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Caractérisation de la protéine GimapS5 chez les lymphocytes T
Par Alexandre Savard
Département de pédiatrie, service d’immunologie
Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de I’obtention du grade de Maitre &s sciences (M.Sc.)
en immunologie, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de
Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5SN4

Le diabete de Type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la perte de production
d’insuline par les ilots § du pancréas. Les causes menant a la destruction de ces ilots par les
cellules T autoréactives sont méconnues. Certains événements tels qu’une infection virale
ou des facteurs environnementaux peuvent déclencher cette auto-immunité. Chez le rat BB-
DP qui développe un diabete de type 1 semblable a ’homme, une mutation qui affecte les
cellules T a été découverte. La mutation nommée /yp ameéne une perte de survie des cellules
T dans la périphérie malgré tous les facteurs de survie des cellules T présents chez I’animal.
Cette mutation située sur le chromosome 4 affecte un géne de la famille GIMAP, plus
particulierement la protéine GIMAPS qui se retrouve tronquée et non fonctionnelle. Des
résultats du laboratoire ont démontré une implication de GIMAPS dans la voie du calcium.
La maniere par laquelle GIMAPS joue son r6le dans la survie des lymphocytes T n’est pas
connue. Afin de comprendre ces fonctions, nous voulons identifier la localisation cellulaire
de GIMAPS ainsi que ses partenaires d’interaction.

Les lignées cellulaires transfectées avec le géne de GIMAPS étiqueté ont €t€ marquées en
fluorescence a 1’aide de marqueurs d’organelles et examinées en microscopie confocale
afin de déterminer la localisation de GIMAPS. Une étude de double-hybride combinée avec
des marquages fluorescents a I’aide d’anticorps fluorescents dirigés contre ces protéines et
I’utilisation de la microscopie confocale permettent de vérifier les partenaires d’interaction
de GIMAPS. Les cellules T de rats gimap5””” et sauvages ont été utilisées afin de faire
des marquages au Rhod-2 (calcium mitochondrial) et de vérifier I’effet de la mutation sur la
capacité des mitochondries a absorber le calcium.

Une localisation de GIMAPS au niveau du RE a été identifié dans les cellules HEK 293T
surexprimant GIMAPS, mais n’as pu étre vu chez les lignées de cellules T Jurkats. Les
résultats de 1’étude de double-hybride ont donné des partenaires d’interaction de faible
affinité (avec une cote de D). Les essais de microscopie confocale n’ont pu démontrer cette
interaction. Finalement, les mitochondries des cellules T de rats gimap5”™"” ont une vitesse
d’incorporation du calcium plus lente et un retour a la normale plus lent que les
mitochondries des cellules T de rats sauvages.

Chez le rat, GIMAPS semble jouer un rdle au niveau de I’homéostasie du calcium et de
I'intégrité des mitochondries, puisque la mutation gimap5°”™” apporte une baisse du
potentiel membranaire des mitochondries et une baisse de 1’accumulation du calcium par
ces derni¢res. Le mécanisme par lequel GIMAPS régule I’homéostasie du calcium reste
encore a élucider.

Mots clé : GIMAPS, Lymphocytes T, Survie, Calcium, Homéostasie, Diabete de type 1,
Auto-immunité
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1. Introduction

1.1 Le diabeéte de type 1

Le diabete de type | est une maladie auto-immune définie par la diminution ou I’arrét de
production d’insuline par les cellules B du pancréas, ce qui empéche la régulation du
glucose sanguin (Eckman, 2010). La destruction des ilots B par les cellules T autoréactives
améne un arrét de production de I’insuline. Le diabéte de type | (ou insuline dépendent)
peut débuter a n’importe quel dge, mais est surtout diagnostiqué chez les enfants, les
adolescents et les jeunes adultes (Eckman, 2010). Le développement du diabete de type 1

est régulé par plusieurs facteurs environnementaux et génétiques (Eckman, 2010).
1.1.1 Modé¢les animaux du diabete de type 1

Afin de mieux comprendre les principes qui régulent la maladie, plusieurs modeles
d’animaux qui développent spontanément le diabéte de type 1 ont été utilisés (Rees et
Alcolado, 2005). Les modéeles animaux les plus utilisés sont : la souris NOD (Non-obese
diabetic) et le rat BB-DP (BioBreeding Diabetes-Prone). Ces modeles ont été utilisés de
maniére intensive par les chercheurs afin de mieux comprendre les processus
immunologiques qui régulent la maladie. Les autres modeles animaux sont : le rat LETL
(Long Evans Tokushima lean), le hamster chinois, le lapin blanc de Nouvelle-Z€lande, le

chien Keeshond et le macaque noir a créte (Rees et Alcolado, 2005).
1.1.2 Le rat BB-DP

Le rat BioBreeding Diabetes-Prone (BB-DP) développe spontanément un diabete auto-
immun de type 1 dépendent de I’insuline semblable a I’homme (Colle et al., 1981). Le
diabéte de type 1 chez ces rats est caractérisé par Iinfiltration des ilots B (de Langerhans)
par les cellules T CD4 et CD8 (Figure 1) (Colle et al., 1981, Poussier et al., 1982). Cette
infiltration cause une destruction des ilots et I’arrét de production de I’insuline (Colle et al.,
1981, Poussier et al., 1982). Au niveau génétique, plusieurs loci sont susceptibles d’étre la

cause de ce diabéte spontané. De ces régions, les deux plus importantes sont : Iddm1, qui
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est 1i€ au CMH de classe I RT1lu et Iddm2, qui est li€ au locus Iyp et identifi€ sur le
chromosome 4 du rat (Colle et al., 1981, Poussier et al., 1982, Jacob et al., 1992). Cette
mutation apporte plusieurs conséquences fonctionnelles telles qu’une lymphopénie sévére
dans les organes lymphatiques secondaires (Poussier et al., 1982), une faible réponse 2
I’antigéne de la part des cellules T (Van Rees et al., 1988), une faible réponse cytotoxique
allo-spécifique (Woda et al., 1986), aucun rejet d’allogreffes (Yale et al., 1985), une
augmentation des risques d’infections (Francfort et al., 1985), une plus haute incidence de
lymphomes 2 cellules B (Meehan et al., 1993) et, sous une souche de rat PVG.RT 10”77,

une augmentation des gastro-entérites éosinophiliques (Cousins et al., 2006).

Figure 1 : Infiltration des ilots B par les cellules T. Une fois les cellules T infiltrées, il y a
destruction et perte de fonction des ilots f (2 gauche) (adapté de Colle et al., 1981).

1.1.3 Phénotype de la lymphopénie chez le rat BB-DP

Chez le rat BB-DP, le développement des cellules T est normal au niveau du thymus et le
nombre de thymocytes est semblable a celui des rats sauvages (Figure 2) (Ramanathan et
al., 1998). Les thymocytes subissent trois stades de développement dans le thymus (Jondal
et al, 2004, Michie et Zifiga-Pfliicker, 2002). Le premier est le stade double négatif (DN),
ou les cellules n’expriment pas les protéines de co-stimulation CD8 et CD4 et subissent un

réarrangement du TCR. Le stage double négatif peut étre divisé en quatre sous-stades, 1, 2,



3 et 4. A chaque sous-stade, les thymocytes ont un phénotype différent. Stade DNI,
CD44'CD117°CD25’, stade DN2, CD44"CD117'CD25", stage DN3, CD44 CD25" et stade
DN4, CD44'CD25" (Jondal et al., 2004, Michie et Ziiiiga-Pfliicker, 2002). Le second stade
de développement est le stade double positif (DP). A ce stade, les thymocytes expriment le
TCR et les protéines de co-stimulation CD4 et CD8. C’est 2 ce stade que la sélection
positive s’effectue (Jondal et al., 2004, Michie et Zafiga-Pfliicker, 2002). C’est-a-dire que
les cellules qui sont capables de reconnaitre les antigénes présentés par les molécules de
CMH en collaboration avec les molécules de co-stimulation sont sélectionnées. Au dernier
stade de développement, les cellules T régulent & la baisse le récepteur qui n’est pas
impliqué (soit CD4 ou CD8) dans la restriction, ce qui méne 2 la génération de thymocytes
simples positifs. A ce stade, les thymocytes qui expriment un TCR de haute affinité contre
les antigénes du soi sont €liminés par sélection négative. Ce mécanisme assure que les
cellules T ne puissent pas interagir avec les antigénes du soi (Jondal et al., 2004, Michie et
Zihiga-Pfliicker, 2002).

WF BB

TeRap®*
THYMOCYTES

Figure 2 : Le phénotype du thymus chez les rats sauvages et BB-DP. Le développement
thymique se fait normalement chez les rats BB-DP (adapté de Ramanathan et Poussier,
2001).



Dans quelques lignées de rats, il y a une réduction de la fréquence de cellules matures
CD8" SP (Plamondon et al., 1990, et Herndndez-Hoyos et al., 1999). Dans les organes
lymphatiques secondaires, le nombre et la fréquence de cellules T sont diminués chez les
rats BB-DP (Figure 3). On observe une baisse de presque 10 fois le nombre de cellules par
rapport aux rats sauvages (Poussier et al, 1982). Les cellules T CD8" sont plus susceptibles
a la mutation, puisque le ratio CD8/CD4 est de beaucoup diminué dans la périphérie chez
les mutants (Figure 3) (Ramanathan et al., 1998, Ramanathan et Poussier, 2001). Lors de la
premiére semaine suivant la sortie du thymus, les recent thymic emigrants (RTE) subissent
d’autres développements qui peuvent étre suivis par ’expression de quelques molécules
spécifiques de leur surface (Hosseinzadeh et Goldschneider, 1993). Durant la premiére
semaine, I’expression de Thy-1 diminue tandis que I’expression de CD45RC et de RT6
augmente. Chez les rats BB-DP, les cellules T qui expriment Thy-1 sont diminuées et les
cellules T RT6'CD45RC" sont absentes des organes lymphatiques secondaires (Zadeh et
al., 1996). Ces observations nous meénent vers un rendement thymique diminué et une mort
prématurée des RTE (Zadeh et al., 1996). D’autres expériences menées par Zadeh et al. ont
démontré cette diminution du rendement thymique et une durée de vie de moins d’une

semaine des RTE (Zadeh et al., 1996).

Chez les animaux sauvages, le bassin de lymphocytes T circulant atteint son maximum
apres la puberté. Le thymus s’atrophie et le rendement thymique diminue beaucoup. Le
bassin de cellules T périphériques est maintenu par le renouvellement des cellules T
matures (Modigliani et al., 1994, Tough et Sprent, 1994). Le renouvellement mitotique des
cellules T naives est conduit par la reconnaissance de 1’antigéne par le TCR et par la
présence de cytokines, telle I'IL-7 (Tanchot et al., 1997, Marrack et al., 2000). Le nombre
de cellules présentes dans la périphérie est sous contrble homéostatique (Marrack et al.,
2000). Lorsque la population de lymphocytes baisse dans la périphérie, les cellules T naives
se divisent afin de combler le manque de cellules T. Cette division est contrOlée par
Iinteraction du TCR de la cellule avec le complexe CMH sur lequel la cellule a été

sélectionnée (Marrack et al., 2000).

Chez le rat BB-DP, puisque que la majorité des cellules T meurent dans la périphérie, il y a

une baisse de cellules T naives dans les organes lymphatiques secondaires (Poussier et al.,



1982, Zadeh et al., 1996). Cependant, seules quelques cellules dont le TCR reconnait des
antigénes du soi survivent et passent en prolifération homéostatique. Cette prolifération
homéostatique augmente le nombre de cellules T, mais le pool de TCR spécifique est

restreint aux antigénes du soi (Ramanathan et al., 1998, Zadeh et al., 1996).

LN
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Figure 3 : Le nombre relatif de cellules T et le phénotype de la périphérie chez les rats
sauvages et BB-DP. Chez le rat BB-DP, les lymphocytes T se retrouvent diminués dans la
périphérie et Ie ratio CD8*/CD4" est lui aussi diminué (adapté de Ramanathan et Poussier,
2001).

1.1.4 Lymphopénie vs auto-immunité

Les rats BB-DP développent une lymphopénie sévére au niveau de la périphérie et un

diabete de type 1 qui est dépendant des lymphocytes T, il y a donc un paradoxe entourant le
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manque de cellule T et le développement de la maladie dépendant des cellules T. La
reconnaissance de I’antigéne par le TCR des lymphocytes T naifs permet 1’augmentation de
I’activité mitotique de ces cellules et ainsi permet le sauvetage des ces cellules
(Ramanathan et al., 1998). Les expériences effectuées par Ramanathan et al. suggérent que
le sauvetage de ces cellules doit se faire dans les premiers jours suivants la sortie des RTE,
puisque ceux-ci ont une durée de vie trés courte (moins d’une semaine) (Ramanathan et al.,
1998). Des cellules T de rats BB et WF (Wistar-Furth) (qui ont le méme génotype que les
rats BB-DP par contre, ils expriment un allele différent de la molécule CD45) croisés (F1)
ont été utilisées comme source d’antigene. Les cellules F1 sont tolérantes aux antigénes des
deux parents. Les rats BB-DP ont été ensuite immunisés avec ces cellules. Une fois les
cellules devenues indétectables, environ trois semaines plus tard, les rats ont été
thymectomisés ou ont subi une chirurgie simulant la thymectomie. Les rats ont ensuite été
mis en contact une seconde fois avec les cellules T F1. La disparition des cellules T F1
s’est faite en moins d’une semaine. Ceci démontre que, malgré une durée de vie courte, les
cellules T du rat BB-DP peuvent générer des cellules mémoires longue durée lorsque
celles-ci sont activées par I’antigéne (Ramanathan et al., 1998). Par contre, si les rats sont
thymectomisés avant I’immunisation, il n’y a pas de rejet de cellules injectées, car les TCR
spécifiques des cellules F1 sont éliminés. Ceci peut explique le paradoxe chez le rat BB-DP
(Ramanathan et al., 1998). Lorsque les rats sont thymectomisés avant le développement de
I'insulite, il n’y a pas de manifestation auto-immune. Par contre, st les rats sont
thymectomisés apres I'insulite, les rats développent un diabéte malgré la perte de cellules

T dans la périphérie (Tableau 1) (Like et al., 1982, Ramanathan et Poussier, 2001).

Tableau 1 : Les thymectomies avant ’insulite. Les thymectomies diminuent I’incidence
du diabete. TX=thymectomies, Sham=chirurgie contrdle (adapté de Like et al., 1982 et
Ramanathan et Poussier, 2001).

Age 2 la chirurgie Chirurgie Incidence du diabete
30 jours Sham 8/9 (88%)
TX 1/28 (3%)
60 jours Sham 4/5 (80%)
TX 9/13 (68%)




1.2 Facteurs régulant la survie des cellules T

Une fois dans la périphérie, les lymphocytes T ont besoin de plusieurs facteurs leur
permettant de survivre sur une longue durée (Figure 4). Les deux facteurs principaux
obligatoires pour les lymphocytes T naifs sont 1'interaction avec le TCR et les cytokines
(Jameson, 2002, Marrack et al., 2000, Surh et Sprent, 2008).

Life

Thymic niches IL-4.6.7 MHC + antigen (L.15
IL-7 o IL-2 family member y
Sel y s
Selecting MHC f scting M.HC IFNab (CD8+ cells)
) self peptide

+ self peptide 0X40, CD70, 4-1BB

Thymocyte
No TCR signal IL-2 (Indirect?)
Reactive MHC No TCR signal Fas/TNFR1 IL-2 (Indirect?)
+ self peptide  Corticosteroids Reactive Oxygen
Corticosteroids ?

Death

Figure 4 : Régulation de la survie des lymphocytes T dans les organes lymphatiques
secondaires. Les cytokines de la famille yc telles que I'[l-7 et I'Tl-15 et Iinteraction TCR et
CMH/peptide sont trés importantes pour la survie des lymphocytes T peut importe le stade
de développement (adapté de Marrack et al., 2000).

1.2.1 Cytokines

Au niveau des cytokines, I'IL-7 est identifiée comme la cytokine importante pour la survie
des lymphocytes T naifs (Surh et Sprent, 2008). L'IL-7 fait partie de la famille des
cytokines yc (puisque leur récepteur s’associe avec la chaine yc) (Jameson, 2002). Ces
cytokines sont 1'1l-2, I-4, 11-7, 11-9, 1I-15 et 1I-21. Les cytokines de la famille des yc sont
des cytokines qui promeuvent la survie des lymphocytes T et inhibent leur apoptose

{Benczik et Gaffen, 2004). La signalisation de I'IL-7 se fait via JAK3, kinase qui est



activée via la chaine yc (Figure 5). La signalisation via I'IL-7 régule a la hausse
I’expression des protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2 (Jameson, 2002). L’IL-7
joue aussi un rdle au niveau du maintien de I’activité métabolique de la cellule. Ce maintien

est toutefois effectué via la PI3K, indépendamment de la voie JAK-STAT nécessaire a
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Figure 5 : Signalisation d’IL-7 pour le maintien de la survie des lymphocytes T. La
liaison de I’IL-7 a son récepteur médie la phosphorylation de JAK1 et JAK3. Les JAK1-3
activent STAT5 qui dimérise et transloque au noyau pour initier la transcription des
protéines facilitant D’activité de Bcl-2 et la survie des lymphocytes T. Une voie
indépendante des JAK, la voie PI3K, active AKT, ce qui active le métabolisme de la cellule
(adapté de Kittipatarin et Khaled, 2007).

Bcl-2 est requise afin de maintenir la survie des cellules T naives dans la périphérie
(Jameson, 2002 et Surh et Sprent, 2008). Les souris dont le géne Bcl-2 a été délété (Knock-
out) ont une plus grande sensibilité aux stimuli apoptotiques et une perte rapide des cellules

immunitaires apres la naissance (Roset et al.,, 2007). L’importance de I'IL-7 dans le



développement et la survie des cellules T est soulignée par I’observation chez les souris 11-7
ou IL-7R knock-out d’une baisse de la concentration cellulaire dans le thymus et une
absence quasi totale des cellules T et B en périphérie (Kittipatarin et Khaled, 2007 et
Capitini et al., 2009).

1.2.2 Interaction TCR-CMH/peptide du soi

En plus de la signalisation de I’'IL-7, la survie des cellules T en périphérie est dépendante
de I'interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide du soi (Jameson 2002, Surh et
Sprent, 2008). Les travaux effectués par Tanchot et al. démontrent I’importance de
I’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide du soi pour le maintien de la survie
des lymphocytes T. Une population de cellules T CD8" de souris transgéniques pour
I’antigéne HY et restreintes au CMH de classe 1 H-2D" avec un knock-out pour Rag2 a été
utilis€e comme source monoclonale de cellules T naives. Ces cellules T ont été injectées
dans différentes souris irradiées qui expriment le CMH de classe 1 H-2D® ou non, avec
I’antigene HY ou non. Seulement les celiules T injectées dans 1’animal avec le CMH de
classe 1 H-2D" et I’antigéne HY ont pu proliférer et survivre dans les organes lymphatiques
secondaires (Tanchot et al., 1997). Des expériences semblables ont été faites avec les
cellules CD4" et les résultats sont les mémes (Le Campion et al., 2002). De ces
expériences, les chercheurs ont proposés que le peptide présenté par le CMH se doit d’étre
le méme que celui utilisé lors de la sélection positive dans le thymus (Jameson, 2002, Surh
et Sprent, 2008). Cette stimulation méne a une activation partielle du TCR, une activation

sous-mitogénique (Boyman et al., 2009, Davis et Distelhorst, 2006).
1.2.3 Activation du TCR par ’antigéne

Lors de I’activation du TCR (Figure 6), les domaines ITAM du CD3 sont phosphorylés ce
qui ameéne le recrutement et la phosphorylation de la protéine Zap-70 (Smith-Garvin et al.,
2009). Ceci amene le recrutement et la phosphorylation d’une panoplie d’autres protéines,
dont la PLCy. La PLCy activée clive le PIP; en IP; et en DAG. L’IP; se rend au niveau du
réticulum endoplasmique et permet la libération du calcium via son récepteur (IP;R)
(Smith-Garvin et al., 2009). La déplétion du calcium du RE promeut I’entrée du calcium

externe qui est requis afin d’activer plusieurs facteurs de transcription dont le NFAT et le



NF-xB. Ces facteurs sont impliqués dans la transduction de génes codant pour des protéines

impliquées dans la prolifération des lymphocytes T (Smith-Garvin et al., 2009).

'\ ('TCR/CDB
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Figure 6: Signalisation du TCR. L’activation de la signalisation du TCR ameéne le
recrutement de ZAP-70 et la phosphorylation de LAT. LAT agit comme protéine
d’échafaudage et permet le recrutement et la phosphorylation de plusieurs protéines, dont la
PLCy. Cette derniére clive le PIP2 en DAG et IP3. Ce dernier active la voie du calcium
(adapté de Smith-Garvin et al., 2009).
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En absence des deux signaux (présence de I’IL-7 et interaction TCR/peptide/CMH), la
cellule va en apoptose via 1’apoptosome et I’activation des caspases effectrices (Jameson,
2002, Surh et Sprent, 2008). Dans le thymus, la survie des lymphocytes est sous la
régulation de plusieurs facteurs (Jondal et al., 2004). Lors du stade double négatif, les
thymocytes sont sous la régulation de I’ll-7 et de c-kit (CD117), deux facteurs qui
promeuvent la prolifération et I’expansion des précurseurs des cellules T (Jondal et al.,
2004). Dans le stade double positif, I’activation du TCR lors de la sé€lection positive méne a
Pactivation de facteurs de survie et a I’inhibition de facteurs apoptotiques tels que pS3
(Michie et Zuhiga-Pfliicker, 2002). Lors de la sélection négative, les thymocytes qui
reconnaissent I’antigéne du soi sont éliminés par des facteurs externes tels que les
hormones glucocorticoides (Jondal et al., 2004). Chez le rat BB-DP, le développement des
cellules T dans le thymus est normal. Par contre, une susceptibilité a 1’apoptose est évidente
lorsqu’on regarde les cellules du stade SP (Ramanathan et Poussier, 2001). Cependant,
cette susceptibilité a la mort cellulaire n’est pas causée par une dérégulation des protéines
de la famille Bcl-2, puisque I’expression de ces protéines est normale (Figure 7), ou de
Pactivation des caspases effectrices, puisque les inhibiteurs de caspases n’ont aucun effet

sur la survie des lymphocytes T (Ramanathan et al., 1998).
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Figure 7: Expression de Bcl-2 et Bcl-xL chez le rat sauvage et BB-DP.
Immunobuvardage de type western de Bcl-2 et Bel-xL. L’expression de ces deux protéines
antiapoptotique est normale chez les rats BB-DP (adapté de Ramanathan et al., 1998).

1.3 Mutation lyp

1.3.1 La mutation lyp résulte d’un décalage du cadre de lecture de GIMAPS

La mutation Iyp se retrouvant sur le chromosome 4 du rat, deux équipes ont effectué un
clonage positionnel du chromosome 4 (Figure 8) et y ont trouvé une famille de génes, la
famille GIMAP (GTPase of immunity-associated nucleotide binding protein) (Hornum et
al., 2002, MacMurray et al., 2002).
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Figure 8 : Clonage positionnel du chromosome 4 du rat. La découverte de la mutation
Iyp sur le chromosome 4 a mené 2 la découverte d’une famille de geéne appelée GIMAP
dans laquelle 1a mutation lyp se fait. Plus particulitrement au niveau du géne de la protéine
GIMAPS (adapté de MacMurray et al., 2002, Hornum et al., 2002).

Cette mutation apporte un décalage du cadre de lecture ouverte et tronque la protéine
GIMAPS5 (Hornum et al., 2002, MacMurray et al., 2002). L’insertion d’une base a pour
résultat une protéine tronquée apreés 121 a.a. avec I’addition de 19 a.a.. Ceci résulte en une
protéine non fonctionnelle ayant perdu son domaine C-terminal (Hormum et al., 2002,
MacMurray et al.,, 2002). Cette famille, auparavant appelée IAN (Immunity-associated
nucleotide binding protein), démontre une homologie avec les protéines AIG découvertes
par Reuber et Ausubel en 1996. Ces protéines sont induites suite 2 une infection au
Pseudomonas syringae chez les plantes (Reuber et Ausubel, 1996). Les protéines de la
famille GIMAP contiennent un domaine N-terminal conservé contenant un domaine AIG

(avirulance induced gene) qui est un domaine GTPase (Figure 9) (Kriicken et al., 2004).
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Figure 9 : La structure des protéines GIMAP. Le domaine N-Terminal de ces protéines
est trés semblable entre chaque membre. 11 y a une différence notable au niveau du domaine
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et GIMAP est expliquée dans le tableau 2 (adapté de Nitta et Takahama, 2007).

Ces protéines ont un mécanisme d’action peu connu (Tableau 2). La protéine Gimap5 fait
partic des protéines les plus étudi€es de cette famille. Elle contient un domaine
transmembranaire en C-terminal et est exprimée seulement chez les lymphocytes T

(kriicken et al., 2004). GIMAPS5 est une protéine de 35 kDa et possede plus de 70%

d’homologie entre le rat, la souris et I’homme (Hornum et al., 2002, MacMurray et al., .

2002).
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Tableau 2 : Caractéristiques et fonctions des protéines de la famille GIMAP (adapté de

Kriicken et al., 2004)
GIMAP Caractéristiques Fonctions

GIMAP4 (IAN1) Liaison et hydrolisation du GTP Accélération de 1’apoptose
Liaison a Bax Régulation du cycle
Liaison a la calmoduline cellulaire
Phosphorylation par PKC
Localisation : RE, Golgi, Cytoplasme

GIMAPI (IAN2) Liaison au GTP (souris) Inconnue
Pas de liaison au GTP (Humain)
Localisation : RE

GIMAP9 (IAN3) Absent chez ’humain Inconnue

GIMAP3 (IAN4)

Liaison au GTP

Liaison aux protéines de la famille
Bcl-2

Localisation : RE, Golgi,
mitochondries

Pseudogene chez ’humain

Absent chez le rat

Sélection positive des
cellules T

GIMAPS (IANS) Liaison aux protéines de la famille Inhibition de I’apoptose
Bcl-2 Génération de thymocytes
Localisation : RE, Golgi, DP
Mitochondrie, Centrosome Régulation de la

signalisation du TCR

GIMAPG6 (IANG6) Inconnue Inconnue

GIMAP7 (IAN7) Localisation : RE, Golgi Inconnue

GIMAP10-ps (IAN8- | Pseudogene chez la souris Inconnue

pseudo) Absent chez ’humain et le rat

GIMAPS (IAN9) Localisation : RE, Golgi, Inhibition de I’apoptose
Mitochondrie

GIMAP2 (IAN12) Absent chez la souris et le rat Inconnue

Chez la souris, le knock-out pour Gimap5 amene une déficience dans le développement des
lymphocytes T et des cellules NK et NKT ainsi qu’une lymphopénie sévére dans la
périphérie (Schulteis et al., 2008). Le foie est gravement atteint et se détériore rapidement.
Ces souris ne vivent que pendant 10 a 20 semaines di aux complications et a la
détérioration de leur condition (Schulteis et al., 2008). Cette différence drastique dans le
phénotype peut étre causée par I’absence totale de protéine chez la souris, tandis que, chez
le rat, la protéine est toujours présente, mais de fagcon non fonctionnelle. Des études chez la

sph/sph

souris mutante sphinx (gimap$5 ) démontre un phénotype semblable a la souris
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GIMAPS KO avec des particularités semblables au rat gimaps™”™ (Barnes et al., 2010).
Plusieurs autres études ont ét¢ menées afin de mieux comprendre les fonctions de
GIMAPS. Ces études ont démontré que la protéine GIMAPS surexprimée se trouve dans le
réticulum endoplasmique (RE), les mitochondries, I'appareil du Golgi ou au centrosome
(Figure 10) (Sandal et al., 2003, Zenz et al., 2004).

MitoTracker

a-calnexin (ER)

Figure 10 : Localisation de Gimap5. Les études effectuées avec une étiquette GFP en C-
terminal démontrent la localisation de GIMAP5 au niveau des mitochondries, du RE et du
Golgi. Cellules HEK 293T transfectées avec Gimap5-GFP humain. GimapS en vert,
organelle en rouge. A droite, superposition des images (adapté de Sandal et al., 2003).

Plusieurs de ces études ont été faites dans les cellules 293T (Zenz et al., 2004, Nitta et al,,
2006). Ces cellules sont faciles a utiliser, mais ne représentent pas la réalité puisqu’elles ne

sont pas des cellules du systéme immunitaire et qu’il est possible que GIMAPS n’affecte
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pas la physiologie de ces cellules. Les autres groupes ont utilisé les cellules Jurkat, une
lignée tirée d’un lymphome a cellules T. De plus, ces études utilisent une étiquette en C-
terminal, ou se trouve le domaine transmembranaire. D’autres groupes ont aussi démontré
une interaction entre GIMAPS et les protéines antiapoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL (Nitta et
al., 2006). L’équipe de Sandal a aussi démontré une fonction antiapoptotique a GIMAPS.
Les cellules Jurkat qui surexpriment GIMAPS sont protégées contre I’exposition aux
radiations gamma et a |’acide okadaique. La surexpression de GIMAPS empéche 1’apoptose
induite par ces deux stimuli. Cependant, un autre groupe a démontré que la surexpression
de GIMAPS sauvage ainsi que la protéine GIMAPS tronquée induisent la mort cellulaire
dans les cellules Jurkat (Dalberg et al., 2007). De plus, les cellules T de rats gimap5”"” ne
sont pas plus sensibles aux radiations gamma que les cellules T de rats sauvages (Dion et
al., 2005). Afin de vérifier ces résultats, un étudiant de notre laboratoire a effectué des
centrifugations différentielles avec des lysats de cellules de rat et de souris. (Figure 11)
(Keita et al., 2007). Les cellules ont été lysées par cavitation a I’azote et centrifugée une
premiere fois a2 1000xg, une deuxieme fois a 10000xg et une troisieme fois a 100000xg
(voir matériel et méthode). Les culots de chaque centrifugation ont été analysés par
immunobuvardage de type western. Les marqueurs de mitochondries (Cytochrome C) et du
RE (KDEL) ont été utilisés afin de vérifier I'emplacement de GIMAPS. Les résultats
démontrent la présence du cytochrome C et de KDEL dans les culots des centrifugations a
10000xg (p10) et la présence de GIMAPS dans les culots des centrifugations a 100000xg
(p100) des lymphocytes T (Keita et al., 2007), suggérant que GIMAPS ne co-localise pas

avec ces organelles.
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Figure 11: Localisation cellulaire de la protéine GIMAPS endogene. Essai de
centrifugation différentielle. Les différents culots et surnageants ont été analysés par
immunobuvardage de type western. La protéine GIMAPS endogeéne se retrouve dans le
compartiment pl100, dans le culot ou les échantillons ont été centrifugés a 100000xg
pendant 1h30. Les mitochondries et le RE se retrouvent eux dans le compartiment p10,
dans le culot des échantillons centrifugés a 10000xg pendant 10 minutes (adapté de Keita et
al., 2007).

1.3.2 La mutation lyp affecte le potentiel membranaire des mitochondries

Les résultats de notre laboratoire n’ont pu démontrer une quelconque localisation de
GIMAPS avec les mitochondries, le réticulum endoplasmique ou une interaction avec Bcl-2
cependant, en absence de GIMAPS, les cellules T provenant de rats gimap5””P montrent
une perte précoce du potentiel membranaire des mitochondries (Figure 12) (Keita et al.,
2007). Les mitochondries saines retiennent le colorant TMRE (Tetramethylrhodamine,

[N

ethyl ester, perchlorate), tandis que, suite a une perte du potentiel membranaire des
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mitochondries, le TMRE n’est plus retenu par ces derniéres. Chez le rat gimap5™”"” il y a
une augmentation du nombre de mitochondries ne retenant pas le TMRE par rapport au rat
sauvage (Keita et al., 2007). Ceci méne a la conclusion que GIMAPS est nécessaire au
maintien du potentiel membranaire des mitochondries chez les lymphocytes T de rat (Keita
et al., 2007).

GIMAP5* GIMAPS'YPIyp
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Figure 12 : Perte du potentiel membranaire des mitochondries du rat gimap5””"?
Analyse par cytométrie de flux des lymphocytes T purifiés de ganglions de rats incubés
avec le TMRE. Les mitochondries de rats gimapS’y” 7 retiennent moins le TMRE, ce qui
suggere une baisse du potentiel membranaire des mitochondries en 1’absence de la protéine
GIMAPS fonctionnelle (adapté de Keita et al., 2007).

1.4 Homéostasie du calcium dans les cellules T

Lors de I’activation des cellules T, il y a activation de plusieurs protéines qui meénent a la
relache du calcium par le réticulum endoplasmique (Smith-Garvin et al., 2009). Une fois le
PIP; clivé en IP; et DAG, I’IP; migre vers le RE et se lie a son récepteur. Une fois li€ au

récepteur, le calcium est libéré du RE. Apres cette relache du calcium par le réticulum, il y
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a oligomérisation de la protéine STIM1 et cette derniére migre vers la membrane plasmique
afin d’activer les CRAC (Calcium release activated calcium channels) qui permettent
I’entrée du calcium extracellulaire (Smith-Garvin et al., 2009). Le calcium nouvellement
entré permet la signalisation de plusieurs voies (Smith-Garvin et al., 2009). Aussi, ce
calcium nouvellement entré se doit de retourner a I’état d’équilibre. Le réticulum
endoplasmique est le principal endroit de stockage du calcium dans la cellule, cependant les
mitochondries sont reconnues comme étant un tampon du calcium dans la cellule (Carafoli,
2002). Lorsqu’il y a trop de calcium, les mitochondries peuvent en stocker une partie afin

de permettre I’homéostasie du calcium.
1.4.1 Role des mitochondries dans Phoméostasie du calcium

En plus de produire I’ATP, les mitochondries jouent un rdle important au niveau de
I’homéostasie du calcium (Rizzuto et al., 1994). Les mitochondries sont des tampons du
calcium intracellulaire (Figure 13) (Carafoli, 2002). Lors de I’entrée du calcium via les
CRAC, le calcium forme des «hotspots» (concentration plus élevée de calcium a cet
endroit) et les mitochondries se dirigent a cet endroit afin d’absorber le calcium et réduire
la concentration dans le cytoplasme (Carafoli, 2002). La méme chose se produit lors de la
libération du calcium par le réticulum endoplasmique (Carafoli, 2002). Cette absorption
rapide du calcium par les mitochondries a pour but de maintenir I’homéostasie du calcium
dans le cytoplasme et active le mécanisme des mitochondries (Carafoli, 2002). Le calcium
étant le principal messager secondaire a I’intérieur de la cellule, il est important de bien le

réguler.
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Figure 13: Les mitochondries controlent I’homéostasie du calcium. Lors de la
libération de calcium par le RE ou lors de I’entrée du calcium par les canaux calciques, le
calcium s’accumule en «Hot Spots». Les mitochondries permettent une régulation de la
concentration calcique en absorbant le calcium afin de rétablir I’homéostasie (adapté de
Carafoli, 2002).

1.4.2 L’entrée du calcium externe est déficiente chez les rats gimap5””*”

Des résultats récents du laboratoire ont démontré un défaut lors de 1'entrée du calcium a
'intérieur de la cellule et une faible réponse calcique lors de ’activation du TCR pour ce
qui est des rats gimap5””"” (Figure 14) (llangumaran et al., 2009). Les cellules primaires
de rat ont €té incubées avec un marqueur de calcium intracellulaire, Fura Red et Fluo-4 et

stimulées avec la thapsigargin, une drogue qui permet le vidage des stocks de calcium du
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réticulum endoplasmique et prévient le retour a la normale en inhibant les pompes
calciques du réticulum (SERCA) (Calbiochem). Ce vidage des stocks améne une variation
du flux calcique. Chez les rats gimap5°"™, cette variation du flux calcique est
significativement diminuée par rapport aux rats sauvages. Cette étude a aussi été effectuée
avec une stimulation du TCR en utilisant un anticorps contre le TCR et le résultat est le
méme (Ilangumaran et al., 2009). Une autre expérience menée chez les cellules primaires
de rats avec le marqueur de calcium interne Fura2/AM a ét€ effectuée. Les cellules ont été
stimulées avec la thapsigargin dans un milieu sans calcium afin de vider le RE. Le milieu a
ensuite été changé pour du milieu contenant du calcium, et I’entrée du calcium dans la
cellule a été mesurée. Les cellules de rats gimap5"”"” démontrent une diminution de
Pentrée du calcium externe (Ilangumaran et al., 2009). Ce défaut est détecté pendant les
stades de développement des lymphocytes T qui démontrent une augmentation de
I’apoptose, soit les thymocytes SP et les lymphocytes T périphériques (Ilangumaran et al.,
2009).
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Figure 14 : Flux calcique réduit dans les cellules T de rats gimap5””"?. Analyse en
cytométrie de flux des lymphocytes T purifi€s activés par stimulation du TCR ou par
vidage des stocks de Ca** du RE. La réponse calcique suite a une activation du TCR ou au
vidage des stocks du RE est diminué chez les cellules T de rats gimap5™"®” (adapté de
Ilangumaran et al., 2009).
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Figure 15: Entrée du calcium externe compromise dans les cellules T de rats
gimap5””?_ Analyse par vidéomicroscopie calcique de lymphocytes T purifiés et stimulés
par vidage des stocks de Ca’* du RE. Le vidage des stocks de calcium du RE par la
thapsigargin amene une entrée du calcium externe. Une baisse de cette entrée du calcium

est observée chez les cellules T des animaux gimapS’yp/’y” (adapté de Ilangumaran et al.,
2009).

La libération du calcium par le RE suite a une stimulation par la thapsigargin n’est pas
affectée chez les lymphocytes T gimap5””. Ceci démontre que la réduction du flux
calcique a I’intérieur de ces cellules n’est due qu’au défaut lors de I’entrée externe du

calcium (Ilangumaran et al., 2009).
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2. Hypothése de recherche

Suites aux découvertes impliquant !’interaction entre GIMAPS et !intégrité des
mitochondries chez le rat gimap5™™” et aux découvertes impliquant GIMAPS et le flux
calcique des lymphocytes, nous nous sommes intéressés a la possibilité que GIMAPS
pourrais €tre impliquée dans I’homéostasie du calcium. Mon hypothése de recherche est
que la protéine GIMAPS régule la survie des lymphocytes T en agissant sur la signalisation

et I’homéostasie du calcium dans les lymphocytes T.

2.1 Objectifs de recherche

Afin de répondre a mon hypothese de recherche, je me suis fixé 4 objectifs :

e Cloner la protéine GIMAPS
e Identifier la localisation cellulaire de GIMAPS
e Identifier les partenaires d‘interaction de GIMAPS

¢ Identifier la voie de signalisation de GIMAPS
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3. Matériels et Méthodes

Clonage

Le clonage du géne de GIMAP5 humain a été fait a partir du vecteur pPOBT7 contenant le
géne. La polymérase ADN Taq Phusion de haute fidélité (Finnzymes, Espoo, Finlande) a
été utilisée. Des amorces (IDT, Coralville, IA) ont été dessinées afin d’incorporer un site de
testriction (BamH1 ou EcoR1), d’insérer une séquence Kozak en amont afin de permettre
une meilleure laison des ribosomes, et une étiquette Myc en N-terminal. L’étiquette a été
placée en N-terminal afin de s’assurer qu’elle n’interféere pas avec le domaine

transmembranaire situé en C-terminal de GIMAPS.

Tableau 3 : Amorces pour Gimap5 (BamH1, EcoR1, Kozak, Tag Myc)

Amorce sens Amorce anti-sens
5’-GCTCGGATCCACC 5’-CTGCAGAATTCAA
ATGGAACAAAAACTTATTTCTGAA TATAATGAAAAATAAACAG-3
OGAAGATCTGGGCGGCTTTCAG-3

Tableau 4 : Programmation du cycle PCR

Température | Temps | Cycles
O
98 2 min -
98 45 sec
60 30 sec 30
72 1 min .
72 5 min -

Une fois amplifi€, le géne a été€ inséré dans le vecteur pcDNA3.0 (Invitrogen, Carlsbad,

CA) par digestion avec les enzymes de restriction BamH! et EcoR1 (New England Biolab,
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Ipswich, MA) 2h a 37°C. L’insert a ensuite été ligué a I’aide de la ligase ADN T4 (New
England Biolab, Ipswich, MA) 4h a 16°C.

Transformation bactérienne

Des bactéries compétentes DHS5a ont été transformées avec le vecteur contenant le géne de
GIMAPS afin d’amplifier la construction. Les bactéries ont été transformées par choc
thermique. En présence du plasmide, les bactéries ont été€ incubées 30 min sur glace, 45 sec
a 42°C et 2 min sur glace. Elles ont été placées a 37°C dans du milieu LB pendant 1h30.
Les bactéries ont ensuite été placées sur un milieu LB contenant de l’agar et de

I’ampicilline pendant 24h 4 37°C.
Préparation d’ADN

Les colonies ayant poussé ont €té lysées et leur ADN a été extrait en utilisant le tampon de
lyse LiCl et du lysozyme. Le tout a été bouilli 1 min et incubé sur glace 5 min. Les lysats
ont ensuite €té€ centrifugés a 9600 x g 10 min. Le culot (protéines) a €t€ enlevé a I’aide d’un
cure-dent stérile. De I’isopropanol a été ajouté et le tout a été centrifugé a 9600 x g 15 min.
Le milieu a été retiré et de I’éthanol 70% a été ajouté. Une autre centrifugation 9600 x g 10
min a été effectuée. L’éthanol a été€ enlevé et le culot a été séché a I’air. De I’eau contenant
de la RNAse a été ajoutée afin de dissoudre ’ADN. L’ ADN a ensuite €té digéré par les
enzymes de restriction BamH1 et EcoR1. Les colonies contenant I’insert ont ensuite €té
utilisées afin de faire une préparation maxi d’ADN a I’aide du kit H.P. Purelink Maxiprep

(Invitrogen, Carlsbad, CA).
Rats

Les rats utilisés sont des rats Acl.lu (gimap5**) et des rats AcL1u®"” (gimap5”""P) (Dr
P. Poussier, Université de Toronto, ON). Les rats AcL.1u”””, qui possédent la méme
mutation du locus lyp que les rats BB-DP, sont utilisés afin d’éviter les complications dues
au diabete, puisqu’ils ne développent pas cette maladie. Les Acl.1u sont utilisés comme

controles.
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Cultures cellulaires

Les cellules HEK 293T ont été gardées en culture dans du milieu DMEM complet avec
10% FCS. Les cellules Jurkat ont €té gardées en culture dans du milieu RPMI complet avec
10% FCS.

Prélevement de cellules primaires

Les rats (AcL1u et AcL1u””"P) ont été euthanasiés par CO, selon les lignes directrices du
comité d’éthique de I’Université de Sherbrooke. Apres ['euthanasie, les ganglions
inguinaux, axillaires, brachiaux, mésentériques et cervicaux ont été prélevés. Les ganglions
ont ensuite été broyés et les cellules ont ét€ conservées dans du PBS 5% FCS. Une fois
prélevées, les cellules T CD4" ont été purifiées de maniére négative en incubant ces cellules
avec des anticorps anti-CD8 (OX8) et anti-cellules B (MK1). Ces cellules ont ensuite été
incubées avec des billes magnétiques anti-IgG Dynal (Invitrogen, Carlsbad, CA). Les
cellules ont été placées sur une colonne magnétique et les cellules T CD4" ont été
récupérées dans le liquide passant au travers de la colonne. Les CD4" ont été ensuite

utilisées pour d’autres expériences.
Transfections

Les cellules HEK 293T ont été transfectées avec le plasmide GimapS-pcDNA3.0 a I’aide de
polyfect (Qiagen, Mississauga, ON). Les cellules Jurkat ont été transfectées avec Gimap5-
pcDNA3.0 a I’aide de TransIT-Jurkat (Mirus, Madison, WI).

Cavitation a ’azote

Les cellules transfectées et les cellules primaires ont été placées dans un tampon de sucrose
contenant des inhibiteurs de protéases et placées sous 150 psi d’azote (lignées cellulaires)
ou 300 psi d’azote (cellules primaires) pendant 15 min. Les lysats ont été centrifugés a
1000xg 2 min. Les noyaux se retrouvent dans le culot et les surnageants ont €té centrifugés
a nouveau a 10000xg 10 min. Les mitochondries et le réticulum endoplasmique se
retrouvent dans le culot et les surnageants ont €té centrifugés a 100000xg 1h30. Les
protéines membranaires se retrouvent dans le culot. Les culots ont €té€ solubilisés dans du

tampon d’échantillon afin d’étre analysés par immunobuvardage de type western.
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Immunoprécipitation

Les cellules transfectées ont €té lysées avec le tampon RIPA contenant des inhibiteurs de
protéases. Les lysats ont été centrifugés a 15000xg 15 min afin de retirer les noyaux. Les
surnageants ont été incubés avec un anticorps dirigé contre une protéine d’intérét et des
billes de sépharose prot€ine G (General Electric Healthcare, Fairfield, CT). Le tout a
ensuite €té centrifugé a 1000xg afin de recueillir les complexes. Les complexes ont été
solubilisé€s dans le tampon d’échantillon afin d’étre analysés par immunobuvardage de type

western.
Immunobuvardage de type western

Les échantillons ont ét€ placés sur un gel d’acrylamide et migrés pendant 1h45 a 120 volts.
Le gel a été placé sur une membrane de PVDF et le transfert a été effectué a 100 volts
pendant 1h10. La membrane a ensuite €t€ lavée avec du TBS 0.1% Tween (TBST) et
bloquée dans du TBST 5% lait 1h. La membrane a été incubée avec I’anticorps primaire
O/N 2 4°C. Ensuite, la membrane a été incubée avec I’anticorps secondaire couplé a 1la HRP
1h a T.P. La membrane a été révélée avec de I’ECLplus en utilisant le Versadoc (Bio-Rad,

Hecules, CA).
Marquages immunofluorescents

Les cellules (lignées ou primaires) ont été fixées sur lamelles de 15Smm avec 2% PFA. Elles
ont ensuite été perméabilisées avec du PBS 0.2% Triton X. Elles ont été ensuite bloquées
avec du PBS 2% lait. Elles ont été incubées avec ’anticorps primaire O/N a 4°C dans une
chambre humide. Elles ont ensuite été incubées avec I’anticorps secondaire couplé a un
fluorophore aprés lavage. Les cellules ont été incubées avec DAPI afin de marquer les
noyaux (Invitrogen, Carlsbad, CA) et fixées sur lame de microscopes avec Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) et du verni a ongle pour sceller la lamelle. Pour
certaines expériences, les cellules ont été préincubées avec un colorant fluorescent
spécifique pour les mitochondries. Ce colorant diffuse passivement par la membrane

plasmique et s’accumule dans les mitochondries vivantes.
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Microscopie

La microscopie a €été effectuée a 1’aide d’un microscope confocal FV1000 a balayage

spectral (Olympus, Markham, ON) et du logiciel FluoView (Olympus, Markham, ON).
Anticorps et Réactifs

Les anticorps dirigés contre Bip/GRP78, Paxillin, Connexin-43 et Bcl-2 ont été achetés
chez BD Pharmingen Biosciences (Palo Alto, CA). Le marqueur de mitochondries
MitoTracker et le marqueur de calcium mitochondrial Rhod-2, la sous-unité B de la toxine
du cholera couplée a AlexaFluor 647 (radeaux lipidiques) ainsi que les anticorps
secondaires couplés aux Alexafluor (488, 545, 633) ont été achetés chez Invitrogen
(Carlsbad, CA). La thapsigargin a été achetée chez Calbiochem (Gibbstown, NJ). Les
anticorps contre I’étiquette Myc, LARG et MACF1 proviennent de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps secondaires couplés a la HRP ont été

achetés chez Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).
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4. Résultats

4.1 Clonage de GIMAPS humain

Le géne humain de GIMAPS a été utilisé afin d’identifier les protéines d’interaction.
GIMAPS humain est reconnu pour sa surexpression dans les lymphomes de cellules B et
les cellules de cancer pulmonaire, ol GIMAPS humain confére un avantage au niveau de la
survie de ces cellules (Zenz et al.,, 2004). De plus, il n’existe aucune librairie d’ADN
d’origine lymphoide de rat qui nous permet d’effectuer une étude double-hybride (voir la
section partenaire d’interaction de GIMAPS humain). Le géne humain de GIMAPS5 a été
cloné en ajoutant une étiquette Myc, afin de permettre une meilleure identification par
anticorps, a I'intérieur du vecteur pcDNA3.0. Ce vecteur contient une origine de réplication
eucaryotique qui permet |’expression du gene a D’intérieur de cellules eucaryotes. Les
cellules HEK293T ont été transfectées avec différents isolats du clone hGIMAPS-
pcDNA3.0. L’expression de hGIMAPS a ensuite été vérifiée par inmunobuvardage de type
western a I’aide d’un anticorps anti-Myc qui est I’étiquette de hGIMAPS (Figure 16). Parmi
les cinq différents clones de hGIMAPS-pcDNA3.0, seul les clones 4 et 5 expriment la
protéine A haut niveau. Le clone 4 a été€ choisi pour effectuer les expériences suivantes. La

séquence de la protéine a été vérifiée par séquengage.

Clonel
Clone2
Clone3
Clone4
Clone5s

Ctrl-

35kDa —»

Figure 16 : Expression de GIMAPS dans les cellules HEK293T

30



4.2 Localisation cellulaire de GIMAPS humain

II a ét€ démontré par Keita et al. en 2007 que GIMAPS de rat posséde une localisation
cellulaire distincte du réticulum endoplasmique (RE), des mitochondries, du Golgi et du
noyau. L’équipe de Sandal (Sandal et al., 2003) a démontré une localisation de GIMAP5S
dans le RE, les mitochondries et le Golgi. L’équipe de Zenz (Zenz et al., 2004) a, quant a
elle, démontré la localisation de GIMAPS dans les mitochondries. En utilisant I'étiquette en
N-terminal, ce qui n’interfére pas avec le domaine transmembranaire en C-terminal et
n’interfére pas avec le ciblage de la localisation de la protéine, nous avons déterminé la
localisation de GIMAP5 humain. Les cellules HEK293T et Jurkat ont été fixées et
marquées pour GIMAPS humain (anti-Myc) et avec des anticorps fluorescents spécifiques
aux organelles. Le marquage a ensuite été vérifi€é par microscopie confocale. Chez les
293T, la protéine GIMAPS humaine ne co-localise pas avec les mitochondries, les points
d’adhésion focaux, les lysosomes ou les jonctions gap (Figure 17). Cependant, la protéine
hGIMAPS semble étre exprimée également dans le réticulum endoplasmique (Figure 18).
Cette co-localisation peut étre expliquée par la surexpression de la protéine a I’intérieur de
la cellule, puisque les protéines nouvellement synthétisées passent par le réticulum

endoplasmique avant de se retrouver dans le cytoplasme.

hGimaps MitoTrackes Merge

Gimap5s Connexin-43 Merge
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Gimap5s Paxillin Merge

Figure 17 : hGIMAPS ne co-localise pas avec les mitochondries, les points d’adhésion
focaux et les jonctions «gap». Microscopie confocale de hGIMAPS avec différentes
organelles dans les cellules HEK 293T. A gauche, GIMAPS est marqué par un anticorps
dirigé contre son étiquette (c-Myc). Au centre, les organelles Paxillin et Connexin-43 sont
marquées avec un anticorps contre eux et Mitotracker est un marqueur fluorescent qui
diffuse passivement dans les mitochondries. A droite, surperposition des images et
cytofluorogramme. Les cytofluorogrammes nous démontrent 1’absence de co-localisation.
Barre=5um. n=3 par expérience.

Hameps FR (Rip) Meoerge

hGimap3s LR {bip) Merge

Figure 18 : Expression de hGIMAPS dans le RE. Microscopie confocale de hGIMAPS
avec la protéine Bip (protéine chaperonne du RE) dans les cellules HEK 293T. A gauche,
GIMAPS est marquée avec un anticorps contre son étiquette (c-Myc). Au centre, le RE est
marqué avec un anticorps contre Bip. A droite, superposition des images et
cytofluorogramme. Barre=5um. n=3.
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Puisque la protéine GIMAPS humaine n’est exprimée que chez les cellules d’origine
hématopoiétique, il est possible que les protéines qui interagissent avec GIMAPS ne soient
pas présentes dans les cellules HEK 293T. C’est pourquoi nous avons effectué les tests de
localisation cellulaire chez les cellules leucémiques T Jurkat. Chez ces cellules, hGIMAP5
ne co-localise pas avec les mitochondries, les points d’adhésion focaux, les lysosomes ou
les radeaux lipidiques (membrane plasmique). L’expression de hGIMAPS dans le réticulum

endoplasmique n’a pu étre vue dans les cellules Jurkat (Figure 19).

Gimaps Lipid Raft Merge

hGimap5 MitoTracker Merge

Gimap5 Paxillin Merge
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hGimap5 ER (Bip) Meige

Figure 19 : hGIMAPS n’est pas exprimé dans le RE, les mitochondries, la membrane
plasmique ou les points d’adhésion focaaux dans les cellules Jurkats. A gauche,
GIMAPS est marqué avec un anticorps contre son étiquette (c-Myc). Au centre, marquage
des organelles avec des anticorps (Paxillin et Bip) ou avec un marqueur fluorescent
(Mitochondries et radeaux lipidiques). A droite, superposition des images et
cytofluorogramme. Cellules Jurkat. Barre=5um. n=3 par expérience.

4.3 Partenaires d’interaction de GIMAPS humain

Puisque nous n’avons pu identifier la localisation cellulaire de hGIMAPS par microscopie
confocale, nous avons utilis€ une approche différente, soit la technique de double-hybride.
Celle-ci utilise un géne rapporteur qui est traduit et exprimé lorsqu’il y a interaction entre
les deux protéines. La premiére protéine est appelée appit. Elle est exprimée dans un
vecteur et celle-ci est liée 3 un domaine de liaison a4 I’ADN. La protéine hGIMAPS a été
utilisée comme appét, cependant, une protéine hGIMAPS tronquée a 285 a.a. a été utilisée
afin d’éliminer le domaine transmembranaire. La deuxiéme protéine est appelée prédateur.
Cette protéine est exprimée par un vecteur et est li€e a3 un domaine de transcription de
’ADN. S’il y a une interaction entre I’appét et le prédateur, le domaine de liaison a I’ADN
et le domaine de transcription sont réunis et il y a transcription et expression du géne
rapporteur. Afin de déterminer les partenaires possibles d’interaction de GIMAPS humain,
le laboratoire a fait faire une étude de double-hybride sur une banque d’ADN de
lymphocytes humain par une compagnie de biotechnologie frangaise appelée Hybrigenics.
Quelques protéines sont ressorties (Tableau 5) avec des pointages faibles (cote de D). Les
interactions son coté de A a F, A étant une interaction forte et F un faux positif. Nous
avons choisi d’utiliser la protéine MACFIL, qui est une protéine du cytosquelette qui
effectue le lien entre les microtubules et les filaments d’actine, puisqu’elle est ressortie a

plusieurs reprises. L autre protéine utilisée est LARG, qui est une protéine du cytoplasme
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échangeuse de GTP qui est impliquée dans les leucémies. TTC3 n’a pas été utilisée,

puisque cette protéine est surtout exprimée au niveau des neurones.

Tableau 5 : Protéines ayant interagit avec GIMAPS lors de I’étude double-hybride.
Les six protéines principalement ressorties de 1’étude sont Ankyrin Repeat Domain 17
(ANKRD17), CD97, Leukemia associated Rho GEF (LLARG), Microtubule and Actin
Crosslinking Factor 1 (MACF1), Taline | (TLN1) et Tetratricopeptide repeat domain 3
(TTC3).

Cione Mame + N siene Name (Be At SEalt Ntop Franne Sens okl Sp

p829 AS Homo sapiens - ANKRD17 2430.2858 IF 932 998 Q
pB29_ A1 Spi3p Homo sapiens - ANKRD17 2430..2058 IF 858 995 1
BB A P Homo sapiens - CO97 .19 ” w00 {1
) A2 Spiip Homo sapiens - CD97 87.002 IF 994 97 (]
) A12 Spidp Homo sapiens - FBXL 11 1296..1980 IF %6 %88
pB29_A-25  Spidp Homo sapiens - FBXL11 1296..1960 iF 999 95
) A2 Spidp Homo sapiens - FBXL11 1296..1960 IF %8 989
pB29_A-17  Spidp Homo sapiens - KIAAD35S saMse8 [ m N 959 97 NA
) A4 Spidp Homo sapiens - LARG 18692674 I 996 992 {1
o829 A-21  Spip Homo sapiens - LARG 1869..2674 IF 9.9 95 {J
pB29.A-3  Spidp Homo sapiens - MACF1 1217113579 if 94 998 {1
pB29 A-10 Spfp Homo sapiens - MACF 1 1277113519 IF 9.1 994 1]
oB29_A-13  Spip Homo sapiens - MACF{ 1277113519 IF 987 991 %}
pB29 A0 Spip Homo sapiens - MACF1 1271135719 IF 962 %8s i1
) A-24  Splp Homo sapiens - MACF1 12771135719 IF ) 994 998 i}
) A15  Spidp Homo sapiens - SGTB 261.996 X F 80.2 820 &1
pB28 A7  Spidp Homo sapiens - TUN1 5670..6055 iF 99.2 992 {1
pB29AS  Spidp Homo sapisns - TLN1 56706055 i 9.0 1000 3
) A1 Spidp Homo sapiens - TTC3 452 4827 IF 947 1000 %
) A-16  Spllp Homo sapiens - TTC3 4452 4827 IF 954 995 i
) A-14  Spilp Homo sapiens - TIC3 44524827 I 100.0 1000 1}
pB29 A  Spilp Homo sapiens - TTC3 4452 4827 IF 100.0 1000 “.J
W
[=i F is fullyin § UTR
~ __|Fragmentis fullyin 3 UTR
x Fi contains at least one In Frame STOP oodon
INR]L__|F was found 10 be non relevant (¢ N densi
. wwmn&wmm%m.mmﬁ"ww
fragment can be W in the comedt ﬁamo due o h
n - mﬁﬁ clone uqunnio: is_ avm
- The 5p sequence is missing
N Antiseny

4.3.1 Interaction de hGIMAPS avec MACF1

La protéine MACF1 (Figure 20) pour Microtubule and actin crosslinking factor 1 est une
protéine du cytosquelette de 650 kDa de la famille des spectraplakins qui, comme sont nom
I'indique, permet la liaison entre les microtubules et les filaments d’actine (Wu et al,,
2008).
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Figure 20 : Représentation de la protéine MACF1. (Wu et al., 2008).

Afin de vérifier ’interaction de MACF1 avec hGIMAPS, nous avons premi¢rement voulu
vérifier la présence de MACF1 dans différents lysats cellulaires. Nous avons ensuite voulu
vérifier, par immunoprécipitation de hGIMAPS, la présence de MACF1 dans les précipités.
Finalement, 2 'aide de la technique de centrifugation différentielle, nous avons voulu
vérifier la présence de MACF! dans les différents compartiments de centrifugation
différentielle. La protéine MACFI1 n’a pu étre vue sur aucun immunobuvardage de type

western, ceci pouvant &tre di a son haut poids moléculaire (650 kDa).

Ne pouvant voir la protéine MACF! par immunobuvardage de type western, nous avons
utilisé un marquage fluorescent et la technique de microscopie confocale afin de déterminer
si GIMAPS humain et MACF! sont exprimées dans un patron semblable d’expression
(Figure 21). La prot€ine MACF]I est exprimée dans les cellules HEK 293T et les cellules
Jurkat, mais il n’y a pas de co-localisation entre MACF1 et hGIMAPS dans ces cellules.

MACF1 GIMAPS Merge

Figure 21 : hGIMAPS et MACF1 ne co-localisent pas dans les cellules HEK 293T.
Microscopie confocale de hGIMAPS et MACF1. A gauche, MACF1 a été marqué avec un
anticorps contre lui. Au centre, GIMAPS a ét€ marqué avec un anticorps contre son
étiquette (c-Myc). A droite, superposition des images et cytofluorogramme. Le méme
résultat a été observé dans les cellules Jurkat. Barre=5um. n=6.
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4.3.2 Interaction entre LARG et h\GIMAPS

Leukemia-associated Rho Guanine exchange factor (LARG) (figure 22) est une protéine du
cytoplasme de 220 kDa dans la famille des GEF (Guanine exchange factor) dont la fonction

est d’échanger un GDP pour un GTP sur la petite protéine G Rho (Suzuki et al., 2008).

37 EAN . ) B

Figure 22 : Représentation de la protéine LARG. (Suzuki et al., 2008).

Comme pour la protéine MACFI1, nous avons effectué plusieurs tests afin de déterminer
I'interaction de LARG avec hGIMAPS. Premitrement, nous avons effectué un

immunobuvardage de type western sur différents lysats cellulaires (Figure 23).

Lysats Jurkat -

220 kDa
175 kDa

Figure 23 : Immunobuvardage de type western de la protéine LARG. La protéine
LARG est présente dans les lysats cellulaires des cellules HEK 293T et Jurkat.

Nous avons ensuite voulu vérifier la présence de LARG dans les immunoprécipitations de
hGIMAPS ou la protéine n’a pu étre identifiée par immunobuvardage de type western.
Finalement, nous avons vérifié la présence de LARG dans les différents compartiments de
centrifugation différentielle (Figure 24). La prot€ine LARG se retrouve dans le surnageant
de la centrifugation a 100000xg (S100) tandis que GIMAPS se retrouve dans le culot de

cette centrifugation (P100).
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220 kDa

Figure 24 : Immunobuvardage de type western de LARG dans les compartiments de
centrifugation différentielle. La protéine LARG se retrouve dans le surnageant final
(S100).

Nous avons ensuite effectué des marquages fluorescents que nous avons analysés par
microscopie confocale afin de déterminer le patron d’expression de LARG avec hGIAMPS
(Figure 25). La co-localisation de LARG avec hGIMAPS n’a pu étre vu dans les cellules
HEK 293T et les cellules Jurkat.

LARG GIMAPS Merge

Figure 25 : hGIMAPS et LARG ne co-localisent pas dans les cellules HEK 293T.
Microscopie confocale de LARG avec hGIMAPS dans les cellules HEK 293T. A gauche, la
protéine LARG a €té marquée avec un anticorps contre elle. Au centre, GIMAPS a été
marquée avec un anticorps contre son étiquette (c-Myc). A droite, superposition des images
et cytofluorogramme. Lc méme résultat a été€ observé dans les cellules Jurkats. Barre=5pum.
n=6.

4.3.3 Identification des partenaires d’interaction de hGIMAPS par spectrométrie de
masse

Dans une autre approche, nous avons voulu identifier les autres protéines pouvant interagir
avec hGIMAPS. Nous avons donc pris les culots de centrifugation a 100000xg (P100) qui
contiennent hGIMAPS et une analyse de spectrométrie de masse a €té effectuée en

collaboration avec le laboratoire du Dr Klaus Klarskov au département de pharmacologie.
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Figure 26 : Spectrométrie de masse des échantillons P100. Les échantillons P100 ont été
trypsinisé€s et analysés par LC/MS/MS dans le laboratoire du Dr Klaus Klarskov. Ceci est
une représentation des poids des différents peptides détectés.
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Figure 27 : Résultats des pointages de peptides. Les différents peptides identifiés ont été

analysés par le logiciel Mascot. Les pointages de plus de 42 sont considérés comme étant
significatif.

Plusieurs protéines ont été identifi€es, mais les protéines étaient présentes en faible quantité
et les pointages d’identification étaient trop bas, ce qui nous empéche de confirmer une
interaction spécifique. Les deux pointages de plus de 42 ont été identifiés comme étant de

la kératine, ce qui signifie une possible contamination avec des cellules de 1a peau.
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4.4 Implication de GIMAPS dans la signalisation du calcium

Les résultats précédemment publiés par notre laboratoire démontrent un déficit lors de
I’entrée du calcium externe dans les lymphocytes T de rats gimap5°7"7. 1l a aussi été
démontré que ces cellules ont un défaut membranaire au niveau des mitochondries, vu par
la perte du potentiel membranaire des mitochondries chez les lymphocytes T gimap5°”"?
(Keita et al., 2007). De par ces observations, nous avons conclu qu’il pourrait y avoir un
défaut dans 1’accumulation du calcium par les mitochondries des lymphocytes T des rats
gimap5”””. Nous avons donc vérifié I’accumulation du calcium dans les mitochondries
aprés la stimulation de cellules T CD4" primaires de rats gimap5™* et de rat gimapS”""?.
Les cellules ont été pré incubées avec le marqueur Rhod-2, qui marque le calcium
intramitochondrial. Ces cellules ont ensuite été stimulées a différents temps, 0, 15, 30, 45,
60, 75 et 90 minutes, avec la thapsigargin, qui vide les stocks de calcium du RE et permet
une entrée du calcium extracellulaire, et ont été fixées et marquées par fluorescence afin
d’étre analysées en microscopie a fluorescence. Les cellules T CD4" primaires de rats
gimap5** ont un recrutement du calcium dans les mitochondries 2 30 minutes avec un
maximum a 45 minutes et une perte de signal 3 60 minutes (Figure 26). Les cellules T
CD4" primaires de rats gimap5”””” ont un recrutement du calcium dans les mitochondries 2
60 minutes qui est continu jusqu’a 90 minutes (Figure 27). Il y a donc un retardement dans
le recrutement du calcium par les mitochondries chez les rats mutants. La mutation lyp

ameéne aussi un retard dans le retour 2 la normale dans les cellules T CD4*.
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Figure 28 : Incorporation du calcium vu par Rhod-2 dans les cellules T CD4" de rats
gimap5**. Les noyaux en bleu (DAPI) et I’incorporation du calcium en rouge (Rhod-2).
L’incorporation débute a 30 min et a un maximum a 45 min. Le tout revient A la normale
apres 60 min. Barre=5um
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Figure 29 : Incorporation du calcium vu par Rhod-2 dans les cellules T CD4" de rats
gimap5”77”, Les noyaux en bleu (DAPI) et le calcium en rouge (Rhod-2). L incorporation
est retardée par rapport aux cellules de rats gimap5+’ * 4 45 min et le retour 2 la normale
est, lui aussi, retardé. Barre=5um
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5. Discussion

5.1 Clonage de GIMAPS humain

L’instauration d’une lignée stable de cellules exprimant hGIMAPS aurait pu nous aider a
vérifier les effets a long terme de I’expression de la protéine hGIMAPS chez ces cellules
(HEK 293T et Jurkat). Il est connu dans la littérature que la surexpression de hGIMAPS
dans les lignées cellulaires de cellules T, comme la lignée Jurkat, induit I’apoptose de ces
cellules (Dalberg et al., 2007). L’instauration d’une lignée stable aurait pu nous permettre
de vérifier I'impact réel de la surexpression se hGIMAPS sur des lignée autres que les
lignées de cellules T. Puisque la surexpression de GIMAPS est mortelle pour les lignées de
cellules T, GIMAPS n’a pas €été exprimée sous promoteur inductible puisque nous voulions

une expression continu, mais a court terme.

5.2 Localisation cellulaire de GIMAPS humain

La localisation de hGIMAPS est controversée, puisque différents articles la localisent a
différents endroits. Cependant, la majorité de ces articles utilisent une étiquette ou une
protéine GFP en C-terminal de hGIMAPS. Ceci peut interférer avec le domaine
transmembranaire de hGIMAPS et affecter sa distribution a I'intérieur de la cellule.
L’utilisation d’une étiquette en N-terminal par notre laboratoire peut €tre une raison pour
laquelle il nous est impossible de reproduire les résultats de localisation des autres
laboratoires. Des tests avec les étiquettes en N et C-terminal et avec une délétion du
domaine N ou C-terminal pourraient nous donner une idée sur I’influence de I’étiquette sur
la localisation de la protéine. De plus, un article paru dans Cell en 2008 par Koenig et al., y
décrit la structure des protéines transmembranaires Toc33/Toc34. Ces GTPases servent de
transporteurs transmembranaires au niveau des chloroplastes. Leur structure est trés
similaire a celle de GIMAPS5 (Koening et al., 2008). Ceci pourrait expliquer I’importance
du domaine transmembranaire de GIMAPS et nous donner un indice sur la localisation et la
fonction de GIMAPS.
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5.3 Partenaires d’interaction de GIMAPS humain

L’étude de double hybride effectuée par la compagnie frangaise Hybrigenics n’a pas donné
les résultats attendus. Seulement sept protéines ont été identifiées avec un score coté D.
Ceci peut étre un faux positif puisque cette cote est la plus basse. L’étude de double-
hybride se fait dans des conditions idéales, puisque les deux protéines qui interagissent
ensemble sont surexprimées. Il est aussi possible que ces protéines ne se situent pas dans le
méme compartiment a I’intérieur de la cellule et I’interaction est donc peu probable puisque
ces protéines ne seront jamais a proximité. Des essaies de clonage et
d’immunoprécipitation ont été effectués avec d’autres protéines résultantes de 1’étude, mais
sans succes. Les domaines d’interaction des protéines de 1’étude ont été clonés et co-
transfectés avec hGIMAPS et des immunoprécipitations ont été effectuées. Les complexes
immuns ont été analysés par spectrométrie de masse, mais seule la protéine GIMAPS a été
identifiée. Nous devrions nous concentrer plus sur la spectrométriec de masse. Cette
méthode permet d’identifier les protéines présentes dans un extrait cellulaire sans savoir
quelles protéines sont présentes et sans avoir recourt aux anticorps et a I’immunobuvardage
de type western (technique qui nécessite de connaitre la protéine). Malgré un essai
infructueux, cela semble étre la meilleure option afin de découvrir les partenaires potentiels

d’interaction de hGIMAPS. En augmentant la quantité de protéines analysées, nous aurions

plus de chance de découvrir une protéine pouvant interagir avec GIMAPS.

De plus, il est possible que la forme inactive de hGIMAPS n’interagisse pas suffisamment
avec ces partenaires cibles. Il n’est pas encore connu si le domaine GTPase de hGIMAPS
peut lier le GTP ou hydrolyser le GTP en GDP. Si seulement la forme GTP active de
hGIMAPS est fonctionnelle, il serait nécessaire de vérifier les deux formes en effectuant
des tests avec un mutant de hGIMAPS liant de mani¢re constitutive le GTP. Cependant,
avant de pouvoir le faire, le site de liaison au GTP doit étre identifié sur hGIMAPS. Ces
expériences sont en cours dans le laboratoire en collaboration avec le Dr J. H. Weiden
(University of Lethbridge, AB).
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5.4 Implication de GIMAPS dans la signalisation du calcium

Le role de GIMAPS dans la signalisation du calcium ameéne une nouvelle voie de recherche
dans ce projet. Un défaut lors de la signalisation du calcium lors de I’activation du TCR,
dans les rats gimap5°”"?, démontre que le calcium est impliqué dans la signalisation, en
aval de I’activation basale et homéostatique du TCR, qui est importante pour la survie des
cellules T naives (Ilangumaran et al., 2009). Ce défaut survient au moment de I’expression
du complexe fonctionnel du TCR par les lymphocytes T, soit au niveau du stade des
thymocytes SP CD4* ou CD8" (Ilangumaran et al., 2009). Cette observation est en accord
avec les observations de Schwarz et al. en 2007 qui démontrent I’importance de
I’augmentation du flux calcique pour la survie des cellules T. Malgré une diminution du
flux calcique dans les cellules T gimap5””™ par rapport aux cellules T gimap5™”,
I’augmentation a I’intérieur des cellules en réponse aux mitogénes pour les expériences in
vitro et a I’antigéne in vivo semble étre suffisante pour permettre la survie des cellules T
gimap5””™  (llangumaran et al., 2009). Chez le rat BB-DP, I’interaction TCR-
CMH/peptide du soi provoquerait un flux calcique trop faible pour maintenir la survie des
cellules T, tandis que 1’autoantigéne des ilots B du pancréas provoquerait un flux calcique
suffisant, ce qui amenerait vers une expansion des cellules T autoréactives et une
destruction du pancréas (Ilangumaran et al.,, 2009). La libération du calcium du RE
engendre l’oligomérisation de la protéine STIM1 et sa migration vers la membrane
plasmique afin d’y activer les CRAC et de permettre I’entrée du calcium externe (Smith-
Garvin et al., 2009). Une hypotheése serait que GIMAPS serait important dans le
regroupement ou la migration de la protéine STIM1. Ceci pourrait expliquer le défaut lors
de I’entrée externe du calcium sans effet sur la relache du calcium au niveau du RE. Ce
défaut d’entrée du calcium dans la cellule se fait plus ressentir lors de ’activation du TCR
par le complexe CMH/peptide du soi pour la survie des lymphocytes T. En effet, cette
activation sous mitogénique engendre une plus faible réponse du flux calcique que lors de
I’activation du TCR par I’antigene. Ceci pourrait expliquer I’apoptose des cellules T naives
des rats gimap5°”"” dans la périphérie tout en provoquant une expansion des cellules T
autoréactives. La vérification de I’expression et du regroupement de STIMI1 chez les

cellules gimap5”""P est i faire afin de vérifier cette hypothése.
gimap yp
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Une autre voie possible est celle de D'interaction de CaMKII avec GIMAPS pour
’accumulation du calcium dans les mitochondries. Calcium/calmoduline dependant kinase
I1 (CaMKII) sont des kinases qui sont activées lors de variations du flux calcique a
I'intérieur de la cellule et permettent ’activation de facteur de transcription et augmentent
le métabolisme de la cellule. Ceci n’a pas encore été démontré dans notre laboratoire, mais
plusieurs résultats nous donnent une bonne piste a suivre afin de découvrir si cette protéine
a bel et bien un effet sur la signalisation de GIMAPS au niveau de la voie calcique. Lors de
la stimulation de cellules T CD4* de rats gimap5””"P ou gimap5**, un retard a été observé
dans les cellules T CD4" des rats gimap5™”™” lors de I'accumulation du calcium dans les
mitochondries. Des études récentes ont démontré que I’accumulation de calcium dans les
mitochondries peut dépendre de CaMKII (Timmins et al., 2009). Des essais effectués dans
les macrophages ont démontrés que I’accumulation du calcium dans les mitochondries lors
de stress est dépendant de CaMKII, puisque lors de stimulations avec un inhibiteur de
CaMKII (KN93) il y avait une baisse significative de cette accumulation (Timmins et al.,
2009). Cette accumulation de calcium dans les mitochondries se produit lors du stress du
RE et mene vers I’apoptose, puisque CaMKII est considérée comme étant pro-apoptotique
(Timmins et al., 2009). Une autre étude avait aussi démontrée I'implication de GIMAPS
dans le stress du RE (Pino et al., 2009). L’absence de GIMAPS chez les rats BB-DP meéne a
la production de la protéine CHOP (C/EBP-homologous protein), qui est un facteur de
transcription activé lors du stress du RE, qui déclenche I’apoptose induite par le stress du
RE dans les cellules T (Pino et al., 2009). Cette voie pourrait amener des explications sur
I'utilité et la fonction de GIMAPS. L’absence de GIMAPS dans les cellules T de rats
gimap5”"™ pourrait amener un défaut lors de Iaccumulation du calcium dans les
mitochondries et ainsi provoquer une perte du potentiel membranaire des mitochondries.
Cette perte du potentiel membranaire pourrait avoir des effets sur la concentration du
calcium dans la cellule et ainsi provoquer un stress du RE et méme I’apoptose des cellules
T induite par le stress du RE. Ceci concorde avec I’hypothése de 1’induction d’un flux
calcique insuffisant dans les cellules T des rats gimap5””” lors de I’interaction TCR-
CMH/peptide du soi, ce qui ameéne la perte de survie des cellules T dans la périphérie de
ces rats (Ilangumaran et al., 2009). Des essais d’immunobuvardage de la protéine CaMKII

phosphorylée chez les rats gimap5** et gimapS"’”/’y” et des essais d’immunoprécipitation
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chez les lignées surexprimants hGIMAPS sont a faire afin de déterminer I"implication de
ces deux protéines dans la survie des cellules T. L’utilisation de cellules T CD4" est
justifiée par la mort rapide des cellules T CD8" dans la périphérie chez les rats gimap5™#/"?.

Il est donc tres difficile d’isoler ces cellules en quantité suffisante.
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Conclusion

La surexpression de hGIMAPS par transfection dans les lignées cellulaires nous a permis
d’étudier la localisation de hGIMAPS a I’'intérieur de la cellule. En utilisant le marquage
par immunofluorescence et la microscopie confocale, il a été impossible de confirmer la
localisation cellulaire de hGIMAPS dans les cellules Jurkat. A I'intérieur de cellules HEK
293T, la localisation de hGIMAPS semble se faire au niveau du RE. 1I a été impossible de
reproduire les résultats obtenus par les autres études de localisations faites par les autres

laboratoires (Sandal et al., 2003, Zenz et al., 2004, Dalberg et al., 2007).

Apres avoir fait faire une étude de double-hybride par une compagnie externe
(Hybrigenics), les protéines résultantes de 1’étude ont été utilisées afin de confirmer le
partenariat cellulaire de hGIMAPS avec ces dernieres. Des tests d’immunoprécipitation

avec hGIMAPS ont été effectués sur des cellules de rat gimap5**

afin de vérifier, par
immunobuvardage de type western, la présence de ces protéines. Les résultats étant
négatifs, I’utilisation de marquages en immunofluorescence et de microscopie confocale fut
nécessaire afin de vérifier une seconde fois la co-localisation des protéines. Une fois de

plus, les résultats se sont avérés négatifs.

Les résultats de partenariat de hGIMAPS s’avérant négatifs, la voie de signalisation du
calcium semblait une bonne voie d’étude. Aprés avoir vu une corrélation entre I’absence de
GIMAPS et un défaut dans la signalisation du calcium (Illagumaran et al., 2009) et une
baisse du potentiel membranaire des mitochondries en I’absence de la protéine
fonctionnelle (Keita et al., 2007), un marqueur de calcium intramitochondrial a €té utilisé
afin de déterminer I’incorporation du calcium par les mitochondries chez les cellules T

+/+

CD4" de rats gimapS’y””yp . Les rats gimap5™" ont des mitochondries qui incorporent le
calcium a partir de 30 min apreés la stimulation par thapsigargin, avec un maximum a 45
min. Le tout revient 2 la normale aprés 60 min. Chez les rats gimap5”””?, on observe une
incorporation retardée a 45 min avec un trés long retour a la normale (plus de 90 min). Lors
de transfections dans les lignées cellulaires, la surexpression de gimap35 inhibe, peu importe

le temps, I’incorporation du calcium par les mitochondries. Plusieurs expériences restent
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encore a faire afin de déterminer la voie par laquelle GIMAPS procede afin de réguler

I’homéostasie du calcium intracellulaire, mais la voie de CaMKII semble la plus

prometteuse.
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