP22 N _-. C

Légende

|:| Domaine ATPasique et . Domaine J Domaine .-
de liaison & I'ATP cristallin
meaine_ D quaine C_R-type, lcm
d'interaction doigts de zinc 1‘ 00 ac.ides aminés

Figure 20) Structures de HSP
A) Domaines principaux de quelgues HSP parmi les plus étudiées.

Allan RK et al, 2006 ; Fontaine JMet al 2003 ;Qian YQet al, 1996 ; Soti Cet al, 2002 ; Sriram M et al,
1997 et www.expasy.org.

B) Domaine ATPasique de HSP70, structure résolue en 1997 par cristallographie par rayons X (Sriram M
et al, 2004)

PDB code : 1S3X

Résolution : 1,84 A.

Structure résolue a APS, Argonne, lllinois.

Les deux ions C&' structuraux sont représentés emyris.

C) Structure de HSP16.3Triticum aestivum(blé) (Kennaway Cet al, 2006)
PDB code : 2BYU

Représentation en dodécameéres. L'unité asymétrique (monomeére) est essentiellement constituég de
feuillets . Cette caractéristique se retrouve chez la plupart des sHSP (motifmajoritaire).
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Elle a pour rble I'adressage de®fg@ines néosynthétisées (Wickenezt@l, 1999) et possede

la capacité de fixer la calmoduline (StevamsviIA et Calderwood SK, 1990), de s’associer
aux tubulines et au facteur d’élongationsdeomplexes multiprotéiques précurseurs de
nouveaux centrioles (Marchesi VT et Ngo N, 1993). Elle serait aussi impliquée dans la
dissociation des cages de clathrines entdules vésicules d’endocytose et d’exocytose
(Ungewickell E, 1985). Elle est définie comme étant exprimée constitutivement dans le
cytosol (Moehler Met al 2003 ; Auger | et Roudier J, 2005). HIP (HCS70 interacting
protein) stabiliserait le substrat de HSC70 (Hohfedtlal, 1995).

HSP70-homest exprimée dans les cellules germinales, lors de la phase post méiotique
de la spermatogenése (Matsumoto M et Fujimoto H 1990).

HSP70mt (73,68 kDa), aussi nommé GRP75 ou mortalirest exprimée dans les
mitochondries. Comme HSP60mt, elle est implegdéns I'import mitochondrial et elle replie
les protéines importées. Elle serait aussi im@a dans le vieillissement et la prolifération
cellulaire (Deocaris C@t al, 2006).

1.1.1.3- Les sHSP

HSP22 (Heat Shock Protein, 22 kDa) appartient a la famille des sHSP (small heat
shock proteins). Cette famille des sHSP est composée de 9 membres : HSPB1 ou HSP2
MKBP (myotonic dystrophy protein kinase binding protein) ou HSPB2, HSPES,
cristalline ou HSPB4,.-B cristalline ou HSPB5, HSP20 ou HSPB6, cvHSP (cardiovascular
HSP) ou HSPB7, HSP22 ou HSPB8 et HSPB9 (BenndorétRal, 2001). Les sHSP
s’assemblent en un large complexe isomériquastitué de sHSP de différentes masses
molaires. Leur expression peut étre augnemar la chaleur, comme leur nom l'indique,
mais pas seulement par ce stress-la. Tout comme les autres HSP, I'expression des sHSP
soumise a trois types de stimuli: d'origim@vironnementale, d’origine pathologique et
d’origine cellulaire/physiologique. La pestion cellulaire est proportionnelle aux taux
cellulaires de sHSP : ainsi, plus les sHSP sont présentes en quantité dans la cellule et miet
cette derniére egirotégée (Mehlen Bt al 1995). En effet, les sHSP fonctionnent comme
répresseurs de la formation d’espéces activees de l'oxygene (ROS: «reactive oxygel
species »). Les défauts des sHSP apgmeat souvent corrélés aux maladies
neurodégéneratives (Evgrafov @Yal, 2004 ; Dierick let al, 2005. Les sHSP jouent un réle
au cours du développement et de la différenciation cellulaire. Les sHSP aident au maintien du
cytosquelette cellulaire, notamment au maintien des filaments d’actine (Liang P et McRae
TH, 1997). Les sHSP aident la cellule a survieréeur effet protecteur dépend partiellement
de laugmentation du GSH (glutathion sous forme réduite) puisque certaines sHSP, et
notamment I'.-B cristalline, ont la capacité d’augmensa synthese (Ganea E et Harding JJ,
1996). Les souris KO pour le gene dedristalline présentent un ghotype particulier : elles
développent une cataracte et ce tpgécocement. Ceci suggére que-dtistalline inhibe
'aggrégation des protéines dans le cristallin (Bradyetil, 1997). Ces souris présentent
aussi de l'arthrose dégénérative de facon précoce (Braelyal2001).

C’est dans cette sous-famille de HSP que le plus de disparités et le moins d’homologie
entre les différentes protéines sHSP sont eladdes d’'un organisme a l'autre. Malgré tout,
ces protéines posseédent toutes un domaingstallin (corresponds a 80 acides aminés
présents en C-terminal). Le domaine C-temhiest trées bien conservé (par rapport au
domaine N-terminal). Les sHSP ont la capacité de s’oligomériser en complexes
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multimériques composés d’'un nombre variablga#éines. Les complexes de sHSP peuvent
rassembler jusqu’'a 50 sous unités (EhrnspergeetMl, 1997). A ce jour, trés peu de
structures ont été résolues pour les sHSP, par exemple : HSP16.6l.cfaamaschii(un
archeae hyper thermophile (Kim & al, 1998, PBD code : 1SHS)), et HSP16.3 chez la
bactérieM. tuberculosigKennaway CKet al, 2005, PDB code : 1BYU).

Néanmoins, des analyses spectroscopiques ont été réalisées pour le dddnaine
cristallin et pour HSP27 (Surewicz WK et Olsen PR, 1995 ; Augusteyn RC, 2004), montrant
une organisation en feuilletspour le domaine cristallin (figure 20 C).

HSP27appartient a la famille des sHSP (sntddélat Shock Proteins, de 15 a 30 kilos
Dalton, le numéro correspond a cette masse molaire). HSP27 est plutdt cytoplasmique dan
les cellules non musculaires mais elle est Iséalidans I'espace périnucléaire des cellules
HelLa. En cas de stress, HSP27 se déplace dans la cellule HeLa : par exemple, en cas
privation de sérum, HSP27 estomalisée dans le cytoplasme et en cas de choc thermique,
HSP27 devient nucléaire (Arrigo ABt al 1988 ; Mehlen P et Arrigo AP, 1994). Ces
phénomenes sont réversibles. HSP27 moduleotentiel oxydo-réducteur de la cellule et
posseéde des propriétés anti-oxydantes. AiRESP27 lutte contre le stress oxydant et
notamment en augmentant la production de glutathion (Mehksnal 1996 ; Arrigo APet
al, 2002, Arrigo APet al 2005). HSP27 est exprimée transitoirement dans les cellules
souches embryonnaires et joue un réle besla différenciation précoce (MehleneP al,

1997). L'expression de HSP27 est accrue ddmsnombreux cancers, notamment dans le
cancer du sein et le cancer du colon (CioccadbRl, 1983 ; Navarro Det al 1989). Les
tumeurs du cerveau expriment aussi souve®P2¥. L'expression de HSP27 influe sur la
sensibilité des tumeurs a certaines drogues utilisées en chimiothérapie. Des taux de HSPz
elevés sont courants dans le cas de maladies neurodégénératives comme la malad
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Renkawektkal 1999). HSP27 est phosphorylée

sur ses résidus S&rSef® et Sef par la protéine MAPKAP kinase-2, qui est une kinase
active pendant linflammation (Kyriakis JM et Avruch J, 1996). Il semblerait que la
phosphorylation influerait sur I'état d’oligomeérisation. Ainsi, phospho-HSP27 formerait de
petits oligoméres alors que la forme non phosphorylée de HSP27 formerait des oligomeres d
taille plus importante (Ito Het al 2001 ; Koteiche HA et McHaourab HS, 2003). HSP27
participe a I'arrét de la synthese proté&mn cas de situation de stress (Cuestadd 2000)

puis a la reprise de la synthese durs le stress est évité (Carper $Val, 1997). HSP27
participe au phénoméne de « thermotolérance » (Berger EM et Woodward MP, 1983). HSP2’
joue un réle anti-apoptotique (notamment diéagoptose induite par le cis-platine et par le
choc thermigue modéré) (Garridoef al, 1996 ; Samali Aet al, 2001). HSP27 diminue et
retarde le relarguage du cytochrome c et se lie a la caspase 3 (mais pas a I'AlF) (Betiey JM
al, 2000 ; Pandey Bt al 2000 A). HSP27 agit a différents niveaux de la cascade apoptotique.
La forme phosphorylée de HSP27 aide a la stabilisation du cytosquelkdt®P27 stabilise

les microfilaments d’actine aprées un stress (par exemple aprés hyperthermie ou apres un stre
oxydant) (Lavoie JNet al, 1993 ; Huot Xt al 1997), alors que la forme non phosphorylée
ralentit la polymérisation des filaments d’actine. Des mutations dans le géne codant pour |z
protéine HSP27 furent associées a une neurigpatbtrice distale : la maladie de Charcot-
Marie-Tooth (CMT). Cette maladie se traduit, pour le patient atteint, par une atrophie des
muscles du péroné et par une affection desfs périphériques (moteurs et sensitifs)
(Evgrafov OVet al, 2004).

HSP22 (annexe I-e) est un monomere qui interagit avec HSP27. HSP22 forme aussi

des diméres stables liés par des ponts disulirdss oligoméres de plus haute masse et peu
solubles (Benndorf Ret al 2001). La littérature montre gulus de l'auto-interaction de
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HSP22, son interaction avec HSP27 et avec MKBP. HSP22 a deux domaines de liaisor
particuliers spécifiques pour ledfdrents partenaires protéiques (Suret<al, 2004). HSP22
interagirait aussi avec HSP20.B cristalline et HSPB3 (Fontaine Jbt al, 2005). Il serait

donc possible de trouver, dans les cellules exprimant plusieurs types de sHSP, une granc
variété d'oligomeres qui seraient composésliffiérentes proportions de différents sHSP. Le

fait que la protéine HSP22 possederait ou moe activité kinase intrinséque reste tres
controversé. HSP22 ne semble pas capddlphosphoryler la caséine ni I'histoneitilvitro

(Kim MV et al, 2004 A ; Kim MV et al 2004 B). HSP22 est phosphorylée dans les myocytes
par la protéine kinase C (PKC) sur Set Thf° et par p44 mitogen awutited protein kinase

en Sef’ et Thf” mais elle n’est pas phosphorylée par MAPKAP kinase-2, contrairement a
HSP27 et a HSP20 (Landryef al, 1992). HSP22 a montré une activité chaperanngvo

dans des cellules en culture (Carrat@l 2005). HSP22 augmenterait la résistance au stress
oxydatif, chez la drosophile. HSP22 augmenterait, par ce biais, la durée de vie de la mouch
(Morrow Get al, 2004). Chez la levure, HSP22 empéche I'aggrégation de la déshydrogénase,
de méme chez le Bovin, HSP22 empéchgdiagation due a la chaleur de la rhodanase
(enzyme de détoxification : llnodanase transfere une molécule de souffre sur un ion cyanide
et le change ainsi en thiocyanate) (Kim M¥ al 2004 B). Chez 'homme, la mutation
K141N, 12924.3 est la cause d’'une neuropathiriogodistale héréditaire de type Il (Irobi J

et al 2004 A ; Irobi Jet al, 2004 B). Cette maladie se transmet par mode autosomal récessif.
HSP22 est surexprimée dans les neurones motesesstriels de la moélle épiniére. Lorsque
HSP22 est mutée, elle permet la formation d’agrégats intracellulaires. Cette maladie se
déclare chez le sujet agé de 14 a 35 ans et se manifeste par une faiblesse dans I'extension ¢
orteils et une faiblesse dales muscles extenseurs des pieds. L’évolution a 5ans conduit a
une paralysie compléte de tous les muscletadk des membres inférieurs et ensuite la
paralysie gagne les membres supérieurs. Néamsmlairronduction le long des nerfs continue

de se faire a vitesse normale. Une autre mutation, R78M, serait la cause d'un autre type d
dystrophie motrice héréditaire : la maladie de Charcot-Marie-Tooth. La structure de HSP22
reste inconnue a ce jour et un des objectifs de cette these est de réaliser I'étude structurale
cette protéine.

11.1.2- La fonction chaperonne des protéines HSP

Les Heat Shock Proteins (HSP) appartiennent a la famille des chaperonnes et
représentent la famille protéique principaleiSg bien en nombre qu’en variété) parmi les
chaperonnes moléculaires. La fonction « @rapne » se décrit, pour une protéine, comme
accompagnatricec'est-a-dire que lprotéine chaperonnea pouvoir aider et accompagner les
autres protéines.

Le stress a souvent pour effet de déegréekeprotéines. Les protéines dénaturées ont
alors tendance a s’agréger. Les protéines chaperonnes interviennent a ce moment.

Les HSP ont toutes été reconnues comme étant des protéines chaperonnes, si bien q
souvent dans la littérature la fonction est confondue avec la famille, et, que « HSP » esi
souvent remplacé par « protéine chaperoniges.protéines chaperonnes aident la cellule a
vivre et a fonctionner. Par exemple, les chaperonnes «tamponnent» les mutations ayant u
impact sur la structure (et par conséquent starlation) en permettant aux peptides mutés de
se plier en une structure fonctionnelle (Csermekst Rl 2003). Les protéines chaperonnes
diminuent les effets létaux dus aux stress:seflelent au repliement des protéines (et de
I’ARN) mal pliées ou dégradées ou néo sytiiées (figure 21), elles forment des complexes
avec des protéines non natives, empéchant ainsi 'accumulation de protéines mal pliée:
(Csermely Ret al, 2003).
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ribosome
<—— ARNm
protéine en train d'étre synthétisé¢

<———— HSP70
<———— HSP40

chaperonine

protéine finie

Figure 21) Fonction des Heat Shock Proteins dans la synthése protéique
Représentation schématique d’'un ARN messager en train d’étre traduit en protéine par le ribosome. Les
chaperonnes HSP70 et HSP40 replient la chaine d'acides aminés néosynthétisées, d'une facon |ATP
dépendante. La chaperonine (HSP60+HSP10) aide aussi a la conformation de la protéine néosynthétisée.
La protéine native (c'est-a-dire pliée correctement) (enrouge) va pouvoir étre exportée dans lg
compartiment cellulaire dans lequel elle va présenter sfnction spécifique (d’aprés la revue du Pr Hartl
FU, 1996).
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Les protéines doivent étre pliées dans nformation tridimensionnelle propre pour
pouvoir fonctionner normalement. Les protéines chaperonnes aident les autres protéines
acqueérir leur structure tiithensionnelle (Csermely & al, 2003). Le repliement des protéines
se fait en trois étapes principaiesvitro. Il commence par la formation des héliceparce
gue la participation des acides aminés adjacents est requise. La formation des feddrets
ensuite. Les feuillets permettent I'établissement des ponts hydrogéenes entre les acides
aminés qui sont loin les uns des autres lauséquence primaire. La premiere étape est
caractérisée par la formation d’'un état intédmire : « molten globule » ou amas globulaire
qui est constitué par un cceur hydrophobe egtdigau (pour une protéine de masse molaire
supérieure a 30kDa, cet état peut étre relatinersiable). Les dernieres étapes du repliement
sont les moins rapides et aussi les plus limés. Le coeur hydrophobe est réorganisé et des
liaisons a forte énergie sofbrmées (par exemple : les ponts disulfures ou les liaisons
ioniques au encore les isomeérisations cis#trdes prolines). L'énergie libre de ces produits
permet la formation locale de structures protéiques de haute énergie qui sont
thermodynamiquement instables mais qui soabiksées par le restde la protéine. Ces
segments de haute énergie peuvent se stabiliser a I'aide d’autres molécules. Le repliement d:
protéines n’est pas un processus direct : il peut, dans certains cas, étre réversible, ou ¢
contraire, s'arréter définitivement. Les chapem@s moléculaires sexnt sur les ribosomes
et attendent la chaine naissante des acides aminés. Lorsque la chaine d’acides aminés est
cours de synthese, les chaperonnes moléeslaly fixent pour empécher des repliements
prématurés avant que la chaine polypeptidique ne soit entiere.

L’agrégation de protéines et le mauvais repliement des protéines sont les cause:
primaires de nombreuses maladies humaines comme la maladie d’Alzheimer ou le diabéte d
type 2 par exempleln vitro, la présence des chaperonnes ne semble pas nécessaire al
repliement des protéines néosynthétisées ; maisvo le processus est plus complexe et
nécessite alors la présence des chaperonnes moléculaires Ateal 2005). Lorsque le
repliement des protéines dégradées est impessildle des protéines chaperonnes consiste
a accompagner les protéines endommagées jusqu’au protéosome qui va pouvoir les détruir
Le repliement des protéines dégradées a cdusestress ne se fait qu'aprés la restauration
des conditions physiologiques. Avant quedesditions physiologiques ne soient revenues a
la normale, les protéines dégradées seront associées aux protéines chaperonnes, constitu
des «réservoirs » de protéines mal confesnédénaturées ou partiellement dénaturées)
d’'une fagcon ATP-indépendante. La re-conformaties protéines dégradées, aprées retour a la
normale, se fera d’'une fagon ATP-dépendante (Leet@l)1997).

Remarque Particularité des sHSP en tant que chaperonnes :

Les sHSP sont aussi des chaperonnes, mémlesif@hctionnent sans co-chaperonne et sans
ATP (Horwitz J, 1992 ; Jakob Et al 1993). Leur réle, en tant que chaperonnes, se limite a
I'interaction avec les protéines dénaturées. Elles empéchent I'agrégation des protéines me
pliées mais ne parviennent en aucun cas a les replier.

Les protéines chaperonnes permettent aussi l'adressage des protéines dans |
compartiment cellulaire adéquat.

Les chaperonnes moléculaires participergsa@ I'organisation de I'architecture du
cytosquelette en se liant aux filaments d’actine et aux tubulines (CsernathalP2003).
Elles ont aussi la capacité de stabiliser les lipides membranaires.

Les chaperonnes sont des enzymes peu effieddears interactions se font avec une
faible affinité. Le nombre de protéine®nsidérées comme appartenant aux chaperonnes
moléculaires augmente en méme temps que les connaissances du protéome humain.
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Les protéines chaperonnes possedent undidonioien reconnue dans la présentation
de peptides du non soi au systéme immunitaire. Plusieurs médicaments d’'usage courant
notamment l'aspirine ont la capacité d’induire le systeme de défense immunitaire auquel
participent les chaperonnes.

Une certaine partie des chaperonnesldstal’'un méme organisme a tendance a
s’oligomeriser. Les chaperonnes forment généraitmes dimeres et tendent a s'associer en
tétrameres ou en hexameres ou en octameres et parfois méme en oligomeéres encore pl
importants.

La structure ou conformation tridimensionnelle de la protéine, tout comme
I'enchainement ordonné des acides aminés constituant la protéine, est inscrite dans le geér
codant pour la protéine. Les protéines chaperondesiaau repliement de la protéine dans sa
conformation tridimensionnelle propre oative (Wickner Set al 1999).

11.1.3- Rappels portant sur lacristallographie des protéines

11.1.3.1- De la protéine au cristal

Un des dogmes trés usité en biologie énonce que « de la structure d’'une protéine
découle sa fonction ». C’est pourquoi, dans le but de mieux connaitre ces protéines HSP70-
et HSP22, une étude structurale a été initi@gprésence du synchrotron ESRF, grace au flux
surpuissant et intense de rayonnement X qulivig permet de réaliser I'étude structurale
des protéines par une méthode particuliere cristallographie par rayonnement X. Cette
méthode consiste a obtenir des figures de diffraction a partir de cristaux protéiques. La
transformée de Fourier permet ensuite desea des figures de diffraction a la densité
électronique de la protéine d’intérét et ainsr@®onter jusqu’au modele tridimensionnel.

Il existe plus de 31 700 structures (c'est-a-dire de formes en trois dimensions) de
protéines déposées a la Protein Data Bank (banque de données regroupant toutes les structu
de protéines connues: http://www.rcsb.org/pdb).niaorité de ces structures est d’origine
bactérienne. Moins de 10% des structuresnoes sont d’origine humaine. La premiere
structure protéique résolue par cristallographie (rayons X) date de 1958 (myoglobine ;
Kendrew JCet al 1958, PDB code : 1IMBN) et la premiéere résolue par RMN (c'est-a-dire la
méthode de spectroscopie par résonance magnétique nucléaire) date de 1984. De plus en p
de structures sont aujourd’hui résolues par cryomicroscopie électronique. Environ cent
structures sont déposées chaque semaine. La structure est nécessaire pour une meillet
compréhension de la fonction de la protéinasnta structure n’est pas suffisante pour tout
comprendre. Seule I'étude structurale réalisée par cristallographie par rayons X nécessite |
réalisation de cristaux protéiques, les autres méthodes utilisent, quant a elles, une solution c
protéine purifiée. Malgré cette difficultéechnique supplémentaire, la technique de
cristallographie par rayons X est souvent préfde@eeffet, il 'y a pas de limitation de taille
pour la protéine, contrairement a la RMN ottddle maximale est d’environ 30 kDa, ni de
limitation pour les détails structuraux (a cdiwh d’obtenir une résolution suffisante),
contrairement a cryomicroscopie €lectronique qui permet de « visualiser » les felgtiéds
hélices .. La RMN est basée sur I'attribution desaances des protons H, ce qui permet de
déterminer leur position relative et ainsi d’obtenir une résolution identique a celle de la
cristallographie par rayons X. Toute fois, lpue la taille de la molécule augmente, des
mesures avec des protéines deutériées ou marquéds au au™N sont nécessaires pour
I'attribution des résonances de tous les atomes.

Il existe plusieurs niveaux de structure.
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La structure primaire correspond uniguement a I'enchainement des acides aminés
liés entre eux par liaisons peptidiques. Un autre niveau d’interaction est déja observé a c
stade entre des acides aminés non liés péaiton peptidique et éloignés (ex : les ponts
disulfures, les liaisons faibles, les interactions électrostatiques...).

La structure secondaire comprend trois arrangements principaux: I'hélicele
feuillet et la bobine (ou « coil » en Anglais).hglice . est une structure rigide, stabilisée
par les liaisons hydrogenes (3,6 acides ampwa#stour). Les chaines latérales des acides
aminés sont dirigées vergXtérieur. Leplan plissé est constitué de brins anti-paralleles ou
paralléles (cette deuxieme conhation requiert plus d’énergie). Ce plan est stabilisé parce
gu’il forme desfeuillets . Le tout se présente sous forme de dents de scie avec des chaines
latérales des acides aminés situées de part et d’autre. Lorsque cette structure en dents de s
réalise un tour complet, la structure résultante est appelgeau (figure 22).

Il existe aussi des structures nommstesctures super secondairesAppartiennent a
ce type de structure notamment les « EF-hands » des protéines fixant le cal&iufesCa
hélices-tour-hélices des protéines interagissant avec I'ADN, les « Rossmann folds » et les
« Greek keys ».

La structure tertiaire est celle qui est donnée par I'étude par cristallographie par
rayons X. Elle comprend notamment Ileonformations globulaires, fibreuses et
membranaires. Ces structures-la sont retrouvées dans les banques de données. Plus de 8
des structures de protéines déposées a la PD&@nrésolues par cristallographie avec rayons
X, le restant provient de la résonance magnét nucléaire. La résolution des structures
protéiques par (cryo)microscopie électronigest aussi possible jaurd’hui (limite de
résolution pour la structure 3D : 4-5 A, c'est-gedju’il est possible de visualiser les feuillets

et les hélices).

Les différents repliements possibles font ewssi I'objet d'une classification. Le motif
est le motif le plus fréquemment répandu parmi les protéines (voir figure 23).

La structure quaternaire représente I'association des sous unités monomériques en
oligomeres de taille plus importante, nommégomérisation La protéine est constituée d’'un
ensemble de domaines plus ou moins stables et dynamiques. Si ces domaines bougent de tr
les uns par rapport aux autres, la cristallisation devient difficile.

Le mouvement de parties de protéine les unes par rapport aux autres peut montrer une gran
amplitude de durée : de 10(chaine latérale) & i8econdes (domaine plus vaste).

Lorsque la protéine est repliée dans sa @ondtion dite « native », elle peut encore
subir des modifications nommeéeasodifications post-traductionnelfes Ces modifications
varient suivant I'acide aminé sur lequel elles se font. La modification la plus courante est
certainement la phosphorylation, mais il en existe d'autres comme |'acétylation et la
méthylation qui sont aussi des ajouts de groupes chimigues, ou encore la glycosylation o
I'ajout d’'un lipide (voir tabkau IlI, annexe Il). L’'ubiquitindon est particuliéere puisque
lorsqu’une protéine estbiquitinée cette derniére est dirigée vers le protéasome pour y étre
dégradée. Lorsque la protéine a subi ses ficatdbons post-traductionnelles, elle est dite
mature D’autres types de modifications sont possibles comme les troncatures, par exemple
Ainsi, la pro-caspase3 est clivée en caspase 3 lors de sa maturation.
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Figure 22) Structures secondaires

A gauche, I'hélice .. Au centre, les feuillets anti-paralléles ou a droite les feuillets paralléles. Ces
images proviennent du site web :

http://gibk26.bse.kyutech.ac.jp/jouhou/image/protein/2ndst/2ndst.html.

Figure 23) Motif ./ , structure de HSP90,Homo sapiens sapiengStebbins CEet al
1997)

Observation de la méme proportion de feuillets (représentés conventionnellement par une fleche) gque
d’'hélices . (représentées conventionnellement par une hélice schématisée ou par un cylindre). C'est ce|que
I'on nomme le motif ./ . Ici, il n'y a pas de structure quaternaire puisque la protéine ne s’oligomérise pgs
mais reste sous forme monomérique. PDB code : 1YER.
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Pour résumer en quelques points importants :

» La dynamique des protéines peut étréedinée par spectroscopie, diffusion de
neutrons, RMN et dynamique moléculaire.

* Lors d'une détermination de structureest possible de découvrir des ions (role
structural ou réle fonctionnel).

» Grace a I'homologie entre les protéines, un domaine donné peut étre relié a la
fonction qui lui correspond.

La cristallographie des protéines s’effectue en plusieurs étapes successives :
1- Production et purification de la protéine a cristalliser.
2- Cristallisation
3- Caractérisation de ces cristaux par diffrfactaux rayons X (mesures des intensités de
diffraction, détermination des phases)
4- Calcul et amélioration des cartes de densité électronique (les électrons sont visibles
donc les atomes peuvent étre positionnés) : constructiofl thodele et affinement
5- Etude des relations entre structuresfatctions (hypothéses de mécanismes et
validation de ces hypothéses par création de mutants et comparaison de leurs
structures).
Le cristal est un empilement régulier de moléctiesiogeneslians les trois dimensions
de 'espace (méme type de molécule et méme conformation). Pour que la cristallisation puiss
se faire, il faut obligatoirement que la solution protéique soit tres pure (plus de 90%) et
monodisperse (une seule espéce protéique). Duldal’orientation identique de toutes les
molécules du cristal, il existe un phénomene d'amplification énorme de la lumiére recue pal
un cristal, et ce dans certaines directions seulement.

Max von Laue a eu le premier l'idée d’irradles cristaux avec des rayons X et ce des les
années 1912-1920. Les longueurs d’onde des rayons X (comprises entre 0,01 et 10 nm) so
de l'ordre des réseaux atomiques des différents réseaux cristallins et peuvent étre utilisée
pour I'analyse de la composition atomique du cristal.

Un cristal est constitué en moyenne de 50% de solvant (lu-méme composé
essentiellement d’eau, soit de 30 a 70% du volume total) et de 50% des molécules dont I;
structure est a déterminer. La structure du cristal ressemble vraiment a la réalité méme si un
seule conformation moyennée est visible sur I'ensemble des conformations des protéines d
cristal. Par exemple, il reste possible deefaliffuser un substrat dans un cristal protéique
(dont les protéines constituantes sont spamfiqde ce substrat) et observer la réaction
chimique qui s’effectue en conditions normales.

Dans la cristallisation, deux phases sont distinguées:

1- la nucléation ('amorce de la cristallisation ; elle peut étre facilitée par la présence
d’'un élément externe, comme une poussiere par exemple, qui constitue le noyau de
cristallisation)

2- la croissance cristalline (la formation du cristal proprement dit & partir de noyau de
cristallisation)

Les deux phases ne nécessitent pas exactele® mémes conditions. Le diagramme de
solubilité (figure 24) est variable : il est diff@tepour chaque protéine et varie aussi avec la
méthode de cristallisation utilisée.
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Concentration
la protéine

Precip

Nucléation
Soluble

Conceéntration en
se

Figure 24) Exemple de diagramme de solubilité
Diagramme correspondant a une méthode de cristallisation par diffusion de vapeur. Les différents états
acquis par la protéine exemple sont représentés en fdimn de la concentration de la protéine et de I3

concentration en sel.

e Goutte pendante (protéine purifiée +
solution)
Solution de cristallisation

Figure 25) Cristallisation par méthode de diffusion de vapeur
Représentation de la méthode de cristallisation par méthode de diffusion de vapeur.

Figure 26) Données de diffraction d’une protéine
Image de diffraction de protéine. Les réseaux concengues sont nettement visibles ici. Chaque tache de

diffraction correspond a l'intensité d'une réflexion unique.
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Pour le décrire, une trés grande quantitpmdeine est nécessaire. Ce diagramme n’est donc
généralement pas réalisé. Les procédures expéaies sont définies de fagon a avoir le plus
de chances possibles pour que la protéine @asstallise. Il exie plusieurs types de
précipitants et plusieurs méthodes pprocéder a la cristallisation :
1- « Salting out » (le plus utilisé)consiste en l'utilisatiom’'une forte concentration de
sel qui va pomper I'eau
2- « Salting in » : utilisation d’'une faible concentration en sel (masquage des charges)
3- Effet entropique : utilisation du PEG (polyéthyléne glycol) avec différentes longueurs
de chaines
4- Effet de solvant : MPD (méthylpentane diol). Cette méthode est basée sur I'utilisation
de la force électrostatique (pour des protéines chargées).
Il existe encore bien d’autres solvants. Le pH et/ou la température peuvent étre modifiés. De:
ions peuvent étre ajoutés a la solution protéjuer faciliter la cristallisation de la protéine
(ex : thiocyanate, citrate, sulfate, phosphatells)vont pouvoir interagir avec la protéine et
masquer les charges. Des détergents peuvent aussi étre ajoutés ; ils servent a masquer la pe
hydrophobe de la protéine. L’ajout du ligand ndtore du substrat de la protéine peut aussi
parfois faciliter sa cristallisation.

11.1.3.2- Cristallographie a 'ESRF

Pour pouvoir étudier la structure tridimensionnelle des protéines a I'aide du synchrotron, il
est nécessaire de réaliser des cristaux joudi C’est pourquoi, 'équipe de cristallographie
de I'ESRF suit un modele optimal pour I'obtention de cristaux (par exemple : L&itc |
2005). Apres avoir choisi la protéine sur laquéflesont travailler, les chercheurs de I'équipe
augmentent la quantité ADN codant pour la protéine vitro par une méthode de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Cette séquen&BN'’ est ensuite insérée dans un vecteur pour
le clonage. L’'expression protéique est réaisau laboratoire dans différentes souches de
bactéries Escherichia col. Les conditions d’obtention optimales de la protéine soluble sont
déterminées. La protéine choisie est purifidecslonnes de chromatographie (cette étape est
souvent composée de plusieurs niveaux, variant au cas par cas suivant la protéine étudié
puis les produits purifiés sont mis sur des plaqualti puits servant a la cristallisation.

Les protéines purifiées doivent étre impérativement suffisammententrées(la
concentration dépend de la protéine et de sa stalgtistjffisamment pures : a plus de 90%.
Les différents puits contiennent des solutions de composition et concentration variées pou
faciliter la nucléation et la croissance deistaux protéiques. Ces solutions aussi appelées
« screens de cristallisation » peuvent étre soit achetées (ex : Magic screen de chez Biogeno
(Toronto, Canada)) ou réalisées directement bor¢doire a partir de différents composants.
C’est la méthode de diffusion de vapeur patilisation des gouttes pendantes qui est
principalement utilisée dans le laboratoire (figure 25).
La solution de cristallisation s’évapore de la g@uét donc, les concentrations de la protéine
et du sel augmentent, ce qui facilite la cristatliizn. Quand les cristaux sont préts, ils sont
alors placés dans leisaeau de rayons X sur la ligne de lumiere et suivant la longueur d’onde
a laquelle ils diffractent, la sélution obtenue sera i@ ou non (plus lesristaux protéiques
diffractent & une longueur d'onde proche de 1 Angstromt’(@@étres) et plus la résolution
sera haute). Le cristal est cryoprotégé dans le but de limiter les dégats générés par l'irradiatio
lors de la collecte de données. Les donnéddifttaction sont obtenues pendant l'irradiation
du cristal protéique (un cridta la fois est étudi€).
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Le traitement des données comprend trois étapes :

1- Détermination des parameétres du cristal miaille primitive, le groupe d’espace, la
mosaicité et I'orientation.

2- Indexation des images de diffraction (émégrant les intent®s des rayons X
diffractés, en tenant compte de I'oriendatidu cristal et des parametres du détecteur)

3- Reéduction des données en les plagant toutes sur une méme échelle et en fusionnant I
multiples observations et en rejetant les données trop externes.

Il reste & déterminer les parametres du cristal. La symétrie du cristal est déterminée al
préalable et elle permet de ne pas mesurer les données en effectuant une rotatiégn de 36
comme cela est le cas si le cristal ne présente aucune symétrie (symétrie de type P1, systér
triclinique). 1l reste alors a multiplier les da¥es obtenues en fonction de la symétrie du
cristal pour retrouver la totalité des informatiolhgxiste plusieurs types de symétrie possible
(c'est-a-dire 32 classes et 14 tymple réseaux, déterminés en 1848 par le physicien francais A.
Bravais). Les axes les plus courants soatdie 2 (systemes monoclinique, orthorhombique).
Une maille trigonale a un axe de symétrierdie 3. Les mailles cubique, hexagonale et
rhomboédrique ont un axe d'ordre 4. Les adesdre 6 existent aussi (maille hexagonale).
Souvent, les cristaux protéiques ont une syméwiée Pxyz en fonction des différents axes
xyz et I'indice noté représente I'opération de symétrie a effectuer pour retomber sur une
maille identique. Le cristallographe Francais R. Haly a défini des ind&e®, (R) qui
permettent de repérer dans pase les faces d'un cristal. Le cristallographe Anglais W.H.
Miller a simplifié les indices de Haly : les indices de Miller sont définis comme étant les
inverses des indices de HauyR11/Q, 1) et ils sont noték, k, I.

En moyenne de 45 a 360 images de diffraction sont enregistrées par jeu de données. Ci
images sont traitées et une intensité I(hgst)obtenue pour toutes les positions. Chaque onde
lumineuse possede plusieurs caractéristiques : sa longueur d'osate intensité. La somme
des ondes lumineuses est caractérisée par son amplituflet|sa phas& Les longueurs
d’onde vont se combiner en un spot de diffractianphase résulte de la somme de ces ondes.
La phase est déterminée par la distance d’'unatmnplan de référen¢e'est-a-dire la limite
de la maille primitive) (Drenth J pour le livtePrinciples of Protein X-ray Crystallography »,
editions Springer-Verlag Inc, 1999).

Les ondes diffusées comportent une informasionla molécule qu’elles ont traversée. La
diffusion fait intervenir la densité électroniquig,y,z) ou :

1
!(x,y,z):v : Fhw.exp[-2 @hx+ky+1z)].
h

([
-
V est le volume de I'unité asymétrique et le facteur de struEtyrest défini par la fonction

suivante :

Frii=|Fowi|-.eXp[2@E3]

Avec

Fhi Vv \/Ihkl

Plus il y a d'électrons eplus la diffusion va étre fortd.a diffraction se différencie de la
diffusion par le fait que comme les molécules constituant le cristal sont toutes orientées selor
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une méme direction, le phénomene d’amplification de la lumiére est effecticdaases
directions seulement. L’amplitude de la soendes ondes diffractées pdéite mesurée grace

a la présence de plusieurs molécules orientagsgale la méme facon (présence nécessaire
du cristal). La détermination de la phase est le processus le plus compliqué. L'espace direc
est défini par les molécules et les atomes. L'espéaciproque (h, k, ) est défini par les points
gu’il contient. Il faut toutes les taches défrdiction pour remonter & I'espace direct par une
transformée inverse de Fourier. L'image typigqixenue apres optimisation de la collecte de
données pour une protéine se présente sous fiitmeaéseau (« lattice » en Anglais) plus ou
moins concentrique (figure 26).

La qualité d'un cristal se détermine adugmr rapport a l'allure des taches de
diffraction et a leur répartition par rapport eentre. Il faut également un espacement des
taches régulier et des taches bien nettes, bien alignées sur toute l'image. La relation d
distances entre I'espace réel (la taille de ldleneristalline) et 'espace réciproque (taches de
diffraction) est inverse. La dimension dentaille du cristal est inversement proportionnelle a
'espace de diffraction. L’intensité des tachest plus importante encore que leur position
(puisque c’est l'intensité qui va donner une idéelsgontenu de la maille du cristal). Dans la
maille élémentaire du cristal, il peut y avoir une ou plusieurs molécules et des symétries son
probables. Il est ainsi possible de détermiherité asymétrique. Si l'unité asymeétrique et
'opération de symétrie sont connues, aldlsgevient possible de repasser a la maille
élémentaire entiere du cristal. Finalement, il n'y a qu’'une partie de I'espace qui est utilisée et
I'intensité peut étre moyennée ensuite.

La notion de résolution est liée a la qualité du cristal (empilement plus ou moins
régulier) et cela se traduit par de la diffras trouvée plus ou moins loin. La limite de
diffraction se traduit par une limite dans la résolution de la structure.

La loi de Bragg dit que :

2dsin =n

Ou d est la distance entre les plans de diffraction et ou I'angét 'angle que fait le rayon
lumineux avec le plan F(h,k,l). Siest grand, alors d est petit et des détails moléculaires plus
fins sont visibles. La meilleure résolution qu'il soit possible d’obtenir se situe entre 0,5 et 1 A
(dans ce cas-la, ce sont des cristaux exceptionnels). Entre 1 & 2,5A: la résolution es
quasiment atomique. Entre 2,5 & 4 A : la chaine polypeptidique avec son repliement et s:
structure secondaire est obtenue. Entre 4 & 15 A : seule la forme globale de toute la molécul
est obtenue.

La phase3apparue dans I'équation du facteur de strudtykereste a étre déterminée.
Il existe plusieurs méthodes et plusieurs dasfigure. La premiére méthode et la plus
frequemment utilisée est leemplacement moléculaire Il faut pour cela connaitre la
structure d’au moins un homologue (c'est-a-dire une protéine possedamhimum 50%
d’identité avec la protéine idtérét). A I'aide de logiciels spécialisés, les données obtenues
expérimentalement avec les données structudada protéine homologue sont superposées
(par translation et par rotation) (Rossmann Et@low DM, 1962). Ceci nécessite d’avoir a
disposition des données de la meilleure résolution possible (proche de I'Angstrém).

Lorsqu’il n’a aucune structure homologue dpdisition, il faut avai recours a d’autres
méthodes de phasage comme les méthodes de SIR, MIR, MAD ou SAD. Il est possible, pa
exemple, d'utiliser une méthode demplacement isomorphique(SIR « Single Isomorphous
Replacement » ou MIR pour « Multiple Isomorphous Replacement ») (GreeretD&V
1954 ; Harker D, 1956). Par cristallographsynchrotron, seuls les atomes autres
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gu’hydrogene sont visibles (sauf cas de résmtuéixceptionnelle). Dans ce cas-ci, des atomes
lourds sont utiliségpour pouvoir déterminer la phase. Les rayons X sont sensibles aux
électrons, donc plus I'atome a un Z élevé, plysossede d’électrons et plus il sera visible.
C’est pourquoi les cristaux des protéines quipnesédent pas d’atomes lourds dans leur
structure sont incubés dans des solutions contenant des atomes lourds. Les atomes lour
ajoutés ne doivent pas perturber I'organisatiortiistal et ni modifier la maille élémentaire.

Les phases sont ensuite obtenues en complasadbnnées obtenues pour la protéine native
(sans aucun ajout) avec les données obtenuedegporistal dérivé (contenant I'atome lourd).

Les deux types de cristaux (dérivésatifs) doivent impérativement étiomorphes
c'est-a-dire gu’ils doivent étre identiques hortaiprésence de I'atome lourd. Les amplitudes
du cristal dérivé (ph), du cristal natif (p) et Betome lourd (h) sont reliées par I'équation
Suivante:

Fp = Fph - Fh

Les méthodes MAD (multiple wavelength anomalous dispersion) ®AD (single
wavelength anomalous diffraction) sont deshudes de diffusion anomale. Elles sont basées
sur la propriété qu’il existe une résonaréectron-atome particuliere pour une longueur
d’onde donnée et un type d’atome donné. Ce serdttames les plus lourds qui ont ce type de
résonance. Le sélénium est I'atome lourd le plus fréquemment utilisé parce que son pic ds
résonance se trouve vers I'’Angstrom et qu'il est trés voisin du souffre des méthionines, ce qu
rend son incorporation plus facile dans lest@nes. Cette méthode consiste a l'ajout de
méthionines séléniées pendant la production de®ipes. Ainsi, des bactéries particulieres
(souche spéciale d’E.coli qui ne peut paslsgtiser les méthionines : souche auxotrophe pour
le méthionine) sont mises en culture dans un milieu spécial contenant des méthionine:
séléniées pour que les protéines les incorpoaencours de leur fabrication. Il reste a
comparer les données de diffractiobtenues pour le cristal naéf pour le cristal sélénié.
Cette méthode permet de positionner directement les méthionines (Karle J, 1980 ; Karle J
1991, Hendrickon WA, 1985 ; Smith JK, 1997).

Pour positionner une molécule d’eau, c’est plus compliqué puisque seul 'oxygene est
visible (et non les hydrogenes). Certaines molécules d’eaundiiésules d’eau structurales
sont importantes pour la structure ou pour ke sictif de la protéine. La détection des
molécules d’eau dépend beaucoup de la résaluii faut étre en dessous de 2,0R). Les
molécules d’eau présentes dans la structurgejoudle la dispersion a I'intensité | mesurée.
Ceci se visualise au niveau du bruit de fond.

Grace aux phases, la densité électroniquia geotéine peut étre obtenue. Le premier
modele peut alors étre construit. Aprés vietirieute une seérie d’affinements qui aboutissent
a la modélisation de la structure finale de la protéine. Lors des phases d’affinement, le but es
de coller le mieux possible auxoikrek €t que (X,y,2)TF: |Facued avec |Ecued le plus
proche possible de Jfservek (TF : Transformée de Fourier)l reste & minimiser pour avoir
une différence minimale entre.jkued et |Bosernvel Une autre information est apportée par la
stéréochimie sur la longueur et I'angle desshns, et, comme les valeurs a I'équilibre sont
connues, il suffit de s’en rapprocher.
Plus la résolution est haute et plus il est gidegil’affiner. Lorsque tas ces affinements sont
réalisés, la structure est publiable et préteeadposée dans la Protein Data Bank (PDB).
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11.2- Matériels et méthodes:cristallographie des protéines

La préparation des protéines a la cristallographie comprend plusieurs étapes
successives présentées ici dans I'ordre chronologique de leur réalisation.

11.2.1- Clonage

La “polymerase chain reaction” (PCR) consiste en I'amplification spécifiquatro,
d’'un gene donné. Cette étape facilite et augmente les chances de réussite du clonage. Les de
amorces servant a I'amplification sont pourvdase séquence complémentaire du début et
de la fin du géne a amplifier, ainsi que d’un siéerestriction (un site de restriction différent
pour chague amorce) correspondant a I'une des deux enzymes qui sera utilisée lors d
clonage. Le fait d'utiliser deux enzymes destriction différentespermet d’éviter de
positionner le gene d’intérét dalessens inverse au moment de la ligation avec le plasmide.
De plus, I'amorce correspondant a la fin giéne d’intérét contient un codon stop, ce qui
permettra a la traduction de s’arréter a ceauvid (voir annexe ll-a). En utilisant I'enzyme
polymérase pfx Platinium de chez Invitrog@nvitrogen-France, Cergy-Pontoise, France)
(pour un volume final de 50ul), Imélange de PCRe&st préparé. Un thermocycleur effectue
le cycle de température suivant :
le procédé est initialisé par une premiere dénaturation (2 minuté€hsdvie par 30 cycles
identiques composeés des trois étapes suivantes :

94(C, 15 secondesdénaturation de 'ADN. Lors de cette étape, 'ADN double
brin est dénaturé. En effet, il a été montré qu’apres une €élévation de la température
a 94, la moitié de la molécule d’ADN est sous la forme simple brin. Le temps
est variable mais généralement inférieur a 30 secondes.

540C, 30 secondes hybridation des amorces sur 'ADN. Cette température,
appelée T pour « melting temperature » est céée a partir des amorces : Ig T
est donné par I'équation suivante :

Temp= 2(A+T) + 4 (G+C)

OU Tu = Temp- 5°C et A, T, C et G sont les nombres correspondants de chaque
type de base de I'amorce pour laquelle Je€Et calculé.

Le Ty signifie qu’a cette température la,rfaitié des amorces sont hybridées sur
leur cible (ADN simple brin de séquence complémentaire). Le temps nécessaire a
cette phase est de I'ordre de la minute ou moins.

680C, 1 minute par kilo base d’ADN a amplifier: phase d’élongation des
amorces par la polymérase. Le type d’enzyme polymérase choisie détermine la
température de cette étape. Ici, la Pfx, dont la température optimale de
fonctionnement est de @8, est utilisée. Le temps dépend de la quantité d’ADN a
amplifier et donc de la taille du gene d&rét. Par exemple, pour amplifier le gene
hsp70-1par PCR, ce temps est fixé a 2 minutes 10 secondes.

L’ADN est ainsi spécifiqguement amplifign vitro. Un gel d’agarose a 1% dans du
SYBR safe stain DNA gel dans du TBE 0,5X de Molecular Probe (Invitrogen-France, Cergy-
Pontoise, France) est ensuite réalisé pour I'analyse de la PCR. Les différents échantillons
analyser sont disposés dans les puits du ga du bleu de migration (contenant du glycérol,
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ce qui permet d’alourdir I'échantillon et de faciliter sa visualisation lors de la migration, du
bleu de bromophénol et un chélateur d’ion : FTEDTA), ainsi que les marqueurs de tailles. La
lumiére UV permet ensuite de visualides bandes correspondant a 'ADN.

Les produits PCR, dont la taille correspond lkecsuhaitée, sont alors extraits du gel
et purifiés (Gel extraction Kit, Qiagen Inc. Valencia, CA, USA). lls sont ensuite digérés avec
les enzymes de restriction choisies (ici BamH1 et EcoR1, New England Biolabs®, MA,
USA). Apres plusieurs tests, au vu des résultatipudle digestion’a été préferée au lieu des
deux digestions réalisées de facon séquentielle puis ensuite incubéespeddant 2heures
au moins. De méme, pour le plasmide (pRSET A). Ces produits de digestions sont alors
purifiés en utilisant le Qiagen PCR purification kit (Qiagen Inc. Valencia, CA, USA).

Durant I'étape de ligation, le gene d’intéréfiment amplifié par PCR, est fixé dans le
vecteur d’expression par liaisons phosphodiestei gpnt des liaisons covalentes). Le
plasmide est aindigué. Le mélange de ligationtst incubé pendant environ 1lheure &37
La présence d’ATP est nécessaire au fonctionnement de la ligase. Sans ATP, cette enzyme |
peut pas fonctionner.

La transformation des bactéries avec le produit de ligation est réalisée sans
purification préalable et enonditions stériles (bedunsen). Cette étape consiste en la
transformation des bactéries par le plasmidedi(ou avec un plasmide prét a I'emploi,
comme lepGex-2T HSP70-1fourni par le Pr R. Morimotgannexe 1I-b)). Les bactéries sont
compétentes, c'est-a-dire que leur membrane est fragilisée grace a I'utilisation d’ions calciun
et ainsi I'ADN pourra s’y introduire plus ¢dement. Une fois introduit, cet ADN va
s’exprimer, et le phénotype de la bactérie,ajaicquis le plasmide, sera modifié. De plus, le
plasmide sera transmis a toutes les bactéries iggukasdivision de la bactérie qui I'a acquis.
10ul de produit de ligation sont ajoutés S0ul de bactéries rendues compétentesd(i
Top10, Invitrogen). Ce mélange est ensuite lidcpendant 10 minutes dans la glace puis mis
a 44C pendant 42 secondes exactement (choc thermique : pénétration de '’ADN). Ensuite,
200ul de milieuLB* sans antibiotique sont ajoutés swectéries. Le tout est alors placé a
37(0C pendant 42 minutes pour stopper le choc thermique et permettre aux bactéries de
récupérer en I'absence d’agent de sélection. Apres, les bactéries sont étalées sur une boite
Pétri contenant du LB + agar + le gene de résistance a I'antibiotique apporté par le plasmids
(ici, 'ampicilline est a une concentration finale de 150ug/ml). Les bactéries sont incubées a
37(C pendant une nuit. Les bactéries ayant adgufasmide sont récupérées sur la boite.
Ainsi, seules les bactéries ayant acquis lenpids auront, par la méme occasion, acquis la
résistance a l'antibiotique. Le geéne de résistantantibiotique porté par le plasmide est le
gene de sélectiorCe gene est, dans le cas de la résistance a I'ampicilline, |dlgérwmant
pour I'enzyme -lactamase.

Le kit « Plasmid Mini Prep Kit » (Qiagen)tagtilisé sur les clones bactériens qui ont
poussé dans le but de récupérer 'ADN plasquédi Ensuite, cet ADN plasmidique est digéré
par les enzymes de restriction ayant servi pour le clonage (incubation pendant lheure 3
minutes a 3iC) et le produit de digestion obtenu est mis sur un gel d’agarose avec du tampon
de migration dans le but de vérifier la présence de l'insert.

48



Chapitre 1l : HSP, étude structurale

I1.2.2- Expression des protéines

Le clone bactérien choisi est ensemencé dans du milieu LB supplémenté avec
I'antibiotique de sélection, a 82 avec une agitation de 200 tr/min, pendant une nuit (ici,
I'ampicilline est a une concentration finale en solution de 150ug/ml), apres avoir pré amplifié
le clone en deux étapes (la premiére étape consiste a la pré-amplification du clone bactériel
gratté sur la boite de Pétri, pendant quelques heure&Ca ZJ0 tr/min dans 1ml de LB +
antibiotique, puis la deuxiéme étape consiste en l'ajout a la préculture de 9ml de LB +
antibiotique). Les 10ml de préculture sont ensuite placés dans 1 litre de LB + antibiotique
(inoculation au 1/100') et lorsque la densité optique BAD atteint 0,6, 'IPTG (Isopropyl-
3-D-thiogalactopyranoside) est ajouté. L'IPEGt un inducteur de la transcription du gene
codant pour la -galactosidase (concentration finae solution pour I'PTG : 1mM). La
culture est ensuite incubée pendant 2-3 heuresi@, Z00 tr/min. Durant cette étape, la
protéine d'intérét va étre surexprimée par la bactérie sous forme de fusion avec le tag GS
(glutathion S transférase).

Les protéines sont alors extraites. Towthdird, les bactéries sont centrifugées a 5000
tr/min pendant 25 min. Le surnageant est ensuite vidé. Puiamieon de lyse pour les
bactérie$ est ajouté directement sur les bactéries et le mélange est homogénéisé. Le:
bactéries sont alors congelées aE88u moins 2-3 heures, ensuite, mises a décongeler dans
un récipient rempli avec de I'eau chaude. 200yl de DNAse (20mg/ml) et 200ul de lysozyme
(20mg/ml) sont ensuite ajoutés par litre de culture. Quand I'échantillon est décongelé, une
tablette d’anti-protéases est ajoutée. Les bactéries sont alors incubées 20riy 2087
tr/min. Pour casser mécaniguement les membranes bactériennes, plusieurs cycles success
de congélation/décongélation saffectués (a l'aide de I'azote liquide et du bain marie a
37°C) ou I'échantillon bactérien peut aussi étrespaa la « french press » ou au sonicateur a 3
reprises. Pour se débarrasser des débris membranaires, il reste a centrifuger I'échantillon
15 000 tours/min pendant 20 minutes. Le surnageant contient, par conséquent, la protéin
d’intérét.

Un gel SDS est réalisé pour observer lesltd@su Le procédé est le méme que pour la
biologie moléculaire (voir partie 111.2.8) sagour la révélation puisque la gel est incubé
pendant 20 minutes dans une solution de bleu de Commassie 0,1% (p/v) a températur
ambiante. La solution de bleu de Commassie est ensuite remplacée par une solution d
décoloration 10% (v/v) d’acide acétique jusqu’a ce que des bandes bleues correspondant at
protéines apparaissent sur le gel.

I1.2.3- Purification des protéines

La purification sur colonne de chromatographie se réalise avec un appareil particulier
I’AKTA Prime (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England) qui permet de séparer les
différentes fractions récoltéesrap passage sur la colonneytten mesurant I'absorbance.
Généralement, pour la premiére étape de purification, une colonne d’affinité adaptée 3a
I'étiquette fusionnée a la protéine est utilisée (les étiquettes sont ici la GST (glutathion S
transférase) ou I'étiqte poly His (plusieurs histidines)Apres avoir équilibré la colonne
avec letampon A* la solution protéique est injectée dans la machine (aprés avoir placé la
colonne d’affinité correspondante).

49



Chapitre 1l : HSP, étude structurale

Figure 27) Exemple d'une ligne de lundre du Mocromolecular Crystallography
Group : ID29 (dirigée par Dr Leonard G.)

La ligne ID29 est dédiée a [lutilisation de la méthode MAD (« Multiple wavelength Anomalous
Diffraction ») pour le phasage.

A

Cing paniers

Chaque panier contient

dix cristaux
Tube de transfert B
pour I'azote lguide
Ouverture . _
des paniers Sample Réservoir d'azote

changer” liquide

Figure 28) Le “sample changer”
A) Schéma.Les cing paniers sont placés en méme temps dans le « sample changer ». Chaque panier
contient dix cristaux protéiques déja montés sur les boucles de nylon.

B) Photographie(ID14-1).
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L’échantillon protéique passe alors sur la coloonel sera €lué par compétition. La protéine
d’intérét va rester accrochée sur la colonne grace a l'affinité de la protéine de fusion (GST :
glutathion S transférase) pourdtutathion sépharose (glutathione sepharose 4 fast flow) lui-
méme fixé sur la colonne GSTrap FF (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England). Le
protéine est ensuite éluée avectdenpon B* qui contient du GSH (glutathion réduit, ce
composé a encore plus d’affinité pour le glutathion sépharose fixé sur la colonne que la
protéine de fusion GST et la remplace donclawolonne), ce qui permet la récupération de

la protéine d'intérét (toujours en fusion avec@&T) en fractions d'élution. La mesure de
I'absorbance a 280nm (zone d’absorption des protéines) est réalisée dans le méme temps (
qui permet de visualiser directement dans quéliegions se trouve la protéine fusionnée au
GST).

Apres cette premiéere étape, le plus souventautre type de colonne est utilisé, comme par
exemple une colonne échangeuse d’ions (cations ou anions) qui permet de purifier la protéin
d’intérét en fonction de son point isoélectrique (sa charge).

Le clivage de la protéine fusion (ici : la BSpermet de récupérer la protéine d’intérét
seule ainsi que la protéine fusion seule (G&Tgn protéine-GST non clivée. Cette étape se
réalise sous dialyse (tout ce qui a une masse moléculaire inférieure a 10kDa est enlevé), a 2
25°C pendant 16 heures avec Triton X100 (0,1%) glycérol (5%) et la protéase : la thrombine
(400 unités pour une colonne de 5ml).

La filtration sur gel permet la séparatides différentes especes présentes en solution
en fonction de leur taille. L’absorbance et la taille des protéines présentes en solution son
mesurées directement par I'appareil (Bioradiddkes, CA, USA) et donc la fraction d’élution
dans laquelle se trouve protéine d'intérétasinue. Le but de cette étape est d’obtenir une
solution mono disperse (une seule espéce protéique).

BN

Il reste alors a concentrer la protéine. Effiet, pour la réalisation de cristaux
protéigues, une concentration suffisante de protéine est requise. En pratique, une
concentration aux alentours de fHdul est frequemment utilisée. Pour se faire, la méthode le
plus couramment employée est la centrifugatiea protéines avec un tube Falcon particulier
qui contient un filtre qui va retenir la péihe et ainsi permettre sa concentration.

Les étapes de passage sur la colonne GSTrap FF, clivage, filtration sur gel et concentratio
peuvent étre répétées plusieurs fois, le bamtéfobtention de la solution protéique la plus
pure possible (*90%) et suffisamment concentréeDe plus, la solution protéique obtenue

est testée a chaque étape a 'aide d’'un gadrglamide pour I'observation des protéines et sa
concentration est mesurée par la méthode de Bradford (voir annexe ).

Lorsque la protéine est suffisamment pure et concentrée, des cristaux sont alors
réalisés. Il existe plusieurs méthodes différentea plus courammenttilisée au laboratoire
est l'utilisation de screens de cristallographie avec la méthode de la goutte pendante (voi
chapitre 11.1.3). Un screen qui contient le plus de types de tampons de cristallisation ayant fais
leur preuve comme le Magic Screen de Biogenova (Toronto, Canada) est un bon screen pol
commencer les essais de cristallisation.
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[1.2.5- Cristallographie des protéines (lignes de lumiere MX)

11.2.5.1- Collecte des données avec le synchrotron

Les chercheurs du « Macromolecular Crystallography Group » (MX Group) disposent
pour I'étude des structures tridimensionnelles des protéines d’une des sources de rayonneme
X parmi les plus puissantes au monde. La puissance, le débit du flux de photons X et Iz
focalisation du faisceau de photons X font dockyotron un outil de choix pour la résolution
de la structure des protéines (Beauchamp JC et Isaacsl88¥ ; Minor Wet al 2000).
Chaque ligne de lumiere de cette équipe (il y en a 7 au total) possede sa spécialité mais tout
sont dédiées a la résolution des structuresrtedsionnelles des protéines par diffraction de
rayons X : ID14-1, ID14-2, ID14-3, ID14-4, ID23-1, 1D23-2 et ID29 (figure 27). Voici
comment se passe la collecte d'un jeu de données sur une des lignes de lumiére d
Macromolecular Crystegraphy Group :

- le cristal est tout d’abord « péché » avec une boucle de nylon directement dans g
goutte sous microscopeikest cryoprotége

- il est placé dans une petite boite préaweet effet, elle-méme placée dans un panier
du cylindre métallique refroidi par azote liquide et servant au transport des cristaux
(« dewar »)

- les paniers du « dewar » sont sortis etgdadans le « sample changer » (échangeur
d’échantillons) qui permet d’une facon automatigieedécider quel cristal de quel panier va
étre analysé. Cing paniers sont placés en méme temps dans le « sample changer » et chac
panier contient dix cristaux protéiques eux-mémes montés sur des boucles en nylon (figure
28)

- le « sample changer » attrape alors la boucle contenant le cristal choisi pour I'analyse
et place alors le cristal sur le minidiffractomeétre

- le cristal est centré correctement dans le faisceau en 3 clicks.

Le temps d’exposition aux rayons X est limité puisque la puissance du faisceau
dégrade la protéine trés rapidement etfaii subir des dommagesréversibles. Un flux
cryogénique d’'azote vapeur constant dirigé aement sur le cristal diminue, en partie, ces
dégradations pendant la collecte de donnékaide des rayons X (Garman E et Nave C,
2002 ; Garman E et Owen RL, 2006 ; Leiros H¥K al 2006). Les mesures réalisées
permettent, en général, la collecte d’un jeddenées (au minimum) par cristal. Un détecteur
CCD placé derriere le cristal recueille I'image dmgons X qui auront diffracté dans le cristal

Le cristal est irradié en le faisant tourner par petites oscillations suivant un certain
angle. Cet angle dépend de la symétrie dstatr Le détecteur enregistre une image pour
chaque oscillation, image nommékché de diffraction La somme de tous les clichés de
diffraction constitue lgeu de données

Pour analyser un nouveau cristal protéiguest nécessaire decommencer toutes
ces étapes. Dans le but de diminuer les manipulations que I'expérimentateur peut avoir :
réaliser dans la « hutch » (annexe lll-b), ces étapes sont en cours d’automatisation, ave
notamment la mise en place du systeme « saaty@ager/minidiffractometre » qui permet le
remplacement de I'échantillon a analyser (Arzt @l 2005).

Remarque suivant la méthode souhaitée pour la résolution de la phase, le choix de la ligne de

lumiére peut diverger. Ainsi, les lignes de lumiére évoluent vers une plus grande
spécialisation (figure 28).
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Il.3- Résultats : HSP, étude structurale

11.3.1- Préparation a la cristallographie des protéines

11.3.1.1- Plasmide pGex-HSP70-1

Le plasmide pGex-HSP70-1 (annexe ll-b) fut tout d’abord utilisé pour I'étude
structurale de HSP70-1 (protéine entiere).

Ce plasmide contenant linsert HSP¥Oa été transformé dans trois souches
bactériennes (BL21 Al, BL21 PLysS et Topl0 Str)expression de la protéine d’intérét a
été induite a l'aide de I'ajout d'IPTG (100mMe concentration finale). Les meilleures
conditions pour I'expression protéique (c'esth@ pour lesquels le maximum de protéine
d’'intérét a été produit) ont été obtenues pour une induction avec 1mM dIPTG en
concentration finale (ajouté au moment ou lasité optique est comprise entre 0,4 et 0,6),
pendant une nuit entiére (soit environ 16 ksura 20°C, sous agitation de 200 tours par
minute (figure 29). D’autres conditions diaction ont été testées (4°C, 20°C ou 37°C
pendant 3, 6 ou 12 heures ou toute la nuit) mais n’ont pas donné des quantités de protéir
d’intérét aussi importantes.

Au vu des résultats, il a été décidé que lggessions se feraiepour la suite dans les
bactéries compétentes BL21 DE3 (Novagen). l@zdéries, employées pour la traduction de
plasmides, contiennent une polymérase trés active (le plus souvent ’ARN polymérase dérivée
du phage T7) sous contrdle d’'un promoteur fort : 'opéron ladtmddv5. Ces bactéries sont
ici utilisées pour la traduction de protéines apfes a I'aide d’'un plasmide contenant le T7
lysozyme. Le lysozyme du phage T7 est l'inhibiteur naturel de la T7 ARN polymérase.
L’ajout de l'analogue non métabolisable du substrat (c'est-a-dire le lactose): I'PTG
(Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranoside) permet ttaduction massive en protéine du gene
d’intérét sous contréle de I'opéron lactose.

Les souches bactériennes BL21(DE3)PLys8npétent la traduction des protéines
toxiques tout en augmentant leur stabi{pp@r un mécanisme de suppression de I'induction
basale de 'ARN polymérase) et la lignéeBI(DE3)AIl permet I'expression des protéines a
codons rares. L'utilisation de ces deux smgest fréquente pour I'expression des protéines
de Mammiferes, comme c’est le cas ici. Toutes les souches BL21 sont déficientes dans le
protéases OmpT et Lon, ce qui facilite ereclbexpression des protéines recombinantes.

Les tests de solubilité ont été faits avec deamcentrations finales de NaCl (200 et
500 mM). Ces concentrations sont essayéesoetine. Sur la figure 30, les lettres | et S
représentent, respectivement, la fraction insoluble et la fraction soluble.
La concentration de 200 mM de NaCl a été choisie parce qu’elle donnait la plus grande
proportion de protéine d’'intérét wisla partie soluble (figure 30).

La purification proprement dite a été réalisée une colonne d’affinité GSTrap FF de
chez Amersham Pharmacia. Les protéines siofluavec la GST (glutathion S transférase ;
orgine :Schistosoma japonicyr@8 kDa) sont retenues sur la colonne et ensuite éluées avec
un tampon contenant du glutathion réduit (GSH).
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kDa
IPTG: -+ - + - + 222

1 2 3 4 5 6 7129
GST-HSP70-+——> 82,6

(70+28 kDa)
43

32,8
17,5

BL21 ToplO0 BL21
Al Star PLysS

Figure 29) Tests d’expression (une nuit a 20°C avec I'lPTG)
Gel a 10% d’'acrylamide représentant les expressions induites par ajout d'IPTG dans les souches
bactériennes BL21(DE3)AI pour les puits 1 et 2, Top10 Star pour les puits 3 et 4 et BL21(DE3)PLysS paur
les puits 5 et 6. Le puits 7 correspond aux marqueurs de tailles en kilo dalton (kDa). Remarque : 1 Da =
1g/mol. L'IPTG a été ajouté dans les puits 2, 4 et 6 a une concentration finale de 1mM.

NaCl:  500mM 200mM kDa

FJ/\ F—J\/\ 222
129

GST-HSP70-+—> 82,0
(70+28 kDa) 42

32,8

1 2 3 4 5 17.5

Figure 30) Tests de solubilité (test de dex concentrations de NaCl: 200 et 500 mM)
Gel (10% d'acrylamide) représentantles tests de solubilité réalisés avec deux concentrations différentes
NaCl: 500mM pour les puits 1 et 2 et 200 mM pour les puits 3 et 4. Les fractions insolubles
(correspondant aux corps d’inclusion) sont notées « | ot sont situées dans les puits 1 et 3, de méme, |les
fractions solubles sont notées « S » et sont situées dans les puits 2 et 4. Le puits 5 correspond aux
marqueurs de tailles en kilo dalton (kDa).
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Les différentes fractions d’élution de la colorsmat montrées dans la figure 31. Ces fractions
correspondent a celles du profil d’élution montré a la figure 32. Le maximum de protéine est
obtenu pour la fraction 5.

Le point isoélectrique théorique (pl) de la protéine HSP70-1 est équivalent a 5,48
d'apres le logiciel ProtParam d’Expasyhttp://www.expasy.org/cgi-bin/protparam).
L'utilsation des colonnes échangeuses d’ions (cations et anions) n'‘a pas augmenté
significativement le rendement de la purification. En effet, plusieurs passages successifs al
travers de la colonne d'affinité GSTrap FF donnent la meilleure purification obtenue avec
cette construction plasmidique. Ainsi, la protéine d'intérét ne s’est pas accrochée sur les
colonnes échangeuses d’ions. Ceci est trés plaiant d0 au pH du tampon dans lequel se
trouve la protéine aprés passage sur la col@®é&rap FF (qui est équivalent a 7,5). Cette
charge neutre du tampon d’élution a pu faire en sorte que la protéine ne s’accroche sur aucur
des colonnes échangeuses d’'ions testégsl theéorique du GST est équivalent a 6,73.

Les fractions les plus concentrées ont été regroupées en vue du clivage du tag GST.
C’est a partir de ce momelé que les problemes ont dééwavec cette construction GST-
HSP70-1.

Pour procéder au clivage du tag GST, les différentes conditions préconisées par les
notices de la protéasea(thrombine) et de la colonne GSTrap ont tout d’abord été essayées,
c'est-a-dire le clivage sur colonne ou non, pendant différents temps (1heure, 4heures, 6heure
pendant la nuit) et a différentes tempérasuf4°C, 20°C ou 37°C) (voir figure 33 : ctr:
contréle non clivé, clivage a 37°C pendant une heure et a 4°C pendant le nuit (O/N : ovel
night)) et ce pour différentes concentrationspdatéase, avec ou sans dialyse. Ces résultats
sont présentés dans la figure 33.

A ce stade de I'expérience, les protéines purifiées ont été vérifiées a I'aide de Westerr
Blots. Le premier a été réalisé avec I'anti-HSP70 polyclonal de chez Upstate (figure 34) et le
second a l'aide de I'anti-GST de chez Amersham Pharmacia (figure 35). La figure 34 montre
la production de la protéine HSP70-1 humaine puisque cette derniere est reconnue
spécifiguement par l'anticorps dirigé contdSP70 humaine. De plus, le clivage par la
thrombine n’affecte pas la reconnaissance de cette protéine par son anticorps spécifique.
faut aussi souligner que la protéindreeive exactement a la taille attendue.

Le deuxieme Western Blot permet de montyae la protéine HSP70-1 exprimée est bien
celle qui a été apportée par le plasmide puidigusEmble étre, effectivement, fusionnée au
tag GST (voir figure 35). La concentration des protéines est ensuite mesurée sedtmlie
du dosage de Bradfotdvoir annexe |) : une courbe de réface a été réalisée a l'aide de la
BSA (bovine sérum albumine) et a donné la concentration en protéine :

C (ng/ul) = (Asgs X pente de la courbe soit 18,895) / 4

Ou 4 est le nombre de pl de solution protéique ajoutés aux 200ul de réactif de Bradford et
796l d’eau distillée.

Les concentrations protéiques obtenuegpreés purification sur colonne GSTrap FF
(Amersham Pharmacia), sont indiquées dans le tableau 7.
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kDa
222
129
82,6
43
32,8

17,5

Numéro des fractions
2 3456 7 8

<——  GST-HSP70-1
(70+28 kDa)

Figure 31) Tests de purification (sur colonne GSTrap FF (Amersham Pharmacia))

Gel a 10% d’acrylamide représentant les tests de purification réalisés avec I'AKTA prime explorer et |
colonne GSTrap FF : les puits 2 a 8 correspondent aux fractions 2 a 8 de la figure 140. Le premier py

correspond aux marqueurs de tailles en kilo dalton (kDa).

j8Y)

its

10

Absorbance (unités relatives)

5 10 15
Fractions

Figure 32) Profil d’élution correspondant

Représentation graphique du profil d’élution correspondant & la purification réalisée avec 'AKTA prime
explorer (le profil obtenu avec I'appareil a été scannéeproduit et agrandi pour plus de clarté) et la

20

colonne GSTrap FF : les fractions 2 & 8 correspondent aux puits 2 a 8 de la figure 139.
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22C 37C Cir kDa

O/N 1H 222

129

GST-HSP70-1 (70+28 kBap> 826
HSP70-1 (70 kDa) — 43

32,8

GST tag (28kDa) ——>
1 2 3 4 17‘5

Fiqure 33) Tests de clivage du tag GST a 'aidde la protéase thrombine (gel de protéing
classigue)

Gel (10% d'acrylamide) représentant les tests de clivage du tag GST réalisés avec la thrombine : le puit
correspond au contréle non clivé, le puits 2 correspond au clivage obtenu aprés 1heure a 37°C et le pu
correspond au clivage obtenu aprés une nuit a 22°C.

Remarque : ces deux clivages-ci ont été réalisés avec la méme concentration finale de thrombine.
thrombine a été ajoutée dans les proportions indiquées, soit 10 U pour environ 10 mg de protéine
fusion avec la GST a cliver. Le puits 4 correspond aux marqueurs de tailles en kilo dalton (kDa).

+ thrombine

kDa \/
222
129 GST-HSP70-1

6 6 «—  (70+28kDa)

<———HSP70-1 (70 kDa)
43

32,8

17,5

Figure 34) Tests de clivage du tag GST a l'aidde la protéase thrombine (Western Blot

avec anticorps anti-HSP70-1)
Western Blot représentant un test de clivage du tag GST réalisé avec la thrombine : le puits 2 correspd
au contréle non clivé (fraction 4), le puits 3 correspond au contréle non clivé (fraction 5) et le puits
correspond au clivage obtenu aprés une nuit a 22°C.

Remargue : ce clivage-ci a été réalisé avec une concentratide thrombine de 10 unités pour environ 1Q

mg de protéine en fusion avec la GST a cliver. Le puits 1 correspond aux marqueurs de tailles en ki

dalton (kDa).
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+ thrombine

Colonne (passage)
\ \L Bsolutlon (lavage)
kDa

222

129
82.6 ?GST-HSP?O-]. (70+28 kDa)

S -~<._ HSP70-1 (70 kDa)
43
32,8 < GST tag (28 kDa)
17,5

Figure 35) Tests de clivage du tag GST adide de la protéase thrombine (anti-GST)

Western Blot montrant un essai de clivage de I'étiquette de fusion GST réalisé avec la thrombine (clivage

obtenu aprés une nuit a 22°C). La présence de laqiéine GST est détectée (utilisation d’'un anticorps

monoclonal dirigé contre la GST). Le puits 2 correspad a la solution protéique digérée par le thrombine,

le puits 3 correspond au résultat obtenu apres le passage dans la colonne GSTrap FF de la solution

protéique digérée par le thrombine (maximum de HSP70-1 ici) et le puits 4 correspond au dernier laval
de la colonne GSTrap FF (présence du non clivé + du tag GST).

Remargue: clivage réalisé avec une concentration de thrombine de 10 unités pour environ 10 mg
protéine en fusion avec la GST a cliver. Le puits 1 correspond aux marqueurs de tailles en kilo dalt
(kDa).

ge

de
on

Aprés dialyse et ler clivage
Apres la colonne
+ thrombine + triton + glycérol

Aprés la colonne
Dernier lavage (solution B)

kDa v
97 £ GST-HSP70-1 (70+30 kDa)
06 S——___HSP70-1 (70 kDa)
45
31 < Thrombine (37 kDa)
2 N GST tag (30 kDa)
14,4 1 2 3 4 5 6

Figure 36) Tests de clivage du tag GST a l'aide de la protéase thrombine

Gel de protéines (10% d’acrylamide) : représentatiorde I'un des tests de clivage du tag GST réalisés av
la thrombine. Optimisation maximale a I'aide d’'un détergent le Triton X100 (0,1%) et du glycérol (5%),
dialysé pendant une nuit & 22°C, clivé deux fois. Puits 2 : solution protéique digérée par le thrombi
apres dialyse ; puits 3 : solution aprées le passage dans la colonne GSTrap de la solution protéique dig
(maximum de HSP70-1); puits 4: nouveau clivage de la méme solution protéique avec ajout
TritonX100 (0,1%) et de glycérol (5%) (toujours sous dialyse) ; puits 5: solution protéique aprés u
nouveau passage sur la colonne GSTrap ; puits 6 : dernier lavage de la colonne GSTrap (non clivé + le
GST mais plus de HSP70-1).

Remargue : clivage réalisé avec une concentration de thrombine de 10 unités pour environ 10 mg
protéine en fusion avec la GST a cliver. Le puits 1 correspond aux marqueurs de tailles en kilo dalt
(kDa).
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Asgs | Concentration (ug/ul) | Quantité totale (mg de protéine

HSP70-1 +
thrombine

GST + GST-HSP70-1 0,283 1,339 29,4 (soit 22 ml)

‘ Tableau 7) Exemple d’'un essai de purification de la protéine HSP70-1 \

0,130 0,614 12,9 (soit 21ml)

Le clivage du tag n’étant toujours pas payflEs optimisations de clivage ont repris,
mais cette fois-ci en ajoutant du glycérol et/ou des détergents (pour augmenter I'accessibilité
la thrombine) et/ou du DTT (réducteur de pont disulfure). La figure 36 représente I'un des
essais destiné a augmenter la quantité de HSP70-1 clivée. Malheureusement, tous ces essais
sont révélés étre inutiles puisqu’ils ne prodi@sapas assez de protéine HSP70-1 clivée. La
séparation des différentes especes en solution s’est révélée impossible a cause des poi
moléculaires trop proches (70kDa pour HSP70-1, 56kDa pour les diméres de GST et 100kD:
pour le fusion GST-HSP70-1 (70+monomere de GST 28 kDa). De plus, la protéine HSP70-1
avait tendance a s’agréger, ce qui réduisait considérablement la possibilité de la concentre
(tableau 8).

Absorbance a 595 | Concentration de la solution protéique
nm: Asgs (Hg/p)
Avant concentration 0,283 1,334
Aprés concentration 0,134 0,633

Tableau 8) Exemple d’'un essai de caentration de la protéine HSP70-1La concentration indiquée dans
ce tableau refléte une concentration de la solution protéique correspondant a un mélange, c'est-a-dirg la
protéine d'intérét clivée, la GST résiduelle et la protéine d’intérét non clivée

Le Triton X100 n’a pas pu beaucoup améliorer le rendement du clivage. Les clivages
suivis de purifications séquentielles sur colo@®&Trap FF n’ont pas donné de bien meilleurs
résultats. La dialyse ne débarrasse pas du GST (seulement de ce qui est inférieur a 10 kD
donc du GSH qui fait environ 8 kDa), d’autgitis que le GST est connu pour former des
diméres. Des étapes de purification ont dorcréjoutées et notammtebutilisation d’'une
colonne échangeuse d’'anions et d’'une colonne échangeuse de cations. Cependant, le f
neutre de la solution protéique (7,5) n’a pasmis une meilleure séparation des especes non
plus et ces étapes n’ont fait qu’augmenter la dilution de la protéine d’intérét. Ni le DTT, ni le

-mercapto-éthanol, qui servent a réduire les ponts disulfures, n'ont eu d'effet positif sur
I'optimisation du clivage.

La seule solution s’est avérée étre la reprise des expériences au niveau du clonage, ¢

utilisant cette fois-ci un nouveau vectele. plasmide pRSET-A a donc été choisi.

11.3.1.2- Plasmide pRSET-A

Le plasmidepRSET-A (Invitrogen) a été choisi par rapport a son étiquette de 6
histidines, sa résistance a I'ampicilline et sa taille esR d@00 paires de basegpbs).
L’étiquette de 6His est connue pdaciliter la purification deprotéines et pour ne pas géner
outre mesure le repliement de la protéine d’intérét. Cette étiquette pose, en pratique, beaucol
moins de probléme que I'étiquette GST. De plus, I'expression du gene dintérét est sous
contrdle d’'un promoteur fort, le T7 provenant du phage T7, qui conduit I'expression du géne.
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2000
1500
1000 <— 1923 pbs

750
500

250

Figure 37) Tests de PCR avec le plasde pGex contenant'insert HSP70-1

Gel d’'agarose (1%) représentant un des tests de PCR réalisé avec le plasmide pGex-HSP70-1 en vye de

I'obtention de linsert HSP70-1. Les puits 2 & 5 aoespondent a différentes conditions de PCR avec lg

méme plasmide. Le puits 1 correspond aux marqueurs de tailles (en nombre de paires de bases).

1 2 3 4 5 6 7 8
1500
1000
750 <—588 pbs
500
250

Figure 38) Tests de PCR avec ’ADN génomiquen vue d’obtenir I'insert HSP22 (test de

différentes conditions et de différentes enzymes)
Gel d'agarose (1,2%) montrant un des tests de PCR avec 'ADN génomique en vue de I'obtention

de

I'insert HSP22. Les puits 2 a 8 correspondent a différentes conditions de PCR (différentes polymérases et

différentes concentrations pour les réactifs). Le puits 1 correspond aux marqueurs de tailles (en nomh
de paires de bases).

Plasmide Plasmide

Plasmide
digéré +HSP22 +HSP70-1
||
2 900 pbs——>
1 2 3

Figure 39) Ligation des deux inserts (HSP70-1 &SP22) ainsi obtenus dans le plasmide
pRSET-A

Gel d'agarose (0,9%) représentant les ligations des inserts obtenus par PCR avec le plasmide pRSET-A.

Le puits 1 correspond au plasmide digéré par les deux enzymes de restriction qui ont servi au clonag
BamH1 et EcoR1. Le puits 2 correspond au plasmide+HSP22 linéarisé (digéré par BamH1). Le puits

je

correspond au plasmide+HSP70-1 linéarisé (digéré par BamH1).
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La T7 ARN polymérase reconnait spécifiguement ce promoteur. Il est nécessaire
d'apporter la T7 ARN polymérase aux bactgrisoit en induisant I'expression de la
polymérase par I'inducteur gratuit IPTG (concation finale : 1 mM) ou soit en infectant les
bactéries avec un phage exprimant ldymeérase. Quand suffisamment de T7 ARN
polymérase est produite, elle se fixe sur mnpwteur T7 et transcrit le gene d’intérét.

Les souches bactériennes Topl0 et BL21 (DE3) PLysS sont utilisées respectivemen
pour le clonage et I'analyse plasmidique, et, pour I'expression protéique.

L'expression de la T7 ARN polymérasest entierement régulée. La souche
bactérienne BL21 (DE3) PLysS porte le lysogene DE3 du bactériophage lysogene
contient le géne du lacl, le gene codaour la T7 ARN polymérase (sous contréle du
promoteur lacUV5) et une petite partie du géaeZ codant pour I'enzyme-galactosidase
qui est une enzyme utilisée pour la structurezda.coli. Cette constrtion de lac est insérée
dans le genént, ce qui inactive ce genat. La rupture du genet empéche I'excision du
phage (i.e. la lyse) en absence de phage helpdaclrépresseur (qui contrdle la transcription
et 'expression des genes structuraux) répriméeixpression de la T7 ARN polymérase. En
effet, les génes lac sont contdlgar une régulation négative, t'agdire qu’ils sont transcrits
jusqu’a ce gu’ils soient inactivés par unetgine régulatrice. Etant donné que la fonction du
géne régulateur est d’'empécher l'expr@ssides genes structuraux, il est appgéne
répresseur L'addition d’'IPTG (isoproplthiogalactoside, qui est uimducteur gratuitdu
systeme c'est-a-dire gu’il induit la synthésezymatique mais n’est pas métabolisé) permet
I'expression de la T7 ARN polymérase. tiale de I'lPTG est le géne répresseur.

Concernant la régulation de la T7 ARN poBrase par le lysozyme du T7 : le but
recherché est de diminuer I'expression badaléa T7 ARN polymérase. Si un géene toxique
est cloné en aval du promoteur T7, I'expression basale de ce géne peut conduire a I
diminution de la croissance bactérienne, a la malitilaire ou a 'invisibilité du plasmide. Le
T7 lysozyme (produit par le PLysS) se lie allaARN polymérase et inhibe ainsi son action
de transcription. Cette propriété est expbitdans le but de réduire le niveau basal
d’expression de la T7 ARN polymérase. Le lysozyme est une enzyme bi-fonctionnelle : en
addition & son activité¢ de ligand de la T7 ARN polymérase, il clive aussi une liaison
spécifiqgue de la couche du peptidoglycane de la paroi de E.coli. Cette activité va faciliter la
lyse bactérienne lors des cycles successifs chaud/froid lors des premiéeres étapes de
purification.

Les inserts proviennent pour HSP70-1 daspiide pGex Hsp70-1 et pour HSP22 de
I’ADN génomique humain. Concernalfinsert HSP70-1 (1 923 pbs)plusieurs PCR ont été
réalisées pour optimiser les conditions. La baswleespondant a l'insert (puits 5 de la figure
37 ; ce sont les seules conditions qui ont donné un résultat satisfaisant sur ce gel) a ét
directement découpée puis exteadu gel d’agarose en vue d&tpurifiée et ensuite liguée
avec le plasmide pRSET-A. L’ADN génomiquenmain a été utilisé pour obtenir l'insert
HSP22. En effet, d'aprés le serveur bwede bioinformatique Softberry Biotools
(http://www.softberry.com/berry.phtml), le géne HSP22 ne comporte pasod’ (partie
d’ADN non codante) maisst constitué d’'un seakon(partie d’ADN codante), ce qui permet
de réaliser une étape de PCR directes{@edire sans passer par I'’ADNc ou ADN
complémentaire) pour obtenir I'insert. Ce progélirect est rarement possible pour les genes
humains puisqu’ils possedent généralement plusieurs introns. Ainsi pour le géene HSP70-1, ¢
n'est pas possible de procéder denme maniere (présence de 4 introns).

Le gel d’agarose de la figure 38 montre la derniere PCR optimiséel prseart
HSP22 (588 pbs)Seules les conditions du puits 4, 7et 8 ont donné un résultat satistaasant.
bande du puits numéro 4 a été coupée, pusridiguée dans le plasmide pRSET-A.
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Figure 40) Positionnement des SQ/TQ sur le domaine ATPasigue (HSP70)

Placement des sérines (emleu) et la thréonine (en violet) correspondants aux domaines SQ/T(
(potentiellement phosphorylables par les kinases ATM/ATR). Image obtenue en utilisant le programme
Pymol, ainsi que le fichier PDB du domainéATPasique de HSP70 (humaine), (Osipiuk &t al, 1999, code
PDB : 1S3X).

A) Représentation schématisééléches et hélices).

B) Méme vue gue A mais représentation de la surface

Figure 41) Prédiction de repliement (struture secondaire) du domaine C-terminal de

HSP70-1 (résidus 383 a 641)
Prédiction de repliement réalisée a l'aide du logiciel Foldindex trouvé a I'adresse suivante :
http://bioportal.weizmann.ac.il/fldbin/findex.
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La figure 39 montre que les ligations concernant le plasmide pRSET-A et les deux
genes HSP22 et HSP70-1 semblent avoimcfionné puisque les iles obtenues sont
supérieures a la taille du plasmide seul et correspondent pour le plasmide + HSP22 a 3,7 kpt
et pour le plasmide + HSP70-1 a 5,8 kpbs. dleses plasmidiques ont ainsi été obtenus pour
les deux genes d’intérét.A partir de cette étape, les expériences de cristallisation se sor
arrétées la, au profit des expériences de biologie moléculaire et cellulaire, et ce a cause d
temps imparti pour terminer la these et jugé insuffisant pour mener a bien une étude
cristallographique compléte.

Cependant, des prédictions de structures (secondaires et tertiaires) ont été réalisée
pour les deux protéines d’intérét HSP22 et HSP70-1 (domaine C-terminal).

11.3.2- Prédiction de structures pour HSP70-1 et HSP22

11.3.2.1- Prédictions de structures pourle domaine C-terminal de la protéine
humaine HSP70-1

La structure du domaine N-terminal correspamtda la partie ATPase de la protéine
HSP70 a été résolue en 1999 par Osipuilet Jcollaborateurs (figure 40). Les sites
potentiellement phosphorylables par ATM et ATR représentés sur la figure 40 sont situés &
I'extérieur de la protéine HSP70 lorsque celle-ci est pliée dans sa conformation
tridimensionnelle propre; de plus, ces sites sont pas proches. lls apparaissent donc
facilement accessibles pour des protéines kinases.

Le domaine C-terminal de la protéine HSP70 correspond au domaine d’interactions
avec les protéines. La structure de ce domaine n’est toujours pas résolue a ce jour. Un outil ©
bioinformatigue nommé « Foldindex » pernt&t donner une meilleure idée concernant le
repliement probable de ce domaine. La feggul présente les résultats obtenus pour le
domaine d'’interaction de la protéine HSP70-1 (prédiction pour la structure secondaire obtenue
d’apres la séquence en acides aminés de la protéine). D’aprés ces résultats, toute la partie
terminale de la protéine apparait comme étant dépliée. Ces résultats ont été comparés avec c
résultats de prédictions de stture secondaire, eux aussi obtenus a partir de la séquence en
acides aminés de la protéine d’intérét. lmsilleurs obtenus (a I'aide du programme de
bioinformatique en ligne PSIPRED ; McGuffin &L al, 2000) sont exposés dans la figure 42.
Les résultats obtenus avec ce modeéle présentent une augmentation de la quantité de structu
secondaires. Une prévalence des hélicesst notable dans la partie C-terminale de ce
domaine d’interaction. Les feuilletsapparaissent majoritaires dans le domaine N-terminal de
ce domaine. Il faut sogjner le fait que les feuillets sont difficiles a analyser en faisant une
prédiction de structure car ils sont souvent vus comme étant débobinés (« coil »).

De méme, pour la structure tridimensionnelle, avec le méme modéle bioinformatique,
PSIPRED (GenThreader) (obtenu en ligne sur.Mipinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html),
la structure 3D la plus proche est obtenue avec un score de 0,852/1. Cette structure est trouv
en comparant la structure secondaire prédite pour le domaine C-terminal de HSP70-1 avec le
structures connues déposées dans la Prddeita Bank (PDB). Il s’agit du domaine
d’interaction avec les substrats peptidiqued’'ld@mologue bactérien de HSP70 : la protéine
DnaK (provenance :Escherichia coli Zhu X et al 1996). Le logiciel PSIPRED
(GenThreader) permet de recaitre les différents repliements protéiques (ou « folds »).
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Figure 42) Prédiction _de repliement seawdaire_du _domaine C-terminal de HSP70-1
(résidus 383 a 641)
Prédiction de repliement réalisée a l'aide du logiciel PSIPRED trouvé a l'adresse suivante :
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html.
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10 20 30 40 50
-------------------- CCCCCCCCCEEEERCCCEEEEEEECCCCCEEEEEEEEECCCCEEEEEE
DnaK  ------- VLLLDVTPLSLGIETMGGVMTTLIAKNTTIPTKHSQVFSTAEDNQSAVSIHV
HSP70 DKSENVQDLLLLDVAPLSLGLETAGGVMTALIKRNSTIPTKQTQIFTTYSDNQPGVLIQV

10 20 30 40 50 60

60 70 80 90 100 110
EECCCCCCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEEECCCEEEEE
Dnak LQGERKRAADNKSLGQFNLDGINPAPRGMPQIEVTFDIDADGILHVSAKDKNSGKEQKIT
HSP70 YEGERAMTKDNNLLGRFELSGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVTATDKSTGKANKIT

70 80 90 100 110 120

120 130 140 150 160 170
ECCCCCC-C C - c
DnaK  IKASSGL-NEDEIQKMVRDAEANAEADRKFEELVQTRNQGDHLLHSTRKQVEE--AGDKL

HSP70 ITNDKGRLSKEEIERMVQEAEKYKAEDEVQRERVSAKNALESYAFNMKSAVEDEGLKGKI

130 140 150 160 170 180
180 190 200 210 .
C cce--C C Gl

DnaK PADDKTAIESALTALETALKGE---DKAAIEAKMQELAQVSQKLME-IAQ----------
HSP70 SEADKKKVLDKCQEVISWLDANTLAEKDEFEHKRKELEQVCNPIISGLYQGAGGPGPGGF

190 200 210 220 230 240

5] 3V: 1 -G ——
HSP70 GAQGPKGGSGSGPTIEEVD
250

Figure 43) Prédiction de structure tertiaire du domaine C-terminal de HSP70-1 (résidus

383 a 641) : alignement DnaKE.coli et C-terminal HSP70-1
Cet alignement représente la prédiction secondaire en vue de la prédiction tertiaire de HSP7(
(humaine).
Feuillets : notés E; hélices . : notées ; éléments sans structure secondaire : notés C (« coil »). Les
éléments C peuvent correspondre a des boucles ou a des défauts de prédiction. La valimerrespond au
résidu 388 (sur 637) de DnaKE. coli).
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=

Figure 44) Prédiction pour la structure tatiaire du domaine C-terminal de HSP70-1
Structure de la protéine DnaK (origine :E. coli) résolue en 1996 par Zhu >et al (code PDB : 1DKZ).
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Figure 45) Prédiction de stucture secondaire pour HSR2 (séguence entiére ; sauvage)
Prédiction de repliement secondaire obtenue a l'aide du logiciel PSIPRED trouvé a l'adresse suivante :
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html.

Le site SQ est indiqué sur la séquence par un rectangle

Les sites de mutations sont indiqués sur deséquences correspondantes par un rectanghbdeu pour
K141N/E et par un rectanglevert pour R78M.

Figure 46) Prédiction de structure secondaire pour le domaine.-cristallin (protéine

HSP22, résidus 90 a 170)
Prédictions de repliement réalisées a 'aide du logiciel PSIPRED.
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L’alignement entre les deux homologues est présenté dans la figure 43 et la figure 44 présen
la structure correspondante. Cette représentation de la structure de DiBaidld@u résidu
388 au résidu 637) correspond donc au domaine C-terminal de HSP70-1 d’origine humaine.

L’identité obtenue est de 53% sur 562 résigeisecouvrant en alignant la totalité des
séquences de HSP70-1 (d’origine humaine) et de DRakq]) (méthode utilisée : Sim, sur
www.expasy.org). Ces deux protéines homologoes relativement proches. Ce résultat est,
en somme, assez attendu puisque les protéines HSP70 sont connues pour étre bien conserv
a travers I'évolution.

D’aprés ces prédictions de structures, lendme de fixation du substrat de HSP70-1
semble étre constitué de feuilletsen grande majorité qui présentent une organisation
particuliere appelée communémdahneau ou « barrel ». De plus, ces feuilletssont
positionnés tels qu’ils forment une sorte de pochms daquelle le substraeut venir se fixer.

Ce type de site de fixation pour le substse rencontre assez fréquemment parmi les
protéines.

11.3.2.2- Prédictions de structures pour la protéine humaine HSP22

La structure de la protéine humaine R3Pn’est pas connue et assez peu de ses
homologues ont été étudiés structuralement. Il faut néanmoins souligner une particularité
rencontrée chez tous les membres de la fardidls SHSP étudiés structuralement qui est une
large prédominance des feuilletssurtout concernant le domainecristallin (Surewicz WK
et Olsen PR, 1995), et ce quelque soit I'organisme dont provient la protéine

La figure 45 représente les prédictions de structures secondaires obtenues en utilisar
le logiciel PSIPRED sur la séquence entiere de HSP22 (soit sur 196 acides aminés). Sur ce
données, le site de phosphorylation supposé SQ°)Seprrespond & une hélice La
prédominance des feuilletsen quantité est notable, par rapport aux hélices ce, surtout
pour le domaine C-terminal. Cela parait aseggque si I'on compare avec les protéines
SHSP de structures connues qui possedeasdi une large majorité de feuilletsLe domaine
-cristallin pris séparément a, lui aussi, fabjet d’'une prédiction de structure secondaire
(figure 46). Ce domaine est le mieux conservé dans la famille des sHSP. Il est situé en C
terminal (Ehrnsperger Mt al, 1997) soit des résidus 90 a 170 (d’apres le serveur Expasy).
Les feuillets demeurent inchangés et cela laisse ss@pte fait gu’ils sont effectivement
bien présents. Des prédictions de structwesondaires (figure 45 et annexe ll-c) ont été
réalisées pour les différentes mutations ponctsiefiar substitution d’un acide aminé par un
autre créant ainsi uilaux senslLes mutations observées pour la protéine humaine HSP22 sont
celles provoquant la neuropathie motricstale héréditaire de type Il (Irobiel al, 2004) :
K141IN/E ou celle causant probablement raladie de Charcot-Marie-Tooth : R78M
(communication confidentielle du Pr V. Timmerman). Toutes ces prédictions s’avérent étre
proches. Concernant les mutations faux senss edesemblent pas affecter ni modifier la
structure secondaire, prédite avec l'outil bformatique PSIPRED, de la protéine HSP22.
Néanmoins, il faut tout de méme ajouter quas prédictions ne sont pas toujours obtenues
avec le meilleur intervalle de confiance (indiqué en bleu au dessus des séquences sur le
figures).

La protéine HSP22, constituée de 196 résidiadtient pas de tres bons scores avec la
méthode de prédiction de structure tertiaire PSIPRED (GenThreader). Néanmoins, les
protéines trouveées pour 'lhomologie de structure tertiaire appartiennent a la famille des sHSP
En effet, deux sHSP (figure 47 A) conpesident aux meilleurs scores obtenus.
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A

a b
B
a b
R78M K141N/E R78M K141N/E

Figure 47) Prédiction de stucture tertiaire pour HSP22 et positionnements probableg

des mutations provoquant des dystrophies motrices
A) Prédiction de structure tertiaire pour HSP22

a) Meilleur score (considéré comme moyen) : 0,584/1, alignement de 172 acides aminés ; sh
origine : petit métazoaire : Taenia saginatgStamler RJ et al, 2005). Protéines organisées en dimére.

b) Score moyen: 0,574/1; alignement de 103 résidus ; Small heat shock Methanococcus
jannaschii (un hyperthermophile) (Kim R et al, 1998). Protéines organisées en octameres.

B) Repositionnement des sites des mutations K14/ et R78M dans les monomeéres de ces mém
protéines

a) sHSP,T. siginata: 25% d’identité avec HSP22

b) sHSP,M. jannaschii: 19% d’identité avec HSP22
Figures réalisées a l'aide du logiciel HHPRED a I'adresse suivante :
http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit/index.php?viewhhpred et du logiciel Pymol et des fichiers de
la PDB (http://www.rcsb.org/pdb).

1SP,

Figure 48) Arbre phylogénétigue, méthode PHILIP, basé sur sHSP
Arbre réalisé avec la méthode PHILIP sur le site we http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Il est basé sur
I’'homologie des séquences des sHSP de différents origmes. Les séquences des protéines proviennent

site www.expasy.org.
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Les sHSP s’organisent bien en oligoméres (Ehrnspergerdl 1997) et présentent bien une
majorité de feuillets.

La prédiction de la structure tertiaire du domaineristallin seul donne, avec le
meilleur score, qui reste néanmoins un score faible (0,477/1), la sHSP de I'hnyperthermophile
M. jannaschii

Les sites des mutations K141N/E et R8Tptovoquant des neuropathies motrices)
sont positionnés sur les structures tridimensionnelles des homologues de HSP22 a l'aide d
logiciel HHpred (S6ding &t al 2005 ; résultat présenté sur le monomere : figure 47 B). Ce
logiciel permet d’aligner deux a deux les sémges en acides aminés des protéines (ex :
HSP22 humaine et sHSP desaginata et d'attribuer des scores a la similarité de leurs
structures secondaires (respectivement, préditmnnue). D’apres ces prédictions, quel que
soit 'homologue considéré, lsgtes des mutations apparaissantl’extérieur de la molécule.
La localisation externe prédite pour les sitesnigations sous-entend que la molécule ne sera
pas forcément désorganisée, méme si la tioatad’une lysine K en acide glutamique E
s’accompagne d’une perte de charge et dorla depture trés probable d’'un pont salin. Donc,
d’aprés ces prédictions, les neuropathies tedupar ces mutations ne seraient donc pas
forcément imputables au dépliement de ladginet HSP22, dépliement pouvant occasionner le
plus souvent une perte de fonctionnalité pouyrtéine ou un défaut dans une interaction.

Les feuillets caractéristiques du domainecristallin (correspondant aux 80 résidus
en C-terminal — figure 46) (Ehrnspergeré¥lal, 1997) se retrouvent bien, avec un intervalle
de confiance relativement élevé. L’arbre phylogénétique représenté dans la figure 48 est bas
sur I'homologie de différentes séquences en acides aminés de protéines de la famille de
SHSP : la HSP22 humaine, la HSP22 drosophilienne, la HSP28enga saginatala sHSP
de Methanococcus jannaschila HSP22 de la cyanobactérie, la HSP20 Tdeermus
thermophiluset la HSP20 d®einococcus radioduranget arbre phylogénétique est tracé en
respectant la distance entre les différents embranchements. Les résultats obtenus sur cet arl
sont similaires a ceux obtenus en cas de pgrédgde structures secondaires pour ces mémes
protéines mais ils ne refletent pas exactemeénblution des especes les résultats telle qu’elle
fut décrite par Carl Von Linné en 1758. L’homologie obtenue lors de l'alignement des
séquences prises deux a deux reste comprise entre 2 et 51% (51%.aqiaicuset
D.radiodurans(annexe II-d)).

La prédiction des structures tertiaires as mémes protéines semble étre en accord
avec la proximité trouvée entre les diffées) séquences des protéines par cette méme
méthode empruntée a la génétique des populations.

La figure 49 montre une superposition, &=t par le logiciel Pymol des structures
connues des domainescristallin de sHSP dé. saginataet M. jannaschii Une forte
similarité entre ces deux structures au niveau du domaanestallin est observée. En effet,
les deux domaines-cristallins se superposent de facon quasi parfaite. Cette haute similitude
est, par contre, moins marquée sur les alignesramséquences. La haute conservation de la
structure du domaine-cristallin (plus que sa séquefdend a sous-entendre l'importance
fonctionnelle de ce domainecristallin. Pour le cas du domainecristallin des sHSP, il
s’agit d’'une conservation d’'une structure et non d’une séquence.
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Séquence IT. saginata(92 résidus)
Séquence M. jannaschii(147 résidus)

26,5% d’identité dans 34 résidus se recouvrant

M. jannaschii 101 EEEEIYRTIKLPATVKEENASAKFENGVLSVILP

T. saginata 222 EHREFYKAFVTPEVVDASKTQAEIVDGLMVVEAP
* ok x * % * * Kk ok

/ T. saginata
/ M. jannaschii

Figure 49) Superposition des stratures des sHSP provenant de€l. saginata et M.
|[annaschii

Recherche de similarité (alignement de séquenceshtenue par la méthode Sim. Superposition obtenu
avec le logiciel Pymol. Les séquences proviennent du serveur www.expasy.org et les fichiers

proviennent de la Protein Data Bank. La sHSP d&. saginata(résidus 222 a 314) est représentée kleu et

la sSHSP deM. jannaschii (résidus 101 a 135) est représentée e

pdb
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I1.4- Discussion et conclusion : les HSP, étude structurale

I1.4.1- Préparation a la cristallisation

La construction pGex2T-HSP704a été tout d’abord utilisée. Apres optimisation de
I'expression et obtention des taux de protéméfisants dans la fraction soluble (méme si la
grande majorité de la protéine produite se trdgwlans la fraction insoluble), plusieurs essais
de purification sur colonne d’affinité ont pu ém@alisés. Les produitsbtenus furent testés
par Western Blot avec deux anticorps spécifiques dirigé contre la protéine d'intérét et la
deuxieme dirigé contre la protéine de @usi(la glutathion S transférase). Les résultats
obtenus étant bien en accord avec ce qui était attendu, c'est-a-dire que c’est bien la protéir
apportée par la construction plasmidique qui gatuite ; les essais ont pu étre poursuivis.
Les problemes de clivage de la GST n’ayant été résolus malgré tous les tests effectués, il a é
décidé de changer la construction et de reprendre les expériences au niveau du clonage. Ain:
il est apparu, notamment, que les GST s’organisaient en diméres aprés clivage, que |
maximum obtenu pour le clivage restait insuffisahfjue les concentrations successives ne
parvenaient qu'a diluer la solution de protéidéntérét. Les essais réalisés avec la
construction pGex-HSP70-1 n'ont pas abouticetsans doute a cause de la difficulté liée
I'utilisation méme de la protéine de fusigBST (glutathion S transférase). Ce type de
construction pose, de plus, le probleme d’obtentie la protéine d’intérét dans la fraction
insoluble (corps d’inclusion) si le clivage de la protéine de fusion est bien effectif (Schrodel A
et de Marco A, 2005). Ce type de construcpent aussi engendrer des problemes de clivage
de la protéine de fusion (Feng ¥tJal 2005).

Le clonage a alors été effectué dans un nouveau vecteur, le pRSET d’Invitrogen, ayan
cette fois-ci, une protéine étiquette beaucqulps petite (6 histidines) ; ce type de
construction ayant déja fait ses preuves auparavant (Shena1999 ; Ma Xet al, 2006).

Le gene de HSP22 a été obtenu pas PCR a partir dADN génomique humain et celui de
HSP70-1 par PCR a partir du plasmide pG&#H0-1. Ces deux genes ont pu étre introduits
dans le plasmide pRSET.

Les structures de HSP22 et de HSP70-1 ont été ensuite prédites a l'aide de Iz
bioinformatique.

I1.4.2- Prédictions de structures pour les protéines HSP70 et HSP22

Les prédictions de structure secondaire concernent le domaine C-terminal de la
protéine HSP70 humaine, la structure de domaine N-terminal étant déja connue. Ce:s
prédictions montrent une organisation majoritairement en feuillptaur le site de liaison au
substrat. Les prédictions concernant la stngctertiaire du domaine C-terminal de HSP70-1
humaine donnent, avec un tres bon score, le domaine C-terminal d’'un homologue de HSP7(
DnaK provenant de la bactéischerichia col(Zhu X et al 1996).

D’aprés ces résultats, la structure, toainme la séquence de la protéine HSP70 se
conserve assez bien a travers 'évolution. Gelggére que les roles joués par cette protéine
sont clés pour I'organisme et pour sa survie. Le fait qu’il existe chez 'lhomme au minimum
onze HSP70 différentes, provenant de loci d’ADN différents (Tavargt B, 1996), ce qui
sous entend une évolution convergente (c'esteaatlant dans une méme direction), souligne
encore la valeur de cette protéine pour I'organisme.

Les prédictions de structures secondamlennées pour HSP22 (humaine) présentent
toutes une majorité de feuillets pour le domaine .-cristallin. Les structures
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tridimensionnelles existantes des protéineladamille des sHSP a laquelle appartiennent ces
deux protéines montrent, effectivemienne organisation en feuilletspour le domaine.-
cristallin. Les prédictions de structures tertiaires réalisées a partir des séquences en acide
aminés donnent les structures en troimatisions des protéines homologues (KinetRal,
1998 ; Stamler Rét al, 2005). Les scores accordés a chaque structure sont en corrélation avec
I'arbre phylogénétique obtenu par la comparaison des séquences en acides aminés
guelques sHSP. Il faut noter que, malgré la forte conservation de ces protéines a traver
I'évolution, I'arbre phylogénique obtenu pour l@otéines ne suit pas I'évolution de I'arbre
réalisé a I'aide des ARN ribosomiques et donnem& classification pour les individus entiers
(annexe ll-e ; Woese CR et Fox GE, 1977). €etassification basée sur les ARNr semble
néanmoins plus proche de celle basée sur Betles criteres morphologiques, telle quelle fut
décrite par Carl von Linné en 1758. La structure en feuilledsi domaine.-cristallin des
sHSP possede, en outre, la particularitérd’@ieux conservée que les séquences en acides
aminés des protéines de cette famille.

Les prédictions de structures secondaiéadisées sur les mutants K141N/E et R78M
ne présentent pas de grandes différences aves cétlisées pour la protéine sauvage. Il ne
semble pas que, dans ce cas precis, le prebfEsé par ces mutatiofassix sens se répercute
directement sur la structure de la protéineP22, étant donné que ces mutations sont trés
probablement situées sur la bordure externe de la protéine.
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l11.1- Synthése bibliographigue : les HSP, implication dans les voies de
réparation de ’ADN

I11.1.1- Implication des HSP dans les voies cellulaires

Les HSP, en tant que protéines chaperonnes, jouent un role clé pour la cellule.

Il reste a savoir si les protéines HSP et plus particulierement HSP70 et HSP22 son
impliquées dans les mécanismes de la réparation de I’ADN. HSP70 et HSP22 furent choisie
pour cette étude par rapport a leur séquenceidasaaminés (annexes I-b et I-e). Ce chapitre
[l décrit I'étude visant a démontrer I'implidah de HSP70 et HSP22 dans les mécanismes de
réparation de '’ADN, ainsi que I'étude de HSP70 appliquée a un nouveau moyen d’analyse
médicale expérimenté au synchrotron ESRymé Diffraction Enhanced Imaging (DEI), et,

a une nouvelle thérapie mise au point au méndroit pour le traitement des cancers et plus
particulierement des glioblastomes.

111.L1.1.1- Les HSP dans les processus tumoraux

Les HSP sont surexprimées dans de nombrausgsurs et sont aussi impliquées dans
la prolifération, la différenciation, l'invasn, les métastases, la mort cellulaire et la
reconnaissance par le systeme immunitaireeftat, plusieurs récepteurs cellulaires HSP ont
été caractérisés sur différents types de callpleur leur capacité immuno-régulatrice : par
exemple les CD40 des lymphocytes B, les récepteuool-like » des cellules présentatrices
d’antigénes (comme les monocytes ou lesutedl dendritiques) et les CD94 des cellules
« natural killers » (Granja €t al, 2004 ; Lehner Et al, 2004). Les HSP70 ont la particularité
de se situer sur la membrane de certainegdigre cellules cancéressdors qu’elles ne se
trouvent pas sur les cellules saines corresporaans mémes lignées cancéreuses. Certaines
HSP membranaires (comme HSP60 et HSBAOEte récemment désignées comme étant des
marqueurs précoces de la tumorogénicité (Zhargt Bl, 2005). Les HSP70 membranaires
seraient une cible potentielle pour I'attaque bytigue médiée par les cellules immunitaires
« natural killers » (Gehrmann bt al, 2005). De nombreuses études sont en cours pour tenter
d’exploiter ce phénoméne a des fins thérapeutiques.

La fonction anti-apoptotique des HSP en fait des outils privilégiés pour la recherche
contre le cancer puisque les cellules tumorales résistent a la mort cellulaire (Cretagh E
2000). Il a été démontré (Jolly C et Morimoto RI, 2000) que lorsque la protéine p53 de
contrdle du cycle cellulaire, est mutante et oncogene, elle se lierait préférentiellement a
HSP70, ce qui pourrait expliquer I'échappement de la cellule cancéreuse a I'apoptose. HSP9
interagit avec la protéine Src et il est sugggré c’est avec l'aide des HSP que se réalise la
translocation de Src dans le noyau, ce qui a une conséquence transformante pour la cellu
(Jolly C et Morimoto R, 2000). Malgré tout, ilk& montré que, dans certains cas (ex : cancer
de la prostate), 'augmentation des taux cellulaires de HSP70 était directement liée a
I'apoptose et qu'elle la favorisait (Wirth & al, 2002).

Les HSP jouent également uder@ans la régulation des récepteurs stéroidiens, des
caspases, des protéines kinases et des prot@ng®lant le cycle cellulaire. De méme, la
transcription des genes codant pour les HSP régulée par le cycle de division, la
différenciation et la prolifération cellulaire, ce qui suggére un rdle central pour les HSP dans
le développement des tumeurs (Feiget@dl, 1996 ; Jolly C et Morimoto R, 2000).

Les taux d’expression de certaines d4¢SP peuvent aussi étre associés a des
informations concernant le pronostic de certaascers. Ainsi, les taux élevés de HSP27 sont
corrélés a un mauvais pronostic pour les carcinotoefie, de I'estomac et de la prostate
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mais aussi pour les ostéosarcomes. De méme, I'élévation des taux de HSP70 correspond a
mauvais pronostic pour les carcinomes du sein, deldmetre, de l'utérus et de la vessie et
un risque meétastasique accru (Ciocca &Ral, 2005). En plus d’'un éventuel pronostic, les
taux de HSP présents indiquent dans quellsungele patient sera susceptible de répondre a
un type de traitement donné, pour un type de@adonné. Par exemple, les taux élevés de
HSP27 apportent une résistance a la chimiothémapias de cancer du sein ou de leucémies.
De méme, les taux importants de HSP70 génerentasistance a la chimiothérapie en cas de
cancer du sein et de I'estomac, mais par coitéreont indicateurs d’'une réponse positive a la
chimiothérapie en cas d’ostéosarcome (CioccaeD&, 1993 ; Vargas-Roig LMt al 1998;
Ciocca DRet al, 2005).

111.1.1.2- Les HSP en tant gu’ « outils » médicaux et thérapeutiques

Pour toutes ces raisons et de par leurreales HSP sont tres étudiées en recherche
médicale aujourd’hui. Deux stratégies majeured sgplorées. La prenme stratégie consiste
a modifier pharmacologiquement I'expressidas HSP ou leur fonction de chaperonnes
moléculaires. La deuxiéme stratégie vigel'utilisation des HSP comme vaccins anti-
cancéreux par I'exploitation de leur capacité a agir en tant qu’adjuvants pour le systeme
immunitaire (Ciocca DRet al, 2005) &djuvant: toute une substance capable d’augmenter les
réactions immunitaires de I'organisme enversamtigeéne). Par exemple, les inhibiteurs de
HSP90 (ex : geldanamycine) sont actuellementans d’essai clinique de phase 3 (Chiosis
G et al 2006). Il a aussi été montré que des peptides antigéniques complexés avec HSP7
avaient la capacité de générer des réponses T-cytolytiques efficaces (8aald204) et de
déclencher une réponse immunitaire (Delnestg004). Des HSP70 sécrétées ont été testées
comme molécules ayant pour but de cibler les cellules dendritiques. Cet essai a révélé que I
HSP70 en solution pouvaient effectivement cibler les cellules dendritiques et constituaient Ia
un vaccin d’ADN relativement efficace (Hauser ¢4 al 2004). Toutes ces propriétés
démontrent lintérét de HSP70 en tant qu'outil pour les recherches médicales en
immunologie.

111.1.1.3- Les HSP et les irradiations

Certaines HSP (comme HSP60, HSP70 8PB0 par exemple) ont été étudiées apres
certains types d'irradiation (exUV) et elles ont toutes présenté un accroissement de leur
concentration intracellulaire directement aprés irradiation. Leur action aprés irradiation est
néanmoins encore assez mal connue (Jaattela M, 1999 ; KassemnalH®02). Il fut montré
récemment que HSP27 semblait jouer un rélgmigecteur cellulairaprés irradiation par
rayonnement ultra violet, probablement via la voie de réparation NER (WahalQ004).

111.1.1.4- Les HSP et la réparation de 'ADN

Les HSP sont, encore aujourd’hui, relativeteeu étudiées dans le cadre de la
réparation de 'ADN. Adriana Brondani da Rocha et ses collaborateurs ont montré en 2004
gue la radiorésistance de certaines lignées cellulaires glioblastomales est associée
'augmentation des taux intracellulairee HSP70 (HSP72) (Brondani da RochaetAal
2004). De méme, HSP27 jouerait un role clé dansadiorésistance des cellules provenant
d’'un cancer de la vessie (Kassem EliSal 2002) et serait sans doute impliguée dans le
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mécanisme NER (Wano €t al 2004). HSP90 est connue pour étre phosphorylée par la
kinase DNA-PK impliquée dans la voie de negimn de 'ADN par sutre (Lees-Miller SP et
Anderson CW, 1989).

Néanmoins, le réle des HSP dans les voies de la réparation de 'ADN n’a pas été
clairement montré ni défini.

111.1.1.5- Cas particulier de HSP70

Deux protéines de la famille HSP70 ont étiédiées : HSP70-1 qui est potentiellement
inductible par le stress (Gunther E et Walter L, 1994) et HSP72 (aussi nommée HSP7C
inductible) qui est connue pour étre surexprimée par le stress (Fatral, Q004 ; Febbraio
MA et al, 2004 ; voir annexe | pour les séquences). Ainsi, la séquence en acides aminés de |
protéine HSP70-1 suggére que cette protéine posséde de fortes chances d'étre impliquée da
la réparation de '’ADN. En effet, certaines ksea fortement impliquées dans la réparation de
'ADN, ATM, ATR et DNA-PK (voir chapitre | ; Sarkaria JN¥t al, 1998 ; Abraham RT,
2004), présentent la particularité de phosphotglers substrats sur les sites sérine-glutamine
(SQ) ou sur les sites thréonine-glutamine (TQ) (GatedtMl, 2000 ; Gatei Met al, 2001 ;

Foray N et al 2003). Or, HSP70-1 posséde quatriessipotentiellement substrats de
phosphorylation (deux SQ et deux TQ). De méme, la séquence en acides aminés de |
protéine HSP72 contient trois de ces sites SQ/TQ. Ces protéines chaperonnes sont connu
pour étre surexprimées aprés plusieurs stress (voir chapitre 11.1) et pour étre impliquées dan
plusieurs voies de signalisation cellulaire maigr implication dans la réparation de 'ADN
restait non étudiée jusqu’a présent.

111.1.1.5.1- Localisation cellulaire de HSP70

Chez les mammiferes et chez les insectes, HSP70 est localisée généralement dans
cytoplasme. Plusieurs types de stress provoquiesitrelocalisation des protéines HSP70 du
cytoplasme au noyau ou elles aident a la maintenance de I'assemblage et a la translocation d
ribosomes puis ensuite elles sont surexprintkes le cytoplasme (Velazquez J et Lindquist
S, 1984 ; Welch W et Suhan J, 1986). HSP70 joner6le structural pour la cellule en
participant au maintien du cytosquelette. Il a été montré que tout comme HSP90, HSP70 se li
aux microtubules et aux centrosomes (Liang P et McRae TH, 1997). HSP70 pourrait auss
étre présente avec HSP90 dans les radeauabgifgs apres infectiorabtérienne (Triantafilou
M et al 2002).

111.1.1.5.2- HSP70 en tant que senseur du stress et protéine de stress

Plusieurs types de stress ont montré lepacité a induire une réponse HSP70, (en
plus de I'hyperthermie) : I'ischémie-reperfusidinypoxie, les métaux lourds, les infections
virales, les radiations ionisa#, le stress oxydatif (ex : péroxyde d’hydrogene; TandaratAA
al, 2005), les toxines, I'éthanol, les antibiotiques, les phénomenes inflammatoires, I'exercice
physique, le cancer... (Feigedt al 1996). C’est pourquoi HSP70 est considérée comme un
senseur de stress efficace et a été décrite comme étant le senseur de stress cellulaire |
excellence (Delmas &t al, 1996 ; Ryan JA et Heightower LE, 1996 ; Radjev S et Sharp FR,
2000 ; Han SGet al 2005). HSP70 possederait, en outre, la capacité de stabiliser la
membrane lysosomale, c’est par ce moyen qu’elle augmenterait la survie cellulaire (Gyrd-
Hansen Met al, 2004).
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111.1.1.5.3-Implication de HSP70 dans les voies de transduction du signal

HSP70 est connue pour son imoption dans de nombreusesies de transduction du
signal, notamment dans celle des MAP Kinases (Maretia® 2003 ; Ueda ket al, 2004).

111.1.1.5.4- HSP70 et 'apoptose

HSP70 s’est révélée étre un important facemti-apoptotique : elle inhibe les voies
en amont et en aval de la caspase-3 (Jaattedd & 1998). Grace a son interaction avec
Apaf-1, HSP70 empéche aussi le relarguage du cytochrome c (voir chapitre I) dans le
cytoplasme (Klein SD et Brune B, 2002) en inhibant la formation de I'apoptosome activé
(Beere HMet al, 2000 ; Saleh Aet al, 2000). HSP70 peut aussi se fixer sur I'AlIF (apoptosis
inducing factor) (Ruchalski Kt al, 2006). HSP70 favorise I'apoptose médiée par TiFan
R et al, 2004). Il a été montré qu’'un des cofacteurs de HSP70, Bagl, pouvait avoir un effet
anti-apoptotiqgue en combinaison avec les effets de HSP70 et Bcl-2 (Nakagaai 2D04).

111.1.1.5.5- Rbles de HSP70 dans le cycle cellulaire

HSP70 jouerait un réle dans le cycle cell@dgiisqu’elle interagirait avec la protéine
p53 (Cui CWet al 2003). Le Heat Shock Factor (HSF-1) stimule la transcription et
I'élongation (Corey LLet al, 2003).

111.1.1.5.6- Rbles de HSP70 dans les mécanismes d’inflammation

HSP70 agit comme protéine anti-inflammatoire (Leeefldl, 2004) et pourrait, avec
HSP27, jouer un rdle protectif dans l'inflamtioa du cardiaque induite par I'angiotensine II
(Chen Y et al, 2004). Les HSP70 solubles ont la cagade stimuler la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires (Radons J et Multhoff G, 2005). HSP70 serait également un
protecteur cellulaire et un neuropromat (Radjev S et Sharp FR, 2000). Les HSP70
retrouvées dans le sérum sont relarguéesdparvoies non classiques et probablement en
faisant intervenir les radeaux lipidiques du lysosome (Hunter-Laeinal 2004).

111.1.1.5.7-R6les de HSP70 dans les mécanismes d’'immunité

HSP70 joue un rbéle majeur dans la réponse immunitaire, elle agit comme
immunomodulateur (Granja @t al 2004). HSP70 parvient a stimuler la sécrétion de
cytokines et de chémokines, et a stimulemlaturation et le pouvoir adjuvant des cellules
dendritiques (Lehner €t al 2004) puisque HSP70 se fixe sur le CD40 (qui est le récepteur
de co-stimulation des cellules dendritiques). HSP70 et d'autres récepteurs comme Lox-1
médient lacross présentation(c’est lorsque le non soést présenté par des cellules
présentatrices d’antigéne aux lymphocytes T pour les actiesrlantigénes par les cellules
dendritiques (Delneste Y, 2004). Les HSP70 solubldda capacité de se fixer sur les toll-
like récepteurs des cellules présentatrices d’'antigénes et ainsi stimuler 'immunité innée,
comme par exemple par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Les HSP70
complexées avec des antigenes du non soi déclenchent une réponse T cytolytique. Les HSP'
(solubles et membranaires) peuvent activer directement les activités cytolytique et migratoire
des cellules Natural Killers. En résumé, en fmncde leur localisation intra/extra cellulaire,
et du statut du peptide fixé, les HSP70 amtivla réponse immunitaire ou protégent les
cellules de dégats létaux induits par des stimuli de stress exogenes (Radons J et Multhoff G
2005).
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[11.1.1.5.8- Inhibition de HSP70

L’expression de HSP70 peut étre inhibée lpdilisation de certaines drogues. Ainsi,
HSP70 est inhibée directement par le icacionophore A23187 (qui est un transporteur
d’ions mobiles et qui forme des complexes stables avec des cations divalents) provenant de |
levure Streptomyces chartreusengidia Get al 1996), la quercetine (bioflavonoide végétal ;
anti-oxydant) (Debes A&t al 2003) et indirectement par la wortmannine (toxique d’origine
fongique) (Tomita Met al, 2000 ; Rénier Wt al, soumis en 2006-A). Dernierement, il a été
montré que le triptolide (un diterpene tri-époxyde de la pl@nfergium wilfordii) avait la
capacité d’inhiber la réponse Heat Shock adaraVinhibition du pouvoir transactivateur du
Heat Shock factor 8F-1 (Westerheide & al, 2006). HSP70 est activée par un inhibiteur de
HSP9O0 : le 17-allylamino-diméthoxy geldanamycine (antibiotique ; origine : levure) (6uo F
al, 2005).

111.1.1.5.9- Les mutations de HSP70 et les maladies

Certaines mutations de HSP70 ont été okises chez I'Homme et certaines sont
reliées a de diverses maladies comme par exemple le diabete de type 2 ou la maladi
d’Alzheimer (Zouari Bouassida ket al 2004 ; Petrucelli let al 2004). Dans la maladie de
Parkinson (Cantuti-Castelvetriet al, 2005), les HSP70 protegent les neurones contre I'effet
toxique de I'.-synucléine (voir tableau 9).

Hsp70-1 _110CC et +190CC Maladle_ de Parklr.lsor’l, dem_ence
vasculaire, maladie d’Alzheimer
AD Maladie d’Alzheimer
Obésité
P2/P2 : A
Hsp70-2 AA Infection sévere
G1538A Hautes concentrations
plasmatiques de TNFet d’IL6
Arthrite
Hsp70-hom AG2763 Hautes concentrations
P 2437CT plasmatiques de TNFet d’IL6,
risque de défaillance hépatique

Tableau 9) Les mutations de HSP70 et les maladies

Références : Altomare Ket al, 2003; Balog Aet al, 2004; Balog Aet al, 2005; Chouchane Let al, 2001;
Clarimon J et al, 2003; Fung Het al, 2005; Jalbout Met al 2003 ; Jenkins SCet al, 2000 ; Porto let al,
2005 ; Schroder Oet al, 2003; Schroeder St al 1999; Temple SEet al, 2004; Vargas-Alarcon Get al,
2002; Wu YRet al, 2004; Zouari Bouassida Ket al, 2004

111.1.1.6- Cas particulier de HSP22

De méme, HSP22 a été étudiée dans leecddrla réparation de 'ADN puisque sa
séquence en acides aminés comprend un site SQ situé dans la partie C-terminale, ce qui fait -
HSP22 un substrat potentiel de DNA-PK, d’ATId’ATR (voir annexe I-e). HSP22 est trés
peu connue mais certaines de ses mutations induisent des dystrophies motrices. En effet,
protéine HSP22 a la particularité d’étre, lorsqu’elle mutée en lysine 141 (K141N/E), associée
a la neuropathie motrice hétaire de type Il (Irobi &t al 2004) et a la maladie de Charcot-
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Marie-Tooth (neuropathie héréditaire) lguielle est mutée sur I'asparagine 78 (R78\Des
cellules lymphocytaires de patients portant ces mutations ont, elles aussi, été analysées.

111.1.1.6.1- Localisation des sHSP

Beaucoup de sHSP sont surexprimées dans les cellules du systeme nerveux et leur rd
est connecté a la protection des nerfs etaddisiles gliales. Les sHSP sont aussi souvent
surexprimées dans les cellules musculairesis(hes squelettiques et muscle cardiaque)
(Plumier JCet al, 1997).

111.1.1.6.2- Les SHSP et I'apoptose

Les sHSP agiraient comme inhibiteurs lthpoptose. Ainsi, la plupart des sHSP
posséde une fonction anti-apoptotique, et pas seulement HSP27 (ArriggcahAR002). L' .-
B crystalline, par exemple, empéche le clivage activateur de la procaspase-3 (Kametdt MC
al, 2002).

C’est donc a cause de leurs séquences en acides aminés, mais aussi a cause de le
fonctions et implications nombreuses dans/t@es de signalisation cellulaires, que HSP70 et
HSP22 furent étudiées dansdadre de la réparation d&DN aprés stress. L’étude menée
sur HSP70 fut ensuite appliguée a deux wd#is élaborées sur la ligne biomédicale du
synchrotron (imagerie et thérapie).

Les méthodes utilisées sont rigps dans le chapitre Ill.2 etsleésultats obtenus sont décrits
dans le chapitre 111.3.

[1l.1.2- Etude appliguée: le synchrotron de Grenoble (E.S.R.F.)

111.1.2.1- Le synchrotron de Grenoble(E.S.R.F.) et son fonctionnement

Les rayons X, découverts par le physicien allemand Willem Conrad Réntgen en 1895,
sont, aujourd’hui, largement utilisés dans debpeux domaines de recherche et en médecine
conventionnelle. Le rayonnement X est une oetbxtromagnétique (lumiére), c'est-a-dire
gu'’il est constitué de particules élémerda : les photons, d’énergie égale &tiest-a-dire a
la constante de Planck multipliée par la frégqueede I'onde) et non chargés. Les rayons X ont
une longueur d’onde proche de I'’Angstrom (soitfh), ce qui est la distance inter atomique
moyenne. C’est pourquoi l'utilisation des rayons X se révele un outil de choix pour I'étude au
niveau de I'atome. Dernierement, la recer a nécessité le développement de nouvelles
sources génératrices de rayonnement X degpiyslus puissantes. Et des 1930, les physiciens
ont inventé le concept des accélérateurs de particules avec les premiers cyclotron:
(collisionneurs de particule®t les premiers synchrotrowes 1947. Le synchrotron ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility) a été construit a Grenoble a partir de 1988 et il es
opérationnel depuis 1994. Il produit des rayons X avec un large spectre de longueurs d’ondk
et une énergie critique trés élevée. Il est financé et partagé par 18 pays européens. Il emplo
plus de 600 personnes. De nombreux types diexpees sont réalisés dans ce centre de
recherche de pointe. Les rayons X sont prodeiitsourbant la trajectoire d'électrons a une

1 Communication privée du Pr Vincent Timmerman, Université d’Anvers, Belgique.
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eénergie de 6 GeV et une intensité maximale de 200 mA. La machine fonctionne de la fagor
suivante: des électrons sont émis par uneodattchaude et ensuite accélérés a une forte
énergie (200 MeV) par un pré injecteau accélératedméaire (nomméinac). Puis ils sont a
nouveau accélérés dans le booster (accélératewlaire de 300 métres de circonférence)
grace a des champs électriques radiofréquences (leur énergie est encore augmentée de cs
maniere jusqu'a atteindre 6 GeV) puis ils sar@nsférés dans l'anneau de stockage
(circonférence: 844m) ou ils pourront étre déyiéar suivre une trajectoire circulaire grace a
des aimants de courbure (ou « bending magnets » BM) (vplamede |la maching*annexe

[ll-a). Entre les aimants de courbure, destises droites permettent, en plus de la
focalisation, linsertion d’assemblages magnétiques appéléments d’insertion(ou

« Insertion devices » ID). Ces élénts permettent de faire oscilles électrons autour de leur
trajectoire grace au champ magnétique généré par ces aimants. C’est ceci qui caractérise |
synchrotrons de la troisieme génératidra déviation des électrons produit ainsi un
rayonnement de photons sur mesure.

Il existe deux types d’éléments permettant de modifier le faisceau d’électrons:

Les wigglers: le spectre lumineux produit est ciont, son intensité et son énergie
critique sont réglables.

Les ondulateurs les cbnes de lumiére interférent entre eux destructivement ou
constructivement, ce qui donne un spectre da @rec une brillance renforcée pour certaines
longueurs d’onde seulement. Le faisceau lumineux produit est trés peu divergeant.

A lintérieur de l'anneau de stockage, iiséx un vide trés poussé qui permet aux
électrons de circuler en produisant le moins de collision possible de maniere a augmenter |.
durée de vie du courant stocké. Le flux des électrons reste dans I'anneau pendant enviro
cinquante heures (I'intensité diminue graduellement). L'anneau doit donc étre rempli de temps
en temps. Les rayons X produits & 'ESRmtstés durs, c'est-a-dire qu'ils sont trés
énergétiques. Ils sont AQlus intenses que ceux produiar les sources conventionnelles
trouvées dans les hodpitaux. L'intensité etsfgectre du faisceau X sont adaptés au type
d’expériences envisagé. Le faisceau produitt gdre extrémement focalisé (de I'ordre du
micron ou méme moins). Bien des domaines autres que la biologie structurale comme: I
médecine, la chimie, la physique, les sciences le la Terre, I'études des matériaux, l'industrie €
I'environnement utilisent ces sources de lumi@our réaliser des expériences. Toutes ces
expériences se déroulent dans des ktboes spécialement adaptés appdigees de
lumiére* (annexe llI-b). Il en existe une quarantammeSynchrotron de @noble. Le faisceau
est calibré et modifié avant d’arriver sur I'échantillon au niveau de la «experimental hutch».
Les modifications sont pilotées depuis la cabine de contrdle, et ce pour toutes les lignes d
lumieres du synchrotron. L'intensité peut étre ajustée ; le spectre de longueur d’onde peut étr
modifié. Il est aussi possible d’influer surlé&gueur du faisceau en construisant des lignes
plus longues (exemple: la ligne biomeédicd@17). Il n'existe aujourd’hui, que trois
synchrotrons dans le monde opérant a des niveaux d'énergie de l'ordre de 6 GeV: ce sont to
des synchrotrons de troisieme génération: au Japon (Spring8), aux Etats Unis (APS) et e
France (ESRF).
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détecteu\ I

lumiére synchrotron

: achantillon
monochromatique echantiiio

réflexion a I'angle de Bragg

cristal analyseur

Figure 50) Schéma représentatif de I'imagerie par méthode DEI
Le principe de la Diffraction Enhanced Imaging est rerésenté sur ce schéma. L’échantillon et le détecteur
peuvent étre déplacés verticalement. Cette méthode permet d'obtenir de images plus focalisées.

IRM DEI CT
conventionnel

Figure 51) Exemple d'image obtenue par DEI

Imagerie du cartilage (orteil humain) réaliséepar différentes méthodes (images : P. Coan).
L'image de gauche correspond a une image de cartilage obtenue par imagerie par résonance magnétique
(IRM — durée d’'obtention > 5 heures), celle du milieu correspond a la DEI (c’est la seule méthode qui
donne une information sur I'histologie du cartilage — durée d’obtention : rapide) et I'image de droite
correspond a une image de scanner classique (CT : computed tomography).
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111.1.2.2-La recherche médicale ligne biomédicale ID17%

Les programmes de recherche de la lipn@médicale concernent essentiellement
I'imagerie médicale (I'angiographie cororemne, la bronchographie et la tomographie
cérébrale) et la radiothérapie expérimentale (Suortti P et Thomlinson W, 2003). Les
principales propriétés particuliéres du rayonneinsgnchrotron (forte fluence et large gamme
spectrale (de 20 keV a 100 keV), et polarisationsdie plan horizontal) et I'utilisation du
monochromateur installé sur liggne biomédicale ID17*(annexe IlI-d) pemettent aux
expérimentateurs de sélectionner un rayonnement quasiment monochromatique a flux intens
et ajustable a la longueur d'onde voulue. fadsceau monochromatique est tres peu
divergeant (a 150 m du point de source : 150 mm de large et 10 mm de haut). Grace a ce
caractéristiques, le rayonnement synchrotromesiutil de choix pour la recherche médicale.

Le fait que le faisceau soit dans un plan horizontal immobile pose cependant un probléme
technique. Contrairement aux appareils utilisésventionnellement a I'hépital ou le patient

ne bouge pas et le faisceau se déplace, dans-ce cast le patient (ou I'échantillon) qui est
déplacé (scan vertical en modmngiographique ou rotation sur lui-méme en mode
tomographiqgueou méme combinaison des deux mouvements) (Elleaune¢ & 1997 ;
Thomlinson Wet al 2000). La dosimétrie est tres précisément mesurée pour toutes ces
expériences grace a une chambre dionisation couplée a un électrometre UNIDOS et al
détecteur germanium.

[11.1.2.2.1- Les autres applications de la ligne biomédicale ID17

Le synchrotron ESRF compte quatre longues lignes de lumiere dont la ligne
biomédicale ID17. Les chercheurs d’'ID17 ont mis en place des radiothérapies comme la
« Synchrotron Stereotactic Radiation Therap{SSRT) et la thérapie par microfaisceau
(MRT). La MRT consiste a faire passer le faisceau de rayons a travers un collimateur en
forme de peigne qui le coupe en microfaisceden25 um de large séparés par 200 um. Il est
possible de modifier la largeur des faisceaux et la largeur d’espacement entre deux raies. L
dose délivrée au niveau des pics est assez haute000 Gy) mais la dose vallée (qui
correspond a la dose recue entre les pics) est calculée pour étre inférieure a la dose ¢
tolérance du tissu sur lequel I'expérience est pratiquée. La MRT a pour but de cibler la
vascularisation tumorale (néo-angiogénique) gsi toujours plus fragile et moins bien
organisée gue la vascularisation saine.

Plusieurs techniques d’imagerie sont développées sur ID17: « Absorption
Technique », « K-edge imaging », « Computed Tomography » et « Phase Contrast
Technique ». Les résultats obtenus en imagsuie ID17 dépassent, en définition et en
résolution, les images obtenues avec desrajipaonventionnels (ex : de type scanner).

[11.1.2.2.2- DEI ou nouvelle méthoad d’imagerie appliqguée a I'étude du
cartilage

La technique de « Diffraction Enhancedalging » (DEI) par synchrotron constitue
une nouvelle méthode d’'imagerie par contraste de phase (ChaprearalD1997). Cette
technique se base sur l'utilisation d’un cristahlgeeur (monocristal de silicium orienté). Le
cristal permet de sélectionner I'énergie a laquelle la détection se fera sur le détecteur e
d’ouvrir une fenétre déplacable sur la bande passante du faisceau monochromatique incidet
sur I'échantillon, en fonction de la positiongataire du cristal analyseur (angle de Bragg)
(voir figure 50). Cette nouvelle méthode augieele contraste de I'image obtenue sur des
détails peu absorbants (PagedatEl, 2005). Le laboratoire utilise couramment cette méthode
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pour, par exemple, I'analyse histologique (sans l'utilisation de marquage) du tissu mammaire
(Fernandes Met al, 2005) et pour I'étude des artictitms et plus particuliérement pour
I'analyse du cartilage. Cette nouvelle méthodmdgerie donne des images du cartilage avec
un contraste et une résolution importants, et cela sans I'ajout d’aucun agent de contraste «
sans prélevement de tissu (WagnestAl 2005). Cette technique servira a terme a imager les
articulations de patients atteints d’arthr@flammation des articulations) ou d’arthrose
(dégénération du cartilage). Cette méthode nel@gqyu’une dose tres faible de rayons X (de
I'ordre de 10 mGy) et elle permet d’estintegs finement les dommages du cartilage (figure

51 et Mollenhauer ét al, 2002 ; Muehleman €t al, 2004). Le cartilage, tissu essentiel pour

le mouvement, est composé de cellules spécifiques : les chondrocytes. Les chondrocytes so
des cellules de tissu conjonctif particulieredesstontiennent des fibres solides de collagéne

et occupent un espace de la matrice du cartilagelégénération de cet espace cause toutes
les maladies des articulations (et pas seulémesnmaladies dépendantes de I'age) que nous
connaissons aujourd’hui. Plusieurs expériences ont été menées sur un imodiéde les
cochons d’inde. Ces derniers possedent la saniggllde présenter de I'ostéoarthrite (qui est
une forme courante de I'arthrose) dés I'age de 6 mois (CeaalP2005).

La radiosensibilité des chondrocytes (cekub®nstituant majoritairement le cartilage)
issues de culture primaire demeure peu connue (TakahathalT2003). En effet, il a été
montré récemment que certaines cellules présentane forte radiosensibilité aux faibles
doses d'irradiation par rayonnement X (MarplestBl, 2004 ; Short S@t al 2005 ; Tubiana
M et al, 2006). La méthode d’'imagerie DEI est-alleliosensibilisante pour les cellules ? Et
I'est-elle plus gu'une méthode d’imagerigtilisant une source diradiation de type
conventionnel ? Pour tenter de répondre a ces questions, deux marqueurs furent utilisés: |
phospho-histone H2Ax H2AXx), un marqueur des cassures double brin de I'ADN
(Rothkamm Ket al, 2003 ; Foster ER et Downs J, 2005) et la protéine de choc thermique
HSP70, un marqueur du stress cellulaire. Les résultats obtenus sur deux cultures primaire
(chondrocytes de hanche et fibradtles de peau), sont présendé@ns le chapitre 111.3.3. Ces
expeériences consistent en une étude préalalmscevant dans le cadrde la détermination
de la toxicité relative de la méthodeindagerie DEI, sur les cellules humaines non
transformées.

111.1.2.2.3- Radiothérapie par photo activation de ['élément platine ou
« synchrotron PAT-Plat »

111.1.2.2.3.1-Les tumeurs cérébrales

En France, plus de 260 000 nouveaux cas de tumeurs apparaissent chague anné
Parmi tous ces cancers, les tumeurs du cerveau demeurent les plus difficiles a traiter. Elle
touchent en général 1 personne sur 10 000 et environ 3 000 nouveaux cas se déclarent
France par an. 65% des tumeurs cérébrales détectées appartiennent a la classe des glior
(tres haut degré de malignité). Chez I'enfant les tumeurs cérébrales sont également tré
fréquentes, les plus fréquentes apres les leieseérActuellement, I'espérance de vie des
patients atteints de gliomes n’atteint pas Gsmbes moyens de traiter ce type de tumeurs
cérébrales se révelent étre, aujourd’hui encassez limités. La premiére méthode utilisée
reste la chirurgie. La tumeur est enlevée, avec toujours le risque de toucher les centre
importants. La radiothérapie seule réduit la tadéela tumeur mais les tissus sains peuvent
tres mal supporter I'effet des rayons X. Langiothérapie employée seule se révéle peu
efficace et souvent trés toxique (neurotoxiaitgportante). En conclusion, le développement
de nouvelles thérapies pour les tumeurs cérébrales reléve de la nécessité.
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111.1.2.2.3.2- Une nouvelle hypothése

Dans les années 1970-80, une hypothéseanate est apparue : la photo-activation.
Imaginée par les physiciens, cette idée cémsen l'incorporation d’'une molécule de
chimiothérapie contenant un élément lourd (Z élevé) directement dans la tumeur, suivie pal
I'irradiation de la tumeur a I'énergie de o&snce spécifique de cette molécule. Ainsi, en
théorie, lirradiation d’'un élément lourd son énergie d’absorption du seuil K conduit a
I’émission de photoélectrons. Ces derniersragessent a proximité de cet élément lourd et
provoguent sans doute le déclenchement d’électrons secondaires. L’émission des électror
Auger décroitrait brutalement & ce méme moment. L’iode, le gadolinium et plus récemment le
platine et le plomb ont été testés dans le cadre de la photo activation (LagtealBt993 et
Jonsson ACet al 1996, Corde Set al 2003). Les conséquences de cette émission de
photoélectrons sont des Iésions plus nombreeisagssi plus difficilement réparables. L’effet
produit serait donc fortement accru, par rappofeffet observé en présence de la molécule
seule. Les lésions produites dans 'ADN serairgs a un probable effet indirect associé a la
formation de radicaux libres. keirradiateurs classiques,ilises pour une radiothérapie
conventionnelle, ne peuvent pas réaliser cette technique, parce qu’ils ne sont pas capables
produire un rayonnement X avec une puissatcene fluence assez forte. C’est pourquoi,
afin de produire des Iésions non réparablass I’ADN des cellules tumorales, dayons X
monochromatiques issus d’une source synchratmr utilisés pour I'irradiation de la tumeur
marquée par la molécule chimiothérapique (LasteieBal, 1993). Cette thérapie est nommée
SSRT (Synchrotron Stereotactic Radiation Therapy). De nombreuses igtudes sur les
souris ou rats porteurs de tumeurs (Kimler &Fal, 1993), ont été réalisées associant le
platine a une irradiation par rayons X pour traiter des tumeurs implantées a des animaux, mai
ces études n’ont pas montré, au début,auggnentation significative de la survie.

111.1.2.2.3.3- L'effet du cis-platine sur ’'ADN

Le cis-platine (cis-diamino-dichloro-platinuou cDDP ; figure 52) est une molécule
chimiothérapique fréquemment utilisée eimigue (Screnci D et McKeage MJ,1999). Il
produit aprés injection dans l'organismeut® une série de dommages. Il possede la
particularité de libérer I'atome lourd de platine qui se fixe a I’ADN, plus particulierement au
niveau des régions linker comme I'histone H1. Sa présence génére des adduits de I'ADN
(Dewit L, 1987) mais aussi des « cross-link&est-a-dire des liaisons covalentes) entre
I’ADN et les protéines environnaeg. Les cellules traitées aul@P vont devoir réparer leurs
lésions d’ADN ou sinon elles risquent des arréts dans leur cycle cellulaire et méme la mort
mitotique ou I'apoptose. Récemment, il a gténtré que les adduits provoqués par le cDDP
avaient la particularité d’inhiber I'activité de la protéine kinase DNA-PK en empéchant sa
sous unité Ku de se déplacer sur 'ADN, ce wiinhiber le mode degparation par suture
(ou NHEJ pour Non Homologous End Joining). Parallelement, les adduits provoqués par le
cDDP ont la capacité de promouvoir 'assemblage des protéines BRCAL1 et BRCA2 avec
RAD51 pour participer a la réparation par la voie de recombinaison homologue. En
conséquence, le cis-platine pourrait se révités efficace dans les traitements des cancers
présentant des déficiences dans la voie de réparation par recombinaison homologue.

111.1.2.2.3.4- L'utilisation du synchrotron

Le rayonnement monochromatique, ultra brillant et possédant un flux de photons tres
important, de la ligne médicale ID17 du syrathon de Grenoble, est utilisé pour produire un
faisceau de rayons X ayant I'énergie adéquate nécessaire a la photo activation du cis-platine,
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Figure 52) Molécule de cis-platine @DP ; cis-diamino-dichloro-platinum)
Deux ions ammonium et deux ions chlorure sont attadés sur une molécule de platine en position « cis ».

Figure 53) Géométrie de l'irradiation de la tumeur — Cerveau de rat
But : obtenir le maximum de dose awniveau de la tumeur entourée erviolet (d’aprés Biston MC et al,

2004).
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Figure 54) Schéma représentatif de la « synchrotron PAT-Plat »
Les adduits d’ADN créés par la PAT-Plat inhibent la réparation par suture (a travers l'inhibition de la
kinase DNA-PK) et favorisent la réparation par recombinaison homologue.
La « synchrotron PAT-Plat » augmente ainsi par 3 lmombre de DSBs irréparables, c’est pourquoi elle es

treés délétere pour les tumeurs (d'apres Corde 8t al, 2003).
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soit a 78,8 keV, I'énergie au dessus du s&uilou « above K-edge shell ») de I'élément
platine Pt (Z=78) : 78,34 keV, ce quiroespond a une longueur d’onde de 0,158 A. La
désintégration d’un composé métastable du cDDP**®®t, génére des photoélectrons qui
produisent des microdépbts. Ces microdépdts suffisent a créer des cassures double br
d’ADN. Ce phénoméne est appelé la photo-activation de I'élément platisgnahrotron
PAT-Plat La tumeur recoit le maximum de l'irradian, tout en sauvegardant le plus possible
les tissus sains (voir figure 53).

En radiothérapie, il faut toujours tenir compte de I'effet radiotoxique sur les cellules
avoisinantes de la tumeur. La balance entteleement de la tumeur et I'économie des tissus
sains doit toujours étre respectée.

111.1.2.2.3.5- Le principe de la photo activation du cis-platine par
rayonnement synchrotron

Le fait d’associer radiothérapie et chimiothérapie pourrait potentiellement augmenter
I'effet des traitements anti-cancéreux. La fghactivation du cis-platine par rayonnement
synchrotron donne un certain nombre de cassures double brin de 'ADN supplémentaires qu
sont lentes a réparer (multiplication par 3 du nombre de cassures double brin). L’ADN est
comme « haché », ce qui génére un nombre de micronoyaux supplémentaires (en effet, dar
ce cas, 'ADN expulsé hors de la cellule forme un ou plusieurs petits noyaux accolés au
noyau ; voir figure 14). De plus, la phatetivation du cis-platine par rayonnement
synchrotron, via l'inactivation de DNA-PKvd@ir chapitre 1), proraut la réparation par
recombinaison homologue médiée par la pn&é@le réparation a fonction ATPasique Rad51.
Depuis environ 7 ans, les chercheurs deuiigg INSERM U647-RSRM se sont penchés sur
le probleme de la SSRT utilisant I'élément platine, aussi nommeée « synchrotron PAT-Plat ».
Les résultats moléculaires, d’abord décrits@arde S et ses collaborateurs en 2003 aprées des
études sur une lignée cellulaire humaine (SQZ0&)re 54), ont été confirmés dans la lignée
de gliome de rat F98. Ce méme modéle a medobtenir des résultats prometteurs apres une
étude de survien vivo menée en 2004 (Biston M&t al, 2004). L’irradiation de la tumeur (en
mode tomographique) requiert une géométriciqdidre. Aprés l'ajustement des dimensions
du faisceau a la taille de la tumeur, et puisque le faisceau de rayons X reste fixe, I'orientatior
de I'animal s’effectue de maniére a obtenir le maximum de dose au niveau de la tumeur et d
facon a ce que les rayons X ne traversent quaande fois les tissus sains. L’axe de rotation
du support se positionne au niveau du centreadameur (figure 53). Cette étude, réalisée
chez les rats Fisher porteurs de gliomes F@®atré que le traitement de « synchrotron PAT-
Plat » (c'est-a-dire de SSRT impliquant I'émh platine), avec une dose de 15 Gy et une
concentration finale de 30uM de cDDP, augmentait la survie des rats. 3486ides rats
demeuraient vivants un an apres le traitement, et, fait remarquable : guéris de leur tumeur.

Les premiers essais cliniques impliquans dérivés du platine (de faisabilité : phase
[) sont en cours de discussion et d’autres igo@int des dérivés iodés seront bientdt mis en
place.

Le réle potentiel joué par HSP70 a ét&estigué dans le cadre de ces études
préalables. Toute une série de tests prélimigarété réalisée pour déterminer les effets du
cDDP seul, de l'irradiation seule. La combinaison du cDDP et du rayonnement synchrotron
au seuil K du platine (au-dessus, soit a 78,8 keV) a été effectuée et un test
d'immunofluorescence a suilies résultats sont monsréans le chapitre 111.3.4.
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Figure 55) Survie cellulaire : cellules adhérentes
Boite de Pétri sur lagquelle les coloniespparaissent colorées au cristal violet.

Dilutions en cascade:

Lignée B Q

Lignée C
Lignée D Q

Figure 56) Survie cellulaire : cellules en suspension
Représentation schématique de la plaque de culture multi puits (TPP, Suisse) ayant servi a I'expérien

Les dilutions sont réalisées en cascade (une lignééf@tiente par ligne). Les réultats (quantification des

cellules) sont mesurés avec le microscope (Leica).
Remargue :la couleur du milieu de culture est un bon indicateur de I'état de survie des cellules.
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l11.2- Matériels et méthodes : radiobiologie

Ce chapitre reprend les méthodes utiliggasr les expériences visant a démontrer le
réle joué par HSP70 et HSP22 dans les voies de la réparation de 'ADN.

[11.2.1- Culture de cellules humaines

Le milieu de culture utilisé est le milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, Gibco-Invitrogen France, Cergy Pontoise) supplémenté avec 10% de SVF (sérum d
veau foetal) et 1% (v/v) des antibiotiqupénicilline + streptomycine pour les cellules
adhérentes ou le milieu RPMI 1640 (Ro#weark Memorial Institute medium, Gibco-
Invitrogen supplémenté avec 10% de SVF (sérum de veau feetal) et 1% (v/v) de pénicilline +
streptomycine pour les cellules en suspension. Les cellules sont cultivéEs &8¢ 5% de
COs.

Les cellules humaines adhérentes suivantes ont été utilisées :

Les témoins :
1BR3 : fibroblastes de peau normales
1BR3 Neo : fibroblastes de peau transformés par le virus de singe SV40
293: cellules épithéliales de rein d’embryon
HMEC : cellules épithéliales immortalisées avec le virus SV40

Les mutants dans les sys&srde réparation de I’ADN :
ATSBIVA : fibroblastes de peau transfoés par SV40 (mutation de la protéine
ATM)
AT1BR : fibroblastes primaires issus d’'un patient atteint d’Ataxia telengiectasia
HCC 1957 : cellules dérivées d'un carcinome ductal (mutation de la protéine
BRCAL)
MO59K : cellules de glioblastome
MO59J : cellules de glioblastome (mutation de la protéine DNA-PK)

Les lignées tumorales :
PC3: cellules provenant d’'un adénocarcinome de prostate
HT29 : cellules dérivées d’un carcinome colorectal
H1299 : cellules provenant d’'un carcinome pulmonaire
IGROV-1 : cellules provenant d’'un carcinome ovarien
MCF7 : cellules issues d’'un carcinome mammaire (non invasif)
MDA-MB231 : cellules issues d’un carcinome mammaire (invasif)
T47-D : cellules provenant d’'un adénocarcinome mammaire

Les cellules humaines en suspension suivantes (mutants HSP22) ont été utilisées :
CMT M10: lymphocytes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (mutation K141N/E
du genéhsp23
CMT M17: lymphocytes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (mutation K141N/E
du génensp23
CMT 570/AJ135: lymphocytes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (mutation
R78M du gendisp23.
Les cellules CMT (pro lymphocytes non différersciétalement) sont immortalisées a l'aide
de 'EBV (Epstein Barr Virus).
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Creation de lignées mutantes en HSP70 :
1BR3Neo HSP70-1(+) : lignée surexprimant stablement HSP70-1 sauvage
1BR3Neo HSP70-1(Clal) : lignée surexprimant stablement HSP70-1 tronquée
1BR3Neo siRNA-HSP70 : lignée sousexprimant transitoirement HSP70

Remargue :tous les temps de réparation sont obteis pour des cellules maintenues dans
leur milieu de culture supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, & 37°C, 5% L0

I11.2.2- Obtention des mutants HSP70-1

Ces mutants 1BR3Neo-HSP70 surexpnm&lSP70-1 ou une version tronquée de
HSP70-1 de facon permanente apres avoir adguasmide utilisé pour la réalisation de
cette expérience.

111.2.2.1- Clonage

Le HSP70-1 normal est cloné dans le plake pCDNA6 V5 His (Invitrogen-France,
Cergy-Pontoise, France). Le procédé se déroule de la fagon suivante : un plasmide contena
HSP70-1 est utilisé. L'insert HSP70-1 est amplifagd PCR, en utilisant les sites de restriction
des enzymes BamH1 et EcoR1, en trois étapes : dénaturation a 94°C pendant 15 secondk
hybridation des amorces a 52°C pendant 45mekxoet extension des amorces a 68°C pendant
2 minutes et 30 secondes (voir détails deP@@R dans le chapitre 11.2). Pour le mutant
surexprimé HSP70-1 sauvage (séquencefi@éripar EMBL Heidelberg Sequencing
Platform), I'insert obtenu a partir de pBud-PiB)-1 a été directement cloné dans le plasmide
PCDNA-6 V5 His (Invitrogen, contenant les résistances a la blasticidine et a I'ampicilline)
(enzymes de restriction utilisées : BamH1EeoR1). Pour le mutant surexprimé tronqué
HSP70-1 Clal, le plasmide pCDNAG6 contenant l'insert HSP70-1 a été clivé par 'enzyme de
restriction Clal, purifié sur gel puis religué pendant 2h a 37°C a l'aide de la T4 DNA ligase
(New England Bioloabs). Les transformations ont été réalisées dans les bactéries compétent:
E. coli Top10 (Invitrogen) et les plasmides ont été extraits apres 12 heures de culture a 37°(
(dans du milieu Luria Broth supplémenté ad&®ug/ml d’ampicilline) a I'aide du Qiagen
Maxi-prep Kit.

I11.2.2.2- Transfection stabilisée

Pour la transfection, differents plasmides sont insérés dans les fibroblastes humain:
contrbles 1BR3Neo avec la lipofectamine (trogen) puis les fibroblastes sont mis en
culture dans du milieu DMEM + 10% de sérum de veau feata antibiotique

Le premier jour, 60ug d’ADN (plasmide #transfecter) est dilué avec 150ul de
lipofectamine dans 2ml de milieu sans antibiotigisans sérum. Puis le mélange est ajouté
sur les cellules (boite de 175 cm2 avec le mikede sérum) qui sont remises en culture (a
370C avec 5% de C§).

Le deuxieme jour, le milieu est remplacé par du milieu supplémenté avec 10% de sérurr
de veau foetal et 1% (v/v) de pénicilline + streptomycine et une concentration donnée en
blasticidine (5pg/ml) pour la sélection et mige culture (conditions normales) des cellules.
Ensuite, la survie des cellules est observée par rapport au plasmide transfecté et les celluls
survivantes sont cultivées dans le méme milieu (avec blasticidine a une concentration de
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2,5ug/ml par la suite pour la culture). Au bal&t quelques passages (2 ou 3), les mutants sont
sélectionnés (ils ont acquis le plasmide et expriment d’'une fagon stabilisée l'insert porté par
ce méme plasmide) et sont alors préts pour les expériences (cytométrie,
immunofluorescence...).

[11.2.3- siRNA : petits ARN d’interférence (spécifiques de HSP70), servant a inhiber
I'expression de HSP70 endogéne par blocage de la traduction

Les siRNA ou small inteferencing RNA saés petits morceaux d’ARN simple brin
complémentaires de I'ARN messager du gene d'intérét (ici: HSP70). Ces siRNA vont,
lorsqu’ils sont transfectés dans la cellule, venir se lier par complémentarité a.JA&N
HSP70 et ainsi empécher transitoirement la traduction de IMRNHSP70 en protéine. Ceci
a pour effet de supprimer, de facon quasimetaldp la synthése et donc I'expression de
HSP70. Des siRNA HSP70 (concentrés a 10uM) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) sont
transfectés, selon le protocole préconisé paptae d’emploi, sur une culture de fibroblastes
témoins 1BR3Neo ou 1BR3. Des siRNA dirigés contre le géne codant pour c-Abl (Santa-
Cruz-Biotechnologies-France (Tebu-Bio, Lerag, France) servent aentréles négatifs.

[11.2.4- Marquage a I'lodure de Propidium (IP) pour I'étude du cycle cellulaire au
FACS (cytométre de flux)

Cette expérience permet d’'analyser leateou en ADN d’'une population de cellules
donnée dans des conditions données. Il est ainsibpp@sle déterminer le nombre de cellules
situées dans chacune des phases du cycle cellulaire {subéBris cellulaires, G; ou
phase quiescente, S ou phase de synthése de I'APbdl @hase pré-mitotique et M ou phase
de mitose). Cette expérience est réalisézeama I'utilisation d’'un cytophotométre de flux
(FACStaf"s BD biosciences, San Diego, CA) (INSERM U548-CEA Grenoble) : plusieurs
milliers de cellules défilent devant un faisceau laser (a travers une buse micrométrique) dan
un flux constant de tampon physiologique. Suivariongueur d’onde, la lumiere diffusée est
recueillie dans 2 directions différentes ('uneupétre corrélée avec la taille et la seconde
avec la réfringence de la cellule, ce qui donne une idée sur la granulosité des cellules)
L'appareil peut analyser la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle
cellulaire en fonction de la quantité d’ADN, marqué a l'iodure de propidium : un agent
intercalant de 'ADN fluorescent.

Procédure de fixation des cellules
Apres rincage des cellules BBS* (1X) et trypsination des cellules, lorsque les cellules sont
détachées et qu’elles ont @éntrifugées, un nouveau rincage avec 1,5ml de PBS (1X) est
effectué puis vient une centrifugation a 2 000 tours/minute pendant 2minutes.
Apres élimination du surnageant, 1ml de d’éthanol a 70% (25ml d’éthanol absolu + 10ml
d’'H20) est ajouté goutte a goutte sur le cwellulaire puis les celleks sont congelées a -
200C apres avoir été homogénéisées soigneusement.

Préparation des échantillons avant passage au cytophotométre en flux
Les cellules en suspension vont passer devanlaser qui va mesurer leur taille et leur
granulosité ainsi que le marqueur ou les marqueurs d’intérét (ici : iodure de propidium).
2ml de PBS (1X) sont ajoutés aux cellul€aiis les cellules sont centrifugées a 2 000
tours/minute pendant 2minutes. Aprés élimination du surnageant, une incubation avec 500
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de la solution d’IP (la concentration finale d'iodure de propidium est de 0,1mg/ml dans du
PBS 1X + 0,21mg/ml de RNAse) est réalisée dans la glace pendant au moins 20 minutes.

Remargque: pour les cellules non adhérentes, &me protocole (hormis I'étape de
trypsination) a été réalisé.

La suite de I'analyse est réalisée a 'aide de programmes informatiques permettant de traite
les données de cytométrie en flux (ex : le logiciel WinMDI 2.8 ou le logiciel Cell®uést

pic G/G; est conventionnellement placé a 300 u (marquage a l'iodure de propodium).

I11.2.5- Survie cellulaire

111.2.5.1- Survie cellulaire : Cellules adhérentes

Les tests de clonogénicité vitro standard ont été réalisés pour déterminer la
radiosensibilité intrinséque (PalumboeGal, 2001, Biston MCet al, 2003, entre autres). Les
cellules en phase de croissance en plateau ont été ensemencées immédiatement. |
radiosensibilité intrinseque a été quantifiée en calculant la fraction de survie a 2 Gy (SF2). Er
radiobiologie, la cellule est jugégable ou survivante lorsqu’elle a donné naissance a un
clone contenant au moins 50 cellules. En pratique, le nombre de colonies visibles est inférieu
au nombre de cellules ensemencées. Les résultats obtenus sont corrigés en utilisant
coefficient de clonaggPlating Efficiency ou PE)qui correspond aux cellules ayant
effectivement adhéré a la boite de culture. Le coefficient de clonage varie avec la lignée
cellulaire étudiée. Plusieurs boites servanttélmoins sont donc utilisées pour chaque
expérience. La survie de chaque boite est calculée de la fagon suivante :

Nombredecolonies
PE uNombredecellules

Survie(dos)

Le comptage des colonies survivantes se réalise de la fagcon suivante : apres stress, les cellu
sont comptées, a l'aide d'un hémocytometre de Malassez sous microscope (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar Germany), puis ensemencées dans des boites de Pétri (milie
DMEM + 10% SVF) et mises a incuber a 37°C, 5%de Grés 15 jours, les cellules sont
rincées au PBS et puis sont fixées et colorées pendant 1min avec 2ml d’'une solution de crist:
violet (75% alcool a 95°, 25% crystal violet (Prolabo, Corée)) puis rincées a nouveau a 'eau.
Le crystal violet (anciennement gentianolet) est utilisé couramment dans ce type
d’expérience parce qu’il est un colorant spécifigue des protéines. Les colonies ainsi
visualisées, leur comptage pdite réalisé directement surbaite de Pétri (voir figure 55).

Le modele linéaire-quadratique (le plusucamment utilisé pour ajuster les données de
survie) a été décrit par Tubiana M en 1986. Il définit la survie de la facon suivante :

S eP®
Le parametreDdétermine la pente de la courbe de survie aux faibles doses (pente initiale),
c’est a dire 'amplitude de I'épaulement. Le paraméd&termine 'augmentation de la pente

de la courbe aux fortes doses (Balosso J et Foray N, Cancérologie Fondamentale, Collectio
John Libbey, 2005).
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111.2.5.2- Survie cellulaire : Cellules en suspension

De méme, la radiosensibilité intrinseque des cellules en suspension peut étre
déterminée. Le procédé est sensiblement différent. La radiosensibilité intrinseque est auss
calculée apres une irradiation de 2 Gy. Des dilutions en cascade sont réalisées sur cellules nt
irradiées et sur cellules irradiées (mémes dilutions) en paralléle.

Les cellules ont été comptées a I'aide d’'un hémocytometre de Malassez. La premiére dilutior
est choisie en fonction des lignées et une méwneentration de dépagst adoptée pour toute

une seérie d’expériences (quelque soit la ligeéequelque soit le stress). Il est en effet
nécessaire d’adopter une méme concentratidmade pour pouvoir ensuite étre reproductible

et comparer une méme lignée (sans et avec seegs3 differentes lignées entre elles. Pour

les lymphocytes mutants HSP22, j'ai choisiadenmencer avec 4 000 cellules par millilitres.

Les cellules sont mises en culture dansndlieu RPMI supplémenté avec 10% SVF. La
figure 56 schématise I'expériendees différences de survie sont mesurées apres 10 jours. La
survie a 2 Gy est donnée pour :

S (2Gy) = (dilution limite & 2 Gy) / (dilution limite & 0 Gy).
Si S(2Gy) * 50%, la lignée étudiée est radiorésistante.

Si S(2Gy) " 25%, la lignée est considérée comme étant radiosensible.

I11.2.6- Protocole pour lesextraits nucléaires (Britten)

Cette méthode permet de séparer les différents constituants protéiques de la cellule e
deux parties : les protéines provenant du cytoplasnoelles provenant du noyau. Les extraits
se font sur des cellules qui ont été soumées stress donné (par exemple : irradiation de
15Gy) et dont le temps de réparation (a 37°C) a été comptabilisé soigneusement.
Pour une condition donnée (c’est-a-dire pour vesstdonné, un temps de réparation donné et
un type cellulaire donné), une boite de culture de 75nmimum a été utilisée (cellules &
confluence).

Récolte des cellules
Apres ringage des cellules au PSB (1X), les cellules par grattage (rubber) sont récupérées da
un minimum de 5 ml de milieu. Puis, les cellules sont centrifugées a 1500 tr/min pendant 5
minutes a 4°C. Enfin, le culot est lavé au PBS et re-centrifugé a 1500 tr/min pendant 5
minutes a 4°CA partir de ce stade, tout est maintenu a 4°C.
Remargue :l'utilisation de la trypsine est fortement déconseillée puisque le risque de
digestion des membranes est non négligealderat, dans ce cas, cela devient impossible de
réaliser des extraits cytoplasmiques.

Premier choc (hypotonique)
Le PBS est enlevé consciencieusement. Lesleslkont alors re-suspendues dans 2-3 ml de
tampon HYPO*L es cellules sont incubées pendant 15 min dans la glace en agitant de temps
en temps, puis elles sont centrifugées a 4000 tr/min pendant 5 minutes a 4°C.

Second choc (hypertonique)
Le surnageant est enlevé en prenant soin de ne pas toucher alecuobggeant constitue
I'extrait cytoplasmiqui Ensuite, le culot est misn suspension dans 100-500ul tdenpon
HYPER*(selon les cellules, la grosseur du culot et/ou la concentration voulue) et le culot est
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Figure 57) Principe de I'immunoprécipitation

Schéma représentant les différentedtapes de I'immunoprécipitation :

1- Préparation des extraits nucléaires. Ces extraits vontontenir la protéine d'intérét (notée « Ag » pour
antigene)

2- Ajout des billes de protéine A-Sepharose et des anticorps monoclonaux spécifiques (notés « Ac »).

3- Ac+Ag vont précipiter sur les billes

4- Récupération de la protéine d'intérét Ag et des separtenaires protéiques. Ces protéines sont ensuite
séparées par SDS-PAGE.

Addition du substrat de
I'enzyme et détection

: chémo luminescente
Second anticorps

conjugué avec une
enzyme (horse
radish peroxydase)

Anticorps primaire:
spécifique de la
. proteine
Protéine

Figure 58) Principe du « Western Blot »
La présence (et la quantité) de la protéine spédjue est ainsi détectée dans les extraits cellulaires

correspondants.
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mélangé a le tampon HYPER. Ensuite, le mélange est incubé pendant 20 min sur la glace €
agitant manuellement (régulierement) puis centrifugé a 12000 tr/min (toujours a 4°C) et enfin,
le surnageant est aliquoté et puis condetésurnageant final constitue I'extrait nucléaire

Les protéines contenues dans ces extratiulaires sont dosées a l'aide ldeméthode de
Bradford*.

I11.2.7- Immunoprécipitations

Les immunoprécipitations ont été réaliséesipaubation de 300 pg d’extraits nucléaires
1,5 a 1 pg de I'anticorps monoclonal spécifiqueles billes de protéine A-Sepharose (Pharmaci
Buckinghamshire, U.K.) dans dampon NET-N* pendant 4 heures a 4°C (ForayeiNal, 2002 ;
figure 57). Les billes de protéines A-Sepharqe@cipitent le complexe anticorps/antigene
(Wampler JLet al, 2004). Apres centrifugation”{ min, 10 000rpm) suivie de plusieurs lavage
dans le tampon NET-N, les immuyprécipitations sont dlectées, ébouillantées et stockées dans
tampon de bleu de charge. Les immunoprécipitations sont ensuite séparées par SDS-PAG
chapitre 111.2.8). Du sérum de Ilapin prémun (DAKO, Glostrup, Denmark) et des
immunoglobulines G (IgG) (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) serven
controles.

111.2.8- Western Blots

Cette méthode permet la révélatispécifiguede la protéine d’intérét (utilisation
d’anticorps dirigé contre la protéine). Cettetihoéle montre I'évolution des taux cellulaires de
la protéine d’intérét (provenant d’extraitdaox ou d’extraits cytoplasmiques ou d’extraits
nucléaires) au cours du temps de réparation aprés un stress donné (figure 58).

SDS-PAGE -Gels d’acrylamide*

Le principe de cette méthode est basé sur l'atibe du SDS. Le SDS (sodium dodécyl sulfate) e
un détergeant qui ajoute des charges négativepratéines et rompt les liaisons hydrophobes. Le
protéines sont donc toutes chargées négativement et sous forme monomérique. Elles migre
toutes dans la méme direction (vers la bornsitpe) et la séparation se fait uniquement e
fonction du poids moléculaire des protéines. Paur &rtain d’avoir les protéines sous leur form
monomerique, encore un réducteur de ponts disulfuresercaptoéthanol, est ajouté dans I
tampon de bleu de migration.

Remargue le pourcentage d’acrylamide va définir la taille du treillis qui va retenir les protéir
Suivant la protéine a analyser, le pourceatatjacrylamide utilisé varie. Le pourcentage
d’acrylamide requis est inversement proportionnepaigls moléculaire de la protéine. Le gel d¢
séparation est réalisé en premier lieu puis ledgeconcentration est coulé au dessus du gel

séparation. La préparation des échantillons protéigsestalisée de la fagon suivante : 10-20ul d
protéines (suivant la concentration et la taille des puits utilisés, voir ci apres: dosage f
méthode de Bradford) sont mélangés tampon de bleu de charge pour la migration de
protéines* Aprés une incubation au bain-marie (95°C) pendant 5 minutes, les échanti
protéiques sont chargés sur le gel (ainsi que des marqueurs de poids moléculaire). Le gel e
migrer a 110Volts dans la cuve contenant dupan de migration jusqu'a ce que le front blel
atteigne le bas du gel.
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Remarque les protéines sont tout d’abord concentrées da gel de concentration puis elles sor
separees en fonction de leur poids moléculaire dans le gel de séparation.

Transfert des protéines sur la membrane de nitrocellulose, utilisation du Semi-Dry tra
system (BioRad, Hercules, CA, USA)
Apres arrét de I'appareil, le gel est alors enlevéadmuve et débarrassé du dispositif en verre. L
transfert des protéines est réalisé depuis le gel d’acrylamide jusque sur une membra
nitrocellulose (Schleicher and Schuell BA83). gel est mis en contact avec la membrane
nitrocellulose et le tout est entouré de papier épais spécial BIORAD (blotting extra thick p:
préalablement trempé danstégnpon de transfertl_es différentes couches sont disposées de te
sorte a ce qu’elles soient organisées en une sodemvich. Sont placés dans l'ordre: le papier ¢
migration sur la platine de I'appareil de transferis le gel, puis la membrane de nitrocellulos
puis le deuxieme papier de migration. Le systéme est déclanché (25V). Plus la protéine est
et plus le temps de migration est long (par exemple : 1h30 pour HSP70 et 1heure pour HSP2:

Hybridation des membranes de nitrocellulose avec I'anticorps spécifique de la pro
d’intérét
La membrane de nitrocellulose est récupéréeoejuidle avec des protéines de lait. Pour ce faire,
membrane est incubée dans PBS (Phosphate rBdffealine) + 5% lait + Tween 20 a 0,5/100(
(détergent qui empéche les fixations non spécifiques) pendant 2 h (agitation a tempé
ambiante). Ensuite la membrane est incubée avec l'anticorps spécifique de la protéine d'i
(PBS+ 5% lait + Tween 20 a 0,5 /1000 + l'anticorps primaire a une dilution de $7H086us
agitationa 4°Cpendant la nuit. Aprés rincage de la membrane dans du PBS+ Tween 20 a 0,5/
une nouvelle incubation de la membrane est pratiguée avec l'anticorps secondaire (e
spécifique, conjugué a la péroxydase) (PBS+ 5% lait + Tween 20 a 0,5/1000 + Il'antic
secondaire a une dilution de 1/1500éme (kiLERIPN 2108 Amersham Pharmacia)) pendant 1l
Enfin la membrane est rincée avec du PBS+ Tween 20 a 0,5 /1000.

Révélation des membranes a l'aide du kit ECL (Amersham Pharmacia)
Les solutions vont servir a la détection par chémalastence de la protéine d’'intérét. Le mélang
des deux solutions du kit est versé sur la membrane de nitrocellulose (Iml + 1ml) qui est r
incuber a température ambiante pendant 2 minutes. Le marquage apparait uniquement au
des protéines détectées par I'anticorps utilisé. Sous lumiéere rouge, un film kodak est disposé
membrane et le tout est placé a 4°C pendant une nuit (boite noire). Le film est alors révélé (&
de solutions pour développer les photos ; Kodak).

Remargue :les gels de Western Blots et d'immunoprécipitation présentés dans la partie
résultat sont au minimum dupliqués. 100 ugl’extraits cellulaires (totaux, nucléaires ou
cytoplasmiques) sont déposés par puits.

I11.2.9- Immunofluorescence

Cette technique est utie depuis les années 1960 pour visualiser la localisation de la
protéine d’intérét (par exemple HSP70) apstress et temps de réparation donné, dans une
lignée cellulaire donnée, et ce, directement sur la cellule (ex : FoeayaN2003 ; figure 59
A).
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Préparation des cellules
Deux jours avant la réalisation du stress (rayons X, W@ylbu cis-platine), les cellules sont
ensemencées sur des lamelles stériles dans des d®iRetri, a raison de 2 lamelles par boite,
soit environ 200 000cellules par boite. Les cellules adhérent sur les lamelles de veire (2cm
Les temps d’incubation des cellulemsréalisés a 37°C avec 5% de O

Fixation des cellules
Les cellules sont fixéegar I'ajout de 50ul deampon de fixationpar lamelle. L'incubation
des lamelles avec la solution de fixation se prolonge pendant 10-20 minutes a températur:
ambiante. Les cellules sont rinc@esois reprises avec du PBS (1X).

Perméabilisation des cellules
Les cellules sont perméabilisées algesolution de lyset500ul par lamelle) : pendant moins
de 5 minutesa 4°C. Le temps d’incubation doit étre impérativement respecté puisque si ce
temps est dépassé, les celluleguent d’étre trop lysées et dodétruites. Les cellules sont
rincées a trois reprises avec du PBS (1X).

Hybridation des cellules avec les anticorps
50ul par lamelle d’anticorps primaire (ex :taHSP70 humain, anti-IgG polyclonal lapin de
la firme Upstate (Euromedex, Mundolsheim, France) sont ajoutés par lamelle et l'incubation
avec I'anticorps primaire s’effectue pendant 40 minutes a 37°C (dilution au 1/100éme dans du
PBS supplémenté avec 2% de BSA (sérum albumine bovine ; Sigma-Aldties)ellules
sont rincées a trois reprises avec du PBS (LX)cubation suivante se fait avec 50ul par
lamelle d’anticorps secondaire couplé a une molécule de détection (anti-lapin polyclonal
couplé au TRITC ou anti-souris monoclonal couplé au FITC ou anti-chevre polyclonal couplé
au TRITC) (Sigma-Aldrich) pendant 20minutes a 37°C (dilution au 1/100éme dans du PBS
supplémenté avec 2% de BSAg choix de I'anticorps secondaire correspond a I'animal dans
lequel a été élaboré I'anticorps primaices cellules sont rincées a trois reprises avec du PBS
(aX).

Remarque :il existe plusieurs fluorochromes (molécules de détection) qui peuvent étre
couplées aux anticorps ou qui peuvemvisé détecter I’ADN (tableau 10).

Montage et marquage des noyaux, a I'abri de la lumiéere
Les noyaux sont marqués au 4,6-Diamidino-2Agtiadole (Dapi) (contenu dans le liquide de
montage : Vectashield (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)). La lamelle est montée
sur une lame de verre puis la préparation est scellée. La préparation peut étre conserve
guelques jours a 4°C, a I'abri de la lumiere.

Observation sous microscope a fluorescence

Les noyaux marqués au Dapi et des protéines dintérét spécifiquement marquées par |
méthode décrite précédemment sont observés avec un microscope optiqgue a fluorescen
(Olympus-France, Paris). Toutes les images de cette thése représentant des cellules marque
furent réalisées a I'aide de ce microscopen@@oscope possede la particularité de produire

un spectre fluorescent qui excite spécifiguement un fluorochrome (fusionné a I'anticorps
secondaire ou le Dapi). Le fluorochrome, aiegcité, émet un spectre caractéristique,
permettant 'analyse de la préparataatlulaire (figure 59 B et tableau 10).
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A

Excitation du
fluorochrome a sa
longueur d’'onde
spécifique
Anticorps secondaire, couplé
au fluorochrome (FITC o
TRITC)

Anticorps primaire: dirigé
spécifiguement contre la

B protéine
Protéine

FITC-
TRITC

Figure 59) Principe de 'immunofluorescece et phénomene de « bleed through »
A) Principe d'immunofluorescence Cette méthode permet la détection de la protéine d'intérét
directement sur la cellule.

B) Spectres d’émission de FITC et TRITC lls se recoupent (en sur les schémas), dapres
Hartmann Institute, Helsinki, Finlande. La superposition des spectres d’émission est nommée « bleed
through ».

Sondes Excitation (nm)|Emission (nm Notes
Phycoérythrine (PE) 578
Fluorescéine 495 519 FITC; sensible au pH
TRITC il 572 rho-(lj_aRrL]Tir?e(Esé:)r?hrigéécglrlale)
X-Rhodamine 570 576 XRITC
Texas Red 589 615 Sulfonyl chloride
Sondes pour acides nucléiques
Hoechst 33342 343 483 AT-séléctif
Dapi 345 455 AT- séléctif

Tableau 10) Quelgues fluorochromes.Dans ce tableau sont indiqués quelques fluorochromes
frequemment utilisés et les sondes pour acides nucléiques les plus fréquemment employées, notamment
pour les expériences d'immunofluorescence.
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Remarque : induction et rythme de réparation des cassures double brin

Le taux de cassures double brin de I'ADjé¢nérées a été évalué par une technique
d'immunofluorescence. Il a été montré par Rothkamm K et coauteurs, en 2003 qu’'une des
premiéres étapes de la réponse moléculaire aux DSBs est la phosphorylation de I'histon
H2Ax. De plus, une corrélation entre le nombrefae H2AX (foyer lumineux rond et
distinct) et le nombre de cassures d’ADN doufie induites par I'irradiation a été établie
(Foster Eet al, 2005).

Le méme protocole est suivi ici, sauf que pour I'anticodd2Ax, la dilution utilisée est
moins importante lors de I'étape de marquage des cellules puis qu'il s’agit d’'une dilution au
1/800eme dans du PBS supplémenté avec 2% de BSA (sérum albumine bovine ; Sigma
Aldrich)). Ainsi, comme les histones sont trés importantes en quantité au niveau de 'ADN, ce
n'est pas nécessaire d'utiliser une forte concentration d’anticorps.

Anticorps utilisés

Les anticorps primaires anti-HSP70, anti-jun, anti- H2AX, et anti- CHK1 proviennent de

chez Upstate Cell Signaling Solutions Inc-France, Paris. L’anticorps anti-BRCAL provient de
chez Santa-Cruz-BiotechnologiEsance (Tebu-Bio, Le Perray, France). L’'anticorps anti-
SQ/TQ provient de chez Cell Signalling heology® (Danvers, MA, USA). Les anticorps
secondaires anti-IgG de souTiRITC et anti-IgG de lapin FITC proviennent de chez Sigma-
Aldrich. L'anticorps dirigé contre HSP70-1 phosphorylée ef®$arété produit par la firme
CovalLab (Lyon, France). Le polypeptidel,-KHKKDISQNKRA-COOH a été synthétisé et
purifié puis injecté a des lapins intradermiqeataux jours 0, 21 et 43. Les sérums pre-
immuns et post-injections ont été testés. frastions d’'lgG (immunoglobulines G) totales

ont été purifiées en utilisant des billes de protéines A-Sépharose. Les anticorps dirigés contr
la protéine humaine HSP22 (monoclonal souris et polyclonal chévre) proviennent de chez
Abcam-France, Paris.

[11.1.10- Immunofluorescence sur cellules esuspension (lymphocytes ou lymphoblastes)
a l'aide du Cytospin

Cette méthode permet de réaliser une expérience d'immunofluorescence classique su
des cellules non adhérentes.

Remarque il faut environ 10 000 cellules par spot pour obtenir une densité adéquate.

Apres traitement les cellules en suspension sont centrifugées a 1000 tr/min pendant 5minute:
Le surnageant est vidé totalement (utilisation d’une micropipette). Le culot cellulaire est
resuspendu avec 200l de solution de fixation d’immunofluorescence. Les cellules sont
placées dans le dispositif (cuve+lame) dBagpareil Shandon Cytospin (Thermo Electron
Corporation, MA, Etats-Unis), puis centrifugées a 800 tr/min pendant 2 minutes. A partir de
ce stade, le protocole d'immunofluorescence reste inchangé.

Remarque : les résultats présentés dans la partie résultat concernant
'immunofluorescence correspondent a une mesure effectuée sur N=50 -cellules
représentatives par expérience, avec N=2 di=3 expériences distinctes par marqueur
(c'est-a-dire par anticorps primaire) utilisé.
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Figure 60) dispositif en plexiglas utilisé pour I'irradiation des cellules avec la source de

rayons X conventionnelle
Les cellules sont placées dans des boites de Pétri stérid@ vue de l'irradiation. Le faisceau X provient de
dessus. La dose est calculée pour I'utilisation diispositif en plexiglas en photographie ci-dessus
1, 234 Gy/min).

Boite de culture

Faisceau 3
(rayons X) 1 Milieu de culture (+SVF)

Cellule
Lame de verre

| 4:__ Support

7\

A)

| Cellules placées

/ dans le faisceau

pour I'irradiation

Figure 61) Irradiation des cellules: procédure utilisée sur ID17
A) Schéma.Dispositif d'immunofluorescence sur ID17 pourdes cellules adhérentes. Le faisceau traverse
la paroi de la boite de culture (plexiglas) et le rieu de culture complet, et, atteint alors les cellule
(adhérentes sur une lame de verre de 2 én

Remarque : ce méme dispositif est utilisé pour les tests réalisés en mode DEI et en mode SSRT.

U7

B) Photographie.Les cellules sont placées dans le faisceau de rayons X toujours dans du milieu de culfure
complémenté avec 10% de sérum pour éviter des effets artéfactuels dus a la déshydratation et a la faim
des cellules, mais aussi pour éviter leur décollemefen cas de cellules adhérentes sur lamelles de verre).
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111.2.11- Irradiation (X ou UV)

111.2.11.1- Irradiation X (source conventionnelle)

Un générateur X clinique dévolu a la recter a été utilisé pour réaliser les irradiations.
Une anode de tungsténe produit le faisceauagens X (le voltage est fixé a 200 kV et
I'intensité a 20 mA grace a l'utdation d’un filtre en cuivre d’'une épaisseur de 0,1mm). Le
débit de dose est de 1,234 Gy.thiapproximativement (figure 60).

111.2.11.2- Irradiation UV

Les irradiations UV ont été réalisées ad&aid’une chambre délivrant 254 nm UV(C) a 7
mW.cm? (Fisher-Bioblock Scientific, lllkirch - France) sur des cellules (+ milieu complet)
contenues dans une boite de Pétri dontdevercle avait précédemment été retiré pour
permettre le passage des rayons UV jusqu’aux cellules.

[11.2.11.3- Irradiation X avec le synchrotron (ligne de lumiére biomédicale ID17)

Le dispositif utilisé pour les irradiations des cellules, en vue d'expériences
d'immunofluorescence, reste identique pourdesix types d’expériences réalisées et il est
décrit dans la figure 61.

Les doses sont mesurées précisément a l'aide d'une chambre d’ionisation
spécialement adaptée a la dose délivrée lors des expériences.

111.2.11.3.1- SSRT / "synchrotron PAT-Plat”

Les cellules de rat F98 adhérentes sur desllesnde verre sont incubées en présence
de platine (concentration finale de cis-platien solution de 10uM) pendant 24 heures (avec
ou sans wortmannine, 25 uM) avant l'irradiation.

L’énergie d’irradiation utilisée correspond a la couche d’énergie K de I'élément
Platine, c'est-a-dire 78,34 keV. Or, d’aples résultats obtenus précédemment (Bistone¥iC
al, 2004), il fut remarqué que lirradiation au dessus du seuil K, soit a 78,8 keV, donnait de
meilleurs résultats que lirradiation au dessdasce seuil, soit a 78,0 keV. C’est pourquoi
I'énergie de 78,8 keV est retenue pour ces expériences. Pour les mémes raisons et comg
tenu de la nature de I'expérience qui a s@mmunofluorescence), la dose utilisée reste fixée
a 15 Gy.

1.2.11.3.2- DEI

L'énergie requise pour ce type d’expérience d’'imagerie permettant I'obtention d’'une
information histologique sur le tissu/patientafysé se situe aux alentours de 51,5 keV. La
dose délivrée correspond a la dose nécessaire a I'élaboration des trois scans constituant u
image, soit environ 9 mGy. Les cellules hunegimon transformées (fibroblastes 1BR3 ou
chondrocytes) adhérent sur des lamelles de etrsent irradiées dans leur milieu de culture
sans additif, comme indiqué dans la figusl. L'expérience d’immunofluorescence suit
I'irradiation (avec ou sans incubation a 37°C, 5%, XDivant le cas et le temps de réparation
souhaité).
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HCC IGROV-1MDA- 1pr3 TMEC
PC3 HT29 H1299 MCF71937 147.p MB231 1BR3 Neo . HSP73
<—HSP72

Figure 62) Expression de HSP70 dans différentes tumeurs
Gel de Western Blot représentant I'expression basaftes protéines. La lignée cellulaire (tumorale ou non
correspondante est indiquée au dessus. 100 ug d’'extraits cellulaires totaux sont déposés par puits.

Oh *»h 1h 2h 4h
<— Ku80

< HSP72

Figure 63) Expression de HSP70 stress indubte dans la lignée contréle 1BR3Neo apres
irradiation X, influence du temps de réparation
Gel de Western Blot représentant I'expression des préines HSP70 inductibles par le stress dans la lignge
contr6le 1BR3Neo en fonction du temps de réparation aprés irradiation par rayons X (30Gy). Le temps de
réparation est indiqué au dessus (en heures).

Remargue :la protéine KU80 sert de témoin de charge pour le gel.

5 15  30Gy

<— Ku80

< HSPT72

Figure 64) Expression de HSP70 stress indubte dans la lignée contréle 1BR3Neo apres
irradiation X, influence de la dose
Gel de Western Blot représentant I'expression des préines HSP70 inductibles par le stress dans la lignge
contr6le 1BR3neo en fonction de la dose d'irradiation par rayons X (30Gy) recue par les cellules. La dase
recue est indiquée au dessus (en heures). Le temps de réparation est fixé a 4 heures.
Remargue :la protéine KU80 sert de témoin de charge pour le gel.
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[11.3- Résultats: Les HSP, implication dans les voies de la réparation de
I’ADN

Ce chapitre décrit les étudesalisées sur HSP70 (111.3.1) ESP22 (111.3.2), visant a
déterminer leur implication dans les mécanisnde la réparation de 'ADN. Les études
impliquant HSP70, appliquées aux recherches a visée médicale mises au point sur la lign
biomédicale de 'ESRF, sontw&oppées ici (111.3.3 et 111.3.4).

111.3.1- Implication de HSP70 dans les voies de réparation de I’ADN

111.3.1.1- La navette nucléaire de HSP70 apres stress

111.3.1.1.1- Expression de HSP70 apres stress

La protéine stress inductible HSP70-Lgsi nommée HSPALA, poids moléculaire :

70 052 g/mol) serait surexprimée dans les cellapgges hyperthermie (Lindquist S et Craig E,
1988) mais aussi apres d'autres stressr (ehapitre 11.1). L’anticorps polyclonal utilisé
(Upstate, Cell Signaling Solutions Inc) estigik contre deux protéines humaines : HSP72
(aussi nommée HSPA2, qui serait aussi stiessctible, poids moléculaire : 70 021 g/mol,
nommeée « inducible HSP70 »), FaureeOal, 2004 ; Febbraio MAet al, 2004) et HSP73
(HSC70, poids moléculaire : 70 898 g/molyetonnait aussi ’lhomologue HSP70 chez le rat.

Il existe 86,2% d’identité entre les deux protéines HSP72 et HSi@galtats : Expasy
Biotools : Sim. L’anticorps est obtenu par inoculation de lapins avec la protéine DnaK
('homologue de HSP70 chez E.coli). Au début des expériences et jusqu’a fin février 2006,
cet anticorps était censé étre dirigé contre les protéines humaines HSP70 (c'est-a-dire HSP7
1 ou HSPA1A) et HSP73. L’'anneXec représente la recherche de similarité effectuée sur
toutes les protéines qui seraigrttentiellement reconnues par I'anticorps utilisé. Toutes les
séquences d’acides aminés des protéines pomdantes sont trés proches car elles possedent
au moins 80% d’identité. Il faut noter que selon la littérature, HSP73 est exprimée
constitutivement (Moehler Mt al, 2003 ; Auger | et Roudier J, 2005). Les résultats obtenus
avec cet anticorps semblent en effet en accord avec cette hypothése puisque les poic
moléculaires correspondent. Ddus, la protéine de poids inférieur présente bien une
augmentation aprés stress, comme les résultats suivants le montrent. Le méme anticorps ¢
néanmoins maintenant décrit comme étant dirigé contre HSP72 et HSP73.

Par la suite, a l'aide d’un mutant surexprimant HSP70-1, il a pu étre vérifié que
I'anticorps utilisé reconnaissait égalemeASP70-1. De plus, HSP70-1 semble aussi
surexprimée apres stress.

La bande correspondant a 70 kDa, et reconnue par I'anticorps dirigé contre HSP70, es
susceptible de contenir plusieurs HSP70 en mélange puisque HSP70-1, HSP70-2 (qui es
I'isoforme de HSP70-1 a une base présH8P72 possédent toutes une masse moléculaire
proche de 70 kDa. La protéine HSP73, quaetle, a une taille |égérement supérieu8d1
kDa), suffisante pour apparaitre séparée degsastur le gel avec le pourcentage d’agarose
utilisé (10%). La figure 62 montre I'expressi basale (c'est-a-dire sans stress) de ces
protéines HSP70 (soit HSP72 et HSP73) dafférdntes lignées cellulaires. L’expression des
HSP70 testées semble constante dans toutes les tumeurs considérées (figure 62). Ces ligne
tumorales ont été décrites précédemment (Chavaudradll 2004). Les lignées tumorales
PC3 proviennent d’un adénocarcinome de tates les HT29 d’'un carcinome colorectal, les
H1299 d’'un carcinome pulmonaire, les MCF7 d’'un carcinome mammaire (non invasif), les
HCC 1937 d’'un carcinome ductal, les T47-D d’'un adénocarcinome mammaire, les IGROV-1
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Oh %h 1h 2h 4h
<— Ku80

<«— HSP72

Figure 65) Expression de HSP70 stress inductible dans la lignée ATM-/- apres

irradiation X (30 Gy)
Ce gel de Western Blot représente I'expression des péies HSP70 inductibles par Istress dans la lignée
AT5BIVA mutée pour ATM, en fonction du temps de réparation apres irradiation par rayons X (30Gy).
Le temps de réparation est indiqué au dessus (en heures).

Remargue :la protéine KU80 sert de témoin de charge pour le gel.

Oh 0,15h 0,5h 1h 2h

<— Kugo
<— HSP72

Figure 66) Expression de HSP70 stress indubte dans la lignée contréle 1BR3Neo apre
irradiation par UV (20 J/m?)
Gel de Western Blot montrant I'expression des protéies HSP70 inductibles par le stress dans la ligng
contréle 1BR3Neo en fonction du temps deéparation aprés irradiation par UV (20 J/m?). Le temps de
réparation est indiqué au dessus (en heures).

;e

Remargue :la protéine KU80 sert de témoin de charge pour le gel.
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d’'un carcinome ovarien et les MDA-MB23d'un carcinome mammaire (invasif). Ces
tumeurs semblent en état de stress congtzistju’elles expriment toutes la stress inductible
HSP70 (HSP72) a un niveau basal relativement éleuécontraire, les lignées cellulaires
témoins (1BR3 (fibroblastes de peau non transformés), 1BR3Neo qui sont les mémes
fibroblastes mais transformés) et HMEC (cellules épithéliales immortalisées)) ne I'expriment
pas au méme niveau.

L’expression des HSP70 inductibles par lesstrest étudiée apres radiations ionisantes
dans différentes lignées cellulaires humanA35BIVA mutée (ATM-/-) et 1BR3Neo, une
lignée témoin (figures 63 a 66). L'effet desaag X sur I'expression de la protéine HSP70
fut étudié en premier. Aprés irradiation payonnement X, il estbservé une augmentation
significative de I'expression de la protéineH® inductible, par rapport au témoin de charge,
la protéine Ku80, dans la lignée contrdl8R3Neo (figure 63). Une corrélation directe
notable existe entre le temps de réparatidesstaux nucléaires de HSP70 stress inductible.
Lorsque la dose de rayons X recue varie (figure 64), I'expression de la protéine HSP70
inductible dans la lignée contréle 1BR3Neapparait variable, elle aussi. La quantité
nucléaire de la protéine HSP70 inductible augmpatallelement avec la dose regue. Il existe
une relation dose-effet entre la dose recue (enp@ryles cellules controles et I'expression de
HSP70. Ceci reste observable sur la figure, méinke témoin de charge ne reste pas tout a
fait constant. L’expression nucléaire de l'imtible HSP70 aprés rayons X (figure 65) est
étudiée dans une autre lignée cellulaire mutée sur la protéine de réparation ATM.

La protéine Ku80 sert ici de témoin de charge (82,6kDa). Les taux de HSP70
inductible par le stress restent tres faibles. Ce gel ne présente pas d’augmentation pot
HSP70. Ceci sous entend que la présence ou la fonction de la protéine ATM est requise pol
I'expression de HSP70 aprés rayons X.

L'impact du rayonnement UV sur I'expression de HSP70 a ensuite été étudié. Les
résultats correspondants pour la lignée cell@l&&moin 1BR3Neo sormrésentés figure 66.
En comparant avec le témoin de charge, apres UV, une augmentation sensible des tal
nucléaires de HSP70 est observée (lignée contréle), en fonction du temps de réparation.

Remarque les temps de réparation étudiés varient avec le mode d’irradiation utilisé (X ou
UV). Ceux-ci sont définis en fonction de la vitesse de réparation (Goodhead DT, 1989).

L’expression de HSP70 apparait comme étant dose dépendante et étant induite pe

tous les stress testés : cis-platingD¥l UV, rayons X, champs magnétiques.
Pour la suite des expériences, HSP73 : 'autre HSP70 reconnue par I'anticorps, a été écarte
de I'étude. Etant donné son poids moléculaire d’environ 71 kDa (70 898 g/mol exactement), il
a eté facile de I'exclure des résultats montrés ci-apres. Seul le poids moléculaire de 70 kD:x
(correspondant tres probablement a un meélange de au moins HSP72 et HSP70-1/2) a é
considére.

D’aprés ces premiers résultats, la protéine ATM semble nécessaire a I'expression de
HSP70. Néanmoins, a ce stade, les résultats ne permettent pas de discriminer si c’'est
présence d’ATM ou seulement sa fonction kingseest requise pour I'expression de HSP70
stress inductible.

111.3.1.1.2- Observation du phénomeéne de « navette nucléaire »

HSP70 est connue pour se déplacer depuis le cytoplasme jusgu’au noyau en cas de stre
(Velazquez et Lindquist, 1984 ; Welch et Suha®86) dans les cellules d’insecte et de rat.
Est-ce aussi le cas pour les cellules d’origine humaine ?
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Temps apres irradiation (30G¥):h 1h 4 h

1BR3Neo
(contrdle)

ATSBIVA
(ATM -/-)

MO59J
(DNA-PK -/-)

I

Cytoplfj;mique Périnucléaire Nucléaire

Figure 67) Test de différentes lignées humainasutées pour les protéines de réparation

de 'ADN
Photographies (expériences d’'immunofluorescence) alisées apres irradiation (30 Gy) avec une source
conventionnelle (200 kV). Les temps de réparatiosont indiqués au dessus deimages. Les résultatg
concernant la localisation des HSP70 stress inductibles (TRITC ; ) sont présentés pour trois lignées
cellulaires humaines : le contrdle (1BR3Neo), le mutant ATM-/- (AT5BIVA) et le mutant DNA-PK-/-
(MO59J). En bas, sont indiquées par des fleches les différentes localisations prises par HSP70. Les images
sont réalisées par microscope optique a fluorescence avec un grossissement 1000.
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Figure 68) La navette nucléaire de HSP70 stress inductible aprés rayons X

Représentation graphique de la fraction de HSP70 nucléaire (par rapport a la fraction totale) en fonctio
du temps de réparation aprés irradiation par rayons X (30 Gy).
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Existe-il des différences suivant le type de stress ou la lignée cellulaire ? Et notamment, ce
phénomene se produit-il dans la méme mepore les lignées mutées dans les protéines de
réparation ?

Des expériences d'immunofluorescence ogt réalisées pour étudier la localisation
des HSP70 inductibles par le stress danstwdifftes lignées cellulaires mutées dans les
protéines de réparation et ce apres différemesst L'effet des radiatns ionisantes sur la
localisation de HSP70 est étudié. La localisation de HSP70 est analysée apres irradiation pe
rayons X (30 Gy) sur différentes lignées cellulaires mutées pour les protéines de réparatior
(figures 67 et 68). HSP70 (stress inductibf@ssede la particularité de réaliser un
déplacement depuis le cytoplasme jusqu’au ncgma cas de stress et ce seulement dans les
cellules non mutées dans les protéines d@paration de I'’ADN, aprés une exposition aux
rayons X. HSP70 réintégre ensuite le opfasme apres stress, lorsque les conditions
physiologiques reviennent a la normale. Ce déplacement entre le cytoplasme et le noya
existe aussi dans les cellules humaines et il a ét¢ nommé: « navette nucléaire ol
nucleoshuttling » de HSP70 apres stress. blmgence totale de déplacement est observée
lorsque ATM est mutée, ce qui suggere un réle prédominant de ATM dans le déplacement d
HSP70 stress inductible. La ligne mutée en DNA-PK montre, quant a elle, un phénotype
retardé pour la navette nucléaire. Le phénoméne de navette nucléaire réalisée par HSP’
apres stress est visualisé plus clairement sur le graphique (figure 68). La navette nucléaire e
nettement visible pour le témoin 1BR3Neo (courbe rouge).

Remarque Une augmentation entre 4 et 8 heures de réparation pour la lignée mutée en ATM
est remarquée sur la courbe verte correspondant au mutant ATM-/-. Ceci s’expliquerait par |z
présence de la protéine ATR (non mutée deetse lignée) qui prend le relais de ATM
déficiente (Foray Mt al, 2002). Ceci sous entend que la localisation nucléaire serait controlée
par ATM et dans une moindre mesure par ATR.

Ce phénoméne de navette nucléaire estrinon dépendant de la dose d'irradiation
recue par les cellules ? Une irradiation avec dogse quinze fois plus faible (2 Gy) a été
testée sur les cellules témoins (figure 69). La dose n'apparait pas étre essentielle a
déplacement de HSP70 du cytoplasme au noyau apres irradiation par rayons X, puisque
méme a 2 Gy, la navette nucléaire s’avere étre effectuée.

D’autres stress ont été ensuite testesu@isant la méme méthode, et notamment
I'irradiation par les UV et la soumission dedla@ies a un champ magnétique (a l'aide d’'une
source du CRSSA). La localisation de la protéine HSP70 aprés UV (9aJété testée dans
différentes lignées cellulairesutées dans les protéinesrdparation de I'’'ADN (figure 70).

Aprés UV, le phénoméne de navette nucléaire est observable, méme s’il n’a pas la
méme amplitude. La fraction nucléaire de HSP70 stress inductible n’atteint pas le méme
maximum qu’en cas d’irradiation par rayons X (Magures 68 et 70). L'effet visible se révéle
plus précoce qu’aprés irradiation par rayons X, ce qui pourrait étre corrélé avec les vitesses d
réparation des différents types de dommagégscipar les rayons X et par les UV (voir
chapitre | ; Goodhead DT, 1989). Ces résultatdignent également le role de DNA-PK et
ATM pour la navette nucléaire réalisée paH8 apres stress. Les kinases DNA-PK et ATM
apparaissent comme étant requises pour la mapattiéaire, induite par le rayonnement X et
par le rayonnent UV, de la protéine chegnne HSP70 inductible (correspondant trés
probablement a un mélange de plusieurs HSP70 tres proches, dont HSP72 notamment). AT
joue sans doute aussi un role dans cet-ed#®ur de HSP70 du cytoplasme au noyau. Les
résultats obtenus apres irradiation avec des phanmagnétiques ne sont pas présentés ici par
souhait de la collaboratrice du CRSSA. Il faganmoins ajouter que I'effet produit apres ce
stress est un phénomene de navette nucléaireH®mR70 et que cet effet est bien marqué.
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10 min 1lh 4 h 24 h

Figure 69) La navette nucléairede HSP70 stress inductible dans des cellules 1BR3 ap
rayons X (2Gy)

[es

Les photographies d’expériences d'immunofluorescence ci-dessus sont réalisées apres irradiation (2 Gy),

avec une source conventionnelle (200 kV). Les temps de réparation sont indiqués au dessus
photographies. Les résultats concernant la lodigation des HSP70 stress inductibles (TRITC ; ) sont

présentés pour une lignée fibroblastique humaine motransformée (1BR3). Lesnoyaux des cellules sont

marqués a l'aide du Dapi bleu). Les images sont réalisées avec un grossissement 1000.
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Figure 70) La navette nucléaire de HSP70 apres UV

Représentation graphique de la fraction de nucléaire de HSP70 en fonction du temps de réparation ap
irradiation UV (20 J/m?). Les temps de réparation (céliles maintenues a 37°C, 5% de C£ sont indiqués
en abscisse. La fraction de HSP70 nucléaire par rapport a la fraction totale est indiqguée en ordonnée. |
résultats concernant la localisation des HSP70 sse inductibles sont présntés pour trois lignées
cellulaires humaines : le contrdle (1BR3Neo), lenutant BRCA1-/- (HCC1937) et le mutant DNA-PK-/-

des
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| €S

(MO59J).
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Les autres stress testés (incubation avg,Hbu avec cis-platine) n’ont, quant a eux, pas
montré de variation marquée concernant la localisation de la protéine HSP70.

111.3.1.1.3- Dépendance vis-a-@ de la protéine kinase ATM

D’aprés les résultats obtenus précédemment, a savoir que lorsque la protéine ATM es
mutée, il 'y a ni expression ni navette nucléadted’apres I'hypothése de départ qui suppose
gue HSP70-1 est un substrat potentiel d’ATiM,anticorps phospho spécifique a été réalisé.
Cet anticorps est dirigé contre la phospho-Sé&bwede la protéine HSP70-1 (annexe I-d). Le
peptide suivant a été injecté comme antigameKHKKDISQNKRA-COOH. Ce peptide est
homologue d’'une partie de HSP70-1 (voir emige sur I'annexe I-c). Il est situé dans le
domaine ATPasique de la protéine. Il peut reconnaitre théoriguement HSP72 (a 83%
d’identité), comme les résultats de « Blast >sdveur expasy.org le mwent. Néanmoins, la
sérine en position 254 est absente de la seéguede HSP72. A cause de la phospho-spécificité
de l'anticorps utilisé ici, sa reconnaissance de HSP72 semble improbable. Les résultats
obtenus avec cet anticorps sont présentéprésa L'expression nucléaire de la protéine
HSP70-1 phosphorylée sur la sérine numéro 254 a été étudiée apres irradiation (30 Gy) e
fonction du temps de réparation (figure 71). &udroite de cette figure apparaissent les
résultats en présence d’'une drogue : la mvannine, possédant lapeité d’inhiber les
protéines de la famille des PI3kinases (phosgylanositol-3 kinases). ATM, ATR et DNA-

PK sont apparentées a cette famille @ipie. La présence de wortmannine devrait
logiquement diminuer le signal obtenu, si ce sont bien des enzymes apparentées a la famill
des PI3kinases qui phosphorylent HSP7Q€ tableau 11 (d’apres Sarkaria éNal 1998)
montre les concentrations de wortmamnicorrespondantes aux demi inhibitions des
différentes « PI3kinases-like ». Pour une concentration de wortmannine de 25uM, on
considere que la totalité de I'activitéhase de ATM est inhibée (Sarkaria éNal, 1998). La
protéine Ku80 sert de témoin de charge posrgels de Western Blots réalisés. Lorsque la
fonction kinase de la protéine ATM est inhibée (utilisation de 25 puM de wortmannine),
HSP70-1 n’est plus phosphorylée (figure 72). Gecis entend que c’est principalement ATM

qui est responsable de la phosphorylation d®HEL sur cette sérine 254. Néanmoins, la
baisse de l'intensité du signal dés 1 uM detwmannine suggére que d'autres kinases de la
famille des PI3kinases ou apparentée sont susceptibles de phosphoryler HSP70-1 en plus «
ATM. Ces resultats montrent que la forme phosphorylée de HSP70-1 est visiblement
nucléaire, aprés irradiation par rayons X (10Gy) dans la lignée cellulaire témoin (figure 73). A
la concentration d’inhibition de ATM, l'ardorps phospho spécifique ne reconnait plus rien.
HSP70-1 apparait comme étant phosphorylée ef**Sear ATM. La navette nucléaire
concerne aussi HSP70-1, tout comme HSP72 (voir figures 67, 68 et 69). De plus, la navettt
nucléaire est corrélée a une phosphorylation (au minimum sur la sérine 254) de la protéine
HSP70-1. C’est sous sa forme phosphorylée lgBE70-1 réalise la navette nucléaire. Ceci
sous entend que la fonction kinase de I'enegyATM, plus que sa présence physique, est
requise pour la navette nucléaire de HSP70-1.

ATM phosphoryle-t-elle aussi HSP70 indutdilpar le stress ? La phosphorylation des
sites SQ/TQ est analysée a l'aide d’'une immunoprécipitation de ATM et HSP70 (HSP72)
(commerciale) (figure 73). D’apres les réstdtabtenus, ATM phosphoryle aprés irradiation
(10Gy) r'inductible HSP70, sur ses sites SQ/TQ spécifiques puisque ATM est une sérine-
thréonine kinase (Abraham RT, 2004). La méme observation s’applique aux autres sites
SQ/TQ de HSP70 puisque la Sérine 254 estquante sur la séquence de HSP72. ATM,
activée par irradiation Xphosphoryle spécifiquement HSP70.
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+ wortmannine

A

Oh 1h 4h 8h 24h 4h 1 10 25uM
Ku80 — | |
-HSP70-1 % _ | |

Figure 71) Expression -HSP70-£?>*dans la lignée contrdle 1BR3Neo aprés irradiation

par rayons X (30 Gy)

Gels de Western Blot représentant I'expression de la protéineHSP70-£°?** dans la lignée controle
1BR3neo en fonction du temps de réparation aprés irradiation par rayons X (30Gy). Le temps d
réparation est indiqué au dessus (en heures).

Remarque :la protéine KU8O0 sert de témoin de charge pour le gel.

Le gel de droite correspond a I'influence de la wortmannine sur la phosphorylation de HSP70.

- wortmannine + wortmannine

Figure 72) Localisation de -HSP70-°>**dans le témoin 1BR3Neo aprés irradiation X

(10Gy)

Images réalisées aprés immunofluorescence représentant la localisation déiSP70-£°** (TRITC ;

) aprés irradiation (10Gy) dans la lignée contr6le 1BR3Neo. Le temps de réparation est fixé §
heures. La présence ou non de wortmannine est indiquée au dessus (0 quM2%concentration inhibitrice
d’ATM) de concentration finale). Les noyaix cellulaires sont colorés au Dapi kleu). Ces images
représentent des cellules agrandies 1000 fois.

Temps aprés irradiation (10Gy):
Oh 1h 2h 4h
Anticorps anti-
phosphoSQ/TQ <— 70 kDa

Figure 73) ATM phosphoryle HSP72
Gel de Western Blot présentant une immunoprécipitation de deux protéines: HSP72 recombinan
commerciale (provenance : Stressgen, MA, USA) et ATM (issue d’extraits de la lignée cellulaire 1BR3N
irradiés par rayons X, utilisation d’'un anticorps spécifique dirigé contre ATM (Upstate (Euromedex,
Mundolsheim, France))a différents temps de réparation aprés une dose de 10 Gy délivrée par une sou
conventionnelle (200 kV). Les phosphorylations des sites SQ et TQ sont analysées a I'aide d’un anticq
spécifique (Cell Signalling Technology® (Danvers, MA, USA)). Le poids moléculaire de 70 kDa ¢

e

te
eo

ce
rps
2St

observé a l'aide de I'échelle de poids moléculaire et il correspond a la protéine HSP72 rajoutée.
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L’expression nucléaire de H3@ aprés irradiation (X ou UV) dans la lignée contrdle (figure
74) ou dans la lignée ATM-/- (figure 75)teétudiée avec un ajout de wortmannine (la
concentration est fixéeZbluUM pour ces expériences).

Concentration de wortmannine 3,6 UM 5,8 UM 100 puM

Protéines inhibées (pour 50% de l'activité) DNA-PK ATM ATR

Tableau 11) Concentrations de demi inhibition pour la wortmannine Tableau regroupant les différentes
concentrations inhibitrices de wortmannine en correspondance avec les Phosphatidyl-Inositol-3-Kinases-
like. C'est I'activité kinase qui est a moitié inhibée pour ces concentrations dans des cellules témoins A549
(adénocarcinome pulmonaire) (Sarkaria JNet al, 1998).

Dans le cas des cellules témoins, la warnine bloque totalement la surexpression
de HSP70. Dans le cas des cellules mutatggegesence de wortmannine n’a aucun effet sur
I'expression de HSP70. D’apres ces résultats, il apparait que c’est réellement la fonctionr
kinase d’ATM qui est nécessaire a la suresgpion de HSP70 et que ATM est un des acteurs
principaux de la phosphorylation de HSP70 aprés irradiation.

La concentration de wortmannine utilisée ne bloque pas ATR mais bloque DNA-PK et
ATM. ATR semble donc ne pas étre capable de phosphoryler HSP70. DNA-PK pourrait,
guant a elle phosphoryler, dans une moindre mesure, HSP70. Le fait que dans la lignée muté
ATM-/-, HSP70 ne soit pas phosphorylée nee@@as cette hypothése puisque ATM/ATR
activent par phosphorylation DNA-PK et que aprés rayons X, il faut attendre au minimum 4
heures pour que ATR soit activée (Foragthl, 2002).

Le tableau 12 récapitule les résultats obtenus dans cette premiére partie.

1BR3Neo | ATSBIVA MO59J

Lignées cellulaires (controle) | (ATM-/-) |(DNA-PK-/-)

HCC (BRCA1-/-)

Surexpression de HSP70 aprgs
UV, rayons X, H202, cis- ++++ . + i
platine (30uM)

Navette nucléaire de HSP70
apres UV, rayons X et champ$  ++++ - (Retardé) + -
magneétiques

Tableau 12) Résumé du comportement de la protéine HSP70 aprés stress

111.3.1.2- Partenaires protéiques de HSP70 aprés stress

Les résultats obtenus par immunoprécipitagbimoncernant les différents partenaires
protéigues de HSP70 sont exposés dante qmartie. HSP70 est immunoprécipitée avec
BRCAL principalement a I'état basal et a moins forte mesure apres rayons X (figure 76).
HSP70 est immunoprécipitée avec Rad51 avec un maximum obtenu pour un temps de
réparation égal a 2heures, apres rayohdfigure 77). Les voies de réparation par
recombinaison homologue et par suture sont a&sed la réparation des cassures double brin
et de par ce fait sont un peu plus lentes a ce mettre en place (chapitre I). C’est pourquoi
directement apreés irradiation, BRCAL n’est pas a priori a son maximum d’activité, mais que
par contre, aux alentours de deux heuressaprgdiation Rad51 doit étre encore actif. Rad51
est une protéine associée a la réparation par recombinaison homologue, comme BRCAL1.
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Temps apreés irradiation: rayons X (30Gy) Temps aprés irradiation: U20J/nf)
+ wortmannine - wortmannine + wortmannine wortmannine
Oh 1h 4hOh 1/2h 1h 2h 4h Oh 1h 2h Oh Q15h Q5h 1h 2h
Ku80 Ku80
Hsp72 Hspr2

Figure 74) Expression de HSP70 dans la lignée 1BR3Neo (contrble) aprés irradiation

(rayons X ou UV), impact de la wortmannine

Gels de Western Blots montrant I'impact de I'utilisation de la wortmannine (2GM ; la totalité de I'activité
kinase de ATM est censée étre inhibée a cette concextion) sur I'expression de la protéine HSP70 apré
radiations ionisantes (X ou UV) en fonction du temps de réparation.

Tenps arés irradiation: naons X(30Gv)

+ wortmannine - wortmannine
Oh 4h Oh 1/2h 1h 2h 4h

Ku80
Hsp72

Figure 75) Expression de HSP70 dans la lignée AT5BIVA (ATM-/-) aprés irradiatiorn

(rayons X), impact de la wortmannine
Gels de Western Blots montrant I'impact de I'utilisation de la wortmannine (2EM) sur I'expression de la

1°2J

I

protéine HSP70 apres radiations ionisanteX) en fonction du temps de réparation.
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Ceci suggere que HSP70 pourrait étre impliquée dans la recombinaison homologue. D’apre
les résultats montrés dans le tableau 13, il i@dpque c’est seulement lorsque les protéines
de réparation sont activées (c'est-a-direVA@t ATR apres UV et ATM, DNA-PK, un peu
BRCAL1 et Rad51 apres rayons X) qu’elles interagissent avec HSP70 (directement ou
indirectement : cette technique ne permet gegliscriminer de ce point). Conformément a
I'hnypothése de départ, HSP70-1 se révéle étrsulnstrat de phosphorylation de la kinase de
réparation ATM.

Stress / Interaction HSP7Q) -\, ATR BRCA1 | DNA-PK | Rads1i
avec protelnes de reparatIO"l
uv ++ + - - .
Rayons X +++ + + ++ ++

Tableau 13) Récapitulatif des interactions de HSP70 avec les protéines impliquées dans la réparatior| de
'ADN aprés stress. Tableau regroupant plusieurs résultats obtenus par immunoprécipitation. Son
indiqués les différentes protéines partenaires et leur interaction ou non avec HSP70 en fonction du stress
donné (rayons X ou UV).

111.3.1.3- Position et roles joués par HSP70-1 dans la réparation de I'ADN

111.3.1.3.1- Construction de mutants HSP70-1

Des mutants HSP70-1 (figure 78) ont étéiséal pour parfaire cette étude de HSP70-1
dans le cadre de la réparation de I'ADDes mutations ponotlies des bases SeGly et
Thr: Gly ont été réalisées sur les quatre sites SQ/TQ, par mutation dirigée (a l'aide du Kit
Direct Mutation de chez Qiagen). Elles n'ont pas donné de lignée cellulaire transfectée viable
Il en fut de méme pour le mutant tronqué par I'enzyme de restriction Pstl.

Seul le mutant tronqué par I'enzyme deniegbn Clal (en plus du HSP70-1 sauvage)
a pu donner une lignée cellulaire viable. L’expres stabilisée est permise par l'utilisation
d’'un plasmide comportant la résistance a kstitidine. La blasticidie est un antibiotique
tres toxique pour les cellules (notice du prod8igma Aldrich). Par rapport a la transfection
du plasmide vide, il a été observé que la sea de HSP70-1 (sauvage) augmente, en plus
de la présence du gene de résistance a la blasticidine porté par le plasmide pcDNA-t
(Invitrogen), la capacité des adiks a résister a I'antibiotique. De plus, une différence
significative au niveau de la croissance cellulaire apparait entre le témoin transformé avec I
plasmide vide et la lignée transformée akeplasmide contenant HSP70-1 non tronquée. La
lignée possédant HSP70-1 pousse environ 1,5 fois plus rapidement. La lignée possédar
HSP70-1 tronquée par Clal montre, par contre, une légére perte d’adhérence vis a vis d
support.

Remarque d’autres mutants surexprimant HSP70 ont été réalisés avec le méme type de
construction (lordanskiy 8t al, 2004).

111



Chapitre Il : HSP, implication dansdevoies de la réparation de 'ADN

Temps gres ryons X(30Gy) :
Oh 1/2h  1h 2h  4h

HSP70(70KDa) —>

Figure 76) Interaction entre les protéinesimmunoprécipitation de BRCA1 avec HSP7(
apres irradiation par rayons X
Gel de Western Blot montrant uneimmunoprécipitation de BRCAL provenant d’extraits 1BR3Neo aprés
irradiation, en fonction du temps de réparation (37°C, 5% de CG) aprés une irradiation de 30 Gy. Les
partenaires protéiques sont révélés par le gel, avec ici les résultats concernant HSP70 (utilisation
I'anticorps dirigé contre HSP70).

Temps aprées rayons X:
0 1/2h 1h 2h 4h

< Rads1 (37 kDa)

Figure 77) Immunoprécipitation de HSP70avec Rad51 dans des extraits nucléairg

1BR3Neo soumis aux rayons X (30Gy)
Gel de Western Blot présentant une immunoprécipitation de HSP70 provenant d’extraits 1BR3Neo apr
irradiation (30 Gy), en fonction du temps de réparation. Les partenaires protéiques sont révélés par le g

de

?S

S
el,

avec ici les résultats concernant Rad51 (utiligion de I'anticorps dirigé contre Rad51).
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111.3.1.3.2- Tests des mutants HSP70

L’expression nucléaire a I'état basal depfatéine HSP70 chez les différents mutants
HSP70 réalisés est étudiée (figure 79). L'anpesoutilisé ici est celui provenant de chez
Upstate : ceci montre que cet anticorps est aussi capable de reconnaitre HSP70-1 en plus
HSP72 et HSP73. Les mutants HSP70 expriment la protéine HSP70 au niveau attendu
L'expression de HSP70-1 a I'état basal des mtstde surexpression est plus marquée et un
léger décalage d0 a la troncature est observé chez le mutant HSP70-1 (Clal). En effet, |
mutant tronqué, ayant un poids moléculaire inférieda version sauvage de la protéine va
migrer plus loin sur le gel.

Le mutant de sous expression, quant a sousexprime, de facon transitoire, la
protéine HSP70, conformément a ce qui est indiqué sur la notice des SiRNA-HSP70
(diminution d’environ 90% des taux d’expsésn) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA). Ces faits sont observeés sur les gels (figure 79).

La survie des mutants HSP70 a été étudiée a 2Gy au moyen d’'un test de clonogénicit
standard (figure 80). Les mutants furent irradiés a 2 Gy puis traités selon le protocole indiqué
(chapitre 111.2).

Le mutant de sousexpression siRNA-HSP70 présente une survie faible a 2 Gy, par
rapport au témoin. Le mutant de surexpression HSP70-1(+) montre une survie augmentée p:
rapport au témoin a 2 Gy. Ces résultats aduisent par un phénotype plutdt radiosensible
pour le mutant de sousexpression et par un ppgeqgilutét radiorésistant pour le mutant de
surexpression HSP70-1(+). Le test de clonogtnatandard réalisé (voir figure 80) supporte
les données de la littérature, a savoir que H33TQne protéine de survie. Ainsi, le fait de
surexprimer, de facon constitutive HSP70, augmente significativement la survie des cellules
1BR3Neo a 2 Gy.

La localisation de HSP70 stress intlole est étudiée pades expériences
d'immunofluorescence chez les différents mutantgtat basal et aprés une exposition a une
dose de 2 Gy pour le mutant de sousexpregfigure 81). Chez ce mutant sSiRNA-HSP70, le
marquage HSP70 apparait cytoplasmique et faide que pour le témoin 1BR3, bien que
I'intensité lumineuse reste constante pour dsues photographies. Toutes ces expériences
furent réalisées en paralléle. D’'autre party’y a pas de délocalisation de HSP70 dans le
noyau apres irradiation pour le mutant deisexpression siRNA-HSP70, contrairement au
témoin 1BR3 (voir figure 69). Ceci peut étre di au fait que le signal est trop faible que pour
étre détecté. Cette expérience constitun test concluant supplémentaire du bon
fonctionnement des small interferencing RN#rigés contre HSP70. Les mutants de
surexpression, HSP70-1(+) et HSP70-1(Clatpntrent une localisation majoritairement
nucléaire pour la protéine HSP70 a I'état basal. Le mutant HSP70-1(+) produit un signal plus
intense pour le marquage HSP70 que le mulensurexpression de la version tronquée de
HSP70-1 (HSP70-1(Clal)), eux-mémes produisant un signal d’intensité augmentée pal
rapport aux témoins 1BR3 et 1BR3Neo pour ce méme marquage. La protéine HSP70-]
apparait bien surexprimée pour les deux mutants de surexpression HSP70-1(+) et HSP7(
1(Clal). Le fait que les protéines HSP70-1 sbiecalisées dans le noyau des mutants de
surexpression peut s’expliquer par leur production en haute concentration qui a pu empéche
ou géner leur relocalisation dans le cytoplasme.
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Domaine ATPasique Domaine d’interaction de
Mutants par 1146 paires de bases protéines 777 paires de bases
surexpressionstabilisée: o

S1 S2 T1

cellules 1BR3Neo HSP70-1(+) | | N ] |
transfectées avec des v o -
plasmides portant 'une de HSP70-1 | [ ] [ ]
ces deux constructions: (Cla1)
Mutant par RNALHGp7Q T TT T
sousexpression SIRNA- e !
transitoire: cellules L’expression de HSP70 est diminuée de
1BR3Neo transfectées plus de 90%

avec siRNA-HSP70

Figure 78) Mutants HSP70
Représentation schématique des mutants HSP70, que seient les mutants desurexpression stabiliség
obtenus par transfection du plasmide pCDNAG6 dans la lignée témoin 1BR3Neo (nommés HSP70-1(+) ppur
la surexpression du géne sauvage et HSP70-1(Clalupéa surexpression du géne tronqué) ou que ce sqit
pour le mutant sousexprimé transitoirement, obtenu a I'aide de siRNA spécifiques et nommé siRNA-
HSP70.

HSP70-1 (Clal)
pcDNAG
SiIRNA-HSP70
\l/ L\I/on transfecté

HSP70-1 —>
HSP70-1 (Clal) —s

1BR3Neo
siRNA-HSP70
\L H\?P70-1 (+)
HSP70-1 ——>

Figure 79) Niveaux d’expression des différents mutants HSP70
Gels de Western Blot représentant les niveaux d'expression basaux de HSP70-1 dans les mutants HSP[70.
Remargue : le ttmoin 1BR3Neo transfecté par le plasmide vide pcDNAG6 est noté : « pcDNA6 » sur le gel
du haut. Le témoin 1BR3Neo non transfeé est noté : « Non transfecté ».
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Survie a 2 Gy (%)

Figure 80) Survie a 2 Gy des différents mutants HSP70
Représentation par diagramme des résultats obtenus pour des tests de clonogénicité standard réalisés
aprées une irradiation de 2Gy pour les différents mutats HSP70. Le pourcentage de survie clonogénigqye
observé dans la lignée cellulaire indiquée ¢ , surexpression: HSP70-1(+)

sousexpression : siRNA-HSP7)Cest indiqué pour des cellules ensemencées directement aprés I'expositign a
2Gy. Les résultats sont notés avec une barre d’eme représentant deux expériences indépendantes.

1BR3-NI  SIRNA-HSP70-NI siRNA-HSP70 +2G/ (1H)

1BR3Neo-NI  HSP70-1(+)-NI HSP70-1(Clal)-NI

Figure 81) Localisation de HSP70 chez les mutants HSP70
Photographies obtenues aprés une expérience d'immunofiescence sur cellules de fibroblastes de peau
non transformés 1BR3 irradiées (ou non) avec une dose de 2 Gy directement aprés transfection des siRNA
(pour les 6 premieres images) ou de fibroblastes BBNeo non irradiés (notés NI, pour les 6 autres
images). La localisation de HSP70 est observée (TRITC, ). Les noyaux cellulaires sont marqués

I'aide du Dapi (bleu). Ces images représentent decellules agrandies 1000 fois. T
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1BR3Neo OH 1BR3Neo 4+ HSP7(-1(+) OH HSP70-1+) 4H

HSP70-1(Clal) OH HSP70-1Clal) 4H SsiRNA-HSP70 OH SiRNA-HSP70 4H

Figure 82) Phosphorylation de c-Jun (aprés 10Gy) pour les différents mutants HSP70

Photographies obtenues aprés une expérience d'immunofluorescence sur cellules 1BR3Neo irradiées avec

une dose de 10 Gy directement aprés transfection gisiRNA. La localisation de phospho-c-Jun est ains
observée (FITC ;vert). Les temps de réparation (OH : directement apres irradiation ou 4H : quatre heure
apres irradiations) sont comptabilisés pour les celles en milieu complet (c'est-a-dire complémenté ave
10% de sérum), a 37°C, 5%CQ. Les noyaux sont colorés a I'aide du Dapbleu). Un grossissement 100 es
utilisé au microscope pour la réalisation de ces images.

—~ 0 v

Remarque : cet anticorps marque toutes les cellules. Cette expérience analyse les différences d’intensité du

marquage. Les cellules apparaissanés plus lumineuses sont considérées comme étant positives.
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111.3.1.3.3- Les mutants HSP70 et le modéle vertical de la réparation de

’TADN

A quel niveau du modéle vertical de la réparation de 'ADN est-il possible de placer
les protéines HSP70 inductibles par lesgrévoir figure 11, chapitre | ; Forayed al, 2003) ?

Pour répondre a cette question, une séegpériences d'immuoofluorescence a été
réalisée avec les différents marqueurs spécifiques de chaque étape du modele vertical de
réparation de I'ADN et ce pour les diffats mutants HSP70. La phosphorylation de
I'antioncogéene cellulaire c-Jun est conmair indiquer I'apoptose cellulaire (AngeleP al,

1988 ; Jacobs-Helber & al 1998). Ce marqueur a été testé chez les différents mutants
HSP70 sans et apres irradiation de 10 Gy (g2 et 83). Ni les mutants de surexpression

ni celui de sous expression ne présenteniéene profil que le témoin 1BR3Neo par rapport

au marqueur c-Jun. A guatre heures aprédiatian, les cellules mutantes siRNA-HSP70 et
HSP70-1(+) n'apparaissent pas positives geumarqueurs c-Jun. HSP70-1(Clal) présente
une réponse intermédiaire aprés irradiation (508tr figure 83, barre d’erreur de 10%). En
I'absence de HSP70, la phosphorylation de c-Jusieféectue pas et la cellule n’entre pas en
apoptose alors qu’elle est censée le faires@voir recu une dose de 10 Gy, comme le
montre le témoin 1BR3Neo pour le temps de réparation de 4 heures (85%, voir figure 83,
barre d’erreur de 10%). D’apres les résultatenbs, la présence de HSP70 influe fortement
sur la phosphorylation de c-Jun. Les taux de phosphorylations pour c-Jun et donc d’apoptos
sont plus élevés pour le témoin que pour les mutants de surexpression de HSP70-1 pour
temps de réparation de quatre heures apresrratiation de 10 Gy. La surexpression de
HSP70 est connue pour son activité anti-apoptotique.

Remarque :Les résultats obtenus s’accordent avec certaines données de la littérature
puisqu’une surexpression constante de HSPZEP{#2) (a I'aide du méme type de vecteur)
apparait comme étant anti-apoptotique dans d’autres types cellulaires (cellules du cancer d
colon : Rashmi Ret al, 2004 ; cellules : promyélocytes ; GuoeFal, 2005). De méme, la
survie des fibroblastes WI-38 normaux apres élépt de HSP70 a été observée alors que la
déplétion de HSP70 entraine normalement I'apoptose dans des cellules tumorales (Nylandste
Jet al 2000).

Il faut noter que c-jun peut étre phosphorylée e autre voie cellulaire : celle passant par

la kinase activée par le stresstress activated kinase » (Gongtyal, 2006).

Des expériences d’étude du cycle cellulaire ont été réalisées pour chaque mutan
(figure 84). Toutes les cellules présentent un pic correspondant a la pHaseetativement
elevé et correspondant au non irradié (0 heuta)s les cycles cellulaires. Ceci suggere que
les cellules sont peu proliférantes et que la grande majorité de ces cellules est en phas
quiescente. L’'arrét en phase du cyclea@parait bien marqué pour tous les mutants, ainsi que
pour le témoin, pour 24 heures de temps de réparation aprés une irradiation de 10 Gy (pi
G./M éleve, figure 84). Néanmoins, l'arrét en & plus marqué reste celui du mutant de
sousexpression siRNA-HSP70. La déplétionHigP70 entraine donc un arrét du cycle en
G,/M. Pour prouver cette hypothése, la phosphorylation de la protéine CHK1 a été étudiée.
CHKZ1 est, lorsqu’elle est phosphoryléesponsable d’'un arrét en phasgM(figures 85 et
86) (O'Connell MRt al, 2000). Apres quatre heures apres irradiation (10 Gy), seul le mutant
de sousexpression présente une phosphorylation significative de CHK1 (environ 60% des
cellules ; figure 86). D’apres les résultats obtenus par cytométrie (figure 84), il apparait aussi
gue les cycles correspondant a la surexpresie HSP70-1(+) présentent un arrét ea@es
irradiation par rayonnement X, ce quuscentend une phosphorylation de CHK2.
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1BR3 Neo 1BR3 Neo 1BR3 Neo 1BR3 Neo
HSP70-1 FL HSP70-1 (Clal) sSiRNA HSP70

Pourcentage de cellules positives pour p-c-Jun

Figure 83) Phosphorylation de c-Jun (aprés 10Gy) chez les mutants HSP70

Représentation graphigue du pourcentage de cellules positives pour le marquage de-Jun en fonction
des différents mutants HSP70, pour des temps deéparation équivalents a 0 heure (c'est-a-dirg
directement aprés irradiation) ouaprés 4 heures de réparation, aprés une irradiation de 10 Gy

Oh 24 h
Gy/G; G,
1BR3Neo contrble
gGIM
G,
1BR3Neo HSP70(+)
G,
1BR3Neo siRNA-HSP70
G,

1BR3Neo HSP7(Clal)

Figure 84) Cycles cellulaires pour les différents mutants apres irradiation (10Gy)
Cycles cellulaires obtenus, a l'aide du cytophotomeétre en flux et d'un logiciel de traitement d'imag
WinMDI2.8, pour les conditions suivantes : sans irradiation et aprés 24 heures de réparation aprés 10 G

Les mutantsHSP70, ainsi que le témoin, sont représentés.

118

Y.



Chapitre Il : HSP, implication dansdevoies de la réparation de 'ADN

1BR3Neo HSP70-1(+) HSP70-1(Clal) SiRNA-HSP70

Figure 85) Phosphorylation de CHK1 (apréslOGy) pour les différents mutants HSP70
Photographies obtenues aprés une expérience d'immunofluorescence sur cellules 1BR3Neo irradiées avec
une dose de 10 Gy. La localisation nucléaire de phospho-CHK1 est observée (TRITC, ). Les temps
de réparation sont fixés a 4 heures (cellules en milieu complet (c'est-a-dire complémenté avec le sérum), a
37°C, 5%CQ0,)). Les noyaux sont colorés a I'aide du Dapib{eu). Ici, le grossissement 100 est utilisé au
microscope.
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Figure 86) Phosphorylation de CHK1 chez les différents mutants HSP70-1 apre
irradiation (10 Gy)
Représentation graphique du pourcentage de cellulgsositives pour le marquage de phospho-CHK1 en

fonction des différents mutants, directement aprés ungradiation de 10 Gy (0 heure) ou aprés un temps
de réparation égal a 4 heures.
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Foci BRCAL1 sur cellules 1BR3 Ne®4H)

Figure 87) Exemple de foci de BRCA1 dans la lignée témoin 1BR3Neo, 4heures af
une irradiation de 10 Gy
Photographie, obtenue par immunofluorescence, montrant I'état de phosphorylation de BRCA1 (FITC|;
vert) chez le témoin 1BR3Neo apres une irradiation de 10 Gy. Les foci BRCA1 sont visibles sur cette
photographie et sont indiqués par la fleche (points verts lumineux). Cette image représente des celllles
grossies 1000 fois.
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Figure 88) Phosphorylation de BRCA1 chez les mutants HSP70

Représentation graphique du pourcentage de cellules mant des foci pour la protéine BRCA1 (c'est-a-
dire une phosphorylation de BRCAL), aprés une irradiation (10 Gy), en fonction des différents mutants
HSP70, et ce pour deux temps de réparation différents : 0 et 4 heures.
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Lorsque HSP70 est sousexprimée, I'arrét du cycle #d @st plus marqué, ce qui se traduit

par un pic plus élevé correspondant a une plus grande quantité de cellules arrétées en phase
cycle G/M. La surexpression de HSP70-1 limiteplalifération cellulaire (arrét en;&t arrét
intermédiaire en ¢, de méme que la sousexpression de HSP70 (arrét/dh r@arqueé).
HSP70 n'apparait pas comme étant activée aux mémes niveaux que c-Jun et que CHK1. Le
investigations dans la hiérarchie du modele vertical de la réparation de I’ADN doivent étre
poursuivies.

Les résultats concernant la présence des foci BRCA1l (correspondant a une
phosphorylation de BRCAL) sont présentémsdées figures 87 et 88. BRCAL apparait
relativement peu phosphorylée apres irradmtahez le mutant de sousexpression (cette
phosphorylation apparait pour environ 20% aedlules). Il n’y a, par contre, aucune
différence observée entre le témoin 1BR3Neleeimutants de surexpression HSP70-1(+) et
HSP70-1(Clal), par rapport a la phosphorylatioBRB&AL (c'est-a-dire a la présence de foci
nucléaires de BRCA1) apres irradiation (aalgntours de 75% des cellules présentent une
phosphorylation de BRCA1). HSP70 est nécessaia phosphorylation de BRCAL et donc a
la formation de foci de BRCAL. L’activatiote HSP70 s’effectue, par conséquent, encore
plus précocement dans le modéle vertical proposé pour la réparation de I'’ADN.

La phosphorylation de I'histone H2Ax chez le mutant de sousexpression SiRNA-
HSP70 a ensuite été étudiée (figures 89 et 90). L’histone H2Ax est connue pour étre
phosphorylée en cas de cassures double brin de I'ADN. Les cassures double brin de 'ADN
apparaissent alors comme des foci bien définis, grace au mardgu2gg (Foster Eet al,

2005). La représentation du nombre de fddRAx par cellule normalisé en pourcentage
(sachant que 2 Gy produisent en moyenne 80 cassures double brin, soit &@2facipar
cellule ; Goodhead DT, 1989) en fonction du temps de réparation est conventionnellement
appeléecourbe de réparatior(figure 90) (Balosso J et Foray N, Collection John Libbey,
2005). D’'aprées ces courbes de réparation, le mutant de sousexpression est déficient e
réparation (plus lent et moins efficace poysar@r ses cassures double brin d’ADN) que le
témoin 1BR3. Ainsi, aprés un temps de réparation de 24 heures, il reste encore environ 359
de cassures double brin non réparées chez le mutant siRNA-HSP70, alors que ce mémr
pourcentage se trouve aux alentours de 0% pour le témoin 1BR3.

La sousexpression de HSP70 se traduit par un phénatgiosensible

Au vu des résultats, HSP70-1 est activée par phosphorylation par ATM et sans doute
aussi par DNA-PK et par ATR dans une moindre mesure, dans les stades précoces de
réparation de I'’ADN ; de plus, HSP70-1 joue role dans la réparation de 'ADN. HSP70-1
apparait bien comme étant inductible par le stress, tout comme HSP72. Il y a donc at
minimum deux HSP70 inductibles par le stré$SP72 se trouve étre, elle aussi, un substrat
des kinases ATM, ATR et DNA-PK.
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1BR3 1BR3 siRNA-HSP70

N\

!

Figure 89) Phosphorylation de H2Ax aprés 24 heures aprés une irradiation de 2 G

(témoin 1BR3 et mutant sSiRNA-HSP70)

Photographies, obtenues par immunofluorescence, montal'état de phosphorylation de I'histone H2Ax
(FITC ; vert) chez le témoin 1BR3 et chez le mutant de sousexpression de HSP70 aprées une irradiatio
2 Gy et un temps de réparation égal a 24 heures. Les noyaux sont colorés au Dafgu). Ces images
représentent des cellules agrandies 1000 fois. Les flechestes indiquent des micronoyaux du mutant
SiRNA-HSP70 et mettent en évidence les cassarmouble brin d’ADN qu'ils contiennent (foci H2AX).
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Figure 90) H2Ax aprés 2 Gy et 24 heures (cellules 1BR3-siRNA HSP70), courbes
réparation
Représentation graphique montrant I'état de phosphorylation de I'histone H2Ax chez le et chez le

de

mutant de sousexpression de HSP'd@prés une irradiation de 2 Gy.
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111.3.2- Implication de HSP22 dans les voies de la réparation de I’ADN

La protéine de choc thermique HSP22 possede un site SQ ; un tel site pourrait étre ul
potentiel site substrat de phosphorylation deateets kinases de la famille des PlI3kinases et
notamment de ATM/ATR et de DNA-PK (Sarkaria &N al, 1998 ; Abraham RT, 2004).
Auquel cas, HSP22 pourrait étre éventuellement impliqué dans les mécanismes de I
réparation de I’ADN. L’étude suivante reprend faé comme hypothése de travail tout en
cherchant a déterminer plus finement le role de HSP22.

111.3.2.1- HSP22 en réponse au stress cellulaire

111.3.2.1.1- Expression de HSP22 apres stress

L’expression nucléaire de la protéine de choc thermique humaine HSP22 a été étudiée
apres différents stress : aprés irradiationnagons X (figure 91), apres irradiation par UV
(tableau 14) et aprés incubation avec différentes concentrations de cis-platine (figure 92)
L'expression nucléaire de HSP22 apreés unadiation par rayons X (15 Gy) (figure 91)
commence sensiblement a augmenter apres un temps de réparation équivalent a 4 heures. S
expression augmente encore pour un tempggdaration équivalent a vingt-quatre heures.
L’expression nucléaire de HSP22 aprés uwatdment au cis-platine (3 ou 30 pM de
concentration finale ; figure 92) croit Iégérementprésence d’'une forte concentration de cis-
platine. D’'aprés les résultats présentés dans le tableau 14, les UV {p@ilduisent pas
I'expression nucléaire de HSP22 (et ce, méme pes temps de réparation longs (c'est-a-dire
2 heures pour les UV)), contrairement a l'irradiation par rayons X ou a l'incubation avec du
cis-platine (temps longs de réparation uniquaim@u forte concentration, respectivement).
Ceci suggere qu’'ATR n’est pas responsable de 'augmentation de I'expression de HSP22
étant donné que les rayonnements UV n'impliqupas de variation dans I'expression
nucléaire de cette protéine et que ATR est activée par les UV (Fars,2003).

Remarque :d’'aprés ces premiers résultats, une différence significative, au niveau de
I'expression, entre les deux protéines de choc thermique étudiées HSP22 et HSP70 stre:
inductible, peut étre notée. En effet, HSPd@@htrairement a HSP22, est surexprimée dans le
noyau apres rayonnement UV.

111.3.2.1.2- Localisation de HSP22 aprés stress

La localisation de HSP22 est étudiée @&dé d’expériences d’immunofluorescence,
dans différentes lignées cellulaires humainegées pour certaines protéines de réparation
(ATM ou DNA-PK; figures 93 et 94), apres idiation par rayons X2 Gy). Seules les
photographies correspondant a un temps de répaeg@na 24 heures sont représentées ici.

La quantité de HSP22 nucléaire est ensuite représentée en fonction du temps de réparatio
D’aprés les résultats obtenus, une tendance a un déplacement entre le cytoplasme et le noy
directement apres irradiation est notée chez le témoin (courbe rouge). Cette navette nucléait
incompléte (puisque HSP22 ne retourne passda cytoplasme apres retour aux conditions
physiologiques normales) apparait caradiguse de HSP22. Les mutants ATM et DNA-PK
sont caractérisés par un retard et une adtéou dans le déplacement nucléaire de HSP22
(courbes verte et bleue, respectivement).
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Temps aprés irradiation rayons X (15Gy) :

Oh 1h 4h 24h
1 2 3 4
<—HSP22

Figure 91) Expression de HSP22 apres irradiation par rayons X (15 Gy)
Western Blot représentant I'expression de HSP22 (erdits nucléaires de cellule 1BR3) sans stress (puit
1) aprés 1 heure apres irradiation (puits 2), aprés 4heures aprées irradiation (puits 3) ou aprés 24 heu
apreés irradiation (puits 4).

[es

Cis-platine
A
r A
Non traité BV 30uM
1 2 3

< HSP22

Figure 92) Expression de HSP22 aprés traitement au cis-platine

Western Blot montrant I'expression de HSP22 (extra# nucléaires de cellules 1BR3) sans stress (puits
apres 24 heures aprés stress au cis-platine (cDDP) a 3 (puits 2) ou |B@ (puits 3) de cDDP en
concentration finale en solution.

1)

cDDP
. Non cDDP UV (20 [Rayons X (15 Gy,
Traitement traité  |(3uM) (24h) (3()2;1%) Jim?) (2h) (24h)
Expression de HSP22 ++ +++ ++++ ++ +++++

Tableau 14) Expression de HSP22 apres différents stress (résultats obtenus par Western blg
Représentation des maximums relatifs obtenus poufexpression protéique deHSP22 dans des extraits
nucléaires de 1BR3 24 heures aprés plusieurs types de traitements : incubation avec du cis-pla
(concentration de cDDP : 3 ou 30M), irradiation par rayons X ou irradiation par UV.
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