
1 

Université de Sherbrooke 

Caractérisation de la protéine Gimap5 chez les lymphocytes T 

Alexandre Savard 
Département de pédiatrie 
Service d'immunologie 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du grade de Maître ès sciences (M.Sc.) en Immunologie 

Membres du jury d'évaluation 
Dre Sheela Ramanathan, Programme d'immunologie 

Dr Subburaj Ilangumaran, Programme d'immunologie 
Dre Claire Dubois, Programme d'immunologie 

Dr Éric Massé, Programme de biochimie 

Sherbrooke, Québec, Canada 
Janvier 2011 

Alexandre Savard 2011 



Library and Archives 
Canada 

Published Héritage 
Branch 

Bibliothèque et 
Archives Canada 

Direction du 
Patrimoine de l'édition 

395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 

395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 

Your fHe Votre référence 

ISBN: 978-0-494-83750-4 

Our file Notre référence 

ISBN: 978-0-494-83750-4 

NOTICE: 

The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 

AVIS: 

L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 

The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author*s permission. 

L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 

In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 

While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 

Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 

Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 

Canada 



Caractérisation de la protéine Gimap5 chez les lymphocytes T 
Par Alexandre Savard 

Département de pédiatrie, service d'immunologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 

en vue de l'obtention du grade de Maître ès sciences (M.Se.) 
en immunologie, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de 

Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

Le diabète de Type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la perte de production 
d'insuline par les îlots p du pancréas. Les causes menant à la destruction de ces îlots 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 diabète de type 1 semblable à l'homme, une mutation qui affecte les 
cellules T a été découverte. La mutation nommée lyp amène une perte de survie des cellules 
T dans la périphérie malgré tous les facteurs de survie des cellules T présents chez l'animal. 
Cette mutation située sur le chromosome 4 affecte un gène de la famille GIMAP, plus 

particulièrement la protéine GIMAP5 qui se retrouve tronquée et non fonctionnelle. Des 
résultats du laboratoire ont démontré une implication de GIMAP5 dans la voie du calcium. 
La manière par laquelle GIMAP5 joue son rôle dans la survie des lymphocytes T n'est pas 
connue. Afin de comprendre ces fonctions, nous voulons identifier la localisation cellulaire 
de GIMAP5 ainsi que ses partenaires d'interaction. 
Les lignées cellulaires transfectées avec le gène de GIMAP5 étiqueté ont été marquées en 
fluorescence à l'aide de marqueurs d'organelles et examinées en microscopie confocale 
afin de déterminer la localisation de GIMAP5. Une étude de double-hybride combinée avec 
des marquages fluorescents à l'aide d'anticorps fluorescents dirigés contre ces protéines et 
l'utilisation de la microscopie confocale permettent de vérifier les partenaires d'interaction 
de GIMAP5. Les cellules T de rats gimap5/>/v7vp et sauvages ont été utilisées afin de faire 
des marquages au Rhod-2 (calcium mitochondrial) et de vérifier l'effet de la mutation sur la 
capacité des mitochondries à absorber le calcium. 
Une localisation de GIMAP5 au niveau du RE a été identifié dans les cellules HEK 293T 
surexprimant GIMAP5, mais n'as pu être vu chez les lignées de cellules T Jurkats. Les 
résultats de l'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/^p/,y/' ont une vitesse 
d'incorporation du calcium plus lente et un retour à la normale plus lent que les 
mitochondries des cellules T de rats sauvages. 
Chez le rat, GIMAP5 semble jouer un rôle au niveau de l'homéostasie du calcium et de 
l'intégrité des mitochondries, puisque la mutation gimap5/>7'/?>/' apporte une baisse du 
potentiel membranaire des mitochondries et une baisse de l'accumulation du calcium par 
ces dernières. Le mécanisme par lequel GIMAP5 régule l'homéostasie du calcium reste 
encore à élucider. 
Mots clé : GIMAP5, Lymphocytes T, Survie, Calcium, Homéostasie, Diabète de type 1, 
Auto-immunité 
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1. Introduction 

1.1 Le diabète de type 1 

Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune définie par la diminution ou l'arrêt de 

production d'insuline par les cellules |3 du pancréas, ce qui empêche la régulation du 

glucose sanguin (Eckman, 2010). La destruction des îlots P par les cellules T autoréactives 

amène un arrêt de production de l'insuline. Le diabète de type 1 (ou insuline dépendent) 

peut débuter à n'importe quel âge, mais est surtout diagnostiqué chez les enfants, les 

adolescents et les jeunes adultes (Eckman, 2010). Le développement du diabète de type 1 

est régulé par plusieurs facteurs environnementaux et génétiques (Eckman, 2010). 

1.1.1 Modèles animaux du diabète de type 1 

Afin de mieux comprendre les principes qui régulent la maladie, plusieurs modèles 

d'animaux qui développent spontanément le diabète de type 1 ont été utilisés (Rees et 

Alcolado, 2005). Les modèles animaux les plus utilisés sont : la souris NOD (Non-obese 

diabetic) et le rat BB-DP (BioBreeding Diabetes-Prone). Ces modèles ont été utilisés de 

manière intensive par les chercheurs afin de mieux comprendre les processus 

immunologiques qui régulent la maladie. Les autres modèles animaux sont : le rat LETL 

(Long Evans Tokushima lean), le hamster chinois, le lapin blanc de Nouvelle-Zélande, le 

chien Keeshond et le macaque noir à crête (Rees et Alcolado, 2005). 

1.1.2 Le rat BB-DP 

Le rat BioBreeding Diabetes-Prone (BB-DP) développe spontanément un diabète auto-

immun de type 1 dépendent de l'insuline semblable à l'homme (Colle et al., 1981). Le 

diabète de type 1 chez ces rats est caractérisé par l'infiltration des îlots P (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 îlots et l'arrêt de production de l'insuline (Colle et al., 

1981, Poussier et al., 1982). Au niveau génétique, plusieurs loci sont susceptibles d'être la 

cause de ce diabète spontané. De ces régions, les deux plus importantes sont : Iddml, qui 
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est lié au CMH de classe II RTlu et Iddm2, qui est lié au locus lyp et identifié 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 sévère 

dans les organes lymphatiques secondaires (Poussier et al., 1982), une faible réponse à 

l'antigène 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 à cellules B (Meehan et al., 1993) et, sous une souche de rat PVG.RTlu/>/,/ï>7\ 

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

Figure 1 : Infiltration des îlots 0 par les cellules T. Une fois les cellules T infiltrées, il y a 
destruction et perte de fonction des îlots P (à 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 à 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 Zûniga-Pfliicker, 2002). Le premier est le stade double négatif (DN), 

où les cellules n'expriment pas les protéines de co-stimulation CD8 et CD4 et subissent un 

réarrangement du TCR. Le stage double négatif peut être divisé en quatre sous-stades, 1, 2, 
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3 et 4. À chaque sous-stade, les thymocytes ont un phénotype différent. Stade DN1, 

CD44+CD117+CD25\ stade DN2, CD44+CD117+CD25+, stage DN3, CD44 CD25+ et stade 

DN4, CD44CD25" (Jondal et al., 2004, Michie et Zuniga-Pflucker, 2002). Le second stade 

de développement est le stade double positif (DP). À ce stade, les thymocytes expriment le 

TCR et les protéines de co-stimulation CD4 et CD8. C'est à ce stade que la sélection 

positive s'effectue (Jondal et al., 2004, Michie et Zuniga-Pfliicker, 2002). C'est-à-dire que 

les cellules qui sont capables de reconnaître les antigènes 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 à la baisse le récepteur qui n'est pas 

impliqué (soit CD4 ou CD8) dans la restriction, ce qui mène à la génération de thymocytes 

simples positifs. À ce stade, les thymocytes qui expriment un TCR de haute affinité contre 

les antigènes du soi sont éliminés par sélection négative. Ce mécanisme assure que les 

cellules T ne puissent pas interagir avec les antigènes du soi (Jondal et al., 2004, Michie et 

Zûniga-Pflticker, 2002). 

WP BB 

TOTAL 
THYMOCYTES 

§ 
TeRofl* 

THYMOCYTES 

iTjtsi 

«7% 

88.®% 

ANTVCD4 

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). 
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Dans quelques lignées de rats, il y a une réduction de la fréquence de cellules matures 

CD8+ SP (Plamondon et al., 1990, et Hernândez-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 

à 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 

première semaine suivant la sortie du thymus, les recent thymic emigrants (RTE) subissent 

d'autres développements qui peuvent être suivis par l'expression de quelques molécules 

spécifiques de leur surface (Hosseinzadeh et Goldschneider, 1993). Durant la première 

semaine, l'expression de Thy-1 diminue tandis que l'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 mènent 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 

après 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 naïves est conduit par la reconnaissance de l'antigène par le TCR et par la 

présence de cytokines, telle l'IL-7 (Tanchot et al., 1997, Marrack et al., 2000). Le nombre 

de cellules présentes dans la périphérie est sous contrôle homéostatique (Marrack et al., 

2000). Lorsque la population de lymphocytes baisse dans la périphérie, les cellules T naïves 

se divisent afin de combler le manque de cellules T. Cette division est contrôlée par 

l'interaction 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 naïves dans les organes lymphatiques secondaires (Poussier et al., 
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1982, Zadeh et al., 1996). Cependant, seules quelques cellules dont le TCR reconnaît des 

antigènes 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 antigènes du soi (Ramanathan et al., 1998, Zadeh et al., 1996). 

BB-DR BB-DP 
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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 le 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 sévère au niveau de la périphérie et un 

diabète 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 l'antigène par le TCR des lymphocytes T naïfs permet l'augmentation de 

l'activité mitotique de ces cellules et ainsi permet le sauvetage des ces cellules 

(Ramanathan et al., 1998). Les expériences effectuées par Ramanathan et al. suggèrent 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 très courte (moins d'une semaine) (Ramanathan et al., 

1998). Des cellules T de rats BB et WF (Wistar-Furth) (qui ont le même génotype que les 

rats BB-DP par contre, ils expriment un allèle différent de la molécule CD45) croisés (Fl) 

ont été utilisées comme source d'antigène. Les cellules Fl sont tolérantes aux antigènes 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 Fl. La disparition des cellules T Fl 

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 l'antigène (Ramanathan et al., 1998). Par contre, si les rats sont 

thymectomisés avant l'immunisation, il n'y a pas de rejet de cellules injectées, car les TCR 

spécifiques des cellules Fl 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 

l'insulite, il n'y a pas de manifestation auto-immune. Par contre, si les rats sont 

thymectomisés après l'insulite, les rats développent un diabète malgré la perte de cellules 

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

Tableau 1 : Les thymectomies avant l'insulite. Les thymectomies diminuent l'incidence 
du diabète. TX=thymectomies, Sham=chirurgie contrôle (adapté de Like et al., 1982 et 
Ramanathan et Poussier, 2001). 

x. 
Age à la chirurgie Chirurgie Incidence du diabète 

30 jours Sham 8/9 (88%) 30 jours 

TX 1/28 (3%) 

60 jours Sham 4/5 (80%) 60 jours 

TX 9/13 (68%) 
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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 naïfs sont l'interaction avec le TCR et les cytokines 

(Jameson, 2002, Marrack et al., 2000, Surh et Sprent, 2008). 

Life 
Thymic niches 

IL-7 
Selecting MHC 
* self peptide 

IL-4,6,7 
Selecting MHC 
+ self peptide 

MHC + antigen 
IL-2 family members 

IFNab 
0X40, CD70, 4-1BB 

IL-15 
(CD8+ cells) 

CD47CD8 
Thymocytt 

No TCR signal 
Réactivé MHC 
* self peptide 
Corticosterolds 

No TCR signal 
Corticosterolds 

IL-2 (Indirect?) 
Fas/TNFR1 

Reactive Oxygen 
? 

IL-2 (Indirect?) 

Death 
Figure 4 : Régulation de la survie des lymphocytes T dans les organes lymphatiques 
secondaires. Les cytokines de la famille yc telles que 1*11-7 et 1*11-15 et l'interaction TCR et 
CMH/peptide sont très 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, l'IL-7 est identifiée comme la cytokine importante pour la survie 

des lymphocytes T naïfs (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 l'Il-2, U-4, 11-7, U-9,11-15 et 11-21. 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 l'IL-7 se fait via JAK3, kinase qui est 
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activée via la chaine yc (Figure 5). La signalisation via l'IL-7 régule à la hausse 

l'expression des protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2 (Jameson, 2002). L'IL-7 

joue aussi un rôle au niveau du maintien de l'activité métabolique de la cellule. Ce maintien 

est toutefois effectué via la PI3K, indépendamment de la voie JAK-STAT nécessaire à 

l'activation de Bcl-2 (Jameson, 2002). 

1 
pH 

I 
W 

< 

n * i isa-9 

1 
p38 MAPK 

Cdc25A 

Cdk/Cyclins 
E2F 

pRb 

PROLIFERATION 

STAT5 

GLUT1 

Nucleus 
SURVIVAL METABOLISM 

Figure 5 : Signalisation d'IL-7 pour le maintien de la survie des lymphocytes T. La 
liaison de l'IL-7 à 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 l'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 naïves dans la périphérie 

(Jameson, 2002 et Surh et Sprent, 2008). Les souris dont le gène Bcl-2 a été délété (Knock-

out) ont une plus grande sensibilité aux stimuli apoptotiques et une perte rapide des cellules 

immunitaires après la naissance (Roset et al., 2007). L'importance de l'IL-7 dans le 
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développement et la survie des cellules T est soulignée par l'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 l'IL-7, la survie des cellules T en périphérie est dépendante 

de l'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 l'importance de 

l'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 

l'antigène H Y et restreintes au CMH de classe 1 H-2Db avec un knock-out pour Rag2 a été 

utilisée comme source monoclonale de cellules T naïves. Ces cellules T ont été injectées 

dans différentes souris irradiées qui expriment le CMH de classe 1 H-2Db ou non, avec 

l'antigène HY ou non. Seulement les cellules T injectées dans l'animal avec le CMH de 

classe 1 H-2Db et l'antigène 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 mêmes (Le Campion et al., 2002). De ces 

expériences, les chercheurs ont proposés que le peptide présenté par le CMH se doit d'être 

le même que celui utilisé lors de la sélection positive dans le thymus (Jameson, 2002, Surh 

et Sprent, 2008). Cette stimulation mène à une activation partielle du TCR, une activation 

sous-mitogénique (Boyman et al., 2009, Davis et Distelhorst, 2006). 

1.2.3 Activation du TCR par l'antigène 

Lors de l'activation du TCR (Figure 6), les domaines ITAM du CD3 sont phosphorylés ce 

qui amène le recrutement et la phosphorylation de la protéine Zap-70 (Smith-Garvin et al., 

2009). Ceci amène le recrutement et la phosphorylation d'une panoplie d'autres protéines, 

dont la PLCy. La PLCy activée clive le PIP2 en IP3 et en DAG. L'IP3 se rend au niveau du 

réticulum endoplasmique et permet la libération du calcium via son récepteur (EP3R) 

(Smith-Garvin et al., 2009). La déplétion du calcium du RE promeut l'entrée du calcium 

externe qui est requis afin d'activer plusieurs facteurs de transcription dont le NFAT et le 
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NF-KB. Ces facteurs sont impliqués dans la transduction de gènes codant pour des protéines 

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

TCR/CD3 

•:Û3 

StP-76 

DAG IP 

Proximal signaling 
complex 

Figure 6 : Signalisation du TCR. L'activation de la signalisation du TCR amène 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 dernière 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 l'IL-7 et interaction TCR/peptide/CMH), la 

cellule va en apoptose via l'apoptosome et l'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 1*11-7 et de c-kit (CD117), deux facteurs qui 

promeuvent la prolifération et l'expansion des précurseurs des cellules T (Jondal et al., 

2004). Dans le stade double positif, l'activation du TCR lors de la sélection positive mène à 

l'activation de facteurs de survie et à l'inhibition de facteurs apoptotiques tels que p53 

(Michie et Zûniga-Pfllicker, 2002). Lors de la sélection négative, les thymocytes qui 

reconnaissent l'antigène du soi sont éliminés par des facteurs externes tels que les 

hormones glucocorticoïdes (Jondal et al., 2004). Chez le rat BB-DP, le développement des 

cellules T dans le thymus est normal. Par contre, une susceptibilité à l'apoptose est évidente 

lorsqu'on regarde les cellules du stade SP (Ramanathan et Poussier, 2001). Cependant, 

cette susceptibilité à la mort cellulaire n'est pas causée par une dérégulation des protéines 

de la famille Bcl-2, puisque l'expression de ces protéines est normale (Figure 7), ou de 

l'activation des caspases effectrices, puisque les inhibiteurs de caspases n'ont aucun effet 

sur la survie des lymphocytes T (Ramanathan et al., 1998). 

11 



Bcl-2 

Thym. T cells 

IL 

£ 
OÙ li-
tn £ 

m 
cû 

Bcl-x 

Thymocytes Act. 

CD4+ 
Total DP T cells 

u_ CD IL CQ u. 03 
;ï QÛ *£ £Û 9» m 

Figure 7 : Expression de Bcl-2 et Bcl-xL chez le rat sauvage et BB-DP. 
Immunobuvardage de type western de Bcl-2 et Bcl-xL. L'expression de ces deux protéines 
antiapoptotique est normale chez les rats BB-DP (adapté de Ramanathan et al., 1998). 

1.3 Mutation l yp  

1.3.1 La mutation lyp résulte d'un décalage du cadre de lecture de GIMAP5 

La mutation lyp 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 gènes, 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 positionne! du chromosome 4 du rat La découverte de la mutation 
lyp sur le chromosome 4 a mené à la découverte d'une famille de gène appelée GIMAP 
dans laquelle la mutation lyp se fait. Plus particulièrement au niveau du gène de la protéine 
GIMAP5 (adapté de MacMurray et al., 2002, Hornum et al., 2002). 

Cette mutation apporte un décalage du cadre de lecture ouverte et tronque la protéine 

GIMAP5 (Hornum et al., 2002, MacMurray et al., 2002). L'insertion d'une base a pour 

résultat une protéine tronquée après 121 a.a. avec l'addition de 19 a.a.. Ceci résulte en une 

protéine non fonctionnelle ayant perdu son domaine C-terminal (Hornum 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 à 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 très semblable entre chaque membre. D y a une différence notable au niveau du domaine 
C-Terminal où certains membres possèdent un domaine transmembranaire, dont 
GIMAP5.Les nombres correspondent au nombre d'acides aminés. La correspondance IAN 
et GEMAP 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 

partie des protéines les plus étudiées de cette famille. Elle contient un domaine 

transmembranaire en C-terminal et est exprimée seulement chez les lymphocytes T 

(kriicken et al., 2004). GIMAP5 est une protéine de 35 kDa et possède plus de 70% 

d'homologie entre le rat, la souris et l'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 

Liaison à Bax 
Liaison à la calmoduline 
Phosphorylation par PKC 
Localisation : RE, Golgi, Cytoplasme 

Accélération de l'apoptose 
Régulation du cycle 
cellulaire 

GIMAP 1 (IAN2) Liaison au GTP (souris) 
Pas de liaison au GTP (Humain) 
Localisation : RE 

Inconnue 

GEMAP9 (IAN3) Absent chez l'humain Inconnue 
GIMAP3 (IAN4) Liaison au GTP 

Liaison aux protéines de la famille 
Bcl-2 
Localisation : RE, Golgi, 
mitochondries 
Pseudogène chez l'humain 
Absent chez le rat 

Sélection positive des 
cellules T 

GIMAP5 (IAN5) Liaison aux protéines de la famille 
Bcl-2 
Localisation : RE, Golgi, 
Mitochondrie, Centrosome 

Inhibition de l'apoptose 
Génération de thymocytes 
DP 
Régulation de la 
signalisation du TCR 

GIMAP6 (IAN6) Inconnue Inconnue 
GIMAP7 (IAN7) Localisation : RE, Golgi Inconnue 
GIMAP 10-ps (IAN8-
pseudo) 

Pseudogène chez la souris 
Absent chez l'humain et le rat 

Inconnue 

GIMAP8 (IAN9) Localisation : RE, Golgi, 
Mitochondrie 

Inhibition de l'apoptose 

GIMAP2 (LAN 12) Absent chez la souris et le rat Inconnue 

Chez la souris, le knock-out pour Gimap5 amène une déficience dans le développement des 

lymphocytes T et des cellules NK et NKT ainsi qu'une lymphopénie sévère dans la 

périphérie (Schulteis et al., 2008). Le foie est gravement atteint et se détériore rapidement. 

Ces souris ne vivent que pendant 10 à 20 semaines dû aux complications et à la 

détérioration de leur condition (Schulteis et al., 2008). Cette différence drastique dans le 

phénotype peut être causée par l'absence totale de protéine chez la souris, tandis que, chez 

le rat, la protéine est toujours présente, mais de façon non fonctionnelle. Des études chez la 

souris mutante sphinx (gimap57,AA/,/l) démontre un phénotype semblable à la souris 



GIMAP5 KO avec des particularités semblables au rat gimap5Jv/"7>7' (Barnes et al., 2010). 

Plusieurs autres études ont été menées afin de mieux comprendre les fonctions de 

GIMAP5. Ces études ont démontré que la protéine G1MAP5 surexprimée se trouve dans le 

réticulum endoplasmique (RE), les mitochondries, l'appareil du Golgi ou au centrosome 

(Figure 10) (Sandal et al., 2003, Zenz et al., 2004). 

MitoTracker 

a-calnexin (ERJ 

u-mannosidase (Qolqi 

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. Gimap5 en vert, 
organelle en rouge. À 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 à utiliser, mais ne représentent pas la réalité puisqu'elles ne 

sont pas des cellules du système immunitaire et qu'il est possible que GIMAP5 n'affecte 



pas la physiologie de ces cellules. Les autres groupes ont utilisé les cellules Jurkat, une 

lignée tirée d'un lymphome à cellules T. De plus, ces études utilisent une étiquette en C-

terminal, où se trouve le domaine transmembranaire. D'autres groupes ont aussi démontré 

une interaction entre GIMAP5 et les protéines antiapoptotiques Bcl-2 et Bel-XL (Nitta et 

al., 2006). L'équipe de Sandal a aussi démontré une fonction antiapoptotique à GIMAP5. 

Les cellules Jurkat qui surexpriment GIMAP5 sont protégées contre l'exposition aux 

radiations gamma et à l'acide okadaïque. La surexpression de GIMAP5 empêche l'apoptose 

induite par ces deux stimuli. Cependant, un autre groupe a démontré que la surexpression 

de GIMAP5 sauvage ainsi que la protéine GIMAP5 tronquée induisent la mort cellulaire 

dans les cellules Jurkat (Dalberg et al., 2007). De plus, les cellules T de rats gimap5/>p//>:p 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 à l'azote et centrifugée une 

première fois à lOOOxg, une deuxième fois à lOOOOxg et une troisième fois à lOOOOOxg 

(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 l'emplacement de GIMAP5. Les résultats 

démontrent la présence du cytochrome C et de KDEL dans les culots des centrifugations à 

lOOOOxg (plO) et la présence de GIMAP5 dans les culots des centrifugations à lOOOOOxg 

(plOO) des lymphocytes T (Keita et al., 2007), suggérant que GIMAP5 ne co-localise pas 

avec ces organelles. 

17 



p10 p100 

T B Thy M<> T B Thy M* 
rat 
GIMAP5 

CytC 

KDEL 

B cetls T colis 

pio plOO p10 p100 plOplOO 

mouse 
GIMAP5 

KDEL 

Rat2 
N-Myc 

rGIMAPS 

rGIMAPS 

KDEL 

Figure 11 : Localisation cellulaire de la protéine GIMAP5 endogène. Essai de 
centrifugation différentielle. Les différents culots et surnageants ont été analysés par 
immunobuvardage de type western. La protéine GIMAP5 endogène se retrouve dans le 
compartiment plOO, dans le culot où les échantillons ont été centrifugés à lOOOOOxg 
pendant lh30. Les mitochondries et le RE se retrouvent eux dans le compartiment plO, 
dans le culot des échantillons centrifugés à lOOOOxg 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 

GIMAP5 avec les mitochondries, le réticulum endoplasmique ou une interaction avec Bcl-2 

cependant, en absence de GIMAP5, les cellules T provenant de rats gimap5/>p/ï>p montrent 

une perte précoce du potentiel membranaire des mitochondries (Figure 12) (Keita et al., 

2007). Les mitochondries saines retiennent le colorant TMRE (Tetramethylrhodamine, 

ethyl ester, perchlorate), tandis que, suite à une perte du potentiel membranaire des 
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mitochondries, le TMRE n'est plus retenu par ces dernières. Chez le rat gimap5/v/'//v/', il y a 

une augmentation du nombre de mitochondries ne retenant pas le TMRE par rapport au rat 

sauvage (Keita et al., 2007). Ceci mène à la conclusion que GIMAP5 est nécessaire au 

maintien du potentiel membranaire des mitochondries chez les lymphocytes T de rat (Keita 

et al., 2007). 

GIMAP5** GIMAPSW"" 

Ohr 

8 hr 

TMRE 

Figure 12 : Perte du potentiel membranaire des mitochondries du rat g\ma\)5lypnyp. 
Analyse par cytométrie de flux des lymphocytes T purifiés de ganglions de rats incubés 
avec le TMRE. Les mitochondries de rats gimap5/yp yp retiennent moins le TMRE, ce qui 
suggère une baisse du potentiel membranaire des mitochondries en l'absence de la protéine 
GIMAP5 fonctionnelle (adapté de Keita et al., 2007). 

1.4 Homéostasie du calcium dans les cellules T 

Lors de l'activation des cellules T, il y a activation de plusieurs protéines qui mènent à la 

relâche du calcium par le réticulum endoplasmique (Smith-Garvin et al., 2009). Une fois le 

PIP2 clivé en IP3 et DAG, 1 ' IP3 migre vers le RE et se lie à son récepteur. Une fois lié au 

récepteur, le calcium est libéré du RE. Après cette relâche du calcium par le réticulum, il y 
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a oligomérisation de la protéine STIM1 et cette dernière migre vers la membrane plasmique 

afin d'activer les CRAC (Calcium release activated calcium channels) qui permettent 

l'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 à l'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 l'homéostasie du calcium. 

1.4.1 Rôle des mitochondries dans l'homéostasie du calcium 

En plus de produire l'ATP, les mitochondries jouent un rôle important au niveau de 

l'homéostasie du calcium (Rizzuto et al., 1994). Les mitochondries sont des tampons du 

calcium intracellulaire (Figure 13) (Carafoli, 2002). Lors de l'entrée du calcium via les 

CRAC, le calcium forme des «hotspots» (concentration plus élevée de calcium à cet 

endroit) et les mitochondries se dirigent à cet endroit afin d'absorber le calcium et réduire 

la concentration dans le cytoplasme (Carafoli, 2002). La même 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 l'homéostasie du calcium 

dans le cytoplasme et active le mécanisme des mitochondries (Carafoli, 2002). Le calcium 

étant le principal messager secondaire à l'intérieur de la cellule, il est important de bien le 

réguler. 

20 



First messengers 

messengers % 

Figure 13 : Les mitochondries contrôlent l'homéostasie du calcium. Lors de la 
libération de calcium par le RE ou lors de l'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 l'homéostasie (adapté de 
Carafoli, 2002). 

1.4.2 L'entrée du calcium externe est déficiente chez les rats gimap5/jrp/?vp 

Des résultats récents du laboratoire ont démontré un défaut lors de l'entrée du calcium à 

l'intérieur de la cellule et une faible réponse calcique lors de l'activation du TCR pour ce 

qui est des rats gimap5Iyp/lyp (Figure 14) (Ilangumaran et al., 2009). Les cellules primaires 

de rat ont été 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 à la normale en inhibant les pompes 

calciques du réticulum (SERCA) (Calbiochem). Ce vidage des stocks amène une variation 

du flux calcique. Chez les rats gimap5/yp/7>:p, cette variation du flux calcique est 

signiflcativement 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 

même (Ilangumaran et al., 2009). Une autre expérience menée chez les cellules primaires 

de rats avec le marqueur de calcium interne Fura2/AM a été 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 l'entrée du calcium dans la 

cellule a été mesurée. Les cellules de rats gimap5/>p//>/' démontrent une diminution de 

l'entrée du calcium externe (Ilangumaran et al., 2009). Ce défaut est détecté pendant les 

stades de développement des lymphocytes T qui démontrent une augmentation de 

l'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 çjmm\i5lyp/lyp. Analyse en 
cytométrie de flux des lymphocytes T purifiés activés par stimulation du TCR ou par 
vidage des stocks de Ca2+ du RE. La réponse calcique suite à une activation du TCR ou au 
vidage des stocks du RE est diminué chez les cellules T de rats gimap5/>,p/?)'p (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 Ca2+ du RE. Le vidage des stocks de calcium du RE par la 
thapsigargin amène une entrée du calcium externe. Une baisse de cette entrée du calcium 
est observée chez les cellules T des animaux gimap5/y/,//vp (adapté de Ilangumaran et al., 
2009). 

La libération du calcium par le RE suite à une stimulation par la thapsigargin n'est pas 

affectée chez les lymphocytes T gimap5,v/>/?>:p. Ceci démontre que la réduction du flux 

calcique à l'intérieur de ces cellules n'est due qu'au défaut lors de l'entrée externe du 

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

Suites aux découvertes impliquant l'interaction entre GIMAP5 et l'intégrité des 

mitochondries chez le rat gimap5/>7'//v/' et aux découvertes impliquant GIMAP5 et le flux 

calcique des lymphocytes, nous nous sommes intéressés à la possibilité que GIMAP5 

pourrais être impliquée dans l'homéostasie du calcium. Mon hypothèse de recherche est 

que la protéine GIMAP5 régule la survie des lymphocytes T en agissant sur la signalisation 

et l'homéostasie du calcium dans les lymphocytes T. 

2.1 Ob jectifs de recherche 

Afin de répondre à mon hypothèse de recherche, je me suis fixé 4 objectifs : 

• Cloner la protéine GIMAP5 

• Identifier la localisation cellulaire de GIMAP5 

• Identifier les partenaires d'interaction de GIMAP5 

• Identifier la voie de signalisation de GIMAP5 
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3. Matériels et Méthodes 

Clonage 

Le clonage du gène de GIMAP5 humain a été fait à partir du vecteur pOBT7 contenant le 

gène. La polymérase ADN Taq Phusion de haute fidélité (Finnzymes, Espoo, Finlande) a 

été utilisée. Des amorces (IDT, Coràlville, LA) ont été dessinées afin d'incorporer un site de 

festriction (BamHl ou EcoRl), d'insérer une séquence Kozak en amont afin de permettre 

une meilleure liaison des ribosomes, et une étiquette Myc en N-terminal. L'étiquette a été 

placée en N-terminal afin de s'assurer qu'elle n'interfère pas avec le domaine 

transmembranaire situé en C-terminal de G1MAP5. 

Tableau 3 : Amorces pour GimapS (BamHl, EcoRl, Kozak, Tag Myc) 

Amorce sens Amorce anti-sens 

5' -GCTCGGATCCACC 

ATG( î A AC A A A A AC Ti ATTTC'TG A A 

G A AC î A rCTC îGGCGGCTTTCAG-3' 

5'-CTGCAGAATTCAA 

T AT AATGAAAAAT A AAC AG-3' 

Tableau 4 : Programmation du cycle PCR 

Température 

(°C) 

Temps Cycles 

98 2 min -

98 45 sec 

30 60 30 sec 30 

72 1 min 

30 

72 5 min -

Une fois amplifié, le gène a été inséré dans le vecteur pcDNA3.0 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) par digestion avec les enzymes de restriction BamHl et EcoRl (New England Biolab, 
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Ipswich, MA) 2h à 37°C. L'insert a ensuite été ligué à l'aide de la ligase ADN T4 (New 

England Biolab, Ipswich, MA) 4h à 16°C. 

Transformation bactérienne 

Des bactéries compétentes DH5a ont été transformées avec le vecteur contenant le gène de 

GIMAP5 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 

à 42°C et 2 min sur glace. Elles ont été placées à 37°C dans du milieu LB pendant lh30. 

Les bactéries ont ensuite été placées sur un milieu LB contenant de l'agar et de 

l'ampicilline pendant 24h à 37°C. 

Préparation d'ADN 

Les colonies ayant poussé ont été 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 été centrifugés à 9600 x g 10 min. Le culot (protéines) a été enlevé à l'aide d'un 

cure-dent stérile. De l'isopropanol a été ajouté et le tout a été centrifugé à 9600 x g 15 min. 

Le milieu a été retiré et de l'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 à l'air. De l'eau contenant 

de la RNAse a été ajoutée afin de dissoudre l'ADN. L'ADN a ensuite été digéré par les 

enzymes de restriction BamHl et EcoRl. Les colonies contenant l'insert ont ensuite été 

utilisées afin de faire une préparation maxi d'ADN à l'aide du kit H.P. Purelink Maxiprep 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). 

Rats 

Les rats utilisés sont des rats AcI.lu (gimap5+/+) et des rats AcI. 1 ulyp/lyp (gimap5/>p/7vp) (Dr 

P. Poussier, Université de Toronto, ON). Les rats AcI.lu'^'', qui possèdent la même 

mutation du locus lyp que les rats BB-DP, sont utilisés afin d'éviter les complications dues 

au diabète, puisqu'ils ne développent pas cette maladie. Les AcI.lu sont utilisés comme 

contrôles. 
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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 été gardées en culture dans du milieu RPMI complet avec 

10% FCS. 

Prélèvement de cellules primaires 

Les rats (AcI.lu et Acl.lu/yp/7>ip) ont été euthanasiés par CO2 selon les lignes directrices du 

comité d'éthique de l'Université de Sherbrooke. Après l'euthanasie, les ganglions 

inguinaux, axillaires, brachiaux, mésentériques et cervicaux ont été prélevés. Les ganglions 

ont ensuite été broyés et les cellules ont été conservées dans du PBS 5% FCS. Une fois 

prélevées, les cellules T CD4+ ont été purifiées de manière 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 Gimap5-pcDNA3.0 à l'aide de 

polyfect (Qiagen, Mississauga, ON). Les cellules Jurkat ont été transfectées avec Gimap5-

pcDNA3.0 à l'aide de TransIT-Jurkat (Mirus, Madison, WI). 

Cavitation à l'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 à 

lOOOxg 2 min. Les noyaux se retrouvent dans le culot et les surnageants ont été centrifugés 

à nouveau à lOOOOxg 10 min. Les mitochondries et le réticulum endoplasmique se 

retrouvent dans le culot et les surnageants ont été centrifugés à lOOOOOxg lh30. Les 

protéines membranaires se retrouvent dans le culot. Les culots ont été solubilisés dans du 

tampon d'échantillon afin d'être analysés par immunobuvardage de type western. 
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Immunoprécipitation 

Les cellules transfectées ont été lysées avec le tampon RIPA contenant des inhibiteurs de 

protéases. Les lysats ont été centrifugés à 15000xg 15 min afin de retirer les noyaux. Les 

surnageants ont été incubés avec un anticorps dirigé contre une protéine d'intérêt et des 

billes de sépharose protéine G (General Electric Healthcare, Fairfield, CT). Le tout à 

ensuite été centrifugé à lOOOxg afin de recueillir les complexes. Les complexes ont été 

solubilisés dans le tampon d'échantillon afin d'être analysés par immunobuvardage de type 

western. 

Immunobuvardage de type western 

Les échantillons ont été placés sur un gel d'acrylamide et migrés pendant lh45 à 120 volts. 

Le gel a été placé sur une membrane de PVDF et le transfert a été effectué à 100 volts 

pendant lhlO. La membrane a ensuite été lavée avec du TBS 0.1% Tween (TBST) et 

bloquée dans du TBST 5% lait lh. La membrane a été incubée avec l'anticorps primaire 

O/N à 4°C. Ensuite, la membrane a été incubée avec l'anticorps secondaire couplé à la HRP 

lh a T.P. La membrane a été révélée avec de l'ECLplus en utilisant le Versadoc (Bio-Rad, 

Hecules, CA). 

Marquages immunofluorescents 

Les cellules (lignées ou primaires) ont été fixées sur lamelles de 15mm 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 l'anticorps primaire O/N à 4°C dans une 

chambre humide. Elles ont ensuite été incubées avec l'anticorps secondaire couplé à un 

fluorophore après 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 à 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 à l'aide d'un microscope confocal FV1000 à 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 choiera couplée à 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 l'étiquette Myc, LARG et MACF1 proviennent de Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps secondaires couplés à la HRP ont été 

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

29 



4. Résultats 

4.1 Clonage de GIMAP5 humain 

Le gène humain de GIMAP5 a été utilisé afin d'identifier les protéines d'interaction. 

GIMAP5 humain est reconnu pour sa surexpression dans les lymphomes de cellules B et 

les cellules de cancer pulmonaire, où GIMAP5 humain confère 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 lymphoïde de rat qui nous permet d'effectuer une étude double-hybride (voir la 

section partenaire d'interaction de GIMAP5 humain). Le gène humain de G1MAP5 a été 

cloné en ajoutant une étiquette Myc, afin de permettre une meilleure identification par 

anticorps, à l'intérieur du vecteur pcDNA3.0. Ce vecteur contient une origine de réplication 

eucaryotique qui permet l'expression du gène à l'intérieur de cellules eucaryotes. Les 

cellules HEK293T ont été transfectées avec différents isolats du clone hGIMAP5-

pcDNA3.0. L'expression de hGIMAP5 a ensuite été vérifiée par immunobuvardage de type 

western à l'aide d'un anticorps anti-Myc qui est l'étiquette de hGIMAP5 (Figure 16). Parmi 

les cinq différents clones de hGIMAP5-pcDNA3.0, seul les clones 4 et 5 expriment la 

protéine à haut niveau. Le clone 4 a été choisi pour effectuer les expériences suivantes. La 

séquence de la protéine a été vérifiée par séquençage. 

Figure 16 : Expression de GIMAP5 dans les cellules HEK293T 
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4.2 Localisation cellulaire de GIMAP5 humain 

IJ a été démontré par Keita et al. en 2007 que GIMAP5 de rat possède 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 GIMAP5 

dans le RE, les mitochondries et le Golgi. L'équipe de Zenz (Zenz et al., 2004) a, quant à 

elle, démontré la localisation de GIMAP5 dans les mitochondries. En utilisant l'étiquette en 

N-terminal, ce qui n'interfère pas avec le domaine transmembranaire en C-terminal et 

n'interfère 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 GIMAP5 humain (anti-Myc) et avec des anticorps fluorescents spécifiques 

aux organelles. Le marquage a ensuite été vérifié par microscopie confocale. Chez les 

293T, la protéine GIMAP5 humaine ne co-localise pas avec les mitochondries, les points 

d'adhésion focaux, les lysosomes ou les jonctions gap (Figure 17). Cependant, la protéine 

hGIMAP5 semble être exprimée également dans le réticulum endoplasmique (Figure 18). 

Cette co-localisation peut être expliquée par la surexpression de la protéine à l'intérieur de 

la cellule, puisque les protéines nouvellement synthétisées passent par le réticulum 

endoplasmique avant de se retrouver dans le cytoplasme. 

litjim.ipS MîtoTfatkti Menje 

GimapS Connexin 43 Merge 
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Figure 17 : hGIMAP5 ne co-localise pas avec les mltochondries, les points d'adhésion 
focaux et les jonctions «gap». Microscopie confocale de hGIMAP5 avec différentes 
organelles dans les cellules HEK 293T. À gauche, GIMAP5 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. À droite, surperposition des images et 
cytofluorogramme. Les cytofluorogrammes nous démontrent l'absence de co-localisation. 
Barre=5^m. n=3 par expérience. 

iGirmpi. FR(Rfp) Moiry 

hGmapS CR (Dip) Metye 

Figure 18 : Expression de hGIMAP5 dans le RE. Microscopie confocale de hGIMAP5 
avec la protéine Bip (protéine chaperonne du RE) dans les cellules HEK 293T. À gauche, 
GIMAP5 est marquée avec un anticorps contre son étiquette (c-Myc). Au centre, le RE est 
marqué avec un anticorps contre Bip. À droite, superposition des images et 
cytofluorogramme. Barre=5(.im. n=3. 
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Puisque la protéine GIMAP5 humaine n'est exprimée que chez les cellules d'origine 

hématopoïétique, il est possible que les protéines qui interagissent avec GIMAP5 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 hGlMAP5 dans le réticulum 

endoplasmique n'a pu être vue dans les cellules Jurkat (Figure 19). 

Gimap5 Merge 

hGimap5 MitoTrack« 

Merge GimapS Paxillin 
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hGimap5 ER (Bip) Merge 

Figure 19 : hGIMAP5 n'est pas exprimé dans le RE, les mitochondries, la membrane 
plasmique ou les points d'adhésion focaaux dans les cellules Jurkats. À gauche, 
GIMAP5 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). À droite, superposition des images et 
cytofluorogramme. Cellules Jurkat. Barre=5jim. n=3 par expérience. 

4.3 Partenaires d'interaction de GIMAP5 humain 

Puisque nous n'avons pu identifier la localisation cellulaire de hGIMAP5 par microscopie 

confocale, nous avons utilisé une approche différente, soit la technique de double-hybride. 

Celle-ci utilise un gène rapporteur qui est traduit et exprimé lorsqu'il y a interaction entre 

les deux protéines. La première protéine est appelée appât. Elle est exprimée dans un 

vecteur et celle-ci est liée à un domaine de liaison à l'ADN. La protéine hGIMAP5 a été 

utilisée comme appât, cependant, une protéine hGIMAP5 tronquée à 285 a.a. a été utilisée 

afin d'éliminer le domaine transmembranaire. La deuxième protéine est appelée prédateur. 

Cette protéine est exprimée par un vecteur et est liée à un domaine de transcription de 

l'ADN. S'il y a une interaction entre l'appât et le prédateur, le domaine de liaison à l'ADN 

et le domaine de transcription sont réunis et il y a transcription et expression du gène 

rapporteur. Afin de déterminer les partenaires possibles d'interaction de GIMAP5 humain, 

le laboratoire a fait faire une étude de double-hybride sur une banque d'ADN de 

lymphocytes humain par une compagnie de biotechnologie française appelée Hybrigenics. 

Quelques protéines sont ressorties (Tableau 5) avec des pointages faibles (cote de D). Les 

interactions son coté de A à F, A étant une interaction forte et F un faux positif. Nous 

avons choisi d'utiliser la protéine MACF1, qui est une protéine du cytosquelette qui 

effectue le lien entre les microtubules et les filaments d'actine, puisqu'elle est ressortie à 

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 GIMAP5 lors de l'étude double-hybride. 
Les six protéines principalement ressorties de l'étude sont Ankyrin Repeat Domain 17 
(ANKRD17), CD97, Leukemia associated Rho GEF (LARG), Microtubule and Actin 
Crosslinking Factor 1 (MACF1), Taline 1 (TLN1) et Tetratricopeptide repeat domain 3 
(TTC3). 

RU UII1IM nnn 
pB29_A-6 SpOp Homo sapiens - ANKR017 2430-2858 IF 932 998 13 
p629_A-1 5pOp Homo sapiens - ANKR017 2430.2858 IF 858 995 IJ 
p629>9 3p Homosapwre-C097 .799 77 100.0 U 
pB29_A-22 5pflp Homo sapiens-C097 87 802 IF 99.4 997 (1 
pB29>12 5pOp Homo sapiens - FBXL11 1296.1980 IF 99.6 96.8 
p629_A-26 5pOp Homo sapions - FBXL11 1296. i960 IF 999 99.5 
p629_A-2 5pOp Homo sapant - FBXL11 1296.1980 

S 
IF 988 98.9 

pB29_A-17 5p/3p HomosapiTS-K1AAC365 5434.5049 S 77 N 9S.9 99.7 NIA 
pB29 A-4 5pOp Homo sapiens-LARG 1869 2674 IF 996 992 il 
p829_A-21 5pOp Homo sapons - LARG 1869.2674 IF 99.9 99.5 U 
pB29>3 5pOp Homo sapim - MACF 1 12771..13579 IF 99.4 99.8 11 
pB29_A-10 SpOp Homo sapiens - MACF1 12771.13679 IF 99.1 99.4 U 
pB29_A-13 5pOp Homosapiene-MACFI 12771..13679 IF 98.7 99.1 u 
pB29_A-20 5pOp Homo sapiens-MACF1 12771.13579 IF 86.2 96.5 

1 •% À 
p829_A>24 5pOp Homo sapions-MACF1 12771.13679 IF 99.4 99.8 H 
p629_A-15 5pOp Homo sapions-S6TB 261.996 M IF 802 82.0 «3 
PB29.A-7 SpQp Homo sapions-TIN 1 5670 6055 IF 992 99.2 ij 
p629_Ar8 5pOp Homo sapions-UN 1 5670.6055 IF 99.0 100.0 « 
pB29_A-11 5p/3p Homo sapions-TTC3 4452.4827 IF 947 100.0 C 
pB29_A-16 5pOp Homo sapions - TTC3 4452.4827 IF 954 995 i J 
pB29_A-14 Sp/3p Homo sapions - TTC3 4452.4827 IF 1000 1000 n 
p829_A-23 SpQp Homo sapions - TTC3 4452.4827 IF 1000 1000 

* The fragment contains Mm JuNlenati COS 

El Fragment «s fu>y in S UTR 

lii Fragment is My in y UTR 
X Fraamont contains al toast on» In Frama STOP codon 

INRl Fraament was found to be non reiavant (doot ouaitv. h«#i N dansitv) 

IF 
OOF1 
OOF2 

WW» regard to tha ftaorsëcal frama of aach corneapondra COS (Gene8anfc).fragmenle 
ara dorvod in ftama jffljf t>ay ara in *» samafcama a» Gal4AD.ln gênerai. potypapMaa 
synthatoad frem OOF fraorwili ara not coniiderad ofbHtogjcâinNisit unleii found 
tootflhw wtfi anoiw frsnn. Hçwwuw, towit of vw praiiini cxprenid front jn OOr 
frajimit ean ba translated in Ihe correct frame.dua to existence of raturai frama-sMt 
avants durina translation m vaast 
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4.3.1 Interaction de HGIMAP5 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 

l'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 l'interaction de MACF1 avec hGIMAP5, nous avons premièrement voulu 

vérifier la présence de MACF1 dans différents lysats cellulaires. Nous avons ensuite voulu 

vérifier, par immunoprécipitation de hGIMAP5, la présence de MACF1 dans les précipités. 

Finalement, à l'aide de la technique de centrifugation différentielle, nous avons voulu 

vérifier la présence de MACF1 dans les différents compartiments de centrifugation 

différentielle. La protéine MACF1 n'a pu être vue sur aucun immunobuvardage de type 

western, ceci pouvant être dû à son haut poids moléculaire (650 kDa). 

Ne pouvant voir la protéine MACF1 par immunobuvardage de type western, nous avons 

utilisé un marquage fluorescent et la technique de microscopie confocale afin de déterminer 

si GIMAP5 humain et MACF1 sont exprimées dans un patron semblable d'expression 

(Figure 21). La protéine MACF1 est exprimée dans les cellules HEK 293T et les cellules 

Jurkat, mais il n'y a pas de co-localisation entre MACF1 et hGIMAP5 dans ces cellules. 

MACF1 GIMAP5 Merge 

Figure 21 : hGIMAP5 et MACF1 ne co-localisent pas dans les cellules HEK 293T. 
Microscopie confocale de hGIMAPS et MACF1. À gauche, MACF1 a été marqué avec un 
anticorps contre lui. Au centre, GIMAP5 a été marqué avec un anticoips contre son 
étiquette (c-Myc). À droite, superposition des images et cytofluorogramme. Le même 
résultat a été observé dans les cellules Jurkat. Barre=5|im. n=6. 
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4.3.2 Interaction entre LARG et hGIMAP5 

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). 

^  l ™ l  I  

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

Comme pour la protéine MACF1, nous avons effectué plusieurs tests afin de déterminer 

l'interaction de LARG avec hGIMAP5. Premièrement, nous avons effectué un 

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

LysatsJurkat Lysats HEK293T 

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 

hGlMAP5 où la protéine n'a pu être identifiée par immunobuvardage de type western. 

Finalement, nous avons vérifié la présence de LARG dans les différents compartiments de 

centrifugation différentielle (Figure 24). La protéine LARG se retrouve dans le surnageant 

de la centrifugation a lOOOOOxg (S 100) tandis que G1MAP5 se retrouve dans le culot de 

cette centrifugation (P100). 
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Figure 24 : Immunobuvardage de type western de LARG dans les compartiments de 
centrifugation différentielle. La protéine LARG se retrouve dans le surnageant final 
(S 100). 

Nous avons ensuite effectué des marquages fluorescents que nous avons analysés par 

microscopie confocale afin de déterminer le patron d'expression de LARG avec hG!AMP5 

(Figure 25). La co-localisation de LARG avec hGIMAP5 n'a pu être vu dans les cellules 

HEK 293T et les cellules Jurkat. 

LARG GIMAP5 Merge 

Figure 25 : hGIMAP5 et LARG ne co-localisent pas dans les cellules HEK 293T. 
Microscopie confocale de LARG avec hGIMAP5 dans les cellules HEK 293T. À gauche, la 
protéine LARG a été marquée avec un anticorps contre elle. Au centre, GIMAP5 a été 
marquée avec un anticorps contre son étiquette (c-Myc). À droite, superposition des images 
et cytofluorogramme. Le même résultat a été observé dans les cellules Jurkats. Barre=5nm. 
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 hGIMAP5. Nous avons donc pris les culots de centrifugation à lOOOOOxg (P100) qui 

contiennent hGIMAPS et une analyse de spectrométrie de masse a été 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 PlOO. Les échantillons PlOO ont été 
trypsinisés et analysés par LC/MS/MS dans le laboratoire du Dr Klaus Klarskov. Ceci est 
une représentation des poids des différents peptides détectés. 

<A 
Z 10 H 
X 

I II 
25 

— i — — i  1  1 — i  r ® - i  1  
50 75 

Probability Based ttouse Score 

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 identifiées, mais les protéines étaient présentes en faible quantité 

et les pointages d'identification étaient trop bas, ce qui nous empêche 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 la peau. 
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4.4 Implication de GIMAP5 dans la signalisation du calcium 

Les résultats précédemment publiés par notre laboratoire démontrent un déficit lors de 

l'entrée du calcium externe dans les lymphocytes T de rats gimap5/vp/7>p. Il 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/v/>//vp 

(Keita et al., 2007). De par ces observations, nous avons conclu qu'il pourrait y avoir un 

défaut dans l'accumulation du calcium par les mitochondries des lymphocytes T des rats 

gimap5,-vp/7>/'. Nous avons donc vérifié l'accumulation du calcium dans les mitochondries 

après la stimulation de cellules T CD4+ primaires de rats gimap5+/+ et de rat gimnp5lyp/lyp. 

Les cellules ont été pré incubées avec le marqueur Rhod-2, qui marque le calcium 

intramitochondrial. Ces cellules ont ensuite été stimulées à 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'être analysées en microscopie à fluorescence. Les cellules T CD4+ primaires de rats 

gimap5+/+ ont un recrutement du calcium dans les mitochondries à 30 minutes avec un 

maximum à 45 minutes et une perte de signal à 60 minutes (Figure 26). Les cellules T 

CD4+ primaires de rats gimap5/>/v7>/' ont un recrutement du calcium dans les mitochondries à 

60 minutes qui est continu jusqu'à 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 

amène aussi un retard dans le retour à la normale dans les cellules T CD4+. 

40 



Figure 28 : Incorporation du calcium vu par Rhod-2 dans les cellules T CD4+ de rats 
gimap5+/+. Les noyaux en bleu (DAPI) et l'incorporation du calcium en rouge (Rhod-2). 
L'incorporation débute à 30 min et a un maximum à 45 min. Le tout revient à la normale 
après 60 min. Barre=5^m 
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Figure 29 : Incorporation du calcium vu par Rhod-2 dans les cellules T CD4+ de rats 
pmà\tSLyp'Lyp. Les noyaux en bleu (DAPI) et le calcium en rouge (Rhod-2). L'incorporation 
est retardée par rapport aux cellules de rats gimap5+/+ à 45 min et le retour à la normale 
est, lui aussi, retardé. Barre=5um 
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5. Discussion 

5.1 Clonage de GIMAP5 humain 

L'instauration d'une lignée stable de cellules exprimant hGIMAP5 aurait pu nous aider à 

vérifier les effets à long terme de l'expression de la protéine hGIMAP5 chez ces cellules 

(HEK 293T et Jurkat). Il est connu dans la littérature que la surexpression de hGIMAP5 

dans les lignées cellulaires de cellules T, comme la lignée Jurkat, induit l'apoptose de ces 

cellules (Dalberg et al., 2007). L'instauration d'une lignée stable aurait pu nous permettre 

de vérifier l'impact réel de la surexpression se hGIMAP5 sur des lignée autres que les 

lignées de cellules T. Puisque la surexpression de GIMAP5 est mortelle pour les lignées de 

cellules T, GIMAP5 n'a pas été exprimée sous promoteur inductible puisque nous voulions 

une expression continu, mais à court terme. 

5.2 Localisation cellulaire de GIMAP5 humain 

La localisation de hGIMAP5 est controversée, puisque différents articles la localisent à 

différents endroits. Cependant, la majorité de ces articles utilisent une étiquette ou une 

protéine GFP en C-terminal de hGIMAP5. Ceci peut interférer avec le domaine 

transmembranaire de hGIMAP5 et affecter sa distribution à l'intérieur de la cellule. 

L'utilisation d'une étiquette en N-terminal par notre laboratoire peut être 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 l'influence de l'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 très 

similaire à celle de GEMAP5 (Koening et al., 2008). Ceci pourrait expliquer l'importance 

du domaine transmembranaire de GIMAP5 et nous donner un indice sur la localisation et la 

fonction de GIMAP5. 

43 



5.3 Partenaires d'interaction de GIMAP5 humain 

L'étude de double hybride effectuée par la compagnie française Hybrigénies n'a pas donné 

les résultats attendus. Seulement sept protéines ont été identifiées avec un score coté D. 

Ceci peut être 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 

même compartiment à l'intérieur de la cellule et l'interaction est donc peu probable puisque 

ces protéines ne seront jamais à proximité. Des essaies de clonage et 

d'immunoprécipitation ont été effectués avec d'autres protéines résultantes de l'étude, mais 

sans succès. Les domaines d'interaction des protéines de l'étude ont été clonés et co-

transfectés avec hGIMAP5 et des immunoprécipitations ont été effectuées. Les complexes 

immuns ont été analysés par spectrométrie de masse, mais seule la protéine GIMAP5 a été 

identifiée. Nous devrions nous concentrer plus sur la spectrométrie 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 à l'immunobuvardage 

de type western (technique qui nécessite de connaître la protéine). Malgré un essai 

infructueux, cela semble être la meilleure option afin de découvrir les partenaires potentiels 

d'interaction de hGIMAP5. En augmentant la quantité de protéines analysées, nous aurions 

plus de chance de découvrir une protéine pouvant interagir avec GIMAP5. 

De plus, il est possible que la forme inactive de hGIMAP5 n'interagisse pas suffisamment 

avec ces partenaires cibles. Il n'est pas encore connu si le domaine GTPase de hGIMAP5 

peut lier le GTP ou hydrolyser le GTP en GDP. Si seulement la forme GTP active de 

hGIMAP5 est fonctionnelle, il serait nécessaire de vérifier les deux formes en effectuant 

des tests avec un mutant de hGIMAP5 liant de manière constitutive le GTP. Cependant, 

avant de pouvoir le faire, le site de liaison au GTP doit être identifié sur hGEMAP5. 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 GIMAP5 dans la signalisation du calcium 

Le rôle de GIMAP5 dans la signalisation du calcium amène une nouvelle voie de recherche 

dans ce projet. Un défaut lors de la signalisation du calcium lors de l'activation du TCR, 

dans les rats gimap5'yp/7>p, démontre que le calcium est impliqué dans la signalisation, en 

aval de l'activation basale et homéostatique du TCR, qui est importante pour la survie des 

cellules T naïves (Ilangumaran et al., 2009). Ce défaut survient au moment de l'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 l'importance de 

l'augmentation du flux calcique pour la survie des cellules T. Malgré une diminution du 

flux calcique dans les cellules T gimapS'^^ par rapport aux cellules T gimap5+/+, 

l'augmentation à l'intérieur des cellules en réponse aux mitogènes pour les expériences in 

vitro et à l'antigène in vivo semble être suffisante pour permettre la survie des cellules T 

gimap5/v/v7vp (Ilangumaran et al., 2009). Chez le rat BB-DP, l'interaction TCR-

CMH/peptide du soi provoquerait un flux calcique trop faible pour maintenir la survie des 

cellules T, tandis que l'autoantigène des îlots p du pancréas provoquerait un flux calcique 

suffisant, ce qui amènerait 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 l'entrée du calcium externe (Smith-

Garvin et al., 2009). Une hypothèse serait que GIMAP5 serait important dans le 

regroupement ou la migration de la protéine STIM1. Ceci pourrait expliquer le défaut lors 

de l'entrée externe du calcium sans effet sur la relâche du calcium au niveau du RE. Ce 

défaut d'entrée du calcium dans la cellule se fait plus ressentir lors de l'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 

l'activation du TCR par l'antigène. Ceci pourrait expliquer l'apoptose des cellules T naïves 

des rats gimap5/>/v7>7' dans la périphérie tout en provoquant une expansion des cellules T 

autoréactives. La vérification de l'expression et du regroupement de STIM1 chez les 

cellules gimap5'vp/7v,p est à faire afin de vérifier cette hypothèse. 
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Une autre voie possible est celle de l'interaction de CaMKII avec GIMAP5 pour 

l'accumulation du calcium dans les mitochondries. Calcium/calmoduline dépendant kinase 

II (CaMKII) sont des kinases qui sont activées lors de variations du flux calcique à 

l'intérieur de la cellule et permettent l'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 à suivre afin de découvrir si cette protéine 

a bel et bien un effet sur la signalisation de GIMAP5 au niveau de la voie calcique. Lors de 

la stimulation de cellules T CD4+ de rats gimap5/v/?//vp ou gimap5+/+, un retard a été observé 

dans les cellules T CD4+ des rats gimap5/vp//vp lors de l'accumulation du calcium dans les 

mitochondries. Des études récentes ont démontré que l'accumulation de calcium dans les 

mitochondries peut dépendre de CaMKII (Timmins et al., 2009). Des essais effectués dans 

les macrophages ont démontrés que l'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 mène vers l'apoptose, puisque CaMKII est considérée comme étant pro-apoptotique 

(Timmins et al., 2009). Une autre étude avait aussi démontrée l'implication de GIMAP5 

dans le stress du RE (Pino et al., 2009). L'absence de GIMAP5 chez les rats BB-DP mène à 

la production de la protéine CHOP (C/EBP-homologous protein), qui est un facteur de 

transcription activé lors du stress du RE, qui déclenche l'apoptose induite par le stress du 

RE dans les cellules T (Pino et al., 2009). Cette voie pourrait amener des explications sur 

l'utilité et la fonction de GIMAP5. L'absence de GIMAP5 dans les cellules T de rats 

gimap5/>p/z>p pourrait amener un défaut lors de l'accumulation 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 même l'apoptose des cellules 

T induite par le stress du RE. Ceci concorde avec l'hypothèse de l'induction d'un flux 

calcique insuffisant dans les cellules T des rats gimap5/v/,//y/' lors de l'interaction TCR-

CMH/peptide du soi, ce qui amène 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 gimap5/v/'/îv/' et des essais d'immunoprécipitation 
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chez les lignées surexprimants hGIMAP5 sont à faire afin de déterminer l'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/>7'/'v/'. 

Il est donc très difficile d'isoler ces cellules en quantité suffisante. 
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Conclusion 

La surexpression de hGIMAP5 par transfection dans les lignées cellulaires nous a permis 

d'étudier la localisation de hGIMAP5 à l'intérieur de la cellule. En utilisant le marquage 

par immunofluorescence et la microscopie confocale, il a été impossible de confirmer la 

localisation cellulaire de hGIMAP5 dans les cellules Jurkat. À l'intérieur de cellules HEK 

293T, la localisation de hGIMAP5 semble se faire au niveau du RE. Il 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). 

Après avoir fait faire une étude de double-hybride par une compagnie externe 

(Hybrigenics), les protéines résultantes de l'étude ont été utilisées afin de confirmer le 

partenariat cellulaire de hGIMAP5 avec ces dernières. Des tests d'immunoprécipitation 

avec hGIMAP5 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, l'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 hGIMAP5 s'avérant négatifs, la voie de signalisation du 

calcium semblait une bonne voie d'étude. Après avoir vu une corrélation entre l'absence de 

GIMAP5 et un défaut dans la signalisation du calcium (Ilagumaran et al., 2009) et une 

baisse du potentiel membranaire des mitochondries en l'absence de la protéine 

fonctionnelle (Keita et al., 2007), un marqueur de calcium intramitochondrial a été utilisé 

afin de déterminer l'incorporation du calcium par les mitochondries chez les cellules T 

CD4+ de rats gimap5,>/'/,>'/?. Les rats gimap5+/+ ont des mitochondries qui incorporent le 

calcium à partir de 30 min après la stimulation par thapsigargin, avec un maximum à 45 

min. Le tout revient à la normale après 60 min. Chez les rats gimap5/>/,/7>/', on observe une 

incorporation retardée à 45 min avec un très long retour à la normale (plus de 90 min). Lors 

de transfections dans les lignées cellulaires, la surexpression de gimap5 inhibe, peu importe 

le temps, l'incorporation du calcium par les mitochondries. Plusieurs expériences restent 
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encore à faire afin de déterminer la voie par laquelle GIMAP5 procède afin de réguler 

l'homéostasie du calcium intracellulaire, mais la voie de CaMKII semble la plus 

prometteuse. 
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