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RESUME

L’hépatite alcoolique constitue une des pathologies du foie qui résulte en la formation
d’inclusions cytoplasmiques connues sous le nom de Corps de Mallory. Les Corps de
Mallory, essentiellement observables au sein d’hépatocytes 1ésés par un stress toxique,
sont des agrégats majoritairement composés des kératines 8 et 18 (K8/18). Outre la
présence de ces amas protéiques, on note également, dans les cas d’hépatite alcoolique,
de la dégénérescence cellulaire caractérisée par une augmentation importante du taux

d’apoptose parmi les cellules affectées.

Les K8/18 constituent les seules protéines de filaments intermédiaires présentes dans les
hépatocytes. De nombreuses fonctions leur incombent au sein des cellules dans
lesquelles elles sont exprimées. Elles assument, entre autre, un réle de cytoprotection
contre 1’apoptose et différents stress d’ordre mécanique ou toxique. Bien que 1’on
ignore encore par quels mécanismes exacts les K8/18 protégent la cellule, de
nombreuses études suggerent que leur phosphorylation pourrait jouer un réle de taille.
La phosphorylation des K8/18, accrue au cours de processus tels que la mitose, le stress
et I’apoptose, ressort comme étant un événement & la base de leur régulation
fonctionnelle. Les conséquences fonctionnelles de la réorganisation des K8/18 dans la
formation des Corps de Mallory sont encore mal cemées, de sorte que nul ne peut

affirmer si ces inclusions sont bénéfiques ou nocives pour la survie hépatocytaire.

Le but de cette étude est de rechercher I’implication fonctionnelle de la formation des
Corps de Mallory pour les K8/18. Se faisant, nous avons exploré le processus
d’apoptose, notamment médiée par le récepteur de mort Fas, en tant que réponse au
stress toxique de manicre a préciser les mécanismes moléculaires que peuvent impliquer
les K8/18 pour assumer leur rle de protection cellulaire. Les précédentes études
réalisées au laboratoire ont été faites in vivo a partir de souris C3H soumises a une dicte
contenant 2,5% (p/v) d’un antifungique nommé griséofulvine, modéle murin
couramment utilis€¢ dans le cadre d’études sur la formation des Corps de Mallory. Le

présent projet de recherche a, quant a lui, été effectué in vitro dans le but de mieux



v

cibler les comportements moléculaires. Notre objectif premier a donc été¢ de mettre au
point un modéle in vitro au sein duquel il serait possible d’induire un stress toxique
comparable a celui provoqué par la GF irn vivo chez la souris. Les cellules HepG2, issues
d’un hépatocarcinome humain, constituent le modéle d’étude que nous avons exploité
tout au long de nos expériences. Le stress toxique induit par 1’exposition continue des
cellules HepG2 a la griséofulvine, agent plus couramment utilisé in vivo, nous a permis
de préciser le role des K8/18 et de leur phosphorylation dans la réponse cellulaire au
stress. Le second objectif de cette étude a été de mesurer I’impact du stress induit par la
griséofulvine sur le taux d’apoptose et de définir la voie de signalisation impliquée.
Enfin, le dernier objectif fixé a été d’explorer la voie de signalisation anti-apoptotique
PI3K/Akt afin de mesurer I’effet de la GF sur celle-ci et de déterminer 1’éventuelle

relation avec les K8/18 et la protection des cellules contre 1’apoptose.

Cette étude a, dans un premier temps, permis de proposer un mode¢le d’étude in vitro
comparable au modéle murin jusqu’a lors utilisé, et pouvant étre exploité dans le cadre
d’étude sur la formation des Corps de Mallory. Dans un second temps, I'utilisation de
techniques d’immunobuvardage de type western, de microscopie a fluorescence et de
PCR ont conduit & mettre en évidence, d’une part ’implication de 1’apoptose médiée par
Fas dans ce phénomeéne de stress toxique; et, d’autre part, ’interaction du récepteur Fas

et de la protéine Akt avec la kératine 8 via sa phosphorylation sur le site sérine 431.

Nos travaux ont ainsi montré le role que peut jouer la kératine 8 dans la régulation de
1’apoptose, particuliérement a la suite d’un stress toxique. Ces évidences permettent
ainsi de préciser 'implication de la K8 dans la protection cellulaire contre ce type de

stress.
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CHAPITRE I
FOIE, HEPATITES ET CORPS DE MALLORY

1.1 Le Foie

1.1.1 Structure du foie

Le foie est la glande le plus volumineuse de ’organisme. Sa masse varie entre 1,4 et
1,8kg et représente environ 1,8 a 3,1% de la masse corporelle. Annexe de I’intestin gréle
et situé sous le diaphragme, dans le coté droit de la cavité abdominale, le foie est
constitué de quatre lobes mal définis. Richement irrigué, il bénéficie d’une double
vascularisation assurée par la veine porte ou circule du sang pauvrement oxygéné qui
représente 75% a 80% du sang afférent ; et par I’artére hépatique qui fournit 20% a

25% de sang oxygéné a 1’organe (Kierszenbaum, 2002; Zakim and Boyer, 2006).

Le foie est une glande amphicrine dont 1’unité fonctionnelle est le lobule hépatique. Ce
dernier est de forme hexagonal et se compose essentiellement de trois types d’éléments :
les lames hépatocytaires formées de travées monocellulaires irradiant de la veine
centrolobulaire, les capillaires sinusoides et les canalicules biliaires. Le parenchyme
hépatique est constitué de nombreux lobules accolés les uns aux autres. Entre ces
derniers, on retrouve de petits interstices appelés espaces portes qui contiennent une
artériole, une veinule, une fente lymphatique et un ou plusieurs canal(aux) biliaire(s)
(Figure 1.1). L’artériole et la veinule de 1’espace porte sont les branches respectives de
I’artere hépatique et de la veine porte et forment, avec les canaux biliaires, la triade

portale (Kierszenbaum, 2002; Zakim and Boyer, 2006).

Le lobule hépatique comprend des types cellulaires distincts participant & I’intégrité de
I’organe. Les hépatocytes sont les principales cellules du foie et représentent les cellules
fonctionnelles endocrines et exocrines du lobule. Les cellules de Kupffer, macrophages
résidents du foie, assument le réle de défense immunitaire de I’organe en plus de la

destruction de macromolécules exogénes ou de cellules sénescentes. Les cellules de Ito



ou cellules étoilées du foie, d’origine fibroblastique, sont spécialisées dans le stockage
de lipides et sont impliquées dans le métabolisme des rétinoides et le stockage de la
vitamine A. Ces cellules ont la capacité de se dédifférencier dans certaines situations
afin de produire du tissu conjonctif matriciel (Chevallier, 1995). Les cellules de
I’endothélium sinusoidal comptent également parmi les cellules comprises dans le
lobule hépatique (Figure 1.2). (Vacheret, 1999)

capillaire radié plaque

/ fimitante
i g :‘ .

caralicerla
‘ Bifiaire
triadis prartale

~_ canail
billaree ‘e,

branche da la
veine povte

nranche de
Fartiare
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FIGURE 1.1 : Aspect tridimensionnel du lobule hépatique.
Le lobule hépatique est circonscrit par une rangée d’hépatocytes
formant la plaque limitante. Les hépatocytes y sont organisés en
travées monocellulaires, puis en lames irradiant de la veine
centrolobulaire. La triade portale, constituée des branches des veine et
artére hépatiques et du canal biliaire, est illustrée a la face externe de
la plaque limitante du lobule.

Tiré de Vacheret (1999)

Légende par Ingrid Labouba



1.1.2 Fonctions du foie

Les hépatocytes sont les cellules fonctionnelles du foie et jouent un réle important dans
le métabolisme glucidique; c’est en effet dans ces cellules que les glucides sont stockés
et catabolisés selon les besoins de 1’organisme. Ils interviennent également dans le
métabolisme lipidique en transformant les chylomicrons en lipoprotéines plasmatiques
assimilables par 1’organisme. Les hépatocytes assument également la fonction de
détoxification via son réticulum endoplasmique (RE) qui contient les enzymes
nécessaires a ce processus (Kierszenbaum, 2002; Zakim and Boyer, 2006). Les protéines
de la famille des cytochromes P450 contenues dans le RE lisse, sont les enzymes
impliquées dans la détoxification de drogues et de métabolites nocifs apolaires. Ces
composés, peu solubles en milieu aqueux, tendent a s’accumuler dans les membranes
cellulaires. Le processus de détoxification consiste donc en une série de réactions visant
a les rendre hydrosolubles dans le but d’en faciliter I’excrétion rénale (Alberts et al.,
2002). De plus, les hépatocytes sont le siege de la synthése de nombreuses protéines
plasmatiques directement sécrétées dans la circulation sanguine (albumine, fibrinogéne,
facteurs de coagulation...) et sont donc des cellules endocrines. IIs produisent aussi la
bile. Cette derniére est sécrétée dans les canalicules biliaires situés entre les hépatocytes,
dans 1’espace de Disse (Figure 1.2), et passe dans les ductules cholangioles pour gagner
les canaux biliaires de 1’espace porte via d’autres canaux dits de Hering. La fonction de
production et de sécrétion de la bile fait de I’hépatocyte une cellule également exocrine.
Ce sont ces propriétés endo- et exocrines qui caractérisent le foie comme un organe

amphicrine.

Des fonctions n’impliquant pas les hépatocytes sont également associées au foie. En
effet, la quantité de sang qui transite dans le foie et y demeure en permanence en fait un
réservoir de sang pour 1’organisme; il intervient ainsi dans la régulation du flux sanguin.
Les vaisseaux lymphatiques compris dans 1’espace porte et les macrophages qui y
résident (cellules de Kuppfer) conférent au foie un réle immunitaire qui constitue alors

un important sieége de phagocytose du matériel circulant (Zakim and Boyer, 2006).
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FIGURE 1.2 : Ultrastructure du parenchyme hépatique :
Le schéma représente un hépatocyte dans lequel sont illustrés ses
différents organites de facon trés simplifiée. On note la présence de
structures adjacentes aux hépatocytes; a savoir, les canalicules
biliaires et les différents types cellulaires du foie localisés dans
I’espace de Disse.

Tiré de Vacheret (1999)

Légende par Ingrid Labouba

1.2  L’hépatite alcoolique

L’hépatite est une affection du foie caractérisée par un état inflammatoire résultant en
des dommages allant jusqu’a la destruction des hépatocytes. Selon la gravité et la
fréquence des symptomes, I’hépatite peut étre aigué¢ ou chronique. Elle est considérée
comme chronique dés lors que la durée de I’affection excéde six mois. Les causes de
I’hépatite sont multiples et peuvent étre la conséquence d’une infection virale ou
bactérienne, d’un désordre auto-immun ou métabolique, ou d’une intoxication suite a la
prise de diverses drogues (acétaminophéne, barbituriques...). L’alcool (éthanol) est une
des drogues dont la surconsommation entraine 1’apparition d’une hépatite qualifiée

d’alcoolique.



Il est établi que la consommation abusive d’alcool est a I’origine de plusieurs affections
aigues et chroniques du foie. Les maladies alcooliques du foie regroupent la stéatose,
I’hépatite et la cirrhose alcooliques. Ces maladies sont en étroite corrélation avec les
quantités d’alcool ingérées et la fréquence de consommation. Cependant d’autres
facteurs comme le bagage génétique, le sexe, les infections virales ou la di¢te ont une

influence sur le développement de ces affections hépatiques.

Moins de 15% des individus qui consomment d’importantes quantités d’alcool (prise
quotidienne de 120g/jour) développent une maladie alcoolique du foie. La stéatose qui
est la plus précoce des trois précédemment citées peut évoluer soit en hépatite puis en

cirrhose, soit directement en cirrhose (Figure 1.3). (Schiff, 2000)

Foie Normal

90 - 100%
v
Stéatose
10 - 35% 8—-20%
Hépatite Alcoolique > Cirrhose

? (40%)

FIGURE 1.3 : Répartition des maladies alcooliques du foie dans la population
consommatrice d’alcool atteinte.
90 a 100% des consommateurs d’alcool atteints d’une maladie
alcoolique du foie développeront une stéatose qui, dans 8 a 20% des
cas évoluera directement en cirrhose; et, dans 10 a 35% des cas,
évoluera d’abord en hépatite alcoolique, puis en cirrhose dans des
proportions pouvant atteindre 40%.

Tiré de Schiff (2006)

La stéatose alcoolique se caractérise par une accumulation de triglycérides dans une

seule vacuole occupant la quasi-totalit¢ du cytoplasme des hépatocytes affectés. La



cirrhose alcoolique, par contre, est la forme la plus sévére. Elle est caractérisée par une
accumulation péricellulaire et périveineuse de collagene. Cette derniére interfére dans
les échanges entre hépatocytes et systéme vasculaire. La cirrthose alcoolique est
habituellement micronodulaire ; on constate en effet la présence de petits nodules de
régénération qui regroupent des cellules dont la localisation au sein de I’organe affecte
non seulement les fonctions qu’elles occupent mais ¢également 1’ensemble de

I’architecture hépatique normale. (Walsh and Alexender, 2000)

L’hépatite alcoolique peut étre considérée comme 1’affection intermédiaire des trois
maladies alcooliques du foie. Elle se caractérise, d’un point de vue histologique, par une
inflammation du parenchyme lobulaire consécutive a une infiltration leucocytaire a
prédominance neutrophile. Les dommages cellulaires observés affectent, en majeure
partie, les hépatocytes. On observe au sein des hépatocytes affectés une ballonisation
dégénérative secondaire a une accumulation d’eau et de protéines, et la présence de
mitochondries géantes (mégamitochondria). Dans certains hépatocytes, on peut aussi
observer la présence de structures cytoplasmiques hyalines irréguliéres appelés Corps de
Mallory (CMs), principalement composés de kératines (Figure 1.4.). On note également
une importante augmentation du taux de mort cellulaire. (Haber et al., 2003; Zakim and

Boyer, 2006)

1.3 Les Corps de Mallory (CMs)

Les CMs sont des structures qui ont été décrites, pour la premiére fois, en 1911 par le
professeur Frank Mallory, suite & des analyses microscopiques de foies de patients
atteints d’hépatite alcoolique (Figure 1.4 B). On reconnait aujourd’hui qu’ils sont
associés a d’autres pathologies et ne constituent donc pas un signe pathognomonique de

I’hépatite alcoolique. (Zatloukal et al., 2007).



FIGURE 1.4 : Particularités histologiques de ’hépatite alcoolique.
A. Vue a faible grossissement montrant les particularités
histologiques de la stéatose, de la fibrose, de ’inflammation et des
dommages hépatocellulaires (X10). B. Les fléches noires indiquent
les CMs, structures irréguliéres cytoplasmiques éosinophiles a
I’aspect de cordes. La fléche vide montre la ballonisation
dégénérative des hépatocytes (X40) C. La fleche ouverte pointe la
fibrose péricellulaire entourant différents hépatocytes dégénérés ; la
fléche noire, la fibrose périveineuse s’étendant de la veine centrale
(X20) (coloration trichrome de Masson). D. La lésion d’unité,
également appelée satellitose, comporte un hépatocyte en
dégénérescence (pointé) avec des neutrophiles alentour. La stéatose
marquée est également visible.

Tiré de Haber et al. (2003)

1.3.1 Composition des Corps de Mallory

Les kératines 8 et 18 (K8/18), protéines de filaments intermédiaires, représentent les
principaux constituants des CMs. Cependant, il est aussi possible d’y détecter les
kératines 7, 19 ou 20 qui appartiennent & d’autres types épithéliaux tels que 1’épithélium
biliaire (Tableau 1.1) (Pei et al., 2004; Zatloukal et al., 2007). Les CMs contiennent dans
des proportions moins importantes d’autres protéines comme des protéines chaperonnes
(ex : Hsp70 (Fausther et al., 2004; Riley et al., 2003)) et des protéines de la machinerie
de dégradation telles que 1’ubiquitine et la p62 (Tableau 1.1) (Bardag-Gorce et al., 2005;
Zatloukal et al., 2007).



TABLEAU 1.1

Principaux composants des Corps de Mallory

Classe de protéines

Nom de protéines

Kératines

K8/18

K7/19/20

Kératines de haut poids moléculaire

Kératines hyperphosphorylées

Kératines ubiquitinylées

Chaperonnes

Hsp70

Famille des Hsp90

Famille des Hsp25
o-B crystalline

Phosphoépitopes / kinases

Anticorps anti-MPM-2 (réaction croisée
avec p62)

Anticorps anti-SMI31 (réaction croisée
avec p62)

Phosphothréonine

Phospho-p38 MAPK

Protéines de machinerie de dégradation

Ubiquitine

UBB(+1)

P62

Protéine contenant de la vasoline et
NEDDS

Sous-unités du potéasome B35, P25, Tbp7

Autres

Transglutaminase 2 (occasionnelle)

Tubuline

Tiré de Zatloukal et al. (2007)

La prédominance de kératines dans la composition des CMs leur confére une structure

fibrillaire a partir de laquelle on peut les classer en type I (fuseaux de filaments en

rangées paralleles), type II (filaments orientés aléatoirement) et type III (matériel

amorphe). Les CMs de type II et IIT sont les plus couramment observés et se retrouvent

respectivement en périphérie et autour du noyau de la cellule (Denk et al., 2000).

1.3.2 Modéles d’étude

De nombreuses études sur les CMs et leur formation ont été réalisées a partir

d’échantillons provenant de patients atteints d’hépatite alcoolique (Natori et al., 2001;




Stumptner et al., 2000). Ces travaux ont conduit & une meilleure compréhension de la
composition des CMs. Cependant, des modéles animaux et cellulaires doivent étre

utilisés pour en comprendre la pathogénése.

11 est apparu, suite a une observation faite par Denk et al. en 1975, que des souris,
soumises de fagon chronique a une diéte contenant 2,5% (p/p) de griséofulvine (GF) (cf.
section 5.1.3), développent au sein de leurs hépatocytes des inclusions cytoplasmiques
similaires morphologiquement et biochimiquement aux CMs observés chez 1’homme
(Denk et al., 1975). Bien que cette observation ait été faite dans le cadre d’études sur la
porphyrie, elle a mené a la mise au point d’un modéle animal qui est encore tres utilisé
pour I’étude des CMs. D’autres modéles animaux ont été développés et sont également
utilisés pour ces études ; soit le traitement oral de souris a la colchicine ou a la DDC
(3,5-diéthoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine). Ces deux agents chimiques, tout comme la
GF, ont la capacité d’entrainer la formation d’inclusions similaires aux CMs chez la

souris (Denk and Eckerstorfer, 1977; Yokoo et al., 1982).

1.3.3 Formation des Corps de Mallory

Le processus exact de formation des CMs au sein des hépatocytes n’est pas totalement
élucidé. Comme précédemment mentionné, les CMs sont principalement composés des
kératines 8 et 18 (K8/18) et contiennent, en des proportions moins importantes, des
protéines associées a la réponse cellulaire au stress et au processus de dégradation
cellulaire via le protéasome. Récemment, un modéle de formation des CMs a été

proposé et est illustré dans la figure 1.5.

L’intoxication de souris par des agents chimiques comme la GF, provoquent un stress a
I’origine de modifications dans les niveaux d’expression des K8/18 au sein des
hépatocytes 1ésés. Les K8/18 sont en effet surexprimées (Cadrin et al., 2000; Fausther et
al., 2004) ; I’augmentation du niveau d’expression de la K8 étant plus importante que

celle de la K18. D’autres protéines cellulaires comme p62 et Hsp70 augmentent
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également suite au traitement (Bardag-Gorce et al., 2005; Fausther et al., 2004;
Zatloukal et al., 2007).

Dans des conditions physiologiques, les kératines subissent un processus de recyclage
(«turn-over») qui s’effectue a travers leur dégradation par le protéasome ; processus
requérant une étape préalable d’ubiquitinylation. L’interaction de protéines chaperonnes
et de kératines destinées a la dégradation protéasomale permet de les marquer afin
qu’elles puissent subir [’action des enzymes impliquées dans le processus

d’ubiquitinylation (Figure 1.5.A) (Goldberg, 2003; Ku and Omary, 2000).

Les hausses dans les niveaux d’expression de protéines intracellulaires et les altérations
fonctionnelles intrinséques des hépatocytes consécutives a l’intoxication a la GF,
conduisent a la production de protéines malformées (Howlett, 2003). Ces derniéres sont
dés lors prises en charge par les protéines chaperonnes, comme Hsp70 également
surexprimées dans de telles circonstances, afin d’étre dégradées par la voie protéasomale
(Figure 1.5.A) (Fausther et al., 2004; Goldberg, 2003). Le stress toxique que subissent
les hépatocytes finit par induire une production de protéines plus importante que le
protéasome ne peut en gérer. Il en résulte alors une accumulation de protéines dont les

K8/18 qui conduit a la formation de CMs (Figure 1.5.B) (Zatloukal et al., 2007).

L’augmentation de 1’expression des K8/18 suggére qu’elles joueraient un réle dans la
réponse des hépatocytes a la présence d’agents toxiques. Il serait donc intéressant de
préciser leur implication dans la réponse cellulaire aux stress d’ordre toxique afin de
mieux comprendre leur réle dans la formation des CMs et, ainsi, de mesurer 1’influence

de ces inclusions au sein des hépatocytes.
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FIGURE 1.5 : Dégradation protéique via le protéasome et Formation des CMs :

A) Les protéines chaperonnes interviennent dans le repliement de
protéines et dans la dégradation de protéines malformées. Par leur
association aux domaines hydrophobes exposés, Hsp70/40 favorisent
le repliement des protéines nouvellement synthétisées.
Alternativement, elles peuvent faciliter l'identification des protéines
anormales, menant i leur ubiquitylation par CHIP, 4 I'E3, et a leur
dégradation par le protéasome 26S. Les cercles rouges représentent
I'ubiquitine. B) Le stress déclenche la sur-régulation des K8/18 (K8 >
K18) et de p62, ’ubiquitinylation (Ub) des kératines et I’activation
de TG2 (TransGlutaminase-2), d’ou la transamination des kératines
(résidus amino-acides K et Q) et la formation de CMs. Le stress
oxydatif cause aussi I’accumulation de protéines malformées qui
peuvent engorger le protéasome via I’accumulation de protéines
ubiquitinylées et réticulées. Il en résulte la formation de CMs
(illustrés par «les corbeilles de protéines») caractérisés par la
présence de kératines ubiquitinylées et réticulées en plus de p62.
L’autophagie joue également un réle dans le processus.

A)Tiré de Golberg (2003)
B)Tiré de Zatloukal et al. (2007)



CHAPITRE 11
CYTOSQUELETTE, FILAMENTS INTERMEDIAIRES ET KERATINES

2.1  Le Cytosquelette

Le cytosquelette est un réseau de fibres intracellulaires constitué de trois grandes
familles de protéines : les microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires et les

microtubules de tubuline.

Les microfilaments d’actine (MFs) sont les fibres les plus fines du cytosquelette avec
un diameétre d’environ 7nm pour une longueur moyenne de 17pm. Ils sont composés
d’actine-G, globulaire, dont les homodiméres s’associent par un processus de
polymérisation nécessitant I’hydrolyse d’ATP (Figure 2.1.C). Ils forment ainsi 1’actine-
F, filamenteuse, qui forme une double hélice. Les MFs se disposent, dans la cellule,
principalement sous la surface membranaire (Figure 2.1.B). Cette organisation sub-
membranaire ainsi que leur association avec des protéines membranaires comme la
spectrine (globule rouge) leur permettent d’assurer le maintien de la forme cellulaire.
Leurs interactions avec les protéines appartenant a la famille des myosines leur
conférent des propriétés contractiles a la base des fonctions qui leur sont associées,
notamment les mouvements cellulaires de grande ampleur impliquant une déformation
cellulaire (contraction, migration, pseudopodes...) (Alberts et al., 2002). Dans le foie,
les MFs interviennent dans les contractions cellulaires des hépatocytes, importantes pour

I’entretien du flux de la bile dans les canalicules biliaires (Watanabe et al., 1991).

Les microtubules (MTs), quant a eux, représentent les fibres les plus épaisses du
cytosquelette avec un diamétre d’environ 25nm (Figure 2.1.A). Structures tubulaires,
dans les cellules animales, les MTs irradient d’un centre organisateur situé a proximité
du noyau appelé centrosome. Ils sont composés de sous-unités globulaires

hétérodimériques de tubuline-a et -f appelées protofilaments de tubuline.
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FIGURE 2.1 : Polymérisation, Structure et Organisation des MFs et des MTs.
A) (1) Polymérisation des microtubules et dynamique : P’instabilité
dynamique des MTs est due aux différences structurales d’une de
ses extrémités qui, en présence de la coiffe de GTP, polymérise et
dépolymérise si la coiffe est perdue («catastrophe»). (2)
Représentation d’un dimére de tubuline et d’un protofilament
compos¢ de nombreuses sous-unités adjacentes de méme
orientation. (3) Un MT se compose de 13 protofilaments. (4)
Microscopie électronique : coupe transversale représentant un
anneau de 13 protofilaments; court segment de MT. B)
Microscopie a3 fluorescence de kératinocyte humain Huh7 (1)
Réseau de MTs marqué avec un anti-tubuline (vert) (2) MFs
visualisé via la toxine phalloidine (bleu). C) (1) Polymérisation des
MFs (2) Arrangement en hélice de monoméres d’actine (3) vue de
MFs par microscopie électronique (microphotographies par Roger
Craig).

A) et C) tirés de Albert et al (2002)

B) Tiré de Omary (2006)

Labiles et dynamiques, les MTs sont polarisés. Ils possédent une extrémité (+) qui subit
polymérisation/dépolymérisation selon qu’elle porte ou non sa coiffe de GTP, et une
extrémité (-) interagissant avec le centrosome (Figure 2.1 A.(1)). On leur attribue

comme fonction le transport intracellulaire de particules comme des récepteurs
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cellulaires, et les mouvements d’expansions membranaires extracellulaires tels que les
flagelles et les cils. Ce sont des éléments majeurs dans le processus de mitose puisqu’ils
sont responsables de la ségrégation du matériel génétique via le fuseau mitotique dont

ils sont les principaux constituants (Alberts et al., 2002; Gehring and Wehner, 1999).

2.2 Les Filaments intermédiaires (FIs)

221 Classification et Structure

Les protéines de FIs constituent une superfamille de protéines hétérogénes hélicoidales
issues de I’expression de 70 geénes. L’épissage alteratif de ces génes donne lieu a au
moins 74 protéines distinctes classées en 6 types selon leurs homologies de séquence
(Tableau 2.1) (Omary et al., 2006; Pekny and Lane, 2007). Les protéines de FIs sont
exprimées de fagon spécifique selon la cellule, le type de tissu et le niveau de
différenciation (Figure 2.2). Par exemple, les cellules de type fibroblastique expriment,
comme protéines de Fls, de la vimentine tandis que celles de type épithéliale expriment

des kératines et celles de type musculaire, de la desmine (Toivola et al., 2005).

Les FIs sont des fibres dont le diametre (10nm) est intermédiaire entre celui des MFs et
des MTs. Leurs sous-unités constitutives sont linéaires et se présentent sous forme
d’homo- ou hétérodimeres (Figure 2.3.A). Les protéines de FIs sont composées d’un
domaine central a-hélicoidal hautement conservé d’une protéine a 1’autre. Il comprend
quatre régions en hélice- a espacées de trois régions non hélicoidales dont les positions
sont également hautement conservées. lLe domaine central est encadré par deux
extrémités non hélicoidales appelées téte (N-terminale) et queue (C-terminale) qui sont

le siege de la diversité existant entre les protéines de FIs (Figure 2.5).



TABLEAU 2.1
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Famille de protéines de FIs

Nom de FIs Type | Taille (kDa) | Distribution Cellulaire/Tissulaire
Cytoplasmiques
Kératines (K9-K20) | 40-64 Epithélium (poils Ha 1-8)
Kératines (K1-K8) I 52-68 Epithélium (poils Hb 1-6)
Vimentine M1 55 Mésenchyme
Desmine M1 53 Tous les muscles
GFAP 111 52 Astrocytes
Périphérine 11 54 Neurones périphériques
Syncoiline 11 54 Muscles (squelettique/cardiaque)
Neurofilaments(NF)-L | IV 61 Neurones centraux et périphériques
NF-M A% 90 Neurones centraux et périphériques
NF-H v 110 Neurones centraux et périphériques
a-Internexine v 61 Neurones centraux
Nestine v 240 Neuroépithélium
Synémine v 180(a),150(B) | Tous les muscles
Nucléaires
Lamines A/C \% 62 -78 Lamines nucléaires
Lamines B1, B2 \'% 62 -78 Lamines nucléaires
Autres
Phakinine (CP49) Orphe- | 46 Cornée (ceil)
Filensine (CP115) lins 83 Cornée (ceil)

Tiré de Omary et al. (2006)

L’assemblage des FIs ne requiert pas I’hydrolyse de nucléotides (ATP ou GTP). Les

monomeres de protéines de FIs forment spontanément des dimeres surenroulés via leurs

domaines centraux. Ces derniers s’associent rapidement en tétraméres qui eux

s’associent en filaments d’environ 55nm de long (« Unit Length Filaments » notés ULF)

constitués de 16 a 48 monomeéres selon le type de Fls (Figure 2.3.B). L’arrangement

longitudinal des ULF aboutit & la formation de FIs immatures de 16nm d’épaisseur sur

quelques pm de long. Aprés une étape de compaction, les Fls immatures deviennent

matures et forment les fibres de 10nm de diamétre qui constituent le réseau de FIs (Parry

et al., 2007)
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FIGURE 2.2 : Distribution des protéines de FIs dans le corps humain.
Les protéines de FIs incluent 5 types principaux (I-V) et une
catégorie orpheline séparée (les types et catégorie de FIs sont entre
parenthéses). Les lamines (type V) sont retrouvées dans le noyau de
la plupart des cellules de mammiferes, tandis que les autres protéines
de FlIs (types I-IV) sont cytoplasmiques et sont exprimées de facon
sélective selon les cellules/tissus. Pour chaque tissu, les principaux
FIs représentés sont répertoriés pour un principal type cellulaire.
Pour simplifier le schéma, tous les tissus ne sont pas montrés (ex :
esophage dont la couche musculaire exprime la desmine et 1a couche
épithéliale, les kératines K4 et K13), et le profile d’expression
tissulaire typiquement complexe n’est pas exhaustivement listé. Par
exemple, la cornée exprime la vimentine en plus de la phakinine
(aussi nommée CP49) et de la filensine (CP115), I’épithélium cornéen
exprime les kératines K3 et K12, les glandes de la peau expriment les
K8 et K18, et les kératinocytes basaux de I’épiderme interfolliculaire
normal exprime primairement les K5 et K14 alors que les
kératinocytes supra basaux expriment les K1 et K10. La complexité
et Pexpression des FIs spécifique du type cellulaire peuvent étre
facilement appréciées au niveau de Pintestin qui exprime des
kératines (couche épithéliale), de la vimentine (vascularisation), de la
desmine (couche musculaire lisse) et des FIs neuronaux (syst¢me
nerveux entérique) (non montré).
Tiré de Toivola et al. (2005)
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FIGURE 2.3 : Polymérisation des FIs.
A) Modéle de dimére de FI (Vimentine, type III) : Le dimére est
formé par une paire de chaines paralléles qui se situe dans I’axe du
domaine central. Toute cette région montre un haut degré
d’homologie de séquences parmi les protéines de FIs de tous les
types. Les segments surenroulés 1A, 1B, 2A et 2B sont connectés par
de courtes portions de chaines droites connues sous le nom de
« linkers » (respectivement L1, .12 et L2). Dans le segment 2B il y a
un segment dit « stutter » au sein duquel une délétion de trois résidus
survient dans ce qui serait autrement un modéle continu de sept
résidus. Ceci conduit 2 un déroulement local de la molécule
surenroulée. Les FIs  peuvent former des hétéro- ou des
homodiméres dépendamment du type (I-IV) de protéines impliquées.
Le domaine central est flanqué des domaines notés «téte» et
«queue » qui montrent de grandes variations entre les différents
types de protéines de FIs. PCD, le domaine avant celui enroulé est
retrouvé dans les protéines de type III et le type IV. Sa séquence
d'acides aminés est compatible avec la formation en hélice-a,
semblable a celle du « linker » L2. B) Modéle atomique de tétrameére
((1) et (2)), d’octamére ((3) et (4)) et d’ULF ((5) et (6)) de vimentine.
Deux vues orthogonales de chaque modeéle sont illustrées.
Tiré de Parry et al. (2007)

Les FIs se distribuent, au sein de la cellule, de la périphérie du noyau a la membrane

plasmique a laquelle ils sont ancrés au niveau des jonctions cellulaires de type
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desmosomes. Cette organisation intracellulaire est a la base d’une fonction qui leur est
attribuée; a savoir le maintien de 1’intégrité mécanique et de la morphologie cellulaires
(Chou et al., 2007; Cooper, 1999). La fonction de soutien mécanique attribuée aux FIs a
longtemps supporté I’hypothese selon laquelle ces derniers constitueraient des €léments
statiques du cytosquelette. Cependant, suite & de nombreux travaux réalisés au cours de
la derni¢re décennie, il est ressorti qu’a I’instar des MTs et des MFs, les FIs sont des
structures hautement dynamiques tant a leur état de FIs que de précurseurs (particules
non filamenteuses et courts filaments) (Chou et al., 2007). On reconnait aujourd’hui que
les FIs jouent un réle dans le transport de molécules et la distribution d’organelles (Ku
et al., 2002; Tzivion et al., 2000), la croissance cellulaire (Kim et al., 2006; Reichelt and
Magin, 2002; Toivola et al., 2005), et la réponse des cellules au stress d’ordre

meécanique et/ou toxique (Liao et al., 1997; Marceau et al., 2001).

2.2.2 Régulation de la fonction des FIs

Etant données I’importance et la diversité fonctionnelles des éléments du cytosquelette,
ces derniers sont soumis a des processus de régulation passant par des phénomeénes de
modifications post-traductionnelles et d’interactions intermoléculaires. La régulation des
FIs reposent largement sur les modifications post-traductionnelles qu’ils subissent,
comme la phosphorylation et la glycosylation; mais aussi, fort probablement, par leur
association a d’autres protéines cellulaires (Omary et al., 2006; Tao et al., 2006). La
plupart des processus cellulaires faisant intervenir les FIs impliquent leur
phosphorylation : 1’organisation des FIs au sein de la cellule (Goldman et al., 1999;
Inagaki, 2006), leur réorganisation durant la mitose, et les réponses cellulaires induites

par le stress (Kim et al., 2006; Liao et al., 1997; Toivola et al., 2002).

La phosphorylation d’une protéine est une réaction biochimique réversible consistant en
I’addition d’un ou plusieurs groupement(s) phosphate (-POs>) par estérification de
résidus aminoacyl portant un groupement hydroxyle (-OH) (Figure 2.4). Cette
modification post-traductionnelle constitue un mécanisme de régulation cellulaire

ubiquitaire essentiel a la physiologie de la cellule; notamment en permettant la
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transmission de signaux a I’intérieur de la cellule. En effet, ’ajout d’un ou plusicurs
acide(s) phosphorique(s) au sein d’une protéine en modifie les caractéristiques
chimiques et induit un changement conformationnel dont I’impact fonctionnel est
important. La phosphorylation est elle-méme sujette a une régulation rigoureuse qui
passe par le contrle d’enzymes la catalysant, les protéines kinases, ou catalysant la

réaction inverse (déphosphorylation), les phosphatases (Figure 2.4) (Secko, 2003).
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FIGURE 2.4 : Phosphorylation d’une protéine
La protéine kinase catalyse D’addition, sur un groupement
hydroxyle d’un résidu aminoacyle, d’un groupement phosphate
fourni par hydrolyse d’une molécule d’ATP dés lors transformée
en ADP. La protéine phosphatase catalyse la libération d’un acide
phosphorique, ramenant ainsi le résidu aminoacyle & son état
initial.

Tiré de Secko (2003)

L’étude structurale des FIs révele qu’ils ne peuvent subir de modifications post-
traductionnelles qu’au niveau de leurs extrémités (Figure 2.5); ceci pourrait étre le fait
de la conformation en hélice-a du domaine central qui masquerait ’acceés d’éventuels
sites aux enzymes. La présence de ces sites au sein des domaines variables des protéines
de FIs suggére un lien entre les modifications post-traductionnelles et les fonctions

inhérentes aux tissus ou elles sont spécifiquement exprimés. Les sites de

phosphorylation les plus étudiés sont des résidus sérines et thréonines (Omary et al.,
2006).
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FIGURE 2.5 : Domaines et Modifications post-traductionnelles des FIs.
Les FIs subissent plusieurs modifications post-traductionnelles dans
les domaines téte et queue, entre autres la phosphorylation (PO4) et
la glycosylation (GlcNAc). La région «linker» (L12) du domaine
central inclut un site de coupure pour les caspases conservé qui est
clivé pendant I'apoptose. L’hyperphosphorylation des FIs, qui se
produit t6t exposition & un signal apoptotique, peut protéger contre
la dégradation via les caspases tel qu’observé in vitro dans le cas de
K18. Les motifs de phosphorylation in vivo sont : (i) Ser-Arg-Ser-
Xaa, trouvé dans toutes les kératines de type II et quelques kératines
de poils dont la fonction est peu claire; (ii) Leu-Leu-Ser/Thr-Pro-
Leu, trouvé dans K4-K6, K8 et plusieurs kératines de poils, dont le
role est important dans la protection contre I'apoptose; et (iii) Pro-
Leu-Ser-Pro, trouvé dans les lamines qui est important pour la
réorganisation de lamines pendant la mitose. D'autres motifs sont en
plusieurs exemplaires dans le méme FI, I'exemple classique étant 50
répétitions de Lys-Ser-Pro (KSP) (contenant plusieurs variations
comprenant Xaa-Lys-Ser-Pro Glu-Lys et Xaa-Lys-Ser-Pro-Xaa-Xaa-
Xaa-Lys) situé dans le domaine de queue de NF-H.
Tiré de Omary et al. (2006)

2.3  Les Kératines

Les kératines sont des protéines de FIs spécifiquement exprimées au sein des tissus
épithéliaux. Elles constituent une importante famille de protéines hétérogénes qui se
répartissent en deux groupes selon leur point isoélectrique; les kératines de type I sont
acides tandis que celles de type II sont basiques ou neutres. Chacune des kératines
répertoriée est numérotée (Tableau 2.2) (Shweizer et al., 2006). Au sein de la cellule,
elles sont sous forme d’hétéropolyméres obligatoires de sorte que kératines de type I et
de type II se retrouvent au sein d’'un méme filament dans des proportions équimolaires
(Kim et al., 1984; Zatloukal et al., 2000).
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TABLEAU 2.2

Classification et numérotation des Kératines

Classes
Catégories Type I' Type II"
Kératine épithéliale 9-28 1-8 et 71-80
humaine
Kératines humaines de 31-40 81-86
poils
Non humaines 41-70 87-120
Pseudogenes 121-220 <220

* Les numéros correspondent a ceux assignés aux kératines par la nouvelle nomenclature

Tiré de Schweizer et al. (2006)

Les kératines sont associées & de nombreuses fonctions communes aux FIs. Les études
de maladies liées aux kératines comme les kératinopathies ont en effet montré leur
implication dans le maintien de I’intégrit¢ mécanique de la cellule. L’épidermolyse
bulleuse simple en est un bel exemple (Magin et al., 2004). Cette maladie héréditaire de
la peau se caractérise par la lyse de kératinocytes basaux qui entraine la formation de
cloches intra-épidermiques suite a des traumatismes mineurs (friction, variation de
température...). La destruction des kératinocytes est la conséquence d’une fragilisation
cellulaire provoquée par des mutations au sein des génes codant pour la K5 et/ou la K14
(Okulicz et al., 2002). 1l ressort de ces travaux que les kératines protégent les épithélium

contre les stress d’ordre mécanique (Marceau et al., 2007; Pekny and Lane, 2007).

Les propriétés flexibles et viscoélastiques des kératines les rendent particuliérement
efficaces dans la résistance aux déformations cellulaires; mais leurs roles au sein de la
cellule ne se limitent pas a des fonctions mécaniques (Magin et al., 2007; Marceau et al.,
2007). L’étude de I’effet de différentes mutations des kératines, particuliérement au sein
des hépatocytes, suggere qu’elles jouent un role dans certains processus cellulaires non
structuraux et protégent la cellule contre différents types de stress, mécaniques ou
toxiques (Coulombe and Omary, 2002; Toivola et al., 2005). On associe ainsi les

kératines a la signalisation cellulaire, a la régulation de la disponibilité de protéines
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cellulaires et a la résistance des cellules a la présence de diverses drogues (Bauman et

al., 1994; Ku et al., 1999; Marceau et al., 2001).

L’étude des différentes modifications post traductionnelles susceptibles de se produire
au sein des kératines (phosphorylation, glycosylation...) a permis de montrer que leur
phosphorylation constitue un processus important dans la régulation de leurs fonctions
(Ku et al., 1998a; Liao et al., 1997; Toivola et al., 2002). La phosphorylation des
kératines représente, de plus, un facteur important pour leur solubilite, leur
réorganisation au sein de la cellule et leur liaison avec d’autres protéines cytoplasmiques
(Ex : 14-3-3 (Ku et al., 1998b)) (Omary et al., 1998). L’inhibition de phosphatases
sérine/thréonine (types 1 et 2A) au sein de modeles animaux a, par exemple, révélé que
la phosphorylation des kératines sur des sites sérines intervient dans la régulation de leur

«turn-over» et leur réorganisation (Ku and Omary, 1994; Toivola et al., 1998).

2.3.1 K8/18 et Hépatocytes

Les hépatocytes sont des cellules épithéliales du parenchyme hépatique dont le réseau de
FIs est composé uniquement des K8/18 chez 1’adulte (Coulombe and Omary, 2002;
Omary et al., 2002). Les K8/18 sont cependant particuliecrement abondantes au niveau
de I’épithélium simple qui tapisse le tube digestif dont les cellules peuvent également

exprimer des kératines autres que les K8/18 (K7/19/20).

Des mutations des K8/18 ont été associées a diverses maladies inflammatoires du tractus
digestif chez ’homme comme chez la souris (Magin et al., 2004; Omary et al., 2002).
Une mutation de la K8 (K8 G62C) a été reliée a la pancréatite chronique tandis que dans
les cas de colite ulcérative et de maladie de Crohn ce sont des mutations des deux
kératines qui semblent étre en cause (Magin et al., 2004). Au niveau du foie, les
mutations des K8/18 constituent davantage un facteur de risque qu’une cause directe a
I’apparition de pathologies hépatiques telles que les cirrhoses cryptogénétiques (Ku et
al., 2003a; Omary et al., 2002). La substitution de la glycine 61 de la K8 par une

cystéine (K8 G61C), associée a ce type de pathologies, est également observée dans des
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cas de maladies hépatiques non cryptogénétiques. L’étude de cette mutation a montré
qu’elle affecte 1’organisation des kératines seulement suite a4 un stress cellulaire et
compromet la capacité de récupération des hépatocytes aprés un stress. Les mutations
K8 Y53H et K18 H127L représentent, avec la K8 G61C, 75% des mutations relevées
dans les cas de maladies hépatiques et constituent également un facteur a I’apparition de

maladies du foie (Ku et al., 2003a).

Les travaux réalisés a partir de modéles murins transgéniques (Tableau 2.3) ont permis
de produire des phénotypes ayant contribué a la compréhension du réle des K8/18 au
sein des hépatocytes. L’étude des mutations de K8 et/ou K18 ou leur absence au sein de
souris transgéniques tendent a montrer qu’elles accroissent leur susceptibilité aux
1ésions hépatiques et a ’apoptose (Gilbert et al., 2001; Ku et al., 1996; Ku and Omary,
2006; Marceau et al., 2001). Par exemple, la substitution de 1’arginine 89 de la K18 trés
conservée par une cystéine ou une histidine (K18 R89C/H) induit une hépatite chronique
chez la souris portant cette mutation. Cette derniére, en plus de fournir un modele pour
I’étude de I’hépatite chronique, est une des mutations qui a contribué a préciser le rdle

des K8/18 au sein des hépatocytes (Ku et al., 1995).

L’absence de K8 ou de K18 accroit la fragilité des hépatocytes face a différents stress ;
supportant ainsi I’idée que les kératines assument une fonction cytoprotectrice. En effet,
’absence ou la déficience de K8 accroit la susceptibilité du foie au sein duquel on note
de I’inflammation et de la mort cellulaire aprés exposition a un stress (Paramio, 2006;
Tao et al., 2003). L’absence de K18, quant a elle, provoque 1’agrégation du réseau de
kératines au sein des hépatocytes (Magin et al., 1998; Paramio, 2006) ainsi qu’une

hépatotoxicité plus prononcée a certaines drogues (Ku et al., 1996).

Le réle de cytoprotection assumé par les K8/18 semble étre relié a leur phosphorylation.
Plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés comme les sérines 73 et 431 de la
K8 (K8 S73 et K8 S431) ainsi que les sérines 33 et 52 de la K18 (K18 S33 et K18 S52)
(Figure 2.6). L’étude de mutations localisées au niveau de ces sites a permis de mieux

comprendre leur implication fonctionnelle. La surexpression du phénotype mutant K8
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S73A ou K18 S52A dans des souris transgéniques a conduit & 1’observation d’une
hépatotoxicité accrue a différentes drogues (ex : GF, microcystine, acétaminophéne...),
suggérant que la phosphorylation de K8 S73 et K18 S52 est importante dans la
protection des hépatocytes contre les stress d’ordre toxique (Ku et al., 1998a; Liao et al.,
1997). D’autres travaux ont montré 1’implication des phosphoprotéines de K8/18 dans
les phénoménes de stress, de mitose et d’apoptose (Ku et al., 1998a; Liao et al., 1997;

Toivola et al., 2002).

TABLEAU 2.3

Quelques modéles animaux transgéniques pour les kératines d’épithélium simples

Génes Phénotype des Souris Transgéniques

Surexpression

K8 type sauvage Normal ou désordres pancréatiques exocrines

K18 type sauvage Normal

K19 type sauvage Normal

K18 R89C Hépatite chronique, fragilité cellulaire, susceptibilité aux
dommages hépatiques

K18 S52A Susceptibilité aux dommages hépatiques dus au stress

K18 S33A Réorganisation des FIs dans le foie et le pancréas

K14 (ectopique) Hépatite chronique, diminution de la sécrétion d’acides
biliaires

Knock-out

K4 nulle Hyperplasie basale, hyperkératose, et noyau atypique au
niveau de 1’cesophage, la langue et la cornée

K8 nulle (C57B1/6) Embryo-1€thalité, hémorragie hépatique massive

K8 nulle (FVB/N) Hyperplasie colorectale, colite, prolapsus rectal,
susceptibilité aux dommages hépatiques

K18 nulle Accumulation de CMs dans le foie

K19 nulle Normal

Tiré de Ku et al. (1999)
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FIGURE 2.6 : Représentation schématique d’un dimeére de K8/18
Les différents domaines (téte, queue, domaine central) sont indiqués
par des cylindres et les «linkers» le sont par des lignes pleines reliant
les cylindres. Les sites de phosphorylation, de clivage pour les
caspases, ainsi que la localisation de différents épitopes reconnus par

des anticorps spécifiques sont aussi illustrés.
Tiré de Schutte et al. (2004)

2.3.2 KB8/18 et stress toxique

La phosphorylation des K8/18 semble constituer un processus impliqué dans la
protection cellulaire face aux stress mécaniques ou non mécaniques. Dans les cas
d’hépatites alcooliques ou les hépatocytes sont soumis a un stress toxique par exposition
a ’alcool, on observe une hyperphosphorylation des K8/18 sur chacun des sites sérines
suivants : K8 S73, K8 S431 et K18 S33, K18 S52 (Stumptner et al., 2000). Une
hyperphosphorylation des K8/18 est également observée dans d’autres cas de dommages
hépatiques comme dans les cas de cirrhose et d’hépatite virale C (Toivola et al., 2004).
L’étude plus exhaustive du niveau de phosphorylation des K8/18 dans des situations
pathologiques a mené a la conclusion que I’hyperphosphorylation des K8/18 pourrait

constituer un marqueur de la progression de maladies hépatiques (Toivola et al., 2004).

Les modéles animaux utilisés dans le cadre d’études portant sur la formation des CMs
tendent & corréler I’observation d’une hyperphosphorylation des kératines lors d’un
stress toxique. Fausther et al. (2004), par exemple, ont constaté que le traitement de
souris 4 la GF induit une hyperphosphorylation de la K8 S79 et de la K8 S436
(orthologues murins de K8 S73 et K8 S431) et de la K18 S33.
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Les données récoltées de ces études suggerent que la phosphorylation des K8/18
constitue un élément clé dans leur r6le de cytoprotection contre le stress. Les
mécanismes moléculaires et les voies de signalisation cellulaire sous-tendant cette

fonction au sein d’hépatocytes soumis a un stress toxique restent encore a déterminer.

2.3.3 KB8/18 et apoptose

La K18, contrairement a la K8, est sensible a I’action de plusieurs caspases (3, 6, 7 et 9)
du fait qu’elle posséde des sites de coupure spécifiques a I’action de ces protéases
(Figure 2.6) (Caulin et al., 1997; Schutte et al., 2004). Des études ont, en effet, été
réalisées afin d’observer 1’organisation et les modifications des K8/18 durant 1’apoptose.
Il en ressort que, tandis que la digestion de la K18 par les caspases (notamment la
caspase 3) constitue une étape précoce du processus d’apoptose, la K8 y est
particuliérement résistante (Ku and Omary, 2001; Schutte et al., 2004). Des travaux
complémentaires effectués ont permis d’observer que les KB8/18 deviennent
hyperphosphorylées suite a un signal de mort ; c’est le cas pour les sites K8 S73, K8
S431 et K18 S52 (Schutte et al., 2004). Cette hausse du niveau de phosphorylation ne
semble pas avoir d’effet sur la susceptibilité de la K18 a 1’action des caspases (Ku and

Omary, 2001).

Fausther et al. ont montré que la GF induit la phosphorylation des K8 S79, K8 S436 et
de 1a K18 S33. De I’apoptose au sein des hépatocytes lésés a également été observé dans
le cadre de cette étude. Les cellules identifiées comme étant en apoptose semblent étre
entourées de cellules saines dont la K8 S79 est phosphorylée. Ces observations ont
conduit a I’hypothéese que la cellule apoptotique pourrait émettre un signal qui, une fois
perqu par les cellules environnantes, déclencherait une voie de signalisation aboutissant

a la phosphorylation de la K8 potentiellement impliquée dans la survie de ces cellules

(Fausther et al., 2004).

L’implication des K8/18 dans la résistance au stress hépatotoxique laisse pressentir

qu’elles pourraient avoir une incidence quelconque sur le processus apoptotique ; et ce,
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autrement qu’en tant que substrat des caspases. Des études ont montré qu’elles seraient
impliquées dans des phénomeénes de résistance a I’apoptose sans pour autant déterminer
le role exact qu’elles pourraient jouer (Marceau et al., 2007; Oshima, 2002).
L’augmentation du niveau de phosphorylation des K8/18 durant le processus

apoptotique suggere que cette modification post traductionnelle pourrait intervenir.



CHAPITRE III
APOPTOSE ET VOIES DE SIGNALISATION Fas ET PI3K/Akt

3.1 Apoptose : Mort cellulaire programmée

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus de mort physiologique
indispensable au développement et au maintien de Iintégrit¢ d’organismes
pluricellulaires. L’apoptose est, en effet, nécessaire au développement embryonnaire
durant lequel elle joue un rdle primordial dans I’histogenése et Iorganogenése. A I’état
physiologique, chez I’adulte, 1’apoptose est en équilibre avec le processus de

prolifération cellulaire afin de réguler la masse et le volume des tissus (Feldman, 1999).

3.1.1 Apoptose et nécrose

Toute circonstance affectant 1’équilibre physiologique entre mort et prolifération
cellulaire rend le processus de mort cellulaire pathologique pour le tissu. Dans un

contexte pathologique apoptose et nécrose sont souvent mises en parallele (Figure 3.1).

La nécrose est un processus de mort cellulaire consécutif a un arrét pathologique de la
cellule. Un traumatisme important comme un arrét ou une diminution de la circulation
sanguine au niveau d’un organe, I’hyperthermie, une intoxication par un produit
chimique ou une toxine bactérienne peuvent causer la mort de cellules par nécrose. La
nécrose est un processus passif au cours duquel la membrane plasmique est
endommagée et le contenu cellulaire relargué dans le milieu environnant (Figure 3.1).
La libération du matériel intracellulaire a comme conséquence directe des dommages au

niveau de la matrice extracellulaire accompagnés d’une réaction inflammatoire (Kanduc

et al., 2002).



29

Noyau
r": P ™
Organeles ___| ¢ b ] Cellule Normale
C“ -
I -,
bourgeons / N bourgeons
Formetion de o “\,_‘ N fj
petits bourgeons [v@* )| [ t@® / Formation de
membranaires; ‘\’. -__j L\- - '(f petits bourgeons
Changement de la ] e membranaires.
structure nucléaire.
Fusion des vésicules S lfragmemation de .
membranaires; N e e i..»f'] PADN et du noyau;
Localisetion des - N - Localisation des
organelles dans les \ ; :‘w J l“l" e \\ zrganelles dans les
.7~ hourgeons
gros hourgeons. membranaires.
Bris de la membrane
plasmigue et Fortation de corps
relargage du contenu ¢ .*. \ apoptotiques;
cellulaire; .

Les organelles
sont encore fonc-
lionnels.

.
L

Les organelles ne -
sont plus fonction-

nels. Nécrose Apoaptase

FIGURE 3.1: Changements structuraux cellulaires de la Nécrose et de
I’Apoptose.
Les étapes précoces de la nécrose et de I’apoptose sont similaires. Les
deux processus divergent I’un de ’autre par I’état de la membrane
plasmique dans la progression de la mort cellulaire. Dans le cas de la
nécrose on note un bris de la membrane plasmique avec libération
du contenu cellulaire ; dans le cas de DP’apoptose, le matériel
intracellulaire reste contenu dans des vésicules appelées corps
apoptotiques.

Tiré de Goodlett et Horn (2001)

Contrairement a la nécrose, pathologique en toute circonstance, 1’apoptose est un
processus de mort cellulaire physiologique qui, dans des circonstances particuli¢res
(traumatismes), peut devenir nocive pour ’organisme. L’apoptose se produit tout en
conservant D’intégrit¢é de la membrane plasmique. Les changements structuraux
cellulaires qu’elle implique la caractérisent : rétraction de la cellule, agglomération des
organelles cytoplasmiques encore fonctionnels autour du noyau, condensation de la
chromatine en de volumineux amas (Figure 3.1) (Feldman, 1999). On note également au
cours du processus apoptotique que la mitochondrie subit des modifications majeures
conduisant a la libération dans le cytoplasme de protéines qui, comme le cytochrome c,
sont importantes dans le déroulement du processus apoptotique (Ockner, 2001; Ricci,

2000). Ces altérations progressives sont rapidement suivies par la fragmentation de la
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cellule en corps apoptotiques qui se détachent alors du tissu pour étre phagocytés par les
macrophages ou les cellules voisines (Figure 3.1). La fragmentation cellulaire s’effectue
sans dommage membranaire de sorte que les conséquences pour le tissu environnant

sont limités (Feldman, 1999; Goodlett and Horn, 2001; Kanduc et al., 2002).

3.1.2 Meécanismes moléculaires

L’apoptose est initiée au sein de la cellule a partir de signaux provenant du milieu
extracellulaire environnant. Selon le type de stimuli, elle peut étre conduite de différente
maniere. On distingue ainsi deux voies apoptotiques dont ’activation dépend, dans un
cas comme dans I’autre, des conditions prévalant dans le milieu extracellulaire (stress,
présence de cytokines) : il s’agit de la voie intrinseque et de la voie extrinseque de
I’apoptose (Figure 3.2). La voie intrinseque regroupe les processus d’apoptose reliés aux
phénomenes de stress qui affectent particuliérement la mitochondrie ou le réticulum
endoplasmique. La voie extrinséque, quant a elle, fait référence a 1’apoptose initiée par
des récepteurs dits de mort cellulaire via leur liaison avec un ligand. Bien qu’elles
différent par les molécules qu’elles impliquent dans la signalisation apoptotique, ces
deux voies se recoupent en différents points et induisent toutes deux des modifications
mitochondriales dont 1’issue finale est la mort cellulaire (Figure 3.2). (Gupta, 2005;
Ockner, 2001).

L’apoptose est conduite & travers toute la cellule par une famille de protéases a cystéine
baptisées caspases (Gupta, 2005; Okada and Mak, 2004). Ces derniéres possedent une
spécificité stricte de clivage de leur substrat aprés un résidu d'acide aspartique. Elles
sont initialement exprimées dans la cellule sous forme de zymogénes inactifs appelés
procaspases. Les procaspases sont activées suite a un processus de maturation
impliquant deux clivages successifs au niveau de liaison Asp-X (X étant un acide
aminé) (Ricci, 2000). Les caspases actives agissent sur de nombreux substrats cellulaires
dont le clivage fait partie intégrante du processus d’apoptose. Ceci contribue a la

régulation dont fait I’objet ce processus.
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FIGURE 3.2 : Différentes voies de ’apoptose.
La voie extrinséque est médiée par D’interaction des récepteurs de
mort et leur ligand. La voie intrinséque comprend la voie
mitochondriale et la voie de stress du réticulum endoplasmique.

Tiré de Gupta (2005)

La perception de signaux de mort par la cellule déclenche le processus apoptotique en
amorgcant la phase initiatrice de 1’apoptose. Cette phase consiste en 1’auto activation des
procaspases initiatrices (caspases 8, 9 et 12) qui une fois activées ont la capacité
d’activer d’autres procaspases en caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7). Les caspases
effectrices déclenchent la phase exécutrice de I’apoptose qui implique le clivage de

nombreux substrats dont I’issue finale est la mort cellulaire (Gupta, 2005; Ricci, 2000).

3.1.3 Régulation de I’apoptose

3.2 Signalisation pro-apoptotique : Récepteur Fas

Tel que précédemment mentionné, 1’apoptose peut étre initiée a partir des récepteurs dits

de mort cellulaire. Ces derniers sont représentés par des protéines appartenant a la

superfamille des TNF-R (Tumor Necrosis Factor-Receptor) et incluent les récepteurs
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Fas, TNF-R1, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 et DR6. Les récepteurs de mort cellulaire se
distinguent des autres membres de la superfamille des TNF-R par leur domaine de mort
(Dead Domain) contenu dans leur portion cytosolique. Leur activation consécutive a la
liaison avec un ligand spécifique déclenche le processus d’apoptose (Dempsey et al.,
2003). L’apoptose médiée par les récepteurs Fas et TNF-R1 sont largement a I’étude
dans un contexte pathologique (Malhi et al., 2006; Oshima, 2002).

3.2.1 Fas/Fas L et Hépatocyte

Le récepteur de mort Fas (Fas), encore appelé CD95 ou Apol, est une glycoprotéine
transmembranaire de 42-45 kDa dont I’interaction avec un ligand spécifique induit la
transduction d’un signal de mort a travers la cellule. Le ligand de Fas (Fas L) est une
cytokine existant sous forme membranaire, ou soluble aprés clivage par des
métalloprotéinases. Le systéme Fas/Fas L constitue un important régulateur d’apoptose

a la membrane de cellules de mammifere (Malhi et al., 2006; Mollinedo and Gajate,
2006).

L’apoptose médiée par la voie de Fas/Fas L est un processus de mort cellulaire qui
participe a I’intégrité tissulaire et a I’élimination de cellules sénescentes au niveau du
foie. En effet, les hépatocytes, expriment de fagon constitutive le récepteur Fas et
peuvent ainsi mourir par apoptose induite par Fas/Fas L. Ce récepteur est sujet a un
processus de régulation basé sur sa compartimentation au sein de la cellule. En situation
physiologique, Fas est principalement localisé dans I’appareil de Golgi et seule une
faible proportion se retrouve au niveau de la membrane plasmique. La stimulation de la
cellule par un signal de mort induit la relocalisation du pool de Fas stocké au sein de
’appareil de Golgi vers la membrane plasmique par transport vésiculaire. Une fois a la
membrane, Fas trimérise et peut alors interagir avec son ligand ou d’autres molécules
pouvant I’activer (ex : HGF (Suzuki et al., 2000)). La liaison de Fas et de son ligand
Fas L, sous I’action de la sphyngomyélinase acide, induit la production de céramide qui
favorise la formation de lipides rafts au sein desquels les complexes Fas/Fas L se

regroupent, amplifiant ainsi le signal apoptotique transmis a la cellule (Dash, 2004). 1
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en résulte la formation du complexe DISC (Death Inducing Signalling Complex) qui
comprend Fas trimérisé, la protéine adaptatrice FADD et la pro-caspase 8 (Figure 3.3)
(Dash, 2004; Mollinedo and Gajate, 2006). L’auto-activation de la pro-caspase 8 par
dimérisation et auto-protéolyse induit la libération dans le cytoplasme de la caspase &8

active qui amorce alors la cascade enzymatique apoptotique.

71 Plasma
membrane

Actin
cytoskeleton
DISC

FIGURE 3.3 : Représentation de I’activation de Fas via son agrégation au sein des
lipides rafts.
Les récepteurs Fas sont regroupés et concentrés dans les lipides rafts
de maniére a faciliter la formation des DISCs résultant de
Pinteraction Fas/FADD via leur domaine de mort (DD) respectif, et
FADD/pro-caspase 8 via leur domaine effetcteur de mort (DED). Le
DISC méne a P’activation de la pro-caspase 8 par dimérisation et
auto-protéolyse et a la libération de la caspase 8 active (hétérodimére
de sous-unités p20/10) dans le cytoplasme. Les astérisques indiquent
les sites cystéines actifs ; les fleches en pointillées montrent les sites
protéolytiques. Les MFs sont impliqués, via D’erzine, dans le
regroupement de Fas au sein des lipides rafts.

Tiré de Mollinedo et Gajate (2006)
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Fas L est surtout exprimé par les cellules immunitaires (ex : lymphocytes T activés)
mais peut également 1’étre par d’autres types cellulaires. Les hépatocytes, par exemple,
peuvent exprimer du Fas L dans certaines situations pathologiques telles que les cas
d’hépatite auto-immune, d’accumulation de fer ou de cuivre et d’hépatotoxicité face a
certaines drogues (Eichhorst, 2005; Minana et al., 2002; Ryan et al., 2006). Cette
propriété leur confére la capacité d’induire I’apoptose selon des mécanismes auto- et

paracrines (Figure 3.4). (Wajant, 2006)

AUTOCRINE PARACRINE PARACRINE
(FRATRICIDE)

»

W W
Hepatoryte Hepatooyie T-Lymphocyte

FIGURE 3.4 : Induction d’apoptose médiée par Fas par des mécanismes autocrines
et paracrines. La mort cellulaire médiée par Fas peut étre déclenchée
par ’engagement de Fas avec son ligand exprimé par la méme
cellule (autocrine) ou des cellules différentes (paracrine).

Tiré de Wajant et al. (2006)

3.2.2 Faset K8/18

Différentes €tudes suggerent que la K8 serait impliquée dans la résistance cellulaire a
I’apoptose initiée via les récepteurs de la famille des TNF-R (Oshima, 2002).
L’utilisation de modéles déficients en K8 révéle en effet une susceptibilité plus
importante des hépatocytes a la mort cellulaire induite par Fas. Les travaux de Gilbert et

al. (2001) ont montré que I’absence de K8 au sein des hépatocytes provoquait une
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translocation de Fas a la membrane, et ce, sans modification d’expression de ce
récepteur. Ces résultats suggérent que les K8/18 pourraient intervenir dans la régulation
de I’apoptose médiée par Fas/Fas L en agissant sur un des principes de sa régulation : la
compartimentation cellulaire du récepteur (Wajant, 2006). En modulant la densité
membranaire de Fas, la K8 limiteraient ainsi la sensibilité des hépatocytes a 1’apoptose

initiée via ce récepteur (Marceau et al., 2007).

Les études réalisé€es sur I’apoptose et son lien éventuel avec les K8/18 laissent supposer
que ces kératines constitueraient des facteurs potentiellement important dans la
résistance des hépatocytes a 1’apoptose. Les mécanismes par lesquels les K8/18 sont

impliquées dans le processus d’apoptose demeurent néanmoins encore peu clairs.

3.1 Voie anti-apoptotique : PI3K/Akt

La régulation de I’apoptose repose sur 1’expression de génes codant pour les protéines
de la famille Bcl-2. Ces protéines constituent une variété de molécules aux propriétés
pouvant soit favoriser 1’apoptose (pro-apoptotique) comme Bax et Bad, soit 1’inhiber
(anti-apoptotique) comme Bcl-2 et Bcl-X,. Le devenir de mort ou de survie de 1a cellule
repose sur 1’équilibre entre les protéines pro- et anti-apoptotiques dans le milieu
intracellulaire. Cette balance est elle-méme régulée par d’autres acteurs moléculaires au

centre desquels on retrouve la protéine kinase Akt.

Akt, également appelée PKB, est une protéine sérine/thréonine kinase appartenant a la
superfamille de protéines kinases AGC dépendantes de ’AMPc. La protéine Akt existe
sous trois isoformes codés par des geénes distincts localisés sur différents chromosomes.
Elle constitue une kinase qui joue un réle central dans la signalisation impliquée dans la

survie de la cellule (Datta et al., 1999; Song et al., 2005).

La protéine Akt sous sa forme inactive se localise dans le cytoplasme. Son activation
fait intervenir une cascade initiée au niveau de la membrane plasmique par la liaison de

facteurs de croissance a leur récepteur spécifique (couplé a la protéine G). Cette
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interaction conduit & I’activation de la PI3K (Phosphatidyl Inositol-3-kinase) qui, a
partir du phospholipide membranaire PIP, (Phosphatidyl Inositol 3, 4 diphosphate)
génére du PIP; (Phosphatidyl Inositol 3, 4, 5 triphosphate). Le PIP; est un second
messager membranaire qui a une haute affinité pour le domaine amino-terminal (PH :
pleckstrin homology) de la protéine Akt (Figure 3.5 A).

A
PRBo/Act PH] Kinase Regulator -
: C oo > C374
PRBf/Ac12 PR Kinase Kegulator -
_ C 1305 > C3472 >
PRBy/Ac13 2 Kinase Regulator
PKByl nase |
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~
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FIGURE 3.5 : Structure et Activation de la protéine Akt :

A) Structure en domaines des différents isoformes de la protéine Akt
humaine et leurs deux principaux sites de phosphorylation. On note
un domaine amino-terminal PH (plekstrin homology), un domaine
central Kkinase et un domaine carboxy-termanal régulatoire
contenant un motif hydrophobique caractéristique des kinases AGC.
PKByl est une variante de DI’épissage de Akt3. B) Mécanismes
d’activation de Akt: GF, growth factor ; RTK, récepteur tyrosine
kinase ; R, régulateur.
Tiré de Song et al. (2005)
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Le PIP; permet, grice a cette affinité, le recrutement de la protéine Akt au niveau de la
membrane ou elle pourra étre activée via différentes kinases telles que la PDK-1
(Phospho-inositide-Dependent kinase-1) (Figure 3.5 B). (Datta et al., 1999; Song et al.,
2005; West et al., 2002)

La régulation de 1’activité de la protéine Akt repose sur la phosphorylation de deux sites
majeurs; une thréonine au sein du domaine kinase et une sérine localisée dans la portion
régulatrice de la protéine (Figure 3.4.A). Dans le cas de I’isoforme Akt1l (Akt), il s’agit
de la thréonine 308 (Akty30g) dont la phosphorylation seule active partiellement la
protéine, et de la sérine 473 (Aktsera73) qui, lorsque phosphorylée individuellement n’a
qu’un faible impact sur I’activité de Akt. La pleine activation de la protéine Akt requiert

la phosphorylation de ces deux sites (Song et al., 2005).

La conséquence de 1’activation de la protéine Akt est la promotion de la survie cellulaire
qui passe, en grande partie, par 1’inhibition de I’apoptose (Figure 3.5). Akt active peut
ainsi bloquer la mort cellulaire en agissant directement sur des protéines pro-
apoptotiques telles que Bad (Figure 3.6). En effet, la phosphorylation de Bad par Akt
entraine sa séquestration dans le cytoplasme via son interaction avec les protéines 14-3-
3, I’empéchant de cette maniére de promouvoir 1’apoptose (Rosenquist, 2003). Les
protéines de la famille Forkhead (FKHR/FoxOl, Fox0O2, FKHRL1/FoxO3 et
AFX/Fox4) (Song et al., 2005), facteurs de transcription impliqués dans 1’expression de
plusieurs génes, constituent également un substrat de Akt activée (Figure 3.6). La
phosphorylation des protéines FKHR et FKHRL1 (Datta et al., 1999) induit leur
interaction, 1a encore, avec les protéines 14-3-3, qui empéche leur translocation
nucléaire. Akt agit ainsi sur la régulation de la localisation subcellulaire de ces facteurs
de transcription en les séquestrant dans le cytoplasme de sorte qu’ils ne puissent agir sur

la transcription de leurs génes-cibles parmi lesquels on retrouve celui de Fas L (Datta et

al., 1999; Song et al., 2005; West et al., 2002).
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FIGURE 3.6 : Vue d’ensemble de la voie PI3K/Akt.
PI3K/Akt peut étre activée des récepteurs tyrosine kinase (RTK), la
protéine Ras activée, I’activation de récepteurs couplés a la protéine
G ou Pinactivation du suppresseur de tumeur PTEN. Les produits
PI3K, PIP; et PIP; stimulent la phosphorylation et ’activation de
Akt. Une fois activée, Akt peut controler les processus-clés en
phosphorylant des substrats impliqués dans I’apoptose (en rouge),
synthé¢se de protéines (en bleu), le métabolisme (en vert) et le cycle
cellulaire (en gris). Les fleches indiquent la stimulation de substrats
en aval tandis que les lignes perpendiculaires indiquent I’inhibition.

Tiré de West et al. (2002)

Plusieurs études ont montré que les kératines interagissent avec les protéines 14-3-3
intervenant ainsi dans les voies de signalisation impliquées dans la survie cellulaire (Ku
et al., 2002; Ku et al., 1998b; Reichelt and Magin, 2002). Ku et al. ont en effet montré
que la phosphorylation de la K18 S33 interviendrait dans la liaison de la K18 aux
protéines 14-3-3 (Ku et al., 1998b). Or, tel que précédemment mentionné, la fonction de
survie cellulaire de la protéine Akt s’effectue également via les protéines 14-3-3. Ceci
démontre la possibilité d’une collaboration entre les kératines et la voie de signalisation
PI3K/Akt. De plus, les travaux de Kim et al. (2006) appuient la possibilité¢ d’un lien plus

étroit entre les kératines et la signalisation de Akt. Réalisés a partir de kératinocytes, ces
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travaux démontrent le rdle de la K17 dans la croissance cellulaire et la réparation
tissulaire aprés dommage de 1’épiderme via son interaction avec la protéine 14-3-3c.
Ces études suggeérent une relation entre les kératines et la signalisation de la protéine
Akt pour la survie cellulaire (Kim et al., 2006). De récentes études également réalisées a
partir de kératinocytes, montrent que la protéine Akt phosphorylée interagit avec les
K10 et 1a K16 qui modulent ainsi le cycle cellulaire (Paramio et al., 2001). On suppose

alors I’interaction de Akt et d’autres kératines possible.

Le r6le de promotion de la survie cellulaire de Akt et celui de cytoprotection des
kératines visent, I’un comme 1’autre a maintenir en vie la cellule. Le nombre croissant
d’études reliant la protéine Akt aux kératines souléve la possibilité que leurs fonctions
respectives pourraient étre liées 1’une a l’autre. Dans le but de mieux cerner
I’implication des K8/18 dans la réponse cellulaire au stress, nous pensons qu’il serait
intéressant d’explorer si leur role cytoprotecteur aurait une relation quelconque avec la

protéine Akt.



CHAPITRE 1V
PROJET DE RECHERCHE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les études portant sur les K8/18 et leurs fonctions cellulaires ont montré le rdle qu’elles
occupent au sein des hépatocytes dans la protection du foie contre différents stress,
toxiques ou mécaniques (Bauman et al., 1994). Certaines de ces études ont suggéré que
la régulation de la phosphorylation des kératines est impliquée dans I’exercice de la
fonction protectrice des K8/18 (Omary et al., 2006). Les K8/18 semblent également
participer a la régulation du processus apoptotique, bien que I’on ne sache exactement

par quels mécanismes elles interviendraient (Marceau et al., 2007).

Les travaux réalisés antérieurement dans notre laboratoire indiquent qu’il pourrait y
avoir un lien entre la phosphorylation de la K8 S79, chez la souris, et la protection des
hépatocytes contre la mort cellulaire par apoptose (Fausther et al., 2004). Suite au
traitement de souris C3H a la GF, il a été observé une hyperphosphorylation de la K8
S79 au sein d’hépatocytes entourant une cellule en apoptose. D’aprés ces travaux, la
cellule décrite comme étant en apoptose ne porte pas de K8 S79 phosphorylée (K8
pS79). Ces observations nous ont amené a supposer que 1’émission d’un signal par la
cellule mourante vers les cellules adjacentes entrainerait la phosphorylation de la K8
S79, résultant en la protection de ces cellules contre le processus d’apoptose.
L’hypothése que nous posons suite a cette étude est que la phosphorylation des K8/18 en
réponse a un stress toxique constituerait un facteur clé dans la protection des
hépatocytes contre Ie processus d’apoptose. Ceci a conduit aux problématiques
suivantes : la formation d’agrégats comme les CMs observés dans les cas d’hépatite
alcoolique affecte-t-elle la fonction cytoprotectrice des K8/18? Cette réorganisation des
K8/18 ainsi que leur phosphorylation sont-elles en lien avec 1’apoptose induite par ce
type de stress? Le présent projet de recherche consiste a préciser le réle des K8/18 et de
sa phosphorylation dans la réponse d’hépatocytes soumis a un stress toxique et plus

particuliérement dans le processus d’apoptose qui en résulte.
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Afin de répondre a ces interrogations, nous nous sommes fixés trois principaux
objectifs. Le premier objectif de cette étude a consisté en la mise au point d’un modéle
in vitro au sein duquel il serait possible d’induire un stress toxique comparable a celui
provoqué in vivo par la GF. Les travaux antérieurs réalisés a partir de modéles animaux
nous ayant permis de cibler la K8 comme un acteur potentiellement important dans la
réponse des hépatocytes a un stress toxique, ’utilisation d’un modéle ir vitro nous
apparait pertinente pour préciser les mécanismes moléculaires par lesquels la K8
interviendrait. L’induction d’un stress toxique au sein de cellules en culture nous a donc
permis d’analyser I’impact de ce type de stress sur le réseau de K8/18 d’un point de vue
morphologique et fonctionnel. Le deuxiéme objectif de cette étude a été de mesurer
I’effet du stress induit par la GF sur le processus d’apoptose. Certaines ¢tudes tendent a
associer la K8 a I’apoptose médiée par la voie Fas/Fas L (Gilbert et al., 2001). Nous
avons donc exploré, d’une part, I’implication de cette voie de signalisation dans
I’apoptose induite par le traitement a la GF ; et, d’autre part, la possibilité d’interactions
entre la K8 et le récepteur Fas. Enfin, le troisiéme objectif de ces travaux a été de
déterminer I’implication de la voie PI3K/Akt dans la réponse cellulaire a la présence de

GF et son interaction potentielle avec les K8/18.



CHAPITRE V
METHODOLOGIE

5.1 Modéle d’étude : Cellules HepG2

Les lignées cellulaires d’hépatocytes constituent des modeles d’étude couramment
utilisés dans le cadre d’étude portant sur différents aspects du foie (physiologiques ou
pathologiques). Il en existe plusieurs d’origine humaine comme les cellules HepG2,
Huh7 ou encore HepB3 toutes issues d’hépatocarcinomes. Les cellules HepG2, isolées
en 1979 d’un cancer hépatocellulaire, sont aujourd’hui bien caractérisées et
couramment utilisées, particuliérement dans le cadre d’étude sur I’hépatotoxicité de
diverses drogues (Vermeir et al., 2005). Les travaux de Nakamichi et al. ont suggéré
que leur exposition a la GF peut y induire la formation d’amas de kératines (Nakamichi
et al., 2002). Ce sont donc les cellules que nous avons choisi d’utiliser comme modele in

Vitro pour nos travaux.

5.1.1 Cellules HepG2

Les cellules HepG2 (ATCC, American Type Culture Collection) ont été maintenues en
culture selon les directives du fournisseur. Les cellules ont donc été cultivées dans du
RPMI-1640 contenant 10% de FBS (Fetal Bovin Serum) qui constitue un apport en
facteurs de croissance nécessaire a la prolifération cellulaire. De la gentamycine a
50pg/mL a été ajoutée dans des proportions de 50pg/100mL de milieu de culture afin de
limiter le risque de contamination bactérienne. La croissance cellulaire s’effectue a 37°C
sous une atmosphére enrichie a 5% de CO, (dioxyde de carbone). Selon la quantité de
cellules initialement mises en culture et la surface du support utilisé, le temps

d’incubation pour atteindre une confluence de 65 a 85% varie entre 24 et 72 heures.
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5.1.2  Traitement : exposition a la Griséofulvine

La grisofulvine (GF) représente 1’un des agents toxiques les plus utilisés sur des
modéles animaux dans le cadre d’études sur la formation des CMs. Les travaux de
Nakamichi et al. (2002) ont montré que I’exposition continue a la GF pouvait induire au
sein de cellules HepG2 la formation d’agrégats cytoplasmiques de K8/18 qui
contiennent également de 1’ubiquitine et peuvent ressembler aux CMs. Ces résultats
laissent supposer que les cellules HepG2 traitées a la GF pourraient constituer un

modele in vitro pour I’étude de la formation des CMs.

5.1.3 Griséofulvine

La GF est un agent chimique initialement isolé du mycéte Penicillium griseofulvum en
1939 par Oxford et al. ; elle est également produite par d’autres espéces de Penicillium.
C’est un antifungique couramment utilis¢ dans le traitement d’affections a
dermatophytes, champignons causant des maladies dermatologiques chez les

mammiferes (Epidermiphyton, Trichophyton et Microsporum) (Develoux, 2001).

Les propriétés fungistatiques de la GF reposent en partie sur sa capacité a interrompre le
processus de mitose en cours de métaphase (Develoux, 2001). La GF a un effet
déstabilisateur sur les MTs, principaux constituants du fuseau mitotique (Mir et al.,
1978). Plusieurs études in vitro ont été réalisées sur I’action potentielle de la GF dans les
cellules de mammiféres. Il apparait que selon le type de cellules, la GF déstabilise le
réseau de MTs soit en affectant leur dynamique par interruption de leur polymérisation
soit en s’y liant de maniére a en affecter ’organisation. La GF bloque ainsi le cycle

cellulaire en phase G2/M des cellules tumorales humaines (Panda et al., 2005).

Encore appelé (25, 6’R)-7-chloro-2', 4, 6-trimethoxy-6'-methyl-3H, 4'H-spiro[1-
benzofuran-2, 1'-cyclohex[2]ene]-3, 4'-dione, sa formule est C17H;7Cl1Os et sa structure
chimique est illustrée dans la figure 4.1. Son poids moléculaire est de 352,8. La GF se

présente sous la forme d’une poudre blanche insoluble dans 1I’eau pouvant néanmoins se
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dissoudre dans des solvants tels que le méthanol, 1’éthanol ou le diméthylformamide
(Develoux, 2001). Pour les besoins de nos travaux, la GF a été solubilisée dans du

diméthylsulfoxyde (DMSO).

FIGURE 4.1 : Structure chimique de la Griséofulvine
Tiré de Develoux (2001)

5.1.4 DMSO

Le DMSO est un composé organique transparent, sans couleur ni odeur dont la toxicité
est relativement faible. Sa formule chimique est (CH;),SO (Figure 4.2). C’est un agent
chimique dont les propriétés physicochimiques variées justifient sa large utilisation dans

le domaine des sciences fondamentales.

Hal . CHs

=
1

()

FIGURE 4.2 : Formule semi-développée du DMSO
Tiré de Yu et al. (1994)



45

Tel que nous 1’indique sa structure chimique (Figure 4.2), le DMSO est une petite
molécule amphiphile dont le poids moléculaire est de 78,13 g/mole. Son caractere
hydrophile/hydrophobe et sa taille Iui conférent la capacité de pénétrer les membranes
biologiques (bicouche lipidique) sans affecter les structures cellulaires internes (milieu
aqueux). En tant que solvant, le DMSO présente 1’avantage d’augmenter la perméabilité
membranaire de certains composés dont les propriétés physico-chimiques rendent les
échanges entre les milieux intra- et extracellulaires difficiles. Pour nos travaux, la
solubilisation de la GF dans du DMSO nous a semblé des plus appropriées d’autant que

la cytotoxicité de ce solvant est limitée a de faibles doses.

5.1.5 Traitement a la GF

Les HepG?2 confluentes a 65-70% ont été exposées a 0.07mg/mL de GF pendant 6, 24,
48 et 72h (notées GF). La GF (Schering Corp., Kenilworth, NJ) en solution dans du
DMSO (Sigma) a 0.07g/mL a en effet été ajouté au milieu de culture cellulaire dans des
proportions de 1:1000. Des cellules controles (notées DMSO) ont parall¢lement été
mises en culture en présence de milieu contenant du DMSO (1:1000) dans des
conditions semblables aux traitements & la GF. Des cellules exemptes de tout traitement
(notées CTL) font également office de contrdle et permettent d’évaluer 1’état initial des

HepG2 au moment des différents traitements.

5.2 Méthodes d’analyse

Les analyses effectuées dans le but de répondre aux objectifs de cette étude ont été faites
a partir de plusieurs techniques de biologies cellulaire et moléculaire, & savoir la
microscopie a fluorescence, I’immunobuvardage de type western et le RT-PCR (Reverse

Transcriptase-Polymerase Reaction Chain).
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Anticorps primaires utilisés
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Les analyses des différentes protéines ciblées par notre étude se sont en grande partie

effectuées via 1’utilisation d’anticorps primaires qui leur sont spécifiques. Ces derniers

sont répertoriés dans le tableau 4.1 avec les dilutions correspondant a chacune des

applications pour lesquelles ils ont été utilisés (microscopie a fluorescence et

immunobuvardage de type western).

TABLEAU 4.1

Liste des anticorps primaires utilisés

Anticorps
Protéines | primaires Références Dilutions Fournisseurs
marquées | spécifiques Microscopie | Western
a Blot
fluorescence
Kératines:
K38 totale Troma Iry (Boller et al., 1:2 1:1500 | Laboratoire Cadrin
1987) M.
K18 totale | L2Algouns (Chou and - 1:3000 | cadeau de Bishr M.
Omary, 1991) Omary’
K8 pS73 LI4sours (Liao et al., 1:100 1:1000 | cadeau de Bishr M.
1997) Omary
K8 pS431 5B3souris (Ku and 1:100 1:15000 | cadeau de Bishr M.
Omary, 1997) Omary*
Récepteur
Fas:
Fas C20¢apin (Kamitani et 1:100 1:1000 | Santa Cruz
al., 1997) Biotechnology
Protéine
Akt :
Akt totale Clonel3souris 1:50 1:1000 | BD Biosciences
PAKtisos | 92751apin (Ballouetal., | 1:50 1:1500 | Cell Signaling
2000; Hyduk
and Cybulsky,
Autres : 2002)
B-tubuline | TUB2.150uris (1\3]8()81;f etal, 1:100 1:1000 | Sigma Aldrich
Caspase 3 | 9661 apin (Huetal, - 1:1000 | Cell Singnaling
clivée 2000)
GAPDH 6C5Ssouris (Sumneretal., |- 1 :50000 | Abcam
2003)

*Dépaﬂement de médecine, Centre médical VA Palo Alto et Ecole de Médecine de I'Université de
Stanford, Palo Alto, CA
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5.2.2 Microscopie a fluorescence

Pour les analyses microscopiques, les cellules ont été mises en culture sur des lamelles
et traitées dans des plaques de six puits. Un nombre approximatif de 800 000 cellules
ont été cultivées 24h avant d’étre traitées ; leur confluence étant alors de 65-70%. Aprés
chaque temps de traitement (Oh (CTL), 6h, 24h, 48h et 72h) les cellules ont été, dans la
plupart des cas, fixées 10 min dans de la paraformaldéhyde a 4% dans du PBS 1X
(Phosphate Buffered Saline ; 137mM NaCl, 2.68mM KCl, 4.69mM Na,PO4, 1.47mM
KH,PO, a pH 7.2). La méthode de fixation est quelque peu différente pour les cellules
destinées a 1’observation des MTs, ces derniers étant labiles. Dans ce cas précis les
HepG2 ont été fixées 5 min dans de la formaline diluée 1 :10 (Sigma) dans du PEM
(PIPES 100mM, EDTA 5mM, MgCl, 2mM) contenant 0.2% de Triton-X100 (Sigma).
Cette étape de fixation est suivie d’une post-fixation de 5 min au méthanol froid (-20°C)

(U.Vielkind et S.H. Swierenga, 1989).

Les cellules traitées et fixées selon le protocole ont été immuno-marquées afin de
permettre la visualisation en microscopie a fluorescence des protéines suivantes : les
éléments du cytosquelette (K8 et MTs), les composantes phosphorylées de la K8 (K8
pS73 et K8 pS431) et de la protéine Akt phosphorylée sur la thréonine 308 (pAkt), et le
récepteur Fas (Tableau 4.1). Les cellules fixées ont été incubées entre 45 min et 1h a
température piece en présence de ’anticorps primaire (Tableau 4.1); D’anti-pAkt
nécessite cependant une incubation d’environ 24h 4 4°C. Aprés 3 lavages successifs de
5 min sous agitation dans du PBS 1X afin de retirer I’excédant d’anticorps primaires,
les anticorps secondaires ont ensuite été mis en présence des cellules (Tableau 4.2). Le
temps d’incubation avec les anticorps secondaires est de 30 min & température piéce.
Pour chacun des marquages effectués, I’ADN a été marqué avec du Hoechst 33342
(Hoechst) (Sigma). Ainsi, aprés 3 lavages successifs dans du PBS 1X, les cellules ont
été incubées avec le Hoechst dilué 1 : 10000 durant 20 a 30 min. Les cellules marquées
ont été montées sur lame, par inversion, sur du milieu composé de P-Phényléne diamine

0,1% contenant du glycérol (1 :2) (Sigma) destiné a en conserver la fluorescence.
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Les anticorps secondaires utilisés sont des anti-isotypes d’espéces (IgGane) conjugués a
un fluorophore (Jackson Laboratories); a savoir la rhodamine (TRITC) ou la
fluorescéine (FITC). 1ls sont répertoriés dans le tableau 4.2 ol sont également indiqués,

entre parenthéses, les anticorps primaires contre lesquels ils sont dirigés.

TABLEAU 4.2
Applications des différents anticorps secondaires utilisés

(Jackson laboratories sauf exception*)

Microscopie a fluorescence Immunobuvardage
de type Western
TRITC FITC Alexa 488* Perocydase
anti- | #715-025-151 #715-095-151 - #715-035-151
Souris (L14, 5B3) (LJ4, 5B3, TUB2.1) (LJ4, 5SB3, L2A1)
anti- | #715-025-153 - - #712-035153
Rat (Troma 1) (Troma 1)
anti- - - #A21206 #711-035-152
Lapin (C-20, 9275) (C-20, 9275)

"Anticorps provenant de Molecular Probes
Les anticorps primaires contre lesquels ils sont dirigés sont entre parenthéses.

En plus de I’observation classique entre lames et lamelles de nos cellules, nous avons
procédé a un décompte de cellules en apoptose. Le marquage des cellules avec le
Heochst a permis I’identification des cellules apoptotiques selon I’aspect de leur
chromatine marquée a 1’aide de ce fluorophore (Allen et al., 2001). Les cellules
apoptotiques sont caractérisées par une chromatine condensée souvent fragmentée en
granules définis. Pour les besoins de cette technique, les cellules ont été cultivées
directement dans des plaques de 6 puits (sans lamelles) et traitées selon les conditions
précédemment décrites. Les cellules ont été récupérées par trypsinisation et rincées au
PBS 1X avant d’étre simultanément fixées et marquées en suspension dans une solution
de PBS 1X contenant 0.2% de TritonX-100, 2% de formaline et du Hoescht dans des
proportions de 1:10000. Les cellules flottantes du milieu de culture ont également été

récupérées et incluses dans le décompte.
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Les cellules ont été visualisées au microscope a fluorescence (Olympus, Capsen Group
Inc.) et photographiées par une caméra numérique (CoolSNAP-Pro;s Monochrome,

Media Cybernetics).
5.2.3 Immunobuvardage de type Western (Western Blot)

Les cellules destinées aux analyses biochimiques ont été mises en culture dans des pétris
(100x15mm). Les HepG2 sont cultivées environ 24h de maniére a attéindre une
confluence de 65-70%. Elles ont ensuite été mises en présence de DMSO et de GF selon
le protocole précédemment défini. Apres traitement, les cellules ont été détachées de
leur pétri par «scrapping», récupérées dans du PBS 1X froid (4°C) et lysées dans une
solution contenant 2,3% de SDS (Sodium Dodécyl Sulfate), SO mM de NaF (fluorure de
sodium), 10 mM de EDTA (éthyléne-diamine-tétraacétique), 1 mM de pyrophosphate de
sodium, 1 mM de DTT (dithiothreitol), 1 mM de PMSF (phénylméthylsulfonylfluorure)
et un inhibiteur complet de protéases (Roche). Les cellules lysées ont été homogénéisées
a la seringue et dosées selon la méthode de Lowry modifiée pour la présence de SDS

afin de déterminer la concentration en protéines (Harrington, 1990).

Les protéines ainsi obtenues ont été séparées par électrophorése SDS-PAGE (30ug de
protéines /puits). Les gels de protéines ont, soit été colorés au bleu de Coomassie, soit
été transférés sur membrane de nitrocellulose (Biorad Laboratories) pour les analyses
d’immunobuvardage de type western. Ce type d’analyses requiert une étape préalable de
blocage (ou saturation) des membranes de nitrocellulose contenant les protéines
séparées. Cette étape assure la spécificité de la technique en limitant le bruit de fond
causé par la fixation non spécifique des anticorps primaires a la membrane. Selon
I’anticorps primaire ultérieurement utilisé, les membranes ont été incubées 1h a
température piéce ou 24h a 4°C dans du PBS 1X ou du TBS 1X (Tris buffered saline;
137mM NaCl, 20mM TrisHCI a pH 7.2) contenant 2% de lait en poudre exempt de
matiéres grasses ou encore 5% de BSA (Bovine serum Alumin). Tandis que ’utilisation

de PBS 1X a 2% de lait constitue les conditions standar de blocage pour la plupart de
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nos anticorps primaires, 1’usage de TBS 1X a 2% de lait et de PBS 1X a 5% de BSA

s’applique respectivement pour les anticorps anti-Fas et anti-pAkt.

Les membranes bloquées ont été, aprés 3 lavages successifs de 5 min dans du PBS-T ou
TBS-T (PBS ou TBS 1X contenant 0,05 a 0,2% de Tween 20 (Fisher scientific)),
incubées a température piece entre 45 min et 1h avec I’anticorps primaire dilué dans du
PBS ou TBS-lait a 2%. Elle a ensuite ¢été incubée 45 min & température piece en
présence de I’anticorps secondaire, un anti-IgG spécifique de 1’espéce source de
I’anticorps primaire conjugué a de la péroxidase (Tableau 4.1). Aprés 3 lavages
successifs, la membrane a été mise au contact d’une solution de surper ECL contenant
du peroxyde et du luminol (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit de
Pierce). Les bandes de protéines marquées ont été visualisées par chimiluminescence et
photographiées par une caméra numérique (UVP, Inc. Upland, CA). Les analyses
densitométriques  ont été effectuées via un logiciel informatique a partir des
photographies de membranes (Quantity One, Biorad Laboratories). La GAPDH
(Glycéaldéhyde-3-phosphate) utilisée comme contréle endogéne pour chacune des
membranes marquées permet de normaliser les analyses densitométriques pour en

faciliter I’interprétation.

5.2.4 RT-PCR

Pour les besoins de nos analyses RT-PCR, les HepG?2 sont cultivées directement dans
des plaques de 6 puits (35x10mm). Aprés 24h de croissance cellulaire, pour une quantité
initiale d’un million de cellules par puits, les cellules ont été traitées avec du DMSO et
avec de la GF a 0.07pug/mL durant 24, 48 et 72 heures. Aprés traitement, les cellules
sont extraites dans du TRIzol (Invitrogen) afin d’en isoler les ARN totaux selon le
protocole proposé par la compagnie Invitrogen. Pour la suite de nos manipulations, il est
important que I’ARN utilisé ne soit pas endommagé par I’action de RNAses.
L’électrophorése d’échantillons d’ARN dénaturé (0.8 pg/puit) sur gel d’agarose-

formaldéhyde 1,2% contenant du SYBR safe (Invitrogen) permet la séparation et la
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visualisation des sous-unités 18S et 28S des ARN a partir desquelles il nous est possible

de déterminer 1’état de I’ARN.

Les ARN totaux ont été rétro transcrits en ADN complémentaire (ADNc) par la
MMLV-R (Moloney Murine Leukemia Reverse Transcritpase) (Invitrogen) selon le
protocole suggéré par la compagnie. Les ADNc correspondant aux génes de Fas L et de
la GAPDH (contr6le endogéne) ont été sélectionnés a partir de I’ADNc total et amplifiés
par PCR via I'utilisation d’amorces spécifiques (Fas L : Maxim Biotech. ; GAPDH :
cadeau du Pr. Eric Asselin, département de chimie-biologie UQTR) dont les séquences
sont les suivantes :
FasL:
Anti-sens : 5° GGT TCT GGT TGC CTT GGT AGG AT 3’ (GenBank # D38122)
Sens : 3> CAG AAA GCA GGA CAATTCCAT AGGT 5° (GenBank # U08137)
GAPDH :
Anti-sens : 5> GTC TGG GAT GGA ATT GTG AG %
Sens : 3> AT AGT TTC CAC CTT CTT ACC &’

Les profils de réactions des deux amorces sont indiqués dans la figure 5.1.

Les amplicons produits ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose 2%. Du
SYBR safe ajouté a I’agarose avant sa polymérisation a permis de visualiser les produits
PCR sous UV (rayons ultra violets). Les bandes obtenues apres révélation du gel ont été

analysées par densitométrie.
5.2.5 Analyses statistiques
Le test statistique utilisé pour la validité de nos résultats est le test non paramétrique

Anova appliqué via un logiciel de traitement de données statistiques (Prism 3.03, Graph

Pad Inc.)
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PCR : Polymerase Chain Reaction

Nombre de cycles:
-FasL: 40
- GAPDH: 27
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FIGURE 5.1 : Principales étapes du PCR et profils de réaction des amorces de Fas
L et GAPDH. Les trois principales étapes du PCR sont la
dénaturation de ’ADN, I’hybridation des amorces aux brins d’ADN
et I’élongation par polymérisation griace a la présence de dNTP
(traits rouges, verts, noirs et bleus). Les profils de réaction des
amorces spécifiques des séquences Fas L. et GAPDH sont également
indiqués.

Version originale tirée de (Vierstraete, 1999), adaptée par Ingrid Labouba.



CHAPITRE VI
RESULTATS DE L’ETUDE

6.1 Effets de la GF sur les Fls et les MTs des HepG2

La présente étude s’est, dans un premier temps, centrée sur ’effet d’une exposition
continue de cellules HepG2 a la GF. Nous nous sommes particuliérement intéressés aux
modifications de 1’organisation et du niveau de phosphorylation des kératines suite au

traitement.

6.1.1 Organisation de la FlIs et des MTs

Les effets de la GF sur ’organisation du cytosquelette ont ét¢ déterminés suite a
I’observation par microscopie a fluorescence des kératines et des MTs des cellules
HepG2 avant et apreés traitement au DMSO et a la GF. Les K8/18 étant étroitement liées
au sein de la cellule, seule la K8 est représentée pour illustrer le réseau de K8/18. La

K18 a néanmoins également été visualisée.

Avant traitement a la GF les cellules en interphase, au noyau ovoide et a la chromatine
décondensée, possédent des réseaux de Fls et de MTs bien visibles. Le réseau de K8/18,
dense autour du noyau, s’étend a travers le cytoplasme jusqu’a la membrane plasmique
(Figure 6.1 CTL.A, E et DMSO A-B, E-F). Les MTs, également étendus dans le
cytoplasme, irradient du centrosome a partir duquel ils forment un réseau distinct
(Figure 6.1 CTL.C, E et DMSO.C-F). Dans les cellules en mitose, on peut observer la
réorganisation des MTs qui forment le fuseau mitotique indispensable a la ségrégation
des chromosomes dont on peut distinguer la forme dans certains cas (Figure 6.1 CTL.D,
F). Les K8/18, sont, quant a elles, distribuées a proximité de la membrane plasmique ou
elles forment un réseau filamenteux (Figure 6.1 CTL.B, F). L’exposition continue des
HepG2 au DMSO ne semble pas affecter I’organisation des Fls et des MTs. On ne note

en effet aucun changement important au sein de ’une ou I’autre de ces fibres.
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Le traitement a la GF semble affecter I’organisation des réseaux de FIs au sein des
cellules HepG2 ; et ce dés 24h de traitement. On observe, en effet, une agrégation
progressive des K8/18. Dans les premiers temps de traitement, les K8/18 tendent a se
rétracter en périphérie de la cellule et finissent par former des amas de plus en plus
denses a mesure que la durée d’exposition a la GF augmente (Figure 6.1 24h.A-C, G-I
et48h.A-C, G-I). Ainsi, aprés 24 et 48h de traitement, on peut observer I’apparition
d’amas de K8/18 enchétrees (Figure 6.1 24h.A-C, G-I et 48h.C, I). Les photographies
24h.B, H de la figure 6.1 montrent une importante agrégation des K8/18 illustrant ainsi
I’effet précoce du traitement a la GF sur ’organisation des Fls des HepG2. Suite au
traitement a plus long terme (72h), les amas de K8/18, filamenteux en début de
traitement, tendent a devenir des granules denses et amorphes (Figure 6.1, 72h.A, D, J,
L). On note néanmoins que plusieurs cellules possédent un réseau de FIs encore intact

(Figure 6.1 48h.B, H et 72h.A, I).

Aprés traitement a la GF, on observe la présence de nombreuses cellules qui semblent
en mitose. Leur forme arrondie et le niveau de condensation de leur chromatine tendent
a suggérer qu’elles sont, pour la plupart, en prométaphase (Figure 6.1 72h.K). La
propriété anti-mitotique de la GF nous améne & déduire que ces cellules seraient
bloquées en mitose plutdt qu’en cours de division cellulaire. On note au sein de ces
cellules le réseau filamenteux des K8/18 tandis que celui des MTs est a peine visible
voire absent (Figure 6.1 72h.C, G, K). Leur noyau de plus petite taille que dans les
cellules en interphase contient une chromatine trés condensée sans que 1’on ne distingue,
toutefois, la forme des chromosomes (Figure 6.1 72h.K). On peut également observer
quelques cellules qui, d’aprés 1’aspect fragmenté de leur chromatine, sont en cours

d’apoptose (Figure 6.1 48h.H et 72h.J).

Les MTs, en réseau abondant bien défini dans les cellules CTL et DMSOQ, appraissent
endommaggés, voire fragmentés apreés exposition des HepG2 a la GF (Figure 6.1 48h.C,
F, I). Dans les cellules bloquées en mitose ils sont quasi-absents et ne persistent qu’a

I’état de trace (Figure 6.1 72h.K).
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HepG2 exemptes de traitement a la GF

B-Tubuline Superposition
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FIGURE 6.1 : Effets de la GF sur ’organisation du cytosquelette des HepG2 :
Description de la figure sur la page suivante.
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FIGURE 6.1 : Effets de la GF sur I’organisation du cytosquelette des HepG2.
Les cellules HepG2 aprés traitement ont été extraites et fixées selon
le protocole visant la conservation des MTs (cf. section 5.2.2). La K8
spécifiquement reconnue par Troma 1 est marquée au TRITC tandis
que les MTs ciblés par TUB2.1 sont marqués au FITC. L’ADN
nucléaire marqué avec le Hoechst apparait en bleu sur les
superpositions.Les photographies illustrent les HepG2 aux
grossissements 40X et 100X.
CTL) Cellules exemptes de tout traitement. En A, la fléche pointe la
région périnucléaire ou le réseau de K8/18 apparait plus dense dans
les cellules en interphase. La structure pointée en C correpsond au
centrosome dans la méme cellule que celle présentée en A.
DMSO) Cellules exposées au DMSO. En A, la fleche montre le réseau
K8/18 plus dense autour du noyau dans une cellule en interphase ; en
C, le centrosome est pointé au sein de la méme cellule. Les structures
pointées en D et en F correspondent au centrosome a plus fort
grossissement.
24h) Cellules traitées 24h a la GF. Les fléches sur les photographies
A, C, G et I indiquent les amas filamenteux de K8/18 induit par le
traitement.
48h) Cellules traitées 48h a la GF. En A et en G, la structure pointée
illustre la rétraction des K8/18 induite par le traitement a la GF. En
H, la fleche montre une cellule en apoptose.
72h) Cellules traitées 72h a la GF. Des granules denses de K8/18 sont
indiqués par des fleches en A, D, I et L. En J, la cellule pointée est en
apoptose.
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6.1.2 Niveaux d’expression des K8/18

Les analyses biochimiques des K8/18 ont été effectuées a partir de lysats de cellules

HepG2 CTL et traitées au DMSO ou a la GF pendant 6, 24, 48 et 72 heures.

A)

Niveaux d'expression de K8/18
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FIGURE 6.2

oh 72h

lh ' I48h
Temps
: Effets de la GF sur ’expression des K8/18.
A) Photographies des bandes de K8/18 obtenues a partir de lysats de
HepG2 aprés analyses de type western. B) Analyses densitométriques
des bandes de K8/18 ; I’histogramme violet représente la K8 tandis
que le bleu représente la K18. (*: p<0,05 ; n=3)
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Les analyses densitométriques de nos résultats d’immunobuvardage de type western
révélent que la GF influe sur la quantité de K8 présente au sein des cellules HepG2, et
donc, potentiellement sur son niveau d’expression. Le graphique de la figure 6.2 (B)
indique le pourcentage de variation d’expression des K8/18 dans les HepG2 exposées a
la GF ou au DMSO par rapport a leur état initial qui correspond aux cellules CTL (Oh de
traitement, Figure 6.2 B). Les cellules exposées au DMSO ne montrent pas de variation
significative autant pour la K8 que pour la K18. On constate, par contre, qu’a 24h
d’exposition a la GF, la K8 atteint un niveau 3 fois plus élevé que dans les cellules CTL
(p<0,05). Les niveaux de K18, quant a eux, varient peu tout au long du traitement. Ces

observations sont illustrées sur la figure 6.2 A, B.

6.2 Phosphorylation des K8/18

6.2.1 Phosphorylation de K8

Les niveaux de phosphorylation de la K8 sont analysés par immunofluorescence et
immunobuvardage de type western. Les sites de phosphorylation considérés sont les
sérines 73 et 431 (K8 S73 et K8 S431) et les composantes phosphorylées de 1a K8 sont
notées K8 pS73 et K& pS431.

K& 873 :

Les analyses de type western des lysats de HepG2 traitées a la GF montrent une
augmentation du niveau de phosphorylation de la K8 sur la sérine 73 par rapport aux
cellules contréles (CTL et DMSO). Bien que la K8 pS73 soit présente parmi les cellules
CTL et DMSO, on note que le niveau de phosphorylation de K8 S73 est relativement
bas comparé aux cellules traitées a la GF, tel qu’on peut le voir sur la figure 6.3 (A et
B). On constate en effet, a partir des représentations graphiques de données
densitométriques que la quantité de K8 pS73 augmente de facon constante avec le temps
d’exposition des cellules HepG2 a la GF (Figure 6.3.B). Aprés 48h et 72h de traitement
a la GF le niveau de phosphorylation de la K8 S73 augmente de fagon signicative tant
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par rapport & I’état initial des cellules (CTL) que par rapport a leurs controles DMSO
respectifs (DMSO 48h et 72h) (p<0,05)

A)
Niveaux de phosphorylation de K8: Sérine 73

Oh 6h 24h 48h 72h

CTL [DMSO| GF [DMSO| GF |DMSO| GF |DMSO| GF

_ _[K8pS73
T — - —— — — e~ |GAPDH
B) CCTL
.

AANEPY IS

]

oh 6h 24h
Temps

48h

72h

FIGURE 6.3 : Effets de la GF sur la phosphorylation de K8 S73.
A) Photographies des bandes de K8 pS73 obtenues a partir de lysats
de HepG2 aprés analyses de
densitométriques des bandes de K8 pS73. (* : p<0,05; n=3)

type western.

B) Analyses

L’ observation microscopique de la K8 pS73 au sein des HepG2 confirme sa présence

aussi bien parmi les cellules CTL et traitées au DMSO qu’au sein des cellules exposées

a la GF. Dans les cellules contrdles (CTL et DMSO), la K8 pS73 est essentiellement

présente au sein de cellules en mitose comme I’illustre la figure 6.4 (CTL.C-F et

DMSO.C-F). On peut distinguer 1’aspect filamenteux de la K8 pS73 dans ces cellules

arrondies a la chromatine condensée en chromosomes.
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HepG2 exemptes de traitement a la GF

K8 pS73 Superposition

pmso

HepG2 traitées a la GF

FIGURE 6.4 : Effet de la GF sur la distribution de la K8 S73.
Description de la figure sur la page suivante.



61

FIGURE 6.4 : Effet de 1a GF sur la distribution de la K8 S73.
Les cellules HepG2 aprés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, a la PFA 4%. La K8 est marquée au
TRITC tandis que la K8 pS73 ciblée par LJ4 est marquée au FITC.
L’ADN nucléaire marqué avec le Hoescht apparait en bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2 a
un grossissement de 40X.
CTL) Cellules exemptes de tout traitement. Les cellules en mitose
pointées sur les photographies C a F contiennent de 1a K8 pS73.
DMSO) Cellules exposées au DMSO. Les cellules pointées sur les
photographies C a F contiennent de la K8 pS73 et sont en mitose.
48h) Cellules traitées 48h a la GF. En C et en D, les fleches indiquent
des cellules en interphase dont le réseau de KB8/18 intact est
phosphorylé sur la K8 S73. Les photographies E et F illustrent la
distribution de K8 pS73 calqué sur le réseau filamenteux de K8/18
(cellules pointées).
72h) Cellules traitées 72h a la GF. Les structures pointées en I et en J
correspondent a des amas de K8/18 contenant de la K8 pS73. Les
fleches des photographies H et L indiquent la présence de K8 pS73
dans une cellule bloquée en mitose.
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Apres exposition a la GF, le nombre de cellules contenant la K8 pS73 tend a augmenter
et on compte plusieurs cellules bloquées en mitose (Figure 6.4 72h.D, H, L). On
remarque néanmoins que, parmi les HepG2 traitées a la GF, les cellules engagées dans
le processus mitotique ne sont pas les seules au sein desquelles on peut retrouver de la
K8 pS73. On constate la présence de K8 pS73 au sein de cellules en interphase (Figure
6.4 48h.C, D). Ces cellules, dont le nombre croit avec le temps d’exposition a la GF,
sont ¢étalées, leur ADN décondensé, et possédent un réseau de K8/18 intact en partie
posphorylé sur la K8 S73, de sorte que la K8 pS73 forme un réseau filamenteux calqué
sur celui des kératines totales (Figure 6.4 48h.F).

On constate également que la réorganisation des K8/18 induite par le traitement a la GF
affecte la distribution de la K8 pS73 qui se retrouve incluse au sein d’amas de K8/18
(Figure 6.4 72h.A-B, E-F, I-J). Ceci s’illustre par la colocalisation (en jaune sur les
superpositions de la figure 6.4) que 1’on peut constater entre les agrégats de K8/18 et la
K8 pS73 aprés 72h de traitement (Figure 6.4 I, J). On note cependant que tous les
agrégats de K8/18 observés ne contiennent pas de K8 pS73 (Figure 6.4 72h.K).

K8 S431 :

On note, a partir d’analyses de type western, la présence de la phosphokératine K8
pS431 tant dans les cellules contrdle qu’au sein des cellules traitées a la GF. On constate
cependant sur la figure 6.5 une hausse du niveau de phosphorylation de la K8 S431 dés
6h d’exposition a la GF. La quantité de K8 pS431 tend a augmenter avec le temps
d’exposition des cellules a la GF (Figure 6.5 A et B). Les hausses des niveaux de K8
pS431 deviennent significatives aprés 72h de traitement (p<0.05) (Figure 6.5 B).
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A)
Niveaux de phosphorylation de K8: Sérine 431
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FIGURE 6.5 : Effets de l1a GF sur la phosphorylation de la K8 S431.
A) Photographies des bandes de K8 pS431 obtenues a partir de lysats
de HepG2 aprés analyses de type western. B) Analyses
densitométriques des bandes de K8 pS431. (*: p<0,05)

L’analyse en microscopie a fluorecence de la distribution de la K8 pS431 appuie les
résultats obtenus en immunobuvardage de type western; & savoir que cette
phosphokératine est présente autant dans les cellules controles (CTL et DMSO) que
dans les cellules traitées a la GF. Avant exposition a la GF, on constate la présence de la
K8 pS431 dans les cellules en mitose et en interphase. Dans les cellules en mitose, la K8

pS431 semble se répartir au niveau de la membrane plasmique (Figure 6.6 CTL.C, E).
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Au sein des cellules en interphase, la K8 pS431 s’étend soit a I’ensemble du réseau de
kératines, soit se distribue en des régions localisées du cytosquelette, formant ainsi des

plages de phosporylation (Figure 6.6 CTL.D, F et DMSO.C-F).

L’observation des cellules exposées a la GF tend a indiquer que le traitement affecte la
répartition cellulaire de la K8 pS431. On constate en effet que la K8 pS431 est
majoritairement distribuée au niveau de plages du réseau de kératines (Figure 6.6 48h.D,
G et 72h.G, F, H, J, K, L). Cette répartition est également observée dans les cellules
bloquées en mitose (Figure 6.6 72h.G, F, J, K). On note néanmoins dans un nombre
restreint de cellules en interphase que 1a K8 pS431 est étendue a I’ensemble de la cellule
tel qu’observé dans les cellules contréles (Figure 6.6 48h.B, E, H). De plus, comme on a
pu le constater pour les K8/18, la GF semble induire I’agrégation de la K8 pS431
(Figure 6.6 48h.F et 72h.E). La colocalisation entre les granules de K8 pS431 et les
amas de K8/18, notée sur les superpositions de la figure 6.6, suggere que la
réorganisation des K8/18 aurait un impact sur la distribution de cette phosphokératine

(Figure 6.6 48h.1 et 72h.1).

6.2.2 Phosphorylation de la K18

Nous avons également procédé a des analyses préliminaires de type western sur les
niveaux de phosphorylation de 1a K18 ; les sites de phosphorylation alors étudiés sont
les sérines 33 et 52. Il en ressort que la GF induit I’hyperphosphorylation de la K18 sur
chacun des deux sites. On constate en effet une augmentation significative du niveau de
K18 pS33 dans les traitements de 48 et 72 heures par rapport aux cellules controles
(CTL et DMSO) (p<0.05) (Figure 6.7 B.a). Pour ce qui est de la K18 pS52, les
observations sont similaires ; aprés 48 et 72 heures de traitement a 1a GF on note que les

niveaux de K18 pS52 augmentent de fagon significative par rapport aux cellules CTL et
DMSO (p<0.05) (Figure 6.7.B.b).
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FIGURE 6.6 : Effet de la GF sur la distribution de la K8 S431.
Description de la figure page suivante.
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FIGURE 6.6 : Effet de 1a GF sur la distribution de la K8 S431.
Les cellules HepG2 aprés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, a la PFA 4%. La K8 est marquée au
TRITC tandis que la K8 pS431 ciblée par SB3 est marquée au FITC.
L’ADN nucléaire marqué au Hoescht apparait en bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2 a
un grossissement de 40X.
CTL) Cellules exemptes de tout traitement. En C, les fléches
indiquent la distribution membranaire de K8 pS431 au sein de
cellules en mitose également pointées en E ou on peut voir le niveau
de condensation de la chromatine en chromosome.
DMSO) Cellules exposées au DMSO. En C et en E, la fleche blanche
montre la K8 pS431 étendue a I’ensemble du réseau de K8/18 tandis
que la fleche rose indique les plages de phosphorylationde la K8
S431.
48h) Cellules traitées 48h a la GF. En C, la structure pointée
correspond a un amas de K8/18 ; en F, la fleche blanche montre des
amas de K8 pS431 au sein de 1a méme cellule. La photographie I est
la superposition de C et F et illustre la colocalisation entre les amas
de K8/18 et de K8 pS431 pointée par la fleche blanche. Les fléches
roses en F et I montre I’aspect de plages de l1a K8 pS431 dans une
cellule en interphase.
72h) Cellules traitées 72h a la GF. En A, la structure pointée
correspond a un amas de K8/18 ; en E, la flecche montre des amas de
K8 pS431 au sein de la méme cellule. La photographie I est la
superposition de A et E et illustre la colocalisation entre les amas de
K8/18 et de K8 pS431 pointée par la fléche. Les cellules pointées en
G, F, J et K sont bloquées en mitose et contiennent de la K8 pS431
distribuée au niveau de plage de phosphorylation. Ce patron de
distribution est également observé dans des cellules en interphase
pointées sur les photographies H et L.
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FIGURE 6.7 : Effets de la GF sur la phosphorylation de K18 S33/52.
A) Photographies des bandes de K18 pS33 et K18 pS52 obtenues a
partir de lysats de HepG2 aprés analyses de type western. B)
Analyses densitométriques des bandes de K18 pS33 et K18 pS52: a.
Représentation graphique des niveaux de K18 pS33 (* : p<0.05;
n=2). b. Représentation graphique des niveaux de K18 pS52 (*:
p<0.05; n=3).
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6.2 Effets de la GF sur I’apoptose

Le suivi de nos cellules HepG2 nous a permis de noter que 1’exposition a la GF entraine
une diminution importante du nombre de cellules fixées au support de culture cellulaire
tandis que la proportion de cellules flottant dans le milieu de culture augmente. Nous
avons alors émis I’hypothése que les cellules flottantes sont composées de cellules
mortes. Pour illustrer le bien fondé de cette hypothese, nous avons procédé a différentes
analyses en vue de déterminer si le traitement a la GF provoque la mort des cellules par

apoptose.

La coloration de I’ADN nucléaire des HepG2 avec le Hoechst a permis d’observer les
caractéristiques morphologiques de la chromatine et d’identifier les cellules en apoptose.
Le décompte des cellules apoptotiques et non apoptotiques dans différentes fractions
(cellules fixées au substrat et flottantes) a montré que la GF induit une augmentation de

la mort cellulaire par apoptose qui croit avec le temps d’exposition a la GF (Figure 6.8).

L’analyse de la morphologie des noyaux cellulaires montre que les cellules meurent par
apoptose. L’analyse de type western de la procaspase 3 et de sa forme active (la caspase
3 clivée) supporte cette observation. En effet, on constate que le traitement a la GF
entralne une augmentation du niveau d’expression de la procaspase 3. La quantité de
caspase 3 clivée est également augmentée par le traitement. On remarque, aprés 24h
d’exposition a la GF, la présence de caspase 3 clivée sans variation notable dans la
quantité de sa forme inactive. Par contre, des expositions plus prolongées, de 48 et 72
heures, induisent une augmentation du niveau d’expression (procaspase 3) et

d’activation de la caspase 3 (Figure 6.9).

La somme de ces observations montre que I’augmentation du taux de mort cellulaire
observée apres traitement a la GF est, du moins en partie, imputable au processus

d’apoptose.
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Décompte de cellules apoptotiques
versus non apoptotigues
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Cellules fixées Cellules non apoptotiques

FIGURE 6.8 : GF et morts cellulaires.

Le décompte de cellules a été effectué a partir des cellules fixées
ayant été trypsinisées, et des cellules flottantes contenues dans le
milieu de culture. Le graphique représente le pourcentage de cellules
de chacune des deux fractions. Les fractions de cellules fixées et de
cellules flottantes sont respectivement indiquées sur le graphique en
rose et en bleu. La portion hachurée correspond au pourcentage de
cellules apoptotiques de chacune des fractions tandis que les cellules
non apoptotiques sont illustrées par la portion pleine du graphique.
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Niveaux d’activation de la Caspase 3
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FIGURE 6.9 : Effets de la GF sur I’activation de la caspase 3.
Photographie de membrane de nitrocellulose aprés analyses de type
western de la caspase 3 clivée. La procaspase est visible a 32kD. A 17
et 19kD sont illustrés les fragments de caspase 3 obtenus apreés deux
clivages séquenciels de la procaspase 3 qu’implique le processus
d’activation. La GAPDH fait office de contrdle interne.

6.3 Effets de la GF sur la voie de signalisation Fas/Fas L

Nous avons €établi que le traitement a la GF provoque la mort des cellules HepG2 par
apoptose. Les voies de signalisation apoptotiques mises en cause sont néanmoins encore
inconnues. Nous avons exploré la possibilité que la voie de Fas/Fas L pourrait jouer un
role. Des analyses de type western, de RT-PCR et de microscopie a fluorescence on été

alors été réalisées.

6.3.1 Expression de Fas et de son ligand

Fas L est une protéine sécrétée par les hépatocytes et ne peut donc étre analysée par
microscopie ou encore par immunobuvardage de type western a partir de lysats
cellulaires. Pour étudier ’expression de Fas L nous avons procédé a 1’analyse de son
ARNm par RT-PCR. Fas a, quant a lui, ét¢ étudié via des analyses de type western et par

microscopie a fluorescence.
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L’analyse de Fas dans les cellules HepG2 montre que le traitement a la GF n’affecte pas
son niveau d’expression. Bien que la quantité de Fas diminue dans le temps, autant au
sein de cellules traitées au DMSO qu’a la GF, on ne note pas de variation significative
imputable a I’expostion a la GF (Figure 6.10, DMSO versus GF). Les analyses
qualitatives et quantitatives des ANRm de Fas L ont, par contre, révél¢ une
augmentation importante aprés 72h de traitement (Figure 6.11 A, B). Ces variations de

I’expression de Fas L. suggérent que la voie Fas/Fas L est sollicitée aprés exposition a
la GF.

A)
Niveaux d'expression de Fas : Protéines
Oh 6h 24h 48h 72h
CTL |DMSO| GF DMSOI GF PDMSO| GF |DMSO| GF
S — GAPDH
B) Fas
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3
: A -m -l
oh 6h

24h 48h 7ah
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FIGURE 6.10 : Effets de la GF sur I’expression de Fas.
A) Photographies des bandes de Fas obtenues a partir de lysats de
HepG2 aprés analyses de type western. B) Analyses
densitométriques des bandes de Fas. B) Représentation graphique
des niveaux de Fas.
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FIGURE 6.11 : Effets de la GF sur I’expression de Fas L.
A) Gel d’agarose 2% d’amplicons d’ADNc de Fas L et de GAPDH

obtenus aprés RT-PCR sur les ARN totaux de cellules HepG2. B)
Représentation graphique des analyses densitométriques des
bandes d’ADNc de Fas L (p<0.05 ; n=2).

6.3.2 Distribution de Fas

Avant le traitement a la GF, on observe dans les cellules HepG2 deux profils de
distribution de Fas. On constate, en effet, dans les cellules contrdles que Fas est tantdt
diffus dans le cytoplasme, tantot concentré a proximité du noyau ou il prend un aspect
vésiculaire (Figure 6.12 CTL.A-E et DMSO.A-L ; Figure 6.13 CTL.D-I et DMSO.F-G,
J-K). Aprés exposition & la GF, on note des changements dans sa localisation. Fas,

cytoplasmique dans les cellules contréles, tend a se redistribuer 4 la membrane dans
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certaines cellules (Figure 6.12 24h.E-F, H-1; 48h.D, F, G, I et 72h.E-F, H-1 ; Figure 6.13
48h.E-L et 72h.F-O). De plus, on observe, dans les traitements a plus long terme, des
régions de la membrane plasmique ot Fas semble plus agrégé (Figure 6.12 48h.F, I et
72h.E-F, H-1; Figure 6.13 48h.H, L et 72h.G, L). De nombreuses cellules, cependant,
ont un profil de distribution de Fas identique a celui observé dans les cellules contréles ;
Fas demeure diffus a travers le cytoplasme cellulaire (Figure 6.12 24h.D, G ; Figure
6.13 24h.D-I).

Afin de déterminer s’il existe un lien entre la distribution de Fas et les kératines, nous
avons procédé a un double immunomarquage en microscopie a fluorescence de Fas avec

la K8 pS73 d’une part, et la K8 pS431 d’autre part.

Fas et K& pS73 :

Dans les cellules contrdles, la K8 pS73 n’est présente qu’au sein de cellules en mitose
dans lesquelles Fas est étendu a travers tout le cytoplasme de fagon diffuse (Figure

6.12.DMSO.G,K). La K8 pS73 et Fas ne paraissent pas associés.

Aprées 24h de traitement a la GF on note déja la translocation de Fas vers la membrane
plasmique. On constate, dans certaines cellules, de la colocalisation entre Fas
membranaire et la K8 pS73 (Figure 6.12 24h.H). La GF provoque également dans les
HepG2 une redistribution de la K8 pS73 qui se retrouve incluse dans des granules
(Figure 6.12 48h.A-C, G-I et 72h.A-C, G-I). Aprés des expositions de 48 et 72 heures,
I’importante relocalisation membranaire de Fas est essentiellement observée au niveau
de cellules dans lesquelles on note la présence de granules contenant de la K8 pS73
(Figure 6.12 48h.G, I et 72h.H, I). On n’observe pas de colocalisation dans ces cellules.
Ces résultats suggéerent que la réorganisation des kératines phosphorylées pourrait avoir

un impact sur la distribution de Fas et son interaction avec la K8 pS73.



74
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FIGURE 6.12 : Distribution de Fas et de la K8 pS73 dans les HepG2 exposées a la
GF. Description de la figure page suivante.
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FIGURE 6.12 : Distribution de Fas et de la K8 pS73 dans les HepG2 exposées a la
GF. Les cellules HepG2 aprés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, a 1a PFA 4%. La K8 pS73 ciblée par LJ4
est marquée au TRITC tandis que Fas D’est au FITC. L’ADN
nucléaire marqué au Hoeschst apparait en bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2 a
40X et 100X.

CTL) Cellules exemptes de tout traitement. En D et en F, on peut
noter la distribution cytoplasmique de Fas autour du noyau.

DMSO) Cellules exposées au DMSO. En F et en H, les fléches
indiquent I’aspect vésiculaire de Fas lorsqu’il est localisé autour du
noyau.

24h) Cellules traitées 24h a la GF. La photographie B montre
I’aspect filamenteux de la K8 pS73 au sein d’une cellule bloquée en
mitose ; en E, la fleche indique la localisation membranaire de Fas
dans la méme cellule. En H, on peut constater la colocalisation entre
les structures pointées en B et en E. Les structures pointées en F et en
I illustrent également la localisation membranaire de Fas.

48h) Cellules traitées 48h a la GF. L’agrégation membranaire de Fas
induite par le traitement est illustrée par la stucture pointée en F et
en I. On peut observer dans cette cellule de petits agrégats de K8
pS73 pointés en C.

72h) Cellules traitées 72h a la GF. Sur les photographies E et H est
indiquée une cellule bloquée en mitose dans laquelle on peut voir
I’agrégation membranaire de Fas et celle de la K8 pS73 dans le
cytoplasme. En F et en I, on peut également voir cette agrégation
mais dans une cellule en interphase ou ’on peut distinguer des amas
de K8 pS73.
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Fas et K8 pS431 :

Dans les cellules contrdles, la K8 pS431 s’étend a I’ensemble du réseau de kératines ou
se restreint a certaines régions du cytoplasme, formant ainsi des plages de K8 pS431
(Figure 6.13 CTL.A-C, G-I et DMSO.A-D, I-L). Fas localisé a proximité du noyau tend
a se retrouver dans les zones ou la K8 est phosphorylée sur sa sérine 431. On note ainsi
une colocalisation entre la K8 pS431 et Fas dans ces régions de la cellule (figure 6.13
CTL.H, L et DMSO.J, L). Cette colocalisation n’est cependant pas observée dans les
cellules ou la K8 pS431 se distribue a travers tout le réseau de kératines (Figure 6.13

CTL.G et DMSO.L, K).

Le traitement a la GF induit des changements dans le patron de phosphorylation de la
K8 S431. La réorganisation de la K8 pS431 semble affecter sa colocalisation avec Fas
notées dans les cellules controles. A 24h de traitement, on constate 1’apparition de
granules contenant de la K8 pS431 dans de nombreuses cellules qui posseédent
également un réseau filamenteux de K8 pS431 (Figure 6.13 24h.A-T). Dans ces cellules
Fas est diffus dans le cytoplasme et ne colocalise pas avec la K8 pS431. Aprés 48 et 72
heures, on peut noter I’importante relocalisation de Fas et son agrégation membranaire
(Figure 6.13 48h.E-L et 72h.F-H, J, K-M, O). Cette distribution de Fas coincide avec la
présence de granules de K8 pS431 dans de nombreuses cellules au sein desquelles on
n’observe pas, non plus, de colocalisation entre les deux protéines (Figure 6.13 72h.B,
D, E, G, 1, ], L, N, O). Cependant, dans quelques cellules traitées, on peut observer une
colocalisation entre Fas membranaire et la K8 pS431 qui forme alors des plages de
phosphorylation filamenteuse a proximité de la membrane (Figure 48h.A, E, [ et 72h.A,
C,F, H,K, M).

La somme de ces observations suggéere, dans un premier temps, que la K8 pS431
interagit avec Fas et, dans un second temps, que le traitement a la GF affecte cette

intéraction en induisant la réoganisation du réseau de K8/18.
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HepG2 exemptes de traitement a la GF
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FIGURE 6.13 : Distribution de Fas et K8 pS431 dans les HepG2 exposées a la GF.
Description de la figure page suivante.
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FIGURE 6.13 : Distribution de Fas et de la K8 pS431 dans les HepG2 exposées a la
GF. Les cellules HepG2 aprés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, a la PFA 4%. La K8 pS431 ciblée par
5B3 est marquée au TRITC tandis que Fas ’est au FITC. L’ADN
nucléaire marqué au Hoeschst apparait em bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2 a
40X et 100X.

CTL) Cellules exemptes de tout traitement. Les fleches en H et en I
indiquent des cellules en interphase dans lesquelles on note la
colocalisation de Fas et de K8 pS431.

DMSO) Cellules exposées au DMSO. En B, la fléche indique une
plage de K8 pS431 tandis qu’en F elle montre ’aspect vésiculaire de
Fas localisé prés du noyau. La superposition de B et F (L) constitue
un autre exemple de colocalisaiton entre Fas et la K8 pS431.

48h) Cellules traitées 48h a la GF. La double fleche en F et en J
indique la distribution membranaire de Fas qui colocalise avec la K8
pS431. L’agrégattion membranaire de Fas est illustrée en H et en L.
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6.4 Effets de la GF sur la voie de signalisation PI3K/Akt

Au cours de cette étude, nous nous sommes particuliérement intéressés a 1’influence que
peut avoir ’exposition des cellules HepG2 sur 1’activation de Akt, protéine centrale
dans la survie cellulaire. Nous avons donc analysé, par immunobuvardage de type
western, son niveau de phosphorylation sur la thréonine 308, et observé, en microscopie
a fluorescence, la distribution de la protéine phospho-Aktus0s (pAkt) avant et apres

traitement a la GF.

6.4.1 Niveau d’activation de la protéine Akt

Les analyses de type western de la protéine Akt révelent que son expression tend a
diminuer avec le temps indépendamment du traitement auquel les cellules sont
soumises. On n’observe pas de variation significative entre les niveaux de Akt dans les
cellules DMSO et les cellules GF de chacun des temps de traitement (Figure 6.14 A, B).
Les analyses de pAkt ne montrent pas non plus de changement significatif dans les

niveaux d’activation de Akt apreés traitement a la GF (Figure 6.14 B).
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FIGURE 6.14 : Effets de la GF sur ’expression et ’activation de Akt.

A) Photographies des bandes de Akt et pAkt obtenues a partir de
lysats de HepG2 aprés analyses de type western sur membrane de
nitrocellulose. B) Analyses densitométriques; I’histogramme jaune
moutarde représente la protéine Akt tandis que I’histogramme vert
représente pAkt.
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6.4.2 Distribution de pAkt

Le double marquage immunofluorescent de pAkt avec les K8 pS73 et K8 pS431 a
permis de visualiser en microscopie le patron de distribution de la protéine Akt

phosphorylée avant et apres traitement a la GF.

Dans les cellules contréles, on note la présence de pAkt au sein de quelques cellules en
mitose ou en interphase (Figure 6.15 CTL.A-F et DMSO.A-L ; Figure 6.16 CTL.A-L et
DMSO.A-L). La distribution de pAkt différe d’une cellule a I’autre indépendamment du
stade du cycle cellulaire (mitose ou interphase). Dans certaines cellules, pAkt est diffuse
a travers I’ensemble du cytoplasme alors que dans d’autres elle est localisée a la
membrane ou elle peut former des amas informes (Figure 6.15 DMSO.E, I et Figure
6.16 CTL.F, H, J, L) ou encore un réseau filamenteux (Figure 6.15 CTL.D, F et Figure
6.16 CTL.E, [ et DMSO.G, K).

L’exposition a la GF affecte la distribution de pAkt au sein des cellules et ce, dés 24h de
traitement. On peut en effet constater que pAkt tend a former des plages au niveau de la
membrane plasmique. Ceci laisse suggérer que la GF provoquerait I’agrégation
membranaire de pAkt (Figure 6.15 24h.F, J et Figure 6.16 24h.H-I, N-O). Cette
distribution est observée ¢galement dans les traitements de 48 et 72 heures (Figure 6.15
48h.F, H, J, L et 72h.I, N ; Figure 6.16 48h.G, K). On note, de plus, que 1’exposition de
48 et 72 heures des cellules HepG2 a la GF induit la formation de granules
cytoplasmiques contenant pAkt (Figure 6.15 48h.g, K et 72h.H, M ; Figure 6.16 48h.E-
F, H, I-J, L et 72h.H-J, M-O).

pAkt et K8 pS73 :

Dans les cellules en mitose présentes dans les cellules contréles, la K8 pS73 se retrouve
étendue a 1’ensemble du réseau de K8 et ne semble par interagir avec pAkt dont la
localisation est, dans de nombreuses cellules, diffuse dans le cytoplasme. Dans les cas

ou pAkt est a la membrane, aucune colocalisation entre pAkt et K8 pS73 n’est alors
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observée (Figure 6.15 CTL.A-F et DMSO.A-F). Cependant, suite au traitement a la GF,
de la colocalisation est notée entre la K8 pS73 et pAkt au niveau d’agrégats
cytoplasmiques (Figure 6.15 48h.C, G, K et 72h.C, H, M). Ces résutats suggérent que la

GF ameéne ces deux molécules a interagir I’une avec 1’autre.

K8 pS431 :

La distribution de la K8 pS431 peut différer d’une cellule a I’autre dans les cellules
contrles. Elle peut s’étendre a I’ensemble du réseau de kératines ou étre limitée a des
régions formant des plages de K8 pS431 (Figure 6.16 CTL.A-L et DMSO.A-L). On note
de la colocalisation entre pAkt et la K8 pS431 distribuée a 1’ensemble du réseau de
K8/18 (Figure 6.16 CTL E, K et DMSO.l, K-L). Apres traitement a la GF, la
colocalisation entre pAkt et la K8 pS431 est conservée ; particuliérement au niveau des
amas contenant de la K8 pS431 formés suite au traitement (Figure 6.16 48h. A-B, D, E-
F, H, I-J, L et 72h.C-D, H-J, M-O). On constate cependant que lorsque pAkt se
concentre au niveau de plages a la membrane, elle ne colocalise pas avec la K8 pS431
(Figure 6.16 24h.N et 48h.K). Ces observations suggérent que la K8 pS431 interagit
avec pAkt localisée dans le cytoplasme; ce n’est pas le cas lorsque pAkt a une

distribution membranaire.
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HepG2 exemptes de traitement a la GF
K8 pS73 pAkt Superposition
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FIGURE 6.15 : Distribution du pAkt et d l1a K8 pS73 dans les HepG2 exposées a la
GF. Descritption de la figue page suivante.
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FIGURE 6.15 : Distribution du pAkt et de la K8 pS73 dans les HepG2 exposées a
la GF. Les cellules HepG2 apreés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, 3 la PFA 4%. La K8 pS73 ciblée par
LJ4 est marquée au TRITC tandis que pAkt I’est au FITC. L’ADN
nucléaire marqué au Hoechst apparait en bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2
2 40X et 100X.

CTL) Cellules exemptes de tout traitement. En D et en F, la fléche
indique la distribution en réseau filamenteux de pAkt au niveau de
la membrane plasmique de cellules en mitose.

DMSO) Cellules exposées au DMSO. Sur les photographies E et I
on note Paspect granulaire de pAkt au sein d’une cellule en
interphase.

24h) Cellules traitées 24h a la GF. En E et en 1, on peut constater la
distribution en granules membranaires de pAkt également au sein
de cellules traitées (cellule pointée).

48h) Cellules traitées 48h a la GF. En C, la structure pointée
correspond a un amas de K8/18 contenant de la K8 pS73 dans une
cellule; tandis que la fleche en G montre un agrégat contenant
pAkt dans la méme cellule. La superposition (K) de ces
photographies (C et G) indique de la colocalisation en pAkt et K8
pS73 au niveau de ces structures. En H et en L, la zone encerclée
met en évidence les plages membranaires de pAkt observées suite
au traitement.

72h) Cellules traitées 72h a la GF. Les strucutres pointées en C, en
H et en M illustrent la colocalisation de la K8 pS73 et pAkt au
niveau de granules cyoplasmiques.



85

HepG?2 exemptes de traitement a la GF
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FIGURE 6.16 : Distribution de pAkt et de la K8 pS431 dans les HepG2 exposées 2
la GF. Descritption de la figure page suivante.
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FIGURE 6.16 : Distribution de pAkt et de la K8 pS431 dans les HepG2 exposées a
la GF. Les cellules HepG2 aprés traitement ont été fixées, sans
perméabilisation préalable, a 1a PFA 4%. La K8 pS431 ciblée par
5B3 est marquée au TRITC tandis que pAkt I’est au FITC. L’ADN
nucléaire marqué au Hoechst apparait en bleu sur les
superpositions. Les différentes photographies illustrent les HepG2
a 40X et 100X.

CTL) Cellules exemptes de tout traitement. En A la structure
pointée correspond a la distribution de la K8 pS431 le long du
réseau de K8/18 dans un ensemble de cellules; tandis que la fléche
en E illustre I’aspect filamenteux de pAkt au sein du méme groupe
de cellules. La superposition de ces photographies (I) indique de la
colocalisation entre pAkt et K8 pS431 au niveau de ces structures.
Les structures pointées sur les photographies F, H, J et L
correspondent aux granules membranaires de pAkt que ’on peut
retrouver au sein des cellules contrdles.

DMSO) Cellules exposées au DMSO. En C la structure pointée
correspond i la distribution de la K8 pS431 le long du réseau de
K8/18 au sein de cellules en mitose; tandis que la fleche en G
illustre I’aspect filamenteux de pAkt au sein de ces cellules. La
superposition de ces photographies (K) indique de la colocalisation
en pAkt et K8 pS73 au niveau de ces structures. Les zones
encerclées sur les phtographies D, H et L illustrent la distribution
de pAkt le long du réseau de K8 pS431.

24h) Cellules traitées 24h a la GF. Les zones encerclées sur les
photographies I et N montrent la distribution de pAkt au niveau de
plages localisées a la membrane plasmique.

48h) Cellules traitées 48h a la GF. En A, la structure pointée
correspond a un amas de K8/18 contenant de la K8 pS73 dans une
cellule; tandis que la fléche en E montre un agrégat contenant pAkt
dans la méme cellule. La superposition de ces photographies (C et
G) illustre de la colocalisation entre pAkt et K8 pS73 au niveau de
ces structures. En G et en I, les zones encerclées mettent en
évidence les plages membranaires de pAkt observée suite au
traitement.

72h) Cellules traitées 72h a la GF. Les fléches des photographies D-
E, I-J et N-O illustrent la colocalisation de la K8 pS431 et pAkt au
niveau de granules cytoplasmiques.



CHAPITRE VII
DISCUSSION

7.1 Réponse des cellules HepG2 au traitement a la GF

7.1.1 Apoptose

Nous avons montré au cours de cette étude que la GF entrainait une augmentation du
taux de mort cellulaire par apoptose au sein des cellules HepG2 traitées en comparaison
avec les contrOles. L’observation de la morphologie nucléaire ainsi que 1’analyse des
niveaux d’activation de la caspase 3 par clivage nous ont menées a cette conclusion.
Nos analyses de type western de la caspase 3 clivée ont permis de montrer une
augmentation au sein des cellules traitées. Les caspases étant des protéases
spécifiquement associées au processus d’apoptose, la hausse du niveau d’activation de la
procaspase 3 indique que le traitement a la GF entraine 1a mort des HepG2 par apotose.
Nos travaux montrent, de plus, que le processus menant a I’apoptose des HepG2 ne se
limite pas a I’activation de la caspase 3, mais implique également le niveau expression
de la procaspase 3. Différentes études réalisées a partir de plusieurs lignées cellulaires
ont déja montré que 1’exposition a certaines drogues peut conduire a la surexpression de

protéines pro-apoptotiques parmi lesquelles la procaspase 3 (Micheau et al., 1999).

L’expression des caspases est sujette a une régulation rigoureuse visant le contréle de
I’apoptose. Cette régulation fait appel a des phénomenes d’épigénétique, agissant ainsi
sur la transcription de leurs génes, ou d’épissage alternatif de I’ARN (Fulda et al., 2001;
Srinivasula et al., 1999) qui dépendent, en amont, de voies de signalisation cellulaire.
L’expression de la procaspase 3 est, pour sa part, régie par la voie des ERK/MAPK
(Extracelular signal-Regulated Kinase / Mitogen-Activated Protein Kinase) (Song et al.,
2004). Les protéines de la famille des ERK/MAPK peuvent étre activées suite a de
nombreux stimuli généralement mitogénes mais sont également impliquées dans les
réponses cellulaires aux stress et & I’apoptose (Kaushal et al., 2004; Lee et al., 2005;

Tantini et al., 2004). Ces informations associées a nos observations pourraient suggérer
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que le stress induit par la GF provoque des changements au niveau de 1’expression et de
’activation de la procaspase 3 pouvant impliquer certaines de ces kinases. Des travaux
antérieurs réalisés dans notre laboratoire (Riopel et Desaulniers, en cours de production)
indiquent, qu’in vivo (au sein de souris C3H), les protéines p38 et JNK de la famille des
MAPK, ne sont pas impliquées dans la réponse des hépatocytes a 1’exposition a la GF.
Cependant, des travaux préliminaires réalisés au cours de 1’été 2007 (par Valérie
Villeneuve) indiquent que JNK est activée au cours du traitement des HepG2 a la GF
suggérant ainsi une possible relation avec la hausse d’expression de la procaspase 3. I
serait intéressant d’explorer plus en profondeur cette kinase et d’autres membres de la
famille des ERK/MAPK ainsi que leurs signalisations en amont afin de déterminer le
lien pouvant exister entre elles et les variations d’expression de la procaspase 3

observées apres traitement des HepG2 a la GF.

7.1.2 Modifications des K8/18

Au cours de cette étude nous avons analysé les éventuelles modifications des K8/18
induites par le traitement a la GF. Nos résultats montrent des variations dans les niveaux
d’expression de la K8 qui augmentent apres 24h de traitement pour revenir a des valeurs
normales (par rapport aux CTL) par la suite. Le niveau d’expression de K18 ne semble
pas affecté par le traitement. L’implication du niveau d’expression des kératines dans la
réponse cellulaire au stress toxique est relativement bien documentée. De nombreuses
études ont non seulement montré que la surexpression de kératines constitue une
réponse des cellules a la présence de différents stress toxiques (Fausther et al., 2004;
Zatloukal et al., 2004) mais également que la concentration élevée de kératines confére
aux cellules une résistance a diverses drogues (Bauman et al., 1994). La hausse du
niveau d’expression de la K8 joue vraisemblablement un rdle protecteur dans les

cellules HepG2 mises en présence de GF.

Outre ’augmentation de I’expression de la K8, nous avons observé que la GF induit
également, au sein des HepG2, I’hyperphosphorylation de différents sites sérines des
K8/18 ; a savoir les K8 S73, K8 S431 et les K18 S33, K8 S52. De nombreuses études
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réalisées in vivo ont permis de mettre en évidence I’importance de la phosphorylation
des kératines dans la protection des hépatocytes contre des agents toxiques (Bauman et
al., 1994; Cadrin et al., 1993; Ku et al., 1996; Negron and Eckert, 2000; Salmhofer et
al., 1994). En effet, les hépatocytes de souris K8/18 null sont particuliérement
susceptibles a la présence de stress ; ceci place les K8/18 comme des éléments clés dans
les phénomeénes de cytoprotection (Ku et al., 1996). D’autres travaux visant a préciser
I’implication des K8/18 dans la protection des cellules contre le stress ont démontré que
la présence de mutations au niveau de sites de phosphorylation affecte ¢galement la
réponse cellulaire aux stress, les cellules devenant plus sensibles aux stress toxiques.
Ceci met en évidence I’'importance de la phosphorylation des kératines dans la résistance
des cellules a différents stress (Ku et al., 1996; Ku and Omary, 2006; Omary et al.,
2002). Notre étude est en accord avec ces données puisqu’elle montre que
I’hyperphosphorylation des K8 S73, K8 S431 et K18 S33 , K18 S52 fait partie de la
réponse cellulaire des HepG?2 au stress induit par la GF (Fausther et al., 2004; Salmhofer
et al., 1994).

7.2 Activation de la voie Fas/Fas L par I’exposition des HepG2 a la GF

Nos travaux ont démontré ’implication de la voie de signalisation Fas/Fas L dans
I’apoptose induite par 1’exposition des cellules HepG2 a la GF. L’analyse de
I’expression de Fas a révélé que le traitement a la GF n’en affecte pas le niveau
d’expression. On a cependant noté une diminution, dans le temps, de 1’expression de Fas
dans les cellules traitées a la GF ainsi que dans les cellules contrdles. La croissance
cellulaire, qui est exponentielle en début de culture cellulaire et ralentit 8 mesure que le
nombre de cellules tend vers la confluence, pourrait expliquer cette baisse. Des travaux
réalisés sur des cellules HeLa ont démontré que 1’expression de Fas est plus importante
au sein de cellules engagées dans le cycle cellulaire qu’au sein de cellules quiescentes
(Yotsuyanagi et al., 1998). Nos résultats sont en accord avec cette interprétation puisque
la proportion de cellules progressant dans le cycle cellulaire est plus importante lorsque

la croissance cellulaire est optimale (en début de culture cellulaire).
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Bien qu’a priori I’exposition des cellules HepG2 a la GF n’induise pas d’augmentation
dans I’expression de Fas, I’analyse de sa distribution cellulaire indique que ce dernier
subit une relocalisation du cytoplasme vers la membrane plasmique. Fas est, dans nos
cellules contréles, principalement localisé dans le cytoplasme, rendant ainsi les cellules
moins sensibles a I’apoptose (Yano et al.,, 1996). En réponse a un signal apoptotique
percu par la cellule, comme I’IFN - vy, Fas se relocalise a la membrane plasmique. Cette
translocation membranaire indique une activation de la voie pro-apoptique Fas/Fas L au
sein de cellules qui deviennent a méme de répondre plus promptement aux signaux de
mort. Ainsi la redistribution de Fas dans les cellules HepG2 suite a leur exposition a la
GF suggere fortement que le stress provoqué entraine ’activation de la voie pro-

apoptotique Fas/Fas L.

Bien que I’agrégation seule du récepteur Fas au niveau des lipides raft puisse suffir a
son activation, le Fas L constitue le principal activateur de la voie Fas/Fas L (Wajant,
2006). Nos résultats indiquent que le niveau d’ARNm de Fas L augmente avec le temps
de traitement a la GF, suggérant une hausse d’expression de la protéine. Ajouté a la
relocalisation du récepteur Fas observé dans les cellules HepG2 exposées a la GF, ce
résultat tend a appuyer I’hypothése selon laquelle la voie pro-apoptotique Fas/Fas L
serait impliquée dans la réponse cellulaire au stress toxique causé. Des analyses
complémentaires telles que des tests ELISA permettraient d’établir si le Fas L exprimé
est bel et bien sécrété par les HepG2 dans ces conditions, et confirmeraient 1’implication

de la voie Fas/Fas L.

Certains chercheurs ont proposé, sur la base de travaux effectués a partir de modéles
K8-null, que la K8 pourrait étre impliquée dans la régulation de la translocation
membranaire de Fas (Gilbert et al., 2001; Ku et al., 2003b; Marceau et al., 2001).
Gilbert et al. (2001) ont en effet démontré que, dans des hépatocyte dépourvus de K8,
Fas est principalement distribué a la membrane. Ces hépatocytes sont dés lors plus
sensibles & I’induction d’apoptose. La co-observation de Fas et des K8 pS73 et K8
pS431 tend a montrer que la K8 pourrait interagir avec Fas lorsque phosphorylée sur la

sérine 431. Nos travaux suggérent en effet que la K8 pS431 est en étroite relation avec
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Fas autant dans les cellules cultivées dans les conditions normales qu’en présence de
DMSO ou de GF. Nos résultats sont en accord avec ’hypothése selon laquelle la K8
interviendrait dans le processus de redistribution intracellulaire de Fas par des
interactions avec les protéines de kératines incluant la K8 pS431. La réorganisation du
réseau de Fls que provoque la GF affecte le patron de distribution de la K8 pS431 qui
apparait alors sous forme de granules. Ces changements dans 1’organisation de la K8
pS431 semblent promouvoir la translocation membranaire de Fas. Ceci nous amene a la
conclusion que la K8 pS431, par son interaction potentielle avec Fas, serait impliquée
dans la régulation de 1’apoptose médiée par Fas en contrblant sa présence a la

membrane.

7.3 Voie PI3K/AKLt aprés exposition des HepG2 a la GF

Au cours de notre étude nous avons exploré I’éventuelle implication de la voie
PI3K/Akt dans la réponse des HepG2 au stress toxique infligé par la GF. Les analyses
de type western du niveau de phosphorylation de la protéine Akt ne montrent pas
d’augmentation du niveau de pAkt aprés exposition a la GF, suggérant que la réponse
cellulaire induite par le stress toxique n’implique pas la voie PI3K/Akt. La voie
PI3K/Akt au centre du processus de survie cellulaire peut étre activée suite a différents
types de stress dans le but ultime de protéger la cellule contre la mort (Hatano and
Brenner, 2001; West et al., 2002). Nos travaux suggérent que la protection des cellules
HepG?2 contre le stress induit par la GF ne passe pas par I’activation de cette voie. Etant
donné que pAkt est tout de méme présente dans les cellules HepG2 avant et apres
traitement a la GF, nous avons exploré la possibilté d’interaction entre pAkt et les

K8/18.

L’observation de la distribution de pAkt en microscopie a fluorescence avant et aprés
traitement 4 la GF a révélé des particularités intéressantes. Les co-marquages
immunoflurorescents avec les composantes phosphorylées de la K8 (K8 pS73 et K8
pS431) ont mis en évidence la forte probabilité d’interactions entre pAkt et la K8 pS431

dans les HepG2. Cette observation est illustrée par la colocalisation constatée autant
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dans les conditions normales de culture cellulaire qu’en situation de stress toxique. Nous
avons de plus noté que, a I'instar de la K8 et de ses composantes phosphorylées, pAkt
forme des agrégats irréguliers suite au traitement a la GF. La co-observation des K38
pS73 et K8 pS431 indique que les granules de K8 phosphorylés induits par la GF
colocalisent avec ceux de pAkt, suggérant fortement que les agrégats de pAkt sont
inclus dans ceux de K8 pS73/431. L’interaction observée entre la K8 pS431 et pAkt ne
semble pas étre affectée par le stress toxique induit par la GF. En revanche, la soudaine
colocalisation de K8 pS73 avec pAkt, inexistante dans nos contrdles, nous ameéne a
penser que les granules contenant la K8 pS431 et pAkt renferment également de la K8
pS73. Nous suggérons donc que 1’agrégation des K8/18 conduit a la séquestration de
pAkt dans des agrégats contenant les K8/18 qui pourraient correspondre aux CMs (voir
partie 7.4). Ceci expliquerait la présence de pAkt au sein de ce qui pourrait étre

considéré comme des CMs au sein de cellules HepG?2 traitées in vitro a la GF.

La protéine pAkt agit sur de nombreux substrats cellulaires intervenant dans 1’apoptose
afin d’inhiber ce processus de mort cellulaire (Hatano and Brenner, 2001; Song et al.,
2005). Son action anti-apoptotique s’exerce, entre autre, sur la régulation de la voie pro-
apoptotique Fas/Fas L. Certaines études ont en effet démontré I’implication de la voie
PI3K/Akt tant dans le contréle de I’expression de Fas que de son ligand. Des travaux
réalisés dans le cadre d’étude sur la résistance de cellules tumorales a 1’apoptose
suggérent que le niveau d’expression de Fas est sous le contrdle de facteurs de
transcription (STAT 3, c-Jun) dont I’activation dépend de pAkt (Ivanov et al., 2002). Il
est de plus reconnu que pAkt agit directement sur la phosphorylation de protéines de la
famille Forkhead contr6lant ainsi leur disponibilité nucléaire pour la transcription du
gene Fas L (Datta et al., 1999; Song et al., 2005). Les observations faites au cours de
cette ¢tude nous ont conduit a la supposition que le stress induit par la GF au sein des
cellules HepG2 provoque la séquestration de pAkt. Nous avons de plus mis en évidence
I’augmentation du taux d’apoptose parmi les cellules exposées a 1’antifungique. Etant
donné le rdle anti-apoptotique de pAkt, nous suggérons que son agrégation pourrait
limiter sa disponibilité au sein de la cellule, affectant ainsi sa fonction de promotion de

la survie cellulaire.



93

7.4 HepG2 comme modéle in vitro des CMs

L’analyse en microscopie électronique de I’ultrastructure des agrégats de K&/18
observés au cours de notre étude permettrait de déterminer si les similitudes avec les
CMs ne se limitent pas a la présence de K8 phosphorylées. Cependant, nos observations
nous aménent & proposer que les cellules HepG2 traitées de fagon continue a la GF
pourraient constituer un modeéle in vitro intéressant dans le contexte d’études des

mécanismes moléculaires menant a la formation des CMs.

Le traitement des cellules HepG2 a la GF induit des modifications dans 1’expression et
la phosphorylation des K8/18. Nos travaux ont en effet montré que ce stress provoquait
une hausse du niveau d’expression et de phosphorylation des K8/18. Nous avons
également montré que la GF provoque la réorganisation des filaments de kératines et la
formation d’amas cytoplasmiques. Des expériences réalisées dans notre laboratoire (par
Anne-Marie Fortier, B.Sc) ont montré qu’une grande proportion de ces agrégats de K8
contient de 1’ubiquitine. Ceci nous ameéne a proposer que les amas de kératines observés
au cours de nos expériences ressemblent aux CMs. Nos travaux sont donc en accord

avec les observations faites antérieurement par Nakamichi et al. (2002).

Il est établi que la GF entraine la formation d’inclusions morphologiquement et
biochimiquement similaires aux CMs dans les hépatocytes de souris soumises a une
diéte en contenant. L’étude de la formation des CMs s’est, de fagon importante, reposée
sur I’étude des FIs dans des souris traitées oralement et de fagcon chronique & la GF,
modéle animale par excellence dans le cadre d’études sur les CMs. Des études in vitro
ont également été réalisées dans le cadre de la formation des CMs mais peu d’entre elles
se sont appuyées sur la formation d’amas de cytokératines dans les hépatocytes en tant
que réponse cellulaire a un stress d’ordre toxique. Les travaux réalisés au cours de ce
projet ont mis en évidence 1’effet toxique de la GF sur les cellules HepG2 révélant ainsi
la possibilité que le traitement de ces cellules constituerait un modele in vitro adéquat

pour I’étude des CMs.
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L’étude de la phosphorylation des K8/18 suite au traitement a la GF des cellules HepG2
suggere que ’hyperphosphorylation de la K8 S73, la K8 S431 et de la K18 S33, 1a K18
S52 constitue une réponse cellulaire importante causée par la présence de la GF. De
nombreux travaux effectués in vivo sur des souris traitées a la GF ont établi que
I’augmentation du niveau de phosphorylation des K8/18 sur 1’'un et ’autre des sites
sérines est impliquée dans la réponse des hépatocytes a différents types de stress
incluant ceux d’ordre toxique et mécanique (Fausther et al., 2004; Pekny and Lane,
2007; Toivola et al., 2004; Toivola et al., 2002). Nous avons de plus, suite a
I’observation en microscopie a fluorescence des composantes phosphorylées de la K8,
mis en évidence le fait que les amas de K8 contiennent de la K8 pS73 et de 1a K8 pS431.
Ces résultats supportent 1’hypothese selon laquelle les amas de kératines formés suite au
traitement ds cellules HepG2 a la GF sont apparentés aux CMs. En effet, les CMs sont
composés de K8/18 intactes, partiellement dégradées et/ou phosphorylées (Zatloukal et
al., 2007). Nous proposons donc, a I’issue de cette étude, le traitement continue a la GF

des cellules HepG2 comme modele d’étude in vitro pour la formation des CMs.



CHAPITRE VIII
CONCLUSION ET PERSPECTIVE D’AVENIR

En définitive cette étude aura permis de mettre en évidence certains des mécanismes
moléculaires pouvant étre impliqués dans la fonction cytoprotectrice des K8/18, et plus
particuliérement de la K8. La K8 ressort ici comme un facteur important dans la
régulation de la localisation intracellulaire de Fas et de la protéine Akt. Ceci place donc
la K8 comme un facteur clé dans la balance entre les signalisations pro- et anti-
apoptotique primordiale dans la définition du devenir de la cellule face a un stress
toxique. La phosphorylation de la K8 S431 apparait comme le processus régissant les

interactions de la K8 avec ces deux protéines.

La réorganisation des K8/18 consécutive au stress toxique induit par I’exposition des
HepG2 a la GF affecte la distribution de Fas et de pAkt, et interfére donc avec sa
capacité a réguler la localisation des ces protéines. Fas relocalisé a la membrane, suite a
I’agrégation des K8/18, ainsi que la séquestration de pAkt au sein de granules de K8/18
tendent a rendre les cellules HepG2 plus susceptibles au processus d’apoptose. Ceci
ameéne a déduire que la formation de CMs pourrait amoindrir la propriété cytoprotectrice
des kératines suggérant ainsi que la formation de CMs aurait une influence néfaste pour
la survie de la cellule. Au niveau cellulaire, la présence de CMs apparait nocive mais la
possibilité que la mort de cellules 1ésées par un stress toxique soit bénéfique a 1’échelle

tissulaire est a considérer.

A la lumiere de I’'implication de la K8 dans la régulation de 1’apoptose via Fas, et de la
survie cellulaire via son interaction avec pAkt, définir le rle de la K18 semble la suite
logique dans la compréhension de I’importance du réseau de FIs dans la protection des
hépatocytes. Mais il parait néanmoins essentiel de préciser la nature de 1’interaction de
la K8 avec les protéines Fas et pAkt par des techniques plus précises que la microscopie.
La présente étude constitue une base pour des travaux reposant sur I’inhibition des
K8/18 via la technique des ARN interérence et la modulation de leur expression afin de

préciser le role des K8/18 dans la protection cellulaire contre le stress toxique.
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L’utilisation de traitements pro- ou anti-apoptotiques pourrait également fournir des
informations précieuses. Ceci permettra ultimement de mieux cemer l’'impact de la
formation des CMs dans les cellules et ainsi de définir de quelle fagon il conviendrait de

les exploiter pour traiter I’hépatite alcoolique.
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