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RESUME

L épithélium intestinal humain est un tissu qui se renouvelle continuellement . Les
bases moléculaires du processus dynamique de production de cellules dans les cryptes, et de
la migration de ces cellules jusqu’a I’apex des villosités ou elles entrent en apoptose,
demeurent mals connus. En effet, dans le cadre d’un processus dynamique de
renouvellement épithélial tissulaire le long de I’axe crypte-villosité, I'apoptose au niveau de
’apex des villosités constitue un processus normal pour les entérocytes tandis que |’apoptose
au niveau des cellules cryptales est peu fréquent et sert uniquement a enlever les cellules
défectueuses ou endommagées. Cette différence apparente au niveau de l'incidence de
I’apoptose suggére I’hypothése de I’existence de mécanismes de régulation différentiels de
survie cellulaire le long de I’axe crypte-villosité.

Des évidences supportent ceci : 1) il existe des différences au niveau de I’incidence de
’apoptose entre les cellules de la crypte et les cellules de la villosité suite & I’irradiation; 2) il
existe des profils différentiels d’expression des homologues Bcl-2 le long de ’axe crypte-
villosité. Par conséquent, 1I’hypothése de travail de mon sujet de recherche est que
Papoptose intestinale humaine est soumise a une régulation distincte selon I’état de
différenciation entérocytaire. Les objectifs spécifiques de mon projet de recherche étaient
les suivants: 1) établir le profil d’expression des homologues Bcl-2 au cours de la
différenciation entérocytaire humaine, 2) identifier les voie(s) de signalisation importante(s)
pour la survie entérocytaire et 3) vérifier ’aspect différentiel de I’implication des voies de
signalisation par la comparaison entre les entérocytes indifférenciés vs différenciés et ce, a
’aide de la lignée cellulaire Caco-2/15, un modéle in vitro de différenciation entérocytaire
humaine.

Dans un premier temps, nous avons montré qu’il existe des profils distincts
d’expression des homologues Bcl-2 au cours de la différenciation entérocytaire tant pour les
anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-X, et Mcl-1) que pour les pro-apoptotiques (Bax, Bak et Bad).
De plus, I’absence de sérum n’affecte pas de fagon significative les niveaux d’expression des
homologues Bcl-2 étudiés.

Dans un deuxi¢me temps, & [’aide d’inhibiteurs pharmacologiques, nous avons
démontré une implication différentielle pour différentes voies de signalisation selon I’état de
I’état de différenciation. Par exemple, la voie (MEK-1/2)/(p425?/p44E™*!y est impliquée
dans la survie chez les entérocytes différencié€s, mais ne semble pas jouer de role dans la
survie des entérocytes indifférenciés. D’autre part, la voie de la PI3-kinase est impliquée
dans la survie des entérocytes tant indifférenciés que différenciés. Cependant, I’activation
de p57**, un effecteur en aval de PI3-K, semble étre indépendante de PI3-K chez les
entérocytes indifférenciés. De plus, p57%¥ ne semble pas impliqué dans la survie des
entérocytes indifférenciés. Nous avons également démontré que la kinase d’adhésion
focalisée p1257X, une composante importante de la signalisation par I’adhésion cellulaire,
est cruciale pour la survie des entérocytes tant indifférenciés que différenciés.

Xi



De plus, pour certains traitements ayant le méme effet sur la survie tant chez les
entérocytes différenciés et indifférenciés, nous observons malgré tout des modulations
d’expression différentielles des homologues Bcl-2 selon I’état de différenciation. Suite a
I'induction de [’apoptose, nous observons généralement une balance des niveaux
d’expression des homologues Bcl-2 qui favorise les pro-apoptotiques. Cecl est accompagné
par le clivage et l’activation de la caspase-7 effectrice et ce, peu importe ’état de
différenciation.

En résumé, notre étude a permis de montrer une implication différentielle dans la
survie selon I’état de différenciation pour les voies p425™*/p44=™*! PI3-K et p125™"%. Ceci
est couplé a I’établissement de profils distincts d’expression et de régulation des homologues
Bcl-2, démontrant ainsi I’existence de mécanismes de survie différentiels selon I’état de
différenciation entérocytaire. Dans leur ensemble, ces observations supportent fortement le
concept d’une régulation différentielle de la survie entérocytaire humaine le long de 1’axe
crypte-villosité in vivo.

xii



I-INTRODUCTION

1. Apoptose

1.1 Apoptose et généralités

Jusqu’a ce jour, plusieurs types de mort cellulaire programmée ont été décrits : mort
physiologique, mort par sénescence, mort par défense des plantes faces au micro-
organismes, mort cellulaire chez les plantes en développement et I’apoptose qui est la forme
la mieux caractérisée au niveau moléculaire (Vaux et al., 1999). L’apoptose est régie par un
programme génétiquement conservé autant chez les invertébrés que chez les vertébrés (Ellis
et al. , 1991). L’apoptose est intrinséque & chaque cellule et peut étre induite suite a certains
stimuli, tels les agents génotoxiques (oxydants, irradiations), les toxines, les infections
virales, ainsi que les chocs thermiques ou osmotiques (Sainsi et Walker, 1998). Cependant,
la survie cellulaire n’est pas un processus passif, la cellule ayant constamment besoin de
signaux de survie pour empécher celle-ci d’entrer en apoptose. Ceux-ci peuvent étre de
nature variable ; par exemple, les hormones, certaines cytokines, les facteurs de croissance,
ainsi que la matrice extra-cellulaire (Wu et al., 1995; Wallen et al., 1991; Xia et al., 1995,
Meredith et al., 1993; Ruoslahti et Reed, 1994, Frish et Francis, 1994, Boudreau{let al.,
1995), jouent des roles importants dans la survie cellulaire. A tout moment, la cellule est
sujette a étre induite en apoptose car celle-ci intégre constamment des signaux anti- ou pro-
apoptotiques de son environnement extérieur et/ou intérieur, qui décident de la destinée de la
cellule. Ce processus dynamique est comparable a une balance ayant des signaux pro-

apoptotiques d’un coté et des signaux anti-apoptotiques de I’autre.



L intégration des signaux de survie se fait principalement par une famille de protéines
apparentées appelées homologues Bel-2, qui jouent un rdle central dans la détermination du
devenir de la cellule. En effet, ceux-ci sont responsables de la phase décisionnelle de
l'apoptose (Adam et Cory, 1998; Reed et al.,, 1996) Une fois le processus apoptotique
enclenché, il y a activation d’une famille de cystéines protéases a haute spécificité appelées
caspases. Leur activité protéolytique est responsable du processus de dégradation que nous
observons au cours de I’apoptose. Une fois les caspases activées (machinerie effectrice),

’apoptose est irrémédiablement enclenchée (Adam et Cory, 1998; Reed et al., 1996).

1.2 Caractéristiques morphologiques de |’apoptose

Originalement, I’apoptose a été décrite chez des cellules de vertébrés (Kerr et al.,
1972). L’apoptose est un processus intrinséquement régulé qui joue un role crucial dans la
morphogenése, le renouvellement et la réparation tissulaire (White, 1996; Jacobson et al.,
1997). Elle permet [’élimination des cellules endommagées, surnuméraires ou
potentiellement dangereuses pour 1’organisme. Au niveau morphologique, ’apoptose est
caractérisée par un rétrécissement cellulaire, une vacuolisation membranairg, une
condensation de la chromatine, une endonucléolyse de I’ADN génomique (principalement
des séquences internucléosomiques correspondant & des multiples de 180 paires de bases,
formant une échelle d’ADN lorsque visualisé sur gel d'agarose), un désassemblage
d’organelles cellulaires, une fragmentation nucléaire, une protéolyse totale et une cytolyse

non-inflammatoire (Reed, 1994; White, 1996; Adams et Cory, 1998; Saini et Walker 1998).



Ces processus ménent a la formation d’un corpuscule apoptotique qui renferme le contenu
cellulaire réduit a sa plus simple expression. Ensuite, ’élimination du corpuscule
apoptotique s’effectue par phagocytose via les macrophages et/ou via les cellules
avoisinantes, ou par exfoliation dans une lumiére (Kroemer et al., 1995; Vaux et Strasser,

1996, Hale et al., 1996).

1.3 Homologues Bcl-2

Les homologues Bcl-2 constituent une famille de protéines structurellement
apparentées qui affectent I’intégration des signaux pro- et anti-apoptotiques. Ils exercent un

réle crucial dans la phase décisionnelle de I’apoptose (figure 1).

Jusqu’a présent, au moins quinze membres ont été identifiés chez les mammiféeres
(Adam et Cory, 1998). Les homologues Bcl-2 regroupent des membres anti-apoptotiques
tels que Bcl-2, Bel-X, et Mcl-1, et des membres pro-apoptotiques comme Bax, Bak et Bad.
Les homologues Bcl-2 possédent dans leur séquence polypeptidique au moins un des quatre
domaines d’homologie & Bcl-2 (BH1 a BH4). C’est de part les domaines contenus dans leur
séquence que les homologues Bcl-2 sont subdivisés en sous-famille. Les anti-apoptotiques

de la sous-famille Bcl-2 contiennent les domaines BH1 4 BH4, tandis que les autres anti-



Figure 1. Représentation schématique de la structure primaire des homologues Bcel-2. Les
homologues Bcl-2 constituent une famille de protéines apparentées qui comprend des
membres anti- et pro-apoptotiques. La séquence polypeptidique de chaque homologue Bcl-2
contient au moins un des quatre domaines d’homologie & Bel-2 (BH1 a BH4). De plus,
plusieurs homologues Bcl-2 possédent un domaine transmembraire (TM) en C-terminal. (A)
Les homologue Bcl-2 anti-apoptotiques sont subdivisées en deux sous-familles. Les
membres de la sous-famille Bcl-2 contiennent les domaines BH1 a BH4, tandis que les
autres anti-apoptotiques possédent au moins les domaines BH1 et BH2. (B) Les homologues
pro-apoptotiques sont également subdivisés en deux sous-familles. Les membres de la sous-
famille Bax contiennent les domaines BH1 & BH3, tandis que les pro-apoptotiques ne

possédant que le domaine BH3 constituent la deuxiéme sous-famille.
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apoptotiques contiennent au minimum les domaines BH1 et BH2. Chez les pro-
apoptotiques, il y a la sous-famille Bax, dont les membres contiennent les domaines BHI a
BH3, et les membres de la sous-famille BH3, qui contiennent uniquement le domaine BH3.

Certains homologues pro- et anti-apoptotiques possédent également un domaine
transmembranaire qui permet ’ancrage de ceux-ci a différents types de membranes
intracellulaires, telles que la membrane mitochondriale externe, la membrane du réticulum
endoplasmique ou la membrane nucléaire (Krajewski et al., 1993; Lithgow et al., 1994;

Yang et al., 1995; Zha et al, 1996).

Une des propriétés fonctionnelles des homologues Bcl-2 est leur capacité d’homo- ou
d’hétérodimérisation, de telles interactions permettant aux membres pro- et anti-apoptotiques
de titrer les fonctions des autres. Ce titrage des fonctions dépend de la nature méme des
interactions en cause (Oltvai et al., 1993; Yang et al., 1995); ces interactions s’effectuent
principalement par I’insertion d’une région du domaine BH3 d’un homologue Bcl-2 dans la
clef hydrophobique formée par les domaines BH1,BH2 et BH3 d’un autre homologue Bcl-2
(Sattler et al., 1997). Enfin, les domaines BH1, BH2 et BH4 sont nécessaires pour I’activité
anti-apoptotique des homologues (Huang et al., 1998), tandis que domaine BH3 est essentiel
et suffisant pour I’activité pro-apoptotique (Chittenden et al., 1995).

"

La compréhension des interactions entre les différents homologues Bcl-2 reléve d’un
niveau élevé de complexité : c¢’est pourquoi les homologues Bcl-2 peuvent étre également
classifiés en quatre groupes selon le type d’interactions et leurs conséquences (figure 2). Le

groupe I comprend les pro-apoptotiques (ex : Bax, Bak) étant capables d’interagir avec des



Figure 2. Classification des homologues Bcl-2 selon les types d’interactions observées. Le
groupe | comprend les pro-apoptotiques (ex : Bax, Bak) étant capables d’interagir avec des
membres du méme groupe, pour ainsi protéger leurs fonctions pro-apoptotiques. Les
membres du groupe I peuvent également lier les membres du groupe II, tous des anti-
apoptotiques (ex : Bcl-2, Bel-X, Mcl-1), menant a I’inhibition de leurs fonctions pro-
apoptotiques. Les membres du groupe II sont de plus capables d’homodimérisation pour
protéger leur fonctions anti-apoptotiques. Les membres du groupe III, tous des des pro-
apoptotiques (ex : Bad, Bik), lient uniquement les membres du groupe II pour inhiber leurs
fonctions anti-apoptotiques. Enfin, les membres du groupe IV, des pro-apoptotiques (ex :
Bid), lient les membres du groupe I pour protéger les fonctions pro-apoptotiques de ces
derniers et lient également les membres du groupe II pour inhiber les fonctions anti-

apoptotiques de ceux-ci.
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membres du méme groupe, pour ainsi protéger leurs fonctions pro-apoptotiques. Les
membres du groupe I peuvent également étre liés par les membres du groupe II, tous des
anti-apoptotiques (ex : Bcl-2, Bel-X;, Mcl-1), menant a I’inhibition de leurs fonctions pro-
apoptotiques. Les membres du groupe Il sont également capables d’homodimérisation pour
protéger leur fonctions anti-apoptotiques. Les membres du groupe III, tous des pro-
apoptotiques (ex : Bad, Bik), lient uniquement les membres du groupe II pour inhiber leurs
fonctions anti-apoptotiques. Enfin, les membres du groupe IV, des pro-apoptotiques (ex :
Bid), lient les membres du groupe I pour protéger les fonctions pro-apoptotiques de ces
derniers et lient également les membres du groupe II pour inhiber les fonctions anti-

apoptotiques de ceux-ci (Wang et Reed, 1998).

Etant donné la capacité des homologues Bcl-2 a interagir entre eux, les niveaux
d’expression des homologues Bcl-2 pro- et anti-apoptotiques, ainsi que la régulation de leurs
fonctions jouent un rdle critique dans la détermination du devenir de la cellule. Il existe
différentes fagons d’influencer la balance entre les homologues pro- et anti-apoptotiques.
Premiérement, les niveaux d’expression peuvent étre modulés au niveau de la transcription.
Par exemple, le facteur de transcription pS3 augmente ’expression de 1’homologue pro-
apoptotique Bax et diminue |’expression de [’homologue anti-apoptotique Bcl-2 (Miyashita
et al., 1994). Dans certains types cellulaires, la voie de signalisation Raf-l/l\/IEK-l/Z/(Péle’k'
?/p44=%1y augmente 1’expression des anti-apoptotiques Mcl-1 et/ou Bcl-2 et/ou Bel-X.
dépendamment du type cellulaire (Townsend et al., 1998; Townsend et al., 1999; Leu et al.,
2000). Un deuxiéme mode de régulation peut s’effectuer au niveau de 1’épissage
protéolytique du polypeptide ou de I’épissage alternatif de ’ARNm. Par exemple, I’anti-

apoptotique Bcl-X| peut étre clivé au niveau de la protéine (Fujita et al., 1998), ou épissé au



niveau de ’ARNm (Boise et al., 1993) pour générer un fragment pro-apoptotique appelé
Bcl-Xs.  Enfin, la phosphorylation peut également moduler les fonctions de certains
homologues Bel-2. Par exemple, suite a la stimulation par des facteur de croissance, I’anti-
apoptotique Bcl-2 est phosphorylé et les cellules deviennent plus résistantes face a
I’apoptose (Ip et al., 1998; May et al., 1994; Poommipanit et al., 1999). Plus précis€ment.
une étude a démontré que la phosphorylation de Bcl-2 sur la sérine 87 via I’activation de la
voie (MEK-1/2)/(p425*/pa4t™?) empéchait la dégradation de Bcl-2 dans le protéasome
(Breitschopf et al., 2000). Cependant, la nature des résidus phosphorylés est importante,
puisque la phosphorylation de Bcl-2 sur résidus sérine (sérine 70) rend la cellule plus
sensible face a I’induction de 1’apoptose suite a I’activation du récepteur Fas (Yamamoto et
al., 1999).Le pro-apoptotique Bad peut également étre phosphorylé suite a I’activation de la
voie (MEK-1/2)/(p425™%?/p445™2) menant & ’inactivation de ce dernier (Fang et al., 1999).
Enfin, P’activité de certains homologues Bcl-2 peut également étre régularisée par liaison
avec des protéines non-homologues. Par exemple, BAG-1 peut lier Bcl-2 (Takayama et al.,
1995), permettant ainsi le recrutement de la kinase Raf-1 a la mitochondrie, cette association
augmentant I’activité anti-apoptotique de Bcl-2 via la phosphorylation de celui-ci par Raf-1

(Wang et al., 1996).

Il est bien établit que les homologues Bcl-2 contrélent la phase décisionnelle pour
’entrée en apoptose. L’induction de I’apoptose réside dans 1’assemblage d’un complexe

cytoplasmique appelé apoptosome. L’apoptosome est composé d’APAF-1 (« apoptotic



Figure 3. Modéle montrant le réle des homologues Bcl-2 au sein de 1’apoptosome. Suite a
un stimulus apoptotique, il y a expression et/ou activation d’homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques (Bid, Bax, Bad). Par exemple, la déphosphorylation de Bad permet a ce
dernier d’inhiber les anti-apoptotiques Bel-2 et Bel-X,. Bel-2 et Bcel- X ne pouvant plus
exercer leurs fonctions anti-apoptotiques, ceci permet a Bax de venir détruire I’intégrité
membranaire de la mitochondrie permettant ainsi la libération du cytochrome c.
Parallélement, I’inhibition de Bcl-X; permet la relache d’APAF-1. L’association du
cytochrome ¢ avec APAF-1 en présence d’ATP permet le recrutement d’une pro-caspase
initiatrice. La dimérisation des pro-caspases initiatrice au sein de 1’apoptosome permet leur
activation par autoclivage intermoléculaire. Les caspases initiatrices peuvent ensuite cliver
et activer les pro-caspases effectrices. Le pro-apoptotique pro-Bid peut étre cliver par les
caspases effectrices pour ainsi soutenir le signal pro-apoptotique. Une fois le processus
d’activation des caspases amorcé, il s’ensuit une cascade d’activation irréversible qui est

amplifiée par des boucles de rétroaction positives.
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protease-activating factor-1 »), du cytochrome ¢ et d’un dimeére de pro-caspases initiatrices
(ex : pro-caspase 9) (Li et al., 1997). Une lutte entre les homologues Bcl-2 pro- et anti-
apoptotiques s’effectue pour la séquestration ou la libération des composantes de
I’apoptosome (figure 3). Les homologues anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bel-X_ lient la

surface mitochondriale pour préserver ’intégrité intermembranaire mitochondriale pour
empécher la libération du cytochrome ¢ (Muchmore et al., 1996, Jurgensmeier et al.,1998;
Narita et al., 1998; Zamzami et al., 1996). De plus, Bcl-X| posséde la propriété de
séquestrer APAF-1, prévenant ainsi 1’assemblage de 1’apoptosome (Hu et al., 1998; Pan et
al., 1998). Suite a un signal pro-apoptotique, ’activation ou/et I’expression d homologues
Bcl-2 pro-apoptotiques, tel que Bik, permet I’hétérodimérisation avec Bcl-X| pour ainsi
libérer APAF-1 (Zou et al., 1997). De plus, les pro-apoptotiques Bax et Bak peuvent
également agir a la membrane mitochondriale, détruisant I’intégrit¢ membranaire
mitochondriale pour ainsi libérer le cytochrome ¢ (Vander Heiden et al., 1997, Jurgensmeier
et al., 1998; Narita et al., 1998). Ensuite, le cytochrome ¢ peut lier APAF-1 en présence
d’ATP, pour former un complexe oligomérique qui peut ensuite recruter une pro-caspase
initiatrice (ex : pro-caspase 9). La dimérisation des pro-caspases initiatrices au sein de
I’apoptosome permet leur activation par autoclivage intermoléculaire (figure 4A)
(Srinivasula et al., 1998, Li et al., 1997). Les caspases initiatrices peuvent ensuite cliver et
activer les pro-caspases effectrices, qui sont responsables du démantélement ce]lulaire
caractéristique de I’apoptose. Bien que les homologues Bcl-2 ont un réle important a jouer
au niveau de la mitochondrie, pour le moment, les mécanismes moléculaires précis

impliquant ceux-ci ne sont pas encore complétement résolus.
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Figure 4. Activation et classification des caspases. (A) Représentation schématique du
modele d’activation au niveau moléculaire des caspases initiatrices. La dimérisation des
pro-caspases initiatrices au sein de I’apoptosome en présence du cytochrome c, d’APAF-1 et
d’ATP permet leur activation par autoclivage intermoléculaire. Les caspases initiatrices sont
clivées sur 2 sites pour ainsi libérer le fragment long et le fragment court du fragment
régulateur (pro-domaine). (B) Les caspases peuvent étre classifiées selon leurs fonctions
biologiques (initiatrices et effectrices d’apoptose, activatrices de cytokines). Cependant, un
moyen plus conventionnel de classifier les caspases est par leur propriété a reconnaitre des

séquences tétrapeptidiques spécifiques qu’elles clivent.
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1.4 Cuspases

Comme déja mentionné auparavant, une fois le processus apoptotique enclenché, il y
activation d’une famille de cystéine protéases de haute spécificité appelées caspases.
Jusqu’a ce jour, au moins 15 membres ont été classifiés chez les mammiféres dont 12 chez
’homme (figure 4B). Celles-ci reconnaissent et clivent spécifiquement les polypeptides
aprés un résidu aspartique. Elles peuvent étre classées en trois groupes selon la séquence
d’au moins 4 acides aminés qu’elles reconnaissent en N-terminal du site de clivage. La
préférence de la reconnaissance du motif tétrapeptide différe significativement au sein des
caspases, ce qui explique la diversité de leurs fonctions biologiques (Thornberry et al.,
1997). De plus, ce ne sont pas toutes les protéines qui possédent le tétrapeptide optimum de
clivage qui sont clivées, suggérant ainsi la présence d’éléments dans la structure tertiaire qui
augmentent leur spécificité biologiques (Thornberry et al., 1997). Dans une cellule normale,

nous retrouvons les caspases sous formes latentes (zymogeénes).

A Dlinstar de la formation de I’apoptosome (voir ci haut), I’activation et/ou les
fonctions des caspases peuvent étre régularisées directement. Par exemple, certaines
caspases peuvent étre phosphorylées pour étre inactivées (Cardone et al., 1998). 1l existe
également une famille de protéines nommée IAP (« inhibitor of apoptosis ») qui ,ont la
capacité d’interagir directement avec le site actif de plusieurs caspases pour ainsi les inhiber
(Devereaux et al., 1997; Roy et al., 1997). Il existe une hiérarchie au niveau de 1’activation
des caspases. Par exemple, la caspase-9 initiatrice peut cliver et activer les caspases
effectrices -3 et -7 (Faleiro et al., 1997; Li et al., 1997, Stennicke et al., 1998). Les caspases

activées peuvent inhiber par clivage protéolytique plusieurs protéines impliquées dans la

12



signalisation de la survie telles que p57™, Raf-1, p125""* (Widmann et al., 1998; Wen et
al., 1997; Gervais et al., 1998, Levkau et al., 1998, Bachelder et al., 1999; Rokudai et al.,
2000) et certains homologues Bcl-2 anti-apoptotiques tels que Bcl-2 ct Bel-X; (Xue et
Horvitz, 1997; Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998; Grandgirard et al., 1998). Ainsi, une
fois le processus d’activation des caspases amorcé, il s’ensuit une cascade d’activation

irréversible qui est amplifiée par des boucles de rétroaction positives.

2. Voies de signalisation impliquées dans la survie cellulaire

Les signaux extra-cellulaires ont une grande importance dans la détermination de la
survie cellulaire. De tels signaux de survie viennent en autres des facteurs de croissance
(ex : insuline), et/ou de ’adhésion cellulaire (Anderson, 1997; Frisch et Ruoslahti, 1997,
Giancotti et Ruoslahti, 1999; Datta et al., 1999; Cross et al., 2000; Whitehead et al., 2000), et
impliquent souvent des voies de signalisation communes (Anderson, 1997, Parsons et
Parsons, 1997; Datta et al., 1999; Giancotti et Ruoslahti, 1999; Cross et al., 2000; Whitehead
et al., 2000). Parmi les voies de signalisation impliquées dans la survie connues jusqu’a
maintenant, les voies des kinases MAP (p42E""2/p44E’k") et de la PI 3-K/p57’“" ont regu
beaucoup d’attention (figure 5) (Anderson, 1997; Datta et al., 1999, Giancotti et Rugslahti,
1999; Cross et al., 2000). L’implication de ces voies de signalisation dans la survie varie
selon le type cellulaire et selon les stimuli regus, augmentant ainsi la complexité et la

spécificité de la régulation de I’apoptose (Gajewski et Thompson, 1996; Anderson, 1997,



Figure 5. Voies de signalisation impliquées dans la survie cellulaire chez plusieurs types
cellulaires. Les récepteurs a activité tyrosine kinase et les intégrines médient des voies de
signalisation de survie communes : la voie des kinases MAP et la voie PI 3-K/p57°*. Au

5K et les tyrosines

niveau de la survie médiée par 1’adhésion cellulaire (intégrines), p12
kinases membres de la famille Src sont responsables de la transmission et de I’activation des
voies en aval médiant les signaux de survie. Les récepteurs a activité tyrosine kinase
activent ces voies de survie via la protéine adaptatrice Shc. Ces voies sont directement

0™¥ une composant de la voie des

impliquées dans le contrdle de la survie. Par exemple, p9
kinases MAP et p57’“", une composante de la voie de la PI 3-kinase, sont capables de
phosphoryler et d’inactiver ’homologue Bcl-2 pro-apoptotique Bad. De plus, p57A"“ est

capable de phosphoryler la pro-caspase-9 pour la maintenir dans un état inactif.
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Adams et Cory, 1998; Datta et al., 1999, Coppolino et Dedhar, 2000; Cross et al., 2000,

Whitehead et al., 2000).

2.1 Voie des kinases MAP - (MEK-1/2)/(p42572/p44E"y

La voie des kinases MAP est activée par divers facteurs de croissance, cytokines,
hormones, neurotransmetteurs, composantes de la matrice extracellulaire et autres stimuli.
L’inhibition de I’apoptose par cette voie dépend souvent du type cellulaire impliqué ainsi
que de la nature des stimuli médiant la survie. Plusieurs études suggerent que 1’activation de
p425%21pa4E* ! protege contre des stimuli pro-apoptotiques tels que I’activation de récepteur
Fas (Holmstrom et al., 1998; Yeh et al., 1998), I’absence de sérum (Xia et al., 1995; Gardner
et Johnson, 1996; Kinoshita et al., 1997) et de la perturbation de 1’adhésion cellulaire

(anoikose)(Le Gall et al., 2000).

Cependant, les substrats de p425™*?/p445™! impliqués dans la survie ne sont pas trés
bien connus pour le rﬁoment. p90°% une kinase en aval de p425*%/p44=™! est capable de
phosphoryler I’homologue Bcl-2 pro-apoptotique Bad sur résidus sérine (ser-112 et ser-155)
(Tan et al., 1999; Tan et al.,, 2000). La phosphorylation sur la sérine 155 de Bad empéche
I’hétérodimérisation de celui-ci avec I’homologue Bcl-2 anti-apoptotique Bcl-X, (Tan et al.,
2000; Datta et al., 2000; Lizcano et al., 2000; Zhou et al., 2000). De plus, la
phosphorylation sur la sérine 112 permet la séquestration et I’inactivation de Bad par une

protéine 14-3-3 (Tan et al., 1999).



e e

La kinase Raf-1 est un activateur en amont de p42°*7/p44™*’ cependant celle-ci
pourrait avoir un rdle dans la suppression de ’apoptose qui est indépendant de cette
fonction. En effet, la protéine anti-apoptotique BAG-1 peut amener la kinase Raf-1 2 la
membrane mitochondriale permettant a celle-ci de phosphoryler I’anti-apoptotique Bcl-2
pour ainsi augmenter les fonctions anti-apoptotiques de ce dernier (Wang et al., 1996). De
plus, il a également été démontré que Raf-1 était également capable de phosphoryler le pro-
apoptotique Bad sur résidus sérine pour I’inhiber (Zha et al., 1996). Cependant, une étude
effectuée chez les cellules Rat-1 sur-exprimant c-Myc a déja rapporté que ’activation de
Raf-1 a la membrane cytoplasmique induit I’apoptose (Kauffmann-Zeh et al, 1997). Ces
études supportent le concept que des protéines spécifiques impliquées dans la signalisation
peuvent exercer des effets pro- ou anti-apoptotiques, dépendamment de la nature des

substrats ainsi que de la localisation cellulaire (Kauffmann-Zeh et al, 1997).

2.2 Voie de la PI 3-kinase

A Pinstar de la voie p425*2/pa4f™ ! 1’activité PI 3-kinase est induite par plusieurs
stimuli anti-apoptotiques tels que les récepteurs de facteurs de croissance possédant une
activité tyrosine kinase intrinséque (ex : récepteur a I’insuline) (Segal et Greenberg, 1996) et
également via les intégrines (suite a la liaison a leur ligand) (Clark et Brugge, 1995). Par
exemple, la PI 3-kinase est recrutée au récepteur EGF et aux autres récepteurs a activité
tyrosine kinase suite a la liaison de leur ligand. Initialement, il a été démontré que I’activité
PI 3-kinase était requise en absence de sérum pour la survie des cellules neuronales. (Yao et

al., 1995). Par la suite, il a été démontré que I’activité PI 3-kinase était requise pour la
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survic d’une grande variété de types cellulaires (Wymann et Pirola, 1998; Datta et al., 1999;
Chan et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). Méme en absence de facteurs de
croissance, des cellules transfectées avec la PI 3-kinase constitutivement active, rendent
celles-ci résistantes a I’apoptose (Wymann et Pirola, 1998; Datta et al., 1999; Chan et al,,

1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000).

2.2.1 p37*¥

Plusieurs études ont tenté d’identifier les cibles de PI 3-kinase impliquées dans la

7 qui est

suppression de ’apoptose. Des études récentes montrent que ’activité de p5
principalement activée par les seconds messagers de la PI 3-kinase (phosphoinositides),
serait suffisante pour rendre les cellules résistantes face a I’apoptose. De nombreuses études
ont démontré que des transfections de p57“”" constitutivement actif, et dans certains cas de

74 normal (« wild-type »), bloquent I’apoptose induite par des stimuli apoptotiques tels

pS
que I’absence de facteurs de croissance, I’irradiation aux UVs, la perturbation de I’adhésion
cellulaire, la perturbation du cycle cellulaire, les dommages a I’ADN et le traitement de
cellules avec un anticorps anti-Fas ou avec le TGFp (Wymann et Pirola, 1998; Datta et al.,
1999; Chan et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). L’activité p57’"", a elle seule, est
souvent suffisante pour protéger les cellules de I’apoptose en surpassant la nécessité de
P’activation de la PI 3-kinase, tandis qu’un mutant p57** inactif inhibe I’effet protecteur de

7.4/“

la PI 3-kinase. Ainsi, ’activité de p5 serait nécessaire et suffisante pour médier les

fonctions anti-apoptotiques de PI 3-kinase. D’ailleurs, I’expression d’un mutant dominant



" bloque I'habileté de plusieurs facteurs de croissance & promouvoir la survie

négatif de p57
(Dudek et al., 1997; Kennedy et al., 1997, Khawaja et al., 1997; Kulik et al., 1997,
Songyang et al., 1997; Berra et al., 1998; Chen et al., 1998; Crowder et Freeman. 1998,

Gerber et al., 1998; Kulik et Weber, 1998; Yano et al., 1998; Weiner et Chun, 1999).

Leffet protecteur de p57*% s’explique par la suppression de nombreuses composantes
directement impliquées dans la machinerie apoptotique. Tout d’abord, p57“'k’ peut
phosphoryler le pro-apoptotique Bad sur les sérines 136 et 112 (Datta et al., 1997; Del Peso
et al., 1997; Blume-Jensen et al., 1998; Wang et al., 1999). Comme mentionné auparavant,
ces phosphorylations contribuent au recrutement de Bad par une protéine 14-3-3 qui ameéne
Bad dans une voie de dégradation (Muslin et al., 1996; Yaffe et al., 1997). De plus, p57’“"
peut phosphoryler la pro-caspase 9, une caspase initiatrice, pour empécher son activation
(Cardone et al., 1998). D’ailleurs, p57*¥ peut phosphoryler également certains facteurs de
transcription de la famille « forkhead » (FKHR, FKHRLI, AFX) impliqués dans I’expression
de ligands apoptotiques tels que Fas et TNFa (« Tumor necrosis factor ») (Sung et al., 1991;
Rhoades et al., 1992; Dockrell et al., 1998; Faris et al., 1998; Li-Weber et al., 1998; Le-
Niculescu et al, 1999), pour ainsi les retenir dans le cytoplasme, et ainsi les empécher d’aller
agir sur leurs cibles transcriptionelles dans le noyau (Brunet et al., 1999; Kops et al., 1999;
Biggs et al., 1999). Enfin, p57** peut phosphoryler CREB, E2F et NF-kB, des facteurs de
transcription qui sont impliqués dans la signalisation via I’insuline ou via des voies de
signalisation impliquées dans la survie cellulaire (Kandel et Hay, 1999). Mentionnons que
NF-«B est impliqué dans I’expression de plusieurs protéines anti-apoptotiques tels que les

protéines IAP1 et IAP2 (« inhibitor-of-apoptosis ») (Wang et al., 1999; Wang et al., 1998).
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2.2.2 mTOR

L’activation de la kinase mTOR (« mammalian target of rapamycin ») est une autre
conséquence de I’activité de la PI 3-kinase (Toker, 2000; Sekulic et al., 2000; Scott et al.,
1998; Gingras et al., 1998). mTOR est impliqué dans le contréle de la transcription via
’activation de composantes de la machinerie cellulaire responsable de la synthése protéique
(Brunn, G.J. et al., 1997; Gingras et al., 1998; Beretta et al., 1996; Dennis et al., 1999).
Présentement, peu d’études ont démontré un réle de mTOR dans la survie cellulaire.
Cependant, une étude a déja rapporté que la voie des kinases MAP et une voie rapamycine-
sensible (présument mTOR) médient des signaux de survie Ras-dépendant chez les cellules
myéloides (Kinoshita et al., 1997). Donc, mTOR pourrait étre potentiellement impliqué

dans la survie cellulaire.



3. Adhésion cellulaire et survie

3.1 p12574K

Pour survivre, les cellules doivent interagir avec leur matrice extracellulaire. La perte
de liens entre la cellule et sa matrice induit I’apoptose dans plusieurs types cellulaires
(Meredith et al., 1993; Frish et Francis, 1994). Cette forme particuliere d’apoptose est
appelée anoikose, un mot grec qui signifie "sans abri " (Frisch et Francis, 1994). Les
signaux de survie cellulaire engendrés via I’adhésion cellulaire sont mediés principalement
via les intégrines (figure 5), des récepteurs transmembranaires hétérodimériques composés
d’une sous-unité a et d’une sous-unité 3. Il existe plusieurs types d’intégrines liant ainsi un
ou plusieurs constituants différents avec différentes affinités. Cependant, la survie d’un type
cellulaire donné implique souvent un constituant et une intégrine spécifique. Par exemple,
les cellules épithéliales de glandes mammaires entrent en anoikose lorsqu’elles sont cultivées
sur une matrice de collagene ou de fibronectine. Cependant, elles survivent lorsqu’elles sont
cultivées sur une matrice de laminine ou sur une lame basale compléte (Bourdreau et al.,
1995). D’autres études indiquent également que les cellules ovariennes de hamster chinois
(CHO) cultivées sur matrice de fibronectine sont protégées de l’anoikose grace a la

surexpression forcée de ’intégrine aSB1, tandis que la surexpression forcée de I’intégrine
p

avfB1 n’a pas cet effet (Zhang et al., 1995).

Le recrutement et 1’activation de la tyrosine kinase p125”#¥ (« focal adhesion kinase »)

est un événement précoce qui survient suite a la liaison de la plupart des intégrines de type
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B1 (Giancotti et Ruoslahti, 1999). La kinase p125™*X joue un réle majeur dans la survie
cellulaire (Frisch et al., 1996; Ilic et al., 1998). L’utilisation d’ARNm antisens p125F"K (Xu
et al., 1996), ou l'inhibition de p125F"K avec un anticorps spécifique (Hungerford et al.,
1996), augmentent I’incidence d’anoikose chez plusieurs types cellulaires. De plus,

FAK constitutivement actif protége les cellules épithéliales

[Putilisation d’un mutant de p125
(MDCK) de I’anoikose et permet la prolifération en absence d’adhésion (Frisch et al., 1996).
Suite a son activation, p125™ s’autophosphoryle sur la tyrosine 397 permettant ainsi la
transmission de signaux de survie. La phosphorylation sur la tyrosine 397 de plaghds
permet le recrutement de tyrosines kinases membres de la famille Src, de la sous unité

régulatrice p85 de la PI 3-kinase (Chen et al., 1996) ou de la protéine adaptatrice Shc

(Schlaepfer et al., 1998). De plus, suite & la liaison des tyrosines kinases membre de la

SFAK SFAK

famille Src a p125™"", celles-ci peuvent phosphoryler la tyrosine 925 de p12 créant ainsi

un site de liaison pour le complexe Grb-2/mSOS menant ainsi & I’activation de la voie
Ras/Raf-1/MEK-1/2/(p425™2/pa45%!y (Schlaepfer et al., 1994). La liaison de She a p125™¥
permet également d’activer p425%?/p44E™! via le recrutement du complexe Grb-2/mSOS
via She (Schlaepfer et al., 1998). p1257#X peut également activer directement la PI 3-kinase

ou bien I’activer indirectement via Src (Chen et al., 1996).

3.2 Membres de la famille Src

Les membres de la famille Src sont des tyrosines kinases qui semblent jouer un réle

important dans 1’adhésion cellulaire. Les tyrosines kinases de la famille Src comptent plus
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de 10 membres et sont divisées en trois sous-famille selon leur distribution tissulaire. Dans
la premiére famille il y a Src (p60°©), Fyn (p59™") et Yes (p62') qui sont exprimés de
fagon ubiquitaire (Brown et Cooper, 1966). Dans la deuxiéme famille, il y a Lyn, Hck, Frg,
Blk et Lck qui sont exprimés principalement au niveau des tissus hématopoiétiques (Bolen et

4Rak

Brugge, 1997). Finalement, il y a Rak (p54™“") et Iydk/Bsk qui sont exprimés dans les tissus

épithéliaux (Lee et al., 1994; Oberg-Welsh et Welsh, 1995).

Les membres de la famille Src jouent des réles dans plusieurs processus cellulaires tels
que [’adhésion, la migration, la prolifération, le réorganisation du cytosquelette, la
différenciation et la survie. Cette grande diversité d’action s’explique par le fait que ces
tyrosines kinases peuvent s’associer & plusieurs types de récepteurs cellulaires et ainsi
phosphoryler de nombreux substrats. Par exemple, les membres de la famille Src peuvent
étre activées par des récepteurs a activité tyrosine kinase (Luttrell et al., 1988), par des
récepteurs couplés aux protéines G (Rodriguez-Fernandez et Rozengurt, 1996) et par les
intégrines (Hirst et al., 1986). Parmi les substrats phosphorylés, il y a notamment des

SFAK

kinases tels que PI 3-K et pl2 et RasGAP, des protéines structurales telles que la

cavéoline et des protéines adaptatrices tel que Shc (Brown et Cooper, 1996).

I existe différentes fagons pour les tyrosines kinases Src de médier des signaux
#

potentiellement impliqués dans la survie (figure 5). Comme mentionné auparavant, p6OS’°

joue un réle important dans D’activation de p425%%/p44t™! via p125™K.

Cependant,
certaines intégrines B1 peuvent également activer p425*?/p4d=™’ via p59™" en faisant

intervenir la protéine adaptatrice Shc en amont du complexe Grb-2/mSOS. Dans ce cas-ci,
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la cavéoline-1 sert d’intermédiaire entre p59™” et la sous-unité o de ’intégrine concernée
(Wary et al., 1998). Plus récemment, il a été¢ démontré que p605"‘, couplé au récepteur a
activé tyrosine kinase « VEGF-R » ou au récepteur « TRANCE-R » de type « TNF-like-R »,

7A/\’I

active la voie PI 3-K/p5 pour ainsi promouvoir la survie cellulaire (Wong et al., 1999;

Eliceiri et al., 1999; Schlessinger, 2000).

4. Epithélium intestinal

L’épithélium de l’intestin gréle est un modele treés utile pour étudier les mécanismes
impliqués dans le renouvellement tissulaire. Ce systéme de renouvellement cellulaire
continu et rapide est composé de cellules spatialement compartimentalisées : les cellules
souches & la base de la crypte, ainsi qu’un compartiment de prolifération et un de
différenciation, situés respectivement dans les % inférieures et supérieures de la crypte ainsi
qu’un compartiment de cellules différenciées au niveau des villosités (figure 6) (Leblond,
1981; Gordon et Hermiston, 1994; Jones et Gores, 1997; Potten, 1997). Un tel "gradient" de
différenciation entérocytaire le long de I’axe crypte-villosité est également plus défini par
des propriétés fonctionnelles que les entérocytes pleinement différenciés possédent et qui les
distinguent des cellules cryptales (Leblond, 1981; Gordon et Hermiston, 1994; MéEard et
Beaulieu, 1994). Les bases moléculaires du processus dynamique de production de cellules
dans les cryptes, et de la migration de ces cellules jusqu’a 1’apex des villosités, demeurent

cependant mals connus (Gordon et Hermiston, 1994; Jones et Gores, 1997; Potten, 1997).



Figure 6. Compartimentalisation spatiale cellulaire et localisation de I’apoptose le long de
I’axe crypte-villosité de I’épithélium intestinal humain. Les cellules souches sont situées a la
base de la crypte, le compartiment de prolifération qui comprend les cellules prolifératives
est situé dans la région inférieure de la crypte et le compartiment de différenciation qui
comprend les cellules a divers stades de différenciation est situé au niveau de la villosité.
L’apoptose au niveau de ’apex des villosités constitue un processus normal pour les
entérocytes tandis que 1’apoptose au niveau des cellules cryptales est peu fréquent et sert

uniquement a enlever les cellules défectueuses ou endommaggées.
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Dans le cadre d’un processus dynamique de renouvellement épithélial tissulaire le long
de I’axe crypte-villosité, les mécanismes moléculaires d’apoptose qui font partie intégrante
de ce processus, sont également mals connus. Cependant, il est admis que 1’apoptose au
niveau de 1’apex des villosités constitue un processus normal pour les entérocytes, tandis que
["apoptose au niveau des cellules cryptales est peu fréquente et sert uniquement a enlever les
cellules défectueuses ou endommagées (figure 6) (Potten, 1992; Moss et Holt, 1996; Potten;
1997, Vachon et al., 2000). Cette différence apparente au niveau du devenir des entérocytes
indifférenciés et différenciés suggére des mécanismes de régulation distincts de survie le
long de I’axe crypte-villosité (Potten, 1992; Moss et Holt, 1996, Potten; 1997, Gauthier et
al., 2001;). Ce concept est d’ailleurs supporté par les observations suivantes: 1)
’augmentation notable de 1’apoptose cryptale par rapport & 1’apoptose villositaire, chez les
rongeurs, suite a 1’irradiation ou a la présence d’agents chemothérapeutiques (Potten, 1992;
Hall et al., 1994; Merritt et al., 1995; Hirose et al., 1997; Potten, 1997, Pritchard et al.,
1999); 2) le constat, chez les souris « knout-out » bel-27 et bax™, d’une incidence
d’apoptose différentielle le long de 1’axe crypte-villosité (Wilson et Potten, 1996; Potten,
1997; Pritchard et al., 1999) et 3); I’expression différentielle des homologues Bcl-2 le long
de I’axe crypte villosité (Vachon et al., 2000; LeBrun et al, 1993; Krajewski et al., 1994b,
1994c, 1995; Wang et al., 1996; Adams et Cory, 1998; Inohara et al., 1998; Song et al.,

1999). ,

Etant donné que les homologues Bcl-2 sont impliqués dans le controle de I’apoptose et
jouent un role clef dans la survie, plusieurs autres études ont montré des €vidences selon

lesquelles certains homologues Bcl-2 pourraient jouer des rdles cruciaux dans le
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développement et/ou dans le maintien de certains tissus (Vachon et al., 2000; LeBrun et al..
1993; Krajewski et al., 1994b, 1994¢,1995; Hale et al., 1996; White, 1996; Jacobson et al.,
1997, Adam et Cory, 1998; Metcalfe et al., 1999). Présentement, il existe peu d’études
portant sur I’expression différentielle des homologues Bcl-2 le long de I’axe crypte-villosité
de Pintestin gréle humain. Cependant., une étude récente a démontré que la présence de
patrons différentiels d’expression des homologues Bcl-2 in vivo le long de I’axe crypte-
villosité de I’intestin gréle humain est jumelée a une incidence d’apoptose différentielle le
long de ’axe (figure 7) (Vachon et al., 2000). Etant donné I’implication des homologues
Bcl-2 dans la lutte pour la survie, la caractérisation individuelle du profil d’expression de ces
derniers le long de I’axe crypte-villosité devient essentielle pour comprendre le contréle de
’apoptose au niveau moléculaire dans des tissus spécifiques lors du développement et/ou

dans un processus de renouvellement tissulaire.

5. Modeéle in vitro de différenciation entérocytaire humaine

Pour le moment, il n’existe aucun modéle cellulaire in vitro capable de reconstituer
pleinement le processus de différenciation le long de 1’axe crypte-villosité humaine. Les
cellules HIEC (« human intestinal epithelial cells ») sont des cellules de la crypte ’EIUi ne
peuvent étre induites a se différencier (Perreault et Beaulieu, 1996). Ces cellules sont utiles
pour des études portant sur la régulation de la prolifération entérocytaire. Il existe également
les cultures primaires d’entérocytes normaux pleinement différenciés comme les PCDE
(« Primary cultures of differenciated enterocytes ») (Perreault et Beaulieu, 1998). Etant

donné leur incapacité a proliférer due a I’absence de cellules prolifératives, les PCDE
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Figure 7. Distribution des homologues Bcl-2 le long de I’axe crypte-villosité de ’intestin
gréle foetal humain (18-20 sem). Nous observons pour les homologues Bcl-2 anti-
apoptotiques : Bcl-2, Bel-X;, et Mcl-1 et pour les pro-apoptotiques : Bax, Bak et Bad, des

profils d’expression différentiels le long de I’axe crypte-villosité.
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peuvent étre maintenues seulement en tant que cultures primaires, et pour de trés courtes
durées (Pageot et al., 2000). Il existe également les cellules tsFHI (« temperature-sensitive
fetal human intestinal cells ») qui ont été transformées a I’aide d’un antigéne SV40 thermo-
sensible (Quaroni et Beaulieu, 1997). A la température permissive (32°C), les tsFHI
proliférent et exhibent la présence de marqueurs de cellules cryptales. A la température non-
permissive (39°C), les cellules cessent irréversiblement de proliférer et acquiérent un

phénotype de cellules plus différenciées (Quaroni et Beaulieu, 1997; Pageot et al., 2000).

Les cellules de la lignée Caco-2 représentent un excellent modele in vitro pour I’étude
de la régulation de la différenciation entérocytaire (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et
Beaulieu, 1992; Vachon et al., 1996). Les cellules Caco-2 sont une lignée provenant d’un
adénocarcinome de célon humain (Fogh et al., 1977). De plus, parmi toutes les lignées
cellulaires de ce type établies jusqu’a maintenant, les cellules Caco-2 sont uniques dans leur
propriété a pouvoir initier leur différenciation dés I’atteinte de la confluence, acquérant ainsi
(aprés 20-30 jours post-confluence) un degré de différenciation entérocytaire morphologique
et fonctionnel qui s’apparente fortement au phénotype de 1’entérocyte pleinement différencié
(Pinto et al., 1983; Zweibaum et Chantret, 1989; Vachon et Beaulieu, 1992; Vachon et al.,
1996). Durant ce processus, la prolifération cellulaire diminue et les cellules atteignent un
nombre stationnaire (Pinto et al., 1983; Zweibaum et Chantret, 1989; Beaulieu et Quaroni,
1991; Jumarie et Malo, 1991). Chez les cellules Caco-2, I’acquisition graduelle des
caractéristiques d’entérocytes différenciés a partir de I’atteinte de la confluence est reconnue
comme étant un processus hautement régularisé (Zweibaum et Chantret, 1989; Ménard et

Beaulieu, 1994). Pour nos études, nous avons utilisé les Caco-2/15, un clone (provenant de
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6. Hypothése et objectifs

Etant donné 1) qu’il existe des différences au niveau de I’incidence de I'apoptose entre
les cellules de la crypte et les cellules de la villosité suite aux irradiations, et 2) qu’il existe
des patrons différentiels d’expression des homologues Bcl-2 le long de 1’axe crypte-villosité
chez I’homme, notre hypothése est que [’ apoptose entérocytaire humaine serait soumise a
une régulation distincte selon l'état de différenciation cellulaire. Les objectifs spécifiques

du présent projet de recherche nous permettant de vérifier notre hypothése sont les suivants :

1) Etablir le profil d’expression des homologues Bcl-2 au cours de la différenciation

entérocytaire;

2) Identifier les voie(s) de signalisation importante(s) pour la survie entérocytaire;,

3) Vérifier I’aspect différentiel de I’implication des voies de signalisation en fonction

de I’état différencié ;

et ce, a I’aide de la lignée cellulaire Caco-2/15, un modéle in vitro de différenciation
entérocytaire humaine. La lignée cellulaire Caco-2/15, un clone provenant de la lignée
parentale Caco-2, a déja été amplement caractérisée (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et

a

Beaulieu, 1992; Vachon et al., 1996).
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II-MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire

La lignée cellulaire Caco-2/15, un clone qui provient de la lignée parentale Caco-2
(HTB27; American Type Culture Collection, Rockville, MD), nous a été gracieusement
donnée par le Dr J.-F. Beaulieu (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC). Ces cellules
ont été cultivées dans un milieu de culture DMEM (Gibco BRL, Burlington, Ont.)
supplémenté de 10 % (v/v) de sérum de veau feetal (ICN biomedicals, Aurora. OH),
d’antibiotiques (50 U/ml de pénicilline et 50 ug/ml de streptomycine), de 4 mM de
glutamine et de 20 mM HEPES (Gibco BRL). Les cellules ont €té incubées a 37 °C sous
une atmosphére humide composée de 95 % d’air et de 5 % CO;. Le milieu étant changé au

48 heures jusqu’au niveau de confluence désiré.

2. Incubation avec les différents inhibiteurs

Dans le but d’identifier des voies de signalisation impliquées dans la survie des
cellules Caco-2/15 selon leur état indifférencié ((-2 jours post-confluence (PC)) ou
pleinement différencié (30 jours PC), nous avons utilisé différents inhi"lﬁiteurs
pharmacologiques inhibant des molécules et/ou des voies de signalisation connues pour
promouvoir la survie dans plusieurs types cellulaires. Les inhibiteurs et/ou les facteurs de
croissance utilisés ont €té ajoutés a du milieu sans sérum (milieu DMEM supplémenté ne

contenant pas de sérum) pré-chauffé a 37 °C. Avant chaque traitement, les Caco-2/15 étaient



lavées 2 fois avec du milieu sans sérum pour enlever les constituants du sérum deéposes.
Finalement, aprés dissolution des différents inhibiteurs et facteurs de croissance dans le
milieu sans sérum, ceux-ci ont été utilisés pour remplacer le milieu standard de culture. La

durée des traitements était de 48 heures.

2.1 Inhibiteurs pharmacologiques utilisés

La génistéine (Sigma), inhibiteur a large spectre des tyrosines kinases, a €té utilisé a
une concentration de 150 uM (Miyamoto et al., 1995 ; Anderson, 1997). Nous avons de plus
utilisé I’herbimycine A (Sigma, Oakville, Ont.), un inhibiteur des tyrosines kinases de la
famille Src, & une concentration de 1 uM (Park et al., 1991, Parsons et Parsons, 1997). Suite
a une courbe dose-réponse (données non-illustrées) effectuée avec le PD98059
(Calbiochem), nous avons déterminé que la concentration effective pour qu’il y ait induction

d’apoptose (visualisation d’échelle internucléosomique) suite & [’utilisation de cet inhibiteur

2Erk-2/

p44El‘k-1

sélectif de MEK-1 et —2, un activateur en amont de p4 , se situait a 20 uM
(Dudley et al.,1995 ; Allesi et al., 1995 ; Scheid et al., 1999 ; Boucher et al., 2000 ; Le Gall
et al.,, 2000). Suite a 1’établissement d’une courbe dose-réponse (donné non-illustrées)
effectuée avec le LY294002 (Calbiochem), nous avons déterminé que la conceptration
effective pour qu’il y ait induction d’apoptose (visualisation d’échelle internucléosomique)
suite a I’utilisation de cet inhibiteur spécifique de la PI 3-kinase, se situait a 30 uM (Rosen et

al., 1998 ; Rosen et al., 2000 ; Vlahos et al., 1994 ; Datta et al., 1999 ; Le Gall et al., 2000).

La rapamycine (Sigma), inhibiteur de la kinase mTOR, a été utilisé & une concentration de
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20 ng/ml, une concentration couramment utilisée (Aagaard-Tillery et al., 1994 ; Abraham,
1998 ; Datta et al., 1999). Enfin, la cytochalasine D (Sigma), un agent qui affecte la
signalisation reliée a I'adhésion en inhibant en autre la tyrosine kinase p125F 4K a été utilisée

a 1uM (Lipfert et al., 1992 ; Oktay et al., 1999 ; Wary et al., 1999).

Tableau 1. Inhibiteurs pharmacologiques utilisés

Inhibiteurs Kinases inhibée Concentration utilisée Source
Génistéine TKs 150 tM Sigma
Cytochalasine D FAK 1 uM Sigma
Herbimycine A TKs Src 1 uM Sigma
PD 98059 MEK 1-2 20 uM Calbiochem
Ly 294002 PI-3 kinase 30 uM Calbiochem
Rapamycine mTOR 20 ng/ml Sigma

Les traitements comprenaient aussi la présence d’insuline (10 ng/ml), un facteur de
survie bien connu (Ménard et Arsenault, 1985; 1987; Ménard, 1989), dans du milieu sans

sérum (contrdle), le milieu sans sérum seul et le milieu en présence de sérum 10 %

(conditions habituelles de culture).
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3. Détection de la dégradation de I’ADN internucléosomiques sur gel d’agarose

L’impact des différents inhibiteurs sur la survie cellulaire a ét¢ évalué par détection de
la dégradation de I’ADN internucléosomiques (une caractéristique de 1’apoptose) sur gel
d’agarose. Le protocole utilisé était une version légérement modifiée de la technique décrite
par Frisch et al. (1994). Dans la premiére étape de ce protocole, le milieu de culture et les
cellules ont été récupérés dans un tube de 12 ml et centrifugé a 2000 rpm dans une
centrifugeuse Centra CL3R (International Equipement Company (IEC), Needham Height,
MA) pendant 5 minutes. Ensuite, le surnageant a été¢ décanté et le culot rincé doucement
avec du PBS 1X. Les cellules ont été¢ de nouveau centrifugées selon les conditions décrites
auparavant et ont subi un autre lavage au PBS 1X. Dans la seconde étape, 600 pl de tampon
de lyse (0.5 % Triton X-100, 10 mM TRIS, 10 mM EDTA) ont été ajoutés aux cellules
contenues dans le tube de 12 ml. Le lysat a été ensuite transféré dans un microtube
(Sarstedt) puis lysé pendant 20 minutes sur glace (4 °C). Pour les extractions, 2 pétris de 100
mm ont été utilisés pour les cellules sous-confluentes et un seul pétri pour les cellules post-
confluentes. Ensuite, les échantillons ont été centrifugés a 13 000 rpm pendant 30 minutes &
4 °C (microfugeuse Micro 12 ; Fischer Scientific, Nepean, Ont.). Par la suite, le surnageant
de chaque microtube a été respectivement transféré dans un nouveau microtube, trois
extractions phénol(25)/chloroforme(24)/isoamyl(1) (Fischer Scientific) ont été effegtuées.
Aprés les trois extractions, 380 pl de la phase aqueuse ont été récupérés pour chaque
échantillon, auxquels 40 pl d’acétate de sodium (3 M, pH 8), 1.5 ul de glycogéne (20
mg/ml) et 1 ml d’éthanol 100 % ont été rajoutés. La précipitation de I’ADN a été effectuée

toute la nuit & 4 °C. Suite & une centrifugation a 13 000 rpm pendant 15 minutes (4 °C), les
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culots d’ADN obtenus ont été lavés avec 500 pl d’éthanol 70 % (-20 °C) puis séchés a ["air
ambiant sous hotte. Ils ont ensuite été resuspendus dans 30 pl de TE (Tris 10 mM pH 8, 1
mM EDTA) et incubés en présence de 80 pg/ml d’ARNase A (Pharmacia Biotech, Baie
d’Urfé, Qc) pendant 1 heure 4 37°C. Les contenus en ADN des échantillons ont été mesurés
par spectrophotométrie (Genesis 5 : Milton Roy, Rochester, NY) & 260 nm et 20 pg de
chaque échantillon ont été soumis a une électrophorése sur gel d’agarose (BIO-RAD,
Hercules, CA) 1,5% contenant 0,0001% de bromure d'éthidium (Fischer Scientific).
L’électrophorése a été effectuée a 100 V dans un tampon TAE (40 mM Tris, 0,2 % acide
acétique glacial et ImM EDTA) qui a également été utilisé pour dissoudre |’agarose.
Finalement, le gel a été photographié sous UV grace a un trans-illuminateur et a une caméra
digitale « Alpha Imager 1200 Documentation and Analysis system » (Alpha Innotech

Corporation, San Leandro, CA).

4. Analyse western blot

4.1 Solubilisation des protéines

Une fois le milieu de culture enlevé, les cellules (pétri de 100 mm) ont été lavées a
deux reprises avec du PBS 1X. Par la suite, 300 pl de tampon de solubilisation Laemmli
(Tris-HCI 125 mM [pH 6,8], 0,23 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,005 % de bleu de
bromophénol (Sigma) et 5 % de B-mercatoéthanol (BIO-RAD)) ont été ajoutés pour chaque

pétri de 100 mm contenant des cellules sous-confluentes (et 1 ml dans les autres cas). Les

échantillons ont été récupérés dans un microtube, soniqués sur glace (Ultrasonic processor ;
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Mandel Scientific, St-Laurent, Qc) 4 fois pendant 5 secondes puis chauffés a 100 °C
(Standard Heatblock, ; VWR Canlab, Ville Mont-Royal, Qc) pendant une période de 5
minutes.  Finalement, les débris cellulaires restants ont ¢té éliminés suite a une
centrifugation de 10 minutes a 13 000 rpm (microfugeuse Micromax ; IEC) et les

surnageants ont été conservés a -20 °C.

4.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Suite au dosage selon la méthode modifiée de Lowry (Peterson G.L., 1977), cinquante
microgrammes de protéines ont été prélevés pour chaque échantillon, puis ceux-ci ont été
chauffés & 100°C pendant 5 minutes et centrifugés avant d’étre séparés sur gel de
polyacrylamide dénaturant 4-15 % ou 15 % (Ready gel Tris 15 % ; BIO-RAD). Un
marqueur de poids moléculaire coloré a également été¢ déposé sur le gel (7,2-212 kD Broad
Range ; BIO-RAD). L’électrophorése a été effectuée a 100 volts dans un tampon composé
de 25 mM Tris, 0,1 % SDS et 192 mM glycine. Une fois la migration complétée, les
protéines ont été soumises a un électrotransfert liquide (100 V, 1 heure) sur une membrane
de nitrocellulose (Gibco BRL) pré-incubée 10 minutes dans le tampon de transfert (25 mM
Tris, 192 mM glycine et 20 % méthanol). L’efficacité du transfert a été vérifiée par
coloration de la membrane au rouge de Ponceau (Sigma) 0,2 %. Les membranes ont été

ensuite décolorées dans du PBS 1X contenant 0,05 % de tween-20 (BIO-RAD).
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4.3 Immunodétection des protéines (Western Blot)

Les membranes ont d’abord été saturées en protéines (blocage) grace a une incubation
minimale d’une heure dans une solution de lait écrémé en poudre 10 % dissout dans le
PBS/tween-20 0,05 % (blotto). Les membranes ont ensuite été incubées, selon I’anticorps
utilisé, dans la solution d’anticorps primaire (diluée dans le blotto), pour une période de 16
heures & 4 °C, ou soit pour des périodes variant de 1 & 3 heures a température de la piéce.
Par la suite, les membranes ont été¢ soumises a quatre lavages de 10 minutes sous agitation
dans une solution de PBS/tween-20 0,05 %. Cette étape a été suivie d'une incubation d’une
heure a la température de la piéce avec la solution d’anticorps secondaire couplés a la
peroxydase diluée dans le blotto. Les membranes ont alors été lavées 2 fois avec la solution
PBS/tween-20 0,05 % et 2 fois avec du PBS seul, pour des périodes de 10 minutes. Les
bandes immunoréactives ont finalement été¢ révélées par I’ajout de la solution ECL
(Amersham Life Science, Piscataway, NJ), suivi d’expositions sur des films « Hyper film

ECL » (Amersham Life Science).

4.3.1 Anticorps primaires utilisés

A) Anticorps polyclonaux produits chez le lapin.

Les anticorps polyclonaux dirigés contre Bel-2 (1701) (Krajewski et al., 1994a), Bax

(Ab 1712) (Krajewski et al., 1994b) (PC66) (Calbiochem), Bel-X; (Ab 1695-5) (Krajewski

et al., 1994c), Bak (Ab 1764) (Krajewska et al. 1996 ; Krajewski et al. 1996), Mcl-1 (Ab



1682) (Krajewski et al. 1994a, 1995) nous ont été gracieusement fournis par le Dr J.C. Reed
(The Burham Institute, La Jolla, CA). Nous avons également utilis€ les anticorps
polyclonaux dirigés contre p59™" (Ab FYN3) et pl25" 4K (Ab C-903) (Santa Cruz);
pp42/pp44 (Ab 9101), pd2/pd4 (Ab 9102), pp57 (Serd73) (Ab 9271) ; p57*¥ (Ab 9272) et

CASP-7 (Ab 9492) (NEB) ; et pp1257#% (Tyr397) (Ab 07-012) (Upstate Biotechnology).

B) Anticorps monoclonaux d’origine de souris

Nous avons utilis¢ des anticorps monoclonaux dirigés contre Bad (mAb 48)
(Transduction Laboratories, Missisauga, Ont.), la cytokératine 18 (mAb CY-90) (Sigma),
les phosphotyrosines (mAb PY99) (Santa Cruz), p54R"" (mAb VHS5) gracieusement donné
par Dr. W.G. Cance (University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, NC) et p605’c
(mAb 327) gracieusement donné par Dr. J.S. Brugge (Harvard Medical School,

Boston,MA).
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Tableau 2.

Western blot

Anticorps dirigés

contre les homologues Bcl-2 utilisés pour les analyses

Anticorps primaire

Anticorps Type Profeing Espece Dilution Source
reconnue
Ab 1701 Polyclonal Bel-2 humain 1/1000 J.C. Reed
Ab 1712 Polyclonal Bax humain 1/1000 J.C. Reed
Ab 1695-5 Polyclonal Bel-x,  Mmain 1600 J.C. Reed
souris
Ab 1682 Polyclonal Mcl-1 humain 1/1000 J.C. Reed
Ab 1764 Polyclonal Bak humain 1/1000 J.C. Reed
. Transduction
mADb 48 Monoclonal Bad humain 1/500

Laboratories




Tableau 3. Anticorps de voies de signalisation utilisés pour les analyses Western blot

Anticorps primaire

Protéine

Anticorps Type reconnue Espece Dilution Source
rat
AbFYN 3 Polyclonal p59™7 souris 1/1000 Santa cruz
humain
) humain
Ab ¢-903 Polyclonal p12574K souris 1/3000 Santa Cruz
rat
humain L Fnsits
Ab 07-012 Polyclonal ppl25"K souris 1/500 P
rat Biotechnology
humain
Ab 9102 Polyclonal p42/pd4 souris 1/1000 NEB
rat
humain
Ab 9101 Polyclonal pp42/ppa4 O 171000 NEB
574kt (Ser humain
Ab 9271 Polyclonal P 473) souris 1/1000 NEB
rat
humain
CASP-7 et .
Ab 9492 Polyclonal CASP-7 clivée sosails, 1/1500 NEB
humain
Ab 9272 Polyclonal p574K souris, 1/1000 NEB
rat
mAb CY90 Monoclonal K18 humain 1/10 000 Sigma
mAb 327 Monoclonal p60°% humain 1/1000 J.S. Brugge
mAb VH55 Monoclonal p547ek humain 1/2 W.G. Cance
mAb PY99 Monoclonal p-tyrosines 1/250 Santa Cruiz
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4.3.2 Anticorps secondaires

Nous avons utilisé les anticorps secondaires couplés a la peroxydase NA 9340
(Amersham) dirigés contre des IgG de lapin et NA 931 (Amersham) dirigé contre des IgG de

souris.

4.4 Immmunodécapage des membranes

Pour certaines expériences d’analyse en Western Blot, les membranes ont été
immunodécapées, suite & une premiére utilisation, par une incubation de 20 minutes a
température de la piéce dans une solution de 100 mM glycine a pH 2,9. Ensuite les
membranes ont été lavées a trois reprises pendant 5 minutes avec du PBS. Le Western Blot

subséquent a été amorcé a I’étape du blocage (avant I’incubation avec 1’anticorps primaire).

4.5 Analyses densitométriques et statistiques

Puisque la réponse des films aux photons est non-linéaire, les bandes ont ét¢ estimées
par densitométrie grace au « Alpha Imager 1200 Documentation and Analysis system »
(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA). L’aire sous la courbe a été évaluée pour
chaque bande. Pour chaque traitement, les niveaux d’expression relatifs des molécules
analysées ont été évalués par rapport & ceux des cultures contrdles en déterminant I’aire

totale sous le pic (AUxmm) en vue d’établir le ratio traitement/controlex100 (étant exprimé
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comme le "% du contréle"). Les données obtenues représentent la moyenne = SEM d’au
moins trois expériences i.e. trois séries d’échantillons distincts (n=3). L’erreur sur les
valeurs est le SEM («Standard error on mean»). Les différences statistiquement
significatives ont €té obtenus pour un intervalle de confiance de 95% (0.001 < p < 0.01)

gréce au « Student t Test ».
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III-RESULTATS

1. Expression différentielle des homologues Bcl-2 selon [’état de différenciation

entérocytaire

Dans un premier temps, nous avons analysé par Western Blot I'expression des
homologues Bcl-2 au cours de la différenciation entérocytaire des cellules Caco-2/15. Pour
chacun des différents homologues Bcl-2 étudiés, nous observons 1’établissement d’un profil
distinct d’expression. Pour les homologues anti-apoptotiques, nous observons:1) une
augmentation d’expression de Bcl-2 & partir de I’atteinte de la confluence qui atteint un
plateau a 10 jours PC (figures 8A et 8B) (I’augmentation entre —2 et 30 jours PC est
statistiquement significative) ; 2) une baisse non significative de 1’expression de Bel-X; a
I’atteinte de la confluence qui se maintient par la suite a des niveaux stables pour le reste du
processus de différenciation (figures 8A et 8B); et 3) une augmentation graduelle de Mcl-1
au cour de la différenciation (figures 8A et 8B) (I’augmentation entre —2 et 30 jours PC est
statistiquement significative). Pour ce qui est des homologues pro-apoptotiques, nous
observons : 1) des augmentations successives de Bax au cours de la différenciation entre -2
et 5 et entre 20 et 30 jours PC (figures 8A et 8C) (’augmentation entre —2 et 30 jours PC est
statistiquement significative); 2) une baisse d’expression significative de Bak entreﬁ—2 et 0
jours, suivie d’une augmentation graduelle qui n’atteint cependant jamais les niveaux de
départ (figures 8A et 8C) (la différence d’expression entre —2 et 30 jours PC n’est pas
statistiquement significative); et 3) une baisse d’expression de Bad a [’atteinte de la

confluence, suivie d’une stabilisation des niveaux d’expression jusqu’a 30 jours PC (figures



Figure 8. Etablissement de profils distincts d’expression d’homologues Bcl-2 au cours de la
différenciation entérocytaire humaine. (A) Les cellules Caco-2/15 ont été cultivées a divers
stades de différenciation ( -2, 0, 5, 10, 15, 20 et 30 jours PC) en présence de 10% de sérum,
puis lysées dans le tampon de Laemmli pour séparation des protéines par SDS-PAGE (15%).
Suite a un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, un immunobuvardage a été
effectué¢ avec des anticorps spécifiques pour différents homologues Bcl-2: 1) anti-
apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bel-X (~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et 2) pro-
apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD). Un anticorps dirigé
contre la cytokératine 18 (K18) a été utilisé pour vérifier I’équité en quantité de protéines
pour chaque échantillon. (B) Les protéines ont été scannées, puis les niveaux d’expression
des protéines ont été évalués par rapport aux niveaux de cytokératine 18 (K18) en
déterminant 1’aire totale sous le pic (AUxmm) pour établir le ratio [(homologue Bcl-2/K18)
x100%] (% du contrdle). Les points reliés par la courbe représentant la moyenne = SEM
(« standard error on mean») pour chaque stade de différenciation pour au moins 3

expériences séparées (n>3).
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8A et 8C) (la diminution entre -2 et 30 jours PC est statistiquement significative). Ces
observations montrent [’établissement d’un patron d’expression différentiel pour ces
homologues Bcl-2 au cours de la différenciation, indiquant ainsi que les entérocytes
différenciés expriment un profil d’expression distinct de celui des cellules indifférenciées,

similairement a la situation retrouvée in vivo au niveau de 1’axe crypte-villosité.

2. Effets de I’absence de sérum sur la survie entérocytaire

2.1 Traitements

Dans le but d’identifier des voies de signalisation importantes pour la survie chez les
cellules Caco-2/15, nous avons utilisé différents inhibiteurs pharmacologiques des voies de
signalisation reconnues pour promouvoir la survie cellulaire. Nos traitements de 48 heures
ont été effectués chez des cellules indifférenciées (-2 PC) et chez des cellules pleinement
différenciées (30 PC). L’induction d’apoptose a été visualisée par la présence d’un
échelonnage de I’ADN internucléosomique et par la détection de la caspase-7 effectrice sous
sa forme active (clivée). Enfin, nous avons analysé [’effet de nos traitements sur

Pexpression des homologues Bcl-2.
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Figure 9. Implication différentielle de voies et/ou de molécules de signalisation dans la
survie entérocytaire humaine selon 1’état de différenciation cellulaire. (A et B) Visualisation
de la fragmentation de I’ADN internucléosomique sur gel d’agarose 1.5% (20 pug
d’ADN/puit). (A) Les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) ont été incubées
pendant 48 heures en présence de sérum 10% (+S), en absence de sérum (SS), en présence
de 10 pg/ml d’insuline (+I), en présence de 150 pM de génistéine (+G), en présence de 20
uM de PD98059 (+PD), en présence de 30 uM de LY294002 (+LY), en présence de 20
ng/ml de rapamycine (+R), en présence de 1uM d’herbimycine A (+HA), ou en présence de
I UM de cytochalasine D (+CD). La génistéine (piste 5), le LY294002 (piste 7) et la
cytochalasine D (piste 11) induisent 1’apoptose chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées.
(B) Les cellules Caco-2/15 différenciées (30 jours PC) ont été incubées pendant 48 heures en
présence de sérum 10% (+S), en absence de sérum (SS), en présence de 10 ug/ml d’insuline
(+I), en présence de 150 uM de génistéine (+G), en présence de 20 uM de PD98059 (+PD),
en présence de 30 pM de LY294002 (+LY), en présence de 20 ng/ml de rapamycine (+R),
en présence de 1uM d’herbimycine A (+HA) et en présence de 1 pM de cytochalasine D
(+CD). La génistéine (piste 5), le PD98059 (piste 6), le LY294004 (piste 7), et la
cytochalasine D (piste 11) induisent 1I’apoptose chez les cellules Caco-2/15 différenciées. (A
et B) Tous les traitements, exception du traitement avec sérum (+S), ont été effectués en
absence de sérum. Les pistes 1 et 8 représentent les standards de poids moléculaire d’ ADN.

Abréviation : Std.= standard de poids moléculaire d’ADN.
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Figure 10. Activation de la capsase-7 suite aux traitements en fonction de |’état de
différenciation entérocytaire. (A) Niveaux relatifs de la caspase-7 clivée a —2 jours PC et a
30 jours PC suite a un traitement de 48 heures : en présence de 10 % de sérum (+S), en
absence de sérum (SS); en présence de 150 uM de génistéine (+G), en présence de 1 uM de
cytochalasine D (+CD), en présence de 1uM d’herbimycine A (+HA), en présence de 20 uM
de PD98059 (+PD), en présence de 30 uM de LY294002 (+LY), ou en présence de 10 pg/ml
d’insuline (+I). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis
séparées par SDS-PAGE (4-15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de
nitrocellulose. Un immunobuvardage a été effectué pour la détection de la forme clivée de
la caspase-7. Un anticorps dirigé contre la cytokératine 18 (K18) a été utilisé pour vérifier

I’équité en quantité de protéines pour chaque échantillon.
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Figure 11. L’absence de sérum (48 hrs) n’affecte pas ’expression des homologues Bcl-2
chez les cellules Caco-2/15. Les cellules Caco-2/15 ont été cultivées a divers stades de
différenciation (-2, 0, 5, 10, 15, 20 et 30 jours PC) en présence de 10% de sérum (+S) ou en
absence de sérum (SS), puis lysées dans le tampon de Laemmli pour ensuite séparer les
protéines par SDS-PAGE (15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose,
un immunoburvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques pour différents
homologues Bcl-2 : 1) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bcl-X, (~28-30 kD) et Mcl-1
(~39-42 kD)et 2) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD).
Les protéines ont été¢ scannées, puis les niveaux relatifs d’expression des protéines en
absence de sérum (SS) ont été évalués par rapport aux niveaux d’expression en présence de
sérum (+S) en déterminant ’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio
(SS/+S) et ce, pour chaque stade de différenciation. Les colonnes représentant la moyenne *

SEM pour au moins 3 expériences séparées (n>3) o 1 = 100% du contréle (+S).
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2.2 Effet de ['absence de sérum sur la survie entérocytaire et sur ['expression des

homologues Bcl-2 au cours de la différenciation entérocyltaire

La présence ou [’absence de sérum n’induit pas l’apoptose chez les entérocytes
indifférenciés (figure 9A, pistes 2 et 3) ni chez les entérocytes différenciés (figure 9B, pistes
2 et 3). De plus, ces états de survie corrélent avec 1’absence de la caspase-7 effectrice sous
sa forme active (figure 10, pistes 1-4). Tel qu’indiqué a la figure 11, nous constatons que
’absence de sérum n’a pas d’effet significatif sur les niveaux relatifs d’expression des
homolgues Bcl-2 anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-X et Mcl-1) et pro-apoptotiques (Bax, Bak
et Bad) et ce, peu importe 1’état de différenciation. C’est pour cette raison que les données
qui vont suivrent seront exprimées en "% du contrle", la situation sans sérum (SS)

constituant la situation "contrdle".

2.3 Effet de !'insuline sur la survie entérocytaire

La présence d’insuline (+I) promouvoit la survie, et ce, peu importe 1’état de
différenciation (figure 9A, piste 4 et figure 9B, piste 4). De plus, cet état de survie corréle
avec |’absence de la caspase-7 effectrice sous sa forme active (figure 10A, pistes 15,et 16).
L’insuline provoque également une augmentation des niveaux relatifs d’expression des anti-
apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 a -2 jours PC (figure 12A, -2 PC) et fait baisser 1’expression
des pro-apoptotiques Bax et Bak (figure 12B, -2 PC). A 30 jours PC, ’insuline provoque

une hausse d’expression de I’anti-apoptotique Mcl-1 (figure 12A, 30 PC) et une baisse du
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pro-apoptotique Bad (figure 12B, 30 PC). En résumé, I’insuline provoque des modulations
d’expression des homologues Bcel-2 a =2 et a 30 jours PC qui penchent nettement en faveur
des anti-apoptotiques; cependant les homologues spécifiquement affectés different selon

|’état de différenciation.
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Figure 12. Régulation différentielle de 1’expression des homologues Bcl-2 par I’insuline.
Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bel-X.
(~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD)et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD)
et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et chez des
cellules pleinement différenciées (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en présence de 10
ng/ml d’insuline (+I). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis
séparées par SDS-PAGE (15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose,
un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (voir figure 1A) et les
protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs d’expression des
protéines analysées en présence d’insuline (+I) ont été évalués en comparant ceux-ci avec les
niveaux d’expression en absence de sérum (SS) par la détermination de I’aire totale sous le
pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio [(+I/SS)x100%] (% du contr6le). Les colonnes
représentant la moyenne + SEM pour au moins 3 expériences séparées (n>3) ot 100 % du
contrdle représente les niveaux d’expression dans les cultures contrdles (SS). A —2 et a 30
jours PC, les différences statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-

apoptotiques et pour les (B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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3. Réles des tyrosines kinases dans la survie entérocytaire

3.1 Phosphorylation des tyrosines au cours de la différenciation entérocytaire

L’analyse western des protéines phosphorylées sur résidus tyrosine indique qu’il existe
différents patrons de phosphorylation selon [’état de différenciation (figure 21B). Ces
différences indiquent qu’il y a des changements qui s’effectuent au cours du processus de
différenciation. Ceci suggére la présence de mécanismes cellulaires différents, activés ou
inactivés. D’ailleurs, la différenciation entérocytaire est bien connue pour €tre accompagnée
de changements dans les réponses hormonales et les propriétés d’adhésion cellulaire

(Vachon et Beaulieu, 1995)

3.2 Effets de l'inhibition des tyrosines kinases sur la survie et sur l'expression des

homologues Bcl-2 selon I’état de différenciation entérocytaire

L’inhibition des tyrosines kinases avec la génistéine 150 uM induit ’apoptose apres 48
heures de traitement, et ce, peu importe [’état de différenciation (figure 9A, piste 5 et figure
9B, piste 5). De plus, I’induction d’apoptose corréle avec la présence de la caspase-7
effectrice sous sa forme active (figure 10, pistes 5 et 6). Au niveau de ’expression des
homologues Bcl-2 a -2 jours PC, nous observons une baisse d’expression des anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bel-X (figure 13A, -2 PC), et des pro-apoptotiques Bax et Bad (figure

13B, -2 PC), ainsi qu’une augmentation d’expression du pro-apoptotique Bak (figure 13B, -2
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Figure 13. Régulation différentielle de 1’expression des homologues Bcl-2 par les tyrosines
kinases. Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26 kD),
Bel-X, (~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak
(~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et
chez des cellules pleinement différenciées (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en
présence de 150 pM de génistéine (+G). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon
de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite & un électrotransfert sur membrane
de nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (voir
figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs
d’expression des protéines analysées en présence de génistéine (+G) ont été évalués en
comparant ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence de sérum (SS) par la
détermination de D’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio
[(+G/SS)x100%] (% du contréle). Les colonnes représentant la moyenne + SEM pour au
moins 3 expériences séparées (n>3) ou 100 % du contrle représente les niveaux
d’expression dans les cultures contréles (SS). A —2 et a 30 jours PC, les différences

statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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PC). A 30 jours PC, nous observons une baisse d expression des anti-apoptotiques Bcl-2 et
Bel-X | (figure 13A, 30 PC), ainsi qu’une hausse du pro-apoptique Bak (figure 13B, 30 PC).
Ainsi, quoique la génistéine induit 1’apoptose tant chez les cellules indifférenciées que

différenciées, les homologues Bcl-2 affectés ne sont pas les mémes.

3.3. Effets des traitements sur la phosphorylation des résidus tyrosine

3.3.1 Entérocytes indifférenciés

Nous pouvons affirmer que notre traitement avec la génistéine est efficace a —2 jours
PC puisque [D’inhibition des tyrosines kinases (+G) fait baisser les niveaux de

phosphorylation sur résidus tyrosine (figure 23B, piste5).

De plus, nous constatons que la phosphorylation sur résidus tyrosine est affectée
spécifiquement par certains traitements. Par exemple, la présence de sérum (+S) et

I’inhibition de p125™K

(+CD) font baisser la phosphorylation sur résidus tyrosine a —2 jours
PC (figure 23B, pistes 1 et 7). Par contre, I’inhibition des membres de la famille Src (+HA),
I’inhibition de (MEK-1/2)/(p425%2/p445™!y (+PD), I’inhibition de PI3-K (+LY) et la

présence d’insuline (+I) n’ont pas d’effet apparent sur la phosphorylation des résidus

tyrosines (figure 23B, pistes 9,11,13 et 15).
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3.3.2 Entérocyles différenciés

L’inhibition a large spectre des tyrosines kinases (+G) fait baisser les niveaux de

phosphorylation sur résidus tyrosine (figure 23B, piste 6).

L’inhibition de p1257X fait également baisser les niveaux de phosphorylation sur
résidus tyrosine (figure 23B, piste 8). Enfin, la présence de sérum (+S), I’inhibition des
membres de la famille Src (+HA), I’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p425™?/p44=™")
(+PD), I’inhibition de la PI 3-kinase (+LY) et la présence d’insuline (+I), n’ont pas deffets
significatifs sur la phosphorylation sur résidus tyrosine des espéces a 30 jours PC (figure

23B, pistes 2,10,12,14 et 16).

4. Voie des kinases MAP (pp425™-2/pa4FE™!y

4.1 Expression de p425™*?

au cours de la différenciation entérocytaire
Dans un premier temps, nous avons examiné les profils d’expression et d’activation de
Erk-2 i o . ¢ . . Erk-2 -
p42~"“au cours de la différenciation entérocytaire. La kinase p42 étant lg forme
majoritairement détectée lors des analyses Western blot, nous avons uniquement considéré

celle-ci lors des analyses densitométriques.  L’expression de p42°*?

augmente
graduellement jusqu’a 15 jours PC pour ensuite se stabiliser durant le reste du processus de

différenciation (figures 14A et 14B). Or, les niveaux relatifs d’activation de p42°* sont
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2Erk-2

Figure 14. Profils distincts de niveaux relatifs d’activation de p4 au cours de la

différenciation entérocytaire. (A) Immunobuvardage représentant 1’activation de p42E? 3
divers stades de différenciation (-2, 0, 5, 10, 15, 20 et 30 jours PC) en présence de 10 % de
sérum (+S). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis séparées
par SDS-PAGE (4-15%). Suite & un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, dans
un premier temps, un immunobuvardage a été effectué pour la détection de la forme
doublement phosphorylée (activée) de p42E’k'2 (figure A; panneau du haut; pp425’k'2), dans
un second temps, un second immunoburvardage a été effectué pour la forme totale de p42Erk’
d (figure A; panneau du milieu; p42Erk’2). Finalement, un anticorps dirigé contre la
cytokératine 18 (K18) a été utilisé pour vérifier I’équité en quantité de protéines pour chaque
échantillon. (B) Niveaux relatifs d’activation de p42°™*? au cours de la différenciation
entérocytaire. Les protéines totales détectées en (A) ont été scannées par densitométrie au
laser. L’expression de p425’k'2 totale a été évaluée en déterminant le ratio de 1’aire totale

25)‘/{-2

sous le pic (AUxmm) pour p4 totale sur [’aire totale sous le pic (AUxmm) pour K18 et

2El‘k-2

ce, pour chaque stade de différenciation. Les niveaux relatifs d’activation de p4 ont été

évalués en déterminant le ratio de [’aire totale sous le pic (AUxmm) pour la forme

Erk-2 Erk-2

doublement phosphorylée de p42 sur celle de la forme totale de p42 Les points
reliés par la courbe représentent la moyenne £ SEM pour chaque stade de différenciation

pour au moins trois expériences séparées (n>3).
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maximums a -2 jours PC et ceux-ci diminuent drastiquement jusqu’a 5 jours PC pour
ensuite se maintenir a des niveaux stables jusqu’a 30 jours PC (figures 14A et 14B). Ainsi,
nous observons ’établissement de niveaux relatifs d’activation de p425*~ distincts au cours

de la différenciation entérocytaire.

4.2 Implication de la voie (MEK-1/2)/(p425™2/p445™! dans la survie entérocytaire

L’inhibition des kinases MAP a des effets différents sur la survie entérocytaire selon
’état de différenciation. Par wvisualisation de la fragmentation de I’ADN
internucléosomique, nous constatons que I’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p425%%/p44Er™
'Y n’induit pas I’apoptose & —2 jours PC (figure 9A, piste 6), tandis qu’a 30 jours PC, nous
observons de 1’apoptose (figure 9B, piste 6). De plus, la caspase-7 effectrice est inactive a —
2 jours, mais a 30 jours elle est activée (figure 10, pistes 11 et 12). Nous constatons donc un
effet distincts de la voie (MEK-1/2)/(p425™2/p445™"y sur la survie entérocytaire, selon 1’état

de différenciation.

4.3 Effet de [’inhibition de la voie (MEK—]/Z)/@4ZE’k'2/ p44£rk'l) sur l'expression des

homologues Bcl-2 selon l’état de différenciation entérocytaire

A -2 jours PC, I’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p425™/ p44E'k") cause une

importante baisse d’expression de ’anti-apoptotique Bcl-2 (figure 15A, -2 PC) et une baisse
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Figure 15. Régulation différentielle de I’expression des homologues Bcl-2 par la voie
(MEK-1/2)/(p425™?/pa4=™"y.  Expression relative des homologues Bcl-2: (A) anti-
apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bel-X| (~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-
apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-
2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et chez des cellules pleinement différenciées (30 jours PC)
traitées pendant 48 heures en présence de 20 uM de PD98059 (+PD). Les protéines totales
ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite a un
électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué avec
des anticorps spécifiques (voir figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie
au laser. Les niveaux relatifs d’expression des protéines analysées en présence de PD98059
(+PD) ont été évalués en comparant avec ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence
de sérum (SS) par la détermination de ’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le
ratio [(+PD/SS)x100%] (% du contrdle). Les colonnes représentant la moyenne + SEM
pour au moins 3 expériences séparées (n=3) ou 100 % du contréle représente les niveaux
d’expression dans les cultures contrdles (SS). A —2 et a 30 jours PC, les différences
statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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du pro-apoptotique Bad (figure 15B, -2 PC). A 30 jours PC, nous observons une diminution
des anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-X. (figure 15A, 30 PC), ainsi qu’une réduction des trois
pro-apoptotiques Bax, Bak et Bad (figure 15B, 30 PC). Donc, en plus des effets différentiels
sur la survie, nous observons également des effets différentiels sur !’expression des

homologues Bcl-2 lorsque la voie (MEK-1/2)/(p425™%?/ p44£™') est inhibée.

4.4 Effets des traitements sur les niveaux relatifs d’activation de 11)425”""7

4.4.1 Entérocytes indifférenciés (-2 jours PC)

L’inhibition de p425*?/ pd4®™"' via I’effet du PD98059 sur MEK-1/2 provoque une
baisse des niveaux relatifs d’activations de p42E’k'2 de ’ordre de 40 % (figure 16A, + PD).
Donc, & sous-confluence, nous ne sommes pas capable d’inhiber complétement p425™2
avec une concentration de PD98059 a 20 uM. Méme & une concentration de 60 uM, nous

n’inhibons pas davantage les niveaux relatifs d’activation de p425’k'2

(données non-
illustrées). Malgré cette baisse d’activation de p425™?, ’absence d’apoptose a -2 jours PC
semble écarter toute implication de cette voie dans la survie.

s
Pour ce qui est des autres traitements, nos résultats indiquent que la présence de sérum
provoque une inhibition importante (~90% d’inhibition) des niveaux relatifs d’activation de

p42E'k'2 (figure 16A, +S) comparativement 2 la situation en absence de sérum (figure 16A,

100%).
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Figure 16. Régulation de p425™2 chez les entérocytes indifférenciés et différenciés.
Niveaux relatifs d’activation de p425'k'2 a (A) -2 jours PC et a (B) 30 jours PC suite & un
traitement de 48 heures : en présence de 10 % de sérum (+S), en présence de 150 uM de
génistéine (+G), en présence de 1 uM de cytochalasine D (+CD), en présence de 30 uM de
LY294002 (+LY), en présence de 20 pM de PD98059 (+PD), en présence de 1uM
d’herbimycine A (+HA), ou en présence de 10 pg/ml d’insuline (+I). Les protéines totales
ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (4-15%). Suite a
un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, dans un premier temps, un
immunobuvardage a été effectué¢ pour la détection de la forme doublement phosphorylée
(activée) de p42Er"'2 dans un second temps, un second immunoburvardage a été effectué pour

25" k-2

la forme totale de p4 . Les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les

2Erk-2

niveaux relatifs d’activation de p4 ont été évalués en déterminant le ratio de ’aire totale

2Ek2 gur celle de la

sous le pic (AUxmm) pour la forme doublement phosphorylée de p4
forme totale de p425*7 et ce pour chaque traitement 4 —2 et & 30 jours PC. Les colonnes
représentant la moyenne = SEM pour au moins 3 expériences séparées (n>3) ot 100 % du
contrdle représente les niveaux d’expression dans les cultures contrbles (SS). A -2 et a 30

jours PC, les différences statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-

apoptotiques et pour les (B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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L’insuline induit également une inhibition de I'activation de p42"*~ (~70% d’inhibition)
(figure 16A. +I). L’inhibition de plZSF"K avec la cytochalasine D (+CD) et P’inhibition des
membres de la famille Src avec I’herbimycine A (+HA) causent respectivement des chutes
d’environs 65 % de I’activation de p42°* (figure 16A, +CD et +HA). L’inhibition des
tyrosines kinases avec la génistéine fait également chuter 1’activation de p425""'2(figure 16A,
+G). L’inhibition de la PI 3-kinase avec le LY294002 (+LY) fait baisser légerement (de

facon non significative) les niveaux relatifs d’activation de p425™~ (figure 16A, +LY).

4.4.2 Entérocytes différenciés (30 jours PC)

L’effet inhibiteur du PD98059 sur I’activation de p425™ est plus efficace a 30 jours
PC. En effet, nous observons une inhibition des niveaux relatifs d’activation de p42-™~ de
I’ordre de 70 % (figure 16B, + PD). Cette baisse d’activation de p42-™? pourrait expliquer
la présence d’apoptose et la balance des homologues Bcl-2 observée penchant en faveur des

pro-apoptotiques suggérant ainsi une implication de p42°*~ dans la survie & 30 jours PC.

Dans le cas des autres traitements, nous constatons que [’inhibition de la PI 3-kinase
n’a pas d’effet significatif sur les niveaux relatifs d’activation de p42°*? (figure 16B, +LY).
Cependant, les niveaux d’activation de p42E'k'2 baissentnt en présence de sérum (~ 35%)
(figure 16B, +S). Enfin, des baisses respectives d’activation de p425""2 d’environ 30% suite
4 Dinhibition de p125™ (figure 16B, +CD) et d’environ 40% suite 4 I’inhibition des

membres de la famille Src (figure 16B, + HA) sont observées. L’inhibition des tyrosines
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kinases avec la génistéine fait également baissentr légérement |'activation de p42E"k"’ (figure
16B, +G). Enfin, la présence d’insuline stimule peu ’activation de p425%2 (~ 40%) (figure

16B, +I).

Ainsi, malgré certaines tendances qui sont semblables & =2 et & 30 jours PC, nos
résultats indiquent que la voie (MEK-1/2)/(p425*% p4d*™ 'y est régularisée
différentiellement selon [’état de différenciation entérocytaire puisqu’elle exhibe une

implication distincte dans la survie entérocytaire.

5. Voie de la PI 3-kinase

7.4/(1

5.1 Expression de p57"" au cours de la différenciation entérocytaire

Pour étudier le role de la voie de la PI 3-kinase dans la survie entérocytaire, nous
avons utilisé le LY294002 (30 puM), un inhibiteur spécifique de la PI 3-kinase. Il est bien
connu que la kinase p57#*, un effecteur de la PI 3-kinase, joue un rdle important dans la
survie chez plusieurs types cellulaires (Wymann et Pirola, 1998; Datta et al., 1999; Chan et
al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). C’est pourquoi dans un premier temps nous

Akt
7

avons examiné l’expression et l’activation de p5 au cours de la différenciation

entérocytaire. L’expression de p57*%

augmente entre 0 et 5 jours PC pour ensuite se
maintenir & des niveaux stables pour le reste du processus de différenciation (figure 17A et

B) tandis que les niveaux relatifs d’activation de p57#¥ diminuent au cours de la



Akt
7

Figure 17. Profils distincts de niveaux relatifs d’activation de pS au cours de la

différenciation entérocytaire. (A) Immunobuvardage représentant 1’activation de p57’”" a
divers stades de différenciation (-2, 0, 5, 10, 15, 20 et 30 jours PC) en présence de 10 % de
sérum (+S). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon de Laemmli, puis séparées
par SDS-PAGE (4-15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, dans

un premier temps, un immunobuvardage a été effectué pour la détection de la forme

7/4/([ 7.4/(1

phosphorylée (activée) de p57°" (figure A; panneau du haut; pp57”"), dans un second temps,

un second immunoburvardage a été effectué pour la forme totale de p57** (figure A;

Akt
f

panneau du milieu; p57°"). Finalement, un anticorps dirigé contre la cytokératine 18 (K18)

a été utilisé pour vérifier 1’équité en quantité de protéines pour chaque échantillon. (B)
Niveaux relatifs d’activation de p57* “ au cours de la différenciation entérocytaire. Les
protéines totales détectées en (A) ont €té scannées par densitométrie au laser. L’expression

de p57’”“ totale a été évaluée en déterminant le ratio de 1’aire totale sous le pic (AUxmm)

7Akf

pour p57°" totale sur I’aire totale sous le pic(AUxmm) pour K18 et ce, pour chaque stade de

7/4/(1

différenciation. Les niveaux relatifs d’activation de pS7”" ont été évalués en déterminant le

ratio de I’aire totale sous le pic (AUxmm) pour la forme doublement phosphorylée de p57’4k’

7Akl

sur celle de la forme totale de pS7”". Les points reliés par la courbe représentent la moyenne

+ SEM pour chaque stade de différenciation pour au moins trois expériences séparées (n>3).



- pp57Akt

R T N RS TP e -p57A"’

SRR e s K18

2 0 5 10 15 20 30
Jours post-confluence

(PSTIK18)
[a] (=] —
2 3 8

K=l
[l
on

Expression relative de p574k

000

M p5744 (] pp574%/p574kt

o — —

2

— —

!
*T
1

0 5 10 1B N

Jours post-confluence

Niveaux relatifs d ‘activation p574¢

(pp57/pS7)

63



différenciation (figure 17A et B). Tout comme pour p42°™~, nous observons une expression
et une activation différentielle de p57’”‘" au cours de la différenciation, suggérant des réles

distincts dans la survie entérocytaire.

5.2 Implication de la voie de la PI 3-kinase et de la kinase mTOR dans la survie

entérocylaire

5.2.1 Entérocytes indifférenciés

Les phosphoinositides sont des seconds messagers produits par la PI 3-kinase
(Wymann et Pirola, 1998; Datta et al., 1999; Chan et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi,
2000). Comme mentionné précédemment, ceux-ci peuvent mener a I’activation de p57*%
ainsi qu’a celle de mTOR. Au stade indifférencié (-2 jours PC), I’inhibition de la PI 3-
kinase avec le LY294002 30 pM induit I’apoptose (figure 9A, piste 7) tandis que ’inhibition
de la kinase mTOR avec la rapamycine 20 ng/ml n’induit pas 1’apoptose (figure 9A, piste 9).
L’induction de 1’apoptose suite a I’inhibition de la PI 3-kinase corréle avec la présence de la
caspase-7 sous sa forme clivée (figure 10, piste13). Donc, la PI 3-kinase a un role important

dans la survie; cependant les signaux de survie ne semblent pas €tre médiés par la kinase
p

mTOR.
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5.2.2 Entérocytes différenciés

Tout comme chez les cellules indifférenciées, 1’inhibition de la PI 3-kinase induit
I’apoptose (figure 9B, piste 7) tandis que [’inhibition de la kinase mTOR n’induit pas
I’apoptose (figure 9B, piste 9). L’induction d’apoptose suite a I’inhibition de la PI 3-kinase
concorde avec la présence de la caspase-7 sous sa forme active (clivée) (figure 10, piste 14).
Ainsi, la PI 3-kinase est importante pour la survie des cellules différenciées tandis que

mTOR ne semble pas impliquée.

5.3 Effets des traitements sur les niveaux relatifs d’activation de p5 74k

Puisque mTOR, un effecteur de la PI3-K, ne semble pas impliqué dans la survie

entérocytaire, nous avons analysé de plus prés I’implication de p57” M,

5.3.1. Entérocytes indifférenciés

Contrairement & ce qu’on devrait attendre (Wymann et Pirola, 1998, Datta et al., 1999,
Chan et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000), I’inhibition de la voie de la PI 3;kinase

7% (figure 18A, +LY), malgré I’induction

ne semble pas avoir d’effet sur I’activation de p5
d’apoptose & —2 jours PC (figure 9A, piste 7). Ces observations suggérent I’existence de

voies alternatives de survie autre que p57* qui dépendantent de la PI3-kinase;
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Figure 18. Régulation de p57*¥ chez les entérocytes indifférenciés et différenciés. Niveaux
relatifs d’activation de p57¥ a (A) =2 jours PC et & (B) 30 jours PC suite & un traitement de
48 heures : en présence de 10 % de sérum (+S), en présence de 150 uM de génistéine (+G),
en présence de 1 uM de cytochalasine D (+CD), en présence de 30 uM de LY294002 (+LY),
en présence de 20 uM de PD98059 (+PD), en présence de 1uM d’herbimycine A (+HA), ou
en présence de 10 pg/ml d’insuline (+I). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon
de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (4-15%). Suite a un électrotransfert sur
membrane de nitrocellulose, dans un premier temps, un immunobuvardage a été effectué
pour la détection de la forme phosphorylée (activée) de p57Ak' dans un second temps, un
second immunoburvardage a été effectué pour la forme totale de p57’4k’. Les protéines ont
été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs d’activation de p57’4k' ont été

évalués en déterminant le ratio de [’aire totale sous le pic (AUxmm) pour la forme

7/”(’ 7/4/(/

phosphorylée de pS7”" sur celle pour la forme totale de p57°* et ce pour chaque traitement a
—2 et a 30 jours PC. Les colonnes représentant la moyenne = SEM pour au moins 3
expériences séparées (n>3) ou 100 % du contrdle représente les niveaux d’expression dans
les cultures contrdles (SS). A —2 et & 30 jours PC, les différences statistiquement
significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les (B) pro-

apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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7Akl

de plus, ceci indique que [’activation de p5 serait indépendante de PI3-K chez les

entérocytes indifférenciés.

Malgré tout, 1’activation de p57’”‘” s’est avérée modulable. En effet, nous constatons
que I’inhibition des tyrosines kinases ainsi que I’inhibition de p125"."“< diminuent ’activation
de p57*™ d’environ 40-45% (figure 18A, +G et +CD). Pour les autres traitements, que ce
soit en présence de sérum ou d’insuline ou bien que ce soit I'inhibition de (MEK-
1/2)/(p4257%21p44E™*"), des membres de la famille Src, aucun effet significatif est observé sur

les niveaux relatifs d’activation de p57’“" (figure 18A, +S, +1, +HA, +PD).

5.3.2 Entérocytes différenciés

Contrairement aux entérocytes indifférenciés, I’inhibition de la PI3-kinase cause une
chute d’activation de p57** de I’ordre de 65% (ce qui semble correspondre  une activation
p57** dépendante de la PI 3-kinase). Cette chute d’activation (figure 18B, +LY) est

associée a I’induction de I’apoptose lorsque PI3-K est inhibée (figure 9B, piste 7).

Pour les autres traitements, nous constatons que I’inhibition des tyrosines kinases et
P’inhibition de p1257X font baisserr respectivement I’activation de p57*% de 65% et de 40%
(figure 18B, +G et +CD), similairement & ce qui est observé chez les cellules indifférenciées.
En présence de sérum ou d’insuline, nous n’observons pas d’effet significatif sur les niveaux

relatifs d’activation de p57’”" (figure 18B, +S et +I). De méme, ’inhibition de (MEK-
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1/2)/(p425%?/pa4E™*"y et Iinhibition des membres de la famille Src n'ont pas d’effet

significatifs (figure 18B, +PD et +HA).

Ainsi, ces résultats dans leur ensemble indiquent que I’activation de p57™ est
différentielle chez les entérocytes selon I’état de différenciation. De plus, ceci suggere donc
une implication distincte de p57’”" dans la survie cellulaire selon 1’état de différenciation

entérocytaire.

5.4 Modulations d’expression des homologues Bcl-2

5.4.1 Effets de I’inhibition de la PI 3-kinase sur [’expression des homologues Bcl-2 selon

[’état de différenciation entérocytaire

A -2 jours PC, I’inhibition de la PI 3-kinase cause une forte chute d’expression des
anti-apoptotiques Bcl-X et Mecl-1 (figure 19A, -2 PC), sans toutefois affecter
significativement les pro-apoptotiques (figure 19B, -2 PC). A 30 jours PC, nous observons
également une baisse d’expression des anti-apoptotiques Bel-X,. et Mcl-1 (figure 194, -30
PC) en plus d’une légére baisse du pro-apoptotique Bax (figure 19B, 30 PC). Donc, dans les
deux cas (-2 PC vs 30 PC), nous observons une balance d’expression qui favorise nettement
les pro-apoptotiques. Ceci concorde avec 1’apoptose observée a -2 et 30 jours PC suite a

I’inhibition de la PI 3-kinase.
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Figure 19. Régulation différentielle de ’expression des homologues Bcl-2 par la voie de la
PI 3-K. Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bcl-2 (~26 kD),
Bel-X1 (~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak
(~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et
chez des cellules pleinement différenciées (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en
présence de 30 uM de LY294002 (+LY). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon
de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite & un électrotransfert sur membrane
de nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (voir
figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs
d’expression des protéines analysées en présence de LY294002 (+LY) ont été évalués en
comparant avec ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence de sérum (SS) par la
détermination de l’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio
[(+LY/SS)x100%] (% du contrdle). Les colonnes représentant la moyenne = SEM pour au
moins 3 expériences séparées (n>3) ou 100 % du contréle représente les niveaux
d’expression dans les cultures contrbles (SS). A -2 et a 30 jours PC, les différences
statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.



] Mcl-1

@ Bcl-x,

B Bcl-2

il
b
il
5

(31943u02 np %)
Z-198 sanbojowoy sap aAljejal uoissaidxg

0d

30

y.
jours post-confluence

B Bak (] Bad

B Bax

=

200

(8194309 np %)
Z-199 sanbojowoy sap aAlje[as uoissaldx3

jours post-confluence

69



5.4.2 Effets de l'inhibition de la kinase mTOR sur ['expression des homologues Bcl-2 selon

['état de différenciation entérocytaire

L’inhibition de la kinase mTOR n’ameéne aucun changement des niveaux relatifs
d’expression des homologues Bcl-2 anti- ou pro-apoptotiques, et ce, peu importe 1’état de
différenciation (figure 20A et B). Ceci corrobore I’observation montrant que 1’inhibition de

mTOR n’induit pas I’apoptose & -2 et a 30 jours PC.

6. Kinase d’adhésion focalisée (p1257%) et survie entérocytaire

6.1 L expression de pl257 augmente au cours de la différenciation entérocytaire tandis

que son degré d’activation chute

Nous avons analysé le profil d’expression de p125F 4K au cours de la différenciation
entérocytaire. Les niveaux d’expression de p125™K augmentent sensiblement entre 0 et 5
jours PC pour ensuite se maintenir & des niveaux stables (figure 21A, bande 2). Au niveau
de son activation, nous constatons que p1257K est activée de —2 a 0 jours PC, puis son
activation baisse successivement entre 0 et 5 jours et entre 20 et 30 jours PC (ﬁgug; 21A,
bande 1). En comparant la phosphorylation de la tyrosine 397 de p125F 4K (figure 21A,
bande 1) avec la phosphorylation des résidus tyrosine au environ de 121 kD (figure 21B),
nous constatons qu’il y a corrélation entre les deux patrons de phosphorylation. Ainsi,

plZSFAK exhibe des profils distincts d’activation selon I’état de différenciation entérocytaire.
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Figure 20. Régulation différentielle de I’expression des homologues Bcl-2 par mTOR.
Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bel-X,.
(~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD)
et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et chez des
cellules pleinement différenciées. (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en présence de
20 ng/ml de rapamycine (+R) Les protéines totales ont €té lysées dans le tampon de
Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de
nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (voir
figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs
d’expression des protéines analysées en présence de rapamycine (+R) ont été évalués en
comparant avec ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence de sérum (SS) par la
détermination de I’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio
[(+R/SS)x100%] (% du contrdle). Les colonnes représentant la moyenne = SEM pour au
moins 3 expériences séparées (n>3) ou 100 % du contrdle représente les niveaux
d’expression dans les cultures controles (SS). A -2 et a 30 jours PC, les différences

statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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Figure 21. Régulation de p1257¥, des tyrosines kinases Src : p60°, p59™”, p54"“* et des
tyrosines kinases selon 1’état de différenciation entérocytaire. (A) et (B) Les cellules Caco-
2/15 ont été cultivées a divers stades de différenciation ( -2, 0, 5, 10, 15, 20 et 30 jours PC)
en présence de 10% de sérum, puis lysées dans le tampon de Laemmli pour la séparation des
protéines par SDS-PAGE (15%). Suite & un €lectrotransfert sur membrane de nitrocellulose,
un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (A) pour détecter
I’expression différentes protéines impliquées dans !’adhésion cellulaire : piste 1, forme
phosphorylée de p1257¥ (~125 kD); piste 2, p125* (~125 kD); piste 3, p54°* (~54 kD);
piste 4, p60°° (~60 kD) et 2); piste 5, p59”" (~59 kD) et (B) pour détecter la
phosphorylation sur résidus tyrosine. Un anticorps dirigé contre la cytokératine 18 (K18) a

été utilisé pour vérifier I’équité en quantité de protéines pour chaque échantillon.
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6.2 Implication de la pl 255K dans la survie entérocytaire

FAKN

Pour étudier ’effet de pl125 sur la survie entérocytaire, nous avons utilisé la

cytochalasine D a 1 uM; a cette concentration elle inhibe spécifiquement la p12574% (Lipfert

etal., 1992, Oktay et al., 1999; Wary et al., 1999).

L’inhibition de p125™#% & =2 jours PC induit I’apoptose (figure 9A, piste 11) et active
la caspase-7 (figure 10A, piste 7). L’inhibition de p125FAK induit également 1’apoptose

(figure 9B, piste 11) et active également la caspase-7 (figure 10, piste 8) a 30 jours PC.

6.3 Effets de ’inhibition de p125™* sur I'expression des homologues Bcl-2 selon I’état de

différenciation entérocytaire

A -2 jours PC, I’inhibition de p125™X cause une baisse d’expression de 1’homologue
Bcl-2 anti-apoptotique Mcl-1, sans pour autant affecter les autres anti-apoptotiques (figure
22A, -2 PC). Pour ce qui est des pro-apoptotiques, nous observons une hausse d’expression
de Bax et de Bak et aucun changement pour Bad (figure 22B, -2 PC). A 30 jours PC, nous
observons une baisse d’expression des anti-apoptotiques Bel-2, Bel-X| et Mcl-1 (ﬁgugle 22A,
30 PC). De plus, nous observons une augmentation d’expression de Bax et Bak et une
baisse du pro-apoptotique Bad (figure 22B, 30 PC). Ces balances d’expression qui penchent

nettement en faveur des pro-apoptotiques corrélent avec 1’apoptose détectée a —2 et a 30
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Figure 22. Régulation différentielle de 1’expression des homologues Bcl-2 par p125F aE

Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26 kD), Bel-X|.
(~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak (~25-28 kD)
et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et chez des
cellules pleinement différenciées (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en présence de
150 uM de cytochalasine D (+CD). Les protéines totales ont été lysées dans le tampon de
Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de
nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué avec des anticorps spécifiques (voir
figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les niveaux relatifs
d’expression des protéines analysées en présence de cytochalasine D (+CD) ont été évalués
en comparant avec ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence de sérum (SS) par la
détermination de I’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le ratio
[(+CD/SS)x100%] (% du contrdle). Les colonnes représentant la moyenne + SEM pour au
moins 3 expériences séparées (n>3) ou 100 % du contréle représente les niveaux
d’expression dans les cultures contrdles (SS). A —2 et a 30 jours PC, les différences

statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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jours PC. L’inhibition de p125™** provoque donc des effets distincts sur les homologues

Bcl-2 selon ’état de différenciation entérocytaire.

6.4 Effets des traitements sur le degré relatif d’activation de p125™

Lorsque nous inhibons p125™%

avec la cytochalsine D (+CD), nous observons une
baisse des niveaux relatifs d’activation de ce dernier a —2 (figure 23A, piste 7) et & 30 (figure

23A, piste 8) jours PC d’environ 75 %, confirmant ainsi ’efficacité de cet inhibiteur.

Selon les traitements, nous observons des effets variés sur les niveaux relatifs
d’activation de p125F 4K selon P’état de différenciation. Le traitement sans sérum (SS) étant
notre contrdle, lorsque nous le comparons avec le traitement en présence de sérum (+S),
nous observons aucun changement significatif a -2 (figure 23A, piste 3 vs piste 1) et a 30
jours PC (figure 23A, piste 4 vs piste 2). L’inhibition des tyrosines kinases (+G) inhibe
I’activation de p125™K 4 -2 (figure 23A, piste 5) et a 30 jours PC (figure 23A, piste 6).
L’inhibition de la famille Src avec I’herbimycine A n’a aucun effet sur Pactivation de
12574 3 jours PC (figure 23A, piste 9), tandis qu’a 30 jours PC nous observons une
légére baisse d’activation de pl125™% (figure 23A, piste 10). L’inhibition de (MEK-
1/2)/(p425™%2pa4E™!y avec PD98059 et Pinhibition de la PI 3-kinase avec le LY294002
n’ont aucuns effets sur les niveaux d’activation de p1257 4 =2 jours PC (figure 23A, pistes

11 et 13) ainsi qu’ & 30 jours PC (figure 23 A, pistes 12 et 14). Enfin, la présence d’insuline
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Figure 23. Régulation de p125™X, des tyrosines kinases Src : p60%, p59™", p54%° et des
tyrosines kinases chez les cellules indifférenciées et différenciées. Les cellules Caco-2/15
ont été cultivées a —2 et 30 jours PC en absence de sérum (SS), en présence de 10 % de
sérum (+S), en présence de 150 uM de génistéine (+G), en présence de 1 puM de
cytochalasine D (+CD), en présence de 1uM d’herbimycine A (+HA), en présence de 20 uM
de PD98059 (+PD), en présence de 30 uM de LY294002 (+LY) ou en présence de 10 pg/ml
d’insuline (+]I), puis lysées dans le tampon de Laemmli pour séparation des protéines par
SDS-PAGE (4-15%). Suite a un électrotransfert sur membrane de nitrocellulose, des
immunobuvardages successifs ont été effectués avec des anticorps spécifiques (A) pour
détecter ’expression de différentes protéines impliquées dans I’adhésion cellulaire : piste 1,
forme phosphorylée de p125”*% (~125 kD); piste 2, p125™K (~125 kD); piste 3, p54Rak (54
kD); piste 4, p60°° (~60 kD)et 2); piste 5, p59™" (~59 kD) et (B) pour détecter la
phosphorylation sur résidus tyrosine. Un anticorps dirigé contre la cytokératine 18 (K18) a

été utilisé pour vérifier 1’équité en quantité de protéines pour chaque échantillon.



+S SS +G +CD +HA +PD +LY +I
-2 30 -2 30 -2 30 -2 30 -2 30 -2 30 -2 30 -2 30
. _ o f pp125F% 2 -
A EEY L R L JETR e g
‘ S Fak
bl T L L L. I LAl TN L L L
e . w— e b L p54Rak -]‘--h--....-y L
w— G o @D v~ D ey RN p603’f e gl e D e T e o)
— o wew e g = PSIT o  wy  —
CoSEEEESE - Ky -iSsdSaenEEiuis
1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
+S SS +G +CD +HA +PD +LY +I
2 30 2 30 -2 30 2 30 2 30 22 30 2 30 -2 30
= 206 kD o ]
: : B - 121kD - & ' ' ‘
LRI LI LD Dt B BT LY L
TILILIT i e
ey W ey . aee i 5 .
- 52kD =
iy m~*- 35kD [ e S T -
29KkD =
K18 -_.-aﬂ--
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

#

76



(+I) n’a pas d’effet significatif sur ’activation de pl25F’4K a -2 (figure 23A, piste 15) et a 30
jours PC (figure 23 A, piste 16).

SFAI\

Pour ce qui est de I’effet des traitements sur |’expression de p12 , hous n’observons

pas d’effets majeurs sur les niveaux d’expression (figure 23A, p1 257K (piste 1 2 16)).

7. Membres de la famille Src (p605’c, 59" et p 5475,

7.1 Expression de p60°<, p59™" et pS4*** au cours de la différenciation entérocytaire

L’expression de p54R"k et de p60Src augmente au cours de la différenciation (figure
21A, bande 3 et 4). L’expression de p59™" augmente fortement entre 0 et 5 jours PC pour
ensuite se maintenir a des niveaux relativement stables (figure 21A, bande 5). En analysant
la phosphorylation sur résidus tyrosine, nous observons, aux environs de 50-60 kDa, des
modulations dans les patrons de phosphorylation en fonction de 1’état de différenciation
(figure 21B). A ~65 kD, les espéces observées sont fortement phosphorylées a —2 et 4 0
jours PC et puis la phosphorylation baisse pour le reste du processus de différenciation. Aux
~60 kD, les espéces montrent plutdt un patron de phosphorylation qui augmente au cours de
la différenciation. Ces observations suggérent des roles potentiellement différents pour les
espéces retrouvées aux environs de ce poids moléculaire (membres de la famille Src entre

autre) selon 1’état de différenciation.
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7.2 Implication des tyrosines kinases membres de la famille Src dans la survie entérocytaire

L’inhibition des tyrosines kinases de la famille Src avec I’herbimycine A a 1 uM
n’induit pas I’apoptose & —2 jours PC (figure 9A, piste 10) et a 30 jours PC (figure 9B, piste
10). De plus, la caspase-7 est inactive a —2 jours PC (figure 10, pistes 9); cependant, nous
pouvons détecter une faible expression de la caspase-7 active a 30 jours PC (figure 10. piste
10). A premiére vue, les membres de la familles Src ne semblent pas impliqués dans la
survie, du moins a —2 jours PC. Cependant, il est impossible de statuer sur leur implication
dans la survie puisque : 1) nous n’avons pas analysé les niveaux relatifs d’activation de
p60°°, p59™™ et p54%°*: 2 nous ne pouvons assumer que I’herbimicyne A inhibe tous les
membres de la famille Src (Park et al., 1991, Parsons et Parsons, 1997); et 3) la présence de
la capsase-7 sous sa forme active a 30 jours, si minime soit-elle, suggére la présence

d’apoptose.

7.3 Effets de l’inhibition des membres de la famille Src sur ’expression des homologues Bcl-
2 selon [’état de différenciation entérocytaire

A -2 jours PC, I’inhibition des membres de la famille Src provoque une baisse
d’expression de 1’anti-apoptotique Mcl-1 tandis que I’expression de Bcl-2 et de Bcl-X n’est
pas affectée (figure 24A, -2 PC). Pour les pro-apoptotiques, nous n’observons pas de
changement d’expression pour Bax, Bak et Bad (figure 24B, -2 PC). A 30 jours PC, nous

n’observons pas de changement pour I’expression des anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-X et
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Figure 24. Régulation différentielle de I’expression des homologues Bcl-2 par les tyrosines
kinases Src. Expression relative des homologues Bcl-2 : (A) anti-apoptotiques : Bel-2 (~26
kD), Bel-X; (~28-30 kD) et Mcl-1 (~39-42 kD) et (B) pro-apoptotiques : Bax (~21 kD), Bak
(~25-28 kD) et Bad (~28-32 kD) chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours PC) et
chez des cellules pleinement différenciées (30 jours PC) traitées pendant 48 heures en
présence de 1 pM d’herbimycine A (+HA). Les protéines totales ont été lysées dans le
tampon de Laemmli, puis séparées par SDS-PAGE (15%). Suite & un électrotransfert sur
membrane de nitrocellulose, un immunobuvardage a été effectué¢ avec des anticorps
spécifiques (voir figure 1A) et les protéines ont été scannées par densitométrie au laser. Les
niveaux relatifs d’expression des protéines analysé€es en présence d’herbimycine A (+HA)
ont été¢ €valués en comparant avec ceux-ci avec les niveaux d’expression en absence de
sérum (SS) par la détermination de I’aire totale sous le pic (AUxmm) pour ainsi établir le
ratio [(+HA/SS)x100%] (% du contrdle). Les colonnes représentant la moyenne = SEM
pour au moins 3 expériences séparées (n>3) ou 100 % du contrdle représente les niveaux
d’expression dans les cultures contrdles (SS). A -2 et & 30 jours PC, les différences
statistiquement significatives (0.001 < p < 0.01) pour les (A) anti-apoptotiques et pour les

(B) pro-apoptotiques sont indiquées par un astérisque.
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Mcl-1 (figure 24A, -30 PC), ainsi que pour les pro-apoptotiques Bax, Bak et Bad (figure
24B, 30 PC). Etant donné que nous observons aucune fragmentation de I’ADN
internucléosomique et aucuns changements significatifs d’expression des homologues Bcl-2
a 30 jours PC, les traces de caspase-2 active observées par Western blot pourrait

éventuellement résulter d’un indice de base d’apoptose.

7.4 Effets des traitements sur 1’ expression de p60°°, p59™" et p54"°* selon I'étar de

différenciation entérocytaire

A 2 et 230 jours PC, la présence de sérum (+S) ou d’insuline (+I), ou I’inhibition des
tyrosines kinases (+G), des membres de la famille Src (+HA), de (MEK-1/2)/(p425’k'2/p445'k'
'y (+PD), et de la PI 3-kinase (+LY) n’affectent pas I’expression de p60Src (figure 23 A, pistes
1,2,5,6,9-16). Cependant, I’inhibition de p125F AK (+CD) stimule les niveaux d’expression de
p60°°© a4 =2 jours PC (figure 23A, piste 7), mais n’a aucun effet sur son expression a 30 jours

PC(figure 23A, piste 8).

A 2 et & 30 jours PC, I’inhibition des tyrosines kinases (+G), de p1257#% (+CD), de
(MEK-1/2)/(p425™%2/p44E™*1y (+PD) et de la PI 3-kinase (+LY) n’affectent pas les rgveaux
d’expression de p59™™ (figure 23A, piste 5-8,11-14). Cependant, I’inhibition des membres
de la famille Src, la présence d’insuline (+I) ou la présence de sérum (+S) font diminuer
légérement I’expression de pS9™" a -2 jours PC (figure 23A, pistes 1, 9 et 15). La présence

de sérum et I’inhibition des membres de la famille Src n’affectent cependant pas I’expression
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de p59™" (Figure 23A. pistes 2 et 10) a 30 jours PC. tandis que la présence d’insuline fait

chuter drastiquement son expression (figure 23A, pistel6).

\

A =2 et a 30 jours PC, la présence de sérum (+S) ou d’insuline (+I) ou I’inhibition des
tyrosines kinases (+G), I'inhibition des membres de la famille Src (+HA), de (MEK-
1/2)/(p425%/pa4E™ "y (+PD) m’affectent pas I’expression de p54"* (figure 23A, pistes 1-
2,5-6,9-12,15-16). De plus, I’inhibition de p125F”'K (+CD) stimule I’expression de p54R“k a-—
2 jours PC (figure 22A, piste 7), sans toutefois affecter ’expression de ce dernier a 30 jours
PC (figure 23A, piste 8). L’inhibition de la PI 3-kinase (+LY) diminue I’expression de
ps4fat 4 2 Jours PC (figure 22A, piste 13), sans toutefois affecter son expression a 30 jours

PC (figure 23A, piste 14).

Ainsi, I’expression de méme que la régulation de I’expression des membres de la

famille Src exhibent des distinctions selon I’état de différenciation entérocytaire.
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IV-DISCUSSION

Dans la présente étude, nous avons examiné la question a savoir s’il existe des
mécanismes de survie distincts selon 1’état de différenciation entérocytaire. Pour ce faire,
nous avons analysé I’impact des facteurs de croissance et des inhibiteurs de molécules et/ou
de voie de signalisation sur la survie entérocytaire et sur I’expression des homologues Bcl-2
chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées et différenciées. Tour d’abord, nous constatons
’existence de profils différentiels d’expression des homologues Bcl-2 au cours de la
différenciation entérocytaire. De plus, nous constatons une implication différentielle selon
Pétat de différenciation pour les voies passant par p125™¥, pour la voie (MEK-1/2)/(p425™*
?/p44E™1y et pour la voie de la PI3-kinase. La voie (MEK-1/2)/(p425™%%/pddf™* 1y est
impliquée dans la survie chez les entérocytes différenciés, mais ne semble pas jouer de rdle
dans la survie des entérocytes indifférenciés. Par contre, la voie de la PI 3-K, est impliquée
dans la survie des entérocytes tant indifférenciés que différenciés. Cependant, |’activation
de p57*™, un effecteur en aval de la PI 3-K, semble étre indépendante de PI 3-K chez les

7% ne semble pas impliquée dans la survie des

entérocytes indifférenciés. De plus, p5
entérocytes indifférenciés. D’autre part, pour certains traitements ayant le méme effet sur la

survie chez les cellules indifférenciées et différenciées, nous observons malgré tout des
5

modulations différentielles d’expression des homologues Bcl-2.
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1. Les homologues Bcl-2 sont exprimés différentiellement au cours de la différenciation

entérocytaire

Puisque les homologues Bcl-2 exercent un rdle crucial dans la phase décisionnelle de
I’apoptose, il a été suggéré que les gradients d’expression différentiels de ceux-ci, observés
le long de I’axe crypte-villosité (Vachon et al., 2000; Hockenbery et al., 1991; LeBrun et al.,
1993; Lu et al., 1993; Krajewski et al., 1994b, 1994c. 1995; Merritt et al., 1995; Krajewski et
al., 1996; Wilson et Potten, 1996; Hirose et al., 1997; Aschoff et al., 1999) pourraient
refléter un moyen de régulariser la survie entérocytaire de fagon différentielle (Potten, 1992,
1997, Jones et Gores, 1997). De plus, la balance (expression et activité¢) des homologues
Bcl-2 pro- versus anti-apoptotiques détermine en grande partie la fagon dont les cellules
répondent a des signaux de survie et/ou de mortalité (Gajewski et Thompson, 1996; Reed et
al., 1996, Adams et Cory, 1998; Evan et Littlewood, 1998; Saini et Walker, 1998). Nos
résultats montrent qu’il y a établissement de profils distincts d’expression pour les
homologues Bcl-2 anti-apoptotiques Bcl-2, Bcel-X; et Mcl-1, et pour les pro-apoptotiques
Bax, Bak et Bad, tout au long du processus de différenciation entérocytaire. Généralement,
nous constatons que ces modulations sont d’autant plus importantes lorsque nous comparons
les niveaux d’expression des cellules indifférenciées par rapport a ceux des cellules
pleinement différenciées. Les gradients d’expression observés in vitro viennent appuyer les
résultats d’une étude sur I’expression des homologues Bcl-2 in vivo le long de 1’axe cfypte-
villosité de ’intestin gréle humain (18-20 semaine), qui montrait clairement la présence de
gradients d’expression différentiels pour ces homologues le long de 1’axe (Vachon et al.,

2000). Par exemple, cet article montre la présence d’un gradient d’expression croissant de
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Mcl-1 le long de I’axe crypte-villosité in sifu. Par analogie, nous observons également une

augmentation de I’expression de Mcl-1 au cours de la différenciation des Caco-2/15.

De plus, les niveaux d’expression des homologues Bcl-2 peuvent étre modulés
différentiellement selon 1’état de différenciation en présence de facteurs de croissance
(insuline) ou suite & I’inhibition & large spectre des tyrosines kinases (+G). L’insuline cause
des modulations d’expression qui favorise une balance vers les anti-apoptotiques tandis que
phénomeéne inverse est observé lorsque les tyrosines kinases sont inhibées. Cependant, bien
que linsuline promouvoit la survie et que I’inhibition des tyrosines kinases induise
I’apoptose et ce, tant chez les entérocytes indifférenciés que différenciés, nous observons
malgré tout des modulations d’expression différentielles des homologues Bcl-2 pour un
méme traitement. Par exemple, I’insuline cause une hausse d’expression de Bcl-2 a -2 jours
PC sans toutefois affecter son expression a 30 jours PC. Par conséquent, nos résultats dans
leur ensemble démontrent que 1’expression de profils distincts d’homologues Bcl-2
s’acquiert au cours du processus entérocytaire, et que ces profils distincts sous-tendent des

mécanismes différentiels de régulation d’expression homologues.

2. Implication différentielle de la voie de signalisation (MEK-1/2)/(p42"*/p44™") dans

la survie entérocytaire selon de l’état de différenciation cellulaire

La voie (MEK-1/2)/(p425%?/p445™*"y est reconnue comme étant impliquée dans la

survie de plusieurs types cellulaire (Xia et al., 1995; Gardner et Johnson, 1996; Kinoshita et
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al., 1997; Le Gall et al., 2000). De plus en plus d’études montrent que le réle de cette voie
dans la survie est en autre associé a la régulation des homologues Bcl-2. Par exemple,
I’expression des anti-apoptotiques Mcl-1, Bcl-2 et Bel-X| peut étre augmenté par la voie
(MEK-1/2)/(p425™21p445™ "y (Townsend et al., 1998; Cross et al., 2000; Leu et al., 2000;
Desire et al., 2000; Liu et al., 1999; Boucher et al.. 2000; Huang et al., 2000). De plus, chez
les cellules Caco-2/15, nous avons également montré que I’inhibition de la voie (MEK-
1/2)/(p42£rk‘2/p445’k'/) faisait baisser [’expression de Bcl-2 chez les entérocytes
indifférenciées tandis que I’inhibition de cette méme voie chez les entérocytes différenciés
faisait chuter Bcl-2 et Bel-Xp (figure 15A). En analysant le réle de la voie (MEK-
1/2)/(p425"k'2/p445’k'[ ) au niveau de la survie cellulaire chez les entérocytes indifférenciés et
chez les entérocytes différenciés, nos résultats montrent un rdle différentiel selon I’état de
différenciation. En effet, la voie (MEK-1/2)/(p425™?/p445™*") est impliquée dans la survie
des entérocytes différenciés, mais ne semble pas jouer de r6le dans la survie des entérocytes
indifférenciés.  Plusieurs observations supportent ce role différentiel dans la survie.
Premiérement, nous observons une modulation importante des niveaux relatifs d’activation
de p425™2 au cours de la différenciation; phénoméne qui a déja été décrit auparavant (Lévy

et al., 1998; Aliaga et al., 1999). En effet, les niveaux d’activation de p42E’k'2

sont beaucoup
plus élevés chez les entérocytes indifférenciés, suggérant ainsi des roles différentiels pour la
voie (MEK-1/2)/(p425™2/p445™ 1), Deuxiément, grice 4 la visualisation de la fragmentation
de I’ADN internucléosomique et grace a la détection de la caspase-7 (forme active ou
inactive), nous avons déterminé que I’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p42E’k'2/p44E"‘" )n’a

pas d’effet sur la survie chez les entérocytes indifférenciés tandis, que chez les entérocytes

différenciés, 1’inhibition de cette voie induit I’apoptose. Troisiément, nous constatons que
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P’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p425%2/p445™") par PD98059 est moins efficace chez les
entérocytes indifférenciés (~ 40 % d’inhibition) que chez les entérocytes différenciés (~ 70
%), ol ’apoptose est observée. Etant donné que p42E™2 est fortement activée dans des
conditions standards de culture (+sérum) chez les entérocytes indifférenciés, nous avons
émis I’hypothése que peut-étre nous n’arrivions pas a inhiber efficacement cette voie avec 20
uM de PD98059 chez ces méme cellules. Cependant, comme mentionné auparavant (section
résultats) méme a 60 uM de PD98059 nous n’observons pas davantage d’inhibition de

252 La durée des traitements (48 heures) sans sérum pourrait mener a une sur-

p4
activation de cette voie, rendant ainsi son inhibition plus difficile. Il aurait été intéressant de
regarder I’effet de nos inhibiteurs en présence de sérum ou alternativement de sevrer nos
cellules avant d’ajouter le sérum et/ou les inhibiteurs pour vérifier si cette voie est plus
facilement inhibée en procédant de ces fagons. Par contre, la chute d’activation de p42krk2
(~ 65%) observée (figure 16A, +HA) suite a I’inhibition des membres de la famille Src chez
les entérocytes indifférenciés et ce, sans qu’il y ait induction d’apoptose, suggere fortement
que la voie (MEK-1/2)/(p425%?/p44"*!) n’est pas impliquée dans la survie chez les cellules
indifférenciées. Finalement, suite a I’inhibition de la voie (MEK-1/2)/(p425™2/p44=*",
nous observons des modulations différentielles des homologues Bcl-2 en fonction de I’état
de différenciation. A premiére vue, il est semble difficile d’interpréter de tels résultats étant
donné que !’inhibition de cette voie méne a des chutes des homologues pro- et anti-
apoptotiques. L’expression des homologues Bcl-2 peut nous fournir des indices intéressant
sur 1’état de survie, cependant, il faut toujours garder en téte qu’il existe également d’autres

mécanismes qui régularisent ’activité des homologues (ex : la phosphorylation) qui ont un

r6le important & jouer au niveau des fonctions biologiques des homologues Bel-2 et que de
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plus, il existe d’autres homologues Bcl-2 (non analysés dans ce travail) qui pourraient avoir

également des roles importants dans la survie entérocytaire.

De plus, ’observation qui montrent une inhibition de I’activation de la voie (MEK-
12)/(p425*2/p44"™ "y en présence de sérum (+S) (figure 16) autant chez les cellules
indifférenciées que différenciées est surprenante a premiere vue. Cependant ce phénomene
est aussi observé chez les HIEC-6 (C. Harnois, manuscrit en préparation). Cependant, le
sérum étant composé d’une multitude de facteurs biologiques connus et inconnus, implique
la possibilité de facteurs inhibant 1’activation de la voie (MEK-1/2)/(p425’k'2/p445’/"1 ). Cette
hypothése permettrait ainsi d’expliquer pourquoi nous observons une activation maximale de

la voie (MEK-1/2)/(p42E'"/‘"7/p44Erk'] ) en absence de sérum.

3. Implication de la voie de signalisation PI 3-K dans la survie entérocytaire selon [’état

de différenciation cellulaire

La voie PI 3-K/p57** est une autre voie reconnue pour étre impliquée dans la survie
dans plusieurs types cellulaire (Wymann et Pirola, 1998; Datta et al., 1999; Chan et al,,
1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). De plus en plus d’études montrent également un
r6le pour cette voie dans la survie qui est associée a la régulation des homologues Bcl-2. Par
exemple, ’expression des anti-apoptotiques Mcl-1, Bel-2 et Bel-X peut étre augmentée par
la voie PI 3-K/p57’”“ (Pugazhenthi et al., 2000; Wang et al., 1999; Constantino et al., 2000;

Huang et al., 2000). De plus, chez les cellules Caco-2/15, nous avons également montré que
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I’inhibition de la voie PI3-K/pS7** faisait chuter I’expression de Bel-X et de Mcl-1 tant
chez les entérocytes indifférenciées que chez les entérocytes différenciés (figure 18A). Nos
résultats démontrent que la voie de la PI3-kinase est impliquée dans la survie des entérocytes
tant indifférenciés que différenciés. De plus, p57Ak’ ne semble pas impliquée dans la survie
des entérocytes indifférenciés.  Plusieurs observations supportent cette implication
différentielle de la voie PI3-K/p57** dans la survie entérocytaire. Premiérement, nous avons
démontré que la PI3-kinase est impliquée dans la survie entérocytaire puisque 1’inhibition de
celle-ci active la caspase-7 et induit I’apoptose a —2 et 30 jours PC (figures 9 et 10).
Cependant, les signaux de survie ne sont pas médiés par mTOR, un autre effecteur en aval
de la PI3-kinase. Deuxiément, nous observons une modulation importante des niveaux
relatifs d’activation de p57** au cours de la différenciation. En effet, les niveaux
d’activation de p57** sont beaucoup plus élevés chez les entérocytes indifférenciés,
suggérant ainsi une possibilité d’implication différentielle dans la survie. Troisiément, nous
avons également regardé I’effet de I’inhibition de la PI3-K sur les niveaux d’activation de

7Akl

p57*¥. L’inhibition de la PI 3-kinase n’affecte pas I’activation de p57°" chez les entérocytes

indifférenciés tandis que chez les entérocytes différenciés p574¥ est inhibé & ~ 65 %. Donc,

7Akt

Pactivation de pS7”", un effecteur en aval de la PI3-K, semble étre indépendante de PI 3-K

chez les entérocytes indifférenciés. La situation observée chez les entérocytes indifférenciés

7.4 kt

est donc en contradiction avec la voie classique d’activation de pS7”" par la PI 3-kinase.

7Ak1

Cependant, il a déja été rapporté que p5 pouvait étre activé de fagon PI 3-K-

7% peut en autre étre activé par la voie cAMP/PKA

indépendante; par exemple, p5
(Downward; 1998; Datta et al., 1999; Toker , 2000; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000; Cross

et al, 2000). De plus, ces observations suggerent que les seconds messagers
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(phosphoinositides) générés par la PI 3-kinase peuvent activer d’autres kinases essentielles
pour la survie des entérocytes indifférenciés. Par exemple, PDK-1 (« phosphatidyl-inositol
lipid-dependant kinase ») et ILK (« integrin-linked kinase ») sont des kinases en amont de

7** qui sont impliquées dans la transmission de nombreux signaux intracellulaires (Datta

pS
et al., 1999; Toker , 2000; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000); et pourraient donc €tre des
candidats alternatifs impliqués dans la promotion de la survie « PI3-K-dépendante ». A cet
effet, une étude récente a montré que I’insuline active PFK-2 (« phosphofructo-2-kinase »)
via des kinases dépendantes de PDK-1 et non de p57’“‘" (Bertrand et al., 1999). Enfin,
’inhibition de la PI3-kinase cause une chute des anti-apoptotiques Bcl-X et Mcl-1 a -2 et a
30 jours PC favorisant ainsi une balance qui penche en faveur des pro-apoptotiques. Ces
résultats concordent avec d’autres études qui ont déja rapporté : 1) une baisse d’expression
de Mcl-1 (Wang et al., 1999; Huang et al., 2000) et 2) une baisse d’expression de Bcl-X|,
(Constantino et al., 2000) suite a I’inhibition de la PI3-kinase. Cependant, pour ajouter a
cette complexité apparente au niveau de la régulation des homologues Bcl-2, d’autres études
ont démontré que la régulation de ceux-ci pouvait étre le résultat de la coopération de
plusieurs voies (Huang et al., 2000; Constantino et al., 2000). Par exemple, chez les cellules
hématopoiétiques, les voies PI3-K/p574¥ et 1a voie (MEK-1/2)/(p425%2/pa4E™%1) sont toutes
les deux impliquées dans la régulation de I’expression de Mcl-1 (Huang et al., 2000). Mises
ensembles, ces observations supportent le concept que la survie cellulaire est régulée par des
mécanismes cellulaires spécifiques (selon I’état de différenciation et/ou selon le type

cellulaire) et par l’intégration de signaux de survie pouvant venir de plusieurs voies de

signalisation pouvant communiquer et s’influencer mutuellement (Gajewski et Thompson,
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1996; Reed et al., 1996a,b; Anderson, 1997; Adams et Cory, 1998; Datta et al., 1999; Cross

et al., 2000; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000).

4. Implication des voies reliées a I’adhésion cellulaire (p125™* et famille Src) dans la

survie entérocytaire selon [’état de différenciation

Finalement, le dernier aspect de nos études consistait a déterminer I’implication dans
la survie entérocytaire de différentes molécules de signalisation reliées & 1’adhésion

cellulaire. La kinase d’adhésion focalisée p12574¥

joue un rble central dans la médiation de
signaux de survie via I’adhésion cellulaire (Schlaepfer et al., 1999; Frisch et al., 1996; Ilic et
al., 1998 Giancotti et Ruoslahti, 1999). A cet effet, nous observons que les niveaux
d’activation de p1257#K sont trés élevés a -2 et 0 jours PC, et chutent par la suite pour
atteindre leurs niveaux le plus bas a 30 jours PC suggérant ainsi une implication
différentielle de p12574¥. Cette baisse d’activation de p125™ au cours de la différenciation
a déja été rapporté auparavant chez les Caco-2 (Lévy et al., 1998). L’induction d’apoptose
et une balance des homologues Bel-2 penchant en faveur des pro-apoptotiques @ —2 et a 30
jours PC suite & I’inhibition de p125F 4K corréle avec une chute importante des niveaux
d’activation de p125FAK . Fait intéressant, I’inhibition de p125™¥ fait augmenter ’expression
des homologues pro-apoptotiques Bax et Bak. Les exemples d’études montrant des voies de
signalisation spécifiquement impliquées dans la régulation de ’expression d’homologues

Bcl-2 pro-apoptotiques sont plutdt rares. Cependant, une étude a déja rapporté chez les

cellules cryptales IEC-18 transformées par Ras (cellules épithéliales intestinales de rat), une
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baisse d’expression de Bak suite & I’inhibition de la PI 3-kinase (Rosen et al., 1998). Ce
méme groupe a également démontré que suite a la perturbation de I’adhésion cellulaire chez
ces mémes cellules, il y avait chute d’expression de Bel-X| et entrée en anoikose (Rosen et
al., 2000). Dans notre cas, I’inhibition de p125F 4K chez les entérocytes différenciés
provoque une baisse d’expression des trois anti-apoptotiques dont Bcl-X;.. L’implication de
p12574% dans la survie est importante puisque cette kinase est capable d’activer plusieurs
voies de signalisation dont la voie des kinases MAP (Schlaepfer et al., 1994) et la voie de la
PI 3-kinase (Chen et al., 1996). C’est cette relation au niveau de la survie qui semblent étre

retrouvée chez les entérocytes indifférenciés et différenciés, puisque 1’inhibition de p125F4k

-4 3
2EI/\ 2 7/“\/

cause une chute des niveaux relatifs d’activation de p4 et de p5

L’absence de fragmentation d’ADN internucléosomique suite a [’inhibition des
tyrosines kinases membres de la famille Src a -2 et a 30 jours PC suggere, a premiére vue,
que celles-ci ne sont pas impliquées dans la survie entérocytaire. Cependant, il n’est
présentement pas possible d’en conclure ainsi puisque nous n’avons pas analysé les niveaux
relatifs d’activation de p60™°, p59™" et p54%* et de plus, nous ne pouvons assumer que
I’herbimicyne A inhibe tous les membres de la famille Src. De plus, & 30 jours PC, nous
observons des traces d’activation de la caspase-7. Ceci indique donc qu’un rdle pour les
tyrosines kinases Src dans la survie entérocytaire ne peut étre exclu. Le seul effet obsgrvé au
niveau de I’expression des homologues Bcl-2 suite a I’inhibition des tyrosines kinases Src
est une chute de I’anti-apoptotique Mcl-1 & -2 jours PC. Dans la littérature, une seule étude
a déja rapporté un effet d’un membre de la famille Src sur I’expression d’un homologue Bcl-

OSrC‘

2. Cette étude montrait que 1’inhibition de p60~" méne a une baisse d’expression de Bel-X;.
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et a I’induction de ’apoptose chez les fibroblastes (Karni et al., 1999). Au niveau des effets
des traitements sur ’expression des membres de la famille Src. nous observons quelques
modulations d’expression intéressantes. Par exemple, |’observation qui montre que

54K 4 2 jours PC fait augmenter les niveaux d’expressions de p54™ et

’inhibition de pl12
de p605"c suggere la présence mécanismes de survie adhésion "dépendants" compensatoires.
De plus, pS9™" semble étre sensible 4 I’effet de I’insuline puisque nous observons une chute
de cette kinase a —2 et a 30 jours PC suite a ce traitement, suggérant ainsi la présence d’un
boucle de rétroaction négative. Cette hypothése semble appuyée par une étude qui montrait

que pS9™" peut phosphoryler IRS-1 (« insulin-receptor-substrate ») suite a une stimulation &

Pinsuline (Sun et al., 1996).

En résumé, la survie entérocytaire humaine est gouvernée par des mécanismes de
régulation distincts selon 1’état de différenciation qui corréle avec des différences observées
au niveau de |’établissement de profils distincts d’expression et de la régulation des
homologues Bcl-2, ceci étant couplé a une implication différentielle des molécules et/ ou des
voies de signalisation pour chaque stade de différenciation. Ces observations appuient donc
fortement le concept d’une régulation différentielle de la survie entérocytaire humaine le

long de I’axe crypte-villosité in vivo.
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V-CONCLUSIONS

En conclusion, notre étude montre que la survie entérocytaire humaine est régulée
par des mécanismes différentiels selon I’état de différenciation. Plusieurs observations
appuient ce constat. Premierement, la démonstration de I’existence de profils différentiels
d’expression des homologues Bcl-2 anti-apoptotiques Bcl-2, Bcel-Xi et Mcl-1 et pro-
apoptotiques Bax, Bak et Bad au cours de la différenciation entérocytaire suggérent la
présence de mécanismes de régulation de survie distincts. De plus, nous avons montré que
la voie (MEK-1/2)/(p425™2/pa4 ™"y est impliquée dans la survie chez les entérocytes
différenciés, mais ne semble pas jouer de role dans la survie des entérocytes indifférenciés.
Quant a la voie de la PI 3-K, celle-ci est impliquée dans la survie des entérocytes tant

7/”(/

indifférenciés que différenciés. Cependant, ’activation de p57”", un effecteur en aval de PI

3-K, semble étre indépendante de PI 3-K chez les entérocytes indifférenciés. De plus, p57
ne semble pas impliquée dans la survie des entérocytes indifférenciés. De plus, nous avons
montré que p1257#X, une composante importante de la signalisation par ’adhésion cellulaire,
est impliqué dans la survie chez les entérocytes indifférenciés et différenciés. Cependant,
malgré le fait que I’insuline promeut la survie et que P’inhibition de p125™X et/ou de PI 3-
kinase induit I’apoptose et ce, peu importe 1’état de différenciation, ces traitements ont des
effets différentiels sur I’expression des homologues Bcl-2 a -2 et 30 jours PC, suggérant
encore une fois des mécanismes de régulation de survie distincts selon [’état de
différenciation. Ces résultats intéressants aménent évidemment plusieurs questions qui

restent & étre élucidées. Par exemple, quelles sont les voies de signalisation de survie

alternatives & p57* qui dépendent également de la PI 3-kinase ? Est-ce que différentes
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isoformes de p57* pourrait avoir des roles différenticls dans la survie entérocytaire ? De
telles isoformes (Akt-1 a -3) existent et semblent excercer des fonctions différentes (Datta et
al., 1999; Chan et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). Des études de transfection

7%% et/ou avec des dominants négatifs de ces isoformes

avec les différentes isoformes de p5
pourraient sirement nous procurer des informations précieuses sur I’implication précise de
ces kinases dans la survie entérocytaire. Il serait également intéressant de clarifier le rdle
des membres de la famille Src dans la survie par des essais kinases et par des études de
transfection de formes constitutivement actives ou de dominants négatifs des différents
membres. De plus, malgré le fait que nous ayons analysé la régulation de 6 homologues
Bcl-2 au cours de la différenciation entérocytaire, il serait également intéressant d’établir le
profil d’expression des autres membres de la famille. Eventuellement, la compréhension des
mécanismes de survie entérocytaire pourront permettre [’identification de cibles
moléculaires spécifiques en vue de court-circuiter les signaux de mortalité, ce qui pourrait
contribuer & [’élaboration de traitements pour plusieurs désordres gastro-intestinaux

chroniques caractérisés par une apoptose illicite, comme la maladie de Crohn ou la colite

ulcéreuse.
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