archives-ouvertes

IMSBP, une protéine identifiée comme une cible de la
S100B, impliquée dans la distribution subcellulaire des
mitochondries.

Arnaud Hubstenberger

» To cite this version:

Arnaud Hubstenberger. IMSBP, une protéine identifiée comme une cible de la S100B, impliquée
dans la distribution subcellulaire des mitochondries.. Sciences du Vivant [g-bio]. Université
Joseph-Fourier - Grenoble I, 2006. Frangais. <tel-00175259>

HAL Id: tel-00175259
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00175259
Submitted on 27 Sep 2007

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.archives-ouvertes.fr
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00175259

Université Joseph Fourier Grenoble 1
Ecole Doctorale : Chimie et Sciences du Vivant

Année 2006

Titre de la these:

MSBP, une protéine identifiée comme une
cible de la S100B, impliquée dans la
distribution subcellulaire des
mitochondries.

Soutenue le 18/12/2006 par
Arnaud HUBSTENBERGER
(23/03/1980)

Directeur de these : Jacques BAUDIER
Co-directeur : Denis ROUSSEAU

Jury:

Stefan NONCHEY : Président
Merle RUBERG : Rapporteur
Joélle THILLET : Rapporteur
Nathalie SPASSKY : Examinateur



REMER CIEMENT S L. oo e e e et e e e et e eaeeanaes 4
ABREVIATIONS oo ettt et e e et e et e e e eaaeeees 5
AV ANT-PROP S . ... e e e et e e e 7
INTRODUGCTION .ttt e e e e e et e s e et e s e en et e an e e eaeenns 11
I 010 PP 12
L@ fAMIIE AES STO0 ...ttt ettt ettt ettt e oo oo oo oottt e e e ee e e e e e e e e e e aa e e nnnanbebbesbeeeeeeeaaaaaaaaaans 13
La CalCi-Protéing SLOOB.........uuiiiiiiiitiitieeeee et e s ettt e e e s st e e e e s st e e e e s s saaereessaatbeeaaesaasstaeeaeeaanssbaeeeeesnnsees 23
LE RESEAU MITOCHONDRIAL......uiii et et 47
Mitochondries : hétérogénéité de distribution, de dplacement, et de morphologie pour une spécialisati
L{eTaTe3 o] o1 g 1= 1= SRR PP 48
MitoChONArIES €t CYLOSQUEIBTIE. ... uuuiiiiiiitceee e e e e e e e e e e s e e e e e e e e eaeaaaaeaanenas 55
Morphologie MItOChONAIIAIE ... et e e et e e e e e e e e e e e e e e e nnened 85
Calcium et controle de la mobilité et du positionnment mitochondrial..............cccccvviiiiiiieeniiieee e, 64
Interactions entre le RE et 1eS MIitOChONAIIES ... cciii i 65
Ancrages des mitochondries a des sites spécifiquabautres exemples que le RE ..............ooo e eeeeneee 77
Adressage des protéines a la MItOCNONAIIE ... eeeiirriiiiee it s et e e e e e e e e s snara e aessnnneeeees 79
LA FAMILLE AA A s et et et e e eaa s 83
D=3 {1 71 1o o U P PTPRO 84
Y1 (001 (U (= PRSP UUPUPUPUPPPPPINt 85
L 0177 0T 1= 1= PSR 86
TUMEURS GLIALES ... ettt e e e e eaans 89
Classification des tuUmEUIS GIIAIES .........ouvieiiiiiiiee e e e e e e e e reeeaaaaaaeeeesd 09
Perte d’hétérozygotie au locus 1p et développemeds oligodendrogliomes..........cccccvvvvveeveeereeenieeeeeenn. 91
Hétérogénéité cellulaire des aStrOCYIOMES ... rrrrerrrriiiriieieeeeeeesiessiss e rrrrrrreeaeeeeeeesaesasaannnnnrenreneeeees 92
Oligodendrogliomes : cellules originelles et expre®n du marqueur S100B..........cccvvvviivieeeimmmsccnenninnns 92

RE S U L T AT S e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eenne 94



-2-

IDENTIFICATION ET CARACTERISATION COMME CIBLE DE LA S100B D'UNE
PROTEINE IMPLIQUEE DANS LA DISTRIBUTION SUBCELLULAI RE DES

MITOCHONDRIES ... .ot e e et et e e et e e ana s 95
Identification d’une cible mitochondriale de la S1@B : une nouvelle protéine, MSBP..........ccccccceeveenns 96
MSBP - NOMENCIATUIE .....ceiiiitiii ettt ettt et e e e e bbbttt e e s abb bt et e e e s anb b b e e e e e s annnneeens 98
YIS 2T el o] 014 (oo =] T 1= T PP PP PRPT 99
ValidAtION AES OULIIS .....eeiiiiiiiiiii ettt s e e s et e e e s e bbb e e e e e et e e e e e e annnes 105
S100B/MSBP : une interaction spécifique et régulgaar le CalCium ...........ccceeeeiiiiiiiieee i 108
La S100B inhibe I'oligomeErisation de MSBP.......cccuiiiiiiiiiiiee ettt et a e nabee e e e e nneees 110

MSBP est une protéine mitochondriale transmembranaeé intégrale, localisée aux sites de contacts entre
les membranes internes et externes, I'extrémité Netminale exposée cété cytosol, le domaine ATPase
Protégeé dans la MItOCHONAIIE. .........oo e e e e e e s e e e rrereeeaaaaaeeeaens 211

L'invalidation partielle de I'expression de la protéine MSBP par une approche siRNA induit un retard
dans la differenciation ES CPO. ... ..iii ittt et e e s e e e s s s bb e e e e e s anneeeeeens 116

L’invalidation de I'expression de la protéine MSBPinhibe I'accumulation périnucléaire des mitochondres
............................................................................................................................................................. 118

L’inhibition de I'activité ATPase de MSBP, empéchda libération des mitochondries de leur site d'ancage
ST T 0T L= = T PSPPSR 121

L’invalidation de I'expression de MSBP s’accompagne’une diminution des interactions physiques et du

transfert de la PS entre le RE et 1es MItoChONAIES........cocoiiiiiiiiiiiiii e 124
EXPRESSION DES PROTEINES MSBP DANS LES GLIOMES ..... ....cccoovvvee. 126
MSBP2 : un marqueur qui permet de distinguer les ajodendrogliomes des glioblastomes................. 127
Délétion homozygote du géne codant pour MSBP2 datsslignée oligodendrogliale HS683.................. 128
Invalidation de I'expression des protéines MSBP dtansformation cellulaire............ccccceevvviemiereeeeenee, 129
Surexpression des protéines MSBP et transformatiotellulaire............cccueveeeiiiiiiiiee e 130
DISCUSSION L. e e e e et e et e e e et e et e e e aanaaes 132
Localisation mitochondriale de MSBP ...........coceriiiiiiiiiie e 133
MSBP et I'ancrage périnucléaire des MitOChONAIES.cc.......uvviiiiiiiiiiieiieiee e 134
Interactions RE-mitochondries et transfert de 1 PS..........coooiiiiie e 137
Spécificité de l'interaction directe entre la S100Bt MSBP...........ocviiiiiiiiiiiiee st eeeee e 138
S100B : un senseur a calcium a l'interface MAM mitohondries. .........cccooiiiiiiiiiiicii e 139
S100B, MSBP et retard de la différenciation des CPO..........occuiiiiiiiiiiiiie e 141

MSBP marqueur de classification pour distinguer le®ligodendrogliomes des glioblastomes? ............ 141



Distinction entre MSBP2 €f MSBPL. ......ccoiiiiiceeiie ettt ettt e e e s e e e s s annb b e e e e e s s annneeeees 142
LOH et délétion homozygote du géne codant pour MSBRP...........ccooeeiieiiiiiiicccciieveeeeeee e e 143
Invalidation des genes MSBP et transformation Cell@ire ...............cccoooviiiiiiiiiiiiieie e 143
Importance du type cellulaire dans la transformation tumorale ............cccccoooeeiii e e 144
CONCLUSION GENERALE...... e e 146
MATERIEL ET METHODE ...t et ae e 148
BIBLIOGRAPHIE ... e e e e e e e e e e e aaaees 158
RESUNME ... e e e st e e e et e e e et e e e e eas 185

Identification et caractérisation comme cible de 1&5100B d’une protéine impliquée dans la distributin
subcellulaire des MItOCHONAIIES .........oiii e e s e e e e e e e e 185

Expression des protéines MSBP dans 1€S GlIOMES o oivvveiiieeiiiiiiieeeeiiiiieeee e s sieeeeeessrareeeeessnssnaeeeaesanes 186



Remerciements

Je tiens a remercier :
Les membres du Jury d’avoir accepté d’examinerasail de thése.

Jacques Baudier, directeur du laboratoire et deh@se, et Denis Rouseau, co-directeur de
ma these, un tandem, une équipe de choc qui mpaurais d’apprendre a m’adapter a toutes
les situations.

Christelle Benaud, la fausse discréte, qui n'a faéisque m’assurer (a I'escalade) et me
rassurer et qui ne compte pas le temps et les konséelle peut donner aux autres.

Nicole Assard la maman du labo : comme toutes l@siams, on n'aime pas se faire gronder
par elle, mais qu’est ce qu’on serait embété si@ktait pas la ! Rien ne serait plus en ordre
de marche.

Nathalie Bertachi, madame 11h30 pétantes, sanellagles départs pour le déjeuner ne
seraient pas ce quils sont, et qui m'a aidé poar dulture cellulaire et les
immunofluorescences.

Christian Delphin, monsieur force tranquille, ddatcalme apparent cache une efficacité

redoutable, pas seulement en BM.

Jean Christophe Deloulme, l'artiste du laboratoqei peut descendre de son nuage pour

donner un regard extérieur, et oui tu vas me margjuéout le vendredi.

Sonia Lidi et Nicole Lefebvre, les secrétaires faquilitent notre travail, toujours disponibles,

et tellement serviables que certains I'oublient.

L’équipe des thésards et post doc passeés et psésents dans la méme galere, mais dans la
bonne humeur : Eric Raponi (T'as raison), LaureaiaBci (mais oui tu vas réussir), Sandrine

Serano (mais non t'es pas la seule en galere),iB8ilquin (Attention aux exces de vitesse).



Abréviations

-AAA : ATPases Associées a des Activités variées
-AMPc : Adénosine 3’, 5’ Mono Phosphate cyclique
-ANT : « Adenosin Nucleotide Transporter »
-ARNm : Acide Ribo Nucléique messager

-bFGF : « basic Fibroblast Growth Factor »

-CaM : protéine CalModuline

-CAMP : AMP cyclique

-CPO : Cellules Progénitrices Oligodendrogliales
-Da: Dalton

-EGF : « Epidermal Growth Factor »

-EGFP : « Enhanced Green Fluorescent Protein »
-F1: sous-unité F1 de I'ATP synthase mitochondriale
-GFAP : « Glial Fibrillary Acidic Protein »

-IP3 : Inositol Tri Phosphate

-IP3R : Récepteur a I'lnositol Tri Phosphate

-INOS : « inducible Nitric Oxyde Synthase »

-kDa : kilo Dalton

-KO : « Knock Out »

-LOH : « Loss Of Heterozygoty »

-LTP : Potentialisation a Long terme

-MAM : Membranes Associées aux Mitochondries
-mM : millimolaire

-NF : NeuroFilaments

-nM : nanomolaire

-MSBP : « Mitochondria S100B Binding Protein »
-NGF : « Nerve Growth Factor »

-NT-3 : Neurotrophin-3

-PDGF : « Platelet Derived Growth Factor »

-PE : PhosphatidylEthanolamine



-PFA : Paraformaldéhyde

-PKC : Protéine Kinase C

-PLC : Phospholipase C

-PS: PhosphatidylSérine

-PSD: « PhosphatidylSerine Decarboxylase »

-PSS: « PhosphatidylSerine Synthase »

-PTP : « Permeability Transition Pore »

-RAGE : « Receptor for Advanced Glycation End product »
-RE : Réticulum Endoplasmique

-RS: Réticulum Sarcoplasmique

-RyR : Récepteur a la Ryanodine

-SERCA : « Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium Aga
-SiRNA : « small interference RNA »

-SNC: Systéeme Nerveux Central

-S100: protéines Solubles dans 100% de sulfate d’amumoni
-UM : micromolaire

-UTR : « UnTranslated », séquence non traduite des ARNm

-VDAC : « Voltage Dependant Anion Chanel »



Avant-propos

En 1965, dans le but d’'identifier des protéinemesslles au bon fonctionnement du systeme
nerveux des mammiferes, Moore et McGregor ont mis pmint une technique de
fractionnement a partir d’extraits protéiques tatae cerveau de bceuf. Pour étre reconnues
comme essentielles, les protéines devaient éttenfi@nt enrichies dans le cerveau et leurs
séquences phylogénétiques conservées. Une framtid@ique répondant a ces criteres a été
analysée et purifiée. Cette fraction, d’environ BDa, riche en acides glutamiques et
aspartiques, est soluble dans une solution saaréeilfate d’ammonium (a pH 7,2) et a été
nommeée « S100 » (Moore and McGregore, 1965). ErY 19@ pu étre montré que cette
fraction consistait en un mélange d’homodimeéreshettérodimeéres S100A1 et S100B (Isobe
et al., 1977).

L’étude de la protéine S100B est donc ancienne rétepge lidentification du gene
correspondant et I'apparition des techniques déogie® moléculaire. De nombreuses cibles
de la S100B ont ainsi été identifiees par des ap@® biochimiques. L’interaction de la
S100B avec ses cibles résulte d’'un mécanisme comitauiixation du calcium dans la main
EF de la protéine S100B induit un changement déocoration qui permet I'exposition de
résidus hydrophobes et son interaction avec désrjzres.

L’avenement des techniques de biologie moléculairesurtout des souris génétiguement
modifiées, a permis d’aborder les fonctions de 1808 au niveau de la physiologie de
'organisme. Les souris transgéniques qui surexgminou sont invalidées pour la S100B,
sont viables et sans phénotypes majeurs. Mais, est pas parce que la S100B n’est pas
essentielle a la survie de I'organisme, qu’elleshjgas pour autant cruciale pour la robustesse
du systeme dans des conditions particulieresesstrvieillissement , environnements
complexes nécessitant des capacités cognitivesiesCAINSI ces souris présentent des
phénotypes subtils : retard de la différenciaties dellules progénitrices oligodendrogliales
(CPO), sensibilité accrue aux infarctus, vieillisemt accéléré du cytosquelette des neurones,

modifications des capacités cognitives.
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Cependant, bien que des études portent sur la Sil@épBis trente ans, ni les approches
réductionnistes de type biochimiques, ni les apgmeqlobales de type souris génétiguement
modifiées, n'ont permis la compréhension d’'une famcclaire et intégrée de la S100B. Les
fonctions de la S100B ne sont comprises que dearemiragmentaires et incompletes. Au
niveau moléculaire, la S100B apparait comme unlaégur, un module, senseur a calcium,
réutilisé plusieurs fois au cours de I'évolutiorupoéguler de maniere dépendante du calcium
I'activité de ses cibles. Mais il s’est avéré diffe d’intégrer ces fonctions au niveau de la
physiologie de I'organisme, de nombreux phénotyieservés chez les souris génétiquement
modifiées restent inexpliqués.

Dans ce contexte, pour une meilleure compréhensionréle de la S100B chez les
mammiféres, il est nécessaire d'envisager une Hieuapproche. Des observations de
phénotypes au niveau cellulaire nous sont appatogsne particulierement intéressantes
pour établir un pont entre physiologie de I'orgames et fonction moléculaire. Deux études
précédentes apportent ainsi des informations sianietion de la S100B au niveau cellulaire.
D’une part, il a été montré que la S100B stimuletrgnsfert d’'un phospholipide, la
phosphatidylsérine, entre le réticulum endoplasmi(fRE) et la mitochondrie (Kuge et al.,
2002). D’autre part, la S100B est nécessaire poerlg calcium soit tamponné de fagon
correcte (Xiong et al., 2000). Par ailleurs il estnu que ces deux mécanismes sont régulés
par linteraction entre les deux organelles RE dtochondries (figure 1). L’hypothése
suivante a ainsi été proposée par I'équipe du Dockance : la S100B régulerait la
distribution subcellulaire des mitochondries, etanmament leurs interactions avec le RE
(Vance et Steenbergen, 2005). Mais cette hypotiiagamais été validée, ni la capacité de la
S100B a interagir avec les mitochondries montré&st ce que nous nous proposons de faire
ici.

L'objectif de ce travail est double : comprendremooent la S100B pourrait réguler la
distribution des mitochondries par lidentificatiat la caractérisation fonctionnelle d’'une
cible mitochondriale, et tenter d'intégrer cettendton dans la physiologie normale et
pathologique de I'organisme : la différenciatiors @digodendrocytes et le développement des
oligodendrogliomes.

Pour identifier une nouvelle cible de la S100B dales cellules progénitrices
oligodendrogliales qui expriment fortement la S10#&logéne, nous avons choisi d’utiliser
une nouvelle technique, jamais utilisée auparavkms ce contexte : le Far Western se

différencie des techniques plus classiques que komouble hybride, le pull down, la
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coimmunoprécipitation. L’avantage d’une telle teque est qu’elle permet d’identifier des
partenaires directs, contrairement aux techniquésédemment citées qui permettent la
détection de partenaires indirects au sein de ampl macroprotéiques. Elle permet
également la détection de partenaires membranaissdubles. Enfin cette recherche est

orientée pour détecter une cible d’'un compartinsegtifique : la mitochondrie.

S100B

ca®'
PS

Noyau RE MAM Mitochondrie

Figure 1 : problématique

Les microdomaines d’interactions physiques entrBHeet les mitochondries sont essentiels pourdesfert
direct de phosphatidylserine (PS), sans transgsitulaire, et les transferts quasi synaptiquesattgum. Les
concentrations de ce dernier peuvent atteindrgM% l'interface entre les deux organelles. La galuiéine
S100B stimule le transfert de PS du RE vers lesahdndries (Kuge et al., 2001). L'invalidation @eS3100B
s'accompagne d’'une augmentation de I'amplitudesdadiurée des « transients calciques » (Xiong,e2@00)
qui pourraient résulter d’une incapacité des mitmchiies a tamponner les libérations de calciume®E. Il a
ainsi été proposé que la S100B régule les intemastentre le RE et les mitochondries (Vance etrbegen,
2005), qui sont par ailleurs régulées par le caic{®Vang et al., 2000). Mais, ni la capacité de 1D0B
d’interagir avec les mitochondries, ni l'identiftcan de sa cible et de sa fonction moléculaire t'été

montrées. MAM : membranes associées aux mitoafesid

Nous avons ainsi identifie comme cible de la S1008 protéine sur laquelle il n’existait
aucune étude spécifique préalable. Cette protg@partient a la famille AAA, et nous I'avons
nommée MSBP pour Mitochondria S100B Binding Protdiprés avoir validé la spécificité
de cette interaction, différentes techniques ddobie cellulaire ont été mises en oeuvre :
siRNA ou utilisation de mutants, cela afin de mentfimportance de cette cible dans la

distribution subcellulaire des mitochondries, atsavons tenté d’intégrer la fonction de cette
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cible de la S100B dans une fonction déja connueladé&s100B, la régulation de la
différenciation des CPO. Enfin, les caractéristiqde la nouvelle cible identifiée, nous ont
poussé a la replacer dans un contexte pathologiglee développement des
oligodendrogliomes.

Afin de replacer les résultats dans leur contegst, présentée au début de ce travail une
introduction détaillée sur: la S100B, les mécamsngui régulent la distribution des
mitochondries et leurs implications fonctionnellesfamille AAA de la nouvelle cible de la
S100B.



-11 -

Introduction
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La S100B
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La famille des S100

La main EF

Hi HII —>

ol
n
H1 n HIV
n
E
N Boucle Boucle c
non_conventionnelle M_

Figure 2: Les protéines S100 se définissent d'un jmb de vue structural par la succession de deux

domaines de fixation du calcium, les mains EF.

(A) Représentation schématique en ruban des stasctertiaires d’'une main EF. La structure temialfune
main EF se caractérise par la succession d’'uneeh@il), d’'une boucle (L), et d’'une deuxiéme héliegl). La
fixation du calcium (C#) induit un changement drastique de la conformatieia main EF.

(B) Structures secondaires des S100. Les S100aetéasent par la succession de deux mains ERdia EF
N-terminale comporte I'hélice | (HI), la boucle @gation du calcium | (LI), I'hélice Il (HIl), sépaes par un
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bras flexible H (Hinge) de la main EF C-terminal&é gomporte I'hélice Il (HIII), la boucle de fixain du
calcium Il (LII) et I'hélice IV (HIV).

(C) Représentation schématique des résidus quiloanent la fixation du calcium dans les protéing805 Les
positions des résidus qui coordonnent le calciumt seprésentées en vert. La boucle non conventienne

située en N-terminal présente une affinité powaleium plus faible que la boucle canonique enr@viteal.

Le motif de la main EF a initialement été identdié sein de la structure de la parvalbumine il
y a 30 ans par Krestinger et Nockolds et décriadacon suivante : deux hélicasséparées
par une boucle de 12 résidus qui permettent laidimadu calcium (Figure 2A). Aujourd’hui,
jusqu’'a 600 membres de la famille a domaine mainoBF été identifiés dans le génome
humain (Ikura and Ames, 2006). Les analyses straletsi montrent que les résidus impliqués
dans la fixation du calcium forment un arrangemeoriservé, un arrangement pentagonal
bipyramidal autour du calcium. En détail, sont ilgpées dans la fixation, les chaines
latérales aux positions 1, 3, 5, 9 (via I'eau) 2tainsi que le groupe carbonyl a la position 7
(Strynadka and James, 1989) (Figure 2C). Une mééér forte existe pour I'aspartate et le
glutamate en position 1 et 12 respectivement, ejlyaine en position 6. Les mains EF
fonctionnelles sont retrouvées par paires (Shaal. £1990), et cette association est nécessaire
pour le repliement de la protéine et ses changesrgmiconformation lors de la fixation du
calcium. Typiqguement il y a coopérativité entre ksux sites de fixation du calcium
(Bhattacharya et al., 2004; Ikura, 1996). De nom&es protéines a main EF, comme les
membres de la famille calmoduline ou NCS (Neurdci@m sensor), sont constituées de 4
mains EF. Ce qui résulte en deux unités structgeajlobulaires dans une seule protéine. En
revanche les membres de la famille S100 ne pogietdeux mains EF (figure 2B). Les S100
sont présentes sous forme de diméres étroitemsatias, les 4 mains EF forment ainsi une

unité, un module structural unique.
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Figure 3 : Alignement des séquences en acides ansrdes protéines S100 humaines

(A) Rappel de la structure secondaire des proté&i€® (cf Figure 1).

(B) Alignement des séquences S100 humaines. Lédusdgui coordonnent le calcium sont en rouge foncé
(coordination par les chaines latérales des aeidesés) et en rouge clair (coordination par lesgexes de la
chaine principale). Les résidus qui coordonnertidie dans la S100A7 et le cuivre dans la S100A1R sa
magenta. Les résidus hydrophobes impliqués dadsrérisation sont en vert. Les résidus qui pountaiixer

le zinc dans les autres S100 sont en jaune (cgstéat en bleu (histidines). Les régions les pargables sont

le bras flexible (H) et les extensions C-terminalespliqués dans la fixation de la protéine cibiBaprés

Marenholz et al., 2004).
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La fonction des mains EF dans la signalisationigaé& a d’abord été établie pour la
calmoduline, impliquée dans la fixation du calci(fieo and Wang, 1973) et I'activation de
phosphodiestérase des nucléotides 3’, 5 cyclig(@seung, 1970). Ensuite l'analyse
structurale a permis de montrer le réarrangemedaiuoa dépendant des hélices (lkura et al.,
1992) qui permet I'exposition d’une surface hydroipigue impliqguée dans l'interaction de la
calmoduline (CaM) avec ses cibles. Un mécanismdaimima été décrit pour la troponine C,
et les S100, d’autres membres de la famille a rB&ir{Gagne et al., 1995; Strynadka et al.,
1997).

Historique des S100
Afin de découvrir des protéines essentielles awtionnement du systeme nerveux central

(SNC), Moore et McGregor ont mis au point, en 196% technique de fractionnement a
partir d’extraits totaux de cerveaux de bceuf. Hsansi pu isoler une fraction sub-cellulaire,
soluble dans une solution de 100% de sulfate d’'amumo a pH neutre, qu’ils ont
logiqguement nommeée “S100” (Moore, 1965; Moore aMdGregor, 1965). Les protéines
contenues dans cette fraction résultent de l'askgmbde deux sous unités protéiques,
nommeesa/Al et 3/B, s’assemblant en homo et hétérodimere (Isobal.etl1977). Le
séquencage de ces sous-unités a révélé une tmdegnamologie de séquences primaires
ainsi que la présence, a l'intérieur de chacunetBeelles, de deux sites de liaison au calcium
de type main EF (Isobe and Okuyama, 1978) (figyreSRr des criteres d’homologies de
séquences et de structures, pres de 25 protéifsdht pu étre identifiées, constituant une
nouvelle famille au sein des calciprotéines a métif-hand. Les S100 sont de petites
protéines acides (10-12 kDa) qui se composented& chotifs a mains EF flanqués par des
régions hydrophobes conservées et séparés parégmmn rlinker (Schafer and Heizmann,
1996) (figure 3).

Phylogénie des S100
Bien que la troponine C et la CaM, d’autres membeeta super famille a main EF, aient des
homologues, chez les invertébrés et les protozaaspectivement, les protéines S100 ne
sont présentes que chez les vertébrés (Donato; 3@Bafer and Heizmann, 1996). L'analyse
des génomes eucaryotes non vertébrés, comme lestotig, les insectes, les protozoaires

n’ont pas permis pour l'instant d’identifier de ségces identiques aux S100. La famille des
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Figure 4 : Phylogénie dans la famille S100, une fahe récente a diversification rapide.

(A)Arbre phylogénique des protéines S100 mammifékéemrbre se divise en quatre branches majeures. La
longueur des branches ne correspond pas aux dieag@volutives relatives. Représentée uniquenhentles
vertébrés, la famille des S100 est apparue de fagalive au cours de I'évolution, elle s’est néamso
rapidement diversifiée (d'aprés Marenholz etz004).

(B) Alignement des acides aminés des protéines B #@dnammiféres.

S100 forme donc un groupe phylogénique récent st sapidement diversifié . ses 25
membres constituent la plus grande sous famillgodegines a mains EF (Figure 3 et 4).
Mais, cette évolution rapide ne se réduit pas a digdications géniques, les séquences
divergent rapidement. Les protéines S100 préser2era 65 % d’identité pour les acides
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aminés. Les régions les plus variables sont laes@mgulinker et les extensions C-terminales,
impliquées dans la fixation de la protéine cibigufe 3B).

Un arbre phylogénique construit sur la base d’ignament multiple des protéines humaines
de souris et de rat révele quatre sous groupesursgjEigure 4A). Le premier sous groupe
comprend la S100B, la S100A1, la S100P et la S1604, part la S100A10 et la S100A11.
Le deuxieme est constitué de la S100A2, la S10@YN0A4, S100A5 et la S100A6, le
troisieme la S100A8, S100A9 et la S100A12, et latgéme plus dispersé comprend la
S100A13, S100A14 et S100A16.

L’apparition tardive des S100 au cours de I'évantpourrait expliquer que ces protéines ne
soient pas impliquées dans des processus vitalexpression des S100 est modifiée dans
de nombreuses pathologies comme la maladie d’Alzéeile cancer, l'arthrite rhumatoide
(Odink et al., 1987), que ce soit au niveau degémisme ou de la cellule, I'invalidation ou la
surexpression de ces protéines n’affecte pas laeseat ne présente pas de phénotype majeur
(figure 7).

Nomenclature, localisation chromosomique et organis ation des genes

‘ 10T e — S100A10
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e [ ©  Trichohyalin
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Figure 5 : Organisation des génes S100A sur le chmmsome 1 humain.
La majorité des genes S100 sont regroupés au lax2f (d’aprés Schafer et al., 1996).
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Les génes S100 localisés en cluster au locus 1g@f designés par les chiffres arabes
consécutifs placés derriéere le symbole S100A coatment aux génes S100 localisés dans
d’autres régions chromosomiques qui portent unieelatniqgue derriére le symbole S100
(Figure 5). La seule exception est CALB3, qui aiatement été identifie comme un membre
de la famille des calbindines. Les pseudogenegipiol sufixe P derriere le symbole S100.
Dans cette famille, 21 membres, S100A1-S100A18hatylin, filaggrin et repetitin, sont
disposés en cluster sur le chromosome 1 au locB% {Eigure 5), tandis que les autres
membres, S100P, S100Z, S100B, S100G, sont posésoaux loci 4pl16, 5914, 21922, Xp22

respectivement.

Al, A2, A3, A4 (m), A6, A7, A8, A9, A10, A12, A1%100B

I II II1
5 el e 2 e 7 T
All

Figure 6 : Structure des génes S100.
Les blocs représentent les différents exons (blwemge : les exons traduits, blocs bleus : lemgxwon
traduits), les traits noirs qui les relient legamis.

Les genes représentés sont les genes humaingesaufnnotés (m), pour les genes murins.

L’'organisation générale des genes codant pour Iéerehtes isoformes S100 est
extrémement conservée ; ces genes étant composéexams et de deux introns (Kiewitz et

al., 2000) (Figure 6). L’exon | code pour des séges 5 non traduites, alors que I'exon |l
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contient a la fois une séquence 5’ non traduitBegtrémité N-terminale du premier motif
EF-hand . Le second motif EF-hand ainsi que lag&r-terminale traduite et non traduite se
situent tous deux dans I'exon Il (Figure 6). Seula S100A11, la S100A5, la S100A14, et
S100A4 humaine font exception a cette organisatiénique. Enfin un autre élément
caractéristique des genes S100 est la présena@é@mdnt SPE100 Protéin Elemensitué
dans la région promotrice de tous les genes et lddiinction reste encore inconnue (Stuve
and Myers, 1990; Zimmer et al.,, 1996). Malgré cesnbreuses similitudes, le patron
d’expression tissulaire et cellulaire de chaque(0Séét tout de méme tres spécifique. Les
éléments et séquences promotrices responsablexttdespécificité restent encore largement

méconnus.

Caractéristiques originales des S100
Trois caractéristiques distinguent les protéine80Sdes autres membres de la famille des
protéines a main EF.
Tout d’abord, dans chaque monomere les deux mdngifierent par leur séquence et leur
mode de coordination du calcium (figure 2C). La m&F C-terminale, composée de 12
résidus, fixe le calcium d’une maniére similairtagCaM et la troponine C. C’est le site de
haute affinité avec un Kd compris entre 10 et 50. LiMmain EF N-terminale, composée de
14 résidus, pseudocanonique, fixe le calcium pahéine principale, excepté pour la chaine
latérale du glutamate en derniére position, cedstite de basse affinité avec un Kd compris
entre 200 et 500 uM. La main N-terminale semblelaitc incapable de fixer les ions calcium
a des concentrations physiologiques.
La seconde caractéristique unique des S100 estriaafion de dimeres (figure 8). Des
expériences in vivo et in vitro confirment que lagart des S100 (S100A4, A6, A7, A8, A10,
All, Al12 et S100B) existent sous forme d’homodirméi@ependant, elles peuvent aussi
former des hétérodimeres, comme c’est le cas pbQ0A&L et S100B, S100A1 et S100A4,
S100A6 et S100B, S100A11 et S100B ainsi que S10£1AB100A9 (Deloulme et al., 2000;
Hunter and Chazin, 1998; Isobe et al., 1981; Tddaalayet al., 2000; Wang et al., 2000a;
Yang et al., 1999). Cette caractéristique permes éehanges dynamiques, et des
combinaisons de diméres variées suivant les moresmprésents dans le compartiment
cellulaire.
Enfin les S100 ne sont pas ubiquitaires, mais egptimées de maniére spécifique dans les
tissus et cellules. Plus récemment, il a été manigécertaines S100 peuvent aussi avoir une

fonction extracellulaire. Cependant, si une actairacellulaire a bien été décrite pour les
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isoformes Al, A2, A4, A7, A8, A9, Al10, Al2 et B,ude la sécrétion des protéines S100A8,
A9 et B a pu étre mise en évidence. Ces effetaeatiulaires varient suivant les isoformes et

les concentrations utilisées.

S100A1 KO | Contractions cardiaques faiblement médgi Du, Cole, 2002
S100A1 KO | Contractions cardiaques faiblement médi Marenholz, 2004
S100A1 KO | Contractions cardiaques faiblement médgi Most, 2003
S100A4 KO | Augmentation des tumeurs spontanées Na2084
S100A4 TS JAugmentation des métastases dans un modgAmbartsumian, 1996
tumeur chez la souris
S100A4 TS JAugmentation des métastases dans un modgDavies, 1996
tumeur chez la souris
S100A8 KO | Létal aux stades embryonnaires Pass®@ 19
S100A9 KO | Absence de phénotype évident Hobbs, 2003
S100A9 KO | Absence de phénotype évident Manitz, 2003
S100A11 KO | Absence de phénotype évident Mannar 200
S100B KO |[LTP et Mémorisation accrue Nishiyama, 2002
S100B KO | Altération homéostasie calcique Xiong et al., 2000
Epilepsies plus fréquentes Dyck, 2002
Hypertrophie cardiaque accrue 'Tsoporis, 2005
Retard de différenciation des CPO Deloulme
S100B TS | Astrocytose et prolifération des neurites [Reeves, 1994
S100B TS | Inhibition de I'hypertrophie cardiaque 'Tsoporis, 1998
[Mémorisation et apprentissage perturbé \Winocur, 2001
Activité explorative perturbée Bell, 2003
Vieilissement accéléré du cytosquelettians le|Shapiro and Whitakefzmitia,
neurones 2004

Figure 7 : Modéles génétiques S100 chez la souris
Il est important d’observer qu’a I'exception destauris S100A8 KO, les autres modéles de souris lpsquels
I'expression d’'une S100 est perturbée ne préseptantle phénotypes majeurs. KO : invalidation chegé&s :

souris transgénique. Chaque case correspond a délemte souris génétiquement modifiée.

Le nombre élevé des S100, les différentes cormdmnaide dimeres, les Kd pour le calcium
spécifigues a chaque S100, leurs interactions diymees du calcium avec des cibles, leurs
expressions tissus spécifiques, offrent des owtlses et flexibles pour réguler différents

processus biologiques dépendants du calcium. AesiS100 sont impliquées dans des

fonctions trés diverses: régulation du cycle calhal, différenciation cellulaire, migration
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cellulaire... Malgré ces fonctions trés diversas,mecanisme d’'action commun se dessine :
Les S100 interagissent de maniére dépendante duroaavec une cible et ainsi régulent leur

activité enzymatique, leur phosphorylation, ou sStpent les monomeres empéchant ainsi la
formation d’oligoméres. (Figure 5). Toutefois cégdes ont été principalement realisées

vitro, et malheureusement leur fonctiornvivo est encore largement méconnue.

Structure des protéines S100 : des senseurs a calci  um
Au cours des dix dernieres années la structurdirtrensionnelle des protéines S100 a été
déterminée sans fixation du calcium (apo) (Arnesanal., 2005; Dempsey et al., 2003;
Drohat et al., 1999; Kilby et al., 1996; Lee et 4D04a; Maler et al., 1999; Mittl et al., 2002,
Otterbein et al., 2002; Potts et al., 1995; Retglet1999; Rustandi et al., 2002; Vallely et al.,
2002), avec fixation du calcium (Arnesano et )02, Brodersen et al., 1998; Brodersen et
al., 1999; Drohat et al., 1998; Ishikawa et al.0@OMaler et al., 2002; Moroz et al., 2001;
Otterbein et al., 2002; Sastry et al., 1998; Srartd Shaw, 1998; Zhang et al., 2003), et avec
fixation de la cible (Bhattacharya et al., 2003nan et al., 2002; Itou et al., 2002; Koch M.,
2006; McClintock and Shaw, 2003; Rety et al., 20Réty et al., 1999; Rustandi et al., 2000)
(figure 8). Ces structures ont réveélé que le chamege de conformation induit par le calcium
résulte dans I'exposition d’'une surface hydrophalmenme pour la CaM et la Troponine C,
ce qui permet aux S100 d’interagir avec leurs sibl@ans toutes les structures de S100
déterminées jusqu’a présent, a I'exception de ROS] les S100 existent comme un dimere
symétrique, avec chaque monomeére comportant deuisn#z main EF. La main EF N-
terminale comporte I'hélice | (HI), la boucle Iteside fixation du calcium (LI)), I'hélice lI
(HII), séparées par un bras flexible (H) de la m@kterminale qui comporte I'hélice llI
(HII), la boucle 1l (site de fixation du calciunilf)), et I'hélice IV (HIV). L’interface du
dimére se compose des hélices | et VI de chaqueomére. Ce dimére est maintenu que
I'enzyme soit sous la forme Hapo ou Holo.
Si les S100 partagent une méme structure, ellesrgpent également partager certaines
fonctions, ainsi difféerents membres de la famikeigent interagir et réguler la méme protéine
cible. Par exemple S100B, S100A1, S100A12 et S1fi®ent le récepteur RAGE
(Arumugam et al., 2004; Hofmann et al., 1999; Huttu et al., 2000); la S100A1, S100A6 et
S100B fixent 'annexine A6 (Arcuri et al., 2002; Baglia et al., 1998; Zeng et al., 1993); la
S100A1, S100A2, S100A4 et S100B interagissent aleecsuppresseur de tumeur
p53 (Fernandez-Fernandez et al., 2005; Grigoriaal.e2001; Mueller et al., 2005; Rustandi
et al., 2000); la S100B, S100A6, S100A12 et la &1@Orment des complexes avec la
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protéine d’ubiquitination CacyBP/SIP (Calcyclin-ding protein/Siah-1- interacting protein)
(Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998).

Enfin, bien que les protéines S100 soient clagsfilomme des protéines avec des sites de
fixation du calcium (les mains EF), des structieésolution fine, des mesures de fixation du
calcium, et des comparaisons de séquences moguenjuelques protéines contiennent des

mains EF non fonctionnelles, qui ne fixent pasdieiom (Marenholz et al., 2004).

La calci-protéine S100B

La S100B introduction
La protéine S100A1l et la protéine S100B sont lexxd&100 les plus étudiées, probablement
en raison de I'ancienneté de leur découverte. Gpendes deux protéines, la S100B suscite
beaucoup plus d'intérét du fait de la localisatittnson gene sur le chromosome humain 21.
Chez les malades atteints de trisomie 21, la soesgmn de S100B dans les astrocytes et la
microglie semble étre corrélée a la formation dagyes amyloides dans le cerveau (Stanley
et al., 1994). Par ailleurs, une sur-expressioSHe0B est aussi observée dans le cerveau de
malades atteints de la maladie d’Alzheimer, du sym& de Down ou du SIDA (Griffin et al.,
1989; Griffin et al., 1995; Marshak and Pena, 19@3arshak et al., 1992; Mrak et al., 1996;
Sheng et al., 1996). Ces observations suggerent lagju8100B pourrait participer au
développement neuropathologique de ces maladies.

Gene et régulation séquence
Les genes de la S100A1 et S100B sont tres conséiwés espece a I'autre chez les vertébrés
avec, par exemple, 85% d’identité entre les formgsimées chez le rat et 'lhomme (Allore
et al., 1990; Jiang et al., 1993; Maeda et al. 119Bigure 4B). Les génes codant pour les
protéines S100B et S100A1l présentent des cardmjges communes avec les autres
membres de la famille des S100. Des éléments imumisrtsitués sur les séquences
promotrices des genes codant pour les protéinef/31@t la S100B et reconnus par les
facteurs de transcriptions CREB et AP2, pourragxpliquer certains effeis vitro observés
lors de traitements capables de stimuler I'élévatibAMPc (Roesler et al., 1988). Un
analogue de 'AMPc, le dibutryl AMPc qui stimulert@aturation des cellules gliales C6 et des
astrocytes en culture, augmente aussi la quangi$éntessagers codant pour les protéines
S100Al et S100B (Kahn et al., 1991; Labourdette Mtahdel, 1980). Par ailleurs, les
glucocorticoides, comme la dexamethasone et |&ipmp-amyloide, stimulent la synthese
de '’'ARNmM codant pour la protéine S100B, alors fi@’est réprimée sous influence de I'lL1b
(interleukine 1b) et du bFGFHasic Fibroblast Growth FactofMrak and Griffinbc, 2001)
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In vitro, il a aussi été démontré que I'expression de tdépre S100A1 était augmentée en
réponse a la différenciation des cellules neur@nala musculaires, par le facteur de
croissance neuronal NGRérve Growth FactorfZimmer and Landar, 1995).

Localisation cellulaire et tissulaire des protéines S100A1 et S100B
Les études sur la localisation tissulaire maisosiirtellulaire des protéines S100A1 et S100B
sont nombreuses et pour certaines controversées gontradictoires. Ces controverses et
contradictions sont essentiellement dues au fatlga premiers anticorps générés contre la
fraction “S100” du cerveau reconnaissent ausgnbia S100B que la S100A1, mais aussi
pour certains anticorps d'autres membres de laliardes S100 (Schafer and Heizmann,
1996). Depuis, d’autres membres de la famille dE30Snt été caractérisés dans le cerveau
comme la S100A2, S100A4 et S100A6 (Donato, 2001).
Le systeme nerveux central est formé par I'encé&pftarveau, tronc cérébral et cervelet) et la
moelle épiniéere. Il est constitué de neurones,allelles gliales et de capillaires sanguins. I
existe quatre variétés de cellules gliales : ldsoeges, les oligodendrocytes, les cellules
épendymaires ainsi que les cellules microglialea. rajorité des études concernant
'expression des protéines S100 dans le SNC aéétisée au niveau du cerveau (Yoshikawa
et al., 2000). Chez 'homme, le marquage “"S10@parait précocement, apres 10 semaines
de gestation, et son intensité augmente tout ag denla vie (Zuckerman et al., 1970). Ce
phénomene est également observé chez les rongemdry et al., 1989).
Au cours du développement, une progression posigtéerieure du signal A1/B (ou “S100”)
est détectée dans les cellules gliales du cengaundt, 1992; Yang et al., 1995a; Yang et al.,
1995b). Les cellules S100 positives sont souvetdlaguées comme cellules astrogliales
uniquement sur la base de leur morphologie (Laetigl., 1989; Yang et al., 1995a; Yang et
al., 1995hb). La ligne médiane du raphé, structliedegradiaire présente transitoirement du
15" jour embryonnaire (E15) ad"® jour post-natal (PN8) chez les rongeurs (Gomed. gt
1990; Van Hartesveldt et al.,, 1986) ainsi que d&sitglies radiaires, comme celles
responsables de la migration des neurones de Rurtincervelet de E13 a PN2, chez le
hamster, possedent également un immunomarquage0”fievers et al., 1994).
Au stade adulte, un signal "S100” a été déteatéyivo etin vitro, dans différentes cellules
comprenant principalement les astrocytes et dapsmoindre mesure, les épendymocytes et
certaines sous-populations de neurones et d'oligdeytes myélinisants (Rickmann and
Wolff, 1995a; Rickmann and Wolff, 1995b; Yang et 4095a; Yang et al., 1995b).
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Dans le cerveau adulte, la S100B constitue 0,5% pideines cytoplasmiques dans les
astrocytes, il s’agit donc d’'une protéine trés ataone, et elle s’Taccumule notamment dans les
pieds astrocytaires (Kligman and Hilt, 1988; Rickmand Wolff, 1995b). D’autre part, aussi
bien au cours du développement du SNC que chealtégda S100B s’accumule de facon
transitoire dans les cellules progénitrices oligattegliales (CPO), lors de la transition entre
un état multipotent, ou les cellules se divisenpidement, et un état de cellules
morphologiquement différenciées.

Il est important de souligner qu’un signal "S10@"également été observé dans des cellules
gliales spécialisées chez I'adulte, mais ayant@méscertaines caracteristiques d’immaturité.
Ces cellules correspondent a la glie de Bergmanmvaaau du cervelet (Landry et al., 1989)
aux cellules de Miller de la rétine (Das et al.84;9Rambotti et al., 1999) ainsi qu’aux
tanycytes du %" ventricule (Chouaf et al., 1991; Perez-Martin let2000; Shariful Islam et
al., 1998).

Néanmoins, la présence dun fort signal “S100” ndales astrocytes fibreux et
protoplasmiques (Cocchia and Michetti, 1981) assaci fait que la protéine S100B est la
protéine S100 majoritaire du SNC, est a l'origireel'tlée tres répandue 1) que la protéine
S100B est un marqueur spécifique des astrocytes differentes espéeces et 2) que le signal
”S100” se superpose parfaitement au signal S1Q@BIzer et al.,, 1997; Savchenko et al.,
2000; Zhang and McKanna, 1997). Cependant il ntexgas un recouvrement parfait des
deux marquages, et la S100B n’est pas un margpeéaifisiue des astrocytes dans le systéme
nerveux comme cela est souvent affirmé dans de rearsés publications.

Si la S100B est tres fortement exprimée dans lgeeer et les testicules, elle est aussi
exprimée a de moindres niveaux dans le tissu axipeun et blanc, la vessie, le colon,
l'intestin gréle, le pancréas et la peau ; la réi¢gerus ou le poumon n’exprimant quasiment
pas la protéine (Zimmer et al., 1996). Les tissustenant du cartilage, comme la trachée et
les os, sont susceptibles de contenir de la S10@Bdfy et al., 1990). L'expression de la
protéine dans un tissu est souvent limitée a qesldypes cellulaires, ainsi dans la glande
salivaire, seules les cellules myoepithéliales @it les acini et les cellules des conduits
intercalés sont positives a la S100 (Hara et 883}

La protéine S100A1, au méme titre que la S100Bstrpas spécifique d’un tissu ou d’un type
cellulaire particulier. Des études par NortherntBlat ainsi démontré la présence d’ARN
messager codant pour la S100A1 dans divers tississ que le cceur et la glande
submaxillaire, ou le signal est fort, ainsi quenlescle squelettique adulte, les reins, la rate, la

glande thyroidienne et le cerveau, ou le signaplest faible (Kiewitz et al., 2000).
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Localisation subcellulaire

Les protéines S100A1 et S100B ne se distribuentipéisrmément dans la cellule, elles sont
majoritairement cytoplasmiques et dans certains pgs/ent s’accumuler dans le noyau
comme dans les astrocytes ou les cellules progestoligodendrogliales (Deloulme et al.,
2004). Dans certaines études, elles ont aussi &tétes comme étant associées a des
filaments intermédiaires en microscopie électroai¢Davey et al., 2001; Hara et al., 1983).
Ainsi, leur localisation subcellulaire varie selentype cellulaire considére, au niveau des
astrocytes par exemple, qui forment des pieds @dtines enveloppant les vaisseaux, les
deux protéines présentent un marquage nucléocgtojmae classique mais présentent aussi
une nette accumulation dans les pieds astrocytdiee$100B peut aussi étre associée aux
membranes nucléaire, mitochondriale, plasmiquegotdienne (Davey et al., 2001; Hara et
al., 1983). Enfin, comme décrit ultérieurement daatte introduction, la S100B peut étre
sécrétée.

Comme nous le verrons par la suite, a ses localsatissulaires et subcellulaires variées,

correspond une capacité de la S100B a interagr éee cibles différentes.

Structure tertiaire de la S100B
Les protéines S100A1 et S100B se retrouvent praheipent sous la forme d'un dimére
parfaitement symétrique (figure 8, figure 9 et figll). La présence de calcium a un effet
négligeable sur la dimérisation de la S100B, I'élore monomére/dimere pour la S100B
présente un Kd inférieur & 500 pM (Drohat et &@97). La S100B dimérise donc avec une
trés forte affinité qui est nettement supérieurecbe des homodiméres S100A4 ou S100P
(Kd=1-2 uM). Les concentrations intracellulaires de .8ont élevées, elle a été estimée a
10 uM dans les cellules gliales (Fano et al., 1995)ete concentration la S100B est donc
exclusivement présente sous forme d’homodimeree@gnt la S100B pourrait former des
héterodimeres avec la S100A6 comme décrit dansnidanomes (Deloulme et al., 2000;
Yang et al., 1999), la S100A11, et surtout aves1A0A1 (Deloulme et al., 2000).
A la surface de la structure globulaire du dimézeSd00B est exposé un nombre équilibré et
tres important de charges positives et négativaggland Ames, 2006), contrairement a la
S100A10 et la S100A12, par exemple, qui compotbeaiicoup moins de résidus chargés a
leur surface.
De nombreuses structures tri dimensionnelles d&l20B ont été obtenues sous différentes
formes : sans calcium (Apo) (Drohat et al., 1994bKet al., 1996), avec calcium (Holo)
(Drohat et al., 1998; Matsumura et al., 1998; Sraitd Shaw, 1998), avec calcium et un
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Figure 8 : Structures tertiaires des diméres de la
S100B : un senseur a calcium qui interagit de fagon
calcium dépendante avec ses cibles.

(A et B) Les monomeéres de S100B sont représentés en
jaune et bleu. Les hélices sont indiquées en eliffr
romains (I-1V et I'-IV’). La liaison du calcium sur
chaque monomere induit une réorientation de I'eélic
[l et de la région charniere (Hinge, H) ce qui esp

un certain nombre de résidus (magenta) des hédlices
et IV, de la région hinge et de I'extension C-teraté

au solvant. Les ions calcium sont représentés sous
forme de points rouges a l'intérieur des boucles de
liaison au calcium (L1 L2 et L1 L2") (d’apres Drah

et al., 1998).

(C) Orientation des cibles S100 dans le site
d’interaction (d’aprés (Santamaria-Kisiel et al.,
2006)). Dans la représentation en ruban de la $100
dans sa conformation calcium fixé, un monomére est
en gris foncé (hélices 1, 11, lll, et IV) et le sad en

gris clair (hélices I' et IV’). Les représentatiods
différents peptides cibles, Annexine A2, p53,
TRTK12 et NDR, qui interagissent avec la S100, sont
superposés. L'annexine A2 est en bleu, la kirase
NDR est en cyan, p53 en vert, TRTK12 en jaune et en
violet. Il est important d’observer que bien qus le
différentes cibles de la S100B se fixent dans lenen?
domaine, I'orientation des peptides et les résulefs

impliqués dans l'interaction varient.

peptide cible (Bhattacharya et al., 2003; Inmaalet2002; Koch M., 2006; McClintock and
Shaw, 2003; Rustandi et al., 2000). La liaison dilciam induit des changements de

conformation se traduisant par la réorientate®0() de I'hélice Il (Donato, 2001; Heizmann

and Cox, 1998). La S100Al et la S100B peuventdigons calcium par dimere avec des
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affinités différentes (Baudier and Gerard, 1986udBar et al., 1986) (figure 3). En effet, le
site EF-hand N-terminal est de faible affinité (R@9-500 uM), tandis que le site EF-hand
C-terminal est de plus haute affinité (Kd=10-20 yBaudier and Cole, 1989).

Les cystéines de la S100B peuvent étre S-nitrosypse des donneurs d’oxyde nitrique
endogenes comme le S-nitrosoglutathion, ce quiiinoiuchangement de conformation de la
protéine (Zhukova et al.,, 2004). De telles modifaras post-traductionnelles modifient
I'affinité de la S100B pour le calcium (Bjor et,&006). Par ailleurs, la présence d’'un peptide
cible de la S100B peut augmenter d’'un facteur 3afbnité pour le calcium (Markowitz et
al., 2005; Rustandi et al., 1998). Cependant dastas sont extrémement faibles comparées
aux motifs EF-hand de la calmoduline (Kd = 0.1 @Ml uM). Ceci suggere soit que des
cofacteurs sont nécessaires a lactivité de sesseur calcium intracellulaire a des
concentrations cytosoliques, soit que l'interactilenla S100B avec ses cibles a lieu dans des
micro-domaines a fortes concentrations calciqué&sn€ par exemple les clusters de canaux
calcigues a la membrane plasmique, ou linterfaéiculum/mitochondries ou les
concentrations calciques peuvent étre de l'oréréaluM (Csordas et al., 1999; Rizzuto and
Pozzan, 2006) voir de 100 uM a proximité des rteeep IP3R (Neher, 1998).

La région de fixation des peptides cibles est idemetet formée par le linker, les hélices Il et
IV, et correspond au domaine le plus variable dengamille des S100, en revanche
I'orientation des peptides dans le site de fixaksh variable comme cela a été montré pour
les peptides p53 (Rustandi et al., 2000), CapZ &mnet al., 2002), et NDR kinases
(Bhattacharya et al., 2003) (Figure 8C). Les pestid53 et NDR ont une conformation en
hélicea, mais du fait de leur orientation les positiongedgent de plus de 0,8nm au voisinage
de I'hélice IV. La différence est encore plus maxgavec le peptide TRK12 qui est orienté a
90° par rapport aux peptides p53 et NDR (Santankdsiel et al., 2006). Les acides aminés
critiques impligués dans cette interaction doiwarc varier. Il n’est donc pas surprenant que
les difféerentes séquences consensus proposées |esur cibles de la S100B,

« (KIR)(L/DXWXXIL » (X =variable ) (Ivanenkov et al., 1996; Ivanenkov et B995), méme
les moins contraignantes, +0XOLX0OO0 » (+=basique, Ghydrophobe, C=hydrophile,
X=variable) (McClintock and Shaw, 2000), ne se reteml pas dans toutes les cibles de la
S100B connues. Cependant un peptide proche deonssrisus, TRTK-12, a été synthétisé et
cristallisé avec la S100B (Barber et al., 1999)edt capable de compéter linteraction de

Capzn, GFAP, desmine, tubuline et p53 (Bianchi et aB9@; Garbuglia et al., 1999a;
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Garbuglia et al., 1999bgependant il est incapable de compéter l'interacB@00B Annexin

VI (Garbuglia et al., 1998).

La fonction de la S100B semble donc dépendre cdempknt de sa structure (Figure 8 et
figure 9) : la S100B est un senseur a calcium nigragit de facon dépendante du calcium
avec des protéines cibles. Si ce mécanisme sembhlersel, en revanche la S100B interagit

avec de nombreuses cibles et, comme nous le verdmsde des activités trés diverses.

Liaisons au Zn **, Cu®*, Mg**, AI**
La protéine S100B est sujette a l'influence du zipnt modifie son affinité vis a vis du
calcium. Elle dispose de 3 a 4 sites de liaisoniaci par monomere (Figure 3A), distincts des
sites de fixation du calcium, et le zinc permetudiaenter I'affinité de la S100B pour le
calcium (Baudier and Gerard, 1986; Baudier et1#886). La fixation de zinc sur les deux
premiers sites entraine un changement de confamdé la S100B qui se traduit par un effet
coopératif sur la fixation du calcium (Baudier aBérard, 1986; Baudier et al., 1986), ces
sites de fixations ont été confirmés par mutagémnisgée (Wilder et al., 2003). Mais en
absence de calcium, la fixation du zinc peut ingluin changement de conformation suffisant
pour permettre I'interaction de la S100B avec uieccomme Tau (Yu and Fraser, 2001).
Cependant en raison des faibles concentratiors-aaiulaires du zinc, sa fixation in vivo sur
la S100B est improbable (Fritz et al., 2002).
Le magnésium (M) a, quant & lui, un effet opposé et ne favoriselpdiaison du calcium
sur la S100B (Baudier and Gerard, 1986; Baudiat.£1986).
La protéine S100A1 peut elle aussi fixer les ioime,zavec une plus grande affinité que la
protéine S100B. Cependant, des tests de fixationatitium sur la protéine S100A1 ayant
déja fixé du zinc, démontrent que les sites detiivaaux différents ions sont distincts et
n'agissent pas de maniere coopérative (BaudieGardrd, 1986; Baudier et al., 1986).
Parmi les métaux, la S100B est aussi capable déelieuivre, inhibant I'oxydation de L-
ascorbate catalysée par le’C(Nishikawa et al., 1997). Le dimére peut en effet 4 ions
CU?* qui sont déplacés par 1uM de zinc suggérant si@git des mémes sites de liaison.
En recherchant des méthodes d’évaluation d’int¢ixinaaux meétaux lourds, Levy et ses
collaborateurs ont démontré que la S100B peut’derminium, tout comme la calmoduline
(Siegel et al., 1982). Des anticorps monoclonauigék contre I'épitope BSA-aluminium
reconnaissent aussi la S100B couplée a I'aluminigeite réaction est inhibée par le citrate,
un chélateur de I'AT (Levy et al., 1998).
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Figure 9 : De la structure a la fonction.

(A) Structure tertiaire d’'un dimere de S100B inggsaant de fagon calcium dépendante avec deuidpspte
la protéine NDR (d’aprés Marenholz et al., 2004).

(B)Représentation schématique de l'interaction diimére S100B avec deux protéines cibles. Lintévacde
la S100B peut masquer un site de phosphorylatiormoduler 'activité d’une cible. La capacité duméire
S100B a interagir avec deux cibles séparées p@ligegr sa capacité a inhiber I'cligomérisationpetéines

cibles.

S100B: de nombreuses protéines cibles, mais des mé canismes
moléculaires de régulation communs

Une compilation de la bibliographie permet d’idéati jusqu'a 27 cibles différentes, dont
l'interaction avec la S100B est dépendante du waddiFigure 10). Comme nous l'avons vu
ci-dessus, le mécanisme d'interaction est similpioar toutes ces cibles : la fixation du
calcium par la S100B induit un changement drastigisa conformation, et I'exposition de
résidus hydrophobes permet son interaction avec pietines cibles (Figure 8). Ces
différentes cibles peuvent étre classées et regemude différentes manieres : suivant leurs
fonctions cellulaires, ou suivant le mécanisme wulkire par lequel elles sont régulées par la
S100B.
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Cibles de la | Kd |Effet de la S100B sur IaKinase| Références bibliographiques
S100B  |(nM) cible inhibée
AHNAK 50 (Gentil et al., 2001)
Aldolase C Stimulation de I'activité (Zimmer and Van E{diL986)
Annexin A6 100QRégulation des flux de calcidm (Arcuri et al., 2002; Garbuglia et al., 1998;
et de 'assemblage des IF Garbuglia et al., 2000)
CacyBP/SIP Régulation de I' ubiquitinatipn (Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998)
calcineurin Stimulation de I'activité (Leal et al., 2004)
Caldesmon | 500 |Diminution de I'inhibition de (Filipek et al., 2002; Fuijii et al., 1990;
I'actomyosine par la Pritchard and Marston, 1991)
caldesmone
Calponine Diminution de l'inhibition de (Wills et al., 1993)
I'actomyosine par la calponine
CapzZu 150- [Régulation de I'assemblage (Barber et al., 1999an et al., 2002;
1000 Ivanenkov et al., 1995; McClintock and
Shaw, 2002; McClintock and Shaw, 2003;
McClintock et al., 2002; Wear and Cooper,
2004)
Desmin Régulation de 'assemblage (Garbugle.ef1998)
Ftsz (Ferguson and Shaw, 2004)
GFAP Inhibition de la phophorylatig PKC [ (Bianchi et al., 1996; Frizzo et al., 2004b;
Régulation de I'assemblage Garbuglia et al., 1998; Ziegler et al., 1998)
Guanylate cyclage2000|Stimulation de I'activité (Duda et al., 1996; dauand Sharma,
membranaire 2004; Margulis et al., 1996; PozdnyakoV et
al., 1997; Pozdnyakov et al., 1998;
Rambotti et al., 1999; Sitaramayya, 200p;
Yu et al., 1999)
IF de type IlI Régulation de 'assemblage (Bianchi et al., 1996; Bianchi et al., 1994;
(séquestration des monomeres) Garbuglia et al., 1996; Sorci et al., 1998
IQGAP1 Remodelage membranaire (Mbele et ad2p0
MAG 7000|Régulation du cytosquelette (Kursula et al., 1999)
des cellules gliales
MARCKS PKC | (Sheu et al., 1995)
Microtubules Régulation de I'assemblage (Donato, 1983; Endo and Hidaka, 1983
(séquestration de la tubuline Sorci et al., 1998; Sorci et al., 2000)
NDR 500 | Modulation de l'activité (Bhattacharya kf 2003; Millward et al.
1998; Stegert et al., 2004; Suzuki et al.,
2006)
Neurogranin PKC | (Sheu et al., 1995)
Neuromodulin Inhibition de la phophorylatig PKC [(Baudier et al., 1989; Lin et al., 1994; S
(GAP-43) par la PKC CKIl [et al., 1994; Sheu et al., 1995)
P80, similaire a (Pozdnyakov et al., 1998)
MARCKS
p53 24-23lInhibition de la PKC | (Baudier et al., 1992; Fernandez-
500 Jphosphorylation et de Fernandez et al., 2005; Lin et al., 2001,

I'oligomérisation de p53
Inhibition de la transcription
p53 dépendante
Régulation de la croissance

cellulaire et de I'apoptose.

Markowitz et al., 2005; Rustandi et al.,
1999; Rustandi et al., 2000; Rustandi et
1998; Scotto et al., 1998; Wilder et al.,
1998)

al.,
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Phosphoglucomuta Stimulation de I'activité (Landar et al., 199&ndar et al., 1997)
se
RAGE Survie cellulaire (Adami et al., 2004; Baemio et al., 2006;

Hofmann et al., 1999; Huttunen et al.,
2000; Reddy et al., 2006; Shaw et al., 2p03)

TAU 100- |[Inhibition de la CaMKIl | (Baudier and Cole, 1988; Yu and Frasef,
1000|phosphorylation de TAU par 2001)
protéine kinasell
Twitchin kinase Stimulation de l'activité (Heierhorst et @l996)
Vimentine Inhibe la phosphorylation (Ziegler et al., 1998)

Figure 10 : Tableau représentant les cibles de 1a180B.
Sont représentées en rouge les cibles dont la pbogption est inhibée par la S100B, sont soulignies
protéines dont I'activité enzymatique est réguléelp S100B, sont représentées en italique legipext dont

I'oligomérisation est régulée par la S100B.

Parmi ces 27 cibles, une grande majorité, 16, destcomposants ou des régulateurs du
cytosquelette : AHNAK, Annexine A6, Caldesmon, Galme, Capd, Desmin, FtsZ, GFAP,
IF de type lll, IQGAP, MAG, MARCKS, microtubulesg8f, Tau, Vimentin (figure 10). Les
trois composants majeurs du cytosquelette : mibrdéas, actine et filaments intermédiaires
sont directement régulés, ainsi que de trés nomboemposants qui leur sont associés
comme les protéines Tau, MARCKS, ou les annexines lieux du remodelage du
cytosquelette, pseudopodes, filopodes, cbnes dissarwe, sont des micro-domaines a
concentrations calciques élevées, et la S100B coseneeur du calcium peut s’avérer un
outil efficace pour réguler d’'une maniere dépenelakt calcium I'activité des composants du
cytosquelette. Un autre groupe de protéines citbbela S100B comprend les protéines Ndr,
PKC et p53, qui sont impliguées dans le contrélentkiabolisme et du cycle cellulaire.
Cependant de tels regroupements peuvent pardiifieiels, en effet quoi de commun entre
une protéine architecturale, la tubuline, une len&ir, et un facteur de transcription, p53 ?
Les conséquences sur les protéines cibles peuganiasser en trois catégories: inhibition de
la phosphorylation, inhibition de la formation dg@meres par séquestration des monomeres,
ou régulation de l'activité enzymatique. Ces graupeuvent se recouvrir, ainsi la régulation
de la phosphorylation des protéines GFAP ou p53leéggalement leurs oligomérisations, la
régulation de la phosphorylation de la protéine NigRule son activité kinase. Parmi les 28
cibles de la S100B identifiées, il a été montrérddud’entre elles que la fixation de la S100B
inhibe leur phosphorylation (figure 10). Ce mécaraspermet de relier le niveau de
phosphorylation des protéines aux concentration®soliques calciques locales. Sont
inhibées par la S100B des phosphorylations indyitgs la caséine kinase 2, la CDK2, la
PKC. Au moins cing cas sont décrits pour cetteidegrkinase. L'explication moléculaire est
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simple, il existe une forte identité entre certagi®s de fixation de la S100B, et le site
consensus de phosphorylation par la PKC. La firatie la S100B masque ce site consensus
et empéche ainsi sa phosphorylation par la protéimese. La régulation conjointe du méme
site de phosphorylation par la pKC et la S100B,segiportée par la co-expression et la co-
localisation de ces deux protéines in vivo (Lefrahal., 2005). D’autre part, dans une culture
cellulaire de cardiomyocytes, la surexpression @eSLOOB inhibe l'induction PKE-
dépendant de I'expression da4actine et de I@-myosine. Cependant dans ce dernier cas les

cibles moléculaires de la PKC et de la S100B n¢ gas identifiées.

Les S100A1 et S100B partagent des protéines cibles

A

S100A1
S100B

4
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Figure 11 : S100A1 et S100B : deux protéines forteant homologues

(A)Alignement des séquences des protéines S100/81@0B humaines. S100A1 et S100B possedent 59 %
d’identité.

(B) Comparaison de la structure tertiaire d'un hedimére S100A1/S100A1 avec un hétéro-dimere
S100A1/S100B. La conformation des hétéro-diméresrés proche des homo-diméres (d’aprés Rustarali,et
2002).
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La S100B et la S100A1, qui présentent 59 % d'itlerte séquence et peuvent former des
hétérodimeres (figurell), partagent de nombreusgdssc la Twitchin kinase (Heierhorst,
1996), la guanilate cyclase (Duda et al., 1996;dubs et al., 1996; Pozdnyakov et al., 1997;
Pozdnyakov et al., 1998; Rambotti et al., 1999)élepteur RAGE (Hofmann et al., 1999;
Huttunen et al., 2000), 'annexine A6 (Arcuri et,aP002; Garbuglia et al., 1998), le
suppresseur de tumeur p53 (Fernandez-Fernandelz, &0@5; Rustandi et al., 2000), la
protéine d’ubiquitination CacyBP/SIP (Calcyclin-ding protein/Siah-1- interacting protein)
(Filipek et al., 2002; Polyakov et al., 1998), hagcrotubules (Donato, 1988; Donato et al.,
1985; Sorci et al., 1998), les filaments intermid&de type Il (Bianchi et al., 1993; Bianchi
et al., 1994; Garbuglia et al., 1996), la protédapzn (lvanenkov et al., 1996; lvanenkov et
al., 1995), et la protéine Tau (Baudier and Cole88l Baudier et al., 1987). Dans ces
nombreux cas, I'effet de la S100A1 ou de la S100Blaz cible est identique. Il existe une
seule exception, la phosphoglucomutase (Landal.,e1396). Dans ce dernier exemple, la
S100A1 inhibe tandis que la S100B stimule I'acéwde cette enzyme.

A cette exception prés, connaissant le fort recement des profils d’expressions de ces deux
protéines, associé a leur capacité a former desdwieres (figure 11), il est important de
noter que lors d’approches génétiques visant a faotexpression de I'une ou l'autre de ces

protéines, la seconde pourrait tout a fait compelasgremiére.

Au vu du grand nombre de cibles (figure 10), la@ @e se réduit pas a une fonction unique,
mais sa fonction dépend de l'activité des cible®lurégule. La S100B est un module, un
senseur a calcium, sélectionné plusieurs fois awsate I'évolution pour réguler de fagon fine
et calcium dépendante des fonctions diverses. &edgaéfi reste I'intégration de toutes ces
fonctions au niveau cellulaire et au niveau degémisme. De facon logique, la surexpression
ou I'invalidation de la S100B, que ce soit au niveallulaire ou au niveau de I'organisme, ne

présente pas de phénotype fort mais des phénotgpgsexes.

Le chapitre suivant tente d’intégrer dans diffésetypes cellulaires, les fonctions de la
S100B. Sont regroupés aussi bien des approchesilemeccellulaire que des phénotypes
observés sur des souris génétiguement modifiéest important de noter que deux lignées
transgéniques et deux lignées invalidées pour G0BDbnt été créées, et qu’elles sont toutes

viables et ne présentent pas de phénotypes majeurs.



-35 -

Fonction de la S100B dans les astrocytes

Cycle cellulaire, S100B extracellulaire, activité autocrine.

A confluence, 'augmentation de I'expression de&SEDOB dans les cellules C6, lignée issue
d’'un astrocytome, corréele avec l'inhibition de cmttet une sensibilité accrue a I'apoptose
induite par les UV (Labourdette et al., 1977; Szadt al., 1998). L'invalidation par une
approche anti-sens de la S100B dans les celluiekegls’accompagne d’'une altération du
cycle cellulaire (Selinfreund et al., 1990). Depéxences montrent que cet effet résulte de
I'action autocrine de la S100B sécrétée qui a desentrations extracellulaires de I'ordre du
nM stimule la prolifération des astrocytes (Gonealwet al., 2000; Scotto et al., 1998;
Selinfreund et al., 1991; Tramontina et al., 2008).S100B est sécrétée par les astrocytes
(Gerlach et al., 2006; Shashoua et al., 1984; Traime et al., 2006), et cette sécrétion n’est
pas véhiculée par les voies classiques (BargevamdEldik, 1992; Rammes et al., 1997).
Suite a I'activation du récepteur RAGE par la S1@@a-cellulaire, ERK1/2 est activé en
aval de cette voie (Goncalves et al., 2000). Léstseetrophiques ou toxiques de la S100B
dépendent de ses concentrations extracellulairgar@=12).

Dans les cellules astrogliales la sécrétion de Blf@€ut étre stimulée par I'application de
serotonine dont I'action passe par le récepteurThAd (Whitaker-Azmitia and Azmitia,
1989; Whitaker-Azmitia et al., 1990). La sécrétamS100B par les astrocytes est également
importante lors de stress métaboliques (Gerlacal.e2006). Elle peut-étre induite par le
glutamate, et semble dépendre partiellement dspateur a glutamate (Tramontina et al.,
2006).En accord avec sa sécrétion lors de stress, lentsaatteints d’'épilepsie, du syndrome
de Down (Griffin et al., 1989), ou de la maladididtheimer (Griffin et al., 1989; Marshak et
al., 1992; Mrak and Griffinbc, 2001; Sheng et 8896) présentent des concentrations élevées
de S100B extracellulaires. D’autre part, les cotre¢éions de S100B augmentent dans le
sérum aprés des chirurgies cardiaques, lors ddnfar cardiaque, lors de traumatismes

craniens, ou lors de la maladie de Creutzfeldt{dako

S100B et réqulation du cytosquelette

L’invalidation anti-sens de la S100B dans les defiugliales s’accompagne d’une altération
de l'organisation du cytosquelette et de la morpdiel cellulaire (Selinfreund et al., 1990).
La S100B régule le remodelage du cytosquelette cAlMendant des astrocytes (Frizzo et
al., 2004a). Dans les cellules GL15, issues d'urogkome, l'invalidation de la S100B par
siRNA réduit la prolifération et induit un changemenorphologique, la stellation (Brozzi F.,
2006).
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Enfin, une astrocytose est associée a la surexpnede S100B dans I'hippocampe dans un
modele de souris transgéniques (Reeves et al.,).1984trocytose induite par les Iésions du
SNC se caractérise par une hypertrophie et unexqression du filament intermédiaire
GFAP dans les prolongements cellulaires. La GFAR mar ailleurs, a été identifiée in vitro
comme une cible de la S100B (Figure 13). Mais laoemin vivo il n’existe gu’une
corrélation pour I'expression de ces deux protéeteimportance fonctionnelle d’'une telle
interaction n'a pas été montrée.

Cependant la difficulté des études chez les aseeast la distinction du pool intracellulaire
du pool extracellulaire de S100B. En effet lesaastires sécrétent la S100B, et des approches
telles que l'invalidation par siRNA ou la surexmies perturbent a la fois la production de
S100B intracellulaire et sécrétée. Les modificatiomorphologiques observées peuvent donc
aussi bien résulter d’une perturbation directe fdastions intracellulaires de la S100B, que

de I'effet autocrine de la S100B sécrétée.

S100B et réqulation de 'hnoméostasie calcique

L’homéostasie calcique est également perturbée ldarsstrocytes de souris invalidées pour
la S100B (Xiong et al., 2000). Suite a leur stiniola une augmentation de 'amplitude et de
la durée des « transients » calcigues est obseard@pport aux souris contrdles. Ce résultat
suggéere que l'expression de la S100B permet aululesl de mieux tamponner les
augmentations calciques (figure 13). Comme explicitdessus l'affinité de la S100B pour le
calcium est trop faible pour que la S100B puisseectement tamponner le calcium
cytosolique. La S100B ne peut étre un senseurcduocalque dans les micro-domaines a fortes
concentrations calciques locales et transitoirgsffaces RE-mitochondrie, cluster de canaux
calciques a la membrane plasmique, interfaces &IL@0B régule probablement de facon

calcium dépendante un autre composant de 'homsiestalcique.

Fonction de la S100B dans et sur les Neurones

Effets neurotrophiques et neurotoxiques de la S100B sécrétée par les
astrocytes

Dans le gyrus dentelé de rat, une augmentation’ed@réssion de la S100B dans les

astrocytes a été observée au moment de la formdésrsynapses (McAdory et al., 1998).
Suite a une lésion de I'hippocampe, lorsque ddsileslC6, lignée issue d’'un gliome, sont
greffées, exprimant ou n’exprimant pas la S100Bleseles cellules exprimant la S100B sont
pénétrées par les fibres neurales (Ueda et al5)12@ rbéle neurotrophique de la S100B

Sécrétée par ces astrocytes a été validé par esaexpériences. L'application de S100B a des
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Astrocyte

Figure 12 : Fonction de la S100B dans les neuronesles astrocytes.

Dans le systeme nerveux central, la S100B est t8écpar les astrocytes, et cette sécrétion estmmatat
stimulée dans des situations de stress. Elle geritsémulée par I'application de sérotonine ougtilgamate,
dont les effets passent par le récepteur 5-HT1Aleetrécepteur au glutamate respectivement. A des
concentrations de l'ordre du nM, la S100B extradeiie stimule la prolifération des astrocytesdans les
neurones la survie, la neurogénése, et la croissdes neurites; a des concentrations de l'ordrenhil) au
contraire, elle favorise I'apoptose des neuronekestastrocytes.

Dans ces deux types cellulaires la perturbatiofedpression de la S100B s’accompagne d’une matiio

du cytosquelette, notamment de la GFAP dans lescysts, de GAP-43 et MAP2 dans les neurones. bas

effets peuvent aussi bien résulter indirectemenne’ perturbation de la S100B extracellulaire quen€’

modification directe des fonctions intracellulaidksla S100B
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concentrations de l'ordre du nanomolaire favorsesuirvie des neurones (Businaro et al.,
2006; Ueda et al., 1995; Whitaker-Azmitia et aB9Q), stimule la croissance des neurites
(Kligman and Hsieh, 1987; Winningham-Major et 4989) et la neurogénése, notamment
apres l'exposition a différents stress ou traumais, et augmente ainsi la restauration des
capacités cognitives (Kleindienst et al., 2005)irs’'oxydation de la S100B extracellulaire
qui aboutit a la formation de ponts disulfures paliraugmenter ses effets neurotrophiques
(Barger and Van Eldik, 1992). Au contraire, a desocentrations de I'ordre du micromolaire,
la S100B extracellulaire a des effets délétairésfaeorise notamment la mort neuronale
(Fulle et al., 2000; Mariggio et al., 1994) (figur2).

Dans les neurones, les effets de la S100B extwdaiedd passent par le récepteur RAGE
(Businaro et al., 2006; Huttunen et al., 2000)uffeg 12). La structure rayon X d'une telle
interaction a recemment été obtenue (Koch M., 2006&xtivation du facteur de transcription
NF-KB composé de p65/c-Rel (Kogel et al., 2004; Lamalet 2001) qui aboutit a la
surexpression de BCI2 (Huttunen et al., 2000)easival de I'activation du récepteur RAGE
par la S100B.

Comparées aux souris sauvages, les souris tragsgsnsurexprimant la S100B présentent
plus de neurites, la densité de dendrites et leqnage MAP-2 sont plus élevés chez les
jeunes souris. Mais cette tendance est inversée l@ge, a un an une perte de dendrites
significative est observée (Shapiro et al., 200hagfo and Whitaker-Azmitia, 2004;
Whitaker-Azmitia et al.,, 1997). Ces phénotypes paignt s’expliquer par les effets
neurotoxiques ou neurotrophiques de la S100B elttdaire sécrétée par les astrocytes qui

sont perturbés dans les souris transgéniques.

S100B intracellulaire

Dans le gyrus dentelé de rat, une augmentationl@®E5a été observée au moment de la
formation des synapses dans les astrocytes, maienégnt dans les compartiments pré- et
post-synaptiques des neurones (McAdory et al., 190&te observation indique qu’une part
des phénotypes neuraux observés chez les sounisgémriques pour la S100B pourrait
résulter de la perturbation de la fonction intradaire de la S100B (figure 13). Dans les
neurones, l'analyse des composants du cytosquehetitere un vieillissement accéléré chez
les souris transgéniques pour la S100B (Whitakenifia et al., 1997), notamment pour
MAP-2 et GAP-43 (Neuromoduline) (Shapiro and Whetakzmitia, 2004). Or, in vitro, la
S100B inhibe la phosphorylation PKC dépendante A@-@3 (Neuromoduline) (Baudier et
al., 1989; Lin et al., 1994; Sheu et al., 1994;58kal., 1995), phosphorylation de GAP-43
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qui est critique dans la régulation morphologique libuton synaptique et de la LTP
(Benowitz and Routtenberg, 1997). Cette méme LTiRedurbée aussi bien chez les souris
transgéniques que chez les souris KO pour la S10@Bendant aucune co-localisation entre
S100B et GAP-43 n’'a été présentée a ce jour, etoldification du pattern de GAP-43 dans
les souris transgéniques peut n’étre qu’une coresegusecondaire.

Enfin, dans les cellules PC12 la surexpressionagetfulaire de la S100B promeut la
prolifération et inhibe la différenciation induifear le NGF via I'activation de la voie Akt-
p21VAFcdk4-Rb (Arcuri et al., 2005). Cependant ce toetnéer résultat est a interpréter
avec précaution, les cellules PC12 n’expriment @gasS100B endogenes, les conditions

expérimentales sont donc fortement différentescdaditions physiologiques.

Fonction de la S100B dans les cellules musculaires
Dans les cellules musculaires difféerenciées, I'mpgibn sur du réticulum sarcoplasmique
d’'un mélange de S100A1 et de S100B, composé de @%100A1 et de 80% de S100B,
stimule la libération de calcium (Marsili et al.99R) (figure 13). D’autre part, la S100B
intracellulaire est fortement exprimée dans les bfgates, cellules précurseurs des cellules
musculaires (Sorci et al.,, 1999). La surexpressnribe la différenciation tandis que son
invalidation promeut la prolifération cellulaireyaro C., 2006).
Au contraire, I'application de S100B extracelludaistimule la prolifération et inhibe la
différenciation des myoblastes par une stimulatterERK1/2 et une inhibition p38 MAPK,
indépendamment de la voie du récepteur RAGE (RitzZ2006; Sorci et al., 2003). Dans les
cellules musculaires lisses du systeme vasculapglication de S100B extracellulaire et sa
fixation sur le récepteur RAGE induisent I'actiwatide la tyrosine kinase Src et en aval de
celle-ci, I'activation de NF-KB et STAT3, la prodian de superoxyde, la phosphorylation de
Cav-1, la migration des cellules et I'expressiongi#mes pro-inflamatoires (Reddy et al.,
2006).
L’expression de S100B est induite dans les cardyaytes de sujets souffrant d’infarctus du
myocarde (Parker et al., 1998). Le modele d'infescthez le rat, induit par la ligation
temporaire de I'artére coronaire, permet une éplde fine de la cinétique d’expression de la
S100B. Les myocytes qui survivent passent par unase transitoire d’hypertrophie
compensatoire associée a la ré-expression de fExtagx : facteur atrial natriuréique, chaine
lourde de lapB-myosine, a-actine squelettique. La surexpression de la S100&st

gu'ultérieure a ce phénomene, survient 7 jours imdatctus et persiste pendant 28 jours, et
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Figure 13 : Fonctions intracellulaires de la S100B

(A) Cytosquelette Il a été montré dans les astrocytes et les nesrqoe la S100B contrdle la morphologie des
cellules. Par ailleurs in vitro la S100B interagiec les trois composants majeurs du cytosquédlketiare 9):

les microtubules, les filaments intermédiaired;agttine ; mais interagit également avec de nombiel leurs
interactants comme les protéines Tau, Map2 ou ChlllaZs un lien direct entre la morphologie dépendimnta
S100B, et son interaction avec des cibles cytogefign’a jamais été montré.

(B) Signalisation calcique et transfert de PS Dans les astrocytes l'invalidation de I'expressinhibe la
signalisation calcique cytosolique (Xiong et aD0R). Il a été proposé que la S100B régule viadille un des
stocks calciques : RE, mitochondrie, ou membraresrpique. Dans les cellules CHO la S100B régule le
transfert de PS entre le RE et les mitochondriégsfului-méme dépendant des transferts de cal¢iuge et

al., 2001).

(C) Cycle cellulaire et apoptoseDans les mélanomes, la surexpression de la Slfi@Bagit avec p53 et
inhibe son expression, ses fonctions transcripgties et apoptotiques. S100B pourrait égalemertugmr

I'activité de la kinase Ndr.

coincide au retour a un phénotype normal et &ibition des génes fcetaux (Tsoporis et al.,
1997). Chez les souris transgéniques qui surexptitaeS100B, la phase d’hypertrophie
compensatoire n'a pas lieu et une apoptose acasuebservée (Parker et al., 1998). Au
contraire, chez les souris invalidées pour la S106&te hypertrophie est accrue, et
I'apoptose diminue (Tsoporis et al., 2005). Bier ge nombreuses cibles de la S100B soient
connues, facteurs de transcription ou composantytbsquelette par exemple, le mécanisme
moléculaire par lequel la S100B contréle le remagelmorphologique des cardyomocytes

lors des infarctus reste inconnu.
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Différenciation cellulaire des Oligodendrocytes
Dans le lignage oligodendrocytaire, I'expressionlal&100B correle avec la différenciation
(Deloulme et al.,, 2004; Hachem et al., 2005), etduh® la maturation des cellules
progénitrices oligodendrogliales (CPO) (Deloulme akt 2004). Si au final les souris
invalidées pour la S100B ne présentent pas de téfajeur concernant I'oligodendrogéneése,
la maturation de ces cellules semble retardée (Dabet al., 2004).

Mélanomes, p53, Ndr, et S100B, plus gu’une simple ¢ orrélation
Dans les mélanomes malins, I'expression élevéeld®Es correle avec la récurrence de la
maladie et son potentiel métastatique (Banfalhalet2003; Bonfrer and Korse, 2001; Boni et
al., 1997; Eckert et al., 2004; Harpio and Einans2®04; Park and Min, 2003). L'inhibition
de la S100B dans les mélanomes malins restaur@résgion de p53 et ses fonctions
transcriptionnelles et apoptotiques (Lin et al.Q20Lin et al., 2004; Markowitz et al., 2004;
Markowitz et al., 2005). Cet effet de la S100B ttésde la capacité de la S100B a interagir
avec p53 dont elle inhibe la phosphorylation (Baudet al., 1992) et I'oligomérisation
(Fernandez-Fernandez et al., 2005) et promeut amsiégradation. Ces études sont d’un
intérét tout particulier car il s'agit des rareadss ou la fonction de la S100B est intégrée du
niveau moléculaire au niveau cellulaire (figure.13)
D’autre part dans les lignées de mélanome qui puireent la S100B, I'activité de la protéine
kinase Ndr est élevée et cette activité dépendodargeraction avec la S100B (Millward et
al., 1998). Cette interaction pourrait égalemenittigiper a la transformation cellulaire,
puisque l'activité Ndr est directement impliquéenslda régulation du cycle cellulaire
(Tamaskovic et al., 2003).
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S(A% Inactivation ((I)(O) de la S100B
iong et al., 200

Fond génétiqueCD1

Phénotypeaugmentation de la durée et de 'amplitude dem$ients” calciques dans les astrocytes (Xiong
et al.,, 2000), de la sensibilité a un protocolepil&psie provoquée (Dyck et al., 2002), retard de |
différenciation des cellules progénitrices oligodiegliales (Deloulme et al., 2004), hypertrophierae
lors des infarctus cardiaques (Tsoporis et al.5200

5— e ——- -

Nishiyama et al., 2002:

Fond génétiqueC57BL/6J

Phénotypemeilleure aptitude a I'exploration spatiale, atrenforcement de la LTP
(Nishiyama et al., 2002).

(B) Surexpression de la S100B

Friend et al., 1992:

Fond génétiqueCD1

Transgenel7,3 kb (Allore et al., 1990)

Nombre de copies du transgéBea 110

Surexpression de la S100B) a 100 fois

Phénotype Absence d’hypertrophie cardiaque lors de liscléncardiaque (Parker et al., 1998).
Augmentation de la densité de dendrites et du nag®UWMAP-2 a la naissance. Tendance inversée avec
'age, a un an. Vieillissement accéléré du cytokitee (MAP-2 et GAP-43 ) dans les neurones, (Sbapir
and Whitaker-Azmitia, 2004; Whitaker-Azmitia et,al997). Hyperactivité induite par la nouveautézche
les femelles (Gerlai et al., 1993), diminution depacités a résoudre des problémes spatiaux, t&paci
d’exploration altérées (Gerlai et al., 1994; Gesgaial., 1995; Roder et al., 1996a; Roder et &96b;
Whitaker-Azmitia et al., 1997), diminution de 25% k& LTP dans I'hippocampe (Long Term Potentiation)

6,3kb 4kb
Reeves et al., 1994:
Fond génétiqueC57BL/6J I Il Ml
Transgéne8,9 kB (Jiang et al., 1993) I . - i
Nombre de copies du transgé@ea 12 =) . 3
Sur,expression de la S100Ba 7 fois m _14pb
Phénotypeastrocytose.

Figure 14: Modéles de souris invalidées et transgigues pour la S100B
Aucun phénotype majeur n’est observé. Seuls soserubs : des phénotypes subtils de comportemernttesu
phénotypes révélés par une situation de stressllissement, ischémie, épilepsie. Aucun de cesiptypes n'a

été confirmé dans deux modeles génétiques différent

Etude de la S100B dans les cellules CHO (Chinese H amster Ovary Cells)
Lors d’un fractionnement biochimique dans les de§lCHO (Chinese Hamster Ovary Cells),

la S100B a été isolée comme le facteur cytosolique stimule le transfert de
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phosphatidylserine du réticulum endoplasmique \ess mitochondries. Ce résultat a été
confirmé par l'application de S100B recombinante ses cellules perméabilisées: le
transport de PS est également stimulé. La stinomate ce transport par la S100B dépend de
'ajout d’ATP, et nécessite de fortes concentraiaalciques : 0.5 mM. Si le mécanisme
moléculaire d’action de la S100B est une interactiépendante du calcium avec une cible,
cette cible doit étre localisée a I'interface emé® mitochondries et le RE, seul endroit ou de
telles concentrations calciques sont atteintesrflasoet al., 1999; Neher, 1998). Il a ainsi été
proposé que la S100B soit le senseur a calciunraguile I'interaction entre le RE et les
mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005), dorg par ailleurs été montré que

I'interaction est dépendante du calcium (Wang e28i00b).

Cette derniere observation permet de soulignerdadg limite de toutes ces études. Un lien
direct est trés rarement établi entre : toutes aileles calcium dépendantes de la S100B
identifiées in vitro d'une part, et les phénotyp®$00B dépendants observés au niveau
cellulaire ou au niveau de l'organisme dautre pdrtimportance fonctionnelle de

l'interaction de la S100B avec ces cibles n’a cqarement véritablement été validée in vivo.

S100B transgénique, KO et cognition

Phénotype
Les souris transgéniques pour la S100B présentesieprs troubles comportementaux : une

hyperactivité induite par la nouveauté chez leselan (Gerlai et al., 1993), une diminution
des capacités a résoudre des problémes spatiawdesetapacités d’exploration altérées
(Gerlai et al., 1994; Gerlai et al., 1995; Rodernket 1996a; Roder et al., 1996b; Whitaker-
Azmitia et al., 1997). Ces résultats sont assoziéae diminution de 25% de la LTP (Long
Term Potentiation) dans I'hippocampe. La LTP, qairespond a une facilitation et un
renforcement de la transmission synaptique lordadstimulation répétée et intense d’'un
réseau neuronal, joue un rble essentiel dans le&nophenes d’apprentissage et de
mémorisation. Les troubles comportementaux et ¢tidgniobservés chez les souris
trangéniques pour la S100B résultent donc probadiehe cette perturbation de la LTP.

En accord avec ces résultats, 'importance dudéle&a S100B dans le phénomeéne de la LTP
est soutenue par le phénotype observeé chez leis sowalidées pour la S100B qui est opposé
a celui observé chez les souris transgéniques.shass invalidées pour la S100B sont
viables, fertiles, présentent une meilleure apétad’exploration spatiale, et un renforcement

de la LTP (Nishiyama et al.,, 2002). D’autre pamurmises a un protocole d'épilepsie
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provoqueée, ces souris sont plus sensibles et divehd des symptdmes plus sévéeres que les

souris sauvages (Dyck et al., 2002).

Roéle de la S100B sécrétée dans la cognition

L’étude de l'implication de la S100B extracellumidans les phénoménes de LTP est
ancienne, mais aux premiers abords ces résultaibleset contradictoires avec ceux plus
récemment observeés sur les souris transgéniquegaditiées.

L’application de sérum anti S100 bloque la LTP ddes tranches d’hippocampe (Lewis,
1986), contrairement aux souris invalidées po@180B pour lesquelles la LTP est renforcée
(Roder et al., 1996a). Le rble de la S100B se ®miten amont de la production d’AMPc
(Rebaudo et al.,, 2000). Connaissant I'importancelade TP dans I'hippocampe lors des
phénomenes de mémorisation, l'inhibition de la L&f fort probablement a l'origine de
'amnésie observée quand le sérum est injecté aideaux (O'Dowd et al., 1997) ou dans les
ventricules de rats (Hyden and Lange, 1970).

L’infusion de S100B semble au contraire renfor@mémorisation (Mello e Souza et al.,
2000) et favorise la restauration des capacitésnitegs aprés une lésion cérébrale
(Kleindienst et al., 2005). Dans ce dernier cas, ngurogénese accrue a été observee.

Mais en parfaite contradiction avec les résultatiessus, le renforcement de la LTP observée
chez les souris S100B KO peut-étre aboli par lafupemm de S100B recombinante
(Nishiyama et al., 2002).

Ces résultats contradictoires en apparence pontr@iee réeconciliés : I'effet neurotoxique ou
neurotrophique de la S100B extracellulaire dépees cbncentrations appliguées comme
présenté dans les paragraphes ci-dessus. Les effstsvés lors des manipulations des
concentrations extracellulaires de S100B peuveatc@mpletements différents de la fonction
réelle de la S100B a des concentrations physiolegig

Enfin la modification des capacités cognitives dearis KO et transgéniques pour S100B
peut également avoir pour origine les fonctionsacellulaires de la S100B. Nous avons vu
précédemment que celle-ci peut modifier le cytokxtee ou 'homéostasie calcique des
astrocytes ou des neurones, or le cytosqueletté’heméostasie calcique sont deux

composantes essentielles de la plasticité synapétide la LTP.

Pathologie mentale de la maladie d’Alzheimer

Chez les malades atteints de la trisomie 21, kexpuession de S100B dans les astrocytes et la
microglie semble corréler avec la formation degjpés amyloides dans le cerveau (Stanley et

al., 1994). De méme, dans le cerveau de persoonésast de la maladie d’Alzheimer, chez



- 45 -

lesquelles se forment également des plaques aregloithe surexpression de la S100B
intracellulaire est observée dans les astrocytesi @u’'une augmentation de la S100B
sécrétée. Sur une culture cellulaire, de la lignéeN-5 issue d'un neuroblastome,
I'application de S100B extracellulaire a des comedions de I'ordre du nM protége contre
I'effet neurotoxique du peptid@-amyloide, cet effet passe par le récepteur RAGE. E
revanche a des concentrations de I'ordre du mMR1IA0B s’avere toxique (Businaro et al.,
2006).

Toujours chez les patients atteints de la maladikzldeimer, le nombre d’astrocytes activés
surexprimant la S100B en périphérie des plaquatesésheng et al., 1994) est proportionnel
a celui des neurites dystrophiques (Mrak et al96)9D’autre part ces neurites dystrophiques
hypertrophiés sont enrichis dans des zones corttanarprotéine Tau hyper phosphorylie.
vitro, la S100B régule la phosphorylation de la protéliael, en revanche la S100B est
incapable d’interagir avec la protéine Tau hypesgphorylée (Yu and Fraser, 2001). Mais in
vivo il n'existe que des corrélations entre hypbogphorylation de Tau et son accumulation
extracellulaire, surexpression de la S100B, et logpement de neurites hypertrophiées.
L'importance fonctionnelle des interactions entrauTet S100B, les raisons et les
conséquences de leur perturbation dans la maldélizhéimer, restent & démontrer. Encore
une fois, si des corrélations entre I'expressiotad®100B et des modifications fonctionnelles
de ses cibles existent in vivo, 'importance foootelle de cette interaction reste incomprise.
Par ailleurs, la protéine S100B peut protéger lebules contre le stress oxydant en
séquestrant le Gti(Nishikawa et al., 1997). Pour mémoire, |€#Cest en effet réduit par la
B-Amyloide 4 en Clet conduit au développement de la maladie d’Alzieei(Multhaup et
al.,1996). D’autre part la S100B peut égalemergrfies ions aluminium. Cette observation
pourrait impliquer la S100B dans la physiopathaadgs maladies neurodégénératives, quand
on sait que l'aluminium peut déclencher des patjiektelles que la maladie d’Alzheimer
(Campbell, 2002).

De nombreuses causes peuvent étre a I'origine dérégulation de I'expression de la S100B.
De méme, connaissant le nombre de cibles de laBE5160 nombreuses conséquences
peuvent lui étre attribuées. Mais tout ne resteaqiétat d’hypothéses. La pathologie
d’Alzheimer est un exemple caractéristique qui prafiillustrer la difficulté d’intégrer la
fonction de la S100B au niveau de I'organisme. [@'yart, il est difficile de discriminer le
réle de deux populations de S100B différentesaaditulaires et sécrétées, d’autre part il est

également difficile d’établir un lien de cause feeéntre la dérégulation d’expression de la
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S100B et le disfonctionnement d’'une de ses nombeedibles alors que cette interaction n'a

été démontrée qu’in vitro.

Si l'intégration fonctionnelle au niveau cellulaice toutes les cibles moléculaires de la
S100B s’avere complexe, leur intégration au nivdaula physiologie de I'organisme est
encore plus difficile. Les souris transgéniquesestsouris KO sont viables, et sans défauts
majeurs apparents. D’autre part, les phénotypesilsidi complexes comme : une faible
modification des capacités cognitives, une serighaiccrue a I'épilepsie, une diminution de
I'hypertrophie cardiaque lors d’infarctus induits, vieillissement accéléré du cytosquelette
dans les neurones, n’'ont été observés que dansaute lignée génétiquement modifiée
malgré les deux lignées invalidées et les deuxébgntransgéniques qui existent. Ces
phénotypes qui dépendent du fond génétique owedudlinsertion du transgene doivent donc
étre interprétés avec précaution.

Deux explications peuvent étre trouvées a cetteralessde phénotype fort. Tout d’abord, la
famille des S100 est grande, la S100B partage aebreuses cibles communes avec la
S100A1, ainsi qu’un patron d’expression similaiéel cours du développement se mettent
donc probablement en place des phénomenes de csatipen Ensuite, la famille des S100
apparait tard au cours de I'évolution, chez lestébeés, les S100 ne sont donc pas
indispensables au fonctionnement d’organismes caliltiaires complexes et pourraient ne
participer qu’a la robustesse du systeme. Cepenldans100, de par leur réle régulateur
deviennent peut-étre essentielles dans des camslitenvironnementales particuliéres,
notamment de stress comme les traumatismes neutdnbgretus, I'épilepsie ou le
vieillissement. Les origines des phénotypes subblservés peuvent étre aussi multiples que

le nombre de cibles de la S100B identifiées auauivaoléculaire.
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Le réseau mitochondrial
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Mitochondries : hétérogénéité de distribution, de d éplacement,
et de morphologie pour une spécialisation fonctionn elle

Variation intercellulaire

Mitochondrigs cellules i Mitochondries cellule Mitochondries

Hela HS 683 < Cellules U373

mitochondrie

Figure 15 : La distribution et la morphologie celldaires varient d'un type cellulaire a I'autre.

(A) Dans différentes lignées cellulaires : Hela,733et HS683, les mitochondries sont visualiséews das
cellules vivantes a l'aide d’un mitotraker et amisgent en blanc, les noyaux sont en blanc. Danesdliules
Hela la morphologie des mitochondries est tubulaaadis que dans les cellules HS683 elle est wigdie.
Dans ces deux types cellulaires, les mitochondmesépartissent tout le long de I'axe proximo-distsre le
noyau et les membranes plasmiques périphériques distribuent tout autour du noyau dans une syenétr
radiale. Au contraire dans les cellules U373, l@schondries s’accumulent de fagon asymétrique pale du
noyau.

(B) Représentation schématique des différents ect@opliqués dans la distribution, |la morphologt,le
mouvement mitochondrial. Les principaux acteurst séen machinerie fusion/fission, les moteurs maléaes
qui permettent le mouvement le long du cytosquelett les protéines qui permettent I'ancrage sur le

cytosquelette ou sur d’autres compartiments célkga
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Dans de nombreux types cellulaires, la majeuragydes mitochondries s’accumule dans les
zones périnucléaires, tandis que la distributios detochondries périphériques est plus
clairsemée (Collins et al., 2002; Tanaka et al989rinczek et al., 1999). Mais le nombre,
'organisation, la morphologie, et la répartitionbsellulaire du réseau mitochondrial, sont
variables d’'un type cellulaire a l'autre (Aw andnds, 1989; Bereiter-Hahn, 1990). Le
nombre de mitochondries dans un type cellulairetiqudier correle avec la demande
énergeétique : les hépatocytes comportent des millde mitochondries, alors que les
erythrocytes les ont toutes perdues. Dans les gpieroides, les mitochondries forment une
spirale dans la queue (Bereiter-Hahn, 1990) ; dnsuscle, les mitochondries insérées sous
le sarcoleme sont ovales ; tandis que dans legblidistes et les cellules Hela en culture, les
mitochondries forment un réseau tubulaire (Barnalet 1996; Rizzuto et al., 1998). Des
études de microscopie é€lectronique confirment déérences morphologiques entre les
mitochondries de différents types cellulaires (Galhg 1997).

Le réseau mitochondrial peut étre observé sur @dgles vivantes grace a un marqueur
fluorescent des mitochondries. Différentes lignéeliulaires peuvent ainsi étre comparées
(Figure 15). Dans des cellules Hela, le réseauamdodrial présente un aspect tubulaire et
continu, en revanche dans les cellules HS683 léschondries sont distinctes les unes des
autres, et présentent une forme plus vésiculaireetfe différence morphologique s’ajoutent
des différences de distribution subcellulaire. Tadfabord dans la distribution proximo-distale
par rapport au noyau : dans les cellules Helaé&au mitochondrial s’étend jusqu’a la
périphérie de la cellule sous la membrane plasmiguecontraire dans les cellules U373, les
mitochondries sont agrégées a proximité du noyasuie une autre différence de répartition
apparait dans la symétrie par rapport au noyaus BEmncellules Hela, une symétrie radiaire
répartit de facon homogéne les mitochondries tawbua du noyau ; tandis que dans les
cellules U373, cette répartition autour du noyad esmpletement asymétrique, les
mitochondries s’accumulent a un p6le du noyau. eCisttagerie sur des cellules vivantes
souligne a quel point la morphologie et la répariitmitochondriales varient d’'un type
cellulaire a l'autre.

La comparaison du protéome de mitochondries deeaervde cceur, de rein, et de foie,
montre que seules 50 % des protéines sont exprideesces quatre tissus. Le protéome de
la mitochondrie dépend donc tres fortement du tiams lequel est présente la mitochondrie
(Mootha et al.,, 2003). La capacité mitochondriale, nombre de copies de I'ADN
mitochondrial, les staechiométries enzymatiques pledils d’utilisation du carbone, et les

voies de biosynthese peuvent étre spécialisésri{\éelal., 1990; Vijayasarathy et al., 1998).
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Ces résultats suggéerent que la spécificité tigguldé la distribution subcellulaire et de la
morphologie des mitochondries s’accompagne d'unéciafisation fonctionnelle. Si
'organisation du réseau mitochondrial varie d'ype cellulaire a l'autre, c’est que dans

chaque type cellulaire les mitochondries s’accumtudedes sites precis.

Variation intracellulaire

Hétérogénéité dans la localisation

Il existe différentes populations de mitochonddesis une méme cellule, un premier critere
de classification peut étre leur lieu d’ancragefgmentiel. Dans les cellulds-pancréatiques,
les mitochondries peuvent étre classifiées en frojulations distinctes : les mitochondries
qui ceinturent les granules de sécrétion, les rdodries ancrées sous la membrane
plasmique, et les mitochondries qui s’accumulent tutour du noyau (Park et al., 2001;
Straub et al., 2000; Tinel et al., 1999) (figure).1Dans les cellules musculaires, une
population de mitochondries s’intercale entre lecaame et le réticulum sarcoplasmique
(RS). Mais, c’est dans les neurones que la lodalisapécifique de différentes populations
mitochondriales a été la mieux étudiée. Dans lgesys nerveux, la distribution des
mitochondries corréele avec l'activité métaboliquedle (Kageyama and Wong-Riley, 1982).
Les mitochondries sont adressées et s’accumulensiées qui requierent un métabolisme
intense : aux synapses (Bogan and Cabot, 1991 wGattal., 1991; Palay, 1956; Treeck and
Pirsig, 1979), aux cbnes de croissances actifs r{Mand Hollenbeck, 1993; Povlishock,
1976; Ruthel and Hollenbeck, 2003), aux nceuds deviBla aux frontieres de
myeélinisation/démyeélinisation, (Bristow et al., 200Fabricius et al., 1993; Mutsaers and
Carroll, 1998), aux zones de synthése axonaless Dae culture cellulaire de neurones de
I'hippocampe, le nombre de mitochondries dendrégjaoorréle avec le nombre et la plasticité
des spines dendritiques et des synapses (Li eR@0D4). Les zones a activité élevée qui
nécessitent une production intense d’ATP, ont ueesiié ou une activité mitochondriale
supérieure (figure 17), comme le montre égalenmerbmparaison des synapses tonigues et
phasiques (Brodin et al., 1999; King et al., 19%9&uyen et al.,, 1997), des cones de
croissance actifs et inactifs (Carroll and WongeRil1984; Chada and Hollenbeck, 2003;
Kageyama and Wong-Riley, 1985; Morris and Hollehkhet993; Nie and Wong-Riley,
1996a; Nie and Wong-Riley, 1996b; Wong-Riley andr@lg 1984; Wong-Riley and Welt,
1980).
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Une distribution régulée de maniére dynamique

Figure 16 : Le réseau mitochondrial est perpétuellment réorganisé.

Observation en vidéo-microscopie de mitochondriesquées par YFP dans des fibroblastes de sourss. Le
mitochondries sélectionnées sont en bleu. Danfrdés premiéres images, des mitochondries se megoiget
fusionnent. Dans la derniére image on observe ige®f: une mitochondrie se divise en deux ( d'aithen et

al., 2003).

Si la structuration du réseau mitochondrial vahisdype cellulaire a un autre, ces réseaux ne
sont pas statiques et peuvent évoluer tres vits dae méme cellule : au cours du cycle
cellulaire, au cours de la différenciation, ou late changements dans I'environnement
cellulaire. Dans certaines lignées cellulaires waeation du réseau mitochondrial a été
décrite en fonction du cycle cellulaire. Dans uigmée cellulaire humaine d’ostéosarcome
(143B), les cellules en G1 présentent un réseaachondrial tubulaire, tandis que les cellules
en phase S présentent des mitochondries plus frigee a la forme vésiculaire
(Margineantu et al., 2002). Lors de la division|deaire, la localisation cellulaire des
mitochondries et leur transport assurent une rifpartadéquate entre cellules filles (Pereira
et al., 1997, Yaffe et al., 2003).

Au cours de la fécondation des ovocytes, les mdodhies précédemment réparties dans tout
le cytoplasme s’accumulent autour du noyau (Bareethl., 1996; Bavister and Squirrell,
2000; Squirrell et al., 2001; Squirrell et al., 3D0Au contraire au cours de la différenciation
des cellules souches, les mitochondries quittems lcalisations périnucléaires pour devenir

plus périphériques (Lonergan et al., 2006).
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Chez la levure, comparées a leur culture sur doogkey lorsque les cellules sont cultivées sur
une source de carbone non fermentable, le nombeashehements dans le réseau tubulaire
des mitochondries peut étre multiplié par 5 (Egtel., 2002).

Hétérogénéité dans le déplacement

Ce profil de distribution des mitochondries quist’ai homogéne, ni aléatoire, n’est pas non
plus figé (figure 16). Une mitochondrie n’est jagiancrée définitivement a un site précis. Si
la distribution des mitochondries correle avec tka® métabolique, alors, si l'activité
meétabolique change, la distribution mitochondridleit également changer. Cet aspect
dynamique résulte d’'un équilibre pour chaque mibochiie entre le déplacement dans la
cellule et I'ancrage a des sites précis (Chada lalienbeck, 2003), deux paramétres
variables. Dans I'axone d’'un neurone par exemplevitesse et la durée de déplacement,
'orientation du mouvement, le temps de résidenceedains sites précis, varient d'une
mitochondrie a l'autre (Chang et al., 2006), atpetent de classifier les mitochondries en
différentes populations. Mais concernant les cératiques de déplacement, les différences
les plus marquées s’observent lors de la comparaies mitochondries qui n’ont pas les
mémes reépartitions subcellulaires. La plupart eh®chondries localisées a la périphérie
restent immobiles ou migrent doucement, seule wtigepfraction se déplace a une vitesse
relativement élevée (De Vos et al., 2003; Trinceekl., 1999). Dans les neurones, la vitesse
de déplacement dans les axones ou les dendritet pes identique (Overly et al., 1996).
Toujours dans les cellules nerveuses, si le déplacede mitochondries le long de I'axone
est relativement rapide, 0.3-2 pum.s-1 (Hollenbet®96; Ligon and Steward, 2000a), le
déplacement est ni continu, ni régulier. En raider’alternance de périodes d'immobilité et
de périodes de mouvements rapides, la vitesse meydm déplacement des mitochondries se
situe entre les petites vésicules a mouvement eaptdles protéines du cytosquelette a

mouvement lent (Grafstein and Forman, 1980).

Hétérogénéité fonctionnelle

Dans une méme cellule, une hétérogénéité entrenieehondries peut étre observée d'un
point de vue fonctionnel : le potentiel membranailes entrées de calcium dans les
mitochondries (figure 24), la cinétique d’ouvertt?€P varient d’'une mitochondrie a l'autre
(Collins et al., 2002).

Chez les neurones, le potentiel delta psi n'estigstique dans toutes les mitochondries, il
existe une corrélation entre le potentiel membrandelta psi des mitochondries et leur

localisation (Collins et al., 2002; Overly et d1996), leur activité synaptique (Bindokas et al.,
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1998), ou leur déplacement le long de 'axone @fiind Sheetz, 2004; Rintoul et al., 2006).
90% des mitochondries avec un potentiel membranéliegé migrent vers le céne de
croissance, 80 % des mitochondries avec un potéaitide migrent vers le corps cellulaire.
Suite a une stimulation, les entrées de calcium @itochondrie ne sont pas homogénes et
dépendent du positionnement de chaque mitochorainej que de la voie de signalisation
activée (Collins et al., 2002; Filippin et al., Z)@Park et al., 2001). Cela a notamment été
montré dans les cellules de chromaffin, les cedlyancréatiques des acini (Montero et al.,
2000; Park et al., 2001; Straub et al., 2000; Tatall., 1999), les hépatocytes (Hajnoczky et
al., 1995), ou les cardio-myocytes (Robert et daD0P1). Les augmentations calciques
mitochondriales sont d’autant plus fortes que lé@®chondries sont a proximité du lieu de
libération du calcium, le RE dans les cellules Heta d’'une stimulation IP3 (Filippin et al.,
2003) (figure 24), la membrane plasmique lors dgtilaulation des cellules neurales (Baron
et al., 2003; Pivovarova et al., 1999).

Distribution des mitochondries et physiologie de I organisme et de la
cellule

L’invalidation de génes impliqués dans I'organisatdu réseau mitochondrial est létale aux
stades embryonnaires, qu’ils s’agissent de genplguges dans le mouvement, I'ancrage des
mitochondries le long du cytosquelette (Nangakwalet1994; Tanaka et al., 1998), ou la
morphologie mitochondriale (Chen et al., 2003)nilidation, lorsqu’elle est ciblée et tissu-
spécifique, s'accompagne de phénotypes drasti@ies les drosophiles, comme cela a été
montré pour les mutations induites dans le génetoWil(Stowers et al.,, 2002), drpl
(Verstreken et al., 2005), Miro (Guo et al., 2008)suppression des mitochondries localisées
a I'extrémité des photorécepteurs s’accompagne ghiamotype fort : les drosophiles sont
aveugles, et il y a une dérégulation de la transiorissynaptique. L'absence de mitochondries
présynaptiques chez le mutant Miro s’accompagneedairophie musculaire post synaptique,
et la complémentation de la mutation par 'exp@ssiu géne sauvage, restreinte aux zones
pré-synaptiques, est suffisante pour rétablir larpiologie post-synaptique des muscles.
Différentes études montrent également que la lkeami@din mitochondriale participe au
contréle du nombre de synapses, et réegule la mtogieo la plasticité, et la potentialisation
synaptique (Guo et al., 2005; Li et al., 2004).
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(A) Neurone

(B) Cellule B-pancréatique

Noyau &
 ®*Gianules 0
* ° de sécrétion
mitochondries
L J L J

Figure 17 : Accumulation des mitochondries a destsis spécifiques

(A)L’exemple du neurone. Les mitochondries s’acclemuaux zones pré et post synaptiques, aux noads d
Ranvier et autour du noyau.

(B)L'exemple de la cellul@-pancréatique. Dans ces cellules, les mitochongeesent étre classées en trois
populations différentes : la ceinture qui entowge ¢ranules de sécrétion, les mitochondries ré&gasbus la.

membrane plasmique, les mitochondries qui s’agtégiour du noyau.

Si les caractéristiques fonctionnelles mitochaadds (entrée du calcium, potentiel de
membrane, respiration) varient suivant leur loeai, une modification de leur position ne

rend pas pour autant les mitochondries non fonotthes. Dans les exemples présentés ci-
dessus, lorsque cela a été testé, il n'a pas &@nabde modification majeure et notable des
capacités meétaboliques mitochondriales, le potentie membrane est présent, les
mitochondries respirent, produisent de I'ATP, soapables de stocker et de relacher le
calcium. Ce n’est donc pas le fonctionnement mdig® de la mitochondrie, mais

véritablement son positionnement subcellulaire,egtia I'origine des défauts phénotypiques
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observés. Le bon positionnement des mitochondridssasites spécifiques est donc crucial

pour le bon fonctionnement des cellules.

Si de nombreuses études ont déja comparé le pretdermitochondries issues de différents
tissus, il serait également intéressant de compukes un méme type cellulaire le protéome
de différentes populations mitochondriales : mitoadries associées au RE, mitochondries

associées a la membrane plasmigue, mitochondsgesiass aux vésicules de sécrétion.

Mitochondries et cytosquelette

Microtubules
La localisation et la distribution des mitochondrieécessitent un réseau de microtubules
integre (Ball and Singer, 1982), et les mitochoeslpeuvent se déplacer le long de ce réseau
de microtubules (Morris and Hollenbeck, 1995) (fgu8). La famille des kinésines 1 est
capable de fixer les mitochondries (Jellali et H94; Khodjakov et al., 1998; Leopold et al.,
1992). Ainsi, l'inhibition de la kinésine 1 chez trosophile inhibe de 70 & 90 % le
mouvement des mitochondries le long des axonesursfBilling et al., 2006).
Chez la souris les invalidations de KiflB (kine8imaotor) ou Kif5B (kinesin-1 motor), deux
moteurs de la famille des kinésines qui fixentechondries et permettent leur mouvement
le long des microtubules, sont |étales aux staddsywnnaires (Nangaku et al., 1994; Tanaka
et al., 1998). Dans des essais in vitro, KIF1B €kin-3 motor) permet le mouvement des
mitochondries le long des microtubules a une vtessiilaire a celle observée in vivo le long
des axones (Nangaku et al., 1994), et in vivo cpt@éine régule la répartition des
mitochondries (Wozniak et al., 2005). L'invalidatidu gene kif5B (kinesin-1 motors) aboutit
a une accumulation mitochondriale peri-nucléairan@ka et al., 1998; Wu et al., 1998),
phénotype qui peut étre reverseé par la surexpresEdif5B exogene. La kinésine 1 semble
donc impliquée dans le transport antérograde deschandries.
Des protéines adaptatrices établissent la connegitne le moteur moléculaire et les
mitochondries (figure 18). La protéine MIRO, unetgine transmembranaire mitochondriale,
est localisée a la membrane externe, et caracgramedeux domaines GTPase et deux motifs
de fixation du calcium de type main EF. Elle estessaire au transport antérograde des
mitochondries chez la drosophile (Guo et al., 2005 cellules humaines (Fransson et al.,
2003; Fransson et al., 2006), et la levure (Frelest al., 2004). La protéine Milton est une

protéine adaptatrice qui permet l'interaction etdrehaine lourde des kinésines (Kif5B) et la
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mitochondrie

Miro

Milton

kinésine

microtubules

Figure 18 : Représentation schématique du complexgrotéique qui permet le mouvement antérograde
des mitochondries le long des microtubules.

Miro et Milton sont les deux protéines adaptatricgsi conférent la spécificité de linteraction des
mitochondries avec les moteurs moléculaires dealaille des kinésines, permettant ainsi le transport
antérograde des mitochondries le long des micrdésbla protéine Miro contient deux sites GTPaseR;

ainsi que deux sites de liaison au calcium main EF.

protéine mitochondriale MIRO (Glater et al., 2008%gst elle qui assure la sélectivité du

transport des mitochondries par rapport a d’aunesicules (Glater et al., 2006; Gorska-
Andrzejak et al., 2003; Stowers et al., 2002). v\aldation de l'une ou l'autre de ces

protéines s’accompagne d’une disparition des miodhes aux zones distales dans les
axones et a leur accumulation péri-nucléaire. Ispafition des mitochondries périphériques
perturbe la morphologie ainsi que le fonctionnemaes boutons synaptiques, tandis que
I'accumulation périnucléaire favorise I'entréeapoptose de ces cellules.

La chaine lourde des dynéines peut s’'associer Bgeeonitochondries, de méme qu’avec
d’autres organelles (Habermann et al., 2001). likinlon des protéines dynéines a de
nombreux effets, parmi lesquels une diminution desuvements mitochondriaux et une

altération des répartitions mitochondriales (Bownsnal., 1999; Koushika et al., 2004;

LaMonte et al., 2002; Martin et al., 1999; Pillisg al., 2006). Chez la drosophile, dans les
axones moteurs, I'utilisation de mutants hypomosptie la chaine lourde 64C de la dynéine

réduit les mouvements rétrogrades de 43% en lomgie20% en durée (Pilling et al., 2006).
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Dans ces conditions, la dynéine semble donc étreolaposante majeure du transport
rétrograde. Cependant la fonctionnalité de la dwétlépend de la kinésine puisque
l'invalidation de la kinésine 1 (Pilling et al., @6) ou de son interactant Aplipl (Horiuchi et
al., 2005) abolit également les mouvements rétoega

La protéine Tau est un autre acteur impliqué darrgpartition des mitochondries le long du
réseau de microtubules. Le traitement de cellubesdps céramides-C2 induit une activation
de CDKS5 qui phosphoryle Tau et la libére dans datfon cytoplasmique, favorisant ainsi le
transport rétrograde des mitochondries et leur ractation périnucléaire autour du
centrosome (Darios et al., 2005).

Cependant, si la déstabilisation des microtubulas ges drogues altére fortement le
mouvement des mitochondries, le mouvement des hotairies n’est pas totalement inhibé.
Pour cela il est nécessaire de déstabiliser denfagoultanée le réseau d’actine (Morris and
Hollenbeck, 1995). Ce qui suggére que le réseaatidé peut également participer au

mouvement des mitochondries.

Actine
Le cytosquelette d’actine est une structure dynaenigui participe au maintien de la polarité
cellulaire, au trafic intracellulaire des organg]la la mobilité, a la division cellulaire.
Chez la levure des mutations dans les monomeresirdéanduisent une désorganisation des
mitochondries (Drubin et al., 1993), et de nombreuticles ont caractérisé des protéines
impliquées dans la localisation et le déplacemest mhitochondries dépendant de I'actine.
Cependant chez les eucaryotes supérieurs, lesractelces interactions entre I'actine et les
mitochondries sont beaucoup moins connus.
Chez les eucaryotes supérieurs, les mitochondaagegmt également se déplacer le long des
filaments d’actine (Ligon and Steward, 2000b; Memnd Hollenbeck, 1995). Des moteurs
moléculaires sont impliqués dans ces mouvementsigilal et al., 1994; Tanaka et al.,
1998). Cependant le ou les moteurs moléculaires pgrmettent le mouvement des
mitochondries le long de I'actine n'ont pas éténitdfeés, méme s’il existe de nombreux
candidats potentiels dans la famille des myosines.
Les mitochondries peuvent se déplacer le long sieaé d’actine. Mais ce réseau permet aussi
'ancrage mitochondrial : lorsque le réseau d’actist désorganisé, le mouvement global des
mitochondries augmente (Morris and Hollenbeck, 19% les acteurs moléculaires qui

contrélent le mouvement mitochondrial le long dgeau d’actine ne sont pas identifiés, en
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revanche I'immobilisation des mitochondries surréseau est mieux comprise. La fixation
des mitochondries sur les filaments d’actine egulée par la petite GTPase RhoA et son
effecteur mDial/diaphorous, ce qui contréle la rigbides mitochondries (Minin et al.,

2006) : un dominant positif de Mdial inhibe la ntibd mitochondriale et les mitochondries

restent fixées sur les micro-filaments d’actineadtine joue ainsi un réle important dans le
regroupement en clusters des mitochondries prépiguags a la jonction neuromusculaire
(Lee and Peng, 2006). Dans les axones, lors deuraclation localisée de mitochondries
induite par des billes HB-GAM (Lee and Peng, 200k protrusions d’actine sont

nécessaires pour permettre I'ancrage localisé desmondries. L’actine semble donc étre un
élément essentiel pour 'immobilisation, I'ancraggel’accumulation des mitochondries a un

site spécifique.

Filaments intermédiaires

Les travaux effectués sur les souris invalidées pulesmine soulignent I'importance des
filaments intermédiaires pour une répartition ex ororphologie correctes des mitochondries.
(Capetanaki, 2002; Paulin et al., 2004). De plue desmine tronquée induit 'agrégation
focale des mitochondries (Schroder et al., 2008)pbénotype identique est observé chez les
patients dont le gene codant pour NF-L est mutéguiecause des neuropathies. Dans ce
dernier cas, la concentration et la formation destelrs mitochondriaux périnucléaires sont
associées avec une diminution du transport axandlfel (Brownlees et al., 2002; Perez-Olle
et al., 2005; Straube-West et al., 1996).

Morphologie mitochondriale

Machinerie fusion/fission
Un des processus clef dans le contréle de la maygieomitochondriale est I'équilibre entre
la fusion et la fission (figure 19). Si I'équilibpenche vers la fusion, le réseau mitochondrial
est tubulaire (Bleazard et al., 1999; Labrouss#.£1999; Sesaki and Jensen, 1999; Smirnova
et al., 2001), tandis que si I'équilibre penchesverfission le réseau est vésiculaire (Chen et
al., 2003; Hermann and Shaw, 1998). Les processussibn et de fission sont permanents.
Ainsi si deux cellules sont fusionnées pour foromee cellule hybride, en huit heures les deux
populations mitochondriales se sont compléetemenamgées (Chen et al., 2003; Legros et
al., 2002).
Les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) sont des GSE3ade la famille des dynamines.

Localisées a la membrane externe de la mitochgnaiies sont essentielles pour le
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regroupement et la fusion des membranes (Chen, @08I3; Legros et al., 2002; Santel et al.,
2003; Santel and Fuller, 2001). MFN2 aurait un régulateur (Ishihara et al., 2004), tandis
que MFN1 serait impliguée dans la juxtaposition desmbranes (Koshiba et al., 2004),
2004). Lors du processus de fusion MFN1, protéméadnembrane externe, coopere avec la
protéine Atrophie optique 1(OPA1), protéine de krmbrane interne, une autre GTPase de la
famille des dynamines (Cipolat et al., 2004).

Lors du processus inverse de la fusion, la fisdeprotéine DRP1 (Dynamin-related protein
1), encore une GTPase membre de la famille desnuyes, initialement localisée dans le
cytoplasme, transloque a la membrane externe duitlachondrie ou elle interagit avec
hFIS1. DRP1 semble a la fois participer a la fusites membranes externes et internes
(Griffin et al., 2005; James et al., 2003; Smirneval., 2001; Yoon et al., 2003).

Une nouvelle protéine, GDAP1, semble contréler itsidn des mitochondries, mais sa

fonction au niveau moléculaire reste inconnue (Niemet al., 2005).

Fission/Fusion et régulation du transport et de la répartition des
mitochondries

L’invalidation des protéines de fusion Mfnl ou Mfa@mble s’accompagner d’une altération
du mouvement directionnel (Chen et al., 2003). Laation d’'OPA1 ne se réduit pas a une
modification morphologique des mitochondries, ma®ccompagne d'une mauvaise
répartition de celles-ci (Delettre et al., 2000k et al., 2005). De méme, Drpl qui promeut
la fission des mitochondries, favorise le transportérograde (Varadi et al., 2004b): son
invalidation induit une agrégation des mitochorslret diminue nettement la quantité de
mitochondries présentes a la synapse (Verstrekah, &005), et 'absence de mitochondries
dans les zones distales des cellules photo-réceptrend les drosophiles aveugles. De méme
l'invalidation de hFisl, partenaire de Drpldangidaion, s'accompagne d’'un probléme dans
la distribution subcellulaire des mitochondriesnféa et al., 2003; Yoon et al., 2003). Tous
ces résultats montrent que la distribution sublzetiel des mitochondries est difficilement
dissociable de leur morphologie et donc du fonctenent de la machinerie de fusion et de

fission.

Fusion/fission et fonction mitochondriale
L’'importance fonctionnelle de I'équilibre entreflasion et la fission est confirmée au niveau
de l'organisme entier, l'invalidation des genes Mfou Mfn2 chez la souris empéche le
développement embryonnaire (Chen et al., 2003)gkess MFN2, GDAP1 et OPA1 sont
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Figure 19 : Machinerie fusion/fission a la mitochodrie

Machinerie de fusion (A). Les protéines Mfnl et Bfiprotéines transmembranaires, permettent I'apposet
la fusion des membranes mitochondriales extern&s2 durait un réle régulateur. L'interaction de Mfavec
la protéine de la membrane interne Opal permeldraision des membranes internes.

Machinerie de fission (B). La protéine Drpl cytagoé transloque a la mitochondrie ou elle interagyiec
hFis1.

associés a des maladies neurodégénératives (Alexandal.,, 2000; Delettre et al., 2000;

Zuchner et al., 2004). Chez I'homme, la mutatiorgdoe Opal, gene fortement exprimé dans
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la rétine, induit une agrégation des mitochondges s’accompagne d’une atrophie optique
de type 1 (OPA1), maladie génétique transmise denfalominante (Delettre et al., 2000;
Kamei et al.,, 2005). Les mutations de MFN2 ou deABD s’accompagnent d'une
dégénérescence des neurones moteurs et sensgsiplsid longs (Zuchner and Vance, 2005;
Zuchner et al., 2006) (Niemann et al., 2005).

L’équilibre entre la fusion et la fission est edsddrpour la maintenance et I'homogénéisation
de '’ADN mitochondrial (Chen et al., 2003; Kim dt,2005; Nakada et al., 2001; Nunnari et
al., 1997; Rapaport et al., 1998; Sesaki and Jernk@d9). Il contrdle également I'état
meétabolique des mitochondries ( Chen et al., 2@en et al., 2003; Delettre et al., 2000;
Kim et al., 2005; Lodi et al., 2004). Un réseateinbnnecté physiquement par la continuité
de la matrice (lumiere) mitochondriale (Rizzutoaét 1998) peut permettre le transfert de
'énergie ou du calcium entre différentes zoneslalecellule (De Giorgi et al., 2000;
Skulachev, 2001).

Apotose/survie et fission/fusion

Chez les cellules Hela et COS-7 I'apoptose peset i@ttuite par I'ajout de staurosporine. La
progression de l'apoptose s’accompagne d’une fratatien des mitochondries. Cette
fragmentation a également été observée in vivo cleznématode : au cours du
développement I'apoptose est utilisée pour élimiesrcellules surnuméraires (Jagasia et al.,
2005). Les mécanismes de fusion et de fissiongyaetit au processus apoptotique (figure
19). Aux stades précoces de I'apotpose, Bax trgosl@aux sites de fission ou les éléments de
la machinerie fission-fusion s’accumulent en cliset initient le processus de fragmentation
(Karbowski et al., 2002). L'inhibition de la fusia€épendante de MFN1 (Karbowski et al.,
2004), ainsi que la translocation de Drpl a la amtmdrie au cours de I'apoptose, induisent
une fragmentation des mitochondries (Frank et24lQl), a laguelle succede une perte du
potentiel membranaire, I'ouverture du PTP (Permgbiransition Pore), une rétraction de
la matrice, une augmentation de la perméabilitétadeembrane externe, une réorganisation
des cristae (Germain et al., 2005) qui s’accompamda libération de nombreux facteurs
apoptotiques, notamment le cytochrome C et vAImDa cytosol, ceux-ci jouent le role de
cofacteurs des caspases et participent aux casqaodésolytiques. Les concentrations
calciques cytosoliques controlent de nombreusedégses, kinases et phosphatases
impliquées dans I'apoptose.

Chez la levure la fragmentation des mitochondmelsiite par I'orthologue de DRP1, Dnm1,

promeut une mort cellulaire similaire a I'apopt¢sannjiang et al., 2004). Chez les
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mitochondrie

Figure 20 : La structure du réseau mitochondrial iffluence I'entrée et la progression de I'apoptose @eux
niveaux : les interactions entre le RE et les mitdwndries, I'équilibre fusion/fission.

(A)Interactions entre le RE et les mitochondrie'mteraction étroite entre le RE et les mitochoedrfavorise
les transferts de calcium et I'entrée en apoptose.

(B)Equilibre fusion/fission. Le processus de fissifavorise la libération du calcium et des facteurs
proapoptotiques par les mitochondries, tandis guadion inhibe la progression de I'apoptose.

mammiféres, I'expression des protéines de fusioRNM et MFN2, seules ou ensemble,
empéche I'entrée en apoptose (Neuspiel et al., ;2808ioka et al., 2004). De méme, la
transfection d’'un mutant dominant négatif Drpl behia fission des mitochondries, la chute

du potentiel de membrane delta psi, la libératiorcgtochrome c, et 'apoptose (Frank et al.,
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2001; Karbowski et al., 2002; Lee et al., 2004bhef le nématode linhibition de Drpl
s’accompagne de I'apparition de cellules surnumgsdors du développement (Jagasia et al.,
2005). Lors de I'apoptose induite par un transtertcalcium entre RE et mitochondries, la
translocation de Drpl et la fragmentation des rhibocries sont dépendantes du calcium
(Breckenridge et al., 2003).

Ainsi la rupture de I'équilibre entre fusion et dign s'accompagne d'une rupture de
I'équilibre entre les signaux de survie et d’apgptd_a machinerie de fusion et de fission est
donc un acteur direct dans le contréle de I'en¢téde la progression de I'apoptose. La fusion
peut inhiber I'apoptose, tandis que la fission edtessaire a la progression de la voie
apoptotiqgue mitochondriale. Nous verrons par laesgu’'en plus de la morphologie, la
distribution des mitochondries, notamment par rappo RE, contrdle la progression de

'apoptose.

L'étude de la machinerie moléculaire qui contrd@e processus de fission et de fusion est
récente, a connu des progres trés rapides, etssi ta mode. Mais d’autres processus jouent
probablement un réle clef dans le contréle de lapmalogie mitochondriale, notamment des
protéines structurelles qui contrdlent la courtiee membranes comme cela a été décrit pour
le RE par exemple avec les protéines Rtnda/Nogd?Pdi'Yoplp (Voeltz et al., 2006).
D’autres axes prometteurs sont : la découverterdgipes impliquées dans la morphologie
des cristae comme OPAL qui ouvrent de nouveaux jghatiexploration, ou, bien que déja
étudiée, la régulation des sites de contacts emteenbranes interne et externe des
mitochondries qui réserve probablement encore derneuses surprises.

Il reste a identifier quels sont les régulateues, $timuli, les senseurs, qui permettent une
hétérogénéité de morphologie mitochondriale dasméme cellule. Si la morphologie des
mitochondries varie d’un type cellulaire a I'autedle varie également dans une méme cellule,
par exemple dans les neurones corticaux, les nutabies présynaptiques sont plus
vésiculaires tandis que les mitochondries postdjmags sont plus tubulaires (Chang et al.,
2006). Cette morphologie est donc finement régetéae se réduit pas a un déplacement
d’équilibre entre protéine de fusion et protéinefidsion, régulé au niveau transcriptionnel.
Dans la cellule, chague microenvironnement doit pormer des molécules régulatrices de
cette morphologie. Et il reste a identifier au minghysiologique quels stimulus contrélent de
facon locale et dynamique la morphologie mitochaier
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Calcium et controle de la mobilité et du positionne ment
mitochondrial

Au cours de la fécondation des ovocytes, suite &algue calcique, les mitochondries
précédemment réparties dans tout le cytoplasmewsiagdent autour du noyau (Barnett et al.,
1996; Bavister and Squirrell, 2000; Squirrell et 2D01; Squirrell et al., 2003). Quelles que
soient les conditions physiologiques qui induiseme modification du positionnement
mitochondrial, le calcium y joue un réle clef.

Chez les neurones, I'application localisée de NGF I®xone induit une accumulation
localisée de mitochondries via le récepteur Trkaa@a and Hollenbeck, 2004). Les voies PI3
and MAPK sont en aval de TrkA. Les niveaux de phasipgyl inositol 4,5 biphosphate
modifient par ailleurs la direction, et diminuegaéement le mouvement des mitochondries le
long des microtubules (De Vos et al., 2003). Il estnu que le clivage du phosphatidyl
inositol 4,5 biphosphate produit de l'inositol 1,5triphosphate qui a son tour mobilise les
stocks calciques pour induire une oscillation descentrations de calcium cytosoliques.
Ainsi le mouvement des mitochondries est inhibél@susignalisations calciques induites par
le récepteur a la ryanodine ou le récepteur a I'lP3

Dans les cellules neurales, I'application de laéoole HB-GAM induit la formation des
canaux calcigues en clusters, ce qui induit desaxdomaines a calcium. L'application de
cette méme molécule induit également l'agrégatiorclesters des mitochondries (Lee and
Peng, 2006).

L’inhibition du mouvement mitochondrial est calcitd@pendant lors d’'une stimulation des
récepteurs NMDA dans les neurones (Rintoul et 2003). Cette immobilisation des
mitochondries aux zones a forte concentration gadi favorise leur accumulation dans ces
zones, et les mitochondries peuvent alors tampodediacon locale les augmentations de
concentrations calciques (Yi et al., 2004).

Cependant I'entrée de calcium a lintérieur desoofibndries n’est pas nécessaire pour
inhiber le mouvement mitochondrial, le ou les sans@ calcium qui régulent la mobilité des
mitochondries sur les microtubules restent a ifientill existe plusieurs candidats potentiels,
notamment deux protéines caractérisées au niveactstl par la présence d’'un domaine
senseur a calcium, la main EF. Ce domaine est mrésez Miro (Fransson et al., 2003;
Frederick et al., 2004) et sa mutation induit ugetgation des mitochondries (Fransson et al.,
2006). La S100B (Vance and Steenbergen, 2005) gibégalement réguler la répartition des

mitochondries.
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Interactions entre le RE et les mitochondries

Interaction physique entre le RE et les mitochondri es
L’'observation en microscopie é€lectronique de sitks contacts entre le RE et les
mitochondries dans de nombreux types cellulaireassez ancienne (Franke and Kartenbeck,
1971; Pickett et al., 1980; Shore and Tata, 190miBer and Johnson, 1970), mais il n’était
pas clair que ces jonctions soient stables, etseptatives de domaines fonctionnels, plutdt
gu’une association aléatoire. Des techniques daid des tissus plus récentes, comme la
congélation ultrarapide, ont renforcé l'idée que &ructures observées, ou le RE et les
mitochondries sont physiquement associés, ne sandgs artefacts de fixation (Pezzati et al.,
1997). La microscopie électronique a haut voltagspciée a des reconstitutions 3D, montre
gue dans les cellules hépatiqgues les mitochondomsvent étre enveloppées par les
membranes du RE, enfouies entre les différentesllasndu RE (Mannella, 2000; Mannella
et al., 1998) (figure 21).
La plus grande avancée a été permise par l'augtimmtde la résolution de l'imagerie a
fluorescence sur cellules vivantes, ce qui a pedaisnontrer que de telles interactions sont
physiologiques (figure 21). Sur des cellules Heleantes il a ainsi été montré que les
mitochondries sont en contact étroit avec le ré&ticusur 15 % de leur surface, et la distance
entre ces deux organelles est au moins inférieut®@CG nm, une résolution plus fine ne
pouvant étre obtenue sur des cellules vivantez(fozet al., 1998).
Dans le RE certaines protéines ne sont pas répatidacon homogene, et définissent des
micro-domaines associés aux mitochondries. Ainghamoscopie photonique a fluorescence
il a été montré dans différents types cellulairesfart recouvrement du marquage entre les
mitochondries et certaines protéines du RE, leptéce a I'lP3 (Jaconi et al., 2000; Mignery
et al., 1989; Satoh et al., 1990; Simpson et 8B71Simpson et al., 1998; Takei et al., 1992),
le récepteur RyR (Sharma et al., 2000), la pomped@um SERCA (Simpson et al., 1997), la
calreticulin, ou le récepteur AMF-R. Il n’existe ain tel recouvrement pour d’autres
protéines réparties de fagon plus homogéne dadsdau du RE.
Enfin l'interaction physique entre les mitochomrdriet une sub-fraction du RE a été montrée
par des approches biochimiques (Achleitner et &099; Gaigg et al., 1995). Le
fractionnement par centrifugation différentiellapet de séparer les mitochondries des autres
organelles, notamment du RE, a I'exception d'uniteéraction de celui-ci, les membranes
associées aux mitochondries (MAM). Différents maxgs caractérisent ces MAMs : la PSS1
et PSS2 (Simbeni et al., 1991; Stone and Vancd);208nce, 1990), I'acyl-CoA : cholestérol
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Figure 21 : Interaction entre mitochondries et RE

Microscopie a fluorescence sur cellules vivanted'apfés (Varadi et al., 2004a)) (A). L'utilisatiode
marqueurs fluorescents spécifiques des mitochométielu RE, ici en rouge et vert respectivememninptla
reconstitution en 3D des réseaux de mitochondtide &E de cellules vivantes. Il a pu ainsi étrenroque 15

% de la surface des mitochondries est étroitenssticé avec le RE.

Photos de microscopie électronique (C) et recartistit 3D (D) de linteraction entre mitochondries RE
dans des hépatocytes. Il est important de notssd@ation étroite entre le RE (représenté en éted) et la
membrane mitochondriale externe (en rose). Lesszopaques aux électrons a cette interface suggévernt
des complexes protéiques pourraient étre implicisiss le pontage entre le RE et les mitochondries. L
membrane mitochondriale interne est représentég@me, et les cristae en vert. (Figure produite Par

Carmen Mannela, Albany, NY)

acyltransférase (Rusinol et al., 1994), la diagggtol acyltransférase (Rusinol et al., 1994),
lacyl-CoA synthase-4 (Lewin et al, 2001), la m@mioe de synthese du

glycosylphophatidylinositol (Vidugiriene et al., 99 ou la PEMT2. Ces marqueurs des
MAMs définissent un micro-domaine du RE associé mitochondries. D’autres marqueurs
ubiquitaires du RE ne sont pas associés aux mitothes. Les MAM ont été isolées a partir
de différents tissus, cultures cellulaires de maigmas ou de levures (Achleitner et al., 1999;
Shiao et al., 1995; Simbeni et al., 1991; Stone\aaace, 2000; Vance, 1990; Vance, 1991).
La possibilité de dissocier sur gradient de deriegdMAM des mitochondries, confirme que,
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bien gu’étroitement associées, les membranes deshondries et du RE ne fusionnent pas,
ou en des points trés ténus.

Co6té mitochondrial, des études suggérent que lesszapposées au RE sont enrichies en
contacts entre membranes internes et externesi{Atdal., 1993; Ardail et al., 1991; Gaigg
et al., 1995). Le canal VDAC est enrichi aux zodescontacts entre membranes internes et
externes de la mitochondrie mais également aux szaeecontacts entre les membranes
externes des mitochondries et le RE (Shoshan-Baretatl., 2004). Le transporteur de
nucléotides ANT et la créatine kinase mitochondrigdarticipent également aux complexes
protéigues qui organisent ces zones de contactgr{@eet al., 1996; Kottke et al., 1994). Une
fois encore, cet aspect morphologique des mitoahemeést dynamique (Knoll and Brdiczka,
1983). La structure des sites de contacts esthlariet leur nombre augmente en présence
d’ADP ou d’atractyloside (Bucheler et al., 1991a surexpression de la créatine kinase dans
des souris transgéniques augmente d’'un factewr eaiombre de sites de contacts entre les
membranes mitochondriales internes et externg® @al., 1991; Speer et al., 2005).

Ces différentes approches complémentaires, micpisc@lectronique, microscopie a
fluorescence sur cellules vivantes ou fixées, imacement biochimique, montrent qu’'un
compartiment du RE, enrichi dans une machinerisigigalisation calcique et de synthese de
phospholipides, interagit avec la membrane mitodhate externe qui est elle-méme apposée
a la membrane mitochondriale interne. Nous vergue ces microdomaines ou, membrane
du RE, membrane interne, et membrane externe deshindries sont apposées, permettent
une speécialisation  fonctionnelle : le transfert dalcium, de nucléotides, et de

phospholipides.

Interaction RE-mitochondrie et transfert de la PS

De nombreuses études ont montré que le transpagtakgpholipides entre les organelles est
différent du transport vésiculaire employé pardestéines membranaires et sécrétées. Cela a
notamment été montré pour la PC (Kaplan and Petei€85), la PE (Sleight and Pagano,
1983; Vance, 1991), et la PS (Voelker, 1989b; Veelk990).

La PS est synthétisée par les PSS1 et PSS2, dgaesprésentes dans les MAM et absentes
du reste du RE (figure 22). Directement transférda mitochondrie, la PS est rapidement
décarboxylée par la PSD qui est localisée a la éterne de la membrane interne de la
mitochondrie (Percy et al., 1983; Zborowski et 8983). L’étape limitante est le transfert des

MAMs a la mitochondrie (Voelker, 1989b). L'utilisah de dinitrophénol pour rompre les
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interactions entre les membranes internes et eegdetas mitochondries, s’accompagne d’une

diminution du transfert de la PS (Hovius et al92p

P
ecarfjoxy

Figure 22 : Représentations schématiques des vois biosynthése de la phosphatidyl éthanolamine

Chez les mammiféres deux voies majeures de biosyattie la phosphatidylethanolamine (PE) existent.

(A)La voie CDP-éthanolamine ou voie Kennedy (Kennetb56). La réaction finale, catalysée par la CDP-
éthanolamine :1,2-diacylglycérol éthanolaminephospmsferase (CEDEP), a lieu dans le RE ou la CDP-
éthanolamine (CDPE) est convertie en PE

(B)La voie de décarboxylation de la phosphatidyteeBorkenhagen, Kennedy, Fielding, 1961). La tiéac
finale, catalysée par la phosphatidylserine décalase, a lieu a la surface externe de la membirgeene de

la mitochondrie et convertit la PS en PE.

Le transport de la PS des mitochondries au RE étéet#é par différentes approches : cellules
entieres (Trotter et al., 1993; Trotter and Voelk&95; Vance, 1990; Vance, 1991; Voelker,
1989b), systéme de transport reconstitué compretesmitochondries et des MAM (Shiao
et al., 1998; Shiao et al., 1995; Voelker, 198@b)ellules perméabilisées (Achleitner et al.,
1995; Voelker, 1990; Voelker, 1991; Wu and Voelk&01). L'’ensemble de ces approches
confirme qu’'un contact physique, une associatiawoitét entre RE et mitochondrie, est
nécessaire pour le transfert de la PS (Achleithat.£1999; Simbeni et al., 1990; Simbeni et
al., 1991; Vance, 1990; Vance, 1991). La PS qudésarboxylée en PE, provient d’'un pool
de PS nouvellement synthétisée, plutot que dedrabée du stock cellulaire de PS, suggérant
gu’il existe une compartimentalisation de difféeepbols de PS dans la cellule (Bjerve, 1985;
Vance, 1991). Des expériences de pulse-chase dageallules CHO, combinées a des

fractionnements subcellulaires, montrent que la €% transférée des MAM vers la
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mitochondrie (Shiao et al., 1995). Lorsque lesutedl sont perméabilisées, et que des cellules
donneuses, synthétisant de la PS radiomarquée, isombées en présence de cellules
accepteuses, il n'y a pas de production de PE maatiguée dans les cellules accepteuses. Ce
gui montre gqu’'un contact étroit entre les MAM, denses de PS, et la mitochondrie,
accepteuse de PS, est nécessaire (Voelker, 1993).

Dans des cellules de mammiféres intactes ou peiliséas, le transfert de la PS du RE vers
les mitochondries requiert de I'ATP (Shiao et 4995; Voelker, 1985; Voelker, 1989b;
Voelker, 1990). Des expériences ou des mitochos@oat traitées a la trypsine montrent que
limport de PS a la mitochondrie nécessite la prégad’'une protéine a la membrane externe
de la mitochondrie (Shiao et al., 1998). Chez lesnmiferes, aucun gene impliqué dans le
transfert de la PS n’a été identifié. Il existe slgs cellules CHO un mutant du transfert de la
PS présentant une activité normale de synthés&ds & sa décarboxylation. Mais le cDNA
complémentant cette mutation n’a pas été ider(ffréoto et al., 1999).

Certains facteurs cytosoliqgues pourraient régukertransport de PS du RE vers les
mitochondries. L'ajout de S100B recombinante s c&lules CHO perméabilisées stimule
le transfert de PS entre RE et mitochondries. @et de la S100B dépend du calcium et de
'ATP. Il a ainsi été proposé que la S100B augmédedesites de contacts entre le RE et les
mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005).

Le transfert de la PS du RE a la mitochondrie njes$ la seule voie qui permette la
biosynthese de PE. Chez les eucaryotes supérlauPg, peut également étre synthétisée par
la voie CDP-éthanolamine (Henneberry et al., 2082nnedy, 1956; Vance, 1988).
L'importance relative de ces deux voies dépendyge tellulaire. Dans les hépatocytes de
rats (Sundler and Akesson, 1975; Tijburg et al89) 3t dans le coeur de hamster (Zelinski
and Choy, 1982), la voie CDP-éthanolamine est Hritmuteur majeur du pool de PE. Au
contraire, dans les cellules CHO, méme quand leemést supplémenté en ethanolamine, le
précurseur de la PE dans la voie CDP-éthanolarf@ragcarboxylation de la PS produit plus
de 80% de la PE (Kuge et al., 1986; Miller and K&886; Voelker, 1984).

MAM et tunnel a calcium semblent étre une uniqueéime structure, un micro-domaine du
RE étroitement associé aux mitochondries. Ain® &S localisée dans les MAM est régulée
par le calcium (Wu and Voelker, 2002).

Si tous les arguments présentés ci-dessus soulifjimeportance des contacts entre le RE et
les mitochondries, il n'existe malheureusement @ae jour d’étude utilisant des mutants
pour perturber cette interaction, et démontrant tueperturbation de cette interaction

s’accompagne de la perturbation du transport de PS.
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Contacts RE-mitochondries : un micro-domaine a fort e concentration
calcique

Dans les mitochondries, le potentiel de membramg&rgepar la chaine respiratoire, permet
'entrée du calcium a travers la membrane interiee wn transporteur éléctrogénique,
'uniporteur qui n’a jamais été identifié au niveauoléculaire. L’affinité de I'uniporteur pour
le calcium est faible, mesurée sur des mitochoagneifiées et isolées, elle est de I'ordre de
10 uM, alors que les concentrations calciques olitpges sont de I'ordre de 0.1-2 pM. Cette
affinité semble incompatible avec I'accumulation eicium par les mitochondries a des
concentrations calciques physiologiques. Pourtantnksure des concentrations calciques
mitochondriales a l'aide de sondes fluorescentezz(Ro et al., 1992) a permis de montrer
dans les cellules Hela que la génération d’IP3cgapagne d’une augmentation rapide de la
concentration calcique dans les mitochondries (Razet al., 1993) (figure 23 et figure 24).
Pour observer une augmentation des concentratedagjges mitochondriales similaires, des
cellules perméabilisées a la digitonine doiverg éitposées a des concentrations calciques de
'ordre de 5-10 uM, soit 10 a 20 fois supérieureselles mesurées dans le cytoplasme de
cellules stimulées. Si les mitochondries peuvepidement incorporer le calcium, c’est dans
des zones bien précises, des micro-domaines, anptéxde canaux de la membrane
plasmique ou du RE, ou le calcium atteint des camagons nettement plus élevées. Si
d’autres sources de calcium peuvent induire unenaagation des concentrations calciques
mitochondriales, le calcium en provenance du Rigré par I'IP3, reste le plus efficace
(Collins et al., 2001). Lorsque sont analyséesiagan subcellulaire les entrées de calcium a
la mitochondrie induites par lactivation des réeeps RyR ou IP3, il existe une
hétérogénéité entre les mitochondries, soulignaatsgule une fraction des mitochondries est
associée au RE, et que la répartition subcellutl@seemitochondries est essentielle, d’'un point
de vue fonctionnel, a I'entrée du calcium (Drummendl., 2000; Rizzuto et al., 1998).

Seule une petite fraction du RE est associée atochandries, et dans cette fraction du RE il
existe un regroupement en clusters de la machiderigansfert du calcium : le récepteur a
I'IP3 (Jaconi et al., 2000; Mignery et al., 198%t&h et al., 1990; Simpson et al., 1997;
Simpson et al., 1998; Takei et al., 1992), le rémapRyR (Sharma et al., 2000), la pompe
SERCA (Simpson et al., 1997), et la calréticulihexiste donc un véritable tunnel a calcium
entre le RE et les mitochondries (figure24). LeataiDAC, localisé dans la membrane
externe mitochondriale, est enrichi aux interfa@esc le RE et la membrane mitochondriale
interne (Shoshan-Barmatz et al., 2004), permetdssgge des nucléotides adénines, du

calcium, et de nombreux autres métabolites. Idest un composant du tunnel entre le RE et
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la matrice de la mitochondrie. La surexpressionVdAC augmente ainsi le transfert de
calcium entre le RE et les mitochondries (Rapitalg 2002).

Ainsi les pics de concentration calcique observémsd 'espace inter-membranaire
mitochondrial sont supérieurs a ceux observés tansste du cytosol. Pour le transfert de
calcium entre le RE et les mitochondries, certautgurs parlent de transfert quasi synaptique
(Csordas et al.,, 1999), dans ces micro-domainescaleium pouvant atteindre des
concentrations de l'ordre de 15 uM, ou plus, 100awMcontact des récepteurs IP3 (Neher,
1998). Et seules les concentrations calciques é¢ewddteintes dans ces micro-domaines
semblent pouvoir expliquer les entrées calciqupsles et massives dans les mitochondries.
Les augmentations calcigues mitochondriales suiteaalibération du calcium par le RE via
la stimulation des IP3R ont été montrées dans debreux types cellulaires, astrocytes,
fibroblastes L929, ostéosarcomel43B, hépatocyiesapes (Boitier et al., 1999; Hajnoczky
et al., 1995; Rizzuto et al., 1994). Mais la litigma du calcium du RE et son accumulation
consécutive aux mitochondries peuvent étre stinsulgar d’'autres voies, la voie des
récepteurs a la ryanodine dans les cellules musesilgBrini et al., 1997; Szalai et al., 2000).
Ainsi dans les cellules musculaires les variatiodes concentrations calciques
mitochondriales sont aussi rapides que les vanstioytosoliques et peuvent avoir des
fréquences élevées (Robert et al., 2001; Szalal.et2000). Une corrélation entre les
variations calciques mitochondriales et les cotimas musculaires peut ainsi étre
observée(Rudolf et al., 2004).

Un stress au RE, comme par exemple une infectior’lpgpatite C, induit 'augmentation
d’expression d’'une forme tronquée de SERCA, S1Ts@ecumule dans les MAMs (Chami
Mounia, 2006). L'accumulation de S1T s’accompag@& augmentation des contacts entre
le RE et les mitochondries et des flux calciqueseele RE et les mitochondries. Puis les
mitochondries gonflent, se dissocient du RE, etemmten apoptose . L'invalidation de S1T
diminue l'induction de I'apoptose. L'utilisation uh tel mutant confirme que la formation de
contact entre le RE et les mitochondries favoesaidansferts de calcium.

Homéostasie calcique et contacts RE-mitochondries
Lorsque l'accumulation de S1T s’accompagne d’'ungneantation des contacts et des
transferts de calcium entre le RE et les mitochiesdil est a noter que la perturbation la plus
précoce est la perturbation de la fonction de SER@Acomposant essentiel dans le maintien
de 'homéostasie calcique. D’autres expériencegesamt que ’lhoméostasie calcique joue un

réle crucial dans la régulation des interactiorisecle RE et les mitochondries. Dans les
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Figure 23 : Représentation schématique des contaastre RE et mitochondries

Une fraction du RE, nommé MAM (Mitochondria Assded Membrane) est étroitement associée aux
mitochondries dans une zone enrichie en contadte emmbranes mitochondriales externes et intelres.
MAM se définissent par des marqueurs comme la RS3RB8R. A la mitochondrie, le canal VDAC, pore ke
membrane externe, et ANTL, transporteur des nudEos la membrane interne, établissent les canéatte
ces membranes.

Ce micro-domaine entre RE et mitochondries estntisé@our les échanges de calcium, de phosphagdyle,

et de nucléotides entre ces deux organelles. #texies interactions entre ces différents transpdes flux
calciques du RE a la mitochondrie stimulent (+jrénsfert de PS et la synthése d’ATP a la mitochienta

synthése locale d’ATP par la mitochondrie stimu)dfactivité de la pompe a calcium du RE : SERCA.

cellules musculaires, I'application d'acétylcholin€accompagne d’'une augmentation
calcique cytosolique, et favorise les contacts een& réticulum sarcoplasmique et les
mitochondries (Dai et al., 2005). Méme si lors @gétec étude il n'a pas été montré que cet
effet de I'acétylcholine était directement dépendhncalcium, il a été montré par ailleurs sur
une lignée cellulaire MDCK que les interactionsrente RE et les mitochondries sont
régulées par les concentrations calciques cytasesigA des concentrations inférieures a 100
nM la dissociation est favorisée, tandis qu'a descentrations supérieures a 1 uM cette
interaction est favorisée (Wang et al., 2000b). demseur a calcium qui contrdle ces
interactions reste a identifier. Il a été proposé ta S100B régule les sites de contact entre le
RE et les mitochondries par une interaction dépetedadu calcium avec une cible (Vance
and Steenbergen, 2005).
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Microtubules et zones de contacts
Ces zones de contact entre le RE et les mitochemdiont régulées et leur superficie
augmente par exemple au cours de I'apoptose indaitéa céramide C2, favorisant ainsi les
transferts de calcium entre la mitochondrie etlie Bans ce cas, il existe un lien direct entre
la régulation des mouvements des mitochondrieorg ldu réseau de microtubules et la
régulation de la superficie de contact entre leeREs mitochondries. L'activation de CDKS5,
induit une phosphorylation de la protéine Tau etlibération des microtubules. Les
mitochondries s’accumulent alors autour du centresdans une zone périnucléaire ou elles
forment des contacts avec le RE (Darios et aO520
L'invalidation du moteur moléculaire qui permet |mouvement antérograde des
mitochondries le long des microtubules (Tanaka let 2998; Wu et al., 1998), ou
linvalidation des protéines adaptatrices Miltonlgtér et al., 2006) ou Miro (Guo et al.,
2005) qui établissent les contacts entre ce mogtules mitochondries, induisent une
accumulation périnucléaire des mitochondries, dargszone par ailleurs enrichie en RE. Le
réseau de microtubules pourrait donc jouer un céleial dans la régulation des interactions

entre le RE et les mitochondries.

La perturbation de l'interaction des mitochondr@gc le cytosquelette modifie la proportion
des mitochondries qui interagissent avec le REsMaite conséquence peut étre indirecte, le
pool de mitochondries disponibles est peut-étrepment modifie. Le mécanisme
moléculaire qui permet linteraction entre les mitondries et le RE reste inconnu.
L’interaction s’effectue-t-elle via des protéinedaptatrices qui établissent un pontage entre
les mitochondries et le RE, comme certaines imagesicroscopie électronique peuvent le
suggérer, ou cette interaction est-elle générdagmn indirecte par une interaction localisée

et contr6lée des mitochondries et du RE avec oeposants du cytosquelette ?

Interactions mitochondries-RE et régulation de la s ignalisation calcique
cytosolique

Les mitochondries tamponnent les entrées massivepides de calcium, puis libérent celui-
ci de facon progressive et prolongée (Babcock.etl@b7). Aux zones d’apposition entre les
mitochondries et le RE, I'entrée du calcium darssnietochondries limite les augmentations
locales en calcium, et ralentit la propagation @&gues calciques comme cela a été montré
dans les astrocytes, les cellules a acinus du @ascles cardiomyocytes (Boitier et al., 1999;
Jaconi et al., 2000; Tinel et al., 1999). De norubes études suggerent que I'entrée du

calcium aux mitochondries a un effet important Rursignalisation calcique cytosolique,
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« spikes » et oscillations (Babcock et al., 199@itiBr et al., 1999; Hajnoczky et al., 1999;
Ichas et al., 1997; Jaconi et al., 2000; Jouaetilal., 1995; Landolfi et al., 1998; Simpson et
al., 1997; Tinel et al., 1999). Si I'entrée massdee calcium dans les mitochondries peut
tamponner directement et localement les conceotratcalciques cytosoliques proches des
mitochondries, s’ajoute a cet effet direct un rébrdrdle des concentrations calciques sur la
probabilité d’ouverture des canaux IP3 du réticulBoitier et al., 1999; Hajnoczky et al.,
1999; Jouaville et al., 1995; Landolfi et al., 1298

Au contraire, dans les cellules Hela, les oligodeoytes, et les CPO, il a été montré que les
mitochondries favorisent la propagation intraceliid des vagues calciques (Collins et al.,
2000; Simpson et al., 1998; Simpson and RusseligllPDans les CPO les sites d'initiation
des vagues calciques sont toujours associés aveaittechondries et régulent la transduction
du signal IP3 (Haak et al., 2002). Dans les astes;ytes mitochondries, et un microdomaine
du RE, défini par des protéines comme la calréhieutt le récepteur a I'lP3, colocalisent aux
sites d'initiation et d’amplification des vaguesaigques.

Enfin, dans les celluleB-pancréatiques il a été montré que les mitochosdrigichies aux
zones perinucléaires contrélent 'homéostasie gafciet donc la transcription des genes
nucléaires.

Les interactions entre le RE et les mitochondregfnt donc un rdle clef dans la régulation

spatio-temporelle des signaux calciques cytosaiique

Influence des interactions mitochondries-RE, sur I homeéostasie calcique
et le métabolisme mitochondrial

L'augmentation des concentrations calciques mitodhales s’accompagne d'une
augmentation du métabolisme mitochondrial. Des sy du cycle de KREBS, NAD+-
isocitrate déhydrogenasei-kétoglutarate déhydrogénase, oxoglutarate déhydase et
pyruvate déehydrogénase, sont régulées par les miwatens calciques de la matrice (Denton
et al., 1980; Hansford and Castro, 1982). Des @éxp&gs récentes montrent un couplage
direct entre l'activation de I'lP3R ou du RyR, Igmentation du transfert de calcium du RE a
la mitochondrie, et 'augmentation du métabolismiaiondrial avec une augmentation des
concentrations de NADH et d’ATP (Brandes and B&8897; Hajnoczky et al., 1995; Ichas et
al., 1997; McCormack et al., 1990; Pralong etl94; Rizzuto et al., 1994; Robb-Gaspers et
al., 1998; Rohacs et al., 1997; Rutter et al., 1996s productions de NADH dépendent de la
fréquence des oscillations calciques : a bassaudréme correspondent des oscillations de

NADH, a haute fréquence I'augmentation de NADHreaintenue et stabilisée.
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Aux sites de contact entre le RE et les mitoch@sdria production locale d’ATP et
I'élimination de 'ADP par la mitochondrie, sembtamécessaires au stockage du calcium par
le RE (Kaasik et al., 2001; Landolfi et al., 19%3ks et al., 2001). L'utilisation de formes
mutantes ou délétées de la desmine ou de la peotd ont permis de montrer que les
interactions entre les mitochondries et le RS sgsentielles pour le transfert de nucléotides
et le bon fonctionnement de la pompe a calcium SER@ilding et al., 2006) (figure 23).
L’association entre le RE et les mitochondries &favalors cruciale pour une contraction

musculaire normale.

RE-mitochondries et apoptose

Le positionnement des mitochondries est essenaiek d'initiation et la progression de

'apoptose : I'induction de I'apoptose dans lesatitondries n’est pas synchrone (Berridge,
2002; Collins et al., 2002; Lemasters et al., 1998)poptose induite par les céramides, la
staurosporine, lI'acide arachidonique, ou le stoegslatif, dépend de la libération du calcium
par le RE qui est directement transféré aux mitodhies (Darios et al., 2003; Darios et al.,
2005; Muriel et al., 2000; Scorrano, 2003; Szalaiak, 1999). A cela succede une
altération de la morphologie des mitochondriesutehdu potentiel membranaire, ouverture
du complexe protéique PTP (Permeability Transit®are), rétraction de I'organelle,

fragmentation du réseau mitochondrial, rupture @emembrane externe et libération de
facteurs apoptogéniques comme le cytochrome C éu(Bérnardi et al., 1998; Petit et al.,

1998; Petronilli et al., 1994; Skulachev, 1996).

Libération du calcium par le RE

Les concentrations calcigues au RE peuvent étrelitesd par différentes approches :
diminution des concentrations extracellulaires altiom, inhibition de 'ATPase a calcium
du RE, surexpression de '’ATPase a calcium de lmionene plasmique, double invalidation
de Bax et Bak, surexpression de Bcl2. Quelle gitd'approche utilisée, si les concentrations
calcigues du RE sont réduites, la surcharge cacigitochondriale et les modifications
associées disparaissent (Pinton et al., 2000; fiPettal., 2001; Scorrano, 2003), et 'apoptose
est retardée ou abolie. Au contraire si ’ATPase rdticulum sarcoendoplasmique est
surexprimée, l'augmentation des concentrationsiquds au RE s’accompagne d’une
augmentation des entrées calciques a la mitochendiine apoptose accrue, qu’elle soit
spontanée, ou induite par I'acide arachidoniqu€&decéramide, le stress oxidatif (Ma et al.,
1999; Scorrano, 2003). La calréticuline est undggme du RE qui tamponne le calcium, et

diminue la réserve de calcium libérable par le &Esurexpression s’accompagne d’'une mort
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cellulaire réduite (Pinton et al., 2001) et sonvaiidation d’'une mort cellulaire accrue
(Nakamura et al., 2000). Plus que les concentrstioalciques au RE, c'est donc
véritablement la libération du calcium par le RE egt critique.

Transfert du calcium a la mitochondrie

Les flux calciques sont facilités par la connexpirysique entre les mitochondries et le RE
(Filippin et al., 2003) (figure 19 et figure 23).aboptose, qu’elle soit induite par les
céramides (Muriel et al., 2000), la surexpressietadprotéine MIRO (Fransson et al., 2003),
de S1T (GG) ou lactivation de CDK5 (Darios et aPp05), s’accompagne d’une
augmentation des contacts avec le RE qui favoesdllix calciques, et précede le processus
de fragmentation mitochondrial. Au contraire litidation de PACS2 aboutit a une
dissociation du RE et des mitochondries et uneugdmtion de I'apoptose mediée par tBid
(Simmen et al., 2005).

L’accumulation du calcium aux mitochondries quiulés de la libération calcique par le RE,
et les modifications mitochondriales qui I'accompeagt, ne sont pas de simples effets
secondaires de l'apoptose, mais sont de véritabt#surs des voies de signalisations
apoptotiques. L'induction de la translocation dgDet sa conséquence sur la fragmentation
des mitochondries sont calcium dépendantes (Breickgn et al., 2003). Le RU-360, un
inhibiteur des entrées calciques a la mitochondéeuit la libération de cytochrome C et la
fragmentation de '’ADN. Au niveau fonctionnel, lesnes de contacts entre les membranes
internes et externes de la mitochondrie sont destates importantes pour I'apoptose :
VDAC semble limitant dans les flux calciques. Laesgression de VDAC ou de tBid
augmente I'entrée de calcium aux mitochondriegjuies’accompagne d’'une sensiblité accrue
a l'apoptose induite par les céramides (Csordaal.et2002; Rapizzi et al., 2002). Les
complexes VDAC-ANT contiennent également du cytoohe C qui peut étre libéré en
présence de BAX. Les zones de contacts entre meegmaternes et externes

, constituées de ces complexes protéiques, végdbhnels a transporter les nucléotides et le
calcium, jouent ainsi un role essentiel dans lauledgpn bioénergétique de la cellule,

’lhoméostasie calcique, et 'apoptose.
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Ancrages des mitochondries a des sites spécifiques . d’autres
exemples que le RE
Mitochondries et vésicules de sécrétion

Dans les cellules chromaffines, ou les cellulesat®si pancréatiques, les augmentations de
concentrations calciques ne sont pas identiques tartes les mitochondries, mais cette
augmentation dépend de leur localisation (Monté®ad.e2000; Park et al., 2001; Straub et al.,
2000; Tinel et al., 1999). Le couplage entre lasx fcalcigues mitochondriaux et le
meétabolisme ont des conséquences fonctionnelle®riamies pour la sécrétion. Cela a
notamment été montré pour la sécrétion d’insulisesdes celluleB-pancréatiques (Kennedy
and Wollheim, 1998; Maechler et al., 1998; Ruttadt Rizzuto, 2000). La sécrétion d’insuline
dépend du glutamate (Maechler et al., 1999) et AlEPI (Pagliarini et al., 2005), dont la
synthése dépend elle-méme des concentrations wafcigitochondriales. Ainsi les formes de
diabete d’hérédité maternelle résultent de mutatidans '’ADN génomique mitochondrial
maternel. Par ailleurs, c’est dans les mitochosddes cellules chromaffines, localisées a
proximité des vésicules de sécrétion, que les aatatiens calciques mitochondriales les plus
fortes ont été décrites, jusqu’a 500 uM. L'inhibitide la séquestration du calcium par les
mitochondries induit une augmentation nette de der&tion de catécholamines par ces
cellules (Montero et al., 2000).
Le positionnement des mitochondries controle ldugibn des ions calciques a travers la
cellule. Dans les cellules pancréatiques des atrimis populations distinctes peuvent étre
mises en évidence : les mitochondries périnuclgailess mitochondries au contact de la
membrane plasmique dans la zone basolatérale, iteshondries qui séparent les granules
apicaux du cytosol basolatéral. Chacune de ceslgtogns est activeée indépendamment par
une signalisation calcique spécifique (Park et28lQ1). Une population de mitochondries est
localisée de facon stratégique a proximité dedéoregranulaire pour éviter la propagation de
la vague calcigue du pole de sécrétion vers lasmédpasolatérales (Straub et al., 2000; Tinel
et al., 1999). Dans ces cellules, si les mitochiesdie la ceinture périnucléaire n’empéchent
plus la diffusion des vagues calciques vers la zbasale et le noyau, alors le profil
d’expression des genes s’en trouve perturbé.
Dans les cellules des acini de la glande thyrordeml’autres cellules spécialisées dans la
sécrétion, la répartition des mitochondries est gleteament différente. Contrairement aux
cellules pancréatiques, il n'y a pas de ceintut®chiondriale périgranulaire. En conséquence,
dans ces cellules la vague calcique n’est paseretdraux zones apicales, et se propage
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jusqu'a la membrane basolatérale, ou elle régubeivErture des canaux potassiques

dépendants du calcium (Bruce et al., 2004).

dF/F
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Figure 24 : La réponse des mitochondries aux sigriahtions calciques est aussi hétérogéne que leur
localisation.

Sur I'échelle représentée a gauche des imagekUadprésente les faibles concentrations calcigaesis que

le rouge intense représente les concentrationsé@&devCette échelle est utilisée pour visualiser les
concentrations calciques mitochondriales dans eigles Hela. L'image localisée en haut & gauck&égrise

0,5 s apres l'application d’histamine, les imageivantes sont prises toutes les secondes. Il gutriant de

noter que les entrées de calcium varient d'une latipn mitochondriale a l'autre. ( d’apré&&izzuto and

Pozzan, 2006).

Mitochondries et membranes plasmiques
L’association étroite entre les mitochondries etmlambrane plasmique semble importante
pour le contrble des entrées de calcium et la adigml spatiotemporelle de son augmentation
dans le cytosol (Hoth et al., 1997; Lawrie et 8896; Montero et al., 2000; Peng and Wang,
2000). Dans les cellules musculaires, comme ceféamontré par la surexpression des
protéines Hfisl et Drpl, les mitochondries au ccintke la membrane plasmique régulent
'activité ATPase a calcium de cette membrane (enme et al., 2005). Une réponse
mitochondriale rapide aux augmentations calciquassdles micro-domaines sous la

membrane plasmique n'a pas seulement été obseivé® lds cellules excitables, mais
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également a proximité des canaux CRAC, ou I'éliriamadu calcium par les mitochondries
aurait un réle de rétrocontrdle sur I'ouverture dasaux (Gilabert and Parekh, 2000; Hoth et
al., 1997).

Mitochondries et synapses
Dans les cellules neurales aprés stimulation, léschondries localisées dans les zones
présynaptiques tamponnent dans un premier tempitgaentations brusques et intenses de
calcium. Puis libérent ultérieurement de facon liégel et continue le calcium par I'échangeur
Na/Ca (Hoth et al., 1997; Yang et al., 2003). Urémq@mene crucial, dont linhibition
empéche la potentialisation synaptique induite partétanus (Yang et al., 2003). La
localisation des mitochondries aux zones présygaps ne contrble pas seulement
’lhoméostasie calcique a court terme apres stinagGuo et al., 2005), a long terme et en
conséqguence la potentialisation synaptique (TawigZarcker, 1997; Yang et al., 2003), mais
contréle également : la morphologie (Guo et al03)0le nombre, et la plasticité des synapses
(Li et al., 2004).
Dans les cellules neurales, comme cela a été ma@muté plusieurs mutants, DRP1
(Verstreken et al.,, 2005), dMIRO (Guo et al., 2008) suppression des mitochondries
localisées dans les zones pré-synaptiques s’acgpapautre d’une augmentation transitoire
du calcium plus intense apres stimulation, d'umaidiition de la quantité de vésicules de
neurotransmetteurs libérées. L'ajout d’ATP restaagalernier phénotype, ce qui montre que
la production locale d’ATP par les mitochondrie$ esiciale pour le bon fonctionnement
synaptique.
La localisation des mitochondries a la synapsedesic essentielle pour le contréle de

’lhoméostasie calcique et de la synthese d’ATP.

Adressage des protéines a la mitochondrie

Introduction
Les mitochondries sont des reliques des bacténigsvigaient en endosymbiose dans le
cytoplasme des eucaryotes ancestraux. Au cours’édeldtion, la plupart des geénes
originellement codés par le génome de la bactédegymbiote ont été transférés vers '’ADN
nucléaire (Andersson et al., 1998). Différentesragipes suggérent que la mitochondrie de
mammifére contient environ 1200 protéines (Anderseb al., 1998; Kumar et al., 2002;
Lopez et al., 2000; Rabilloud et al., 1998). Le aqyée mitochondrial code pour 13

polypeptides seulement. Ainsi la majorité des pnet® mitochondriales, 99%, sont encodées
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par ’TADN génomique nucléaire. Différents systerdegiressage et de transport des protéines
dans les différents compartiments de la mitochend® sont développés au cours de

I'évolution. 50% des protéines mitochondriales symtthétisées sans séquences N-terminales
clivables. C’est le cas de la totalité des proteide la membrane externe, de la majorité des

protéines de I'espace inter-membranaire, et d'wr8epdes protéines de la membrane interne.

Protéines de la matrice et de la membrane interne:

Classification
Les protéines de la membrane interne possedenbp@egies variées : elles possédent un ou
plusieurs segments transmembranaires. Indépendantimédeurs structures topologiques, les
protéines de la membrane interne peuvent étreifidessen trois catégories, suivant leur
origine évolutive. La premiére classe correspontts protéines synthétisées a l'intérieur de
la mitochondrie. Elles ont un fort taux d’'identa@ec les protéines procaryotes et leurs génes
proviennent du génome ancestral des bactéries ymtdastes. La deuxieme classe contient
des protéines qui n'‘ont pas d’équivalent procaryetesont encodées dans le génome
nucléaire. Ces protéines ne possedent pas de simdiessage N-terminal, mais sont
adressées a l'aide de boites internes. La trois@asse comprend des protéines qui ont des
homologues procaryotes, mais sont codées par thes gricléaires, ces protéines possedent
un signal d’adressage en N-terminal, typiquementssia forme d’'une préséquence N-

terminale clivable.

Premiere catégorie
Les protéines encodées par le génome mitochonslidégrent dans la membrane interne

depuis la matrice dans un processus similaired dek protéines de la membrane plasmique
bactérienne (Herrmann et al., 1995; Stuart et 4896). Cette insertion n'est pas
nécessairement couplée a leur synthése (Herrmarah,e1995; Rojo et al., 1995). Ces
protéines présentent une répartition des chargescieles aminés typique: les résidus sont
chargés positivement c6té matrice, tandis que dggnents de I'espace inter-membranaire
portent principalement des charges négatives (Gawkivon Heijne, 1992). Cette répartition

est similaire a celle observée pour les protéigegptasmiques bactériennes.

Deuxieme catégorie
Cette classe comprend notamment les différentepasamtes du systeme d’'import, quelques

sous-unités non catalytigues de la chaine respiatet de nombreuses translocases a
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substrats et nucléotides. Pour ces protéines, ditnpeut étre décrit par cinq étapes comme
pour le transporteur de métabolites (Rehling et28104). Aprés synthése sur des ribosomes
cytosoliques libres, les précurseurs hydrophobed gootégés de l'agrégation par des
chaperonnes cytosoliques (étape I). Ces précursentsreconnus par les récepteurs TOM a
la surface de la mitochondrie (étape IlI). Aprésighacation ces précurseurs sont pris en
charge par des protéines chaperonnes de I'espereriembranaire: le complexe des petites
protéines Tim9-Tim10 empéche 'agrégation des jmmet&hydrophobes (étape 1ll) (Curran et
al., 2002; Koehler, 2004; Lu et al., 2004; Meseekal., 2005), le complexe Mia 40-Erv1l
contrble I'état redox des cystéines (Mesecke et28l05; Naoe et al., 2004; Rissler et al.,
2005). La structure de ce complexe est aujourdineiment décrite (Webb et al., 2006). Le
complexe Tim 22 permet l'insertion du précurseunsgdda membrane interne, dans un
processus dépendant du potentiel de membrane mltéetape V), c’est pourquoi la
répartition des charges pour ces protéines esifispec(Gavel and von Heijne, 1992). Les

protéines sont directement incorporées dans la merahbinterne sans passer par la matrice.

Troisieme catégorie
Les protéines de la troisieme classe possedemprdséquences N terminales clivables, dont

la longueur et la composition en acides aminés ganébles. Cependant toutes comportent
une charge nette positive, et forment une hélicphapatique (Maarse et al., 1994; Roise et
al., 1988; Ryan et al., 1994). Ces protéines tsmrdrles membranes comme des polypeptides
linéaires : la membrane externe a 'aide de lastmrase de la membrane externe (TOM), et la
membrane interne a l'aide de la translocase Tim#gB niveau de Tim23, deux trajets
distincts sont possibles. Dans le premier casialastocation au travers du complexe Tim23
est stoppée par un segment transmembranaire hybephet la protéine est libérée
latéralement dans la membrane interne. Dans lendeckes protéines sont d’abord
transloguées dans la matrice avec la protéine PRKksgquence translocase Associated
Motor), processus dépendant du potentiel de merabetrde I'hydrolyse de I'ATP, puis
seulement sont insérées dans la membrane intdiaidede protéines comme Oxal, dans un

processus similaire a celui observé pour les preggbactériennes de la membrane plasmique.

Membrane externe
Aucune protéine décrite a ce jour ne possede deeaég N-terminale clivable. Le complexe
Tim9-Tim10 qui joue le rbéle de chaperonne danspbeg inter-membranaire n'est pas
uniguement utilisé pour des protéines de la mengbiiaterne, mais sert également au

transfert des protéines avec des motifs feuilldtessées a la membrane externe, qui passent
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successivement du complexe TOM, membrane extemneomplexe Tim9-Tim10 espace

inter-membranaire, au complexe SAM, pour l'insertimale dans la membrane externe.

Protéines de I'espace inter-membranaire
Toutes les protéines de I'espace inter-membrassame codées par le génome nucléaire, mais
il existe différents mécanismes d'import. Certaipestéines de I'espace inter-membranaire
comportent des séquences d’'adressage a la matindessde séquences hydrophobes (Hartl
et al.,, 1987). Ces protéines comportant des présegs bipartites sont adressées a la
membrane interne avant d’étre clivées par protéolys qui libere la protéine mature soluble
dans I'espace inter-membranaire (Glick et al., 1992 mode d’'import avec une séguence
bipartite est principalement utilisé pour les proéé de poids moléculaire élevé, et I'import
transitoire a la membrane interne est médié pacolmplexe Tim23. Un second mode
d’adressage est décrit : suite a la translocatiotravers de la membrane externe via TOM,

les protéines solubles sont libérées directemamt tespace inter-membranaire.

Traduction localisée

Des expériences conduites par Butow de 1972 a D@f5montré qu'une catégorie de
ribosomes cytosoliques est accrochée a la surfasemdtochondries. Il a récemment été
montré par des approches de puces qu’environ 5G/ABRNM codant pour des protéines
mitochondriales sont associés a des polysomes #xg&smitochondries. Ces ARNm sont
généralement des ARNm de classe Il, d’'origines gmaites, tandis que les ARNm de classe
|, d’origines eucaryotes, sont traduits sur deggmhes libres. Cette approche a été validée
vivo par des marquages GFP (Marc et al., 2002), deSriexges qui montrent I'importance
des séquences 3'UTR dans l'adressage des ARNmndtdehondrie (Marc et al., 2002;
Margeot et al., 2005). Le retrait du domaine UTRpéahe la traduction localisée de
’ARNmM, mais pas I'import de la protéine a la mib@ndrie. Si cette traduction localisée n’est
pas indispensable, ce systeme a sans doute étéi@@ié lors de I'évolution pour favoriser
un adressage des protéines a la mitochondrie filoace et rapide.

La traduction localisée est par ailleurs un moyifinace pour introduire de la variété dans le
protéome mitochondrial en fonction de la localsatisubcellulaire des mitochondries.
Certains ARNm, en fonction de séquences d’'adressage leurs domaines UTR, pourraient
étre adressés aux mitochondries périphériquesistgneé d’'autres seraient préférentiellement

adressés aux mitochondries péri-nucléaires.
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La famille AAA



-84 -

Définition
Characteristic used
for classification:
P-loop NTPazes P-laop; care B-strand
- order 54132 or 51432
____.-"
jf-#____ \
MNucleotide RecA fold G protein fold Core strand order 51432;
kinase fold sensor-1 residue intercalated
batween P-loop and
Walker B aspartale
ABC transporters/ Unfoldases ¥iaE family Ring formation; arginine
SMC family — —_— finger al M terminus of i5
-_'_'_'___,_:--' /” -\\\'\._ '-\-\___\_\_\__-
fpkeenTh e ——
Superfamily SF1/5F2 5F3 helicases AAA+ RecA/DnaB F- and V-type Presence of C-terminal
helicazes ATPases/Rhe  helical domain with
Last common ancestor ////////)/ \\\ sensor-2 residue
Family RuvB/Pallll Archaeal Lon AAA  ClpHsp100-  Clp/Hsp  Many  SRH between 4 and p5
clamp loader  Lon _d_ﬂ__-;_/ i D1 100-D2  others
___'_'____,-o—""--'--- ,f \ -\--\--‘""--.__\__\___
Subfamily Metalloproteases Proteasomal  “Meiotic’ Two domain - Two domain - Domain architecture;
ATPases (D1} (D2} variar! SAH

Curmand Opinien in Struciural Biology

Figure 25 : Classification phylogénétique du domaie AAA parmi les autres NTPases a « P-loop tes critéres

de classification utilisés & chaque nceud sont septés sur la droite (D’aprés Lupas and Martin2200

La famille AAA (ATPases Associées a des Activitesiées) a été décrite pour la premiére
fois par Erdmann et al. en 1991. Comme leur nondikjue, ces protéines sont impliquées
dans de nombreuses fonctions: dégradation de<ipest maturation des complexes
membranaires, régulation de I'expression des gdosmns membranaires, assemblage des
microtubules.

La famille AAA appartient a la super famille dedd®p NTPases (figure 25). En addition des
motifs Walker A et Walker B classiques, les memlulesla famille AAA contiennent un
domaine tres conserveé, nommé SRH (Second Regidtioofology) (figure 26), impliqué
dans I'oligomérisation des protéines (Ammelburglet 2006; Erzberger and Berger, 2006;
Frickey and Lupas, 2004; Hanson and Whiteheart52D0pas and Martin, 2002).
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Structure

L’architecture des protéines AAA consiste en un dom N terminal, site de fixation des

substrats, auquel succéde un ou deux domaines A3 Rasmmés D1 et D2) (figure 26). Il

ATP
Protéine AAA

(oM
AFIG;iingr > Sensor-l
Walker B P
‘\ Walker A

A

[ J -
3 T

Figure 26 : Structure des protéines AAA

(A) Représentation schématique en ruban du sitdéixdtion de 'ATP dans la famille AAA. L'ATP se fix a

I'interface entre deux monomeres (d'aprés Lupas)siAtoutes les protéines AAA décrites a ce jountgmésentes
sous la forme d’'un hexamere (B).

(C) Représentation détaillée du site de fixation'd&P dans la famille AAA. L'ATP, ainsi que les rtits clefs

impliqués dans la fixation de 'ATP sont représentéensor |, sensor I, doigt arginine (R-fing®alker A (WA) et
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B (WB) (d’apres Erzberger et Berger, 2006).
(D) Conservation des motifs impliqués dans la fomtet I'hydrolyse de I'ATP. La conservation desidéis est

proportionnelle a la taille des lettres.

semblerait que I'énergie libérée par I'hydrolyse’d@ P soit convertie en énergie mécanique
pour le désassemblage et le « defolding » de ataplprotéiques substrats.

De nombreuses structures cristallographiques @nblétenues (figure 26), comme pour p97
(DeLaBarre and Brunger, 2003; Huyton et al., 200%ng et al., 2000) ou NSF (Lenzen et
al., 1998; Yu et al., 1998).

Toutes les AAA pour lesquelles I'oligomérisatioréi® investiguée forment des hexameres
(Frickey and Lupas, 2004; Frohlich, 2001; Lupas Maitin, 2002), bien que dans certains
cas, comme pour la katanine, les diméres ne s’ddsetren hexameéres que lorsque fixés sur
les microtubules (Hartman and Vale, 1999). Lescstines montrent que dans ces oligoméres
arrangés en anneaux, le site de fixation de 'AEPeel'interface de deux sous-unités : le
domaine SRH d’'une sous-unité projette un résiduindmg (Arg finger) dans la poche a
nucléotide de la sous-unité suivante. L'importadeece domaine SRH dans la fixation et
I’hydrolyse de 'ATP explique la forte conservatida ce domaine dans la famille AAA.

Phylogénie

La famille AAA peut étre décomposée en 5 branchiegipales : sous-unités du protéasome,
métalloprotéases, Dlet D2, BCS1, et le groupe ofifgie », qui comprend notamment la
katanine, la spastine et MSP1. Tous les représsntiangroupe BCS1 décrits a ce jour sont
uniqguement présents dans des organismes eucarylatedis que ceux du groupe

métaloprotéases ne sont représentés que dansgdeelbes ou des bactéries (figure 27). Les

représentants des groupes: sous-unité du protéasbiet D2, « méiotique », ont des
représentants a la fois chez les eucaryotes ptdearyotes.

Il est important de noter que les hexameéres detimet AAA fonctionnent rarement seuls,

mais appartiennent généralement a des macro-coaglprotéiques, essentiels dans la
spécification de leurs fonctions, notamment daimtelfaction des protéines AAA avec leurs
substrats (Dougan et al., 2002; Dreveny et al.420@ogk and Bukau, 2004; Sauer et al.,
2004).

Les relations entre les différents membres de Hille AAA peuvent étre également

construites en fonction de l'identité de leur domeaN-terminal. Ces analyses de séquences
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peuvent s'avérer plus informatives pour prédiréolaction d’'une protéine inconnue, en effet
ce domaine N-terminal est spécifiguement impliquénsd la fixation des substrats,
contrairement au cceur du domaine AAA qui est lutggg par toutes les protéines AAA
impliquées dans des fonctions trés variées.
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Figure 27 : Relations phylogéniques dans la famillaAA

(A) Phylogénie du domaine AAA. La longueur et I'dgle chaque clade refletent la longueur de branche
maximale (divergence maximale) et le nombre de esécps qui appartiennent a ce clade. La racinetdarbre

est représentée par le cercle noir, les cladesumingont la branche est longue et dont la monophsit
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incertaine sont colorés en gris. La lettre T indidgs clades qui contiennent un domaine transmearalveadans
leur séquence N-ter, la lettre G les clades contema domaine SRH porteur d’une délétion, et Idfich les
clades qui contiennent deux domaines SRH. Il asitar que le clade MSBP (noté ici Belphegor) apgatra
un clade isolé (D’aprés Frickey and Lupas, 2004).

(B) Comparaison des domaines N-ter de la familleAARes domaines N-ter de la famille AAA correspontde
aux sites de fixation des substrats. L'analyseeddamaine montre que les protéines les plus pradbhedSBP
sont les familles de la katanine et la spastireyxdfamilles de protéines capables d'interagir alex

microtubules (Frickey et Lupas, 2004).
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Tumeurs gliales
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Classification des tumeurs gliales

L’'analyse des tumeurs commence par leur classtitatui est essentielle pour le choix du
traitement. De maniére classigue, en anapatholtEgeumeurs sont classées en fonction de
leur ressemblance relative aux types cellulairesnaaox du systeme nerveux central. Les
gliomes sont classés en différents groupes: agtnmes (60-70% des gliomes),
oligodendrogliomes (5-30% des gliomes) et épendyasorfplus de 10 % des gliomes)
(Kleihues and Ohgaki, 2000; Kleihues et al., 199%s oligodendrogliomes sont parmi les
tumeurs solides les plus chimiosensibles (Perg}.e1999), contrairement aux glioblastomes
(Astrocytomes de grade 4 d’'apres la World Healtlga@isation), qui, malgré une ablation
chirurgicale et une radiothérapie focale, continugrconserver un mauvais prognostic de
survie avec une médiane de survie de 12 mois (Gaepe 2005). Ainsi les
oligodendrogliomes répondent mieux a la chimioth&raque les astrocytomes d’un grade
similaire (Cairncross and Macdonald, 1988; Cairssret al., 1998). Dans ce dernier cas les
chimiothérapies avec la nitrosourée sont sangse$figbstantiels sur la survie excepté dans
certains sous-groupes. Les glioblastomes multifsrsant les tumeurs du systéme nerveux
les plus malignes (Ashby and Shapiro, 2004; Gi#lmert 2006; Mischel et al., 2004; Rao and
James, 2004; Stern and Raizer, 2006).

Cependant ce type de classification s’avére fé&llipour pronostiquer I'évolution de la
tumeur. Si le type de tumeur dépend en partie ¢he tgellulaire dont elle dérive, la
morphologie des cellules tumorales peut étre tiiéreinte de la morphologie des cellules
originelles, et la combinaison de mutations généisga l'origine de la transformation
cellulaire est également importante dans l'iderttit@orale. Pour améliorer le traitement des
patients, il est donc nécessaire d’introduire d#gres de classification plus détaillés que

ceux classiquement utilisés en anapathologie.

Ainsi, l'utilisation de puces permet également tissifier les tumeurs en fonction du profil
d’expression des genes, et cette approche estudeepl plus utilisée (French et al., 2005;
Fuller et al., 1999; Mischel et al., 2004; Mukasalke, 2002; Nutt et al., 2003; Shai et al.,
2003; Watson et al., 2001a). En revanche, malgnééiét qui a été porté un temps aux
facteurs de transcription Oligl et Olig2, ces marge se révelent des marqueurs peu
probants de classification des oligodendrogliomesngarés aux astrocytomes et aux
glioblastomes (Bouvier et al., 2003; Lu et al., 200.a méthylation des flots CpG pourrait

egalement s’avérer un critere de classificatiomyatbeur, elle peut étre spécifique de certains



-91 -

genes comme pl16/INK4 (Costello et al., 1996; Metal., 1995), et semble d’autant plus
intéressante que ces modifications apparaissefatzda tres précoce au cours du processus de
transformation, alors que les changements génomigart encore peu fréquents (Costello,
2003; Fruhwald et al., 2001). Mais ces résultasserg préliminaires, et ne sont pas encore

fructueux pour la classification des tumeurs.

Perte d’hétérozygotie au locus 1p et développement des
oligodendrogliomes

Les pertes d’hétérozygotie concernant les loci 1p 18q, caractéristiques des
oligodendrogliomes comparés aux astrocytomes, avain critere de classification assez
précis, et apparaissent actuellement comme lesgfifieaices. Elles permettent de prédire la
réponse de la tumeur au traitement : elles somhiokensibles (Ino et al., 2001; Ino et al.,
2000; Jeuken et al., 2001; McDonald et al., 200%gdki and Kleihues, 2005; Reifenberger et
al., 1994; Smith et al., 2000; Stupp et al., 2008atson et al., 2001b). Outre les
oligodendrogliomes (Cairncross et al., 1998; In@alet2001; Schmidt et al., 2002), certains
glioblastomes, caractérisés par la perte du 1pesat également chimiosensibles (Ohgaki
and Kleihues, 2005; Schmidt et al., 2002). Ces tumeestent chimiosensibles, ce qui
suggere que les cellules qui constituent une teleeur portent un génotype qui rend la
tumeur incapable d’évoluer vers la résistance. dtages les plus récentes pour caractériser
les pertes d’hétérozygotie 1p utilisent non plhghridation in situ mais les PCR génomiques
sur les séquences microsatellites.

La délétion du locus 1p suggere que cette régiote ples genes suppresseurs de tumeurs.

Si la transformation cellulaire peut parfois étredudite par laltération d’'un ou deux
oncogéenes (Bhakoo et al., 1996; Ridley et al., 1988 processus a l'origine du
développement d’oligodendrogliomes, caractérisédgpperte du locus 1p, semble beaucoup
plus complexe. Les tentatives pour cartographiex mone minimale de délétion se sont
avérées infructueuses, les résultats des diffé&sedtigdes sont contradictoires, et lorsque la
délétion cartographiée est trop restreinte, camtnaént aux pertes d’hétérozygotie 1p plus
classiques, qui sont étendues, les tumeurs sastamétes (Dong et al., 2004; Husemann et al.,
1999; luchi et al., 2002; Smith et al., 2000). Aude I'étendue de la délétion, de hombreux
genes sont donc impliqués dans la transformatitnlaiee.
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Hétérogénéité cellulaire des astrocytomes

Méme si plus de 65% des astrocytomes de gradeavagceés présentent une mutation TP53
(Kleihues and Ohgaki, 2000), les astrocytomes spordent a un groupe de tumeurs plus
hétérogénes que les oligodendrogliomes. La signagénétique la plus fréquente dans les
glioblastomes est I'amplification du récepteur EGHFRais sont également observées des
mutations dans p53, p16, MYC, PDGF et des pertestéfozygotie au locus 10g (Ohgaki et

al., 2004; Rao and James, 2004).

L’expression d’'un mutant Ras constitutivement ad#ihs les astrocytes (Ding et al., 2001),
linvalidation de pl6/INK4 ou pl9/ARF dans les asites et les progéniteurs neuraux

(Uhrbom et al., 2002), I'expression d'un récept@&F constitutivement actif dans des

cellules invalidées p16/INK4 et p19/ARF (Bachoaket 2002) aboutissent au développement
d’astrocytomes de hauts grades; ce qui montre différentes voies peuvent aboutir au

développement de telles tumeurs.

Une des limites dans [l'utilisation de marqueurs éuolaires dans les astrocytomes est
I'hétérogénéité cellulaire a I'intérieur méme detlaneur. Méme dans les astrocytomes de
grades peu avancés une hétérogénéité dans ledypmygeut étre observée (coons et al.,
1995). Dans les astrocytomes de grades avancdgrblgénéité cellulaire est considérable

(Loeper et al., 2001; Misra et al., 2000; Shapmd &hapiro, 1984; Shuangshoti et al., 2000).
L’hypothése actuellement retenue est qu’un petilore de cellules au sein de la cellule ont
des caractéristiques de cellules souches, ce qligarrait I'nétérogénéité cellulaire observée

(Ignatova et al., 2002; Loeper et al., 2001).

Oligodendrogliomes : cellules originelles et expres sion du
marqueur S100B

Certaines études suggeérent que l'origine cellulpoerrait parfois étre plus importante que
les oncogenes surexprimés ou les suppresseursnuiurtsl invalidés. Ainsi, le récepteur
EGFR, généralement amplifié dans les glioblastonh@squ’il est surexprimé sous un
promoteur S100B, fortement exprimé dans les callyeogénitrices oligodendrogliales,
donne lieu au développement de tumeurs aux cais@jées oligodendrogliales (Weiss et al.,

2003). L'origine cellulaire semble donc crucialenddidentité de la tumeur qui se développe.
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L’expression de la protéine S100B est donc fortamesrutée dans les cellules d’ou peuvent
dériver les oligodendrogliomes, et par ailleurs,denes de deux cibles de la S100B, MSBP1
et MSBP2, sont sur le locus 1p36.33 qui est délétés les oligodendrogliomes. Nous nous
sommes donc intéressés au statut des protéines MEBRVISBP2 et de leurs genes
correspondants dans les oligodendrogliomes. Noustrows ici a I'aide de biopsies de
tumeurs que la protéine MSBP2 est un marqueur iélgs oligodendrogliomes comparés
aux glioblastomes. Dans la lignée cellulaire HS68&jvée d’'un oligodendrogliome, nous
montrons que I'absence d’expression de la prot@i88P2 résulte de la délétion homozygote
du géne. Bien plus, I'invalidation de I'expressibes génes MSBP par siRNA, contrairement
a leurs surexpressions, favorise la prolifératiees dellules U373, et leur croissance
indépendamment de I'ancrage en soft agar. Cestaésiduggéerent que linvalidation de

I'expression du géene MSBP2 pourrait participer &aidasformation cellulaire.
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Résultats
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|dentification et caractérisation comme
cible de la S100B d’'une protéine impliquée
dans la distribution subcellulaire des
mitochondries
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Identification d’'une cible mitochondriale de la S10 OB : une
nouvelle protéine, MSBP

Il a été décrit que la S100B s’accumule de facanditoire lors de la maturation des cellules
progénitrices oligodendrogliales (CPO) (Deloulmeaket 2004; Hachem et al., 2005). Pour
analyser la pertinence de ce modéle cellulaireat mentifier une cible mitochondriale de la
S100B, la distribution subcellulaire de la S1008@analysée plus en détail dans une culture
secondaire de CPO de rat en prolifération par ymeroghe d'immunofluorescence en
utilisant différents types de perméabilisation \fig 28A). Les CPO de rat ont été
ensemenceées sur des lamelles « coatés » a larmmolgsiont été cultivées dans un milieu
supplémenté en bFGF et pDGF qui favorise leur fématiion.

Lorsqgu’une fixation paraformaldéhyde (PFA), suidiane perméabilisations au triton X100,
est utilisée, nous confirmons en immunofluoresceackaide d’'un anticorps anti S100B
monoclonal (S16) une accumulation de la S100B densmoyau. Mais I'immunomarquage
S100B n’est pas strictement restreint a ce comparti. Afin d’analyser plus en détail la
distribution de la fraction cytosolique, le marqa&l00B a également été analysé suite a une
fixation PFA, mais cette fois-ci sans perméabiigsatriton X100. Dans ces conditions, on
observe que la distribution de la fraction S100Bosglique n'est pas homogéne, mais que
celle-ci s’accumule fortement dans des zones pariéaires fortement enrichies en
mitochondries (figure 28A).

Au vu de cette colocalisation partielle, pour asalyles capacités de la S100B a interagir
avec les mitochondries, un extrait mitochondrialtl{x crude mitochondria ») de CPO a été
préparé dans différentes conditions : avec ou salfgum dans le tampon de préparation
(figure 28B). Les fractions mitochondriales ont ébdenues par centrifugation différentielle :
les cellules sont brisées de fagcon mécanique dartaropon de lyse avec ou sans calcium,
une premiére centrifugation a 1200g pendant 5 ragpermet d’obtenir la fraction nucléaire
dans le culot, tandis qu’une seconde centrifugat@oth1000g pendant 10 minutes permet de
séparer les fractions mitochondries brutes et oytd$ne analyse par Western Blot montre
gu’une fraction de la S100B est enrichie de marsétietement dépendante du calcium avec
la fraction brute de mitochondries. Au contrairangldes mitochondries préparées dans un
tampon sans calcium (EDTA/EGTA) la S100B n’est gétectée. Ce résultat suggére qu’'une
fraction de la S100B cytosolique est capable d'ade avec les mitochondries d’'une maniere

dépendante du calcium.
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Figure 28 : Identification et clonage de MSBP commene cible de la S100B dans une fraction cellulaire
enrichie en mitochondries.

(A) Une fraction cytosolique de S100B s’accumule autdes mitochondries dans les cellules CPO.
Premiere ligne : les cellules ont été fixées au Riths perméabilisées a 0,3 % Triton X100. Deuxiéme
ligne : les cellules ont été incubées 45 min aveamtotraker rouge (Mito) avant une fixation PFA
sans perméabilisation Triton X100. Un anticorpsnowonal anti S100B (S16) est utilisé, et les
cellules visualisées en immunofluorescence.

(B) La S100B interagit de maniére calcium dépendange &vfraction mitochondriale dans les CPO. Une
fraction brute de mitochondries et une fractionosglique sont préparées par centrifugation

diférentielle dans différentes conditions : avesats calcium (0,3mM). Le contenu en S100B de ces
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fractions est analysé par Western Blot.

(C) La S100B interagit directement avec une nouveltggine, MSBP, présente dans la fraction enrichie
en mitochondries. Des fractions subcellulaires spénérées dans les CPO : mitochondriale (M),
nucléaire (N), cytosolique (C). Puis la techniqueFdr Western est utilisée : les extraits sont rééypa
en gel SDS-PAGE, transférés sur membrane de nimtmse, et hybridés par une sonde S100B

. .. .35 : . _— . . .
radiomarquée at’S. Une cible majeure, enrichie dans la fraction ofitandriale, est reconnue par la

S100B. Cette cible est enrichie sur des billes 818@pharose (panneau de droite). La bande
correspondant a la cible majeure de la S100B esitiftee par spectrométrie de masse MS/MS et

nommée MSBP. Organelles (O), extrait protéiqud {dta

Dans le but de visualiser la cible protéique deSIEOOB a la mitochondrie, différentes
fractions cellulaires ont été préparées a partiCB® de méme que précédemment : nucléaire,
cytosolique et mitochondriale (figure 28C). Cesfi@ns ont été analysées par la technique du
Far Western : apres migration en gel SDS-PAGHaesfert sur membrane de nitrocellulose,
une protéine S100B recombinante, radiomarquéé @y est utilisée comme sonde pour
hybrider la membrane. La S100B s’hybride avec linle enajeure, d’un poids moléculaire de
70 kDa, fortement enrichie dans la fraction mitaulfriale par rapport aux fractions
nucléaires et cytosoliques. Afin d’identifier pgrestrometrie de masse cette cible il était
nécessaire de I'enrichir. Pour cela un extrait gémites issu de CPO a été passé a travers une
colonne de billes S100B-sépharose. Les protéinesragissant avec les billes S100B
sépharose ont ensuite été migrées en gel acrylaetide bande correspondant a la protéine
précédemment identifiée comme la cible de la S180B-ar Western a été séquencée par
spectrométrie de masse MS/MS grace a une collaboravec I'équipe du Docteur Jerbme
Garin. Cette approche nous a permis d’identifie protéine comme cible mitochondriale de
la S100B, nous I'avons nommée MSBP (Mitochondri@@gLBinding Protein).

MSBP : nomenclature

La protéine MSBP n’a jamais été étudiée de fac@cifigue et la dénomination du gene et de
la protéine correspondante varie d’'une banque dméks a 'autre. Ainsi, lors d’analyses
globales, du protéome, du transcriptome, différaeotas de référence peuvent étre utilisés, ce
qui ne facilite pas I'analyse bibliographique. LI2NA a été séquencé de nombreuses fois par
des consortiums. L'un d’eux a nommeé le géne etmwoduit protéique Tob3. Si ce nom a

parfois été repris (Gires et al.,, 2004; Schaffrikak, 2006), une telle dénomination parait
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injustifiee : MSBP ne partage aucune caractéristiguec les autres membres de la famille
Tob. L'orthologue de Drosophile a été séquencé hmmsard par un laboratoire, et fut
dénommé Belphegor (Bor), nom qui a été conservé agénome de la drosophile. Le choix
d’un tel nom semble uniquement étre d’inspiratioetmue. Lors du séquencage du génome
humain, les deux genes ont été nommés ATAD3A et B3B, ce qui dans la nomenclature
officielle signifie : « ATPase family, AA domain containing 3A et « ATPase family, AAA
domain containing 3B » respectiveme@ependant si cette dénomination semble plus

rigoureuse, elle n’a pour l'instant été reprise daas une publication (Geuijen et al., 2005).

MSBP : phylogenie

MSBP appartient a la famille AAA
Lors d’'une analyse phylogénique de la famille AA&i¢key and Lupas, 2004), la protéine

MSBP a été incluse comme membre de la famille as &eplus strict : MSBP n’appartient
pas seulement a la famille au sens large, famil\ A mais appartient également a cette
famille (figure 29) sous sa forme la plus restreia famille AAA. Lors d'un alignement
avec les autres membres de la famille AAA, les doesgaSRH, WalkerA, WalkerB, ainsi que
les résidus clés impliqués dans la fixation etdioyyse de I'ATP, le « sensor | », le « sensor
Il », et le doigt arginine, sont conservés (fig@8). Il est donc fort probable que la protéine
MSBP soit présente sous la forme d'un hexamere rereaa et soit capable de fixer et
d’hydrolyser 'ATP, comme tous les membres de faifi@ déja décrits.

Une analyse de l'arbre phylogénique du domaine Amantre que le groupe MSBP
n'appartient a aucune des cing branches principaias est directement branché a la racine
de l'arbre (Frickey et Lupas, 2004). Cet isolemest permet donc pas d’émettre des
hypothéses quant a la fonction de MSBP, car leaches qui entourent MSBP ont des

fonctions trop variées.
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Figure 29 : MSBP : une protéine capable d’oligoméser, de fixer et d’hydrolyser 'ATP ?

(A) Alignement de la séquence de la protéine MSB&cal ‘autres membres de la famille AAA. Les motifsfs
impliqués dans la fixation de I'ATP sont représent&ensor |, sensor Il, doigt arginine (Arg), Wall& (WA) et
Walker B (WB). lls sont conservés dans la prot&it8BP (ici nommée ATAD3A).

En revanche une analyse phylogénique sur une ségjyéus petite, le domaine N-terminal,
peut s’avérer plus informative et plus judicieus&idkey et Lupas, 2004). Ce domaine
correspond au site de fixation des substrats, umadee critique pour la fonction de MSBP.
Lors de cette analyse les groupes les plus étrerteassociés a MSBP sont en premier lieu :
le groupe de la katanine, puis le groupe YTA7 grtaipe de la spastine, et enfin plus distant,
le groupe du protéasome. Il est intéressant a,nqierlors de I'analyse du site de fixation des
substrats, les deux familles les plus proches dBR]Katanine et Spastine, sont impliquées
dans des interactions avec les microtubules (Baalk, 2005; Qiang et al., 2006; Roll-Mecak
and Vale, 2005; Wood et al., 2006).

MSBP : génes orthologues

L’analyse de MSBP dans les génomes ne permet difiéeraucun orthologue, ni chez la
levure, ni chez les procaryotes. D’'un point de guelutif MSBP semble donc étre apparue
avec les eucaryotes supérieurs : des homologu¢lairement identifiables chez les plantes
(A. thaliana), les nématodes (C. elegans), lesctasgD. melanogaster). La séquence de la
protéine MSBP est ainsi trés conservée : 39% diitenntre la protéine MSBP humaine et

un orthologue présent chez les plantes, la protifethaliana Q8RXIO (figure 30 et 31).
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Cette forte conservation suggere que la protéindR®&st impliquée dans des processus
vitaux. En accord avec ce résultat, I'invalidatiba I'orthologue de MSBP chez le nématode
C. elegans est léthale au cours du développementedépremiéeres divisions cellulaires
(Kamath and Ahringer, 2003; Kamath et al., 200&nBiet al., 2002; Simmer et al., 2003;
Sonnichsen et al., 2005). Une collaboration récant@aboratoire avec le Docteur Emmanuel
Taillbourg a permis de montrer que chez la drodephinvalidation homozygote empéche
les drosophiles de dépasser les stades L1 du gpesient. Si le développement est plus
avancé que chez la drosophile, c’est probablemeirtegaux ARNmM maternels encore

présents dans I'ceuf.

Homo sapiens

_ MSWLF GTHKGPKGEDA—————— GPPPPLPPA—-——(QPGA
Drosophila melanogaster MSWLLGRHRQQPQPD(TAGF SEGGGAADPEG—— - -RTAG
Arabidopsis Thaliana SKFABADGPF TF SGF STSPSASTP(Q(GSTPPASESGKEP SVAG

EGGGDRGL GDRPAPKDEWSHE D TGLEFAARKAARET FHSRYARDAT HLAQMOEQTLOQLEQQSELE
EESGDSOLSRAEREAMEAYRED S SATL ERAADAARTL ERSKHAREAL ELSEMQEATR) TEYHTEVYE
EESDAPPRIRHHHPRT T SAGF DPEAL ERGAKATL KGITHHSAHAREVFESTETREETRQAEF TAFA]

EYEAAVE(LESE( IFAQAEERRETL SEE TRQHQARAQ Y (DELARQRYED QLK) QLLHEEHLEK]
EYEAHIE(QAKVE QKRIDHEERRETL IEETEQQQQRAQY 0D QLSRKRYED (LL Q) QRVQEENLRK(
EFKAMQS(AEAERQRVIYEE QKKLAQHDAQ TES MARYEDELARKRM)AEREA (RTRHOELVRM(

EESVQRQEAMERRA TYEREMEL RHEHEML BWE ———— - ——————, AFARARAKAFRFHADTTREQIRL
EESYQRQEAMBEQTIEHETEMEEFHRLFLLE————-—————- HELRAEARVDEREHRD THLEKTEL
EESATRREVARRATEEEIQAQREQTEREEAETERE T IRVEAMAEAFE GRARE SKL SEDVHRFMLYD

FAAFHRQTVLESIRTAGTLF GEGFRAFY TIMDEV TATVAGL TLLAV VY SAKHA TLVAGRF TEAR
KAQEHRTTVLEGIEKTAGTVYIGAGAEAMI TIWDEVL TAAGGL SLLAL GV YTAKGAT GYWSREYVEAR
BAHAFPREEWW SATHT TFDHIGGGLETIL TDQHEL TVAVGGL TAL AAGTYT TREGAEV TWSYVDRT

LGEPSLYRETSREITYV-————— LEATFHE I(WSRRLL SRPDALE GV L SPSLEABVYED TATA TRH
IGKPTLYGET SRFAF—————— LDAL EHPLHYLEFLRAKP TDAL QY YLHFKLEERLED TATA TEH
LGQPSLIRES SEGEYPWSGSASREYL STLRGGGEESTSKT GEGE GDVILRPAL EERTIE QLAHA TAH

TEFHRSLYRHIIMYGPP GT GETLFARKLAL HSGMD YA TH T GGIVAPMGRE GV TAMHEL FDWANT S
TRINEGHMYBERYIMHGPE GT GETMFARFLAFHS GMDEATHMT GCIVAPHMGEE GV TATHEVEDWSHT 5
TEAHQAPFREHILFYGPPGT GETHAARFLARREGLDYATMT GGIVAPL A QA TETHQLFDWSEES

BFRGLLLFYDEADAFL RERATEKT SEDLBATLHAF L YRTGHSHEFHLYLASHQPEQFDWATHDE T
BRGLLLFYDEADAFL RERSSERT SEDLERAAT HAF L YRT SEQHPEFHLVLASHTPEQFD YA THDRL
KRGLLLF IDEADAFL CEFHETYMSEAQRSAT HALLFRTGDOSED IVLALATHRP GDLD SAVADERT

HEMYHFDLF GQEERERLYEMYFDEYY - - - -LEPATEGKQRLELAQFDY GRE—————— CSEVARLT

DEMYEF TLPGLEERERLLELYFDEYY - ——LQPAAA GAKRFEL DTFDYGET —————— CSEMAALC
DETLEFPLP GEEEFFELLHLYLEEYISETHLERPGLL)SIFEREQQTIETEGYVTEDLLKEEALAAKT

EGM5GRETAQLAVSWOATAYASED GVL TEAMMD TRV QDAY QHQQEMCHLEAE GP GRGDEP 5P 5

EGMSGRETSEL GV SWOAAVYA SED GLL TEEMYLDRCY SAA ) JHEQEMAWL SDOERADHESTIT G TAAPPL TL TAKKL
KEGF S GRETAKTMASVOAAVY GSAHCLLDANL FREVIDYEVAFHQQREKLA G TDA GHEEE

Figure 30 : MSBP une séquence fortement conservéleez les eucaryotes supérieurs

Alignement entre les orthologues de la protéine MSRa protéine MSBP1 humaine et un orthologusemé
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chez les plantes, la protéine d’A. Thaliana Q8RXd¢@nservent 39% d’identité. Chez la levure aucualpgue

n’est identifié.

Plante
(A. Thaliana)

Drosophile
(D. Melanogaster)

Nématode
Homme Souris (C. Elegans)
(H. Sap\ieniM. Musculus)
Plante
(A.

T\halia )

Figure 31 : Représentation sur un arbre phylogénige des duplications des génes MSBP au cours de
I'évolution.
Le cercle représente la racine de I'arbre. Ceteaaligté construit avec le logiciel « phylip ». lesng MSBP s’est

dupligué une fois chez I'homme, trois fois chezpistes.
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MSBP : génes paralogues

(A)
MSBP1 MSBP2 (93% d'identite)
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Figure 32 : Structure et localisation des génes cadt pour les protéines MSBP1 et MSBP2

(A) Localisation génomique des génes codant pauptetéines MSBP1 et MSBP2. Les génes sont losadiné
tandem, a I'extrémité du chromosome 1, au locu$ {8

(B) Représentation schématique de la structuregéiess de MSBP1 et MSBP2. Les deux genes compdetent

mémes exons, seule la longueur des introns varie.
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Une seule copie du gene est présente dans lesngéndes nématodes (C. elegans), des
insectes (D. melanogaster), des rongeurs (M. matsyjIRatus norvegicus). En revanche, le
géne MSBP s’est dupliqué deux fois de facon indéaete au cours de I'évolution : une
simple duplication chez 'lhomme et des duplicatiomgltiples chez les plantes (figure 31).

Chez les plantes, jusqu’a 4 genes MSBP paraloguesdentifiables dans le génome.
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Figure 33 : Alignement des protéines humaines MSBRRATAD3A) et MSBP2 (ATAD3B).
Les deux protéines partagent 93% d'identité susélquence qui leur est commune et MSBP2 comporte 62
acides aminés supplémentaires c6té C-terminaldidparition d'un codon stop permet la traductiomn

séquence non traduite chez MSBP1.
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Chez 'hnomme, un paralogue est présent, les deoggysont en tandem, a I'extrémité distale
du chromosome 1 au locus 1p36.33 (figure 32). Qktpdication semble tres récente, chez le
chimpanzé une seule copie du gene semble présimite.derniére information doit étre prise
avec précaution, la séquence du génome du chimpagnt pas encore définitive, en
revanche la présence d'un gene unique chez leseuomigoeut-étre considérée comme
certaine.

En accord avec une duplication trés récente, émtceimpanzé et 'homme, la conservation
de séquence est trés forte entre les deux paraldgumains. La structure des génes est
similaire : le nombre d’exons est identique et sdallongueur des introns varie (figure 32).
L’identité stricte de séquence est de 93% (figuBe Ba divergence la plus forte est localisée
dans la zone C terminale, le remplacement d’un ee&iop a permis a une séquence 3'UTR
non traduite chez MSBP1 d’'étre traduite chez MSBR2qui rajoute 62 acides aminés coté
C-terminal dans MSBP2 par rapport a MSBP1.

Validation des outils

Afin de poursuivre la caractérisation de ces pn&®iMSBP des anticorps ont été générés
chez le lapin : un anticorps dirigé contre I'épidg-terminal, commun aux protéines MSBP1
et MSBP2 humaines, et un anticorps dirigé contrpitbpe C-terminal, spécifigue a MSBP1
(figure 34A). Les ADNc humains correspondant a M3IBPMSBP2 ont également été sous-
clonés a I'aide de ADNc fournis par le consortiud.A.G.E. Ainsi a I'aide des anticorps,
par une analyse en Western Blot, les protéinesnbitmntes MSBP1 et MSBP2 produites en
lysat de réticulocyte ont pu étre comparées auxépres endogeénes d’extraits cellulaires
totaux de la lignée cellulaire U87 (figure 34B). peids moléculaire apparent des protéines
endogénes et recombinantes est identique, 70 kDaNd8BP2 et 67 kDa pour MSBP1. La
transfection des ADNc de MSBP1 et de MSBP2 dans cédlsles et I'analyse de leur
expression dans des extraits cellulaires totaux\idastern blot apres 48h de transfection,
confirme la spécificité des anticorps utilisés : sent detectées par les anticorps que les

protéines MSBP endogéenes ou transfectées (figutg. 34
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Figure 34 : validation des anticorps

(A) Représentation schématique des protéines MSBRISBP2 et des épitopes contre lesquels les apsico
sont dirigés. L'anticorps N-terminal reconnait pestéines MSBP1 et MSBP2 humaines, ainsi que [&pm®
MSBP de souris et de rat. L'anticorps C-terminabraait uniquement la protéine MSBP1 humaine.

(B) Caractérisation des ADNc et des anticorps. 3eeption et traduction in vitro en lysat de rétamyte des
ADNc de MSBP1 et MSBP2, ou d'un vecteur vide ({)aralyse en Western blot avec en comparaison des
extraits cellulaires totaux de la lignée U87.

(C) Transfection dans des cellules 3T3 des ADNM&BP1 et MSBP2, ou d’un vecteur vide (-), et analyga
Western Blot aprés 48h. La lignée U87 est utilisémme un contrble positif exprimant les deux praéi

endogénes.
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S100B/MSBP : une interaction spécifique et régulée par le

calcium
(A) Co-immunoprecipitation (B) Far Western
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Figure 35 : L'interaction MSBP/S100B est spécifiquet dépendante du calcium.
(A) MSBP co-immunoprécipite avec la S100B de maniemedéante du calcium. Un lysat cellulaire de
CPO est incubé en présence d’'un anticorps anti B&d0présence ou en absence de calcium (EDTA).
Les protéines MSBP immunoprécipitées avec la S1€i0B analysées en Western Blot.
(B) L'interaction S100B/MSBP, dépendante du calciunt, patentialisée par le zinc. L'influence des
conditions ioniques sur I'interaction S100B/MSBPR asalysée par Far western : des extraits protgique

sont séparés en gel SDS-PAGE, transférés sur mambe nitrocellulose, et hybridés par une sonde
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S100B radiomarquée A0S dans différentes conditions ioniques (10 uM ZnS2MM MgClI2, 0,3mM

CaCl2, 2mM EDTA, 2mM EGTA).

(C) D’autres protéines S100 sont incapables de compigtraction MSBP/S100B. Panneau du haut : la
purification des protéines recombinantes est amalysar un gel SDS-PAGE coloré au bleu de
coomassie. Panneau du bas : La protéine MSBP radip@e produite en lysat de réticulocyte est
incubée avec des billes de S100B sépharose. Desmtations croissantes de protéines recombinantes
comme compétiteurs potentiels sont ajoutées. L&éjm® MSBP radiomarquée qui reste fixée aux

billes S100B sépharose est révélée par autoragibigra

Nous avons précédemment montré l'interaction dati®100B et MSBP par Far Western en
utilisant la protéine S100B radiomarquée comme sombur confirmer l'interaction des
protéines MSBP et S100B endogénes, nous avons déntams les CPO de rat que les deux
protéines peuvent étre immunoprécipitées par uitaps dirigé contre la S100B, et cela
d’'une maniere dépendante du calcium (figure 35A&ystiue le calcium est retiré du tampon
d’interaction (EDTA/EGTA), la coimmunoprécipitatiodisparait. Les protéines MSBP et
S100B endogenes peuvent donc interagir, et ce deiereastrictement dépendante du
calcium.

La S100B est une calciprotéine dont la conformagiblinteraction avec des protéines cibles
peuvent étre régulées par le calcium, mais égalempan d’autres ions comme le zinc.
L'interaction des protéines S100B recombinantesioradrquées au®S en lysat de
réticulocyte avec les protéines MSBP en Far Westelonc été testée dans différentes
conditions ioniques plus en détails (figure 35B) kalcium seul est suffisant pour
promouvoir une telle interaction. En revanchegstihc seul ne permet par cette interaction,
le zinc additionné au calcium renforce cette irtom comparée a la condition calcium seul.
Cette interaction est réversible, si les ions setités dans le tampon de lavage, I'interaction
disparait. L’interaction entre la protéine MSBP1S&00B est donc réversible, dépendante du
calcium et potentialisée par le zinc.

Par ailleurs nous avons testé la spécificité dee ¢eteraction. En effet la S100B appartient &
la large famille des S100 qui comporte 20 membeegertaines S100, comme la S100A1,
partagent certaines de leurs cibles avec la S1B08. tester la spécificité de cette interaction
entre MSBP et S100B, d’autres protéines S100 antuélisées comme compétiteurs pour
dissocier linteraction entre les protéines MSBP S3t00B (figure 35C). Les protéines
recombinantes S100B, S100A6, et S100A1 sont presleib bactérie et purifiées. Leur pureté
est vérifiée par une migration en SDS-PAGE et unleration au bleu de Coomasie. Ces

protéines sont ensuite utilisées a des concemratimissantes comme compétiteurs lorsque
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des protéines MSBP recombinantes radiomarquées®®@uen lysat de réticulocyte
interagissent avec des protéines S100B-séphar@sde $ S100B recombinante s’avére
capable de compéter sa propre interaction avec M®BRa S100A6, ni la S100A1l ne
s’averent capables de dissocier linteraction etdrgrotéine MSBP et les billes S100B-
sépharose. L’interaction entre la S100B et MSBRIest fortement spécifique.

La capacité des protéines S100B et MSBP endogéimgsragir en co-immunoprécipitation,
la forte spécificité de l'interaction de la proteiMSBP avec la S100B par rapport aux autres
membres de la famille S100, la régulation de dgategaction par le calcium, tous ces résultats

supportent I'idée que ces protéines interagissewivo.

Production Interaction
Figure 36: le domaine 193-216 de MSBP
1-586 { == !» . L -
1-450 N contient des résidus critiques pour son
-4 interaction avec la S100B.
%:%%8 - Panneau de gauche: production de protéines
1.193 - MSBP tronquées radiomarquées en lysat de
réticulocyte. Les protéines sont révélées par
autoradiographie sur la nuit aprés migration en
1-586 SDS-PAGE. Panneau de droite : sont révélées les
protéines qui restent fixées sur les billes S100B
1-272 \_ i i ‘
1251 4 sépharose. Les numéros des constructions
1-231 A & correspondent aux positions des acides aminés :
1-216 1-586, construction sauvage, 1-450, seuls les

acides aminés 1 a 450 sont conservés.

Pour cartographier le site de fixation de la S180Bla protéine MSBP, différentes protéines
MSBP radiomarquées et tronquées coté C-terminaétEngenérées en lysat de reticulocyte,
et leur capacité a interagir avec les billes S168pharose testée (figure 36). Alors que la
protéine 1-216 (délétée des acides aminés 217ib&Bagit avec les billes S100B-sépharose,
la protéine 1-193 (délétee des acides aminés 16%-Bénteragit plus. Cette expérience
montre que le domaine 193-216 comporte des acitgsea essentiels pour I'interaction de
MSBP avec la S100B.

La S100B inhibe I'oligomérisation de MSBP
Les protéines membres de la famille AAA forment diigomeres (Frickey and Lupas, 2004;

Lupas and Martin, 2002). Lorsque des extraits tahes totaux sont analysés par Western
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Figure 37 : la S100B inhibe I'oligomérisation de MBP.

(A) La S100B inhibe la co-immunoprécipitation de MSB®Ec MSBP1-myc. Les protéines MSBP1 et
MSBP1-myc radiomarquées aur'S sont produites en lysat de réticulocyte et mélaagdJne
immunoprécipitation anti myc est effectuée en préseou en absence de S100B, et les protéines
MSBP révélées par autoradiographie aprés une riugrah SDS-PAGE.

(B) La S100B inhibe de maniére calcium dépendantegboiiérisation de la protéine MSBP1 endogéne.
Un extrait de mitochondries brutes est préparés,Pen présence de 0,3 mM de calcium ou
d’'EDTA/EGTA, de la S100B est ou n’est pas ajout&gfin le crosslinker BS3 est ajouté a 37°C et une
analyse cinétique des échantillons est effectuéeVyestern Blot. La protéine F1 ATP synthase,
présente sous forme d’hexamere c6té matrice, dstéatcomme contrdle. La protéine MSBP est

révélée avec 'anticorps anti C-ter.

blot, des dimeres formés par les protéines MSBR@mks sont observés (figure 37A). Ces
diméres sont encore plus nettement visibles lorsgsieADNc de MSBP1 ou MSBP2 sont
transfectés. Pour confirmer cette capacité a fordesr oligomeres, des protéines MSBP1

recombinantes, avec et sans étiquette myc, onprétduites en lysat de réticulocytes et
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meélangées (figure 37B). Lorsqu’une immunopréciptaanti myc est effectuée, la protéine
MSBP1 sans étiquette myc co-immunoprécipite, matecco-immunoprécipitation est
inhibée par I'ajout de S100B recombinante. Pouidealla capacité de la S100B a inhiber la
formation d’oligoméres de MSBP endogenes mitochiatel, une expérience de crosslinking
a été effectuée sur des mitochondries brutes esepcé ou en absence de S100B et de
calcium (figure 37C). Des mitochondries brutes sqreparées par centrifugation
différentielle. Avant I'ajout du crosslinker BS3gwds les monomeéres de MSBP1 sont
observés en Western Blot. Aprés I'ajout du crogslinles oligomeéeres sont visualisés en
Western Blot, notamment des triméres. En préseaaaltium, I'ajout de S100B diminue la
guantité d'oligoméres de MSBP1 détectée. En revantzns des conditions EDTA/EGTA,
chélateurs du calcium, la S100B est sans effet'@digomérisation de MSBP1. L’ajout de
S100B recombinante cytosolique inhibe donc la fdlwonad oligoméres de la MSBP1

endogene, et ce d’'une maniére dépendante du calcium

MSBP est une protéine mitochondriale transmembranai re
intégrale, localisée aux sites de contacts entre le s membranes
internes et externes, lI'extrémité N-terminale expos ée co6té
cytosol, le domaine ATPase protégé dans la mitochon  drie.

Précédemment, nous avons montré la localisationchmindriale de MSBP par des approches
biochimiques. Pour confirmer cette localisations ddONc avec une étiquette myc ont été
construits. Une analyse par immunofluorescence dasscellules 3T3 montre que la
construction MSBP1-myc est localisée dans des tstieg ponctuées autour du noyau, un
double marquage avec le mitotraker montre une abti&ation de MSBP-myc avec les
mitochondries (figure 38A). Environ 50 % des pmo&S mitochondriales destinées a la
mitochondrie portent typiquement un signal d’adagessous la forme d’'une préséquence
reconnue par la translocase de la membrane ex{@@&l), qui est clivée lors de la
translocation. Le systeme d’adressage alterndliseides boites internes

Les protéines MSBP1, de taille entiere 1-586myc, 203-586myc sont adressées a la
mitochondrie, en revanche la protéine 450-586mysqmte un marquage cytosolique. Ces
résultats confirment que la protéine MSBP1 est chibmdriale, en revanche il montre que
'adressage ne s’effectue pas via une préséquentarnihale clivable, mais utilise le
systeme d’adressage mitochondrial alternatif, @geb internes, qui sont ici comprises entre
les acides aminés 273 et 450 dans le cas de MSBP.

Cette localisation mitochondriale des protéines M$Bexogenes ne résulte ni de leur
surexpression ni de leur étiquette myc. En effahdlyse de la localisation de la protéine
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MSBP1 endogene a l'aide de I'anticorps C-termimadfcme cette localisation (figure 38B) :

Le marquage MSBP et le marquage mitochondrial psent parfaitement.

Mitochondries

F00hd kA oA

/ 1 273-586 i_ter mxc

F0akd kA M|

T N AB0-58E Cler myc

b 20uhd 20ubd

b b

Figure 38 : Adressage de la protéine MSBP1 a la mithondrie
(A) Le domaine N-terminal de MSBP1 n'est pas nécesgaiue son adressage a la mitochondrie. Analyse
au microscope a fluorescence de protéines MSBP& ame étiquette myc. Les cellules 3T3 sont
transfectées avec les constructions schématiséesiéhe. Aprés 48 h d’expression les cellules sont
incubées 45 min avec du mitotraker, puis fixées na¢thanol. Les numéros des constructions
correspondent aux acides aminés de la protéinegauv
(B) La protéine endogéne localise également a la nomdfie. Analyse au microscope confocal des
protéines MSBP1 endogéenes avec I'anticorps N-tealméprés une incubation de 45 min avec du

mitotraker, puis une fixation au méthanol.

La mitochondrie comporte différents compartimenta :membrane externe, la membrane
interne, I'espace inter-membranaire, la matriceusNmous sommes donc intéressés a la

localisation submitochondriale de la protéine MSBPanalyse bioinformatique de la
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séquence de MSBP suggere l'existence de domaiaesntembranaires, cependant leur

nombre et leurs positions varient suivant les nrstelitanalyse utilisés.

(A) Extraction différentielle
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Figure 39 : MSBP une protéine transmembranaire intgrale, avec un domaine C-terminal, contenant la
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boite ATPase, protégé a l'intérieur de la mitochonde, et un épitope N-terminal exposé c6té cytosolig.
(A) MSBP est une protéine transmembranaire intégridh extrait de mitochondries brutes est soumis a
différentes extractions : au carbonate {8!&; 0.1M pH 11) ou au sel (1M NaCl). Aprés centriftiga les
culots (C) et surnageants (S) sont analysés pateWeblot. Marqueurs : Porine (Porin), une protéine
transmembranaire intégrale de la membrane extedNIl, une protéine transmembranaire intégraleade |
membrane interne; la F1 ATP synthase (ATPase),mo&ine de la matrice ancrée dans la membrane
interne. Une extraction différentielle au Triton0QL(B) confirme ces résultats.
(C) La boite ATPase C-terminal de MSBP est proté&gdantérieur de la mitochondrie, son épitope N-
terminal est exposé du c6té du cytosol. Un extrait de mitochondries est incubé pendant des durées
croissantes avec 2.5 pg de trypsine dans 100 i t#mpon PBS, et analysé par Western Blot. Les
marqueurs utilisés sont les mémes que ci-dessuplalsxest ajouté : le cytochrome C une protéingbéel
de I'espace inter-membranaire.
(D) MSBP interagit avec la membrane interne. Dastions submitochondriales sont générées et séparée
sur un gradient de sucrose. Les différentes frastaont analysées par Western Blot. Les marquéilisesi

sont les mémes que ci-dessus.

L’'association de MSBP avec les membranes mitochaledr a été investiguée : des
mitochondries brutes sont préparées, soumises faratifs types d’extraction : a fortes
concentrations de sel (NaCl, 1M), ou a pH basiqua&QOs;, pH 11,5) (figure 39A). Les
culots, fractions membranaires, et les surnagedrdstions solubles, sont analysés par
Western Blot. Une protéine de la matrice faiblemantrée dans la membrane interne
(ATPase) est libérée de la fraction membranaires da surnageant, en revanche la protéine
MSBP reste associée au culot, de méme qu'ANT1l etPtine, deux protéines
transmembranaires intégrales. Lors d’'une extracétidaes concentrations croissantes de Triton
X100, le profil d’extraction de la protéine MSBR également similaire a celui des protéines
ANTL1 et Porine (figure 39B). Ces deux approches tneom que le profil d’extraction de
MSBP est identique a celui des protéines transmamalmes mais différent de celui des
protéines seulement ancrées dans ces membranesecANiN.

De méme que la porine et ANT1, la protéine MSBP spde donc des segments
transmembranaires et traverse soit la membranenextsoit la membrane interne. Pour
discriminer 'une ou l'autre de ces hypotheses,né®chondries brutes sont soumises a une
cynétique de digestion tryptique (figure 39C). L@®téines qui possedent un segment
cytosolique doivent étre clivées par la trypsine.cytochrome C, localisé dans I'espace inter-
membranaire, et qui n'est pas clivé, permet défigemue la membrane mitochondriale
externe est integre et ne laisse pas passer laingplLes protéines MSBP de taille entiére

sont clivées et disparaissent au cours de la queetide digestion. Si I'épitope N-terminal de
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MSBP disparait completement, en revanche I'épitogerminal de MSBP révéle qu’un petit
peptide de 35 kDa est protégé de la digestionitpypt D’aprés la séquence de la protéine, ce
domaine de 35 kDa c6té C-terminal de la protéimepmte la boite ATPase de MSBP.

La protéine MSBP1 est donc une protéine de la mangbexterne : I'épitope N-terminal est
expose coté cytosolique, tandis que le domainer@htal, porteur de la boite ATPase, est
protégé a l'intérieur de la mitochondrie.

La membrane mitochondriale externe n’est pas hommg€ertains domaines de cette
membrane sont associés a la membrane internerdifés fractions mitochondriales ont été
générées par un choc hypotonique suivi d’'une staicaet séparées sur un gradient
discontinu de sucrose (figure 39D). Le marquagéaderotéine MSBP se superpose a celui
d’'un marqueur de la membrane interne ANTL1, et digede celui d’une protéine de la
membrane externe, la porine. La protéine MSBP agierdonc avec la membrane interne.
Associée aux résultats précédents, cette expérigrmdre que la protéine MSBP, une
protéine transmembranaire intégrale, ancrée dametabrane externe, est localisée aux sites

de contacts avec la membrane interne.

L’invalidation partielle de I'expression de la prot éine MSBP par

une approche siRNA induit un retard dans la différe nciation

des CPO.
L’invalidation de la S100B induit un ralentissemeetla différenciation des CPO (Deloulme
et al., 2000). La protéine MSBP a été identifiemow une cible mitochondriale de la S100B
dans les CPO, nous nous sommes donc intéressaieetice de I'invalidation de cette cible
chez les CPO. Pour cela une approche d’invalidgiansiRNA a été choisie. L'efficacité du
siRNA pour invalider I'expression de MSBP chez &BO a été validée par Western Blot
(figure 40A). Quatre jours aprés transfection desaits totaux de cellules transfectées par un
siRNA sans cible spécifique ou par un siRNA spgudiment dirigé contre MSBP sont
analysés. Le siRNA spécifiguement dirigé contre MS&st sans effet sur une protéine
contrble, laB-tubuline, mais induit, comme attendu, une netteimiition de I'expression de la
protéine MSBP. Cette invalidation de I'expressioa MSBP est confirmée par une
immunofluorecence (figure 40B) qui permet de mangee 30 a 40 % des CPO sont
invalidées. Cependant dans les cellules invalidéesgalidation de I'expression de la protéine
n'est pas totale, et une expression résiduell®@lestrvée. La diminution de I'expression de

MSBP est sans effet significatif sur la viabilitda prolifération des CPO maintenues dans un
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milieu de prolifération supplémenté en bFGF et PDG& marquage de I'’ADN ne révele
aucun signe d'apoptose. Les CPO ont ensuite étditésd a se différencier. Lorsque
I'expression de MSBP est invalidée par siRNA (fg@tO D), I'utilisation du marqueur de
différenciation O4 en immunofluorescence montre ratard de différenciation dans les
cellules invalidées : le marquage O4 est plus daibt les cellules sont moins différenciées
morphologiquement, elle présentent moins de « ggcehevelus». Ce retard de
différenciation n’est pas observé quand les cellident transfectées par un siRNA dirigé
contre aucune cible (figure 40 C). L’invalidatioa & S100B, ou de sa cible mitochondriale,

MSBP, a donc un effet similaire chez les CPO :alentissement de la différenciation.
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Figure 40 : L’invalidation de MSBP médiée par siRNAinduit un retard de différenciation dans les CPO.

(A) Analyse de I'efficacité du siRNA dirigé contre MSPBr Western blot. Les CPO sont transfectées avatRINA
contrble sans cible (piste 1), ou un siRNA dirigétee 'expression de MSBP (piste 2), puis aprésutg de
transfection les extraits protéiques totaux soatyeés par Western Blot.

(B) Les CPO sont transfectées avec un siRNA dirigé cdetrpression de MSBP, puis aprés 4 jours les tasdlsont
fixées au méthanol et analysées en immunofluorescdrianticorps N-ter permet de détecter I'exprassie la
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protéine MSBP, et un anticorps dirigé contre laitine permet de visualiser le cytosquelette.

(C) et(D) Les CPO sont transfectées avec un siRNA clensgins cible (C), ou un siRNA dirigé contre I'exsien
des protéines MSBP (D). Aprés 4 jours les cellstas induites a se différencier. Aprés 3 jours ifférénciation,
les cellules sont fixées au PFA et visualiséesirpatunofluorescence. L'anticorps N-ter permet deugiser les

cellules invalidées, tandis que le marqueur O4 pedianalyser la différenciation.

L’invalidation de I'expression de la protéine MSBP inhibe
I'accumulation périnucléaire des mitochondries

Il a été proposé que la S100B régule de maniererdizmte de I'’ATP et du calcium les sites
d’interactions entre le RE et les mitochondriesrnd&and Steenbergen, 2005). Nous avons
donc voulu savoir si ’ATPase MSBP, identifiée coemane cible de la S100B dépendante du
calcium, localisée a la mitochondrie, pourrait 1égia distribution mitochondriale. Pour cela,
I'expression de la protéine MSBP a été invalidéelpdilisation de siRNA dans un modeéle
de cellules gliales, lignée U373, plus simple qgeeCPO, et qui surtout permet d’augmenter
I'efficacité d’invalidation par siRNA. L'efficacitéles siRNA est validée a 3 et 6 jours post
transfection en Western Blot : si un siRNA contrééns cible spécifique est sans effet, un
mélange de siRNA spécifiquement dirigé contre MSBE&uit une nette diminution de
I'expression de la protéine MSBP, contrairemeneléieae protéines contrdles que sonfda
tubuline et Ig3-catenine. Aprés cela 'influence de linvalidatide MSBP sur la distribution
des mitochondries a été analysée par immunofluenesc(figure 41).

En immunofluorescence, l'utilisation d’'un anticerpl-terminal, dirigé contre la protéine
MSBP endogene, permet de visualiser les cellulealioiées pour MSBP. La distribution des
mitochondries est visualisée et confirmée par dgpes de marqueurs : la mitotraker ou la F1
synthase. Dans les cellules U373 contrbles, qui sansfectées par un siRNA sans cible
spécifique, ou qui ne sont pas transfectées, leschondries ne sont pas distribuées avec une
symétrie radiaire autour du noyau, mais s’agregent la grande majorité des cellules a un
péle du noyau, comme le montre I'accumulation desahondries autour du marqueur
GM130. Nous avons décidé de nommer ce lieu ou &gt les mitochondries, centre péri-
nucléaire d'organisation des mitochondries. Au krg des cellules contréles, cette
polarisation disparait dans les cellules invalidems MSBP : les mitochondries se dispersent
dans la cellule et se distribuent tout autour dgancavec une symétrie radiaire.

La premiéere des fonctions cellulaires de la mitochi@ est la respiration. Nous avons donc

cherché a savoir si l'invalidation de I'expressida la protéine mitochondriale MSBP par
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siRNA pouvait perturber I'activité respiratoire. k@actif Wstl, qui peut étre appliqué sur des
cellules vivantes, permet de mesurer |'activitdalsuccinate-tetrazolium réductase (Hopper,
1997), une enzyme de la chaine respiratoire mitwdti@e. Par une mesure de I'absorbance
de Wstl, la densité de I'activité respiratoire roftondriale peut étre comparée a la densité
cellulaire elle méme mesurée a I'aide du cristall®éi Ces mesures sont effectuées apres cing
jours de transfection d’'un siRNA sans cible spgaii ou d'un siRNA spécifiquement dirigé
contre MSBP. Aucune différence n’est détectée ereredeux conditions. L'invalidation de
la protéine MSBP ne s’accompagne pas d'une petiorbade I'activité respiratoire
mitochondriale, la redistribution des mitochondries résulte pas d’'une perturbation du
métabolisme mitochondrial (figure 41D). La protéM&BP est donc directement impliquée
dans I'ancrage des mitochondries autour du cemgr@n@sateur péri-nucléaire.
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Figure 41 : Dans les cellules U373, I'invalidatiomle MSBP diminue l'interaction des mitochondries ave
un centre d’ancrage périnucléaire des mitochondries

(A) L'expression de MSBP1 et MSBP2 est fortement it&dpar l'utilisation de siRNA. La quantité ce
protéines MSBP est évaluée par Western blot ad'ald I'anticorps N-ter a 3 et 6 jours aprés
transfection d’'un siRNA dirigé contre MSBP (siRNASBP), ou d'un siRNA dirigé contre aucune
cible (siRNA CT). Les marqueufstubuline (B-tub) ef-caténine (B-cat) sont utilisés pour controler
la quantité d’extrait déposés.

(B) Linvalidation de MSBP induit une dispersion destoohondries dans les cellules U373. La
distribution subcellulaire des mitochondries essaskiée en immunofluorescence dans différentes
conditions : aprés transfection d’'un siRNA dirigignte MSBP (siRNA MSBP), ou d’'un siRNA dirigé
contre aucune cible (siRNA CT). L'ATP synthase wstmarqueur de la mitochondrie. Le GM130 est
utilisé pour montrer 'accumulation des mitochoredrautour d'un centre d’organisation périnucléaire
dans les cellules U373 controles. L'expressionadgrotéine MSBP est detectée a l'aide de I'antigorp
N-ter. La derniére ligne est un agrandissement.

(C) Apres transfection d'un siRNA dirigé contre MSBR distribution des mitochondries est analysée au
microscope confocal. L'immunomarquage MSBP est mbt@ l'aide de Il'anticorps N-ter, les
mitochondries sont visualisées a I'aide du mitatrka derniére ligne est un agrandissement.

(D) Linvalidation de MSBP n’altére pas le métabolismeétochondrial. Le réactif WST1 (ROCHE)
permet de mesurer sur des cellules vivantes I'd€tile la succinate-tetrazolium reductase (Hopper,
1997), une enzyme de la chaine respiratoire mitadtiale. Ensuite les mémes cellules sont fixées et
colorées au cristal violet pour mesurer le nombtetif de cellules par unité de surface. La derte
I'activité mitochondriale est alors ramenée a lasiteé cellulaire dans différentes conditions : apré
transfection d’'un siRNA dirigé contre MSBP (siRNASBP), ou d'un siRNA dirigé contre aucune
cible (siRNA CT).

L’inhibition de [I'activité ATPase de MSBP, empéche la
libération des mitochondries de leur site dancrage
périnucléaire.
L’invalidation de MSBP par siRNA suggere que I'eeggion de cette protéine est nécessaire
pour une distribution correcte des mitochondriesurRonfirmer I'implication de la protéine
MSBP dans la distribution subcellulaire des mitodries, nous avons décidé de perturber
son activité, et pour cela, d'utiliser une condiiarc dans laquelle la partie C-terminale de la
protéine MSBP, qui contient le site de fixation dhydrolyse de I'ATP, est délétée
(construction 1-287). Dans une telle constructiensabsiste que le domaine N-terminal,
domaine qui dans la famille AAA est connu pour &reite de fixation des substrats.
Suite a la transfection d’'une telle constructiomsida lignée gliale U373, la distribution

subcellulaire des mitochondries est analysée. Dgonfasurprenante, lorsqu’'une telle
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construction est transfectée dans les cellules Ug78hénotype inverse de celui des siRNA
est observé: dans les cellules qui surexprimeodtstruction, I'agrégation des mitochondries
a un p6le du noyau est renforcée.

Afin de rendre ce phénotype plus évident, un nouviype cellulaire a été choisi comme
modele d’étude, les cellules Hela. La figure 42jistifie le choix de ce modele cellulaire, les
cellules Hela étant plus adaptées que les celluB&3 pour observer le regroupement des
mitochondries en immunofluorescence. La distributdies mitochondries est analysée en
immunofluorescence a l'aide de [I'anticorps N-terahindirigé contre une protéine
mitochondriale, MSBP, dont nous avons préalablenmeontré que le marquage recouvre
parfaitement celui des mitochondries. Contrairenaent cellules U373, ou les mitochondries
s’agrégent a un pb6le du noyau autour d'un centgarosateur caractérisé par le marqueur
GM130, dans les cellules Hela controles, la digtidn des mitochondries tout autour du
noyau présente une distribution radiaire (figur@&)42

Dans un second temps, toujours dans les cellulés IBlesurexpression des protéines MSBP
est visualisée a I'aide de I'anticorps N-termirdaldistribution des mitochondries analysée a
l'aide du marqueur F1 (figure 42B). Dans les cekulnon-transfectées, ou les cellules
transfectées par la protéine MSBP sauvage, leschatwries présentent une distribution
radiale tout autour du noyau. La surexpressionaderdtéine MSBP sauvage est donc sans
effet sur la distribution des mitochondries. Daress acellules la surexpression de la
construction 1-287 induit au contraire une netteegation des mitochondries a un péle du
noyau (figure 42B). Lorsqu’'une mutation ponctueltd effectuée dans le Walker A, site de
fixation et d’hydrolyse de I'ATP, un phénotype dlaitie a la construction 1-287 est observé :
les mitochondries s’accumulent de maniére asymalrig un pdle du noyau. L’activité
ATPase apparait donc essentielle pour la libérati@s mitochondries de ce centre

organisateur périnucléaire.
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Figure 42 : Dans les cellules Hela, la délétion ddomaine ATPase de MSBP, ou une mutation

ponctuelle dans le site ATPase, empéche la libérati des mitochondries d'un centre d’organisation

périnucléaire.

(A) Comparaison de la distribution des mitochondriessdies cellules U373 et les cellules Hela. La

(B)

distribution subcellulaire des protéines MSBP1 itamps N-ter) et du marqueur GM130 est observée

en immunofluorescence.

La délétion du domaine ATPase de MSBP, ou une iouatgbnctuelle dans le site ATPase, induit une

accumulation asymétrique et périnucléaire des mdndries. Les cellules sont transfectées avec les

constructions représentées de facon schématiquee@arde droite. La construction WA correspond a

une mutation ponctuelle dans le Walker A, une lysist remplacée par un glutamate. Aprées 48h, les

cellules sont fixées au PFA, perméabilisées a titcar® et analysées en immunofluorescence avec un

anticorps anti F1 ATP synthase (F1), marqueur rhidodrial, et un anticorps dirigé contre I'épitope N

terminal de MSBP. Les trois derniéres lignes sestagrandissements.

Ainsi l'invalidation de I'expression de la protéindSBP par siRNA, ou I'invalidation de son

activité ATPase, ont des effets opposés. La pret®IBBP est nécessaire pour l'organisation
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des mitochondries autour d’'un centre organisateamdis que son activité ATPase est

nécessaire pour la libération des mitochondriesedeentre organisateur péri-nucléaire.

L’invalidation de I'expression de MSBP s’accompagne d’'une
diminution des interactions physiques et du transfe rt de la PS
entre le RE et les mitochondries.

La S100B a été identifiée comme un régulateur gakit transfert de la phosphatidylsérine
(PS) du RE vers la mitochondrie (Kuge et al., 200Qus avons cherché a savoir si la cible
mitochondriale de la S100B, MSBP, pourrait étréfd'eteur de la S100B dans la régulation
de ce transport. Dans cette étude, la phosphatidylelamine (PE), produit mitochondrial de
la PS transférée du RE vers la mitochondrie, dggéd comme un marqueur du transfert de la
PS (figure 43A). Une collaboration avec I'équipe du Osamu Kuge a permis de monter
gu’'apres transfection d’'un siRNA spécifiquementigdir contre MSBP une chute de la
synthése de PE est observée par rapport aux amslitiontréles ou un siRNA sans cible
spécifique est transfecté. En revanche le tauxydéhése de PS est inchangé. La chute de
synthese de PE ne résulte donc pas d’'une chutesymthese de son précurseur la PS. Suite a
linvalidation de MSBP, cette chute du marqueur FSulte donc d'une diminution du
transfert de son précurseur, la PS, du RE versitechondrie. La protéine MSBP est donc

I'effecteur de la S100B dans le transfert de ladBRE vers la mitochondrie.
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(B) Interaction entre le RE et les mitochondries
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Figure 43 : L'invalidation de MSBP induit une rupture des interactions et une diminution du transfertde

la PS entre le RE et les mitochondries dans les kaés U373.

(A) Diminution du transfert de la PS du RE vers maisochondries suite a l'invalidation de I'expresside
MSBP par siRNA. La PE synthétisée aux mitochondiigertir de la PS transférée du RE est utiliséenoce

un marqueur du transfert de la PS du RE vers leschondries.

(B) Rupture des interactions entre le RE et leschibndries suite a I'invalidation de I'expressianMSBP par
siRNA. Un extrait de mitochondries brutes est prépat la quantité de RE qui lui est associé ealyaée a
l'aide du marqueur IP3R. Le marqueur F1, mitoch@idpermet de contréler que la quantité de mitochies
préparées est correctement normalisée. Dans leditioms contréles, un siRNA sans cible connue est

transfecté.

Or ce transfert de la PS nécessite une interagiysique entre ces deux organelles. Nous
avons donc cherché a savoir si la chute du trandéePS entre le RE et les mitochondries
suite a l'invalidation de MSBP pouvait résulter mkurupture des interactions physiques entre
le RE et les mitochondries. Il est connu que lotsgextrait brut de mitochondries est
préparé, une fraction du RE impliquée dans le teainge la PS, les MAMS (Mitochondria
Associated Membranes), reste associée aux mitodesn€ing jours apres la transfection de
siRNA contr6les sans cible spécifique, ou de siRdpAcifiquement dirigés contre MSBP, des
mitochondries brutes sont préparées par centrifugatifférentielle. La méme quantité de
mitochondrie est préparée dans ces deux conditimmsne confirmé en Western blot a I'aide
du marqueur mitochondrial la F1 ATPase. Dans deslitions contréles, ou un si RNA sans
cible spécifique est transfecté, nous confirmongnicWestern Blot a I'aide du marqueur des
MAM, I'lP3R, qu’une fraction du RE reste physiquemassociée aux mitochondries brutes.
En revanche lorsqu’'un siRNA est spécifiquementgdircontre MSBP, le marqueur IP3R
permet de montrer une nette diminution de la foactde MAM associée au RE. La
diminution du transfert de PS entre le RE et leé®chiondries suite a l'invalidation de MSBP

résulte donc d’'une rupture des interactions physigntre ces deux organelles.
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Expression des protéines MSBP dans les
gliomes
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MSBP2: un marqueur qui permet de distinguer les
oligodendrogliomes des glioblastomes
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Figure 44 : MSBP2 n’est pas détectée dans les oldgmdrogliomes comparés au glioblastomes
(A) MSBP2 n'est pas détectée dans la lignée oligodetidte HS683. L'expression des protéines MSBP1
et MSBP2 est analysée a l'aide des anticorps Nitt€-ter dans des extraits protéiques totaux idsus
trois lignée gliales : U373 (astrocytome), U87 r@sftome), et HS683 (oligodendrogliome).
(B) MSBP2 n’est détectée que dans des glioblastomeparés aux oligodendrogliomes. L'expression des
protéines MSBP1 et MSBP2 est analysée dans degitexprotéiques totaux issus de biopsies a l'aide

de l'anticorps N-terminal. Glioblastome (G), Oldgndrogliomes (O).

Dans 80% des cas, les oligodendrogliomes se cassttau niveau moléculaire par la perte
d’hétérozygotie (LOH : Loss Of Heterozygoty) audsclp36.33 (Perry, 2001; Reifenberger
et al., 1994), locus qui porte entre autres leegdSBP1 et MSBP2. Lorsque par Western
Blot différentes lignées gliales sont analysées{3J&t U87, lignées issues de glioblastomes,
HS683, lignée issue d’oligodendrogliomes, I'expi@ssie I'épitope C-terminal de MSBP1
est ubiquitaire, en revanche MSBP2 n’est détectaldedans les glioblastomes (figure 44A).
Comparée au glioblastomes, la disparition de MSBRAs la lignée oligodendrogliale
suggere que la protéine MSBP2 pourrait étre un weang pour distinguer les
oligodendrogliomes des glioblastomes.

Pour confirmer ces résultats, I'expression desémes MSBP1 et MSBP2 a été analysée de
facon plus systématique a partir de biopsies asss®mme des glioblastomes ou des
oligodendrogliomes sur des critéres histologiqdigsife 44B). Les biopsies ont été obtenues

aupres du laboratoire du docteur Marie FrancoisknBEe’expression de MSBP1 s’avere
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ubiquitaire. En revanche, bien que faiblement erpg, la protéine MSBP2 est détectée dans
les glioblastomes mais pas dans les oligodendrngiso

La protéine MSBP2 apparait donc comme un marquelrpgrmet de distinguer les
oligodendrogliomes comparés aux glioblastomesldaunite, nous avons cherché a savoir si
'absence d’expression de MSBP2 dans les oligodghtdmes pouvait résulter d’une
délétion du gene MSBP2. Pour simplifier I'approcmmus avons commencé par nous
intéresser au statut de ce gene dans la lignéeéedtioligodendrogliomes HS683.

Délétion homozygote du gene codant pour MSBP2 dans la
lignée oligodendrogliale HS683
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Figure 45 : Une délétion homozygote touche la pa#i5’ du gene MSBP2 dans la lignée HS683.

Panneau du haut. La présence de différents gemedisks au locus 1p36.33 est analysée par PCR
génomique dans la lignée U373, et HS683.

Panneau du bas : Représentation schématique dealishtion des différents génes (en noir) analpsés
PCR génomique. La zone distale du chromosome llp tignée HS683 est caractérisée par une délétion

homozygote dont I'étendue se restreint aux ger8é¢1@5s et a la partie 5’ du géne MSBP2.
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Une LOH au locus 1p36.33 est déja décrite dansidaéé HS683 dérivee d'un
oligodendrogliome (Branle et al., 2002). Ce qunsig qu’un des deux alléles de MSBP2 est
déja délété. Pour expliquer I'absence d’expressierMSBP2 dans cette lignée nous nous
sommes intéressés au statut du second alléle. €@dardes PCR génomiques ont été
effectuées dans la lignée HS683, la lignée U378t éidisée comme contrble positif (figure
45). Contrairement a la lignée U373, ou tous lesegalu locus 1p36.33 testés sont présents,
dans la lignée HS683 ne sont pas détectés : l@e @&rtdu géne MSBP2, comprenant le
promoteur et le premier exon au moins, ainsi qupaldie 3’ du gene Q8N1Z5 adjacent a
MSBP2 c6té distal du chromosome. Nous avons ammsnpntrer une délétion homozygote
trés localisée dans la lignée dérivée d'oligodeglivmme HS683, délétion qui ne recouvre que
deux génes: la partie 5’ et le promoteur du gergBRR ainsi que le géene Q8N1Z5. Ce
résultat suggere qu’au cours du développement talplarpression de sélection a favorisé la
délétion homozygote de MSBP2, et que l'invalidatib® MSBP2 pourrait participer a la
transformation cellulaire. Dans un second tempgsravons cherché a savoir si I'invalidation
expérimentale de I'expression des génes MSBP poupaticiper a la transformation

cellulaire.

Invalidation de [I'expression des protéines MSBP et
transformation cellulaire

17 {A) Croissance cellulaire (B) Soft agar
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Figure 46 : L’invalidation de MSBP favorise la crossance cellulaire dans les cellules U373.

(A) Courbe de croissance des cellules U373. Le nonetméifrde cellules par unité de surface est quiéntif
a l'aide du cristal violet. Chaque valeur corregparune moyenne sur 6 points. Des résultats sneslai
ont été obtenus de maniére indépendante 3 foiss s conditions contrdles, un siRNA sans cible
connue est transfecté (siRNA Ct), sinon des siRNigék contre la protéine MSBP sont utilisés
(SIRNA MSBP).
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(B) Croissance des cellules en soft agar. Quatre japrés la transfection du siRNA, les cellules sont
cultivées en soft agar. Dans les conditions coes;@lin siRNA sans cible connue est transfecté @&iRN
Ct), sinon des siRNA dirigés contre la protéine NPS&nt utilisés (SIRNA MSBP). Aprés 10 jours de

croissance en soft agar les colonies sont photbgrag.

Pour tester I'implication éventuelle des protéiSBP dans la transformation cellulaire une
approche d’invalidation par siRNA a été utiliséigife 46). Pour cela des cellules gliales qui
expriment fortement ces deux protéines ont étésami la lignée U373. Nous nous sommes
intéressés a l'impact de cette invalidation sucri@issance cellulaire, un siRNA sans cible
spécifique étant utilisé comme contréle négatiftt€avalidation spécifique de I'expression

de MSBP favorise la prolifération ou la survie agklire : le nombre de cellules est presque
multiplié par trois aprés cing jours d’invalidatipar rapport aux conditions contréles (figure
46A). L'invalidation de MSBP favorise la croissanee soft agar dans le méme ordre de
grandeur (figure 46B). L'invalidation de MSBP dales cellules U373 favorise donc la

prolifération et la croissance cellulaire indépertdade I'ancrage en Soft Agar. Une

prolifération accrue et une capacité de survie espension sont deux criteres de
transformation, ces résultats suggerent que l'idaéibn de MSBP dans des cellules gliales

pourrait participer a la transformation cellulaire.

Surexpression des protéines MSBP et transformation cellulaire

(A) Test de clonogenecité
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Figure 47 : La surexpression des protéines MSBP iiilbe la croissance
(A) La surexpression de MSBP2 inhibe le nombre de sldoemés en test de clonogénécité. Aprés la
transfection des vecteurs portant les cDNA codant pMSBP2 ou MSBP1, ou d’un vecteur vide (Ct),
le nombre de clones formé est analysé aprés 18 gmisélection antibiotique. Panneau de gauche, les
boites de cellules HS683 transfectées sont pré&seaf#es fixation et coloration.
(B) Courbe de croissance d'un pool de cellules HS&f8fectées par un vecteur portant les cDNA codant

pour MSBP2, ou un vecteur vide (Ct).

(C) Colonies formées en soft agar par un pool de esl#iS683 transfectées par un vecteur portant les
cDNA codant pour MSBP2, ou d’'un vecteur vide (@tprés 10 jours de croissance en soft agar les

colonies sont photographiées.

Par ailleurs nous avons également analysé lesaféeta surexpression des protéines MSBP
(figure 47). Tout d’abord, un test de clonogénéaitété effectué dans différentes lignées :
COS, NIH3T3, U373, HS683. Pour cela, un « pool >celules transfectées par un vecteur
vide, ou un vecteur porteur du cDNA de MSBP1 ou M3Best soumis apres 48h de
transfection a une sélection antibiotique dirigénto® le gene de resistance porté par le
vecteur. Quelle que soit la lignée cellulaire, apl® jours de sélection antibiotique, la
surexpression de MSBP1 ou MSBP2 induit une dimimutiu nombre de clones formés, le

nombre de clones est notamment réduit de plus d@&rdans les cellules COS (figure 47A).

Nous avons ensuite décidé d’analyser plus en dégfiiet de cette surexpression sur la
prolifération et la croissance en soft agar. Poala,c afin d’amplifier lI'effet de la
surexpression, nous avons choisi une lignée glgiie exprime faiblement les protéines
MSBP, la lignée HS683. Bien que faible, I'analyseld courbe de croissance montre une
diminution de la prolifération dans les cellules@8S qui surexpriment MSBP2 (Figure 47B).
Par ailleurs en soft agar il existe une diminuttban facteur deux du nombre de colonies
formées (figure 47C).

La surexpression de MSBP2 a donc des effets pamiaitt opposés a ceux de I'invalidation
des protéines MSBPs : une diminution de la praiién et de la croissance indépendante de

'ancrage.
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Discussion
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Localisation mitochondriale de MSBP
Les études précédentes, des approches globalesact®orfnements biochimiques et de
protéomique qui ne portaient pas spécifiquementM8BP, étaient contradictoires sur la
localisation subcellulaire de MSBP. La protéineitépmésentée comme se localisant a la
membrane plasmique (Geuijen et al., 2005), auxmsbsmmes interphasiques (Morrison et
al., 2002), ou a la mitochondrie (Da Cruz et abQ2 Mootha et al., 2003). Dans tous les
types cellulaires utilisés au cours de notre étudee ce soit par des approches
d'immunofluorescence (protéines endogénes ou mEdEsUrexprimées avec une étiquette
myc), ou lors de fractionnements subcellulaire®iechimie, MSBP est toujours associée aux
mitochondries et n’a jamais été observée assoaikmuéres compartiments cellulaires.
Bien plus, nous avons montré que la protéine M8&Pune protéine mitochondriale
transmembranaire intégrale, qu’elle présente utogpiN-terminal exposé coté cytosolique,
et un domaine C-terminal de 35 kDa, comprenanitéede fixation et d’hydrolyse de I'ATP,
protégé a l'intérieur de la mitochondrie (figureAd8
Le mode le plus classique d'adressage des protéaitesnitochondrie utilise des séquences
N-terminales clivables. L’élimination de cette séqce a permis de montrer que I'adressage
de MSBP requiert un systéme alternatif. Ce systéiadressage alternatif est en accord avec
la localisation de MSBP a la membrane mitochondri@kterne : aucune protéine de la
membrane externe décrite a ce jour, ne présentsédaence d'adressage N-terminale
clivable. Par ailleurs, des travaux montrent qeesksquences 3’ UTR des ARNm de certaines
protéines mitochondriales permettent leur traductoxalisée, a proximité des mitochondries
(Marc et al., 2002). Nous avons montré ici que é&tion de sa séquence 3' UTR dans la
construction avec une étiquette myc en C-termimiainpéche pas I'adressage de MSBP aux
mitochondries.
Enfin la capacité de MSBP a interagir avec la mamrinterne suggere que MSBP est une
protéine de la membrane externe localisée aux ditg®gractions avec la membrane interne.
Des études montrent que ces domaines sont enriahis sites d’interactions des
mitochondries avec le RE (Ardail et al., 1993; Arad al., 1991; Gaigg et al., 1995), des
micro-domaines impliqgués dans le transfert du oaici(Rapizzi et al., 2002; Shoshan-
Barmatz et al., 2004), des nucléotides (Wildinglet2006) et de la PS (Hovius et al., 1992;
Vance and Steenbergen, 2005) (Figures 21 et 22nhdDs avons montré que la protéine

MSBP est nécessaire pour le maintien des interectatre le RE et les mitochondries, ainsi
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gue pour le transfert de PS entre ces deux organdlh localisation de MSBP est donc en

parfait accord avec sa fonction cellulaire.

MSBP et I'ancrage périnucléaire des mitochondries
La mauvaise distribution subcellulaire des mitoah@s peut étre la conséquence secondaire
d'un état métabolique altéré comme le mauvais fonoement de la chaine respiratoire, ou
une chute du potentiel membranaire. Suite a lickagion de I'expression de MSBP par un
siRNA, aucune modification majeure de l'état métmjppe des mitochondries n'a été
observée, et la prolifération cellulaire n'est paduite. La modification observée dans la
distribution des mitochondries résulte donc d'unwlication plus directe de la protéine
MSBP dans la distribution subcellulaire des mitouhes.
Dans les cellules U373, contrairement aux celltleta, les mitochondries s’accumulent de
facon asymétrique a un p6le du noyau dans une footaortion de cellules. L'invalidation de
MSBP s’accompagne alors d’'une libération des miadhies de ce qui apparait comme un
centre organisateur périnucléaire des mitochondries mitochondries se dispersent vers la
périphérie. La présence de MSBP apparait donc comguwessaire a l'ancrage des
mitochondries sur ce centre organisateur (figui®)48u contraire, I'inhibition de I'activité
ATPase, par la délétion du site de fixation de PADu par une mutation ponctuelle d’'un
résidu impliqué dans la fixation de I'ATP, favorisagrégation des mitochondries autour de
ce centre organisateur (figure 48B). L'invalidatide MSBP, ou l'inhibition de son activité
ATPase a donc des effets completement opposés. M@Bmet donc l'ancrage des
mitochondries autour d’un centre organisateur xipribé du noyau, et son activité ATPase

régule la libération des mitochondries de ce cemtganisateur.

Une analyse de la bibliographie montre que d’auéygsroches génétiques ont également
abouti a I'agrégation des mitochondries a un pélealyau. Ainsi, I'invalidation d’'un moteur
moléculaire, la kinésine, qui permet le transpatéeograde des mitochondries (Tanaka et al.,
1998; Wu et al., 1998), ou l'invalidation de I'una I'autre des protéines adaptatrices, Milton
ou Miro, qui permettent I'ancrage des mitochondseas ce moteur, aboutissent a une telle
agrégation (Glater et al., 2006; Guo et al., 200Bwutre part le traitement de cellules Hela
par la staurosporine, qui induit I'entrée en apsetale ces cellules, s’accompagne d’'une
réorganisation des microtubules dépendante de laspblorylation de Tau et dune
accumulation des mitochondries autour du centros@aeos et al., 2005). Ainsi toutes ces
études soulignent I'importance du mouvement desahdndries le long de ce réseau de

microtubules dans la régulation de la distributil@s mitochondries par rapport a un centre
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organisateur périnucléaire des mitochondries. Maisentre organisateur reste a identifier, la
zone d’'accumulation des mitochondries est beauquup large que le centrosome, tres
ponctuel, et qui n'apparait que comme « un cen&rggivité » dans I'équilibre entre les
mouvements antérogrades et rétrogrades des mitdgeshe long du réseau de microtubules.
La distribution des mitochondries résulte égalentenieur immobilisation, leur ancrage, a
des sites spécifiques (Hollenbeck and Saxton, 20083 mécanismes moléculaires qui
permettent I'ancrage des mitochondries a proxindirganelles comme le RE restent a
identifier.

La comparaison de la protéine MSBP avec la protéiive peut s’avérer intéressante. La
protéine adaptatrice Miro qui établit les contaetdre la mitochondrie et un moteur des
microtubules, est essentielle pour les déplacenaméogrades des mitochondries (Fransson
et al., 2003; Fransson et al., 2006; Frederickl.et2804; Guo et al., 2005). Les protéines
MSBP et Miro partagent des points communs. Ce destprotéines de la membrane externe
des mitochondries, et elles sont transmembranaitégrales. Si MSBP interagit avec une
protéine a mains EF, sites de fixation du calcilenS100B, la séquence de Miro porte
egalement des mains EF. De méme que la protéinelVf®Bsede un domaine ATPase, Miro
possede un site GTPase. Cependant son site GTRAsexposeé coOté cytosolique,
contrairement a MSBP dont le site ATPase est péo&ebjintérieur de la mitochondrie. Mais
des différences beaucoup plus importantes apparaiddin point de vue fonctionnel. Certes,
les mutations du domaine GTPase ou main EF de (namsson et al., 2006), ou la mutation
du domaine ATPase de MSBP induisent toutes une nadation périnucléaire des
mitochondries. Mais, la surexpression de la pretdf$BP est sans effet apparent, tandis que
la surexpression de Miro induit une accumulatioa getochondries a la périphérie (Guo et
al., 2005). Bien plus, si l'invalidation de la pgote Miro a un effet similaire aux mutations
ponctuelles, au contraire l'invalidation de I'exgs®n de MSBP et la mutation de son site
ATPase ont des effets opposés. Dans ce contexprpiéine MSBP s’avere originale. Les
moteurs moléculaires kinésines, les protéines attaggs Milton et Miro, sont impliqués dans
la régulation du mouvement des mitochondries, targlie la protéine MSBP semble
impliquée dans la régulation de l'interaction desoohondries avec un centre organisateur

périnucléaire.
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Perspectives
La distribution proximo distale des mitochondries papport au noyau, les phénomenes de

fusion/fission des mitochondries, les propriétésddplacement des mitochondries sont tres
éetudiés. En revanche, les mécanismes moléculaingis pgrmettent l'ancrage des
mitochondries a des sites précis et leurs intemastiavec d’autres organelles restent peu
décrits. Par ailleurs, bien qu'observée, la répantides mitochondries autour du noyau qui
peut étre symétrique (symétrie radiale), ou asyiquédr (accumulation a un péle), n’est pas
étudiée. Cette asymétrie pourrait étre essentidlies les cellules polarisées, lors de la
migration cellulaire, ou lors de la division asynigite. D'autre part, les mitochondries jouent
un rble essentiel dans la régulation de la propagates signalisations calciques. Des
constructions mutantes de MSBP, comme la consbrudti287, pourraient s’avérer de trés
bons outils pour analyser les relations entreridigions mitochondriales, interactions des
mitochondries avec les autres réservoirs a calcilf,et membranes plasmiques, et les
modifications de la signalisation calcique celltdai

Des modeles cellulaires comme les neurones ou d#sgles pancréatiques, des cellules
fortement polarisées, s’averent tres intéressarmdsr d'étude de la distribution des
mitochondries. Dans ces cellules la distributiors deitochondries est trés hétérogene, et
I'accumulation des mitochondries a des sites presiessentielle pour la régulation locale de
la production d’ATP ou I'homéostasie calcique. Matidation de MSBP, ou ['utilisation de
protéines mutantes pourrait s’avérer intéressaate des modeles cellulaires.

Suite a Tlinvalidation de MSBP qui induit une madiftion de la distribution des
mitochondries, une dispersion des mitochondries \Var périphérie, la vidéomicroscopie
devrait permettre de montrer que le mouvement deschondries périphériques (cinétique,
direction) n’est pas altéré, mais que seuls I'imiigdtion et 'ancrage autour d’une structure
périnucléaire sont modifiés.

Bien que le mécanisme moléculaire par lequel M®&BPimpliquée dans la régulation de
l'interaction des mitochondries avec un centre oiggEeur reste inconnu, des résultats
préliminaires suggerent que MSBP puisse interagiét ales composants du cytosquelette.
Ainsi la construction MSBP 150-280 n’est plus lie& aux mitochondries, s’accumule dans
des structures similaires au centre organisatesind®chondries, et induit une libération des
mitochondries de ce centre organisateur et leyedéson vers la périphérie. Ceci suggére que
cette protéine MSBP mutante, lorsqu’elle s’accunauecentre organisateur, masque le site
d’ancrage de la protéine MSBP mitochondriale saeveigempéche ainsi I'agrégation des

mitochondries autour de ce centre organisatedihygiothése de l'interaction de la protéine
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MSBP avec un composant du cytosquelette s’averée,juR prochaine étape est
l'identification de ce composant. La constructionupait alors étre utilisée pour des

expeériences d'immunoprécipitation ou de « pull down

Interactions RE-mitochondries et transfert de la PS

Une étude précédente a montré que la S100B stideufacon calcium et ATP dépendante le
transfert de PS du RE vers les mitochondries (kaigd., 2001). Dans la présente étude, nous
avons identifié une cible mitochondriale de la Q@i présente les caractéristiques requises
pour étre I'effecteur de la S100B dans ce transpddst une ATPase dont l'interaction avec
la S100B est calcium dépendante. Bien plus, lickaion de MSBP réduit fortement le
transport de la PS. Il existe plusieurs explicatian fait que I'inhibition du transfert de la PS
ne soit pas compléte. Tout d’abord une approchetyghe SiRNA diminue fortement
I'expression de la protéine, mais ne I'abolit pamplétement. Ensuite, une deuxiéme voie de
biosynthése pour la PE existe, la voie CDP-éthanioka dans le RE (Henneberry et al., 2002;
Kennedy, 1956; Vance, 1988). La voie de biosyntméagritaire varie d'un type cellulaire a
lautre (Kuge et al., 1986; Miller and Kent, 198&jndler and Akesson, 1975; Voelker, 1984;
Zelinski and Choy, 1982) (figure 21). MSBP appadiihc comme l'effecteur de la S100B
dans la régulation du transfert calcium dépendanadPS du RE a la mitochondrie.

Mais I'implication de MSBP dans le transport dePi8 est en fait indirect, MSBP régule la
distribution subcellulaire des mitochondries, etirée interactions avec le RE, qui est
indispensable pour le transfert de la PS. Une étpdécédente avait montré en
immunofluorescence que l'accumulation périnucléades mitochondries autour des
centrosomes s’accompagne d’une augmentation duvesoent entre le marquage du RE et
le marquage des mitochondries (Darios et al., 20&85) accord avec ce résultat, nous
montrons ici par une approche biochimique, quavérse, une dispersion vers la périphérie
des mitochondries, induite par I'invalidation dexjpression de MSBP, s’accompagne d’'une
diminution des interactions entre le RE et les ofitndries. Toutes les études précédentes
gui montraient 'importance des interactions etgr&E et les mitochondries dans le transfert
de la PS utilisaient des approches biochimigquemvalidation de MSBP est la premiere
approche « génétique », qui montre par l'invalolatide I'expression d’'une protéine par
siRNA, que les contacts physiques étroits entiRRHeet les mitochondries sont indispensables

pour un tel transfert. Il avait été proposé qu8180B régule les interactions entre le RE et les
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mitochondries (Vance and Steenbergen, 2005), noussadentifié ici une cible de la S100B

qui régule les interactions entre le RE et les ahitmdries, et donc le transfert de la PS.

Perspectives
Des études complémentaires devraient permettrerdferoer que MSBP est I'effecteur de la

S100B : en effet suite a I'invalidation de MSBP,3400B ne devrait plus étre capable de
stimuler le transfert de PS.

Concernant le transfert de la PS, et les interastentre le RE et les mitochondries, seule
'influence du siRNA a été étudiée, il reste aaedinfluence des protéines MSBP délétées

ou mutées pour le site ATPase.

Spécificité de I'interaction directe entre la S100B et MSBP.

L’approche par Far Western, qui a permis I'idenéifion de MSBP comme cible de la sonde
S100B radiomarquée &0S, est originale. MSBP est la premiére cible d8180B identifiée
par cette approche. En Far Western, MSBP est la niajeure reconnue par la S100B dans
un échantillon protéique complexe : un extrait Wdalte total. Contrairement a d’autres
techniques, comme les « pulldown S100B » ou lesneounoprécipitations qui permettent
I'identification de nombreuses cibles de la S10@BFar Western permet d’identifier des
cibles insolubles et semble étre une technique ghirsgente : dans ces conditions la S100B
reconnait de facon spécifique un nombre restregntilles. De plus la technique du Far
Western permet d’affirmer que linteraction entee $100B et MSBP est directe, sans
protéines adaptatrices intermédiaires.

De nombreuses protéines S100 partagent des ciblesremun. Ainsi la S100A1, protéine
qui est la plus proche de la S100B avec 59 % diitéestricte, est capable de former des
hétérodimeres avec la S100B (Deloulme et al., 208t0nteragit avec une dizaine de cibles
communes a la S100B. Pourtant dans des expéridac®$00B « pull down », la S100A1 est
incapable de dissocier l'interaction entre la S1@0BISBP. Ce qui suggere que l'interaction
entre la S100B et MSBP est de tres haute affilde.plus, une approche plus classique,
comme la co-immunoprécipitation, confirme que lestéines S100B et MSBP endogenes

sont capables d’interagir.
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S100B : un senseur a calcium a I'interface MAM mito  chondries.
Une analyse bibliographique montre que de nombsecibées de la S100Bine trentaine a ce
jour, ont déja été identifiées. Cependant poure®uies cibles I'interaction n'a été montrée
guin vitro a des concentrations calciques nettement supésie@aux concentrations
cytosoliques. L'implication commune de MSBP et d&IL00B dans la régulation du transfert
de la PS du RE vers les mitochondries, la locétisade MSBP a la membrane externe des
mitochondries, aux zones de contacts entre les magr@b externes et internes, connues pour
étre enrichies a l'interface mitochondries-RE, frggt que l'interaction calcium dépendante
entre la S100B et MSBP a lieu a cette interfacdgsiconcentrations calciques, de 15 a 100
UM (Csordas et al., 1999; Neher, 1998), sont enrdcawvec I'affinité de la S100B pour le
calcium. Par ailleurs, les interactions entre leés\M/et les mitochondries sont régulées par les
concentrations calciques (Wang et al., 2000b)1B08 pourrait étre le senseur a calcium qui
régule ces interactions.
Les protéines de la famille AAA forment des oligoe® 'ATP interagissant a I'interface de
deux monomeres, l'inhibition de I'oligomérisatioraccompagne donc d’une inhibition de
l'activité ATPase (Frickey and Lupas, 2004). La 8RB0nhibe la formation des oligomeéres de
MSBP, membre de la famille AAA, et pourrait régudémsi son activité ATPase (figure 48A).
Il a déja été montré que la S100B peut inhiberig@hérisation de ses protéines cibles,
notamment pour les filaments intermédiaires (Setcal., 1998), les microtubules (Sorci et

al., 2000), ou la protéine p53 (Fernandez-Fernarptiak, 2005) par exemple.

Perspectives

Si le fonctionnement de la protéine MSBP est idgmiau mécanisme commun déja décrit
pour les autres membres de la famille AAA, alonshibition de I'oligomérisation de MSBP
par la S100B devrait s’accompagner d'une inhibitide son activité ATPase. La
surexpression de la S100B devrait donc induirehénptype identique a la surexpression des
protéines MSBP mutées ou délétées pour leur sitdPal@: un regroupement des
mitochondries a un pdle du noyau (figure 48).

Cependant la difficulté de telles approches ne plstétre sous-estimée. En plus de MSBP, la
S100B interagit avec de nombreuses autres cibeS100B n’est qu’une protéine régulatrice
dont la fonction peut étre compensée, notammentipatres S100 comme la S100A1 avec

laquelle elle partage de nombreuses cibles. Arssisburis transgéniques ou invalidées ne
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présentent pas de phénotypes majeurs, mais seuldagphénotypes complexes révélés par

des conditions de stress, vieillissement, épilepsie

S100B
(A) + Ca®*

-

Mitochondrie

MSBP

mitochondrie

AllIPase

Figure 48 : modéles d'interprétation

(A) Régulation de l'activité de MSBP par la S100B.

La protéine MSBP est une protéine mitochondriad@smembranaire intégrale, dont le domaine N-tedmina
site de fixation de la S100B, est exposé coté ofipse, le c6té C-terminal, porteur du site de tiow de
'ATP, protégé a l'intérieur de la mitochondrie. peotéine est localisée aux sites de contacts laveembrane
interne. Tous les membres de la famille AAA, a Eliuappartient MSBP, décrits a ce jour sont prisssous la
forme d’hexameres, I'ATP étant fixé a l'interfacetre deux monomeres. L'oligomérisation est nécessai
leur activité ATPase. La S100B qui inhibe Il'oligomsation de MSBP pourrait réguler ainsi son addivit
ATPase.

(B) Régulation de la distribution des mitochondipes la protéine MSBP.

La protéine MSBP est nécessaire pour l'ancrage miéechondries autour d’'un centre d’organisation
périnucléaire. L'activité ATPase de MSBP régulditiération des mitochondries de ce centre orgagisat.a
S100B inhibe cette activité ATPase et favorisedianulation périnucléaire. Les interactions physiaele
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transfert de PS entre le RE et les mitochondries faworisés lorsque les mitochondries s’accumuendur de

ce centre organisateur, mais inhibés lorsque leschondries se dispersent a la périphérie.

S100B, MSBP et retard de la différenciation des CPO

Dans toutes les lignées cellulaires humaines tgsM8BP1 est exprimée. Il en va de méme
pour MSBP2, a I'exception de la lignée HS683. L'egsion de la S100B n’est pas aussi
ubiquitaire. La S100B n’est donc probablement padispensable au fonctionnement
physiologique de MSBP, mais un régulateur qui inét dans des conditions particulieres.
Ainsi dans le lignage oligodendrocytaire, S100Bfesement exprimée de facon transitoire
au cours de la maturation (Deloulme et al., 2004¢hém et al., 2005). L'invalidation de la
S100B, ou de sa cible mitochondriale, MSBP, ontefésts similaires : un ralentissement de
la différenciation dans les CPO, et un ralentissgnti transfert de la PS. Au niveau
fonctionnel MSBP apparait donc bien comme l'effactde la S100B dans le contréle du
transfert de la PS et le contrble de la différetimmades CPO. La maturation des CPO, qui au
niveau morphologique se caractérise par un acemisst de la surface membranaire et une
synthese des gaines de myéline, demande un faxt dausynthese de phospholipides,
notamment de PE. La diminution du transfert du ym&sur de PE, la PS, du RE vers la
mitochondrie lors de I'invalidation de la S100B de sa cible, MSBP, pourrait étre la cause
du retard de différenciation observé.

Néanmoins d’autres hypothéses sont envisageablespgpliquer le retard de différenciation,
par exemple la distribution des mitochondries esseptielle dans le controle des

signalisations calciques intracellulaires.

MSBP marqueur de classification pour distinguer les
oligodendrogliomes des glioblastomes?

Des études précédentes avaient déja montré quprdésines MSBP pouvaient étre des
marqueurs tumoraux. La recherche d’auto-antigemémcellulaires chez 'lhomme lors du
développement d’adénocarcinomes du cou et de laen(@ires et al., 2004; Schaffrik et al.,
2006), ou de leucémies myéloides aigies (Geuijah,e2005), avait abouti a 'identification
des protéines MSBP. Une localisation subcellulamermale, membrane plasmique, a ainsi
pu étre observée (Geuijen et al., 2005). Ces msufiuggerent que la perturbation de la
fonction MSBP pourrait apparaitre lors du dévelopeet de tumeurs. Par ailleurs il a été
montré chez le rongeur que I'oncogene myc inhib&rdascription de MSBP (Zeller et al.,

2003). Nous nous sommes intéressés a I'expresasrmpbtéines MSBP dans un contexte
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tumoral différent, pas encore étudié, les gliomeis,cela en raison de la localisation
chromosomique des genes MSBP, au locus 1p36, éassicpar une perte d’hétérozygotie
dans les oligodendrogliomes.

Dans ce contexte, la protéine MSBP2 apparait coommmarqueur qui permet de distinguer
les oligodendrogliomes, ou elle n'est pas déteatiés, glioblastomes. Cependant une des
limites de cette approche est que I'expression &8RP dans les glioblastomes reste faible.
Les glioblastomes sont des tumeurs trés hétérogdaas ces tumeurs, la protéine MSBP2
pourrait n’étre exprimée que par un type cellulgiegticulier, comme celui présentant des

propriétés de cellules souches (Ignatova et ab220oeper et al., 2001).

Perspective
Dans ce contexte développer un anticorps spécifigu®SBP2 pour des marquages sur des

coupes de tissus devrait permettre d'utiliser phisement MSBP2 pour discriminer les

glioblastomes des oligodendrogliomes.

Distinction entre MSBP2 et MSBP1.

Comparé aux autres génomes de mammiféres, le géhamain apparait comme le seul
porteur de deux genes MSBP. En accord avec la i récente du gene, MSBP1 et
MSBP2 présentent 93 % d’identité, et seule la présele 62 acides aminés supplémentaires
c6té C-terminal distingue véritablement la séquemmo&ique de MSBP2 de celle de MSBP1.
Ainsi les deux protéines MSBP1 et MSBP2 sont mitocihiiales, capables de former
ensemble des hétéro-oligomeres, et peuvent intetagies deux avec la S100B. La
surexpression de l'une ou l'autre des protéinesea effets similaires sur les tests de
clonogénécité. Les deux protéines MSBP1 et MSBR2 exprimées dans toutes les lignées
cellulaires humaines testées au laboratoire : Hdl@F7, U373, a I'exception de la lignée
oligodendrogliale HS683 qui n’exprime que MSBP1s@alyses de biopsies suggerent que
'expression de la protéine MSBP2 est ubiquitaiengd I'embryon humain, mais qu’en
revanche dans les deux tissus différenciés testés Ikadulte, cerveau et cceur, la protéine
MSBP2 n’'est pas détectée, sauf dans une zone gdiveirde I’hypophyse. D’autre part, en
culture dans les cellules U373, une diminution’depression de MSBP2 est observée apres
confluence. Tous ces résultats préliminaires s#ggaue I'expression de la protéine MSBP1
est ubiquitaire, tandis que la protéine MSB2 egtriexée dans les tissus germinatifs et les
lignées cellulaires, ou MSBP2 pourrait réguler tiite de MSBP1 via sa capacité a former

des hétéro-oligomeres avec celle-ci.



- 143 -

LOH et délétion homozygote du gene codant pour MSBP 2
La perte d’hétérozygotie au locus 1p36 dans legpdéndrogliomes (Ino et al., 2001; Ino et
al., 2000; Jeuken et al., 2001; McDonald et al.0R00hgaki and Kleihues, 2005;
Reifenberger et al., 1994; Smith et al., 2005; Breital., 2000; Stupp et al., 2006; Watson et
al., 2001b), ainsi que dans la lignée HS683 (Brahkd., 2002), avait déja été montrée. Nous
montrons pour la premiére fois, dans la lignéeutale HS683, que le géne codant pour la
protéine MSBP2 peut étre délété de facon homozygiette délétion homozygote est tres
localisée, son étendue se restreint au gene Q8KtlZb promoteur et de la partie 5’ codante
du gene MSBP2. Cette délétion pourrait s’accompadiume translocation chromosomique.
Ainsi la partie 3' du géne MSBP2, toujours préseptaurrait étre fusionnée avec un autre
géne. La capacité des protéines MSBP a former dem-hou hétéro-oligomeéres, formation
d’oligoméres qui est nécessaire pour l'activité A3® (Frickey and Lupas, 2004), suggére
gue de telles protéines tronquées ou mutées pentrguer le réle de dominant négatif
comme nous l'avons par ailleurs observé pour uo&pre exogene, la construction MSBP

mutée au niveau du motif Walker A.

L’absence d’expression de MSBP2 sauvage dans iggsdehdrogliomes pourrait résulter de
'absence d’expression de cette protéine dans igssist sains d'ou dérivent les cellules
tumorales. Mais la délétion homozygote du gene MS8&hs la lignée HS683, suggere une
pression de sélection qui favorise l'invalidatioa Bexpression de ces génes au cours du

développement tumoral.

Perspectives

Il serait nécessaire d’'analyser les causes quigrgtre a I'origine de I'absence d’expression
de MSP2 dans des biopsies de tumeurs. Mais cela @érer difficile et complexe.
L’absence d’expression de MSBP2 peut avoir desraggmultiples : mutation d’'un facteur
de transcription en amont de I'expression des pre$eMSBP, mutation ou méthylation du
promoteur, mutation ou troncation de la séquenciamte® comme nous I'avons déja montré

pour la lignée HS683.

Invalidation des genes MSBP et transformation cellu laire
Dans les lignées gliales, au contraire de la suesgion de MSBP2, l'invalidation des

protéines MSBP favorise la prolifération et la ssaince indépendante de I'ancrage.
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L’invalidation de la fonction des protéines MSBRupait donc participer a la transformation
cellulaire lors du développement des oligodendomgéis. Mais, comparée a l'invalidation de
protéines suppresseurs de tumeurs comme p53 oul'wadlidation des protéines MSBP
présente des effets nettement moindres. L'invabdatles protéines MSBP ne serait qu’'une
composante parmi une combinaison complexe de rongatmpliquées dans la transformation
cellulaire. En accord avec cette observation la L&Hlocus 1p36.33 est trés étendue et
concerne de trés nombreux genes, de nombreux gimesnt donc étre invalidés pour
permettre le développement des oligodendrogliomes.

L’invalidation de la protéine mitochondriale MSBRnhibe pas I'activité métabolique des
mitochondries, au contraire cette invalidation stampagne d’une prolifération cellulaire
accrue. Cette augmentation de la prolifération pewir de multiples origines qui n’ont pas
encore été investiguées en détail : raccourcissedegia durée du cycle cellulaire, diminution
de la proportion des cellules en GO, diminution Ié@optose spontanée. Cette derniere
hypothése mériterait une attention particuliére eEat, un renforcement des contacts entre le
RE et les mitochondries favorise les transfertscaleium et I'entrée en apoptose (Chami
Mounia, 2006; Darios et al., 2005; Filippin et &003; Fransson et al., 2003; Muriel et al.,
2000), tandis qu’a linverse leur dissociation imdil’entrée en apoptose (Simmen et al.,
2005). Or nous avons montré dans la lignée U373 mvalidation de MSBP s’accompagne
d’une diminution des interactions du RE avec leamondries.

Perspective
Il serait donc intéressant de tester si la dissiotia@es interactions entre RE et mitochondries,

suite a l'invalidation de MSBP, s’accompagne d'uliminution de I'apoptose spontanée qui

expliquerait alors 'augmentation de la proliféoatiobservée.

Importance du type cellulaire dans la transformatio n tumorale
Chaque type tumoral présente une signature moléewai lui est propre, correspondant a
une combinaison d'altérations disparates des ségserADN : mutations, délétions,
méthylations des Tlots CpG dans les promoteurglehiité tumorale dépend également de
l'identité cellulaire des cellules originelles dogite dérive. Ainsi l'invalidation des génes
MSBP, localisés au locus 1p36.33, accroit la pgddifion cellulaire de la lignée gliale U373,
mais pas celle de la lignée épithéliale Hela, staygégue I'invalidation des génes MSBPs n'a
un effet transformant que dans certaines popuktietiulaires comme la lignée gliale U373.

L’absence d’effet de linvalidation de MSBP surpilifération des cellules Hela comparées
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aux cellules U373 peut étre corrélée a I'absenedfat’sur la distribution des mitochondries.
Contrairement aux cellules U373, dans les celldlels les mitochondries sont déja localisées
a la périphérie, l'invalidation de MSBP a donc uifiele moindre sur la distribution des

cellules.
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Conclusion générale

Ce travail a été initié par lidentification d'unprotéine, MSBP, comme cible de la
calciprotéine S100B dans les cellules progénitricdggodendrogliales (CPO). Les
caractéristiques de cette interaction MSBP-S100R slassiques et ont déja été retrouvées
pour d’autres cibles de la S100B : interaction dépete du calcium, régulation de
I'oligomérisation de la protéine cible par la S10@&s résultats confirment le rdle régulateur
gue peut jouer le senseur a calcium qu’est la S1P@Bailleurs cette interaction présente des
caractéristiques originales : l'interaction présenne trés forte spécificité, mais surtout la
cible de la S100B est localisée dans un compartimgrbcellulaire particulier: la
mitochondrie.

De plus, ce travail ne se réduit pas a I'identtfma d’'une nouvelle cible de la S100B. Aucune
étude spécifiqgue préalable ne portait sur cettéépre. La caractérisation fonctionnelle de
MSBP, par l'utilisation d’invalidation par siRNA gpar l'utilisation de mutants, a permis de
montrer que cette protéine est essentielle dangégmlation de la distribution des
mitochondries et de leur interaction avec le REs @&sultats démontrent la validité de
I’hypothese du Docteur Vance (Vance et Steenbe2f@0B) selon laquelle la S100B régule la
distribution et linteraction des mitochondries avie RE, et montrent que pour cela la
nouvelle protéine MSBP est I'effecteur de la S100B.

Nous montrons egalement que la régulation de oetgeaction entre mitochondries et RE par
MSBP a des conséquences fonctionnelles importgtesia physiologie de la cellule et de
'organisme. L’invalidation de MSBP induit une rétion du transfert de PS entre le RE et
les mitochondries, et un retard de la différenoratdes CPO. MSBP apparait comme le
maillon manquant pour expliquer certains phénotygeda S100B jusqu’alors inexpliqués.
L’identification de cette cible expliqgue comment3400B stimule le transfert de la PS entre
RE et mitochondries, résultat qui avait été obteaul’équipe du Docteur Kuge (Kuge et al.,
2001), et elle expliqgue également comment l'invatiich de la S100B aboutit & un retard de la
différenciation des CPO.

Par ailleurs, ce travail ouvre des perspectives daux champs d’investigation majeurs.
Concernant l'intégration de la fonction de la S1008 régulation de la distribution des
mitochondries pourrait expliquer de nombreux aupreénotypes complexes observés chez

les souris invalidées ou transgéniques pour la B1@@rturbation de ’homéostasie calcique,
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vieillissement accéléré des neurones, sensibiitéua aux infarctus, défauts cognitifs. Autant
de voies qui restent & explorer.

Cette étude de MSBP permet également d’apportenaleeaux outils et de nouvelles
perspectives dans la distribution subcellulaire detchondries. Les études précédentes
s’intéressent aux mouvements antérogrades ou ratteg des mitochondries. Un mutant
comme la construction 1-287, met en évidence l'itgpwe de nouvelles structures comme
un centre d’organisation et d’ancrage périnuclégdiedes questions comme la distribution
proximo-distale des mitochondries sont fortemendiées, la question de I'asymétrie I'est
moins. La construction 1-287 devrait permettre téader de nouvelles questions comme la
distribution asymétrique des mitochondries lors lde polarisation des cellules, leurs
migrations ou leurs divisions asymétriques.

Enfin l'identification d’une nouvelle cible de 1a180B et sa caractérisation fonctionnelle
ouvrent des perspectives thérapeutiques. Il at@inéntré que 'oncogene VerB lorsqu’il est
exprimé sous un promoteur S100B induit le développ® d’oligodendrogliomes, indiquant
que les cellules qui expriment fortement la S10@Bvent étre les cellules originelles dont
dérivent les oligodendrogliomes. Or la cible d&180B identifiée par ce travail, est localisée
dans le génome humain au locus 1p36.33, caraciggisane perte d’hétérozygotie dans les
oligodendrogliomes. Nous montrons ici que le gémgant pour MSBP2 peut étre délété de
facon homozygote dans une lignée dérivée doligddegliome, par ailleurs dans des
biopsies de tumeurs, l'absence d’expression de MSBRrmet de différencier les
oligodendrogliomes des glioblastomes. MSBP2 appd@ic comme un nouveau marqueur
pour classer les tumeurs, ce qui permettrait dtetapeurs traitements. Par ailleurs
l'invalidation de MSBP pourrait étre une des congmiss de la transformation cellulaire a
lorigine du développement des oligodendrogliomé3ette hypothése mérite d’étre

approfondie, car MSBP pourrait alors étre utiliséenme cible thérapeutique.
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Matériel et méthode
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Cultures cellulaires

Les lignées cellulaires, U373, U87, HS683, Helas Ctes cellules sont cultivées dans du
DMEM (Dulbeco Modified Eagle Medium)-Glutamax (Gdjcsupplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal (FCS; Seromed) et 1% péneslireptomycine dans un incubateur 95%
02, 5% CO2 a 37,5°C.

Culture des cellules progénitrices oligodendroghatle rat (CPO) : les cultures secondaires
de CPO ont été obtenues auprés du docteur Labtairtles cellules peuvent étre congelées
dans le milieu suivant : DMEM %2, DCS ¥, plus 10%QMSO. Les cellules sont cultivées
dans du DMEM (1/3), F12 (1/3), milieu conditionn&@® (1/3), DCS (Donor Calf Serum)
décomplémenté (0.5%), N2 (1%), Glucose 1M (2%),(P%). Du PDGF (1/1000) et du
bFGF (1/1000) sont rajoutés tous les jours. Ungmsgellulaire est effectué tous les 4 a 6
jours, les cellules sont diluées au 1/3. Pour eacellules sont décollées mécaniquement a
'aide du flux de la pipette. Pour induire la dié@ciation un nouveau milieu de culture est
utilisé : DMEM (1/2), F12 (1/2), PS (1%), GlucoseM (2%), NT3 (1/10000), PDGF
(1/1000), Forskolin (1/2000), NTF (1/1000), et IFhwne thyroidienne T3 (1/750) qui est

rajoutée tous les jours.

Courbes de croissance et activité métabolique desc  ellules

Les siRNA sont transféctés au temps to. Au temgdh t2s cellules sont trypsinées et
ensemencées sur 6 plaques 96 puits a différertémds (6 puits pour chaque condition). A
t48h I'activité métabolique des cellules vivantesmesurée sur une plaque a l'aide du réactif
Wstl (Roche) suivant le protocole du manufacturerréactif WST1 (ROCHE) permet de
mesurer sur des cellules vivantes l'activité desdacinate-tetrazolium réductase (Hopper,
1997), une enzyme de la chaine respiratoire mitodtale. Puis, aprés un lavage au PBS, la
méme plaque est colorée au cristal violet : 50 'uhel solution de cristal violet (0.05% de
cristal dans 25% méthanol, 75%®) sont ajoutés par puits et incubés pendant 15 beis
exces de colorant sont retirés par quatre lavagesessifs par immersion dans de I'eau. Les
plaques sont séchées 12h a RT. Le colorant estudigsr une solution de sodium citrate
(50% éthanol). La lecture de I'absorbance s’effecu540 nm. Le cristal violet colore les
protéines, et 'absorbance est proportionnelle @mbre de cellules par unité de surface. La

méme opération est répétée toutes les 24h. Lagelities dilutions présentes a un temps t sur
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une méme plague permettent de rapporter I'actmiééabolique (Wstl) au nombre de cellules
(cristal violet). Et le suivi au cours du temps mhhmbre de cellules (cristal violet) pour une
méme dilution permet d’obtenir une courbe de carise. Chaque valeur est une moyenne sur

6 puits, et 'expérience a été répétée trois fois.

Transfections

Les transfections des siRNA et des cDNA dans pséks cellulaires sont réalisées avec la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), suivant le prottecdu manufacturer. Lors des transfections

de siRNA un mélange équimolaire des 3 siRNA suast utilisé :
SIRNA n°1 : 5gCAgCAgCAACUUCUCAAU(ITAT)3’
SIRNA n°2 : 5gCAACAgUCCAAGCUCAAA(dTAT)3!
SIRNA n°3 : 5gAAgUUgCUCCAUUUgUCC(dTdT)3’

Les CPO ont été transfectées a I'aide du kit AmRaa oligodendrocyte NucleofectorTM

suivant le protocole du manufacturer. Pour inhM&BP le siRNA n°3 est utilisé.

Préparation de I'extrait de mitochondries brutes

Des cellules cultivées a 90% de confluence dansbddss de 10ml sont lysées dans le
tampon suivant : 0,28 M sucrose ; Tris 10 mM pH ;7045 mM EDTA ou 0.3 mM CacCl2.
Les cellules sont brisées de fagcon mécanique ppadsage répété dans une seringue (229)
pendant 10 minutes a 4° C. La suspension est ftagée a 1200 g pendant 5 minutes pour
éliminer les noyaux et les cellules non lysées dausilot (N). Le surnageant est centrifugé a
11000 g pendant 10 minutes. Le culot contient l@sahondries (M), le surnageant contient

le cytosol et les membranes plasmiques (C).

Digestion tryptique des mitochondries brutes

Des mitochondries brutes (140 pg de protéines) isoabées dans 200 ul de PBS avec 2.5
Kg de trypsine a 37°C pour des durées variabledigestion est stoppée par I'addition de 20
ul d’'un tampon Laemli complété par du pfabloc. Bglchaque échantillon sont séparés par
SDS-PAGE et analysés par Western Blot.
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Extractions différentielles

Des mitochondries brutes (140 pg de protéines)isocobées a 4°C dans différents tampons :
a fortes concentrations de sel (Na2Cl2, 1M), a plidue (Na2CO3, pH 11,5), ou contrdle

(40 mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl). Les mitochondraemnt resuspendues pendant 10 min a
la pipette, puis centrifugées a 11000 g pendaniniifutes. Le culot et le surnageant sont

séparés par SDS-PAGE et analysés par Western Blot.

Fractions submitochondriales

Des mitochondries brutes sont suspendues dansml.45n tampon hypotonique : 10 mM
Hepes/KOH ; pH 7.4 ; 0.5 mM EDTA. Apres 30 minutéiscubation sur la glace, 0.55 ml de
sucrose 55% (poids/volume) sont ajoutés, et lesoamitndries incubées 15 minutes
supplémentaires sur la glace. Aprés sonnicatiod (i), les mitochondries intactes sont
éliminées par une centrifugation (15,000 x g, 1(@%,000 rpm)). Le surnageant est
centrifugé a 200,000 x g (55,000 rpm) a 4°C pend@nmin. Le culot est suspendu dans 60
pl de tampon (10 mM Hepes/KOH, pH 7.4, 10 mM KQ\prés une centrifugation de
clarification (15,000 x g, 10 min (14,000 rpm)), darnageant est déposé sur un gradient
discontinu de sucrose constitué de 2855%, 1020l 46%, 460ul 38%, 280ul 29 %
(poids/volume) sucrose dans 10 mM Hepes/KOH ; gH 70 mM KCI. Aprés centrifugation
(100,000gq, 6h, 4°C), des fractions de 140 ul sohectées du fond du tube vers la surface.

Crosslinking sur mitochondries
12 boites de cellules U373 sont lysées dans 20enmtdishpon Hepes 20 mM pH 7.4, sucrose
0.28 M. Les cellules sont brisées mécaniquement2fapassages dans une seringue, puis
centrifugées a 3000 g. Le surnageant est enswtdrifigé a 17000 g, le culot
(mitochondries) est repris dans 600 ul de tampgmesl€0 mM pH 7.4, sucrose 0.28 M. Des
aliguots de 150 ul sont produits et peuvent étppl&mentés par : 0.4 mM CacCl2, 20 uM
ZnCl, 16 uM S100B et incubés 20 min. Sont ensyieatas 1.5 ul de crosslinker BS3 a 25
mM et incubés pendant des temps variables. Paoaliae 10 pl sont déposés sur gel SDS-
PAGE.

Interactions avec les billes S100B-sepharose
Les protéines S100 et CaM recombinantes sont pesluet purifiées comme décrit
précédemment (Deloulme, 2000). Les billes S100Bwase sont préparées par la réaction
de la S100B recombinante avec des billes CnBr-séphadans 20 mM Hepes pH 7,8 ;
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0,5mM CacCl2. La réaction est stoppée par I'ajowindtampon Tris : 40 mM Tris pH 7,4 ;
150mM Nac ; 0,3 % triton X100. Les billes contienh2 mg de protéines par ml.

L’extrait de protéines a tester est incubé a 4°@dpat 10 min sous agitation dans 1,5 ml de
tampon d'interaction 40 mM Tris pH 7,4; 150 mM NatO pM ZnS0O4 ; 0,3 mM CacCl2 ;
0,3 % triton X100, avec 40l de billes S100B-Sépharose préalablement égédsrPuis, les
billes sont centrifugées et le surnageant élimims. billes sont lavées deux fois, transférées
dans un nouveau tube lors du dernier lavage, dtlibsudans 50 pl de tampon SDS. Dans le
cas d’une interaction de la protéine MSBP radiomégegavec les billes de S100B-sépharose,
15 pl de lysat de réticulocyte contenant une prodacle MSBP marquée &tS, sont ajoutés
au tampon d’interaction a 4°C pendant 10 min. Urté§ine recombinant peut étre ajoutée a

des concentrations variables comme compétiteur.

PCR génomique
Des cellules cultivées a 90 % de confluence dasdhd#es de 10 cm sont lysées dans 500ul
(300 mM acétate de sodium, Tris-HCI 10 mM pH 8, BDT mM, SDS 1%), puis la
protéinase K est ajoutée a 0,2 pg/ul, et le touinesibé sous agitation a 37°C sur la nuit.
Puis, 500 pl de phénol chloroforme est ajoutéuleetvigoureusement agite, centrifugé a
15000 g pendant 5 min, la phase aqueuse prélewgaipaénotypage par PCR. Pour la PCR

les amorces suivantes sont utilisées :

FgenoNM_022834 CTGGACAGGAAGAGGGAGATGTCTG;
RgenoNM_022834 AAGGTGTCGGAGGCACAGCAATGAC
5'genoFQ96A50 CGGAGGACAGCGGATGTTGGTGACT
5'genoRQ96A50 TGAGGCCAGGAAGGAGGGAAGGGAT
3'9enoRQ96A50 CCAGCACTTTGGGAGGACAAAGGGG
3'9enoFQ96A50 AGGCCGAGATGGGCGGATCATGAAG
3'genoFQ9BUK4 CCTGACTTCGTGATCTGCCCGCTTC
3'genoRQ9IBUK4 GCCCACAGGTGACATACTCAGTGG
PgenoFQI9BUK4 GATGTGAACTGTCAGTCCTCTGAGC
PgenoRQ9BUK4 CCGACTCTCTCCTTGATAGGAATGG

5'20enoFQ9BUK4 CACCGTGTTAGCCAGGATGGTCTCG
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5'2genoRQ9BUK4 ACCACCCTGGCCAAGGTGGTGAAAC
FgenoQ8N852 TGGGACTCGGTGGTTGTGGGCTGAT
RgenoQ8N852 GGACACAGCTGCAGAGCTGATTCCC
FQ8N1Z5 GTCATGCCGGAAGATCGCACAGCTG
RQ8N1Z5 TGACCTGTGACCGTCAGCCACTGAC

Les températures respectives d’hybridation pougebecouple d’amorces sont: 67, 71, 71,
67, 67, 67, 71 °C. 300 ng de matrice sont utiligéar 40 ul de réaction, 45 cycles sont

effectués, la température d’élongation est de 7B @mpérature de dénaturation 98°C

Production de S100B ou NSBP en lysat de réticulocyt es
50 ul de lysat de réticulocytes de lapin (TNT §uiPromega), systeme de transcription
traduction eucaryote in vitro, est complété par |0, 5le plasmide a 1 mg/ml (comportant le
géne d'intérét sous promoteur T7), 2 ul du mélafite) méthionineS) cystéine, puis est
incubé 1h a 37°C.

Bleu de Coomasie, Western Blot, Far Western
Les protéines sont migrées dans un gel polyacrdandDS-Tris-Glycine. Soit le gel est

coloré au bleu de Coomassie, soit les protéinesd s@msférées sur membrane de

nitrocellulose.

Western Blot : la membrane de nitrocellulose astiree pendant 30 minutes dans du TBS
complété par 5% de lait, lavée dans du TTBS (TB5%. Tween), incubée pendant deux
heures avec les anticorps primaires dans du TTBSpléee par 1% de lait, lavée dans du
TTBS trois fois 10 minutes ; incubée pendant 45ut@s avec les anticorps secondaires dans
du TTBS complété par 1% de lait, lavée 4 fois 1Qutes. La révélation est effectuée a l'aide

du réactif Western lightening (Perkin Elmer).

Far Western : la membrane de nitrocellulose est&atune heure dans 50 ml de tampon de
saturation 25 mM Hepes-KOH pH 7,7 ; 25 mM NaClISA3% ; DTT 20 mM ; NP40 0,05
%. Puis la membrane est mise a hybrider sur la dams un tampon d'hybridation 20 mM
Hepes KOH pH 7,7 ; 75 mM KCI; BSA 0,1% ; DTT 20 mMNP40 500 pl de 0,05 %,
complété par 50 pl d'une production de S100B radiqmée ai’S en lysat de réticulocytes.
Les tampons d'hybridation et de saturation peugeptsupplémentés a 10 uM ZnS0O4, 2mM
MgCl2, 0,3mM CacCl2, 2mM EDTA, 2mM EGTA final. Lesembranes sont ensuite isolées

sous film plastique puis exposées sur la nuit potoradiographie.
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Test de Soft Agar
Dans des puits de 35 mm de diamétré, clules sont suspendues dans 2 ml d’agar 0.35%
(poids/volume) dilué dans du DMEM complété a 20%SHEcetal Calf Serum) et déposé au
dessus d'une couche d'agar 0.5% dilué dans du DMévhplété a 20% FCS. Les

expeériences sont faites en double, et les celtlisées pendant 8 jours.

Test de clonogénécité
Apres transfection des cellules a t0, a t48h ldkiles sont ensemencées a différentes

dilutions, et soumises a une sélection G418 625u{Bibco —BRL). Apres 12 jours les
cellules sont fixées et colorées au cristal violet. nombre et la taille des clones sont

analysés.

Coimmunoprécipitation
Les cellules sont cultivées a 80% de confluence diams boites de 10 cm, sont lavées dans
du PBS, et lysées dans 4.5 ml du tampon 40 mMpHi§ .4 ; 150 mM NaCl ; 0.3% Triton
X100. Apres une centrifugation a 17000 g, 1.5 mkdtnageant sont incubés sous agitation
douce 1h a 4°C avec 10 pg d’anticorps monoclon& &iti S100B et des protéines G-
sépharose. Les protéines immunoprécipitées soéesatrois fois, séparées par un gel SDS-
PAGE, et révélées par Western Blot (WB).

Immunofluorescence
Les cellules sont incubées avec 500 nM de MitoTrapkadant 45 min a 37°C.

Les cellules sont lavées dans du PBS (PhosphaferB&dline) et fixées dans du méthanol a -
20°C pendant 10 min, ou dans du PFA (ParaFormAldéhy 37°C pendant 10 min. Les
cellules fixées au PFA sont perméabilisées soit &@ % Triton X100 dans du TBS a RT,
soit a 4°C, 10 min, avec de I'acétone préalablemefmbidi a 20°C. Apres lavage les cellules
sont incubées 1h a RT dans du TBS complété par He %erum de chévre, puis 2 heures
avec l'anticorps primaire dans du TBS, lavées tfois, incubées 45 min avec l'anticorps

secondaire, lavées trois fois dix minutes et mantisms une solution de montage (Dako).

Anticorps

Les anticorps N-ter et C-ter dirigés contre MSBR @@ obtenus par une immunisation de
lapins a l'aide des peptides CLKAEGPGRGDEPSPS etAHMDKWSNFDPTGC.
Cytochrome C (Calbiochem PC323); ATP Synthase,cAmis monoclonal de souris, B
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(Abcam ab5432-100) ; F1 ATP synthase, polyclonalagén, a été fourni par le Dr Gérard
Brandolin (1/3000 en WB) ; ANTL1, polyclonal de lap{1/1000 en WB) ; GMI130 (BD
Transduction Laboratory 610822) ; IP3R-3 (BD Trardmn Laboratories 610312)

Clonages
Les cDNA des genes MSBP1 et MSBP2 clonés dansdiewepOTB7 nous ont été fournis
par le consortium I.M.A.G.E. Les inserts ont étéssolonés dans le vecteur pcDNA3.1(+)
(Invitrogen) a l'aide des sites de restriction Eco® Xhol (Enzymes de restriction

Fermentas).

Les constructions 1-280 et 1-320 ont été amplifiges PCR, sous-clonées dans le vecteur
pGEM-Teasy (Promega), et clonées dans le vectddNAB.1 (Invitrogen) a I'aide des sites
de restriction EcoRI et BamHI. Les amorces suivaptd été utilisées pour I'amplification de

l'insert :

Construction 1-287 :

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG
RQ96A50_1-287 : GGATCCCCTCACTAGGGACGGCT
Construction 1-320:

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG

RQ96A50_1-320: GGATCCTGGGACTGAGCACAAC

Les constructions MSBP1-myc, MSBP2-myc et 392-mgt &é amplifiées par PCR, sous
clonées dans le vecteur pGEM-Teasy (Promega)prétebk dans le vecteur pcDNA3.1/Myc-
HisA (Invitrogen) a l'aide des sites de restrictiecoRI et Hindlll. Les amorces suivantes ont

ete utilisées pour I'amplification de I'insert :
Construction MSBP1-myc:

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG
RQ96A50myc:CCTCGAGAACTCAATCCTCTTC
Construction MSBP2-myc:

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG



- 156 -

RQ96A50myc : AAAGCTTGGCAACAGGGGGTGCCC
Construction 392-myc:
FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG

FQ96A50\392-586 : GCCACCATGCACAAGCTCTT

La construction 54-586myc a été obtenue a partitadeonstruction sauvage 1-586 clonée
dans le vecteur pcDNA3.1/Myc-HisA, par une simpligedtion des sites de restriction BstXI
internes a la séquence codante et dans la partie Holylinker, purification et ligation du

produit.

Pour la construction WA, la lysine localisée dansite de fixation des nucléotides Walker A,
en position 358, a été remplacée par un glutarpate, cela les deux jeux d’amorces suivants

ont été utilisés séparément:

Amplification A :

FwalkerA :CCAGGCACCGGGGAGACGCTGTTTG

RQ96A50 blunt :CCGATCCAGGATGGGGAGGGCTCGTCCC
Amplification B :

RwalkerA :CAAACAGCGTCTcCCCGGTGCCTGG

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG

Puis lors d’'une deuxieme étape, les produits deglifications A et B ont été purifiés,

meélangés et une deuxieme amplification a été émbsec les amorces suivantes :
RQ96A50 blunt :CCGATCCAGGATGGGGAGGGCTCGTCCC

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG

Les constructions 1-193, 1-216, 1-231, 1-251, 1-@@Rété clonées dans le vecteur pGEM-
Teasy (Promega), et leur orientation contréléentl¢ de I'enzyme de restriction Pstl. Pour
les amplifications PCR les amorces suivantes @ntiilisées :

Construction 1-251 :
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FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG
RQ96A50_1-251 :AGCGGCCGCTTACGTGGCTGTCACTTTGTC
Construction 1-231 :

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG
Q96A50_1-231 :AGCGGCCGCTTAGCCAGCCGTCCTGATGGA
Construction 1-216 :

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG
Q96A50_1-216 :AGCGGCCGCTTACGCCTTCAGGCGGATCTG
Construction 1-193 :

FQ96A50 blunt : CGGCGGTGCGAGCATGTCGTGG

RQ96A50 1-193 :CGCCCGGGCCTCGGCCTCCACTCG
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Résumé
Identification et caractérisation comme cible de la S100B d'une
protéine impliguée dans la distribution subcellulai re des

mitochondries

Les mitochondries appartiennent a un réseau dynemé doivent étre positionnées de
maniéere stratégique dans la cellule. 15 % des hutodries sont en contact étroit avec le
réticulum endoplasmique (RE), et il a été propogé ta calciprotéine S100B régule les
interactions entre le RE et les mitochondries. @dpet, une localisation perimitochondriale
de la S100B n’a jamais été montrée, ni sa ciblechitndriale identifiée. Apres avoir montré
dans les cellules progénitrices oligodendrogliglée®O) que la S100B interagit avec les
mitochondries, nous avons identifié par une appradd Far Western une protéine comme
cible de la S100B. Aucune étude préalable ne mantda fonction de cette protéine, qui par
ailleurs appartient a la famille AAA (Atpases Asses a des Activités variées). Nous I'avons
nommée MSBP pour « Mitochondria S100B Binding Rrote MSBP est transmembranaire,
localisée aux sites de contacts entre les membiatezses et externes des mitochondries, le
domaine N-terminal exposé c6té cytosolique, etlidebATPase du cbété C-terminal protégée
a l'intérieur de la mitochondrie. Comparée aux esitnembres de la famille S100, la S100B
interagit de facon spécifique avec la protéine MS@#nt elle inhibe de maniere dépendante
du calcium l'oligomérisation. Dans les CPO, il avaté montré que l'invalidation de la
S100B induit un ralentissement de leur différenaratNous montrons ici que la diminution
de I'expression de sa cible MSBP par une approitigs a un effet similaire.

La fonction cellulaire de MSBP a été analysée glusiétail dans la lignée cellulaire gliale
U373, linvalidation de I'expression de la protéiMSBP par siRNA et I'inhibition de son
activité ATPase par une mutation ponctuelle ont efésts opposés sur la distribution des
mitochondries : la protéine MSBP est nécessaifar&rage des mitochondries a un pole du
noyau, tandis que son activité ATPase permet krdifion des mitochondries de ce centre
organisateur périnucléaire. L'invalidation de I'egpsion de la protéine MSBP, outre la
dispersion des mitochondries vers la périphériaccmpagne d'une diminution des
interactions entre le RE et les mitochondries aind’ diminution des transferts de

phosphatidylserine (PS) qui nécessitent une intieraentre ces organelles.
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Expression des protéines MSBP dans les gliomes

Les génes codant pour les protéines MSBP1 et M&BRRIocalisés a I'extrémité distale du
chromosome 1 au locus 1p36, qui se caractéeriseuparperte d’hétérozygotie dans les
oligodendrogliomes. Nous montrons que I'expresgienla protéine MSBP2 pourrait étre
utilisée comme un marqueur pour différencier lesbjistomes des oligodendrogliomes :
alors que la protéines MSBP2 est détectée dangliddastomes, elle ne 'est pas dans les
oligodendrogliomes. D’autre part, dans la lignéellutdre HS683 dérivee d'un
oligodendrogliome, I'absence d’expression de lat@ne MSBP2 résulte d’'une délétion
homozygote qui tronque la partie 5’ du gene cogantr MSBP2. L'étendue de cette délétion
homozygote recouvre une région trés restreintee etoncerne que deux génes, dont le géne
codant MSBP2. Bien plus, dans la lignée U373, ibitton de I'expression des génes MSBP
par siRNA favorise la prolifération, et la croissarindépendante de I'ancrage en Soft agar,
tandis que leur surexpression se caractérise paffenopposé. Ces résultats suggerent que
linvalidation du gene MSBP2 pourrait participedaatransformation cellulaire et favoriser

ainsi le déeveloppement des oligodendrogliomes.



