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RÉSUMÉ 

La protéi ne L-isoaspartate méthy ltransférase (PIMT) répare les protéines endommagées 
par la formati on de rés idus L-isoaspartates anormaux . E lle est majoritairement exprimée et 
active dans le cerveau. Or, la défi cience en PIMT est largement associée à différentes 
maladi es neurologiques tandis qu ' une élévati on de son niveau d 'express ion semble j ouer un 
rôle protecteur. La PIMT est communément caractérisée comme une protéine monomérique 
du cytoso l. Nous nous intéressons parti culièrement aux mécanismes qui régulent son 
expression et son activité. Les dérivés réactifs de l' oxygène (ORO) peuvent agir comme des 
messagers secondaires des vo ies de s ignali sation phys iologiques , par contre, l' accumulation 
de ceux-ci peut causer des dommages oxydatifs et contribuer forte ment à l' a ltération des 
processus cellulaires. En raison de d ivers facte urs, les cellul es cérébrales peuvent être plus 
vulnérables face à une augmentati on des ORO (stress oxydatif). Pourtant, il existe peu 
d ' information concernant la régulation de la PIMT par les ORO dans le cerveau. Par ailleurs, 
les mitochondries sont les principales sources de ORO intracellula ires et leur association avec 
les désordres neuro logiques est de plus en plus rapportée. Malgré le fait que la PIMT est auss i 
présente et active dans les mitochondries , aucune étude n'a encore examiné la régulation de 
son express ion dans ces organites . 

L'obj ecti f de cette thèse était de démontrer que les ORO régulent l' express ion de la 
PIMT. Dans un premi er volet, nous avons investigué les effets des ORO sur l'express ion de 
la PIMT. Le phénylars ine oxyde (PAO) est une molécule déri vée de l' arsenic qui altère les 
protéines en oxydant les résidus cystéines vi cinales (vo isines sur la chaîne polypeptidique). 
En premier li eu, nous rapportons que la synthèse de la PIMT est rapidement stimul ée par le 
traitement des cellul es d 'astrocytomes humains U87 avec le PAO. Nous avons auss i confirmé 
que l'augmentati on de l'express ion de la PIMT par le PAO éta it dépendante de protéines 
possédant des cystéines vicinales . De manière importante, nous avons observé que 
1 'augmentation de 1 ' express ion de la PIMT corré lait avec la formation de ORO indui te par le 
PAO. De faço n convaincante, nous avons pu démontrer que la fo rmation des ORO et la 
stimulation de l'express ion de la PlMT par la PAO étaient bloquées par l' agent antioxydant 
N-acétylcystéi ne ainsi que par l' inhibition de la NADH/NADPH oxydase avec le chl orure de 
diphenyleneiodoni um. De plus, nous avons montré que l' inhibi tion de l' express ion de la 
PIMT par siRNA accroissait s ignifi cativement la formati on des ORO induits par le PAO, 
indiquant que la PIMT agissait indi rectement comme une protéine antioxydante. 

Dans un deuxième vo let, nous avons caractéri sé la PIMT associée aux mi tochondries. 
N ous avo ns trouvé que la PIMT est exprimée sous une forme monomérique, d imérique et 
multimérique dans les fractions mi tochondriales des ce llu les de neuroblastomes humains, les 
SH-SYSY. L ' analyse par électrophorèse bidimensionnelle a révélé deux isoformes 
spéci fiques de la PIMT dans les fractions mitochondriales. Lorsque nous avons traité les 
cellules avec le carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), un agent découplant qu i 
perturbe l' activité mitochondriale, l ' express ion et l' activ ité des monomères de PIMT ont 
diminué alors que l' express ion et l'activ ité des mul timères de PlMT ont été stimulées. De 
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manière significative, 1 'assemblage des multimères de PIMT est le résultat de monomères de 
PIMT liés par des ponts disulfures car le traitement des multimères avec un agent réducteur 
comme le dithiothréitol les transforme en monomères de PIMT. L'acide ascorbique, un 
antioxydant, bloque significativement la formation des multimères de PIMT induite par le 
CCCP, validant que les DRO contribuent à la multimérisation de la PIMT. De plus, on a 
trouvé que le CCCP conduit à l'accumulation des résidus aspartates endommagés 
sélectivement au niveau des protéines avec un haut poids moléculaire. Il est particulièrement 
intéressant de noter que l'élévation de l' activité catalytique des multimères de la PIMT par le 
CCCP a été drastiquement inhibée par l'agent réducteur dithiothréitol. Ces résultats indiquent 
que les monomères de PIMT sont généralement inactifs après les traitements au CCCP et que 
1 'activation des multimères de PIMT est essentiellement dépendante de la formation des liens 
disulfures entre monomères de PIMT. 

Cette thèse rapporte la régulation de la PIMT par les ORO et démontre que cette enzyme 
de réparation est une nouvelle protéine antioxydante. En plus, ell e met en évidence que les 
DRO contribuent à la multimérisation et l'activation de la PIMT dans les mitochondries. Ces 
travaux de recherche mettent en lumière un nouveau champ d 'étude sur la PIMT. 

«Mots-clés : protéine L-isoaspartate méthyltransférase, dérivés réactifs de l 'oxygène, 
mitochondries, liens disulfures, multimères» 



CHAPITRE! 

INTRODUCTION 

1.1 Les enzymes de réparation 

Les fonctions physiologiques sont dépendantes de l'expression et de l'activité des 

protéines. Il est donc crucial de maintenir l' intégrité des protéines dont les résidus d'acides 

aminés sont enclins à des modifications délétères. Par exemple, l'oxydation, la glycation et la 

désamidation (isomérisation) des acides aminés sont des processus non enzymatiques qui 

altèrent la structure et la fonction des protéines (Gomord et Faye, 2004). Les protéines ainsi 

endommagées sont généralement dégradées par les différentes voies protéolytiques de la 

cellule. À l'opposé, 1 'accumulation des protéines endommagées est favorisée par divers 

facteurs dont le vieillissement cellulaire, une condition où l'on observerait un déclin de 

1 'activité protéolytique, notamment du protéasome (Chondrogianni et Go nos, 201 0). En 

parallèle, les cellules expriment des enzymes qui ont pour fonction la réparation des 

dommages aux protéines. Celles-ci se divisent selon trois groupes : les prolines isomérases, 

qui convertient les résidus cis-prolines anormaux en résidus trans-prolines, un autre groupe 

inclut les enzymes impliquées dans la conversion des résidus méthionines sulfoxydes 

(méthionines oxydés) en résidus méthionines normales, et finalement la protéine L­

isoaspartate méthyltransférase (PIMT), qui reconnaît et répare spécifiquement les résidus L­

isoaspartates anormaux (Clarke, 2003). La PIMT, qui fera 1 'objet de cette thèse, est une 

enzyme communément associée au vieillissement et à différents désordres cérébraux. On 

appendra comment les dérivés réactifs de l' oxygène (DRO) régulent son expression et son 

activité au niveau intracellulaire et mitochondrial. 
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1.2 Un bref historique de la PIMT 

En 1965, Axelrod et Daley ont remarqué que lorsqu'ils ajoutaient du [3H]-S-adénosyi-L­

methionine CeH]-AdoMet) à des extraits pituitaires, il y avait une production de méthanol 

radioactif (Axelrod et Dai y, 1965). Ce fut la première observation de 1 'activité de 

méthylation, mais aucune enzyme ne fut identifiée. Par ailleurs, la libération de méthanol 

radioactif est toujours la méthode généralement utilisée pour les essais de méthylation de la 

PIMT. Deux ans plus tard, l'équipe de Lissa rapporté la méthylation de l'ovalbumine et de 

l'albumine de sérum humain dépendante de la S-adénosyi-L-methionine (AdoMet) par une 

enzyme purifiée de la rate de veau (Liss et Edelstein, 1967; Liss et Maxam, 1967). Cette 

équipe a ensuite montré la purification partielle d ' une enzyme de méthylation de la rate de 

veau (Liss, Maxam et Cuprak, 1969). En 1970, une autre équipe a rapporté la purification 

d'une enzyme de méthylation dépendante de l' AdoMet et elle a été nommée protéine 

méthylase II (Kim et Paik, 1970). Trois ans plus tard, on est arrivé à la conclusion que les 

enzymes rapportées par l'équipe de Liss et celle de Kim et Paik étaient la même qu 'Axelrod 

et Daley avaient découverte (Aswad, 1995). Par la suite, il y a eu la confirmation d'une 

activité carboxyle méthyltransférase dans l' hypophyse ainsi que la démonstration que 

certaines hormones de l'hypophyse antérieure étaient des accepteurs de groupements 

méthyles plus efficaces que l'ovalbumine (Diliberto et Axelrod, 1974). 

Les années passèrent et plus de 60 articles portant sur la carboxyle méthyltransférase chez 

les eucaryotes ont été publiés. Les recherches portaient sur les propriétés et les fonctions de 

l' enzyme. Plusieurs suggestions ont été émises, allant d'un rôle dans la circulation vésiculaire 

à l'entreposage des hormones (Clarke, 1985; Barten et O ' Dea, 1990). Il a même été rapporté 

que la carboxyle méthylation des protéines membranaires des bactéries était impliquée dans 

la régulation de la réponse chimiotactique (Kort et al. 1975). En 1984, l'équipe d' Aswad a 

démontré que le groupement carboxyle libre sur le résidu L-isoaspartate de 1 'hormone 

adrénocorticotrope était un excellent site de méthylation pour l'enzyme (Aswad, 1984). En 

parallèle, une autre étude menée par l'équipe de Clarke a démontré que le résidu L­

isoaspartate était le meilleur substrat de l'enzyme (Murray et Clarke, 1984). C'est dès lors 

que cette enzyme fut appelée protéine L-isoaspartate méthyltransférase. 
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1.3 Les protéines accumulent des résidus L-isoaspartates anormaux 

Les résidus asparagines et aspartates sont enclins à subir des réactions chimiques 

spontanées. Notamment, la désamidation des résidus asparagines survient lors d'une attaque 

nucléophile de l' atome d ' azote de l' acide aminé adjacent en position C-terminal, générant un 

intermédiaire cyclique, le L-succinimide (fig. 1.1 ). L'isomérisation par déshydratation des 

résidus aspartates résulte d'une réaction identique. Étant instable, le L-succinimide 

s ' hydrolyse pour donner un mélange formé de résidus L-isoaspartates an01maux et L­

aspartates normaux. La présence de résidus L-isoaspartates altère la structure de la chaîne 

polypeptidique en introduisant une liaison peptidique au groupement carboxyle de la chaîne 

latérale des résidus asparagines et aspartates. 

-Asn-Xaa-

succinîrnide 
(cyclic imide) 

-Asp-X aa-

Figure 1.1 La formation des résidus L-isoaspartates . (Tirée de Reissner et Aswad, 2003) 
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La désamidation des asparagines ou l'isomérisation des aspartates est défavorisée par les 

structures secondaires et tertiaires des protéines. Une augmentation de la flexibilité de la 

chaîne polypeptidique par absence d ' encombrement stérique favoriserait la formation des 

résidus L-isoaspartates. Par exemple, la vitesse de formation du résidu L-isoaspartate est de 

30 à 50 fois supérieure quand le résidu glycine est situé après le résidu asparagine ou 

aspartate (Smith et al. 2002). La formation des résidus L-isoaspartates serait aussi favorisée 

lorsque la structure tridimensionnelle des protéines est soumise à différentes conditions 

perturbatrices telles que l' oxydation et le stress thermique (Clarke, 2003). Dans le cas des 

dommages oxydatifs aux protéines, l'influence du vieillissement cellulaire a largement été 

rapportée (Squier, 2001). D'un autre côté, les protéines semblent accumuler des résidus L­

isoaspartates en fonction de l'âge (Desrosiers et Fanélus, 2010). L' ensemble de ces 

observations sont en accord avec les études qui démontrent que le traitement des érythrocytes 

avec tert-butylhydroperoxyde (TBHP), un puissant agent oxydant, induit la formation de 

résidus L-isoaspartates (Ingrosso et al. 2000; Ingrosso et al. 2002). 

1.3.1 La PIMT répare les protéines en catalysant la méthylation des résidus L­

isoaspartates anormaux 

La formation de résidus L-isoaspartates perturbe la structure des protéines, ce qui peut 

provoquer une diminution de leur activité et éventuellement le dysfonctionnement de la 

cellule (Shimizu et al. 2005). La PIMT catalyse le transfert d'un groupement méthyle de 

I' AdoMet au groupement a-carboxyle d ' un résidu L-isoaspartate d'une protéine (fig. 1.2). La 

S-adénosyi-L-homocystéine (AdoHcy) est par la suite formée en tant que produit secondaire 

et inhibiteur compétitif de la réaction de méthylation. Le lien méthyle ester est spontanément 

hydrolysé pour générer un intermédiaire succinimide avec dégagement de méthanol. 

L' intermédiaire succinimide instable est finalement hydrolysé en résidu L-aspartate et L­

isoaspartate selon un rapport 3 : 7 par cycle de méthylation. Soulignons que la PIMT 

humaine et la PIMT chez le thermophile P. furiosus reconnaissent aussi le résidu D-aspartate 

et similairement initie sa conversion en résidus L-aspartate. (Thapar et Clarke, 2000). 

Toutefois, la méthylation du résidu D-aspartate s' effectue avec un rendement de 1500 à 

20000 fois inférieur à celui du résidu L-isoaspartate (Clarke et Lowenson, 1992). 
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Figure 1.2 Mécanismes de réparation des protéines par la PIMT. (Tirée de Reissner et 
Aswad, 2003) 

À partir de la structure cristalline de la PIMT, on a pu proposer que le mécanisme 

enzymatique pour la PIMT soit de type séquentiel bi-bi ordonné puisque les résidus à 

l'extrémité C-terminale impliqués dans la liaison avec I'AdoHcy forment aussi le site de 

liaison aux substrats . Or, un changement de conformation au niveau de ces résidus doit avoir 

lieu afin de libérer 1' AdoHcy et permettre 1 'entrée et la liaison de 1 'AdoMet ainsi que la 

liaison des substrats au site actif de la PIMT (Skinner et al. 2000; Smith et a/2002). De plus, 

un modèle de liaison des protéines contenant des résidus L-isoaspartates (substrats) au site 

acti f de la PIMT humaine a été proposé (Smith et al. 2002), tel qu ' illustré à la figure 1.3. 
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Figure 1.3 Modèle de liaison de la PIMT au résidu L-isoaspartate des protéines. (Tiré de 
Smith et al. 2002). Les substrats de la PIMT sont représentés en blanc à gauche: 1AT6, «hen 
egg white lysozyme»; 1C9P, «porcine trypsin»; IEYN, «enoylpyruvate transferase»; IRTU, 
«Ustilago sphaerogena ribonuclease» U2; lDYS, «bovine pancreatic ribonuclease». Les 
régions contenant le L-isoaspartate sont représentées en orange au niveau des substrats. 
L' AdoMet, représenté par des sphères de la couleur d'atomes respectifs, sert de point de 
référence. Les PIMT humaines sont représentées en vert à droite. 
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On peut observer que la majorité des substrats doivent effectuer une rotation pour 

permettre l'ancrage du résidu L-isoaspartate à la PIMT (fig. 1.3). Par contre, une rotation 

n'est pas requise pour la protéine 1AT6 (lysozyme). Leur modèle expérimental a permis 

d ' observer qu ' un changement conformationnel (dénaturation) est nécessaire pour que la 

ribonucléase (IDY5) soit réparée par la PIMT tandis que le lysozyme est réparé par la PIMT 

tout en conservant sa structure native. Or, une étude avait déjà démontré que le lysozyme, 

sous sa conformation native, était un excellent substrat de la PIMT humaine des érythrocytes 

(Lowenson et Clarke, 1991 ). Ce modèle suggère que les résidus aspartates endommagés sur 

certaines protéines ne seraient pas reconnus par la PIMT. D'ailleurs, il a été rapporté que la 

PIMT réparerait avec beaucoup moins d ' efficacité les résidus aspartates endommagés au 

niveau des agrégats neurofibrillaires constitués de la protéine tau (Goggins, Scott et Weir, 

1999; Payan et al. 1992). 

Il a été rapporté que dix cycles de méthylation entraîneraient la réparation complète d'une 

protéine (Johnson et al. 1987). L'utilisation de dix équivalents d' ATP sous la forme 

d' AdoMet serait ainsi nécessaire, alors que la dégradation et la synthèse d'une nouvelle 

protéine requière des milliers de molécules d' ATP (Reissner et Aswad, 2003). Ce qui suggère 

qu'il serait plus favorable pour la cellule de réparer les résidus L-isoaspartates que procéder à 

la dégradation des protéines désamidées ou isomérisées. Par ailleurs, il a été proposé que la 

désamidation de l' asparagine ne soit pas strictement associée aux dommages des protéines 

(Robinson et Robinson, 2004) . En appui à cela, il a été montré une augmentation du nombre 

de récepteurs de l'insuline dans le cerveau de souris déficiente en PIMT (Farrar, Houser et 

Clarke, 2005). De plus, une étude a récemment rapporté que la kinase ERK est 

hyperphosphorylée dans les cellules où l'expression de la PIMT a été inhibée par siRNA et 

par la suite traitées avec le «epidermal growth factor» (Fu ru chi et al. 201 0). Ces études ont 

aussi démontré l' accumulation de résidus L-isoaspartates, suggérant que la méthylation 

(réparation) de ces résidus par la PIMT contribue à la régulation des processus cellulaires. 
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1.3.2 Les propriétés de la PIMT 

Chez l'humain, il existe majoritairement deux isoformes de la PIMT résultant de 

l'épissage alternatif d'un gène situé sur le chromosome 6 (MacLaren et al. 1992a). 

L' isoforme I a un point isoélectrique (pl) de 6.5 et une séquence C-terminale Arg-Trp-Lys­

COOH tandis que l' isoforme II se distingue par un pl de 5.5 avec une séquence C-terminale 

Arg-Asp-Glu-Leu-COOH (MacLaren et al. 1992b}. Le rôle que pourrait jouer les différences 

observées en région C-terminale n'a pas encore été élucidé. On peut tout de même constater 

que la séquence C-terminale de l' isoforme II est similaire à celle qui sert de signal de 

rétention au réticulum endoplasmique : Lys-Asp-Glu-Leu-COOH (Potter et al. 1992). Deux 

autres isoformes mineures de la PIMT (pl 5.7 et 5.9) ont été rapportées comme étant plus 

exprimées dans les tissus cérébraux normaux comparativement aux tissus cérébraux de 

patients épileptiques (Lanthier et al. 2002). 

La PIMT est largement décrite et caractérisée comme une enzyme monomérique de 226 

acides aminés d'un poids moléculaire de 24 500 Da (fig. 1.4). Elle contient une alanine à 

l'extrémité N-terminal qui est acétylée et trois domaines de liai son de l' AdoMet. Le rôle de 

la N-acétylation n'a pas encore été déterminé. Une étude récente chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae a montré que la N-acétylation des protéines sur les résidus Met, 

AJa, Val, Ser, Thr, et Cys peut agir comme signal de dégradation, et ces protéines seraient 

reconnu par la Do a 10 ubiquitine ligase (Hwang et al. 201 0). 

1 81 89 150 157 171 180 226 

Ac 

c 

Figure 1.4 Schéma structurel de la PIMT humaine. (Tirée de Desrosiers et Fan élus, 20 Il) 
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Dans le même ordre d'idée, la PIMT humaine possède deux cystéines (Cys-42 et Cys-94) 

dont la distance de séparation (20 À) permet d'exclure la possibilité qu ' elle puisse former des 

ponts disulfures (Ryttersgaard et al. 2002). Une troisième cystéine a été identifiée en position 

102 (De Vry et al. 1996). Le rôle de ces résidus cystéines sur 1' organisation structurelle de la 

PIMT n'a jamais été rapporté. De plus, une analyse protéomique a permis d'identifier la 

PIMT parmi les protéines étant phosphorylées sur tyrosines (Amanchy et al. 2005). Il est 

important de soul igner que les phosphotyrosines représentent moins de 1% du total des acides 

aminés phosphorylés dans la ce llule (Monteiro et al. 2008). De ce fait, l'investigation du rôle 

que joue cette modification sur la PIMT pourrait fournir des données qui permettraient de 

mieux comprendre sa fonction de réparation des protéines et son rôle physiologique. 

Selon le «Single Nucleotide Polymorphism Database» ( dbSNP), 1 ' acide aminé en position 

120 de la PIMT est polymorphe (Ile 120Val, rs4816, anc iennement nommé Ile 119Val, 

rslll55687). L'analyse de l'activité catalytique des isoformes lle 120 et Val 120 dans les 

érythrocytes humains a indiqué que l' isoforme lle 120 a une plus grande thermo-stabi lité et 

activité spécifique tandis que 1' isoforme Val 120 a une plus forte affinité pour les substrats 

isomérisés (David et al. 1997). Au niveau clinique, le polymorphisme Ile120Val du gène de 

la PIMT serait un facteur de risque pour le spina bifida, une malformation congénitale qui 

résulte d ' un défaut de fermeture du tube neural durant le développement embryonnaire. Or, 

une réduction du risque de développer le spina bifida a été associée avec le génotype Val/Val 

de la PIMT (Zhu et al. 2006; Mitchell, 2004). 

1.3.3 La réparation des résidus L-isoaspartates par la PIMT préserve l'intégrité des 

protéines 

La protéine recombinante TRAIL induit l' apoptose dans plusieurs lignées cellulaires 

cancéreuses et serait un agent anticancéreux potentiel (Huerta et al. 2007). Lorsqu'elle est 

exprimée à grande échelle dans Escherichia coli, la protéine recombinante TRAIL forme des 

agrégats et les méthodes employées en vue de la rendre soluble ne sont pas rentables. En 

revanche, une équipe a démontré que la protéine recombinante TRAIL est considérablement 

solubilisée lorsqu ' elle elle est conjointement exprimée avec la forme recombinante de la 
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PIMT (Zhu et al. 2006). Ces résultats indiquent que la réparation des résidus L-isoaspartates 

par la PIMT contribue à la solubilisation de la protéine recombinante TRAIL dans 

Escherichia coli. Cette technique peut être transposée à d'autres systèmes de production de 

protéines recombinantes. 

Dans un contexte physiologique normal, les protéines chaperons telle que Hsp70 assurent 

le repliement adéquat des protéines et participent aux mécanismes de survie cellulaire (Leu et 

al. 2009). Il n'existe pas encore de relation claire entre l'activité de la PIMT et le repliement 

des protéines . Cependant, certaines observations expérimentales laissent présumer que la 

PIMT contribue à maintenir la structure native des protéines. Par exemple, 

1 ' hyperphosphorylation et 1' agrégation de la protéine tau sont des processus fortement 

associés à la maladie d'Alzheimer (Grill et Cummings, 201 0). Or, on a détecté la présence de 

rés idus L-isoaspartates sur des sites spécifiques d'une forme structurelle anormale de la 

protéine tau, suggérant que la formation de résidus L-isoaspartates serait un autre facteur 

contribuant à son hyperphosphorylation et son agrégation (Watanabe et al. 1999). Ces 

résultats sont en accord avec les études montrant l'accumulation de résidus L-isoaspartates 

sur la protéine tau dans le cerveau de souris déficientes en PIMT (Shimizu et al. 2000; 

Yamamoto et al. 1998). 

Le collagène de type I est une protéine de la matrice extracellulaire impliquée dans 

1 'adhésion et la migration des cellules (Staatz et al. 1991 ). Les protéines de la matrice 

extracellulaire ont généralèment une demi-vie longue et sont donc susceptibles d'accumuler 

des résidus aspartates anormaux (Lindner et Helliger, 2001 ). Un exemple frappant des 

conséquences fonctionnelles de la réparation des protéines découle de 1 'étude sur le 

viei llissement in vivo du collagène de type 1 menée par Lanthier et Desrosiers (2004). Tout 

d'abord, ils ont observé une augmentation des résidus L-isoaspartates sur le collagène 

provenant de la queue de rats de 20 mois comparativement au collagène de la queue de rats 

âgés de 3 mois. La migration des cellules a été significativement rédu ite sur une matrice 

composée de collagène de 20 mois. À l'inverse, il y a eu un déclenchement de la migration 

des cellules quand le collagène de 20 mois a été réparé par la PIMT. Donc, cette étude 
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indique que la réparation des résidus L-isoaspartates du collagène par la PIMT agirait sur la 

motilité des cellules. 

Dans le même ordre d'idée, les perturbations de la matrice extracellulaire peuvent être 

attribuées à la destruction du collagène qui est une caractéristique clinique dans différentes 

maladies dont l' arthrite rhumatoïde (Sun, 2010). Étant donné que des études ont rapporté la 

présence de la PIMT dans le milieu extracellulaire (Cortesi et al. 2009; Molina et al. 2005), il 

serait intéressant d ' étudier le rôle que joue la formation des résidus L-isoaspartates dans la 

progression de cette maladie. 

1.4 La PIMT est fortement exprimée au cerveau 

La recherche a montré dès 1976 que le cerveau était le tissu exprimant la plus forte 

activité catalytique de la PIMT (Diliberto et Axelrod, 1976). Plus tard, une analyse par 

immunobuvardage de type Northern a démontré que 1 'ARNm de la PIMT de rats âgés de 150 

jours était majoritairement exprimé dans le cerveau et le testicule par rapport aux tissus tels 

que le cœur, le muscle et le poumon (Mizobuchi et al. 1994). Par la suite, les résultats en 

ARNm ont été confirmés au niveau protéique (Boivin et al. 1995). En effet, l' analyse de la 

distribution tissulaire de la PIMT par immunobuvardage de type Western a confirmé que 

c ' est au cerveau que le plus haut niveau d ' expression de l' enzyme était observé, suivie par le 

testicule et le cœur (fig. 1.5). En relation avec les niveaux d'expression tissulaire de PIMT, 

les souris déficientes pour la PIMT montrent un niveau plus élevée de résidus L-isoaspartates 

particulièrement dans le cerveau, le testicule et le cœur (Lowenson et al. 2001 ). 
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Figure 1.5 Distribution tissulaire de la PIMT. (Tirée de Boivin et al. 1995) 
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D 'un autre côté, les résultats d' analyses immunohistochimiques du cerveau de rats âgés 

de 8 semaines ont démontré que la PIMT était fortement exprimée dans les neurones tandis 

que les cellules gliales en exprimaient un niveau plus faible (Shirasawa et al. 1 995). De plus, 

chez les rats âgés de 2 ans, l'immunoréactivité de l' anticorps de la PIMT est accrue au niveau 

des neurones de l'hippocampe, du cortex cérébral et du tronc cérébral (Shirasawa et al. 

1995). Antérieurement, une étude similaire avait rapporté que la PIMT était surtout locali sée 

dans le cortex, l'hippocampe, le corpus striatum, le thalamus et l'amygdale (Billingsley, Kim 

et Kuhn, 1985). L'ensemble de ces résultats démontrent l'omniprésence de la PIMT dans le 

tissu cérébral . 

Une analyse protéomique a révélé que la PIMT, entre autres, était exprimée dans le 

cerveau fœtal humain (Fountoulakis et al. 2002). Les auteurs de cette étude avancent que 

l'identification des protéines du cerveau qui sont exprimées au premier stade de la vie 

permettrait de mieux comprendre les mécanismes associés au développement de maladies 

neurologiques. Par ailleurs, la PIMT a aussi été identifiée au niveau de la substance blanche 
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du cerveau par électrophorèse bidimensionnelle (2-D) suivie par la spectrométrie de masse 

(Mucelli et al. 2006). Cette étude a été réalisée à partir de cerveau post mortem. La PlMT a 

été classée parmi les protéines impliquées dans la réponse aux stress. Celles-ci représentaient 

le deuxième plus important groupe de protéines de la substance blanche du cerveau (fig. 1.6). 
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Figure 1.6 Classement des protéines de la substance blanche du cerveau. (D'après Mucelli et 
al. 2006) 

1.4.1 La déficience en PIMT conduit à l'épilepsie chez la souris 

Le cerveau est le tissu dans lequel la PIMT est majoritairement exprimée et dans lequel 

on détecte la plus forte activité catalytique de cette enzyme. En supposant que la formation 

des résidus isoaspartates est essentiellement limitée par l'activité de la PIMT, on conçoit 

qu'une déficience en cette enzyme aurait des conséquences néfastes sur les fonctions 

cérébrales. C'est en adoptant un raisonnement similaire que Yamamoto et al. (1998) ont mis 

en lumière le lien entre la PIMT et l'épilepsie. 
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D'une part, ils ont montré que les souris témoins (PIMT+/+) avaient un fort niveau 

d'expression et d'activité enzymatique de la PIMT dans le cerveau et le testicule. En 

comparaison, les · souris dont le gène de la PIMT a été altéré (PIMT-/-) n'exprimaient 

pratiquement plus la PIMT au niveau de ces même tissus (Yamamoto et al. 1998). De plus, le 

niveau d'activité enzymatique de la PIMT était presque absent. Le cerveau des souris PIMT 

-1- montrait une accumulation de résidus aspartates endommagés sous la forme de L­

isoaspartates. Sur le plan phénotypique, les souris déficientes pour la PIMT affichaient un 

poids inférieur et un cerveau plus gros par rapport aux souris témoins (fig. 1.7). De manière 

frappante , ils ont observé que la survie des souris PIMT-/- était considérablement réduite (les 

souris mouraient au bout de 4 à 13 semaines). Une amélioration du taux de survie de ces 

souris a été constatée par l'administration d'un médicament antiépileptique (l 'acide 

valproïque ). Néanmoins, les souris déficientes pour la PIMT mouraient au bout de 4 à 13 

semaines. Des analyses plus poussées ont confirmé que la mort des souris PIMT -/-était due à 

des convulsions épileptiques. Au niveau cellulaire, ils ont observé une altération dans 

1' organisation des microtubules dans le cerveau des souris déficientes en PIMT 

comparativement aux souris témoins. En accord avec ces observations, ils ont montré que le 

cerveau des souris déficientes pour la PIMT affichait une augmentation des résidus L­

isoaspartates sur certaines protéines associées aux microtubules, particulièrement la protéine 

tau. Dans une seconde étude, 1' expression transgénique de la PIMT dans le cerveau des souris 

PIMT -/-a permis à celles-ci d'éviter la mort par épi lepsie (Shimizu et al. 2002). En sommes, 

les résultats présentés par ces deux études démontrent le rôle protecteur de la PIMT contre 

certains dérèglements pathologiques. 
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PIMT -/- PIMT +/+ 

Figure 1.7 Apparence du cerveau chez les souris PIMT-/- et PIMT+/+ âgées de 5 semaines. 
(Tirée de Yamamoto et al. 1998) 

1.4.2 L'expression de la PIMT et autres exemples de maladies du cerveau 

L'âge est un facteur déterminant dans la progression de plusieurs maladies, 

particulièrement celles associées au cerveau (Wilson et al. 201 0). En comparant le cerveau 

d'individus âgés entre 26-42 ans par rapport à ceux âgés entre 73-106 ans, il a été trouvé que 

l'expression de plusieurs gènes, dont celui de la PIMT, étaient significativement diminués 

(Lu et al. 2004). On peut présumer qu ' une baisse dans l'expression génique de la PIMT au 

cours du vieillissement corrélerait avec celle de la protéine, conduisant à l'accumulation de 

protéines endommagées dans le cerveau. En appui avec cela, une étude antérieure avait 

montré une perturbation de la transmission synaptique ainsi que la dégénération de la région 

de l' hippocampe CA3 chez les souris déficiente en PIMT (Ikegaya et al. 2001). 

Les tumeurs cérébrales sont très invasives et souvent résistantes aux diverses formes de 

thérapies (Beasley et Toms, 2011). De plus, les tumeurs cérébrales peuvent entraîner diverses 

complications cliniques incluant l'épilepsie chez les patients pédiatriques (Prayson, 2010). Le 

rôle de la formation des résidus L-isoaspartates et de l'expression de la PIMT dans le cancer 

demeure un champ d'étude peu exploré. Pourtant, notre laboratoire a rapporté une réduction 
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de l' expression ainsi que de l' activité de la PIMT en fonction du grade des tumeurs de types 

glioblastomes chez l'humain (Lapointe et al. 2005). 

La dégénérescence cortico-basale est une maladie neurodégénérative caractérisée par la 

perte des neurones et l'atrophie de différentes régions du cerveau (Felician et al. 2009). Les 

symptômes de cette maladie apparaissent habituellement vers 1 ' âge de 60 ans et sont 

similaires à ceux observés dans la maladie de Parkinson (Chen et al. 2005; Boeve, 2007). 

Étonnamment, à partir d'analyses par électrophorèse 2-D des protéines isolées du cerveau 

d'individus ayant été atteints par la dégénérescence cortico-basale, on a pu montrer que la 

PIMT est une des deux protéines dont l'expression était à la hausse (Chen et al. 2005). 

À partir d'échantillons cérébraux isolés de patients schizophréniques, une analyse 

protéomique a montré que 1 'expression de la PIMT est augmentée de 2.57 fois (Martins-de­

Souza et al. 2008). La schizophrénie serait en partie reliée à une perturbation de la 

synaptogenèse et de la plasticité neuronale (Smalla et al. 2008). Les premiers symptômes se 

déclarent chez les hommes entre 16 et 25 ans et chez les femmes entre 16 et 35 ans. 

Contrairement à l' ensemble des résultats de la littérature qui suggère que la déficience en 

PIMT est associée à la perturbation neurologique, la dégénérescence cortico-basale et la 

schizophrénie sont des désordres neurologiques plutôt associés à une stimulation de 

l' expression de la PIMT. Il reste à élucider si cette augmentation de la PIMT est une cause ou 

une conséquence de ces maladies. De plus, il serait intéressant d'étudier la possibilité que le 

niveau d ' expression de la PIMT dans le cerveau puisse servir de marqueur pathologique. 

1.4.3 La PIMT et la neuropharmacologie 

La PIMT est fortement exprimée dans le cerveau et semble jouer un rôle déterminant 

dans le maintient de l' intégrité cérébrale. Il est intéressant d ' observer que l' expression de la 

PIMT est modulée par des médicaments couramment utilisés pour le traitement de maladies 

neurologiques. Par exemple, le niveau d' ARNm de la PIMT est plus élevé dans les cell ules 

gliales exposées au CGP3466, un composé équivalent au médicament anti parkinsonien R­

deprenyl (Huebscher et al. 1999; Tatton et al. 1994). L ' action antiparkinsonienne du R-

-
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deprenyl passe par l'inhibition des monoamines oxydases qui sont responsables de 

l' oxydation de la dopamine en acide 3,4-dihydroxyphenylacétique. Conséquemment, le R­

deprenyl prévient aussi la formation de radicaux libres par l'inhibition des monoamines 

oxydases (Magyar et al. 201 0). De plus, le R-deprenyl stimule 1' expression du su peroxyde 

dismutase (SOD) et de la catalase (enzymes antioxydantes) dans le cerveau de rats (Carrillo 

et al. 1991). Par ailleurs, à de faibles concentrations qui n'inhibent pas les monoamines 

oxydases, le R-deprenyl et le CGP3466 préviennent la mort cellulaire par apoptose selon un 

mécanisme qui dépend de la synthèse de nouvelles protéines (Tatton et al. 1994). Par ai ll eurs, 

il a été démontré que la surexpression de la PIMT prévient 1 'apoptose induite par Bax 

(Huebscher et al. 1999). 

Le lithium est généralement utilisé dans le traitement du désordre bipolaire (Stambolic et 

al. 1996). L'acide valproïque est un médicament antiépileptique qui est aussi employé pour 

traiter le désordre bipolaire (Kostrouchova et al. 2007; Rosenberg, 2007). Les souris 

déficientes pour la PIMT voient leur survie augmentée après l'administration d'acide 

valproïque (Yamamoto et al. 1998). Lorsqu'on traite les lignées d'astrocytomes U-87 et de 

neuroblastomes SH-SYSY avec de l'acide valproïque, on constate une forte élévation du 

niveau d'expression et d'activité enzymatique de la PIMT (Cournoyer et Desrosiers, 2009). 

Similairement, l'expression de la PIMT est stimulée par le lithium dans les cellules U-87 

(Lamarre et Desrosiers, 2008). Le mécanisme d' action du lithium et de l'acide valproïque 

serait en partie relié à l' inhibition de la protéine proapoptotique GSK-3 ainsi qu 'à la 

stimulation des voies de survie cellulaire (Brunello, 2004; Bielecka et Obuchowicz, 2008). 

En conséquence, la surexpression cellulaire de la PIMT au cours de l' inhibition de l' activité 

de GSK-3 pourrait prévenir la formation de résidus L-isoaspartates sur les protéines. On 

pourrait considérer la protéine antiapoptotique Bel-xL dont la déamidation a été démontrée 

par le traitement cellulaire avec l'agent anticancéreux cisplatine (Deverman et al. 2002). 
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1.5 L'expression subcellulaire de la PIMT 

La structure de la PIMT est évolutivement conservée et ne présente pas de motifs qui 

suggèrent qu'elle puisse être localisée dans un compartiment subcellulaire particulier 

(Bennett et al. 2003). De plus, la PIMT ne contient pas de séquence signal qui est 

caractéristique des protéines membranaires et des protéines sécrétées dans le milieu 

extracellulaire (Halic et al. 2006). En fait, la majorité des études portant sur la PIMT la 

caractérise comme une enzyme cytosolique (Desrosiers et Fané! us, 2011 ). Pourtant, la PIMT 

a été détecté parmi les protéines sécrétées dans le fluide d' hémodialyse humain aussi bien 

que dans le fluide interstitiel de tumeurs cancéreuses du sein (Molina et al. 2005; Cortesi et 

al. 2009). Étant donné que la PIMT ne contient pas de séquence signal, elle serait plutôt 

sécrétée selon un mécanisme non conventionnel. Par exemple, le <<fibroblast growth factor-

2» peut être transporté au milieu extracellulaire via des protéines formant des canaux 

membranaires (Nickel et Seedorf, 2008). 

La membrane plasmique fait partie d'un réseau membranaire qui comprend le réticulum 

endoplasmique, l'appareil de Golgi , les lysosomes, les peroxysomes, la membrane nucléaire 

et les membranes mitochondriales. Des études ont rapporté la purification et la caractérisation 

de la PIMT au niveau des membranes du cortex rénal de rats (Gingras et al. 1991; Gingras et 

al. 1994). Selon une autre étude, la structure et les propriétés catalytiques de cette forme 

membranaire de la PIMT ne diffèrent pas significativement de la forme soluble (Boivin et al. 

1993). Ces données suggèrent que la PIMT serait plutôt liée aux membranes par l'interaction 

avec une ou plusieurs protéines. 

Une étude a montré que· la PIMT interagit avec le «microtubule-associated protein lB» 

(MAPl 8), une protéine cytosquelettique majeure qui contribue au développement cérébral 

(Cueille et al. 2007; Riederer, 2007). Ces résultats pourraient expliquer pourquoi on observe 

des changements dans 1' organisation du cytosquelette des souris dont 1' expression de la 

PIMT a été supprimée (Yamamoto et al. 1998). 
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Dans le même ordre d'idée, la protéine 4.1 est une protéine membranaire qui est modifiée 

par la formation de résidus L-isoaspartates en réponse à un stress oxydatif (Ingrosso et al. 

2000). Chez les patients trisomiques, elle fait partie des protéines érythrocytaires qui ont 

significativement réagit aux essais de méthylation, indiquant qu 'elle accumule des résidus L­

isoaspartates dans cette condition clinique (Galletti et al. 2007). La protéine 4.1 est 

particulièrement importante pour les érythrocytes car elle participe au maintient des 

interactions avec les protéines du cytosquelette (Diakowski et al. 2006). Par exemple, la 

protéine 4.1 peut interagir avec le cytosquelette en liant la région C-terminale de la tubuline 

(Correas et A vila, 1988). En parallèle, il a été démontré que la tubuline accumule des résidus 

L-isoaspartates dans les expériences de vieillissement in vitro et in vivo (Najbauer et al. 

1996). Notamment, la ~-tubuline a été identifiée comme un substrat majeur de la PIMT dans 

les cerveaux épileptiques humains (Lanthier et al. 2002). 

En excluant les protéines du cytosol, le cerveau fœtal humain serait majoritairement 

constitué de protéines mitochondriales (fig. 1.8). Une étude parue en 1973 a révélé des 

niveaux significativement élevés d'activité catalytique de la PIMT dans les fractions 

mitoch.ondriales du cerveau de rats (Paik et Kim, 1973). Plus tard, une équipe a montré que la 

PIMT est fortement exprimée au niveau des mitochondries isolées du cortex rénal de rats 

(Boivin et al. 1995). De plus, 1' activité enzymatique de la PIMT a été détectée dans les 

mitochondries isolées du foie de rats (Kharbanda et al. 2007). Chez l' humain, une analyse 

protéomique a montré que la PIMT est exprimée dans les mitochondries purifiées à partir de 

tissus cardiaques (Taylor et al. 2003). 
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Figure 1.8 La distribution subcellulaire des protéines du cerveau fœtal humain. (Tirée de 
Fountoulakis et al. 2002) 

Dans cette section, nous avons discuté du rôle et des propriétés de la PIMT tout en 

cherchant à mettre en évidence son importance dans le cerveau. Dans la prochaine section 

nous aborderons la théorie concernant les DRO. Nous mettrons l'accent sur les dommages 

oxydatifs des protéines et le rôle des mitochondries dans la formation des DRO. 

1.6 La formation des DRO 

Les radicaux libres sont des molécules ayant au moins un électron non apparié. Cette 

condition rend les molécules instables et elles réagissent en donnant ou en soutirant un 

électron d'une autre molécule. On parle de DRO pour regrouper l'ensemble de dérivés 

chimiques radicalaires et non radicalaires de l' oxygène. L' intérêt pour les DROne cesse de 

grandir. Or, les DRO sont des médiateurs importants des réponses physiologiques, allant de 

la défense immunitaire à la régulation des voies de signalisation. À l' inverse, les DRO 

peuvent endommager les protéines, l'ADN et les lipides membranaires. Ceci se produit 
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quand le rapport entre les mécanismes de défense antioxydante et la formation de DRO 

diminue, générant ainsi un stress oxydatif. 

Le premier DRO généré par la cellule est le superoxyde (02 •• ). Les mitochondries sont les 

principales sources de production de 0 2•·. D'autres sources de 0 2 •. inclut les NADH/NADPH 

oxydases et la xanthine oxydase (Eiahi et al. 2009). Le 0 2 •• est rapidement converti en 

peroxyde d ' hydrogène (H20 2) par les su peroxydes dismutases (SOD) au niveau des 

mitochondries et du cytosol (fig. 1.9). Le H20 2 n' est pas un radical libre en tant que tel , mais 

sa capacité à pénétrer les membranes et à générer d ' autres ORO le rend très important pour la 

cellule. Le H20 2 peut réagir avec le Fe2+ ou le Cu+ (réaction de Fenton) et généré le radical 

hydroxyle (OH). Étant très réactif, ce dernier entraîne la peroxydation des lipides 

membranaires, et l' oxydation de l'ADN et des protéines. La formation du ·oH est toutefois 

limitée par l ' activité d'enzymes antioxydantes comme les catalases, les peroxyrédoxines 

(Prx) et les g1utathions peroxydases (GPx). Ces derniers utilisent le glutathion (GSH) comme 

substrat afin de catalyser la réduction du H20 2 en molécules d ' eau (H20) et d ' oxygène (02) 

(fig. 1.9) (Nordberg et Arnér, 2001). Le GSH est un antioxydant non enzymatique très 

important pour la cellu le à un point où sa déplétion cel lulaire peut induire un stress oxydatif 

(Merad-Boudia et al. 1998). Parallèlement, le 0 2 •. réagit avec 1 'oxyde nitrique (NO) et 

entraîne la formation de dérivées réactifs de l'azote (DRN) dont le peroxynitrite (ONoo·) en 

est le représentant majeur (Valko et al. 2006). 
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Figure 1.9 Schéma des systèmes oxydants et antioxydants de la cellule. (Tirée de Nordberg 
et Arnér, 2001) 

1.6.1 Le dommage oxyda tif des protéines 

Les dommages oxydatifs des protéines est en relation direct avec les modifications 

oxydatives des acides nucléiques et des lipides. Tel que représenté à la figure 1.1 0, 

1 'oxydation des acides nucléiques comme 1 'ADN ou 1' ARN peut causer des erreurs dans la 

traduction des protéines et conduire à l' expression de protéi nes anormales . Ces protéines sont 

plus enclines à l'oxydation par les ORO (Oukan et al. 2000; Ballesteros et al. 2001). Les 

protéines normales peuvent aussi subir l' attaque des ORO en raison de différentes conditions 

qui favorisent la formation des ORO au dépend des systèmes antioxydants. Les ORO peuvent 

aussi endommager les lipides membranaires et ainsi induire la génération de dérivés 

aldéhydes hautement réactifs et toxiques comme l'acroléine (Aidini et al. 2006). L'agrégation 

des protéines peut survenir lorsque les protéines normales réagissent soit avec les dérivées 

aldéhydes, soit avec les protéines oxydées. Les protéines oxydées et les agrégats de protéines 

sont généralement dégradés en peptides et acides aminés (Stadtman, 2004). 
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Figure 1.10 L'interconnexion entre l'oxydation des protéines, des acides nucléiques et des 
lipides. (D'après Stadtman, 2004) 

Les chaînes latérales des acides aminés sont toutes susceptibles d'être oxydées, 

particulièrement les groupements thiols des résidus cystéines et méthionines. Or, 

contrairement aux autres acides aminés, l'oxydation des résidus cystéines et méthionines est 

réversible. L'oxydation des groupements thiols des résidus cystéines induit généralement la 

formation de ponts disulfures (lien S-S) intramoléculaires sur une protéine ou 

intermoléculaires entre deux ou plusieurs protéines. La réduction des ponts disulfures est 

catalysée par les thiols transférases par l'intermédiaire du GSH ou de la thiorédoxine. D'autre 

part, l'oxydation des thioéthers des résidus méthionines conduit à un mélange d' isomères R­

etS- de résidus méthionines sulfoxydes. La majorité des espèces possèdent deux méthionines 

sulfoxydes réductases qui réparent respectivement les isomères R- et S- de résidus 

méthionines sulfoxydes en résidus méthionines normaux (Valko et al. 2006). De manière 

intéressante, différents agents chimiques sont disponibles en recherche qui peuvent servir à 
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simuler une condition d' oxydation des protéines. Par exemple, le phénylarsine oxyde (PAO) 

réagit spécifiquement avec les groupements thiols des résidus cystéines vicinales (non 

éloignés sur la chaînes polypeptidiques) pour former un lien disulfure intramoléculaire stable, 

comme illustré à la figure 1.11 (Biaglow et al. 2006). 

PAO 

\H 2 -SIJ 
(Jl·l 2 )n 
CH - Il 

+ H_O 

Figure. 1.11 La structure du PAO et son produit de réaction avec les cystéines vicinales. 
(D'après Biaglow et al. 2006) 

1. 7 La formation de DRO par les NADH/NADPH oxydases 

Les NADH/NADPH oxydases sont une famille d'enzymes (Noxl-5 et Duoxl/2) 

associées aux membranes qui catalyse la production de 0 2"- par la réduction d' un électron de 

1'0 2 en utilisant le NADH ou le NADPH comme donneur d'électrons (Elahi et al. 2009): 

20
2 

+ NAD(P)H __.,. 20
2
- + NAD (P) + H+ 

Plusieurs données indiquent que ces enzymes ont une sélectivité plus élevée pour le 

NADPH (Bedard et Krause, 2007). Leur structure comprend au moins six domaines 
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transmembranaires et un domaine cytosolique de liaison au F AD et au NAD PH (fig. 1.12). 

Les NADH/NADPH oxydases transporteraient un électron à la fois à partir du NADPH 

jusqu'au FAD. Ensuite, ceux-ci sont transportés aux groupements hèmes et finalement à 1'02• 

(Brown et Griendling, 2009). 

Figure. 1.12 La structure proposée de la région principale des NADPH oxydases. (Tiré de 
Bedard et Krause, 2007) 

Au niveau expérimental, les NADH/NAPH oxydases sont communément inhibées par le 

chlorure de diphenyleneiodonium (DPI). Cet agent agit en soutirant un électron au niveau 

d'un transport d'électrons et forme un radical, lequel inhibe les NADH/NADPH oxydases par 

liaison covalente avec le groupe flavine ou le groupe hème (O'Donnell et al. 1993). 

Les NADHINADPH oxydases remplissent diverses fonctions physiologiques et 

physiopathologiques à travers la génération de ORO. Par exemple, la NADPH oxydase des 

phagocytes (Nox2) produit de grande quantité de ORO lorsque ceux-ci ingèrent des bactéries 

pathogènes. Dans ce contexte, le H20 2 est convertie, par l'action de la myéloperoxydase, en 

acide hypochloreux (HOC!). Ce dernier peut réagir avec le Ot (ou le Fe2+/ Cu+) et former le 
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·oH. L'HOCI, de concert avec le ·oH, sont très toxiques pour les bactéries et entraînent leur 

destruction (Nord berg et Arnér, 2001 ). Sous sa forme inactive, Nox2 est associée à p22phox 

(fig. 1.13). Nox2 est ensuite activé par l'interaction avec p22phox, les sous-unités cytosoliques 

de p47phox phosphorylée, p67phox, p40phox, et les petites protéines Rho liant le GTP, soit Rac 1 

ou 2. Nox2 est aussi présent et actif dans les cellules non phagocytaires (Brown et 

Griendling, 2009). Par exemple, Nox2 est activé dans les cellules microgliales du cerveau par 

les fragments amyloïdes ~ 40 et 42 (A~40/42) produits par les neurones (Qin et al. 2005). 

A 8 

Figure 1.13 Assemblage et activation de Nox2 au niveau des membranes de vésicules 
intracellulaires chez les neutrophiles. (Tiré de Bedard et Krause, 2007) 

Les NADH/NADPH oxydases sont plus fortement exprimées au niveau du colon (Nox1), 

des phagocytes (Nox2), de l'oreille interne (Nox3), des reins et des vaisseaux vasculaires 

(Nox4), de tissu lymphoïde et du testicule (Nox5), et finalement au niveau de la glande 

thyroïde (Duoxl/2) (Bedard et Krause, 2007). Les NADHINADPH oxydases ont aussi été 

identifiées dans plusieurs régions du système nerveux central (Soree et Krause, 2009). En se 

basant sur les niveaux d' ARNm et les niveaux de protéines, Nox2 serait prédominant dans le 

cerveau, (Cheng et al. 2001; Bedard et Krause, 2007). Au niveau cellulaire, les 

NADH/NADPH oxydases ont été identifiées dans les cultures primaires d'astrocytes (Noxl), 
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les cellules microgliales (Nox2) et les cellules d'astrocytomes humain (Nox4). Nox4, qui a la 

particularité d ' être activée de façon constitutive, a été détecté dans les neurones par RT-PCR, 

par immunohistochimie, et par hybridation in situ (Cheng et al. 2001; Soree et Krause, 2009; 

Vallet et al. 2005). Le rôle des NADH/NADPH oxydases dans les maladies neurologiques 

fait le sujet de recherches intenses. Par exemple, il a été rapporté que les cellu les microgliales 

sont activées dans certaines régions du cerveau de patients schizophréniques (Steiner et al. 

2008). 

1.8 La formation de DRO par la chaîne mitochondriale de transport d'électrons· 

Le premier rôle des mitochondries est la synthèse d ' ATP (phosphorylation oxydative) qui 

est dépendante de la chaîne de transport d 'électrons. Celle-ci est composée de cinq 

complexes protéiques situés à la membrane interne mitochondriale. Les électrons du 

complexe 1, qui proviennent de la réduction équivalente du NADH (cycle de Krebs), sont 

transférés aux complexes III puis IV, et à 1' 0 2 qui est finalement réduit en molécule d ' H20 

(fig. 1.14). L' énergie libérée durant le transfert d'électron au niveau des complexes 1, Til et 

IV sert à pomper les H+ de la matrice mitochondriale vers l'espace intermembranaire, ce qui 

génère un gradient électrochimique de H+ à la membrane interne mitochondriale. L'A TP est 

ensuite synthéti sée par la dissipation du gradient de H+ à travers le complexe V (Fukui et 

Moraes, 2008). 
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Figure. 1.14 La chaîne de transport d 'électrons. (D'après Rotig et Munnich, 2003) 

Au cours du transfert d'électrons, principalement au niveau des complexes I et III , une 

fraction (0.4% à 5%) d ' entre eux est perdue et réagit avec 1'02 pour former le 0 2' - qui , à son 

tour, va générer des ORO. Ce processus est responsable de la majorité des ORO produits par 

les mitochondries et peut conduire à une production de ORO supérieure à celle du cytosol. 

Les mitochondries seraient ainsi plus vu lnérables face aux stress oxydatifs. Par exemple, on 

observe que le niveau d ' oxydation de la guanosine est plus élevé sur l'ADN mitochondriale 

en comparaison à l'ADN nucléaire (Reddy, 2008). 

Les ORO générés par la chaîne de transport d 'électrons peuvent induire des mutations sur 

1' ADN mitochondrial (fig. 1.15). Ces mutations mitochondriales, qui semblent être indicateur 

du vieillissement cellulaire, entraînent le dysfonctionnement de la chaîne de transport 

d ' électrons. L ' augmentation des ORO qui s'ensuit contribue aux dommages à l' ADN 

mitochondrial , et vice versa. Les ORO sont aussi impliqués dans la modulation des voies de 

signalisation au niveau du cytosol et du noyau. Elles peuvent aussi activer directement ou 
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indirectement les voies apoptotiques et nécrotiques, contribuant ainsi au vieillissement et à 

l' apparition de maladies (Murphy, 2009; Reddy, 2008). 

MOMP 

Figure. 1.15 La production des ORO par la chaîne mitochondriale de transport d'électrons. 
(Tirée de Murphy, 2009) 
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Plusieurs études ont mis en évidence le rôle du dysfonctionnement de la chaîne de 

transport d ' électrons dans le développement de maladies neurologiques (Reddy, 2008; 

Waldbaum et Pate! , 2010). Des changements biochimiques associés à la trisomie 21 

(syndrome de Oown), tels que l'accumulation intracellulaire de la forme insoluble du peptide 

amyloïde ~ , peuvent être reproduits par le traitement des cellules cérébrales avec le carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone ou CCCP (Busciglio et al. 2002). Le CCCP agit en tant 

qu ' agent découplant des mitochondries, c' est-à-dire qu'il induit la dissipation du gradient de 

proton indépendamment de la synthèse d' ATP. 

Le CCCP est aussi un inhibiteur du potentiel membranaire mitochondrial (PMM). Le 

PMM est connu pour être un excellent indicateur de la fonction mitochondriale car il reflète 

le gradient électrochimique de H+ à la membrane interne mitochondriale et l' activité de 

synthèse d ' ATP (de Arriba et al. 2006; Waldbaum et Pate! , 2010). Le CCCP peut induire la 

formation de ORO lorsqu'employé à des concentrations variant de 1 !J.M à 50 !J.M (Chaudhari 

et al. 2008; Cui et al. 2010). Le mécanisme par lequel le CCCP induit les ORO est encore 

mal connu, mais il semble que le CCCP pourrait lier les protéines de la chaîne de transport 

d' électrons, en particulier le cytochrome c oxydase ou complexe IV (Bona et al. 1993 ; Cui et 

al. 201 0). Ainsi , en inhibant le PMM tout en augmentant la formation de ORO, le CCCP agit 

comme un perturbateur de la fonction mitochondrial. 

1.9 Objectifs de la recherche 

Au mveau physiologique les ORO sont générés à de faibles concentrations par des 

sources intracellulaires telles que la NAOH!NADPH oxydase et la chaîne mitochondriale de 

transport d ' électron. Or, aucune étude n'a encore examiné l' effet des ORO produit à 

l'intéri eur de la cellule sur l'expression de la PIMT. Étant donné que les ORO peuvent 

endommager les protéines en induisant la formation de résidus L-isoaspartates, nous avons 

émis l' hypothèse que la PIMT serait induite par les ORO produits physiologiquement afin de 

préveni r la formation de résidus L-isoaspartates sur les protéines. Ainsi , l'objectif général de 

cette thèse était de déterminer le rôle des ORO produit à l' intérieur de la cellule sur 
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l'expression et l'activité de la PIMT. Pour ce faire, nous avons utilisé les modèles de cellules 

en culture de tumeurs cérébrales, soit les U87 (astrocytome) et les SH-SYSY 

(neuroblastome). Le choix de ces modèles cellulaires découle du fait que la PIMT est 

majoritairement exprimée et active dans le tissu cérébral. Or, il existe des liens de plus en 

plus évidents entre la PIMT et certains désordres cérébraux. · Par ailleurs, le cerveau est 

particulièrement vulnérable aux dommages résultant d' une augmentation du niveau des DRO 

(stress oxydatif). En conséquence, les DRO sont reconnus comme des cibles thérapeutiques 

dans plusieurs maladies neurodégénératives. De manière spécifique, l'objectif de cette thèse 

était de déterminer de nouvelles propriétés de la PIMT à travers sa régulation par les DRO. 

Tout d'abord, nous avons démontré que l'augmentation du niveau de DRO intracellulaire 

stimule l'expression de la PIMT. Par la suite, nous avons mis en évidence que la 

NADH/NADPH oxydase semble être la source de DRO impliquée dans l'induction de la 

PIMT lors d'un traitement avec le PAO. Après avoir inhibé le niveau d'expression de la 

PIMT par la technologie du siRNA, nous avons démontré, de manière convaincante, que la 

formation des DRO était significativement accrue. Ensemble, ces résultats ont démontré la 

régulation de la PIMT par les DRO et la forte possibilité que le PIMT puisse agir 

indirectement comme une protéine antioxydante. 

Afin de caractériser davantage le rôle des DRO sur l'expression et l'activité de la PIMT, 

nous avons investigué les mécanismes qui régulent la PIMT associée aux mitochondries. 

Étant donné que les mitochondries sont les principales sources de DRO dans la cellule, nous 

avons émis l' hypothèse que ces derniers réguleraient son expression au niveau mitochondrial. 

Effectivement, nous avons mis en évidence que la PIMT, généralement considéré comme une 

protéine cytosolique et monomérique, est exprimée sous des formes monomériques, 

dimériques et multimériques dans les fractions mitochondriales. Nos résultats démontrent 

aussi que la perturbation mit9chondriale par le CCCP inhibe l'expression et l'activité des 

monomères de PIMT alors qu'à l'inverse, elle stimule l'expression et l'activité des 

multimères de PIMT. Nous avons démontré que la multimérisation de la PIMT associée aux 

mitochondries était due à la formation de ponts disulfures entre les monomères de PIMT. De 

plus, nous avons trouvé que l' activité catalytique des multimères de PIMT était dépendante 
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des liens disulfures qu 'elles possèdent, indiquant pour la première fo is un nouveau 

mécanisme de régulation de l'expression ainsi que de l'activité de la PIMT. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Matériel 

La lignée cellulaire U87 (astrocytome) a été obtenue de American Type Culture 

Collection (Manassas, V A) tandis que celle de SH-SY5Y (neuroblastome) a été obtenue de 

European Collection of Cel! Cultures (Salisbury, UK). Le PAO, le DPI et le cocktail 

d ' inhibiteurs de protéases proviennent de Calbiochem (La Jolla, CA). La cycloheximide, le 

N-éthylmaléimide (NEM), le dithiothréitol (OTT), le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DCNB), 

le N-acétylcystéine (NAC), le tert-butylhydroperoxide (TBHP), le L-buthionine-sulfoximine 

(BSO), le CCCP, l'AdoMet, l'AdoHcy, la benzonase et l' iodure de propidium ont tous été 

obtenus de Sigma-Aldrich (Oakville, ON). L'acide ascorbique provient de EMD Chemicals 

(Gibbstown, NJ). Les sondes 2', 7' -dichlorofluorescein di acétate (DCHF -DA) et rhodamine 

123 (Rh 123) proviennent de Molecular Probes (Burlington, ON). Le kit d'isolation des 

mitochondries a été obtenu de Thermo Scientific (Rockford, IL). Le peptide DSIPisoD ou 

«(f3-Asp5)-delta-sleep inducing peptide» provident de Bachem (Torrance, CA). Le [3H)­

AdoMet a été obtenu de PerkinElmer (Montréal, QC). L'agent de transfection Lipofectamine 

a été obtenu d'Invitrogen (Burlington, ON). Le siRNA témoin (fluorescein conjugate)-A 

provient de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Le siRNA témoin (AllStars 

negative control), les siRNA contre la thiorédoxine réductase 1 (TrxRl) et la PIMT 

proviennent de Qiagen (Valencia, CA). L'anticorps polyclonal de lapin contre la PIMT (27 

kDa) a été produit et purifié par l'Institut de recherche en biotechnologie (Montréal , QC). Les 

anticorps polyclonaux de lapin contre l'a-tubul ine (52 kDa) provient de Cel! Signaling 

Technology (Danvers , MA) et celui contre la TxR1 (58 kDa) provient de Santa Cruz 
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Biotechnology. L ' anticorps monoclonal de lapin contre le cytochrome c a été obtenu 

d 'Epitomics (Burlingame, CA). 

2.2 Méthodes 

2.2.1 Culture cellulaire et traitements 

La culture cellulaire a été effectuée dans une atmosphère humidifiée contenant 5% de 

C02 à 37 °C. Les cellules U87 ont été cultivées dans le milieu essentiel minimal (MEM: 

Hyclone Laboratories, Logan, UT) dans lequel on a ajouté du sérum de veau fœtal à une 

concentration finale de 10% et 10 mM de pyruvate de sodium. Les cellules SH-SY5Y ont été 

cultivées dans un mélange 1:1 du milieu essentiel minimal de Dulbecco et du milieu F12 de 

Ham (DMEM/F12: Hyclone Laboratories) dans lequel on a ajouté 10% de sérum de veau 

fœtal. Les cellules U87 (2 x 1 05
) ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits, cultivées 

pendant 48 heures , et traitées avec le PAO, la cycloheximide, le NEM, le OTT, le DCNB, le 

NAC, le DPI ou le TBHP. Les cellules SH-SY5Y (4 x 105
) ont été ensemencées de la même 

manière et traitées avec le BSO, le CCCP ou l' acide ascorbique. La présence de 

diméthylsulfoxyde (DMSO) et d 'éthanol était de 0.1% pour toutes les expériences. 

2.2.2 Préparation des lysats cellulaires 

À la fin des traitements, les cellul es U87 et SH-SY5Y ont été lavées à deux reprises avec 

un tampon phosphate salin (PBS) [NaCI 150 mM, KCL 2,7 mM, KH2P04 1,3 mM, 8,1 mM 

Na2HP04•7H20 à pH 7,4] froid ne èontenant ni ci+ ni Mg2
+. Les cellules U87 ont ensuite été 

grattées dans un tampon de lyse CHAPS froid (CHAPS 1%, NaCI 300 mM, EDT A 1 mM, 

Tris-HCI 50 mM à pH 7.4). Les cellules SH-SY5Y ont été grattées dans un tampon de lyse 

RIPA froid (NP-40 1 %, sodium déoxycholate 0.5%, SOS 0.1 %, NaCI 150 mM, Tris-HCI 50 

mM à pH 7.5) ou un tampon de lyse NP-40 froid (NP-40 1%, glycéro l 5%, NaCI 140 mM, 

Tris-HCI 25 mM à pH 7.5). Les tampons de lyse contenaient un cocktail d'inhibiteurs de 

protéases et les inhibiteurs de phosphatases fluorure de sodium (1 mM) et orthovanadate de 

sodium (1 mM). Les lysats de cellules ont été transférés dans un tube et laissés sur glace 
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pendant 10 à 20 minutes, puis centrifugés à 10 000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Les 

surnageants ont été récupérés et conservés à -40°C ou -70°C. 

2.2.3 Purification de la fraction mitochondriale 

Les ceiiules SH-SY5Y (2 x 1 06
) ont été centrifugées à 850 g et les culots cellulaires ont 

été récupérés afin de purifier les fractions mitochondriales et solubles selon la méthode 

décrite par la trousse d'isolation des mitochondries. Cette méthode permet d'éliminer jusqu'à 

50% des protéines lysosomales et peroxysomales. Les culots de mitochondries ont été lysés 

dans un tampon CHAPS-SDS (CHAPS 2%, SOS 0.1 %, NaCl 150 mM, Tris-HCl 25 mM à 

pH 7.2) froid contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases et les inhibiteurs de 

phosphatases tels que décrits ci-haut. Les lysats ont été centrifugés a 12 000 g pendant 2 min 

et les surnageants ont été conservés à -70°C. Dans certaines expériences, afin d'optimiser la 

solubilisation des protéines des fractions mitochondriales, les culots ont été vigoureusement 

agités dans un tampon Hepes (glycérol 5%, NaCl 25 mM, Hepes-KOH 10 mM à pH 7.4) 

contenant 3.6 unités/~.tl de benzonase (une nucléase pour digérer l'ADN mitochondrial), un 

cocktail d'inhibiteurs de protéases et les inhibiteurs de phosphatases. Les suspensions 

mitochondriales ont été incubées à température ambiante pendant 5 minutes. Ensuite, les 

suspensions mitochondriales ont été lysées dans un tampon Hepes contenant du SOS à 2% et 

de l'iodoacétamide à 100 mM. Ce dernier est un agent qui lie de façon covalente les 

groupements thiols des cystéines et bloque ainsi la formation des ponts disulfures . La lyse des 

suspensions mitochondriales a été effectuée sous agitation moyenne à température ambiante 

pendant 10 minutes. Les lysats de protéines ont été congelés et conservés à -70°C. Un 

cocktail d'inhibiteurs de protéases et les inhibiteurs de phosphatases ont aussi été ajoutés aux 

fractions solubles. L'iodoacétamide a été omis dans les expériences impliquant les mesures 

d'activité de la PIMT. 

2.2.4 Mesures des DRO, du PMM et de la viabilité cellulaire par cytométrie en flux 

Les cellules U87 ont été cultivées pendant 48 heures puis marquées avec la sonde DCHF­

DA à 10 !J.M pendant 30 minutes. Le DCHF-DA pénètre les cellules où il est hydrolysé par 
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les estérases en DCHF (non fluorescent). En présence de DRO, le DCHF est oxydé en DCF · 

(fluorescent). Les cellules ont été lavées à deux reprises dans du MEM plus sérum puis 

incubées dans du MEM plus sérum contenant soit du DMSO (témoin), du PAO à 5 11M, ou 

du TBHP à 100 11M pendant 20 minutes . Dans certaines expériences, les cellules ont été 

préalablement incubées avec 5 mM de NAC pendant 60 min et marquées avec le DCHF-DA 

durant les 30 dernières minutes. Dans d'autres expériences, les cellules ont été marquées avec 

Je DCHF-DA pendant 30 minutes et traitées avec 8 j..LM de DPI durant les 20 dernières 

minutes. Alternativement, ces cellules ont été lavées à deux repri ses dans du MEM plus 

sérum puis incubées pendant 20 minutes dans du MEM plus sérum contenant du NAC, du 

DPI, à la fois du PAO et NAC ou à la fois du PAO et DPI. 

Les cellules SH-SY5Y ont été traitées avec Je BSO ou le CCCP, lavées à deux reprises 

dans du DMEM/F12 plus sérum puis incubées dans le même milieu en présence de DCHF­

DA (1 0 11M) à température ambiante pendant 5 minutes. Alternativement, les cellules ont été 

incubées en présence de Rh 123 à 2 11M à température pièce pendant 5 minutes. Le Rh 123 est 

une sonde fluorescente qui se concentre dans les mitochondries de cellules vivantes à cause 

du PMM. Par contre, le Rh123 est rejetée des cellules lorsque Je PMM chute. 

Subséquemment, les milieux ont été aspirés et les cellules (U87 et SH-SY5Y) ont été 

lavées brièvement dans du PBS contenant de la trypsine-EDT A (trypsine porcine 0.5 g/1 et 

EDT A 0.2 g/1) afin d'éliminer toute trace de milieu de culture. On a ensuite ajouté Je PBS 

contenant de la trypsine-EDT A et procédé au détachement des cellules à 1 'obscurité à 

température pièce. La trypsine a été neutralisée en rajoutant du PBS contenant de l'albumine 

sérique bovine 1%. Ensuite, les cellules ont été transférées dans un tube conçu pour la 

cytométrie en flux et centrifugées à 1000 g pendant 5 minutes. Les cellules ont été remises en 

suspens ion dans 250 111 de MEM plus sérum (U87) ou 250 11! de DMEM/F 12 plus sérum 

(SH-SY5Y) et directement analysées par cytométrie en flux. L' iodure de propidium (2 11M) a 

été ajouté aux cellules à l' instant d'effectuer l'analyse pour évaluer la viabi lité cellulaire. Les 

données ont été récoltées avec un FACS Calibur cytomètre en t1ux (BD Biosciences, 

Mississauga, ON) et analysées avec le logiciel WinMDI 2.9. La fluorescence du DCF et 
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Rhl23 a été collectée en FLI tandis que celle de l'iodure de propidium a été collectée en 

FL2. 

2.2.5 Transfection des cellules avec un siRNA contre la TrxRl et la PIMT 

100 000 cellules U87 ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits et cultivées 

pendant 24 heures dans du milieu MEM avec sérum. Ensuite, le milieu cellulaire a été 

remplacé par du milieu MEM avec sérum frais. Parallèlement, des mélanges de transfection 

ont été préparés en se référant au protocole du fournisseur (lnvitrogen). Ceux-ci contenaient 

un volume de milieu MEM, d'agent de transfection Lipofectamine plus le siRNA témoin 

(fluorescein conjugate)-A, le siRNA témoin (AilStars negative control), le siRNA contre la 

TrxRI ou le siRNA contre la PIMT. Les mélanges ont été ajoutés aux cellules de façon à ce 

que la concentration finale soit de 20 nM pour le siRNA témoin (fluorescein conjugate)-A, le 

si RNA contre la TrxR 1, et 40 nM pour le siRNA témoin (Ail Stars negative control), le 

siRNA contre la PIMT. Après 48 heures, les cellules transfectées avec le siRNA témoin 

(fluorescein conjugate)-A ont servi à évaluer l'efficacité de transfection à l'aide d'un 

microscope à fluorescence. Les cellules transfectées avec les autres siRNA ont été lysées 

dans un tampon CHAPS froid et les surnageants ont été récupérés comme décrit ci-haut. 

2.2.6 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide et électrotransfert 

Les échantillons de protéines ont été dosés selon la méthode micro-BCA de Pierce 

(Rockford, IL). Ensuite, des quantités égales (20-40 J..lg) de protéines ont été préparées dans 

un tampon d'échantillon (glycérol 10%, SOS 2%, ~-mercapto-éthanol 5%, bleu de 

bromophénol 0.00625%, Tris-HCI 62.5 mM à pH 6.8), chauffés à 1 00°C pendant 4 minutes 

et mis sur gel de polyacrylamide selon la méthode de Laemmli (1970). Les gels de séparation 

contenaient 12.5% (p/v) d 'acrylamide et 0.3% (p/v) N,N'-methylène-bis-acrylamide, 0.375 

M de Tris-HCI à pH 8.8, 0.1% de SDS, 1 J..ll/ml de N,N,N' ,N' ,-tétraméthyléthylènediamine 

(TEMED), et 0.5 mg/ml de persulfate d'ammonium (APS). Les gels d ' entassement 

contenaient 3.8% d'acrylamide et 0.1% N,N'-méthylène-bis-acrylamide, 0.125 M de Tris­

HCl à pH 6.8, 0.1% de SDS, 1 J..lllml de TEMED et 0.5 mg/ml d' APS. La migration a débuté 
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à 100 V pendant 30 minutes et s'est poursuivie à 150 V jusqu 'à ce le bleu de bromophénol 

arrive au bas du ge l. Alternativement, les protéines ont été préparées dans un tampon 

d 'échantillon en présence et en absence de ~-mercapto-éthanol et séparées sur gels contenant 

plutôt 10% (p/v) de polyacrylamide en conditions réductrices et non réductrices, 

respectivement. Dans ces conditions expérimentales, les échantillons n'ont pas été chauffés. 

Après l' électrophorèse, le gel d'entassement a été excisé et les protéines prises dans le gel 

de séparation ont été transférées sur une membrane de ditluorure de polyvinylidène (PVDF) 

de 0.45 ~J.m de porosité. Alternativement, le transfert des protéines a été effectué en incluant 

aussi le gel d'entassement. Les transferts ont duré 60 min avec un voltage variant de 12 à 25 

V par gel dans un tampon contenant de la glycine 96 mM, du Tris 10 mM et du méthanol 

10% . Suite au transfert, les membranes PVDF ont été incubées à température pièce pendant 

1 h dans un tampon Tris salin (TBS) de blocage (NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM à pH 7.5) 

contenant 0.1% de Tween-20 et 5% de lait en poudre. 

2.2.7 Immunodétection des protéines par buvardage Western 

Par la suite, les membranes PVDF ont été lavées 2 fois pendant 10 minutes dans un 

tampon TBS contenant 0.3% de Tween-20. Puis, les membranes PVDF ont été incubées toute 

la nuit à 4°C avec les anticorps primaires dilués dans une solution de TBS contenant 0.1% de 

Tween-20 à 1 :200 000 pour la PIMT ou dans une solution de TBS contenant 0.1% de 

Tween-20 et 3% de BSA à 1 :1000 pour 1' u-tubul ine et la TrxR 1; à 1 :200 pour le 

cytochrome c. Ensuite, les membranes PVDF ont été lavées 3 fois pendant 15 minutes dans 

un tampon TBS contenant 0.3% de Tween-20 et incubées durant 1 heure à température pièce 

avec les anticorps secondaires couplés à la peroxydase dilués à 1 :2500 dans du TBS 

contenant 0.1% de Tween-20 et 5% de lait en poudre. Les anticorps secondaires de lapin ont 

été utilisés contre la PIMT, l'u-tubuline, la TxrR1 et le cytochrome c. Finalement, les 

membranes PVDF ont été incubées pendant 1 minute dans une solution de signal de 

chimi luminescence et exposées sur des fi lms Hyclone pour immunodétecter les protéines 

d'intérêt. 
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2.2.8 Électrophorèse 2-D 

Les protéines provenant des lysats cellulaires (50 ~g) et des fractions mitochondriales (22 

~g) ont été diluées dans 8 M d ' urée, 2 M de thiourée, 2% de CHAPS, 0.3 % de OTT, 2% 

d'ampholytes pH 4-7 (GE Healthcare) avec du bleu de bromophénol et incubées toute la nuit 

à température ambiante en présence de Immobiline OryStrips (GE Healthcare) avec un 

intervalle de pH 4 à 7. La focalisation isoélectrique a été effectuée en plusieurs étapes (1 min 

à 200 V, 90 min d ' un gradient linéaire de 200 à 3500 V et finalement 65 min à 3500 V) à 

20°C avec un Multiphor II apparatus (GE Healthcare). Après la migration des protéines en 

première dimension, les «strips» ont été équilibrées dans du Tris-HCI 0.5 M à pH 6.8, urée 6 

M, glycérol 30 %, SOS 2% et OTT 2% pendant 15 min, puis Tris-HCI 0.5 M à pH 6.8, urée 6 

M, glycérol 30 %, SOS 2% et iodoacétamide 4% avec du bleu de bromophénol pendant 10 

min. Les «strips » équilibrées ont été déposées au dessus d ' un gel de polyacrylamide 12.5% et 

recouvert de 0.5% d ' agarose. On a ensuite procédé à 1 'électrophorèse suivie de 

l'électrotransfert et de .l' immunodétection de la PIMT par buvardage Western. 

2.2.9 Essai de méthylation de la PIMT dans les gels de polyacrylamide 

Les protéines des fractions mitochondriales ont été séparées en conditions non réductrices 

tel que décrit ci-haut. Par la suite, des sections préalablement sélectionnées du gel ont été 

excisées et placées dans des cuvettes de methacrylate qui ont ensuite été remplies avec 500 ~1 

de tampon Triton X-100 (Triton X-100 1%, Hepes-Tris 0.7 M à pH 7.2) pour renaturer les 

protéines. Alternativement, les cuvettes contenant les morceaux de gel ont été remplies avec 

500 ~1 de Hepes-Tris 0.7 M à pH 7.2 en présence de 2% OTT pendant 15 min afin de briser 

les ponts disulfures des protéines. Puis , 1 ml de Hepes-Tris 0.7 M à pH 7.2 en présence de 

4% d' iodoacétamide a été ajouté aux cuvettes pendant 15 min. Les morceaux de gel ont 

ensuite été lavés avec l ml de Hepes-Tris 0.7 M à pH 7.2 et les cuvettes ont été remplies avec 

500 ~1 du tampon Triton X-1 00. Des cuvettes ne contenant que le tampon Triton X-1 00 ont 

servies de témoins. La renaturation des protéines s'est déroulée à température ambiante 

durant toute la nuit. Subséquemment, les morceaux de gel ont été modérément agités et 

incubés à 37°C pendant 30 min. Les essais enzymatique de la PIMT ont débuté par l' ajout de 
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12.4 111 de mélange réactionnel (Hepes-Tris à pH 7.2 100 mM, DSIPisoD 1 mM, AdoMet 9.4 

11M, CHJ-AdoMet 1 11Ci) aux morceaux de gel, qui ont été modérément agité et incubés à 

37°C pendant 90 min. Le DSIPisoD est un peptide synthétique utilisé pour mesurer l'activité 

catalytique de la PIMT dans les fractions mitochondriales. Similairement, les résidus 

aspartates anormaux dans les morceaux de gel de protéines mitochondriales séparées par 

électrophorèse ont été évalués par 1 'ajout de la PIMT recombinante de Drosophilia 

melanogaster (généreusement offerte par Dr C.M. O'Connor, «Boston Co/lege») dans du 

Hepes-Tris à pH 7.2 100 mM, AdoMet 9.4 11M, CHJ-AdoMet 1 11Ci . Des milieux 

réactionnels sans DSIPisoD et sans PIMT recombinante ont servi de contrôle. Les réactions 

ont été arrêtées par l'addition de 170 111 d' AdoHcy à une concentration finale de 4 mM. Les 

morceaux de gels ont été agités et mis sur glace. Ensuite, les cuvettes ont été insérées dans 

des vials à scinti llation en présence de 10 ml de liquide de scintillation. Puis, 682 111 de 

NaOH 0.2 N/SDS 1% a été ajouté aux cuvettes pour hydrolyser les groupements [3H]­

méthyles esters au niveau du peptide synthétique DSIPisoD et au niveau des protéines 

mitochondriales modifiées par des résidus aspartates anormaux. Les vials ont été encapsulés 

pour laisser le CHJ -méthanol diffusé dans la phase organique (liquide à scintillation) pendant 

24 h. La radioactivité a été mesurée avec un compteur.à scintillation. 

2.2.10 Analyses statistiques 

Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. L'analyse 

densitométrique des protéines a été effectuée avec le logiciel TotalLab TL 100 v2006 

(Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK). Les moyennes et les écarts-types ont été 

déterminés avec le logiciel GraphPad Prism 5. Les analyses statistiques ont été réalisées selon 

la méthode du test de Student. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 L'expression de la PIMT est stimulée par le PAO 

Le PAO est un dérivé de 1' arsenic qui réagit avec les groupements thiols des cystéines 

vicinales (peu éloignées sur la séquence polypeptidique) pour former un lien disulfure 

intramoléculaire stable (Biaglow et al. 2006). Afin d' étudier la relation entre l'expression de 

la PIMT et l'oxydation des protéines, la lignée cellulaire d'astrocytomes humains U87 a été 

utilisée comme modèle. L'analyse par buvardage Western a montré que l'expression de la 

PIMT est fortement stimulée après 20 min de traitements avec le PAO en fonction de sa 

concentration (fig. 3.1a). La PIMT a déjà atteint le niveau d'expression maximal à 5 f.tM de 

PAO. Cette concentration a ainsi été utilisée pour les expériences subséquentes. Nous avons 

aussi obtenus des résultats similaires avec le modèle cellulaire SH-SY5Y de neuroblastomes 

humains (annexe 1 : fig. 1.1). Étant donné que le PAO a en plus la propriété d'inhiber les 

tyrosines phosphatases, il pourrait stimuler l'expression de la PIMT par l' inhibition de ces 

phosphatases. Cependant, le traitement des cellules U87 avec un inhibiteur spécifique des 

tyrosines phosphatases n'a pas entraîné l'augmentation de l'express ion de la PIMT (annexe 

I : fig. 1.2). 

Par la suite, les cellules ont été traitées avec ce dérivé de l'arsenic après les avoir 

préalablement incubées avec la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse des protéines . La 

figure 3.1 b montre que la cycloheximide prévient significativement la stimulation de 

l'expression de la PIMT par le PAO, indiquant que l'induction de la synthèse des protéines a 

principalement contribué à l'augmentation du niveau d'expression de la PIMT par le PAO. 
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Dans le but de démontrer la relation entre l' induction de l'expression de la PIMT et 

l' oxydation des protéines au niveau des groupements thiols des cystéines vicinales par le 

PAO, les cellules U87 ont été traitées avec ce dernier en présence de NEM, un agent qui lie et 

modifie spécifiquement les thiols, et de DTT, un agent réducteur des thiols mais qui peut 

aussi interagir avec le PAO (Stocken et Thompson, 1946). Il a été rapporté que le NEM et le 

DTT peuvent en effet prévenir les effets du PAO (Korge et al. 2001). Tel qu ' attendu, 

l'expression de la PIMT a été fortement et significativement induite par le PAO (fig. 3.2a). 

De plus, le NEM seul a entraîné la diminution de l' express ion de la PIMT tandis que le DTT 

seul a faiblement augmenté l'expression de la PIMT. De manière importante, lorsqu'on a 

traité les cellules avec le NEM préalablement au PAO, 1' induction de la PIMT a été abolie de 

manière significative et le niveau d'expression de la PIMT était similaire à celui mesuré lors 

du traitement avec le NEM seul. D 'un autre côté, la pré-incubation avec le DTT a aussi 

inhibé l' induction de la PIMT par le PAO. Toutefois, on observe un effet moins frappant du 

DTT qui pourrait être attribué à la formation d'un complexe instable avec le PAO (Rokutan 

et al. 2000) ou à la cytotoxicité vu qu'il a causé une diminution du niveau d' expression de 

l' a-tubuline. Dans l'ensemble, ces résultats supportent l'idée que l' induction de l'expression 

de la PIMT par le PAO est causée par les protéines possédant des cystéines vicinales. 

Un candidat qui pourrait être impliqué dans la stimulation de la PIMT par le PAO est la 

thiorédoxine réductase. En fait, des études ont démontré que les dérivés de l'arsenic incluant 

le PAO peuvent lier et inhiber la thiorédoxine réductase à travers ses cystéines vicinales 

(Pallis et al. 2003; Rengby et al. 2004). La thiorédoxine réductase fait partie de la défense 

antioxydante de la cellule. Elle catalyse principalement la réduction des ponts disulfures sur 

la thiorédoxine (Arnér et al. 1999). Elle peut aussi réduire les ponts disulfures sur certaines 

autres protéines tout en participant à la réduction de petites molécules oxydantes comme le 

H20 2 (Nord berg et Arnér, 2001 ). De plus, des études antérieures ont rapporté que le PAO 

peut inactiver la thiorédoxine réductase sans pour autant affecter 1 ' activité des enzymes 

antioxydantes glutarédoxine et glutathion réductase (Biaglow et al. 2006). Il a aussi été 
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montré que le PAO diminue faiblement le GSH cellulaire, mais à des concentrations l 0 à 20 

fois supérieure à celle (5 J..LM) utilisée au cours de notre étude (Biaglow et al. 2006; 

Mendiratta et al. 1998). Basé sur ces observations, nous avons décidé d'investiguer 

l ' implication de la thiorédoxine réductase 1 (TxR1) sur l' induction de l' expression de la 

PIMT par le PAO. L'isoforme TxR1 est principalement exprimée dans le cytosol (Gladyshev 

et al. 1996; Zhong et al. 1998). Alors, on a premièrement procédé aux traitements avec le 

DCNB, un inhibiteur reconnu de la thiorédoxine réductase (Arné et al. 1995). La figure 3.2b 

montre que la DCNB n'a pas affecté l' expression de la PIMT. Pour confirmer ce résultat, on 

a ensuite transfecté les cellules U87 avec des siRNA contre la TxR 1. Tel que révélé à la 

figure 3.2c, l'inhibition marquée de l ' expression de la TxRl par quatre siRNA différents n' a 

pas stimulé celle de la PIMT. Les résultats avec le DCNB et les traitements aux siRNA 

suggèrent clairement que l'induction de la PIMT par le PAO n'est pas associée à la 

thiorédoxine réductase. 

3.3 L'expression de la PIMT est stimulée par la formation des DRO induits par le 

PAO 

Puisque la stimulation de l'expression de la PIMT par le PAO semble être indépendante 

de la TxRl, une enzyme de la défense antioxydante des cellules, on a considéré la possibilité 

que cet effet soit plutôt associé au déclenchement d'une réponse pro-oxydante par le PAO. 

Pour examiner cela, on a tout d'abord mesuré la production des DRO dans les cellules 

traitées avec le PAO, malgré que ce dernier n' ait jamais été rapporté pour induire les DRO. 

En se servant de la sonde DCHF, qui devient fluorescente (DCF) en fonction du niveau 

intracellulaire de DRO, on a trouvé que le PAO induit significativement la formation de DRO 

dans les cellules U87 (fig. 3.3a et 3.3b). Afin de valider cet effet, les cellules ont été incubées 

avec les antioxydants NAC et DPI avant les traitements au PAO. Le NAC est un chélateur de 

DRO mais avant tout employé pour augmenter le niveau intracellulaire en GSH, lequel est un 

antioxydant majeur de la cellule (Valko et al. 2007; Konarkowska et al. 2005). Le DPI, d ' un 

autre côté, est un inhibiteur de la NADH/NADPH oxydase qui est une source importante de 

DRO (Babior et al. 2002; Turcotte et al. 2003). Tel que montré aux fi gures 3.3a et 3.3b, le 

NAC seul a diminué partiellement la formation des DRO par rapport au témoin, ce qui 
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corrèle avec sa fonction antioxydante. Ajouté aux cellules avant le traitement au PAO, le 

NAC a bloqué la formation des DRO induits par le PAO. Étonnamment, le DPI a causé 

l'induction significative des DRO. Ce résultat est toutefois en accord avec l'étude menée par 

Riganti et al. (2004). Par contre, le DPI a inhibé significativement la formation des DRO 

induites par le PAO. Comme attendu, le contrôle positif TBHP a conduit à une augmentation 

de l'intensité de la fluorescence du DCF. La viabilité cellulaire est demeurée constante sous 

toutes ces conditions, indiquant que ces résultats ne sont pas associés à un accroissement de 

la mort cellulaire. De manière convaincante, l'ensemble de ces résultats ont démontré que la 

PAO est un inducteur de DRO. 

Ayant démontré que le PAO induit en effet les DRO dans les cellules U87, on a ensuite 

examiné s ' il pouvait stimuler l'expression de la PIMT par l' intermédiaire de ce mécanisme. 

D'une part, on a confirmé que le PAO augmente significativement l'expression de la PIMT 

(fig. 3.3c). Ensuite, on a montré que l'expression de la PIMT n'est pas affectée par les 

traitements avec le NAC et le DPI seuls. De manière importante, la stimulation de 

l'expression de la PIMT a été significativement bloquée quand le NAC ou le DPI a été ajouté 

préalablement au PAO. Ces résultats ont démontré clairement que l' expression de la PIMT 

est induite par les DRO. 

3.4 L'inhibition du niveau d'expression de la PIMT accroît la formation des DRO 

induits par le PAO 

Dans l'objectif de déterminer le rôle de la PIMT dans la formation des DRO par le PAO 

dans les cellules U87, nous avons inhibé son expression par siRNA et par la suite traité ces 

cellules avec le PAO. Comme attendu, la figure 3.4a et 3.4b montre que la formation des 

DRO est stimulée dans les cellules transfectées avec un siRNA témoin et ensuite traitées avec 

le PAO. Significativement, le niveau de formation de DRO par le PAO est nettement plus 

élevé dans les cellul es transfectées avec le siRNA contre la PIMT que celui observé dans les 

cellules transfectées avec le siRNA témoin. Ces résu ltats ont démontré qu ' une chute 

d ' express ion de la PIMT accroît la fo rmation des DRO par le PAO. De nouveau, la viabil ité 

cellulaire est restée constante sous ces conditions expérimentales. La figure 3.4c montre que 
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le PAO a induit moindrement l' expression de la PIMT dans les cellules transfectées avec le 

siRNA contre la PIMT par rapport aux cellules témoins, soutenant que l'amplification de la 

formation des ORO est principalement due à l'incapacité de stimuler la synthèse de la PIMT. 

Ces résultats nous ont mené à conclure que la PIMT joue un rôle antioxydant dans la cellule. 

3.5 Le BSO, un inhibiteur de la synthèse du GSH, stimule l'expression de la PIMT dans 

les cellules de neuroblastomes 

Les neurones ont un système de défense antioxydante qui prévient les dommages causés 

par le stress oxydatif. Une population de neurones, tels que ceux présents dans la région de 

1 'hippocampe CA 1 ), demeure toutefois vu lnérable aux stress oxydatifs en raison de divers 

facteurs , par exemple, une faible production d' ATP et une perturbation mitochondriale 

(Wang et Michaelis, 2010). Le GSH est un anti oxydant majeur de la cellule. Une baisse du 

niveau de GSH a été associée à plusieurs désordres neurologiques (Lu, 2009). Afin de 

caractériser davantage la régulation de la PIMT par les ORO, nous avons premièrement 

incubé les cellules de neuroblastomes SH-SYSY avec le BSO, un inhibiteur du glutamate 

cystéine ligase, soit 1 'enzyme qui participe à la première étape de la synthèse du GSH (Lee et 

al. 2008). L'analyse par buvardage Western a montré que l'expression de la PIMT est 

stimulée après 6 h d' incubation en fonction de la concentration de BSO (fig. 3.5). On a 

constaté que l'augmentation de l' expression de la PIMT était maximale et significative à 

1000 ).lM de BSO. À cette concentration, le BSO n'a pas entraîné de changement si gnificatif 

dans l' expression de la PIMT à 1 h et 3 h (résultats non montrés). Le niveau d'expression du 

contrôle négatif, 1 ' a-tubuline, est demeuré constant durant les expériences avec le BSO. 

3.6 L'expression de la PIMT est induite dans les fractions mitochondriales lors d'une 

perturbation mitochondriale 

Le GSH est majoritairement situé dans le cytosol. Les mitochondries et le réticulum 

endoplasmique représentent des réservoirs minoritaires du GSH (Lu, 2009). Plusieurs études 

soutiennent que c'est la baisse du niveau de GSH mitochondrial qui contribue principalement 

à l' induction d' un stress oxydatif. Or, les mitochondries sont les plus importantes sources de 
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DRO et dépendent du GSH pour maintenir leur défense antioxydante. La déplétion en GSH 

dans les mitochondries peut perturber l'activité mitochondriale et augmenter la production de 

DRO (Merad-Boudia et al. 1998). Le CCCP est un inhibiteur spécifique des mitochondries et 

est largement utilisé pour perturber l'activité mitochondriale. Dans cette optique, on a ensuite 

décidé d'investiguer l' effet de la perturbation mitochondriale puisque celle-ci est associée à la 

formation des DRO (Chaudhari et al. 2008). Tout d' abord, nous avons suivi la perturbation 

mitochondriale par la perte du PMM et l'augmentation des ORO dans les cellules SH-SYSY. 

La figure 3.6a montre que le CCCP a diminué significativement le PMM tandis que son 

niveau de variation avec le BSO n'était pas statistiquement significatif. De plus, le CCCP a 

significativement induit la production de DRO, comparativement au BSO qui a entraîné une 

faible mais significative augmentation des DRO (fig. 3.6b). La viabilité cellulaire n' a pas été 

affectée par ces agents (résultats non montrés), indiquant que la perturbation mitochondriale 

n' est pas due à une baisse de la viabilité cellulaire en accord avec les résultats rapportés par 

Lim et al. (200 1 ). 

La PIMT a essentiellement été caractérisée comme une enzyme cytosolique quoiqu ' elle 

fût détectée dans les mitochondries (Desrosiers et Fanélus, 2011; Taylor et al. 2003). Dans le 

même ordre d'idée, nous avons traité les cellules SH-SYSY avec le CCCP et le BSO et 

évalué l'effet de ces agents sur l'expression de la PIMT par immunobuvardage Western des 

protéines de la fraction mitochondriale. De manière marquée, le CCCP a induit une forte et 

significative augmentation de la PIMT dans les fractions mitochondriales (fig. 3.6c). Des 

résultats similaires ont été observés avec le BSO (fig. 3.6d). Le cytochrome c, une protéine 

exclusivement localisée aux mitochondries en condition normale, n'a pas été 

significativement modulé lors des traitements au CCCP et au BSO (fig. 3.6e). D' ailleurs, le 

cytochrome c n' a pas été détecté dans les fractions solubles (fig. 3.6e). Ces résultats ont 

démontré clairement que la perturbation mitochondriale par le CCCP a induit l' expression de 

la PIMT associée aux mitochondries. 
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3. 7 Les fractions mitochondriales contiennent deux isoformes spécifiques de la PIMT 

Afin de caractériser davantage la PIMT associée à la fraction mitochondriale, nous avons 

procédé à leur analyse par électrophorèse 2-D (fig. 3.7). Comme attendu, le lysat cellulaire a 

montré une forme majeure de la PIMT à 27 kDa ayant un point isoélectrique (pl) d'environ 

4.4. De manière intéressante, la fraction mitochondriale a révélé deux isoformes de la PIMT 

migrant à 27 kDa avec des valeurs de pi d'approximativement 4.7 et 4.9. Leur niveau 

d'expression était inférieur à celui de l'isoforme de la PIMT présente dans le lysat cellulaire. 

Ces résultats indiquent que la fraction mitochondriale contient deux isoformes spécifiques de 

la PIMT lesquelles sont moins acides que l' isoforme de la PIMT retrouvée dans le lysat 

cellulaire. Ceci suggère que la PIMT retrouvé dans la fraction mitochondriale fonctionnerait 

différemment de la PIMT cytoplasmique. En plus, l' immunodétection de la PIMT dans le 

lysat cellulaire et dans la fraction mitochondriale a révélé une protéine à 57 kDa avec un pl 

d ' à peu près 5.8, suggérant la possibilité d' un dimère de la PIMT dans la lignée cellulaire de 

neuroblastomes. 

3.8 La perturbation mitochondriale par le CCCP déclenche la formation de multimères 

de PIMT dans les mitochondries 

Étant donné que la PIMT associée aux mitochondries semble différente de celle retrouvé 

dans les lysats cellulaires, nous avons décidé d' investiguer l'effet des DRO sur son 

expression lors d' une perturbation mitochondriale. Pour ce faire, nous avons effectué des 

traitements avec 1' agent CCCP et séparé les protéines solubles et mitochondriales par 

électrophorèse en conditions non-réductrices. Dans les fractions solubles, les monomères de 

la PIMT ont diminué de façon marquée en fonction du temps (fig. 3.8a). Par ailleurs, un 

faible signal d' immunodétection d' une protéine qui correspondrait possiblement aux dimères 

de PIMT a été détecté dans les fractions solubles (fig. 3.8a). D'autre part, le CCCP a induit 

une diminution rapide des monomères de PIMT dans les fractions mitochondriales (Fig. 

3.8b). De manière intéressante, des multimères de la PIMT on été détectés par l' anticorps au 

niveau du gel d' entassement. Après 1 h d'incubation avec le CCCP, la quantité des 

multimères de PIMT ont fortement augmenté pour atteindre un niveau maximal entre 3 et 6 
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h. Inversement, on constate que les multimères de PIMT sont absents sur les gels réducteurs, 

indiquant que ceux-ci résultent de la formation de ponts disulfures (fig. 3.8c). Parallèlement, 

le niveau d'expression des monomères de la PIMT est stimulé par le CCCP sur les gels 

réducteurs, supportant la possibilité que les multimères de PIMT sont formés de monomères 

liés par des ponts disulfures (fig. 3.8c). De plus, les dimères de PIMT étaient les formes 

majeures de la PIMT dans les fractions mitochondriales (fig. 3.8b). Toutefois, en condition 

réductrice, l'expression de ces dimères de PIMT était considérablement diminuée et une autre 

protéine immunoréactive a été observée à environ 97 KDa (fig. 3.8c). Le traitement au CCCP 

n'a pas induit de changement significatif dans le niveau d'expression des dimères de PIMT et 

de la protéine immunoréactive à 97 KDa sur les gels réducteurs (fig. 3.8c). Tout bien 

considéré, ces résultats indiquent que la perturbation mitochondriale par le CCCP stimule la 

formation de multimères de PIMT associée aux mitochondries qui est dépendante de 

1 'oxydation des groupements thiols des résidus cystéines en ponts disulfures. Cependant, les 

données concernant les dimères de PIMT et la protéine immunoréactive à 97 KDa suggèrent 

que des facteurs autres que la formation de ponts disulfures ont aussi pu contribuer à la 

multimérisation de la PIMT. 

3.9 La formation des multimères de PIMT est prévenue par l'acide ascorbique 

L'acide ascorbique (vitamine C) est un antioxydant dont la concentration la plus élevée 

est retrouvée au cerveau (Harrison et May, 2009). Il peut pénétrer librement les cellules SH­

SY5Y et protéger les mitochondries contre les DRO (May et al. 2006; KC et al. 2005). Afin 

de démontrer de manière convaincante que la formation des multimères de PIMT est 

dépendante de la formation des DRO, les cellules ont été incubées au préalable avec 300 f!M 

d 'acide ascorbique pendant 1 h puis soumises aux traitements avec 1 !lM de CCCP durant 6 

h. La figure 3.9a montre que la chute du niveau d'expression des monomères de PIMT est 

bloquée par l'acide ascorbique dans les fractions solubles. Similairement, dans les fractions 

mitochondriales, l 'acide ascorbique a significativement inhibé la diminution des monomères 

de PIMT induite par le CCCP (fig. 3.9b). Les traitements avec l'acide ascorbique n'ont pas 

eu d'effet significatif sur le niveau d'expression des monomères de PIMT dans les fractions 

solubles (fig. 3.9a). Par contre, l'acide ascorbique a significativement augmenté l'expression 
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des monomères de PIMT dans les fractions mitochondriales (fig. 3.9b ). D'autre part, dans les 

fractions mitochondriales, le CCCP a induit une forte et significative augmentation de 

l'expression des multimères de PIMT. L'acide ascorbique seul n' a pas eu d 'effet sur les 

quantités de multimères de PIMT mais a significativement prévenu la formation des 

multimères de PIMT induite par le CCCP. Cela dit, ces résultats ont supporté le mécanisme 

par lequel les ORO ont diminué le niveau des monomères de PIMT dans les fractions 

solubles et mitochondriales, et concomitamment ont favorisés la formation de multimères de 

PIMT dans les fractions mitochondriales. 

3.10 La perturbation mitochondriale augmente la quantité de résidus aspartates 

endommagés sur les protéines avec un poids moléculaire élevé 

Il a été rapporté que les ORO peuvent accroître la quantité de résidus L-isoaspartates 

anormaux sur les protéines membranaires (Ingrosso et al. 2000). Dans le but de confirmer si 

la perturbation mitochondriale conduit à une augmentation du niveau de résidus aspartates 

endommagés, les protéines mitochondriales ont été séparées en conditions non réductrices et 

les gels ont été découpés en sections de 1 cm. Chacune des sections des gels a été 

individuellement évaluée pour son contenu en résidus aspartates anormaux par 

l' incorporation du groupement eH]-méthyle radioactif. Tel que montré à la figure 3.10, le 

CCCP n'a pas significativement changé le niveau des résidus aspartates anormaux totaux 

présents dans 1 'ensemble des protéines migrant dans les gels de séparation plus celles 

trouvées dans les gels d'entassement. Des résultats similaires ont été observés quand 

1' incorporation du groupement [3H]-méthyle a été mesurée directement dans les lysats 

mitochondriaux provenant des cellules témoins et les cellules traitées au CCCP (résultats non 

montrés). En revanche, le CCCP a significativement augmenté le niveau de résidus aspartates 

anormaux sur les protéines mitochondriales de poids moléculaire élevé qui sont restées 

piégées dans les gels d'entassement. Donc, en dépit du fait que les protéines de haut poids 

moléculaire séquestrées dans les gels d'entassement représentent une petite partie des 

protéines des fractions mitochondriales, elles sont celles qui ont accutnulé les résidus 

aspartates anormaux lors de la perturbation mitochondriale par le CCCP. 
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3.11 Activation des multimères de la PIMT lors de la perturbation mitochondriale par 

le CCCP 

Nous avons ensuite procédé à des essais de méthylation par la PIMT sur des morceaux de 

gel isolés contenant les formes monomériques, dimériques ou multimériques de PIMT qui ont 

été préparées à partir des fractions mitochondriales (fig. 3 .Il a). Comme attendu, 1' activité 

catalytique de la PIMT a été détectée dans la fraction des monomères de PIMT (fig. 3.11 b). 

De manière intéressante, l'activité enzymatique de la PIMT a aussi été détectée dans la 

fraction des dimères de PIMT ainsi que dans la fraction des multimères de PIMT (fig. 3.11 b ). 

Ces observations démontrent que les trois formes de la PIMT reconnues par l'anticorps lors 

des immunodétections par immunobuvardage Western sont catalytiquement actives dans les 

fractions mitochondriales. Dans les cellules témoins, le niveau basal d 'activité des 

multimères de PIMT était similaire à celui des monomères de PIMT alors que l'activité des 

dimères de PIMT est manifestement la plus élevée. Cep~ndant, lorsque les cellules ont été 

traitées avec le CCCP, l' activité enzymatique des monomères de PIMT a fortement et 

significativement diminué alors que celle des dimères de PIMT a légèrement diminué mais de 

façon non significative (fig. 3.11 b ). À 1 ' inverse, le CCCP a causé une augmentation marquée 

et significative de l'activité catalytique des multimères de PIMT. 

Afin d ' investiguer le mécanisme par lequel la formation des ponts disulfures régule 

l'activité catalytique des multimères de PIMT, les morceaux de ge l contenant les multimères 

de PIMT des cellules témoins et celles traitées au CCCP ont été incubés avec l'agent 

réducteur DTT suivi des essais de méthylation. La réduction des ponts disulfures par le DTT 

des multimères de PIMT provenant des cellules témoins a entraîné une hausse significative 

de son activité, indiquant que la PIMT multimérique est moins active que la PIMT 

monomérique en condition basale (fig. 3.llb et 3.llc). Une fois de plus on observe une forte 

et significative augmentation de l'activité des multimères de PIMT à partir des cellules 

traitées au CCCP (fig. 3.11b et 3.1lc). De manière frappante, la rupture des liens disulfures 

par le DTT a significativement et quasi complètement bloqué l'activité des multimères de la 

PIMT provenant des cellules traitées avec le CCCP (fig. 3.11 c). Ces données suggèrent que le 

CCCP provoque une modification de la PIMT monomérique associée aux fractions 
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mitochondriales qui inhibe fortement son activité enzymatique. En somme, ces résultats sont 

les premiers à démontrer que la perturbation mitochondriale avec le CCCP induit 

1 'assemblage et 1' activation enzymatique de la PIMT par la formation de ponts disulfures 

entre monomères de PIMT dans les fractions mitochondriales. 
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Figure 3.1 Le PAO induit l'expression de la PIMT. (a) Les cellules U87 ont été traitées 
aux concentrations indiquées de PAO pendant 20 min ou (b) prétraitées avec la 
cycloheximide (CHX) à 10 ~-tM pendant 30 min avant d'ajouter le PAO (5 ~-tM) . Les protéines 
des lysats cellulaires ont été analysées par immunobuvardage de type Western et 
immunodétectées avec des anticorps spécifiques. L' analyse densitométrique de la PIMT est 
représentative de trois expériences indépendantes. Les astérisques identifient les valeurs de 
probabilité plus petites que 0.05 (*) et 0.01 (**), qui sont considérées significativement 
différentes par rapport aux témoins (PAO= 0; TÉM), tandis que(##) identifie les valeurs de 
probabilité plus petite que 0.01 qui sont considérées significatives par rapport aux cellules 
traitées au PAO. 
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(b) 

DCNB (!JM) 
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Figure 3.2 La PIMT est stimulée par le PAO en oxydant les résidus cystéines vicinaux 
indépendamment de la TxRl. (a) Les cellules U87 ont été incubées en présence de DMSO 
(TÉM) ou traitées avec 50 !J.M de NEM, 0.5 mM de OTT et 5 !J.M de PAO pendant 20 min. 
Dans certains cas, le NEM et le OTT ont été ajoutés 5 min avant le PAO ou le DMSO puis 
incubé pendant 20 min additionnelles. L'expression de la PIMT et de l'a-tubuline dans les 
lysats cellulaires a été analysée par électrophorèse et immunobuvardage de type Western. Les 
données et l'analyse densitométrique du niveau d'expression de la PIMT sont représentatives 
de trois expériences indépendantes. *p < 0.05 est considéré significatif par rapport aux 
cellules traitées au DMSO, et ## P < 0.01 est considéré significatif par rapport aux cellules 
traitées au PAO. (b) Les cellules ont été traitées avec les concentrations indiquées de DCNB 
pendant 20 min. (c) Les cel lules ont été transfectées avec quatre siRNA différents contre la 
TxRl et un témoin siRNA (fluorescein conjugate)-A à 20 nM pendant 48 h. Les traitements 
cellulaires avec le témoin siRNA (fluorescein conjugate)-A ont montré jusqu'à 80% 
d'efficacité de transfection. Les lysats ont été analysés par buvardage Western avec les 
anti corps contre la TxRI (58 kDa), la PIMT (27 kDa) et l' a-tubuline (52 kDa). 
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Figure 3.3 La stimulation de la PIMT est dépendante de la formation des DRO induits 
par le PAO. (a) Les cellules U87 ont été marquées avec le DCHF-DA pendant 30 min puis 
traitées avec le DMSO (TÉM) ou le PAO (5 J..LM), ou le TBHP (100 J..LM) pendant 20 min. Le 
TBHP a été utilisé comme contrôle positif pour la génération intracellulaire de ORO. Les 
cellules ont été incubées avec le NAC (5 mM) pendant 60 min et le DCHF-DA a été ajouté 
durant les dernières 30 min. Dans d 'autres expériences, les cellules ont été marquées avec le 
DCHF-DA pendant 30 min et le DPI (8 J..LM) a été ajouté pendant les dernières 20 min. 
Parallèlement, le PAO a été ajouté aux cellules incubées en présence de NAC ou DPI. Suite à 
ces traitements , les cellules ont été récoltées et immédiatement analysées par cytométrie en 
flu x. Les pics gris représentent les cellules traitées au DMSO alors que les pics blancs 
correspondent à la fluorescence du DCF générée durant les différents traitements. (b) La 
représentation en histogramme de la fluorescence du DCF mesurée par cytométrie en flu x. La 
viabilité cellulaire a été évaluée par le marquage avec l' iodure de propidium. (c) Effets des 
traitements cellulaires avec le NAC et le DPI avant l'addition de DMSO (TÉM) ou de PAO 
sur l'express ion de la PIMT. Les protéines ont été soumises à l'immunobuvardage de type 
Western, et la PIMT (27 kDa) ainsi que l' a-tubuline (52 kDa) ont été immunodétectées. Les 
données et l' analyse densitométrique du niveau d 'expression de la PIMT sont représentatives 
de trois expériences indépendantes . *p < 0.05 et •••p < 0.001 sont considérés significatifs par 
rapport aux cel! ules traitées au DMSO, # P < 0.05 et ## P < 0.01 sont considérés significatifs 
par rapport aux cellules traitées au PAO. 
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Figure 3.4 La déficience en PIMT augmente le niveau de formation de DRO par le 
PAO. (a) Les cellules U87 ont été transfectées avec un siRNA contre la PIMT ou avec un 
«AllStars negative control siRNA» (TÉM siRNA) à 40 nM pendant 48 h. Les cellules ont été 
ensuite marquées avec le DCHF-DA pendant 30 min, lavées et subséquemment traitées avec 
le DMSO ou le PAO (5 ~-tM), ou le TBHP (100 ~-tM) pendant 20 min. Le TBHP a été utilisé 
comme contrôle positif pour la génération intracellulaire de ORO. L' analyse par cytométrie 
en flux a été performée juste après les traitements. Les pics gris représentent les cellules 
contrôles traitées avec le TÉM siRNA et traitées au DMSO alors que les pics blancs 
correspondent à la fluorescence du DCF générée durant les différents traitements. (b) 
L'histogramme montrant l' intensité de fluorescence du DCF pour chaque traitement. La 
viabilité des cellules a été suivie par le marquage à l'iodure de propidium. *p < 0.05 et **p < 
0.01 sont considérés significatifs par rapport à TÉM siRNA et les cellules traitées au DMSO, 
+ P < 0.05 et +++ P < 0.001 sont considérés significatifs par rapport à PIMT si RNA et les 
cellules traitées au DMSO alors que # P < 0.05 identifie les différences significatives entre les 
cellules transfectées avec le PIMT siRNA et les cellules transfectées avec le TÉM siRNA 
suivi des traitements avec le PAO. (c) L'analyse par buvardage Western est représentative 
des cellules transfectées avec un TÉM siRNA ou un PIMT siRNA suivant ou non les 
traitements avec PAO. 
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Figure 3.5 Stimulation de l'expression de la PIMT par le BSO. Les cellules SH-SYSY 
ont été traitées aux concentrations indiquées de BSO (qui est un inhibiteur de la synthèse du 
GSH) pendant 6 h. Les protéines provenant des lysats cellulaires ont été analysées par 
immunobuvardage de type Western et immunodétectées avec des anticorps spécifiques. 
L'analyse densitométrique de la PIMT est représentative de trois expériences indépendantes. 
Les astérisques identifient les valeurs de probabilité plus petites que 0.01 (**), qui sont 
considérées significativement différentes par rapport au témoin (BSO = 0). 
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Figure 3.6 La perturbation mitochondriale induit l'expression de la PIMT dans les 
fractions mitochondriales. Subséquemment aux traitements avec le BSO ( 1000 ~M) et le 
CCCP (1 ~M), les cellules SH-SY5Y ont été marquées avec le Rh123 (a) ou le DCHF-DA 
(b) et immédiatement analysées par cytométrie en flux. Les quantifications de la fluorescence 
de la Rh 123 et du DCF sont les moyennes de trois expériences indépendantes. Les 
histogrammes sont représentatifs des résultats obtenus par la cytométrie en flux. Les pics gris 
représentent les cellules témoins (TÉM) alors que les pics blancs correspondent à la 
fluorescence du DCF générée durant les traitements au BSO et au CCCP. De plus, les 
fractions mitochondriales ont été préparées à partir des cellules témoins (TÉM) et à partir des 
cellules incubées avec le CCCP (c) et le BSO (d). Les protéines des lysats mitochondriaux 
ont été séparées par électrophorèse en présence de SOS puis l' expression de la PIMT (27 
kDa) et du cytochrome c (17 kDa) ont été analysée par immunobuvardage de type Western 
avec des anticorps anti-PIMT et anti-cytochrome c. L'analyse densitométrique du niveau 
d' express ion de la PIMT est représentative de trois expériences indépendantes . *p < 0.05 et 
***p < 0.001 sont considérés significatifs par rapport au témoin . 
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Figure 3.7 Analyse sur gels bidimensionnels de la PIMT associee aux fractions 
mitochondriales. Les protéines des lysats cellulaires et des fractions mitochondriales ont été 
séparées par électrophorèse 2D (IEF/SDS-PAGE) et immunodétectées avec un anticorps 
polyclonal contre la PIMT. Les intervalles de pH ( 4-7) sont représentés au-dessous et les 
poids moléculaires des protéines sont représentés à la droite. Les boîtes à la gauche 
représentent un temps d' exposition de plus longue durée du signal de la PIMT 
immunodétectée dans la région encadrée des membranes PVDF. Les données sont 
représentatives de deux expériences effectuées en duplicata. 
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Figure 3.8 Les multimères de PIMT sont formés à partir de monomères liés par des 
ponts disulfures. (a) Les cellules SH-SYSY ont été incubées avec 1 flM de CCCP aux temps 
d' incubation indiqués et les protéines des fractions solubles ont été séparées par 
électrophorèse en présence de SDS et en conditions non-réductrices puis immunodétectées 
en utilisant l'anticorps contre la PIMT. Alternativement, les cellules ont été exposées au 
CCCP et les protéines des culots de mitochondries ont été analysées de la même façon par 
électrophorèse en condition non-réductrices (b) et réductrices ( c) su1v1 de 
1 ' immunobuvardage de type Western avec un anticorps anti-PIMT. Les données sont 
représentatives d 'expériences effectuées trois fois . 
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Figure 3.9 L'antioxydant acide ascorbique bloque la formation des multimères de 
PIMT. (a) Les cellules SH-SY5Y ont été prétraitées en présence ou en absence d'acide 
ascorbique (AA) à 300 f.iM pendant 1 h puis en présence ou en absence de 1 f.iM de CCCP 
pour 6 h additionnelles. Les protéines des fractions solubles (a) et des fractions 
mitochondriales (b) ont été séparées par électrophorèse en conditions non-réductrices et 
analysées par buvardage Western avec l'anticorps contre la PIMT. L'analyse densitométrique 
du niveau d' expression de la PIMT est représentative de trois expériences indépendantes. Les 
astérisques identifient les valeurs de probabilité plus petite que 0.05 (*) et 0.01 (*), qui sont 
considérées significativement différentes par rapport aux témoins. #, P < 0.05 est considéré 
significativement différent par rapport aux cellules traitées au CCCP. 
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Figure 3.10 Accumulation de résidus aspartates endommagés sur les protéines de poids 
moléculaire élevé dans les fractions mitochondriales lors d'un traitement avec le CCCP. 
Les protéines mitochondriales des cellules témoins (TÉM) et celles traitées au CCCP ont été 
séparées par électrophorèse en présence de SDS et en conditions non réductrices. Les ge ls 
non colorés ont été découpés en sections de 1 cm qui ont été individuellement analysées pour 
leur contenu en résidus aspartates anormaux. L'i ncorporation du eHJ-méthyle radioactif au 
niveau des protéines a été mesurée comme décrit dans le Matériel et Méthodes. Les substrats 
dans les gels d'entassement et de séparation (les deux colonnes de gauche) correspondent aux 
groupements [3H] -méthyles totaux formés dans les protéines séquestrées dans les morceaux 
de gel d ' entassement et dans les morceaux· de gel de séparation. Les substrats dans les gels 
d'entassement correspondent aux protéines acceptant le eHJ-méthyle situées dans les 
morceaux de gel d'entassement seulement (les deux colonnes de droite). Les niveaux de 
résidus aspartates anormaux des protéines mitochondriales des cellules traitées avec le CCCP 
sont relatifs à ceux mesurés dans les cellules témoins. *, P < 0.05 est considéré 
significativement différent par rapport aux témoins. Ces données sont les moyennes de trois 
essais d ' expériences indépendantes. 
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Figure 3.11 La stimulation de l'activité enzymatique des multimères de PIMT induite 
par le CCCP est dépendante des liens disulfures. Les protéines des lysats mitochondriaux 
ont été séparées par électrophorèse en présence de SDS et en conditions non réductrices. Les 
protéines ont été séparées en même temps sur deux ge ls fait en parallèle. Les protéines du 
premier gel ont été transférées sur une membrane de PVDF. La position de la PIMT en tant 
que monomères, dimères et multimères a été localisée par immunobuvardage (a). Dans le 
second gel, les régions où les diverses formes de la· PIMT ont été immunodétectées avec le 
premier gel ont été découpées comme indiqué par les encadrements. Ces morceaux de gel ont 
été utilisés pour la mesure de 1 'activité catalytique de la PIMT (b) . Alternativement, les 
morceaux excisés des gels correspondant aux multimères ont été préincubés avec le DTT 
pour couper les ponts disulfures des protéines suivi des essais de méthylation par la PIMT 
(c). L'incorporation du groupement [3H]-méthyle radioactif provenant de eH]-AdoMet sur le 
substrat isomérisé DSIPisoD a été mesurée comme décrit dans le Matériel et Méthodes. Ces 
résultats sont les moyennes de trois expériences indépendantes. *, P < 0.05 et * *, P < 0.01 
sont considérés significativement différents par rapport aux témoins (TÉM). #, P < 0.05 est 
considéré significativement différent par rapport aux cellules traitées avec le CCCP. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Un des facteurs contribuant aux maladies neurodégénératives est le dommage oxydatif 

des protéines (Jomova et al. 2010). Or, l'effet de l'oxydation des protéines sur l' expression 

de la PIMT dans le cerveau n'a jamais été étudié. Les groupements thiols des protéines sont 

plus susceptibles à diverses formes de modification dont l' oxydation (Valko et al. 2007). Le 

PAO est un agent qui oxyde spécifiquement les groupements thiols de résidus cystéines 

vicinaux, et peut donc servir d' outil pour investiguer l' oxydation des protéines. Dans cette 

optique, nous avons examiné 1' effet de la modification oxydative des protéines avec le PAO 

sur l'expression de la PIMT dans les cellules U87 (glioblastome). Dans un premier temps , 

nous avons montré que le niveau d'expression de la PIMT était fortement stimulé (près de 3 

fois) après seulement 20 min de traitement avec le PAO. Ce type de régulation a été rapporté 

pour l' induction de la protéine de stress hème oxygénase par le PAO (Gildemeister et al. 

2001 ). À notre connaissance, une induction aussi rapide et intense de 1' expression de la PIMT 

par un agent chimique n' a jamais été décrite. 

Une piste qui pourrait contribuer à éclaircir la régulation de la PIMT par le PAO est 

l' éventualité que cet agent puisse activer la transcription du gène encodant la PIMT 

(PCMTl). Par exemple, le promoteur de PCMTI contient deux éléments de réponse aux 

xénobiotiques et, de manière intéressante, un élément de réponse antioxydante (De Vry et al. 

1996). Ces données suggèrent que le promoteur de PCMTI possède les propriétés lui 

permettant de répondre à un stress cellulaire. Par conséquent, il serait important d 'évaluer 

l' activité du promoteur de PCMTI après un traitement avec le PAO. 
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Nous avons démontré que le PAO induit la formation des ORO dans les cellules U87, ce 

qui est à notre connaissance la première évidence de ce type de réponse des cellules exposées 

au PAO. De manière frappante, l'augmentation de l'expression de la PIMT par le PAO a été 

significativement inhibée par le NAC et l'inhibition de la NADH/NADPH oxydase par le 

DPI, démontrant de manière convaincante que la formation des ORO est responsable de la 

stimulation de la synthèse de la PIMT par le PAO. Les études antérieures avaient montré, au 

contraire, que seul le niveau de résidus L-isoaspartates variait en fonction du stress oxydatif 

(D'Angelo et al. 2001; Ingrosso et al. 2000; In grosso et al. 2002). La divergence entre les 

résultats de la littérature et les nôtres peut s'expliquer par le fait que dans ces études les ORO 

sont formés dans le milieu extracellulaire (H20 2 ou TBHP). Dans notre cas, il apparaît que le 

PAO induit plutôt la formation de ORO à l' intérieur de la cellule qui vont ensuite stimuler 

l 'expression de la PIMT. En accord avec cela, la formation inattendue de ORO par le DPI n'a 

pas eu d' effet sur 1 'expression de la PIMT. Ces observations indiquent que la PIMT est 

préférentiellement régulée par une source intracellulaire de ORO. 

Un candidat intéressant qui expliquerait l' habileté du PAO à stimuler l'expression de la 

PIMT pourrait être la NADH/NADPH oxydase. Cette enzyme est un générateur de 0 2"· et il a 

été démontré qu' elle contient des cystéines vicinales (Le Cabec et Maridonneau-Parini , 

1995). Ceci est en accord avec nos résultats qui démontrent que 1' induction de la PIMT par le 

PAO est significativement prévenue par le NEM, un agent modifiant les groupements thiols . 

Alors qu 'i l a été rapporté que le PAO inhibe la NADH/NADPH oxydase, d'autres études ont 

rapporté que l' effet du PAO sur la NADH/NADPH oxydase était plus complexe (Le Cabec et 

Maridonneau-Parini, 1995; Janiszewski et al. 2000). En effet, il a été montré que le PAO 

inhibe l'activité NADPH oxydase tandis qu ' il augmente significativement l'activité NADH 

oxydase (Janiszewski et al. 2000). Ces observations supportent un modèle par lequel la PIMT 

serait induite lors de 1' activation de la NADH oxydase par PAO. Or, les inhibiteurs des 

flavoprotéines utilisant le NADH tel que le DPI devraient bloquer cet effet comme démontré 

dans cette étude. Étant donné la nature non spécifique du DPI, des investigations plus 

poussées seront requises pour clairement démontrer l'implication de l' activité de la NADH 

oxydase dans l'induction de la synthèse de la PIMT par l'agent oxydant PAO. Par exemple, 

on pourrait utiliser un siRNA contre chacune des sous-unités cytosoliques de la 
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NADH/NADPH oxydase. Par ailleurs, le trioxyde d'arsenic, largement employé dans le 

traitement de la leucémie promyélocytique (Zhang et al. 2001 ), n'a pas eu d'effet sur 

l'expression de la PIMT dans les cellules U87 (annexe I: fig. 1.3). Ces données suggèrent 

que la régulation de la PIMT est spécifique au PAO et n'est pas associée aux différentes 

molécules modifiées de l 'arsenic. Puisque le PAO et le trioxyde d 'arsenic partagent le même 

mécanisme d 'action (modification oxydative des cystéines vicinales), on peut émettre 

l' hypothèse que la stimulation de l' expression de la PIMT est due à la capacité particulière du 

PAO à activer la NADH oxydase. Tout de même, on ne peut pas éliminer la possibilité que 

d'autres mécanismes puissent participer à la stimulation de 1 'expression de la PIMT par les 

DRO induits par le PAO. 

Une découverte majeure de cette étude est l'observation d'un niveau plus élevé de ORO 

dans les cellules dont l'expression de la PIMT a été inhibée par siRNA puis traitées avec le 

PAO. Ces résultats indiquent pour la première fois que la PIMT contribue à la défense 

antioxydante de la cellule, ce qui est en accord avec la stimulation rapide de la synthèse de la 

PIMT par les DRO induits par le PAO. Rappelons que l'accumulation des DRO est un 

facteur contribuant au vieillissement cellulaire, aux désordres physiologiques tels que 

1 'hypertension et aux maladies neurodégénératives (Valko et al. 2007). Étant donné que la 

PIMT répare les protéines endommagées par la méthylation de leurs résidus aspartates altérés 

(L-isoaspartates, D-aspartates), nous postulons que l'induction de la PIMT par les ORO 

servirait à prévenir la désamidationlisomérisation des protéines antioxydantes . 

Nous avons par la suite émis l' hypothèse que l'expression de la PIMT est modulée aux 

mitochondries car elles sont les principales sources de ORO intracellulaires (Boveris, 1984). 

En support à cela, des études ont montré que la PIMT était présente et active dans les 

mitochondries (Taylor et al. 2003; Kharbanda et al. 2007). Comme attendu, les analyses par 

immunobuvardage de type Western ont révélé que le CCCP, un agent découplant de la chaîne 

de transport d'électrons, a induit l 'expression de la PIMT dans les fractions mitochondriales 

des cellules de neuroblastomes SH-SYSY. 
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L'analyse par électrophorèse 2D a démontré que les lysats cellulaires exprimaient une 

isoforme de la PIMT migrant à 27 kDa et un pl de 4.4 alors que la fraction mitochondriale 

contient deux isoformes de la PIMT migrant aussi à 27 kDa mais ayant des pl de 4.7 et 4.9. 

Chacune des fractions cellulaires ont en commun une protéine immunoréactive migrant à 57 

kDa avec un pl de 5.8 ce qui suggère un dimère de PIMT. Ceci a été validé par la suite en 

mesurant son activité enzymatique. Ainsi, on a retrouvé deux isoformes spécifiques de la 

PIMT dans les fractions mitochondriales ce qui suggère que la PIMT mitochondriale serait 

régulée de façon différente. Cependant, il reste à élucider les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la relocalisation de la PIMT aux mitochondries. Par exemple, la présence de 

la PIMT dans les mitochondries pourrait dépendre d'une modification post-traductionnelle. 

D'un autre côté, la structure de la PIMT pourrait contenir un motif qui lui permet d ' interagir 

avec certaines protéines des mitochondries . En accord avec ces deux possibilités, nous avons 

trouvé que la transfection stable des cellules SH-SY5Y avec le plasmide pCMV6-PIMT­

FLAG conduit à un fort niveau d'expression de la PIMT couplée avec un FLAG en C­

terminal dans les lysats cellulaires mais non dans les fractions mitochondriales (annexe 1 : fig. 

1.4 ). Ces données indiquent que la région C-terminale de la PIMT contient des 

caractéristiques contribuant à sa localisation mitochondriale. 

Lorsque les protéines des fractions mitochondriales ont été séparées par électrophorèse en 

conditions non réductrices, nous avons trouvé des formes monomériques et multimériques de 

. PIMT dans ces fractions. En accord avec l'analyse par électrophorèse 2-D, la présence d' une 

troisième forme de PIMT à 57 kDa a aussi été observée, renforçant la possibilité que la PIMT 

puisse former des dimères. Suite aux traitements avec le CCCP, on a montré que 1 'expression 

des monomères de PIMT diminue tandis que celle des multimères de PIMT augmente dans 

les fractions mitochondriales. Une diminution du .niveau d ' expression des monomères de 

PIMT a aussi été observée dans les fractions solubles des cellules traitées au CCCP. Par 

contre, dans ces fractions , les multimères de PIMT n'ont pas été observés et la protéine à 57 

kDa est exprimée à un très faible niveau, suggérant que ces formes sont plutôt associées à la 

fraction mitochondriale. De manière importante, les multimères de PIMT se désassemblent 

en monomères de PIMT en conditions d 'électrophorèse réductrices . Lors d ' une perturbation 

mitochondriale avec le CCCP, ce processus est corrélé avec une augmentation marquée des 
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monomères de PIMT. Ces résultats révèlent que la PIMT est prédisposée à la modification 

oxydative dans les fractions mitochondriales. Les groupements sulfhydryles des résidus 

cystéines sont particulièrement enclins à ce type d ' oxydation (Chiappetta et al. 201 0). 

Toutefois, une protéine immunoréactive à 97 kDa a été détectée dans les gels de séparation 

en conditions d'électrophorèse réductrices, suggérant que d'autres modifications contribuent 

à la formation des multimères de PIMT. 

La formation des multimères de PIMT par le CCCP dans les fractions mitochondriales a 

été bloquée avec l' acide ascorbique, ce qui a démontré l'implication des ORO. L' acide 

ascorbique a aussi prévenu la diminution des monomères déclenchée par la CCCP dans les 

fractions solubles et mitochondriales. Alternativement, cet effet peut être aussi attribué en 

partie à une stimulation de l' expression des monomères de PIMT des fractions solubles et 

mitochondriales par l'acide ascorbique. Dans l'ensemble, ces données suggèrent que les ORO 

induits par le CCCP contribuent à l'assemblage des multimères de PIMT dans les 

mitochondries par la formation de ponts disulfures entre les monomères de PIMT dérivés des 

fractions solubles et mitochondriales. On peut aussi concevoir que les ORO mitochondriaux 

agissent comme un signal pour la translocation des monomères de PIMT des fractions 

solubles vers les mitochondries . Or, il est connu que les DRO mitochondriaux peuvent 

moduler l ' expression des protéines du cytosol (Murphy, 2009). Par exemple il a été rapporté 

que les ORO mitochondriaux modulent l' expression de la hème oxygénase dans les cellules 

endothéliales soumises à un stress de cisaillement (Han et al. 2009). 

D ' un autre côté, nous avons aussi découvert que le CCCP cause 1 'augmentation du niveau 

des résidus aspartates anormaux (L-isoaspatiates et/ou D-aspartates) sur les protéines 

mitochondriales avec un poids moléculaire élevé et qui restent séquestrées dans les gels 

d'entassement. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente qui a rapporté que le 

stress oxydatif induit la formation de résidus L-isoaspartates sur les protéines membranaires 

(lngrosso et al. 2000). Nos données suggèrent que les protéines endommagées par cette 

modification seraient plus suj ettes à dénaturer et à agréger, probablement de concert avec des 

protéines oxydées, résultant en agrégats protéiques qui restent piégés dans les gels 

d ' entassement durant 1 'analyse par électrophorèse. Dans ce contexte, 1 ' accumulation de ces 
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protéines de haut poids moléculaire pourrait altérer les fonctions mitochondriales. Des 

expériences en vue d'identifier par spectrométrie de masse puis d ' étudier ces protéines 

particulières pourraient fournir des nouvelles données sur les dysfonctions mitochondriales et 

aider à identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

L'immunodétection des monomères, des dimères et multimères de PIMT dans les 

fractions mitochondriales a été validée par la découverte majeure qu ' elles sont 

enzymatiquement actives. Suite à la perturbation mitochondriale induite par le CCCP, 

l'activité des monomères de PIMT a diminué tandis que celle des multimères de PIMT a 

augmenté, ce qui reflète les changements observés au niveau de l' expression protéique. De 

plus, l'activité la plus élevée a été mesuré pour les dimères de PIMT, ce qui est en accord 

avec le fait qu'ils sont les formes de PIMT les plus abondantes dans les mitochondries. À 

notre connaissance, cette étude est la première à montrer que la PIMT est exprimée et active 

non seulement en tant que monomères, mais aussi en tant que dimères et multimères dans les 

fractions mitochondriales. 

Étant donné que la formation de ponts disulfures participe à la multimérisation de la 

PIMT, nous avons spéculé que cette modification covalente devrait affecter l' activité de la 

PIMT. En effet, quand les multimères de PIMT ont été exposés à l'agent réducteur DTT, leur 

activité a fortement augmenté, démontrant que les monomères de PIMT sont 

enzymatiquement plus actifs que la forme multimérique. Les multimères de PIMT provenant 

de cellules traitées avec le CCCP ont été considérablement plus actifs par rapport aux cellules 

témoins. Suivant la réduction avec le DTT, nous avons étonnamment trouvé qUe 1 ' activité de 

la PIMT était pratiquement abolie. Ces résultats suggèrent que la perturbation mitochondriale 

avec le CCCP induit l' oxydation et l' inactivation des monomères de PIMT. En accord avec 

la prévention de la formation des multimères de PIMT par l'acide ascorbique, nous 

proposons que les DRO inactivent fortement les monomères de PIMT mais simultanément 

contribuent à la formation de liens disulfures entre les monomères conduisant à l' organisation 

de multimères actifs. 
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L' acide ascorbique seul n'a pas diminué la quantité des multimères de PIMT, suggérant 

que la diminution du niveau endogène des ORO mitochondriaux reconnus par l' acide 

ascorbique n'est pas suffisante pour prévenir l' assemblage des multimères de PIMT. Ainsi , 

d'autres mécanismes ou d'autres types de ORO réguleraient la multimérisation de la PIMT en 

condition basale, soit en absence de CCCP. D'autre part, on peut considérer la possi bilité .que 

le temps d'incubation total avec l'acide ascorbique était trop court (7 h) pour affecter le 

niveau basal des ORO mitochondriaux. Un temps d ' incubation variant de 24 à 96 h avec 

l' acide ascorbique serai t plus approprié pour évaluer l' impact des ORO endogènes sur le . 

niveau d ' expression basal des multimères de PIMT. 

Maintenant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des ponts 

disulfures qui sont nécessaires à l'organisation des multimères de PIMT sont inconnus. Dans 

le cas du facteur de Von Willebrand, un mécanisme d'oxydoréductase a été décrit pour sa 

dimérisation et son assemblage en multimères (Purvis et al. 2007). Dans cette optique, 

l' activité des oxydoréductases pourrait contribuer à l'assemblage des multimères de PIMT en 

condition basale. Des expériences faisant intervenir des inhibiteurs ou des siRNA contre cette 

classe d ' enzymes permettront d 'évaluer préliminairement cette hypothèse. 

En résumé (fig. 4.1 ), notre étude suggère que le PAO active la NAOH oxydase en 

réagissant avec les groupements thiols de ces cystéines vicinales, résultant en la formation de 

ORO qui vont à leur tour induire fortement 1 ' expression des monomères de PIMT dans la 

fraction soluble. Le NEM, un agent qui modifie spécifiquement les groupements thiols, 

bloquent de façon significative la stimulation de l'expression de la PIMT par le PAO. Le 

DPI, qui est un inhibiteur des flavoprotéines telles que la NADH oxydase, prévient 

significativement l' induction de la PIMT par le PAO. La stimulation de l' expression de la 

PIMT est complètement et significativement bloquée par le NAC, un antioxydant qui peut 

directement réagir avec les ORO. L ' ensemble de ces résultats démontrent que ce sont les 

ORO induits par le PAO qui stimulent l'expression de la PIMT. En présence d ' un inhibiteur 

de la synthèse des protéines, la cycloheximide (CHX), l'augmentation de l' expression de la 

PIMT est inhibée de façon significative, indiquant que les ORO stimulent l'express ion de la 
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PIMT. Enfin, l' inhibition de l'expression de la PIMT par siRNA accroît la formation des 

DRO induits par le PAO. 

En second 1 ieu (fig. 4.1 ), nos résultats démontrent que le DTT, en réduisant les ponts 

disulfures au niveau des multimères actifs de la PIMT associée aux fractions mitochondriales, 

libère des monomères fortement actifs de PIMT en condition basale. Les ORO induit par le 

CCCP abaissent fortement 1' activité des monomères de PIMT mitochondriale. 

Subséquemment, ces . monomères s'assemblent par la formation de ponts disulfures en 

multimères de PIMT fortement actifs. En parallèle, le CCCP cause une diminution du niveau 

des monomères de PIMT dans la fraction soluble. Quant à l'acide ascorbique, il bloque la 

formation des multimères de PIMT et la diminution des monomères de PIMT induites par le 

CCCP dans les fractions mitochondriales, démontrant de manière convaincante que ces 

processus sont dépendants des ORO. 
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Figure 4.1 Schéma proposant les mécanismes par lesquels les ORO régulent l' expression 

des monomères et multimères de PIMT. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La PIMT est une protéine de réparation des résidus L-isoaspartates anormaux 

majoritairement trouvée dans le tissu cérébral. Les résultats présentés dans cette thèse 

démontrent pour la première fois que la PIMT est régulée par les ORO. La synthèse de la 

PIMT est rapidement et fortement stimulée par les ORO induits par le dérivé de l'arsenic 

PAO, dans les cellules d 'astrocytomes U87. Notre modèle expérimental suggère que 

l'activité NAOH oxydase serait activée par le PAO. Il s'ensuit un stress oxydatif qui résulte 

en l' augmentation de l'expression de la PIMT. La régulation de la PIMT par les ORO serait 

un mécanisme de réponse face à un stress cellulaire faisant intervenir les voies de 

signalisation de la NAOH/NAOPH oxydase. Or, celle-ci est impliquée dans la défense 

immunitaire, l'apoptose et l' inflammation. Notamment, la NADH/NAOPH oxydase est une 

cible majeure dans le traitement de l'hypertension (Fukui et al. 1997). Il serait alors 

intéressant d'examiner la régulation de la PIMT par la NAOH oxydase dans des modèles de 

rats hypertendus. Comme l' hypertension vasculaire peut avoir un impact négatif sur le 

cerveau, les cellules cérébrales de ces rats pourraient être isolées en vue d'analyser le niveau 

d'expression et d'activité de la PIMT. 

Nous avons aussi pour la première fois révélé l' importance de la stimulation de la 

synthèse de la PIMT par les ORO en démontrant que l'inhibition de l'expression de la PIMT 

favorise fortement la formation des ORO induits par PAO. Ces résultats supportent une 

nouvelle propriété antioxydante pour la PIMT. La déficience en PIMT chez les souris a été 

associée à la mort due à des convulsions épileptiques (Yamamoto et al. 1998). À l'inverse, 

une surexpression de la PIMT protégerait contre 1' apoptose (Huebscher et al. 1999). 

L' ensemble de ces observations, incluant les nôtres, sont en accord avec un rôle protecteur de 
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la PIMT pour les fonctions cellulaires. En ce qui concerne la régulation des DRO par la 

PIMT, l 'hypothèse la plus probable est que l'activité de réparation de la PIMT est essentielle 

pour maintenir l'intégrité fonctionnelle des enzymes impliquées dans les défenses 

antioxydantes. Pour valider cette idée, on pourrait faire une analyse protéomique afin 

d'identifier les protéines qui forment des résidus aspartates anormaux lorsque les cellules 

U87 sont exposées au PAO pour générer des DRO en présence ou absence d'un siRNA 

contre la PIMT. Toutefois, il est possible que la déficience en PIMT dans notre modèle 

expérimental ne conduise pas nécessairement à une accumulation des résidus aspartates 

anormaux sur certaines protéines. Par exemple, l'inhibition de l'expression de la PIMT 

pourrait affecter le niveau d'expression ou de phosphorylation de diverses protéines. Or, ces 

changements pourraient aussi être associés à une augmentation des DRO de la cellule. 

Alternativement, les NADH/NADPH oxydases sont des enzymes membranaires pouvant 

être des substrats potentiels de la PIMT. De manière intéressante, il a été démontré que la 

PIMT peut être li ée aux membranes (Boivin et al. 1995). De plus, la formation des résidus L­

isoaspartates sur les protéines membranaires a été démontrée lors d'un stress oxydatif 

(Ingrosso et al. 2000). En se basant sur ces observations, on pourrait établir des expériences 

visant à caractériser l' interaction possible entre la PIMT et la NADH/NADPH oxydase au 

niveau des membranes et à établir si les protéines associées avec la NADH/NADPH oxydase 

sont isomérisées, par exemple p22phox et Rac 1 

Cette thèse met en évidence pour la première fois que la PIMT est aussi exprimée en tant 

que multimères actifs dans les fractions mitochondriales des cellules de neuroblastomes SH­

SYSY. De plus, nous avons montré que les multimères de PIMT sont essentiellement le 

résultat de la formation de ponts disulfures entre monomères de PIMT. À court terme, il 

faudrait que cette forme de PIMT associée aux mitochondries soit auss i identifiée par 

spectrométrie de masse. Cette technique révélerait quelle cystéine forme des ponts disulfures. 

Toutefois, cela demande qu 'on puisse purifier et enrichir les multimères de PIMT 

mitochondriale, ce qui serait particulièrement ardu étant donné son faib le niveau 

d'expression. En fait , il faudrait établir une lignée cellulaire qui surexprime la PIMT 

favorisant ainsi la formation des multimères de PIMT. Pour cela, on pourrait transfecter 
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stablement les cellules avec un plasmide exprimant la PIMT dont la séquence a été fusionnée 

avec le signal de localisation mitochondrial du cytochrome c-1 , par exemple (Cozzolino et al. 

2009). Ce plasmide servirait aussi pour générer des mutants des cystéines de la PIMT, ce qui 

confirmerait que les résidus cystéines sont essentiels pour la multimérisation de la PIMT par 

le CCCP. De plus, ces expériences de transfections avec la PIMT permettront de vérifier le 

rôle de la multimérisation de la PIMT dans l'activité mitochondriale et la survie cellulaire. 

Dans un autre ordre d'idée, on pourrait évaluer in vitro l'interaction entre une PIMT 

recombinante et les mitochondries. Pour ce faire, on isolerait d'abord les mitochondries de 

manière à ce qu'elles conservent leur viabilité et leurs fonctions. Ces mitochondries seraient 

ensuite mises en présence de la PIMT recombinante et traitées avec le CCCP ou l'éthanol 

(témoin). On procèderait alors au fractionnement des mitochondries en différents 

compartiments mitochondriaux (membrane externe, membrane interne, espace 

intermembranaire, matrice) pour déterminer le site d'association ou de localisation 

préférentielle de la PIMT avec les mitochondries. Parallèlement, ces expériences devraient 

être effectuées en présence et en absence d'i nhibiteurs de l'ouverture des pores 

mitochondriaux (cyclosporine) et d'antioxydants comme l'acide ascorbique. 

Parallèlement, il faut considérer la possibilité que la PIMT interagisse avec les 

mitochondries par 1' intermédiaire d'une autre protéine ou d'un complexe protéique. Par 

exemple, en condition de stress oxydatif, la translocation de la protéine DJ-1 dans les 

mitochondries se fait en association avec des protéines chaperons comme la forme 

cytosolique et mitochondriale de la Hsp70 (Li et al. 2005). Dans le cas de la PIMT, la piste 

des protéines chaperons pourrait être envisagée. Étant donné que la PIMT et la protéine DJ-1 

partagent des propriétés communes, on pourrait investiguer le rô le des Hsp70 dans la 

relocalisation de la PIMT dans les mitochondries. Au niveau expérimental , on pourrait 

commencer par examiner si l' inhibition de Hsp70 par siRNA défavorise la formation des 

multimères de PIMT par le CCCP. 

En condition basale, les monomères sont plus actifs que les multimères. Étonnamment, 

nous avons trouvé que le CCCP conduit à la perte d' activité des monomères de PIMT 
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mitochondriale. Par contre l' activité méthyltransférase est fortement stimulée une fois que les 

monomères réarrangés en multimères de PIMT. À notre connaissance, ce processus de 

régulation enzymatique est rarement décrit dans la littérature scientifique. Ceci semble être 

un nouveau mécanisme de régulation qui protège la PIMT des attaques oxydatives dans les 

mitochondries. D'autre part, ce mécanisme pourrait prévenir l'accumulation des résidus 

aspartates endommagés et ainsi contribuer à maintenir les fonctions mitochondriales. C'est 

pourquoi il serait important de déterminer par spectrométrie de masse la modification qui 

inactive la PIMT monomérique. De plus, il serait important d ' élucider comment la 

multimérisation de la PIMT la rend plus active lors d'une perturbation mitochondriale avec le 

CCCP. Étant donné la difficulté que pose l'analyse expérimentale des multimères, une 

approche bioinformatique permettant de prédire l' assemblage des multimères de la PIMT 

pourrait fournir des données pertinentes (Comeau et Camacho, 2005). Comme on l' a déjà vu, 

la dysfonction mitochondriale et le stress oxydatif sont impliqués dans plusieurs maladies 

neurodégénératives. Or, la compréhension des fonctions des multimères PIMT dans les 

mitochondries pourrait avoir des impacts thérapeutiques notables . 

Basé sur l' ensemble des découvertes de cette thèse, nous postulons que les ORO sont des 

régulateurs majeurs de la fonction de la PIMT en modulant son niveau d'expression, sa 

localisation subcellulaire et son organisation structurelle. L' ensemble de nos travaux a abouti 

à un article scientifique et à la publication éventuelle d'un deuxième artic le scientifique 

(annexe II) . En définitive, la publication de nos travaux de recherche amènera une nouvelle 

conception de 1 ' enzyme de réparation PIMT. 



ANNEXE! 

FIGURES SUPPLÉMENTAIRES 
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Figure 1.1 Augmentation de l'expression de la PIMT par le PAO dans les cellules de 
neuroblastomes SH-SYSY. 
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Figure 1.2 Effet d ' un inhibiteur spécifique des protéines tyrosines phosphatases (PTP 
inhibitor IV) sur l'expression de la PIMT. 
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Figure 1.3 Effet du trioxyde d'arsenic sur l'expression de la PIMT. 
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Figure 1.4 Transfection stable du plasmide pCMV6-PIMT-FLAG et détermination du 
niveau d'expression de la PIMT et de PIMT -FLAG dans les lysats cellulaires et les 
fractions mitochondriales des cellules SH-SYSY. Les cellules transfectées ont été traitées 
avec l' antibiotique G418 afin de sélectionner celles qui ont acquis les plasmides. Par la suite, 
ces cellules ont été mises en culture dans un milieu DMEM/F12 dans lequel on a ajouté le 
G418. Les protéines des lysats cellulaires ont été analysées par immunobuvardage de type 
Western et immunodétectées avec des anticorps anti-PIMT et anti-FLAG. Alternativement, 
ces cellules ont été traitées avec le CCCP ou l' éthanol (TÉM) et les protéines des fractions 
mitochondriales ont été immunodétectées avec l' anticorps anti-FLAG. Dans cette condition, 
on a utilisé les lysats cellulaires comme contrôle positif. 
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Al tercd I'IMT expression has bren associa led w ilh severa! 
ncuro logica l disordcrs. For instance. v.•c have dcmons tratcd that 
PIMT express ion was re duccd by half in hum an epilepl ic hi ppo­
Glmpus while rcm aining unchangcd in ncoco rlex 141. Simil arly. 
wc reporled th al I' IMT expression was signiflcantly reduced in 
hum,m astrocyti c lumors [5 1. Thcsc s tud ios and o lhe rs [5.ï l 
s lro ng ty suggcs l th al I'IMT pl ays a crucial rote in the bra in . ln 
additi on. the br,1in has been s hown lo be vulnerable Lo damage 
w rought by oxidativc stress. Patients w it h Alzh cimcr's discase. 
for in sta nce, show ~' hi gh degree of ox idative damage in the 
brain. w hic l1 is re lalcd to the accumul ation of ll-.1rny loid plaq ues 
and depos it ion of ncuro fib ri tlaJy ta nglcs !SI. Since l't Mr was 
s hawn to be up-rcgulated in ncurodcgcncra tivc neurons and to 
loca lize within ncurofibril la1y tangtcs in Al zhcimer"s discase 
17 1. this suggcsts thal I'I MT ex pression is ti kc ly m od ul atcd by 
oxidJ li vc damage in brain. 
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t:-mt1il address: desrosicrs.r ®u qJ m.c.l (R.R. Desrosiers). 

0006-291 x;s -sec rront m.mcr e 2008 Elscvi('r 1t1r. Ali righrs rcsc!Vt'tL 
<101: 10.1 01 G/j .bbrc.2008 .0<1.009 

2008 Ebevier luc. All 1ights re~e rved. 

Reacti ve oxygen species ( ROS) can cause severa! forms o f da m· 
age including pro tein oxida ti on. Thi s mod ifica tio n occurs o n a li 
ami no acid si de chai ns but primarily affects the thi ol group o f cys · 
le in e ,md the sulphydry t group o f m ethi onine [81. The arseni c 
de1i va ti ve phenylarsine ox id e ( I'AO) is w idely employed w hc n 
sru dying thcse m oditicati ons because of its propc nsity to specifi ­
cally react w ilh pro tein bearing proxima l lhi ol gro up s on vic inal 
cystcin cs 191. Th e mec hanism of ac t io n for I'AO invotvcs th e 
cross-link o f vicinal cystei nes to fonn a stable inl ramolecular dis u l· 
fi dc bond Il Oj . Wc re;\Soned that. as this effcc l o f I'AO was simil ar 
lo pro lcin oxidali on by ROS. il shoul d affec t the ex pression of pro· 
teins regul ~lt cd by pro te- in oxidation cond iti ons. \.Yc bJscd our 
assumplion o n the fart th a t PAO has bren re porlcd to inducc th e 
oxida ti vc stress-re la tcd pro tcin he mc oxygcnase- l 1 t 1. 121. Con se· 
qucnlly. lhc purpose o f thi s study was la use PAO to delc nninc th e 
cffccts or oxidali on-induced protcin damage on PIM T expression. 

First. wc showcd thal PAO up-regulaled I'IMT synth csis in the 
U-87 human a strog lioma cc li tin e. Crucia tty. wc o bscLVed thal 
l'I MT indu ction con c laled w ith the fornM lion of ce llula r ROS by 
I'AO. tmporrantly. ba th I'I MT ind ucti on and ROS fon nalion were 
inhibited by co- treatment w ilh the antiox id ant 11'-acery i·L· CYStcine 
(NAC) and the NA DI'H oxidasc in hibilor d iphcnylenc iodonium 
cht oridc (DPI). Slr ik ingly. siRNA-mediated inh ibiti on of I'I MT 
expression led to a higher leve t of ROS formation in the presence 
of PAO. Thcsc results c lcarly demon str ate thar PIMT expression is 
regula led by ROS. More importanlly. o u r findi ngs show lh ,lt I' IMT 
blac ks th e fo rma ti on of ROS incl uccd by I'AO. suggcsl ing an anl iox­
idanl fu nction for this enzyme. 
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M;Hcr i,\ IS iUitl lll~ lh od s 

Ami/Jcxlies. The ,1/Jtîboll y r.tised ·•g.•inst PlhH (produ ctcl.•tlli 1Jurit"lrd ;11 B io!l•~o:IJ ­

nology RL'SC.J rch lnstttutc, Mo ntreal. QC. Canad tl) was di lute<! inTris-buft'cred SJiinc 
comaining O. I %Twœ n 20 {TUS-T~ Ami bodies t~g .l insr thlofC(Jox i n rcducti\SC- 1 (Sdn­
ta C1111. Biotèchnology. SarH.l Cruz. CA) and -~- tubulin (Ccli Sign~1 ling Tœhnology, 
Oanvers, MA) '-'W rc dilu tcd 111 TBS-T conta ining J:t bovme Sl'I'Uill albunun. 

Cc// (lJ/turc. rœarmem_.ç, and ly .~is. U-S? astrogliom.l ecUs v .. ·c rc: m.1 imainc:d in 
modifil,J F..Jglc's rnL'llium (t'l'lEM ) supplcmc11tC'd with Jo:t fct ,Jl r.llf serum ( MEMs ) 
and t 0 mf..·! pyruv.nt. Cclls werc culturc cl m .t humitl ificd atmosphcrc containing 
5% co2 Jt 3 7 "C. (cli s ( 2 x 10.') wcre plarcd into C'.Kh weil of (j-wcll pl.ncs. grown 
for 48 h and thcn tr Colt c d with PAO. DPI (C11h iochrm.l .. l jolla, Ct\~ cyc lohexi llli (IC, 

N-cthylm all.!irn idc (NF. M). dithiot llrcirol ( DTr~ 1-chloro-2,4-(linitrohcnzc•ll' 
( DCNB). N/\C or tNr-Butyl hyclrop croxl dc (TB HP) (Sigma, O.lkvillc, ON). 1\ t the 
rud of th t' tn·<tunr.:nrs. cdls Wl'fl' washcd v..itll icc~cCJid phosph;nr.: -hurfcrt'll s.:tlinc 
(PBS) and scrapcU 111 icc -cohJ lysis buffcr ( 50m~.f Tri s pH 7.40. IX O~ APS. 

:mo mr..'l NaCI. 1 mM EOTA) wh idl conrJ inccl ,1 protc.l sc mhi hitor cockt.l il ( Ca lllio­
ch crn , L1 joli.:•. CA) a 11d phos philril$(' in hihiror5 ($ûdiu• n fluori clc and sodiu m ortho­
v.maciJtc ,Jt 1 mM c .1ch ~ Ccli lys.m:-s wcrc kepr on iCI.: for 20 min , œmrifugc<l at 
\O,OOOg for IOmin olt' 4 ~c .lnd thl~ posr-mn·leaf SlqX"fn.lt~l iHS werc storcd ,lt 

- 40 01
(. PrO!'l'Îil COil!CntS Wl'rt' dCICI'IHÎilècl Wllh thC I'HÎCfO-bÏCil1t.:hOII ÎIIÎC iiCid 

( BCA) mcthod (Picrt.:c, Ror.:kford, IL). ln ali expc.rimcm s, <limr.:thyl sulfoxidc ( Dfv1SO) 
w.1s kept .:Ha firhll conccn u-.Hion of O.! % (vfv). 

si RNA trunsfeclirms. Tr.msit~nt u·ansfections of th iorl'<loxin retlur.:t. ISe~ 1 si RN/\, 

PIMT siRNA.AIISt,lrS llt"_;: ,nivc control siRNA (QiJgt::n, Va!t."nci;r , CA), Jml control siR­
NA {fluorcsccin conjugatc )-1\ (S.un.l Cruz Biot..--chnology. S.1nt t1 Cn •z. CA) w,ls pcr­

forme<l hy the lipofc.-ction lllCthod using l.ipofccr.uninc r c;~ gcm ( lnvirrogcn. 
Burlington. ON ~ 

ROS meusurt'mem. Cclls wcrc grmvn for 4S h th en st<r incd with the 2',7' ~ 

<l irh lorufhwrcsceîn di.l ù~t .He (OCHF-DA ) prnl.>e (Mo lenll.u Probes . Eugcne. OR) 
fo r JO min. DGIF-DA cutèrs cc-lis \-.11crc il IS hydrolyzl'd by an l'Ste r,l St:' to 

nonfluorl'SCCIH DCHF. Upon ROS forni.Hion . DCI·IF is oxühzcU 10 liu• lughly fluo­
f(·sœnt oc r . Tlu: œl ls wcrc washccl v .. ·ith MEI\I s ;md thcn incub.Hetl ·.vith MEMs 
contJ iniug cithcr DMSO (.ls a control), 5 ~M PAO. or 100 1 ~·1 TBH P lor 20 mm ln 
!.OtllC cxpcnmcms. rcll!> Wl'fl' ulcubato.l w1th :, mM NAC for GO 111111 and DCl-IF· 
0:'\ w.1:. iiCidl-cl durin:.; th(· 1.1st 30 min. ln othN l'xpcnJm·nts. cclls wcrc !>t .lint.xl 
with DCHF-Dt\ for JO mm and S prvl DPI WJS .u.ldcd during; the l.tst 20 Jlun. Alter­
ll.lt J\I('!y , cclls \wrc was hl'd \"w'ith MEMs and incuh.tt(:d fo r 20 min in fo.·1F.Ms con­
t.lming N1\C, DPI, botll PAO .md NA(. or hü!h PAO ,md DPI. Fol l o'Nin~ th l"SC 
tre.t tnwnts. cclls wc-re llJIV("S tc,J Jml inHHNii.ttcly undcr.vl'nt flow cytornctnr 
;uwlys•s. DatJ w.1s collectl'll on a F:\CS C.t libu r flow cytomctâ (BD Bioscicnccs, 
1\liS.<;JSS Jug;r. ON, C.HJ.:i<l.l ) ,md ,11\il\yzed \ .. i th Wiil l\IDI 2.8 soft\v.rrc. Prop1 dîum 10· 
dicl c w.lS ad clcd hcforc flow cytomctry to C'ValuJtc ccli viahility. DCF ;md propi· 
dium iodi(Jc fluorescence we rc coii~X ted in Fl.l and Fl.2. n:."Spc-cti vdy. 
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SDS- T~1Gë mrt! Western IJ /or mwiJ~!!~is. lcl l'ntical .•mou •ns üf protC'ins Wl'l(' scp.•­
r;ucd on 12.5% SDS- PAG~: ~cls. tr.msfL·rrct.f onto polvvmylrdcnc (!Jfluor idc (PVDf=) 
membranes: protcins wcrr rhi." n immunodctectccl .1s p•·cv•ouslv <lcsnibccl l:,l. 

Sltllislictrl t!aw cmalysi~. Dcnsiwmctrîc an.llyscs of inununodctrncd p1utrins 
Wl'rc pc rforrn cd Wllh Tot.tll.ah -n.1 00 v2006 soft\v.u·c (Nonl•nt'.lf Dyn,lmit.:s. Ncw­
c.lstle upon Tyne, UK). O.l!,J .lfC rC'prcs,cm .mvC' of lhrC'c uxiC'pNHlt' nt expcrimffits. 
St,llistical signi fk,l i\CC WolS ,ISSL'SSCd usin,!! Studcm's unp.lirC(l Ht~st. 

RL•sults ami diSniSSion 

/'/MT expression is up-r egula cecl by l't\ 0 

Thio l grottps in protl'i ns arc pro ne to vJrious forms of mocli ­
fi cations 181. I'AO is J lliva lent arscnic,1 l com pound thal speci lî ­
cJ IIy cross-lin ks closely spaccd Lhiol groups (vicinJ I cysteincs) 
1101. promoli ng Lh iol oxi dati on. ln orcier lo in veslig,l le th e rela­
tion bc tween I' IMT expression Jnd protein oxida tion. U-87 hu ­
man astroglioma ce ll s wcrc us<:d as J model. Wcstcm blot 
anJ iysis showed tllat PIMT expression w~1 s strongly up-rcguiJtcd 
aftcr 20 min trcatment w ith PAO in a conce n t r~l ti on -<lepcn dcnt 
manncr (Fi g. lA). The lcve l of I'IMT ex pression reac hcd ils max ­
imal va lue ~lt 5 J•M PAO. Thu s. thi s conccntrJLion was uscd for 
subseq uent experi ments. VVe .a lso obtJin ecl si milar rcs ults wi th 
the human 511-SYSY ncuroblas toma cc li lin e (datJ not shawn). 
Such a rapid rcsponsc has Jlso bccn rcporlcd ror th e induction 
of hcme oxygenJse- 1 by PAO l ill . As l'i\0 is J lso known lo in­
hibit protci n tyrosine phosphJlascs. il might thc rcfore stimulatc 
I' IMT through inh ibition of thcsc phosph atascs. ll owevcr. trc,ll ­
rnen l of U-87 cc lls wi l11 a specifi e inhibitor or protcin tyros ine 
phosphatascs (PTP inhibitor IV) die\ not up-rcgulatc PI MT expres­
sion (da ta not shown). To our knowledgc. such ,,, intense and 
r.:~pid i nducti on or PIMT expression by a cll cmica l h.1s ncvcr bccn 
report cd. 

Tu furth cr gain insight on the induction of I'I MT by I'AO. ccl ls 
wc re trL'.lll'd with the arsenica l agent following pre-incuba ti on 
with tycloheximidc. a prolcin synthe sis inhibitor. Fig. 1 B shows 
thal ()'clohexirn idc sig ni ficcm tly in hibitcd the ind uction of PIMT 
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Fig. ·1. PAO induccs Pl MT c~t>rcss ion. ( A) U·87 cclls WCf(· trC"atcd with indirJ!cd conccn tr.1 tion of PAO for 20 mi n or {8 ) prc-rn.·;•tL· cl with cyclohcximidc (CHX) ill 10 1 .~to.1 for 
30 rnrn pnor tu .tdt.fr ng PA0 ( 511M ~ Protcins in cetllysJtcs wcrc .tnaly zcd bySDS- PAGE followcd by Wes t en• blott1ngusmg !>pC(! fic anri i>Olllcs. Ocnsiromctnc ana lvs•s of Pl Mf 
lcvels arc rcprcscnr.uivc of th rœ ind cpcndcnt cxpcn mcn ts. Astcrisks 1dcnri fy probabll ity values !css than 0.05 (' ) Jnd 0.01 ( •· ), \...,.h1ch wNc considcred s•gnific,l nt ,lg.l ins t the 
DMSO· tre.ll cd cd ls (CrL). wh ile ('/t ~ ) idcmifies probability vJhiC'S !css rll.:rn 0.01 whirh .,.,'Cre LUnSI<Icrcd significJn t ag.1inst P1\0~trcJtrd cclls. 
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by PAO, indicaring th,u stimulat ion of protcin synthesis mai nly 
con tribu red to the i ncreascd Pl MT lcvel. We re,1soned that this ra­
pid sy nthcsis of PIMTw,ls likcly caused by proLein oxidation at vic­
ilhll cysteines by PAO since this compound spccifica lly cross-links 
vicinal sulphydryl groups. 

Pl !viT 11p-reg111ation is dependent on PAO's aiJilily !0 reacc will! vicinal 
cystci11es 

To investigatc the relationsh ip bctween the stimulat ion ofPIMT 
expression and protcin oxidation <1t vicinal thiols by PAO. U-87 
ce lls we rc rreared w ith this arsenical compound in the presence 
of NEM. ,1 thiol-modifyi ng agent. and DIT. ,, thiol rcd ucing agent 
thar c,ln ,1 1so camp lex wirh PAO Il 01. Bath ,,gents have becn shawn 
to prcvcnt cross- linking by PAO ]13]. As expcctcd. PIMT expression 
w,1s markcdly and significantly up-regu latcd by PAO ( Fig. 2A). 
Unexpccredly, NEM ,1 /one diminished PIMT expression wh ile DIT 
,1lone marginally ,1ugmented PIMT expression. suggesting a possi­
ble role for thio l groups in the regu lation of PIMT. lmportantly. 
w hen cells were treated with NEM prior to PAO, PIMT induction 
was abolis hed and ce Ils exhibited a PI MT level si milar ro th,H seen 
w ith NEM ~l iOn(>. Pretre~1tmen t wîtl1 DTT. on tl1c orher hJnd. also 
inhibitccl PltviT inductio n by PAO. However, the lessc r en·ect of 
DIT could be atllibuted ro ,111 unst,lb le complcx w ith PAO ]14] or 
to cyroroxicity becausc it a Iso causcd a di mi nu rion of the o.-rubul in 

lcvel. Overa ll. thesc results suggestcd th,ll PIMT up-regul,ltion by 
PAO w.1s mediated by protcins bea ring vicin.1 l cysteincs. 

The intracellular antioxiciant de fense is prim~uily compriscd of 
the th iorcdoxi n reductasc/thioredoxin system and the glut,Hhi­
one-rcl,lted system ]8. 15]. Enzymes invo lved in both systems con­
tain vicin,l l cysteinyl residucs th,H ca n be targcted by PAO. in 
p<lrticul<ll' se lenoprotei ns sucl1 as lllioredoxin rcduct,lse ]16]. ln 
fact. prcvious srudic-s hJvc- rc-ported t h ~H PAO C<ln. in<lctiv~He thion::­
doxi n reduct .1se but not the glulathione-relatcd enzy mes such JS 
glutarcdoxin and y, lu tathione reductasc ]9, 17]. PAO w.1s also 
shawn to marginal/y dccre,1sc cellu lar glut,Hhio ne but at concen­
trations 10-20 times higher th,ln tllc concentr,uion (5ptvl ) used 
throughout our study ]9. 18] . Ba scd on thcse observ,nions. wc 
decided to investig,He the involvcmcnt of thiorcdoxin rccluclcîSC 
in tllc up-rcgula t ion of PIMT by PAO. Th iorcdoxin reductasc cat,l­
lyzes the reduction of the disulfide bond in thioredox in. making 
tlle ,1ctivity of th iorcdoxin direct/y dependent on thioredoxi n 
rcductase in tcgriry 11 9]. Tllercforc. to ex,mline the role of thiorc­
doxi n rcductase/thiorcdoxin. wc performcd treatments with tllc 
thioredoxin reduct,lSC inhibitor DCNB 120]. Fig. 2B shows th,H 
DCNB did not ,1ffcct PIMT expression. To con~rm this result, wc 
tra nsfcctcd U-87 cclls with siR NAs against rhioredoxi n rcduct,lsc. 
As shawn in Fig. 2(. markrd inhibi tion of thioredoxin rcduct,1se 
express ion by fou r different siRNA did not s i g ni~c,lntly sti mulate 
PltviT expression. Rcsu lts with DCNB and si RNA treatmcnts clearly 
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Fig. 2. PIMT is up-rcgulau~d hy P:\0 through oxidation ofvio nal cys teiny l œs iducs indept•ndcmly of th iorl•doxin rt•duct <!SC. (t\ ) U-87 ce li s wert• kl'f)t m DMSO (Cil.} or tre~lll:d 
with 50 pM NEM. 0.5 mM OlT .Hld 5 11M PAO for 20 min. ln some cases. NEM and 01"1 were addt'd 5 min befort• Pt\0 or OMSO till' Il inrubatrd for Jn Jddit ional20 min. The 
expression of PIMT and 'l·lubulin in cclll}'SJ!cs wcrr dnt\lyzcd 1)}' SOS- PAGE Jnd Wt•stem blot ting. 0Jr,, and dcnsitomct ric a.nai}'!'Îs of PJ;...rr lcvl"ls .lfl' rc J>H~S('ntJ tivc ofthrcc 
inde pendent cxpcri mems. 'p < 0.05 w.ls considercd signific;:mr against the DMSO-treJ tl'tl cells, ;md "'fJ < 0.01 w,1s cons idcœd signiflcam .tgJ inst l}t\0-rreJtcd ccli s. (D) Cells 
wcrc trcatcd with indicatcd conccnt r;ttions of OC Il for 20 min. {C} Cells wcre tr~tnsft·rtcd with four varia nts of thioredoxin rcdun.tsc- 1 (TxR 1) si RN/\ and wit h a control 
si RNA (Ouorcsnoin conjug.,tc)-A Jt 20 nM for i18 h. Cel! tn.·.nml'lllS w ith the control sif< :\ {Ouorcscrin conjugJic)-A shO\vt'd .1 bout SOl, lransfl•rt ion cfficil"'lly. Lysau·s Wl' i l' 

analyœd by VVl'Stcm blo tung usi ng: amibodics against lxR 1. PIMT. and , -tubul in. 
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sugg~sted th.1t PIMT up-rcgulation by PAO was not mcdi,tted by 
thiorcdoxin reductase /thioredoxin. 

PIMT up-regtllarion is mediat rd by PAO-induced forma lion of ROS 

Since the up-regul,nion of PIMT by PAO .tppe,tred to be inde­
pendent of thiorcdoxin rcductasc/ thiorcdoxin, enzymes implicatcd 
in the anrioxid.tnt defenses of the ccli. wc consideree! w hether PAO 
cou let triggcr pro-o xid,mt rcsponscs. This can be determinee! by 
mcasUii ng the production of ROS in cells trc,1ted w itlt PAO. 
al though the latcr has nover boen reportee! to inducc ROS forma­
tion. Using tite DCI-IF probe. which becomes Ou orescent propor­
t ion,t lly to ROS form.ttion, wc found thar PAO sign i fic.tnt ly 
induced ROS gencr.ttion in U-87 cel ls ( Fig. 3A and B). To ou r knowl­
edge. thi s is the first evidence showi ng ROS formation in ce li s trc.t­
tect with PAO. To v.tl ida te this effect of PAO, cclls wcre incub.ttcd 
wi th .tntioxidants NAC .tltd DPI prior to PAO rre.llments. The anti­
oxid,tnl NAC .tets .ts a ROS scavenger. bur is usually employee! to in­
crease intracellular levels of glutathione. one of the m.tjor non­
enzym.llic antioxid,tnts in the ccli ]8.2 1]. DPI. on the other h,tnd. 
is .ts .t n inhib i tor of the inducible electron tra nsport system NADPH 
oxidasc. w hich rcsu lts in the inhibition of ROS generation ]22.23]. 
As shown in Fig. 3A and B. NAC al one wc.tkly decreased ROS forma­
tion in con1p,1rison with the control. support ing its antioxidant 
propcrty. W hen addcd prior to PAO. NAC abrogatect t he PAO-in­
duced formation of ROS. Uncxpcctcct ly. DPI ca used a signific.t~H 
induction of ROS. Howcvcr. this re sui t is in li ne wi th .t study con­
ductcd by Rig.mti et a1.]24].1n spi tc of this. DPI signific,tntly inhib­
itcct the PAO- i.nduced form.ttio n of ROS. Undcr ail cond itions. ccli 
vi,lbility rcnhlined constant. indicating that the rcsults obscrvcd 
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FL1·H 

B 

wcrc not associa red with incrc,tsed ccli dc,tth. Togcthcr. thcsc find­
ings convincingly dcmonstr.ttcd th,tl PAO w.ts .t ROS inducer. 

H,wing demonsrra ted thar PAO cffcct ivcly induccd ROS in U-87 
ccli s. we ncxt exami nee! whethcr il cou id up-regulate Pl !VIT expres­
sion through this mcchanism. Western blot .tna lysis showcd thal 
the Pl !VIT leve! was enhanced by PAO. and more imporrantly, that 
PIMT up-rcgul.ttion was signific.mlly blockcd whcn NAC or DPI 
was adelee! prior to PAO (Fig. 3C). Thcsc results clcarly showcd that 
PIMT expression was up- regu l,tted by ROS. 

PIMT dowu-regula l iOII eu lw nees PAO-iuduced ROS 

ln arder to examine t ite rolc of PIIVJT in the ROS production by 
PAO in U-87 cclls. wc inhibitcd PIMT expression by si RNA and then 
t1Ntcd the cc lls with PAO. Fig. 4A .tnd B show thar. as expcctect. 
ROS formation w,ts stimu l,lled in cclls which wcre first transfccted 
wilh .t control siRNA and then tre,tted wilh PAO. Signific,mtly. in 
cclls transfccted with the PIMT siRNA. the lcvd of ROS formation 
by PAOwas higher titan the leve! observee! in cc lis transfected w ith 
the control siRNA. These results demonstr,ncd th,tt PIIVJT down­
regul,llion i nc reascd ROS forma t ion by PAO. Ag,tin. ccl i vi,tbili ty rc­
mai ncct st.tblc under .t il cond i tions. Fig. 4C shows th.tt Pl !VIT up­
regu l.ttion by PAO w.ts abol is hcd in PIIVIT siRNA-transfectcct cel ls. 
supporting t har the enhanced ROS formation was dependen t on 
the inab i lity of the ccll s to sti mulatc PIMT synthcsis. Togcthcr. 
t hcsc findings let us conclude th.tl PIMT posscsses ,t n antioxidant 
activity. 

The .tim of thi s study w.ts to invcst igate the rclationship bc­
tween PIMT expression .tnd protein oxidation. Wc fou nd that thiol 
oxidat ion by PAO up-rcgulatcs PIMT expression through ROS for-
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Fig. l. PIMTup-rrgul.ltion is ùcpcndcm on 1):\0-induccd formation of IWS. (A) U-87 cc Ils Wl'rt' st airwd with lXI IF-UA for :JO min ;md tht•n tmm·d with UMSO (Cil. ) or ~'Aû 
{s,.M}. or TU! li' ( lOO 1•M) for 20 n1in. '1 LliiP w.1s uscd as J. positi vt· control for intr;tœllul;tr ROS generat-ion. ln somc cxpcri ml'nts. cr lis wt•n· inCllbJt l'd with Nr\C (5 mM ) for 
60 min and OCI·IF-Dt\ w;:ts ;\ddcd duri ng till' !Jst JO min. ln othl,- expcri rncm s. cclls Wl'fl' st .l im•d wtth lXIII·-Dt\ for JO mm and [)Ill (K 11Ml was ;u.ld l'd for the 1.1st 20 min. ln 
(('0Jin cxpcrirn L'IllS. l't\0 was .'\ddcd to crlls mcub;ncd in thr prrscnœ of NAC or OPI. I·ollowing tiH'Sl' trt:'.ltmcnt s. C<"tls W<'ft' tlcHV<'Si t'CI and tmmrdl.1trly undcrwcm flow 
cytomctric analysis. Grey pr.1ks repœscm the OMSO-n't'Jted cells while th l' white pCJks corrrspond to OCF Ouoresccncc gener;nrd d\tring thr dtff<"rt'm trNtmcnts. (Il) 
Hisrogr.1m reprt'S<"tUJiion of OCF Ouorcsn·nœ imensiry mc.1Surcd by Oow cytomNric an.tlysis. Ccli viabili1y was cva\ua1cd by propidium iodidl' st.tining. (C) Efft•ct of ce\1 
treatmcnts with NA( .md DPI prior 10 DMSO (Crt) or PAO .1ddition on I'IMT cxprc!>sion. Protcins wcrc subnmtcd 10 SDS- J,,,G I:: .• uu.l I'IMT .md ·t-tubulin wcre tmmunodc­
tN:tCd Data and dcnsitometric Jnalysls of PI~H lev(•\s arc rt•prrs<"ntativ(' of thrcl' indepcndl•nt l'X!X'rimeots . . ., < 0.05 .1nd ···p < 0.001 Wl'n' consldl•ft'd stgmficant Jg.1ins1 the 
DMSO-trc.ttrd œlls. "J' <0.0~> .1nd ••l'< 0.01 wcœ considerrd significant .1gamst Pr\0-trNtcd n·lls. 
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Fig. 4 . Down-r~ul;uion of PJMr incrC' J.Sl' S rhe lcvl•l of ROS fonna rion by PAO. (A) U~S7 ccll s wcrt' tr.lnsfcct r d wit h a P l ~ff si R A o r with :\1\StJrs ncg,u ivc control sii~ NA {Ci t. 

siRNA) ar •10 nM for 118 h. ( clis wc re aftc!'\.v,trd staincd with OC HF-0:\ for 30 min. washed ,md subsC'qucmiy trc.ncd with DMSO or PAO (5 1 1M ~ or TBHP ( l OO pM) for 20 min. 
TBI-IP was uscd as a positive conrrol for intrJCcll ular ROS gcneratiOLl. FlO\v cytomct rlc anJ I~·s i s w J.S pC' rfo nn ed imnu-diatcly .tftcr trc.u mc nts. Crl'Y pC'.l\.:s rcprt'SC'nt the en. 
si RN:' and OMSO-rrratcd n ·lls wh ill• the whît t peaks com ·spond to DCF fl uorrm .•nœ gc ncr.m·d du ri ng th(' d iff(' rcn t trt•.u mt• nts. ( tl) l lisr. ogram sho\ving tht• DU lluorrsn·nct• 
imcnsity for c.1ch trc.H nH'nL Ct'\1 viability w.-ts monit.o rt•d by prop idiu m iod idt• sta ining. (C) Westem blot ,m.llysis is n•pn•s('m,u iw of n· ll s tr;msft•cH·d v.rith" Ptt\H si RN A or .t 
en. si RNA fo llowcd or not by PAO rrcat mcms. ' p .;; 0.05 <tnd "' p ..: 0.01 \VCrc cons idr rcd signifk Jnt ag.ti nst tlw Cil sii<Nt\ ,md DMSO-m·.Hl'd relis . 'P <O.OS .md ~" / 1 < 0.00 1 
wcrc cons ide red significan c agJ inst thr I~M-1 si KNA and DMSO-urated n~lls whil e •fi .: O.OS idem Hies sig nifîcant diffcrr•ncc bC'IweC'n PIMI siRNA-tr.:msfcctcd ct• Ils ,md CI L 
siRNA-transfcncd œ \ls follO\-\'l'd hy PAO treatments. 

m at ion. An intcrcst ing c.1ndid.1tc ror cx pl.1ining the ~1bility or PAO 
to st imulate PIMT express ion cou Id be NADH /NADPH ox idase. Thi s 
enzyme has bœn shown to contain vicinal cystcincs [25 [. which 
.1grces with our res ults (Fig. 2A). W hil c ir was reported that PAO 
inhibits NADPH oxidase. othcrs have reported that the effcct of 
PAO on NADPH oxid.1se is more complex I2526J. lndœd. PAO 
was shown to slightly inhibi t NAD PH oxidase activity but to signi f­
ica ntly incre(1se irs NAD!-1 ox ida sc activi ty I26 J. Thcs c observ.1t ions 
support a madel in which PIMT cou ld be up-rcgulated by PAO 
through NADH oxidasc ac ti vation. Th us. inhibitors of NADH-utiliz­
ing fl avoprotcins such .1s DPI should block this cffect as wc demon­
srr,lte in this study (Fig. 3C). Future invcstig,lt ions w il l be requ ired 
to clari fy the invo lvcmcnt of NADH oxidasc activ ity in PITvlT induc­
tion by the protein ox idant PAO. Currcntly. we cannot rule out the 
possibili ty th <lt othcr mcchanisms could also pMtici patc in the 
stimulation of PIMT expression by PAO thmugh ROS gener,ltion. 

lmportantly, wc addi tionally dcmonstrate th.lt dawn-regulation 
of Pl MT by si RNA enhanced PAO-induced ROS. This finding leads us 
to propose th.lt. in response to ROS formati on. ce li s trigger the syn­
thes is of PIMT (Fig. l B). wh ich acts as an ,lnti ox idan t protcin (Fig 
4B). Since PIMT repairs damagcd proteins thmugh methylation of 
al te red ,1S party l (L- iso,lsparty l) residucs. it could be postul.ltcd th,l t 
PIMT inducti on by ROS could hclp to mai11t,1in under an .1ctive 
srare proteins partici pating in ,lntiox id,ln t defense. Thus, our rc­
sults reveal a new function for PI~·IT and sugges t i ls p.llt icipation 
in the regul,ltion of apoptoti c and inflamm,ltory processes. 
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Damaged Proteins Bearing L-Isoaspartyl Residues and Aging: A Dynamic 
Equilibrium Between Generation of Isomerized Forms and Repair by 
PIMT 

Richard R. Desrosiers* and Irvens Fané lus 

üninwsiré d11 Q11ébec à 1\fomrénl. CP. SSSS. Succursale Cenn·e- Vilh', 1l1omïi}a/. Qutibrc, Canada, H3C 3P8 

AbstnlC'f: Protc ius arc sus..:~tible to numerous nou-o:uzymmic po s.r-tramlmionnl mod i ficr~tion_s \\'hicb oc..:m· both during 
nom1nl <~ging: nnd in ncurodegenernt ive ~tate ~. For imiance. fonnnrion of abnonnal L-J soa~pmtyl rc~ idue ~ nrisiug from 
borh the deamidarion ofl-aspar<~g inyl residuc~ and the i ~omeriz <Hion of L-ao;.partyl rc: sidue 'lo Î<.> 11 frequent chemic<~l moditi­
C:ltion thar nffect.s prmc:ins. The fonuarion of L- isoaspartyl reo;idues in proteins ohers rheir rhree-d.imemionnl c,tructure 
lectding usnally to fl i ll \ S of fnnctiou. Kot <tbly. accumul:nion of isomerized proteins conld contrilmte to mehlbolic dy<.>fuuc­
tions in neuronal ce Ils during ctg lng recluc ing cognitive fi.mctious in dderly p;uients and \\'ould e\·ennmlly promote the de~ 
vo:lopment of n::-nroclcgcno:rative disea <.>cs. The prorein L -isoa .~pmty l (D- asp<~rry l) methyhransfera <:.e (PI:vrT) Î<:. :m enzyme 
tlm t n:~og:nize'l <111d rep:~.irs Ùle :-.bnomwl L~ isoa~partyl re <:. iduc:s in protein~ . lts cxpre!.sion appear<, ro cb.:line clming ~g: ing 
which could pa11ially explain the build up of dmuaged prorcim iu old i'\f!e . In this re\·ien·. we smmn~Hize recent findlltgo;. 
bn ~ ecl mostly on proteomic dm<'l. reg:arding the fonmnion nnd :-.cclunnlmion ofpro1eins benring <lf)l>ical L-isonspcmyl resi­
dues :l') mdl ns PLYIT fi.mc tiom during nom1.1 l aging_ :md in :'.Oille uo:urodo:geucr:'lt iYo: diseases. The emph<~'>Î'l- is on po'losib le 
molecul:1 r mechnnisms comrolling PIMT c:xpre:;sion nnd the abiliry of PIYIT ro repni r i~omeriz ed :;ubstmtes during :~g ing . 

Investigrnion of proceo;se'l- regubting n g o:~rdnted nccumubtion of isomerized proteim Î<.> " prom.Î\Îng nvenne to ;"l betto:r 
underst:mding ,.,f ng ing_ nt the prote in levet . · 

KE>:·wonh: Aging. Damnged protei11 s. . L-isoaspmryl residues. PHviT. 

I~TRODl"CTIO~ 

Agiug: is a biolog:ical proce:'>s characrerized by prog-res­
~ iYe deterior:uion of cdluku· and ri~sue ti.mctiom. elne ro the 
accluunlation of macromolecultu d:uuage alis ing fro m proc· 
esses such a!) decline in Dl" A repair. lipid peroxidmion ;md 
non-enzymmic modifications of prorei.n~ . _-\ gren t y;;riety of 
molecnlar mechani sm~. including: oxidnrion and glycation of 
proteins ar; \\·ell ns fonnation of nltered aspmtyl resiclues. are 
known to promote the bui ld up of dam.aged proteins in cell.s. 
[reYiew in 1) and in the exrmcellulnr mntrix during aging [2]. 
Deamid:uion of L-asparag:inyl residues nncl isomeiizn tion 
and racemization of L-ns.partyl residue~ Me weil documentt!d 
mechanisms inYoh·ed in the generation of atypicnl L ~ 

isoa spanyl and D-aspnrty l resiclues in peptide~ .:md proteins 
[reYiev• in 3-4] . L-isoaspartyl residues fl re the pœdominmlt 
procluch ùom these noJh:!tlZ)'lllfl tic reactioœ.,. These pMh­
wnys are .s.tmmwrized in Fig. (1) . 

Hil\"CTIO~AL CO~SEQUE~CES OF ACCU.VlULA­
TIO~ OF A ITPICAL ASPARTYL RESIDl"ES 1:\" 
PROTEI~S 

In proreins comaining arypical L-isoaspartyl res idues. th~ 
peptide b:1ckbone i~ transferred from the o.-carboxyl group to 
ihe side-chaiu ~ -carboxyl group (Fig. (1)) . As expecred. !his 
ne\Y peptide backbone affecr.s tertiary protell1 r;trucnu·e and i::. 
USli<1 lly detrimemal ro prorein function . For instanc~ . 

• Addre!Os cosnsponckuc~ to rhi.., author nt the UmYen,JC~ dn Qui bec ;l 
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deamidation ofo.A-cty sta llllt at Asu101 :md Asn 113 and of 
o.B-crys.tallin at A~n 1 -1 6 induced major change;; in the (j: n11C· 

nu·al and fuuc1ioual propenies of these proteius (5.6]. Fur­
thennore. when wild-rype aA-ety stn llin was incnbared with 
deamida ted a B-cty s tallin. protein complexes showed dimin­
ished chnperone nctiYity nnd formation of shorter olig:omers 
than did complexes composed of d~amidnt~d cc..\-ct) 'S tn llin 
and \\'lld-rype aB-crystallin {6). Since. during nging. lenses 
accunmhlte extensively deamidared fonns of a-, ~- nnd y­
cty stallins [reYiew in 7). these multiple ~ires of demnidation 
that appenr with differem kinetics shoulcl deeply affect pro­
re in stmcnues. This support.s. the assnmption rhflt this non­
enzynwric modification comriblHes to crysta ll in insolubili ry 
during ag:ing. HoweYer. further ;; nl<lies wil1 be requi.red 10 

<t %ess the real contribution of crystallin deamiclntion to lens 
opaciry or to catarëtcts whîch are rhe mnjor cëluse of blind­
Il~% world\\· ide. 

In some cn:>es. the form:~tion of L-i,;,oaspflrryl residnes 
leach) ro :l gain of fnncrions. This has been \Yell illustmted 
\\'Î th both cA!viP-dependem prorein kinase A (PKA) ;md 
tibronectin. PKA is a teirameric kinase composecl oi two 
regulntory subunits nnd two ca tnl ~.tti c s.ubunirs. The l..':tl t:~ lyt i c 
subm1its (C) of PK.~ exis t in three n'll'ianrs and rwo of them. 
Co. and C~. are de:uniclnted by about 30% m Asn~ in ,·h·o [S. 
9]. The more acicl ic ~-..T-tenuin :l l end of deamidated catn lyt ic 
snbnnits of PK.A faYors n cytoplnsmic localiz:~tion that re­
su it~ in a lower phosphoryhnion le\\~ ) of trnnscription fnctors 
of CREB fnmily [9]. 

Fibronect ÎIIS are ndhesive protei a1s of extracelllllnr 1natrix 
thar armch celU, du·on~h their llner:1ct ions with \·m·ious in ~ 

tegrins. Interestingly. it has been report~d rhat d~nmida ri on 

:.ç,) 2011 Beutham Scil'll\f' Publi ~be rs Lttl . 
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fig. (1). Chemicalmoclificariou':. rhm .1re respons. ible for fonuation of damnged L-i soaspartyl n: s idu:: ~ in proreins and the n:pair ._,î i~omer­
ized <1'!-p:ntyl re'l-idne.'lo by the merhyhrnn_~femse PlMT. 
Spoutnneous denmidntion of L-aspnmginyl residne':. and dehydrarion of L-:~~;,prutyl residues in prot ein ~;, could lead to the genermion of umt:l ­
ble su~cini;nide in r ennedùne~;, thar hydrolyze to ~ mixmre of L-isoaspr1rty l ;md L-1\<:.p<'l rry l rc ">Îdues. The L-isl,.,sparryl re~ idue~ <1re theil rec­
og:nized by the enzyme PllvJI wh::re S - ;:~denosyl-1- merhionin:: (Adolvlet) is the donor for the merhyl moier ies. The m::thyhr:lusîera ~e modi­
fies the fn:e o.-c:trbonyl groups oî L-i~Nt Spc"ui)·l re:sidue:, and produce c, 5-l'ldeno<:.yl -L-homocy<:.teine (AdoHcy). Under physio log i~al condi­
tion<.. the m~thyl esur l.inbg.e would .<:.pont~neouc,ly hydm lyz~ re c,ulting in the rele~.;~ of m~thnnol nnd the fonn<'ltion of succinimide int<!'nne­
di~ rc:s agnin. MulTiple cycle~ of L-i.;;oaspnrryl rec,idnes merhyll'ltion by PHvJT n'ill gr:1dunlly rep<> ir isfllllerized prorein '> [2]. Ir hns beeu re­
poned rhnt the repair n~riou ofPCviT can n!·')tore bîolog: icnl acti\·iry ofprotein.s [2]. 

of Asn163 ar the A5u-Gly-Arg (l'GR) sequl!nce in the fi ­
bronectin N-tenninal region lee\ to an aYj33 -integrin binding 
site coutniuiug the L-isoDGR motif [10]. Fibrouectiu is a 
protein tlun is relél tively abundam in senuu rmd tissues nnd 
which exhibits lov • .- tulnoYer in tissues. Thus. it coulcl be 
predicted tlwt the spontaneous fonnnt ion and grndu~l accu­
mulation of fibronecrll1 Yvith the L-isoDGR motif cltu·ÜH?: 
aging could be a factor that influences the ~trength of ceÜ 
bindiug to the extracellulnr mcHrix é'!lld would be expected to 
affect sig.nall ing pathwnys thar nre dependent upon the acri­
nnion o f aY[)3 -imegrins. 

Alrhong:h it is u ;;;u~lly coni.. idered rhm deamidarion of L­
aspnrag: inyl re ~idues ;1nd isomerization of L-aspartyl re5idnes 
resulting in th~ formation of L-isoasparryl resiclues are clnm­
ag:ing 1Ued1anisms thar inactivare functîons in ~g:e:d proreins. 
in certain circumsrances these chemicnl modific~ rions are 
mechani~nB confen·ing: Ile!\\' prope:rties (PK..A..) or functions 
(fibronectin) to proteins. This îllustrates thar gnin of func­
rions in PK..4. . fibronecrin and likely in ot11er deamidated 
proreius is a nev.- field ro investignte for the positive effects 
of ag:lltg: on protein fnnctions. 

PIMT IS AN ENZYME THAT ' 'IETHYLHES PRO­
TE!l\'S \VITH AB:"ORYIAL ASPARTYL RESIDl'ES 

TI1e protein L-i>onspnny1 (0 -nspar tyl) methy1n·ausfera<e 
(PIMT) i~ nn enzyme rlun carnlyzes the n·anc;fer of n methyl 
group from S-ndenosyl-L -meù1iouiue (AdoMet) to free car­
boxyl groups of abnonna l a:o,pmtyl rei,idues to repair them 
Fig. (! ) [3. 11]. Pli\H is nbiqnitons1y expressecl in li\"iug 

being:s from bacteria to lnunans. Htunau PHviT (12] is n 
monomeric enzyme contnin ll1~ ~:: 6 runino ncids wi th n mo-
1ecnlar weight of 2-1'<00 On (Fig. (l )). TI~e nlouine res idne at 
the N"H2-rerminus end is acerylnted (Fig. (2)) . Tlu·ee donwins 
for Adoi\•Iet biudiug hnYe been ideut ified in lnumm PI!VIT 
(Fig. (2)) . 

In most studies. PL\11T is described as. an üm·acellular and 
;o1nbk protein [-;· 11]. HoweYer. certain >mdies (Table 1) 
h:tYe rep011ed thar P!).ff could be a~soc iared wirh cell organ ­
elles. . For instnnce. Pll\1T actiYity was detectable in micro­
somes and in mitochonclrin in addition to cytosol in r;1t li\·er 
[ 13]. PllviT wns as~oc inred with rm cnrdiac mitochondria by 
proteomic ana lys is [ 14]. PTh1T \Yas aho idenritïed by im­
nmnoblot in both soluble nnd nnclenr ti-aerions of Xruop1H 
/ae ,·is oocyres [ 15]. Fnrthennore, PIMT presence """' de­
tect~d by cnralytic act i,· iry in nu brnin membnmes (16] nnd 
by inuuunobloting: in bmin cytosol and cmde membranes 
from rat. ox nnd hu man [ 1 ï ]. In the hm er case. the rnr mem­
brnne-a:o:;sociared Pli\4T wns re leased by detergents but was 
resis. tanr ro compounds kno\\11 to extract periphernl and 
loosd y bouud proteins. . Recently. ir lm~ been rep011ed rh<H 
mou~e brnin PI~v!T \Vas present in protein complexes ,,·hich 
co-immLmoprecipimred with the nticrombnle-assoc i;~ted 

protein lB Cv1AP1B) [IS] suggesting that PIMT is also a;so­
ciarecl wirh the cytoi,keleron. Since the primary s:tmcmre of 
PI.\1T predictS a hydrophilic prote in. it~ rt5soc iation with cel! 
compnrrmenrs such as microsomes. mirochondria tt nd nuclei 
or ir.s clockiug ro membranes could be mediared rhrough 
i.utemction~ with other protein o:, to fonn complexes. as wtts 
demonstrnted wîth the i\·L~lBIP I~'!T complexes. 
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c 
fig. (2 ). Schem~ric srmcn1re oflmm.an PIY!T. 
Hunwn PUvii is <t ~m:1 il nud monomeric protein conrnining 2'26 nmino r~cids. The nlanine res.idne nt the ~-tennin;~l end j., mocl itied by <tc ery ­
lnt ion [12). Tlm:e clom.:tin r:. for AdoMet binding hnv~ illso been ideurified in htuu:m PrviT (91]. 

Tnble-1. lornlization of tiH" Re-pa ir Enzyme PDIT in :\hmmnlinm 

locO'\liz:.tion S11ecirs Tiss ut>s F 1·:1ctiom R('f('rtiiCf.S 

1llri\cellul:~r ).'L·uumnls Allexanuned Soluble [I l ) 

Human Br<un .Merubr:m~~ [ il) 

Bram :v[icrombule.; [IS) 

Br:un Membrane.<, [1 6) 

Henn Mitochroudn:~ [1-1) 

L1wr M.itocluondn:~ [13) 

).{iCt'O !>Oilll." ~ [13) 

Exrraallnlar Hmu.·u1 Bram Cerbrospm<~l fluid [21) 

Brea<,T Tumor mtenritiôtl fln id [20) 

Blood Hemodialy'>IS llmd [ 19) 

Amk from til( ..oluble cell fumon \\1Jere PL\'IT t5 mually foll<l!!. ;ome smches h:tw reponed that rhe C'ttzyme 1<. :tl>O pre1.em m orher ce li cOUJPJrtl.Un!tS :a ~ \\eU Js OlliS~~ a Us m 
Ul.lJ\lJIUh. 

Addirionally. prot~omic nnalysis of pro teins which hcl\'1! 
been >eparored by SDS·PAGE and idenrified by mass .;pee· 
rromerry has demou::. rrm ed thar PDllT \vas among the 292 
protei.ns fmmd in hemodialy& iC) fln id [1 9]. Sünîlarly. proteo­
mic annlysis im·t!stigaring the proreins secreted in nunor 
inter:;titial fluid found rhnt PHviT was clifferently expressed 
in patients wirh brea~t cnncer (::!0). ~~loreo,·er. PIMT was 
iclt!ntified in lmnwn post-mortem cerebrospinal tluid (2l]. 
Surprisingly. eDNA microcnray mwlysis showed thal PHviT 
mR.!'JA was derected in cdl-free amnioti~ fluid from both 
enploid and Do\,·11 synch·ome femse.s [22]. These obsep:a­
rions indicêl te thar PI:rvrr has a bro:tcler ri~sue distribution 
specrnun thon initially expectecl (Table 1). In facr. the>< data 
support the possibiliry rhm the PIMT repair funcrion could be 
exre:nded to the exrracellnlar e:nYiromn~nt. l11e releaf)e of 
PI~1T Jikely occurs rin its excretion by Înt<lct ce lis or nfrer its 
liberat ion by broken cells . These po;sibiliries open new 
aYenues for Îll \·est igating the rep<~ir function of Pll'v!T and 
improving our nnder&tancling of irs role in nornwl and pmho­
Jogical stme~ during nging. 

:VIETHYLATIO:'\ OF ISO:\ŒRIZED ASPARTYL 
RESIDUES BY PI:\H SLOWS DO\:Y~ THE ACCl"­
:\'IVLA TIO~ OF AB~ORJ.\'I.AL PROTEP.iS 

The merhylariou ncri,·iry of Pil\11T is directecl towarcl; L­
isoasparryl :tnd. ro a Jesser degree. D·aspartyl residnes but 
does not modify orher fonns such a~ L-aspartyl or D­
îsoasp:u·ry l residne~ [3. 11]. PIMT mnni fests n broad speci-

ficity for protein .;;ubsrrates nnd the merhylnrion of L­
i~oasparty l re'i idues cau repair the polypepride bn..:kbone in 
damoged proreins (Fig. (1)). For in.rnrlCe. we show<el thar 
treatment of rype-I collngen isolated from old rats with re­
combinant PHviT restored cell migrarion on ng:ecl collngen 
[2]. HoweYer. the PI~IT cttpacity to repair proteins i~ limited 
by se,·era! factors. Fir>rly. th< abnormal asponyl residue ; 
lllll'>t be Jocnred llt the prorein surface <; ince lmried resiclnes 
are nor occessible ro PIMT. Seconclly. the L·isoaspanylresi· 
clue;:; nre more efficiently methyl;ned by PI~1T them are other 
altered a.r,pnrtyl re.r, idues. Thirdly. numerous L- isoa~pnrtyl 
re.s.idnes nrise ti·otn the deamiclntion of L-nspnrnginyl ref:. i­
clues and their methylation by PIMT couic! tran~fonu them ro 
L-n!>pnrty l residues raù1er them conYert them bnck to the 
origllt:~l L-n sparaginyl residues. Con~equenrly. the deami­
cbted proteins wou id now hm·e :'l repn irecl peptide b.:~ckbone 
bnr nlso carry an exrrn neg:nri\·e ~harge from L~aspartyl re~i­
dues. Thus. despite the repair act iYity of PIMT on seYeral L­
i~oaspartyl and D-asparryl re~idues . there is st ill " slow but 
grrldnal !lccumulation of non-repnirecl or partially repairecl 
proreins thar could contribute to the molecular clysfunctions 
found in normal aging anclllt age-related pê! rhologies. 

PD'IT IS HIGHLY ABl:~m.A~T I~ RAT .A.'"D HCVL\:'11 
BRAI~S 

A .. .nalysis of PI~'IT in diff~reut rat tissues showed thar th~ 
highest cnta lytic actiYity was in brain [:! 3]. In agreem~nt 
with this. inYestigation of PI?viT expre~sion by inmnmoblot~ 
ting demonstrated its presence in aU tissues examined with 
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the hiohest J,"·el in rat brain [ 17]. PIMT activiry is ubigui­
rous it; nH brain regions but is panicularly eleva red in cortex. 
hippocampus. h)1lothalanms and sn"ianuu [23-24] . Recent 
proteomic studies agree with these pre\·ious repons. demon­
strating thm PINIT is highly expressed in different rat brain 
ree:ions. For in stance. PI~11T ~vors were eas ily visualized by 
gel s t~ining \\'Îth colloïdal Coom ass ie Blue and were among 
the 148 most abunclant hippocampnl pro teins identified in n1t 

[25 ]. These findings for PllviT in rai hippocampus were 
recemly contï.rmed by orhers [26]. Furthennore. inununo­
chemical analys is wirh a PI::VfT ant ibody in ra t brain sho\\·ed 
thot the protein was localized mflinly in cortex. hippocnm ­
pus. coqms striamm. thalamus and amygdala [2 7). PI~1IT 

was one of the down-regulated proteins in the ti·onta l cortex 
of nus rreated wirh methmuphetamine. nn nddict i\·e psycho­
stimulant drug [28]. In contrnst. proteomic annlys is demon­
srrarec\ thar PUvfT le\'eL":i increa:;ed in the srrinnun of nns afrer 
chronic rreatn1ent wi rh rhe arypical anripsychotic cln1g: 
rispe1iclone [29]. 

Inlnunan brain. proteonüc analy<; is re\'enled that PI ~ifr is 
presenr in frontal. p:1rieta L rempornl rmd occipital lobes of 
both broin hemispheres [30]. Another smdy. nsing proteomic 
approaches with biopsy samples obrained from epilepsy 
surgeries. detec ted Pi l\.1T in superior temporal gym s [3 1] . ~~ 
addition. proreomie technologies allow~d the identification 
of PllviT in the cerebellum of lnunan fe rai brain [32]. Inter­
estingly. se\'eral proteomic sn1dies ha\'c! reported thar brain 
PI?v!T amonnt was modulated in di!>ease!, such as bmi.n m­
mors [ 3 3. 3 ~] . schizophrenia [35.3 6] and in corticobas nl cle­
genennion. a neurologicn l disorder [3ï ]. C'ompnrnth·e 
mR.!~A profiles by eDNA mieromrny mlftly!, ÎS in nenrons 
obrnined by laser-cnpmre microdiss ection fron1 crmdate nu­
cleus showed thnr PIMT mfu'<A was s trongly inhibited in 
flrade 1 Huntimzron" s disease \'er:;us normal brélins [38]. 
Ü\'eral1. rhese d~ tn indicate rhat PIMT ~xpression is diff~r­
enrly reg.ulmed in specifie brain regions and thal elt!Yated 
PI~~rT rtmounr.s in paniculnr brain strucmres sngges t thnr it.'io 
repair acti\"ity of damaged asparryl res iclues could be sign ifi ­
emlt for maintaining the physiological funetion.'> of these 
areas during rtg: ing. 

At the cellular level. an llnmunoehemieal ana lysis of 
PI~1!T disrriburion in rm brain showed thar rhe merhylmms­
fern ~e was mainly obsaYecl in neurons [2ï ]. _ Totably, nen­
rons in sub~tantia ui!!ra. locus coem l~us and parm·entricular 
nucleus conrai.ned high PIMT leYel> [3 9]. Enrichmem of cell 
1')1Je~ from rat brains demonstri.lted that PI).1T acti\'Î ry was 
alscr ~tronz1v nsso12.ia red wi th oli2:odendrocvres but to a lower 
degree 11·iri; n> tt·ocyies [ 16]. Th~se repons ;,-ere supported by 
an imnmnohisrochemicnl smdy showing thar rat PINIT was 
strongly expressed in neurons but nlso in gl ial eells nnd oli­
godendrocytes [40]. In ndditi.on. Pll\.H wns one of the few 
proreim. th ar were upœg:nlated in transgenic mice O\'erex­
pressing rhe inducible transcription factor Zif268 in forebrain 
neurons [41]. Togetl1er. the high Pii'viT le\·els in several brain 
region~ rtnd partieularly its ele\·ated expression and/or ae tiv~ 

ity in nenron:; highlig:hr its critical role for neuronal func­
tions. 

Interestingly. PIMT enzyme ac ti\'i ry has been measnred 
in Î'iio lnted rat synnpto~omes [23] while proteomie ~ntCii e s 
have identitïecl P IMT in rat cortical synaptosomes [ 42] and 
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in lmman fronrn l g:y11ts and occipital cortex synapto,!,omes 
[43]. On the other hand. electrophysiologica l m easurements 
ll1 brain s lices from PI~1IT -detïcient mi ce showed thnr synap­
tic rranstnission is ahered wirhin the hippocampus ét nd thar 
the hippocampnl CA3 region presented widespread cle;ten­
eration in m ossy fiber tenninnls [44 ]. PEVIT locn lizarion in 
rat and lmman synaptosome~ nnd the nbetTant synnptic 
trangmission in PEviT -detïcient mouse inclicMe th at its clown­
regulation. w ith the atteudant reduced eapacity to repfl ir 
dnmaged proteins Ül synnptosomes. eould hnYe mnrked con­
sequence~ for neuronal pla~ t ici ry and ~ynflptie fnnctions 
during: aging:. Consequenrly. PINIT dysregnla tion in neuron~ 
and synapto <;omes could t:,\·or pnthological conditions :..uch 
a ~ the eognit iYe impainn~nt nnd dementia often nssoc îated 
\\ 'Î th aging:. 

SEYER4.L KEY PROTEil'S 1:'1- SY:\..I.PSE FC:'I'C­
TIOl'S ..I.RE ISO:VIERIZED 

Early inve5tigrttions have clemonstrnred di fferent patterns 
of PHviT ~11bstrates in S)11rtptic membranes from \1lriou:; 
brain reg ion :;, in bo th rrtt nnd cattle [ -l 5]. !V!ore reeenrly. pro­
teomic appronehes were app lied to brniu homogenates from 
PIMT - d~ficient mi ce to identify da mn geel pro teins bearing L­
i; oa>partyl residues [ 46.4 i]. These smdies showed tl !nt a ­
synuclein ~mel (3-synuc\ein. t\\'O proteins found in presynaptie 
nen·e tenn innls . . :md S)1l:lpsin 1. n protein loefllized on the 
cyrop\asmic surface of s.mall pre5ynnptic \·esicles. were ma­
jor methylation rarg·ers for recombi.nr\nt Pl r-. IT inclicating tha t 
these prote ins were en sily îsomerized in brain. Ho\\'e\·er. to 
unclerstand PHVIT functio ns in nenropln<;tieity . extens i n~ 
analyses of d ifferent subproteomes oi isomerized proteim 
from presynaptic pm1icle s. synaprie \·esicles . synapr ie me.m­
bmnes nnd post'>ynaptic densities fro m borh excit:.tory and 
inhibitory synapses wi ll be es';entinl in orcier to clnrify. at the 
molecular lenl. the relationships bet\\·een PIMT expre;s ion. 
accumulation of damaged proteins carrying atypica\ n~pnnyl 
residues. synnp tic feant res and the decline of cogni tive ti.mc­
tiom; in aging: . 

Besid~s it role in presynaptie terminnls . a -synuclein lws a 
specialrelevanee in P:'lrkinson ' s disease. ~~Iis:; ense mutations 
in the a -synuclein gene can cause an inherited fonn of Park­
inson 's clisea;)e while higher express ion of a -;;;ynuclein in ­
crea:;es the risk of c\e\·eloping sporadic Parkinson' s disease 
[48]. SeYernl ~mdies haYe shawn that aggregated a ­
synuclein fibrils nre the mrtjor eon5:. tin1ent in Le''1' bodies. a 
pathologiea l hnllmrtrk of P<~rkinson 's disease. On the other 
lumet. 1~ - synndein is tt~ually COi t~ icl ered ns neuroprotecti,·e 
ba~ed on its abili ry to coumeracr 1he o. - ~ynudein aggregation 
in the brnin. Howe\·er. t\\'0 missew;.~ mutation:, in B­
synncleîn haYe been iden tified in pati ents w îrh sporndic and 
fami lial Parkinson ·s disease [-19]. Tnken together. these data 
~uggest thar both u: -synuclein nnd B-synucleÎll mig:ht be 
im·ol\'ed in rhe p<lthog~ne&is of synucleopathie.'io and notably 
in Parkinson" s disease. As we nored nbove. two proteomic 
~ntdies ha\'e demonstratecl thar a -synuclein and j)-:..ynuclein 
were methyl aecepting proteins in brain homog~nares from 
PIM T-cleficient mi co [ 46.4 7]. In addi tion. ir hns been re­
ported thnt wild type and mutrltt!d u.-synuclein were ensily 
cleamidmed in ,·irro , ~t 15 a.';pnraginyl residues but primrtrily 
at Asn 103 and Asn L- residues (50]. The;)e laner t\VO n:..par­
:~giny l resiclues r~re localized in rhe disordered carboxyl re-
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gion of c1. -synuclein. Thus. the in 1·il·o darn from Pli\1IT­
deficient mice plus tl)o~e from th~ ;n vi1ro denmiclation of a­
;;ynuclc:>in sn22:esr thar chrmgc:>s in the confonnationnl sn1tc­
h,res of o.- sy;l~lclein anclJ3-sYnuclein ari::, ing from the fonna­
tion of L-isoa::.partyl residues could participa te in the:> genc:>ra­
tion of insoluble fonns of both protc:>ins fot lll cl in Parkin~on· s 

clisease and related clementias. 

Pll\H LEVELS APPEAR TO DECLI!'Œ GRADUALLY 
WHILE PROTEIM WlTH ATYPICAL. ASPARTYL 
RESIDUES ACCCVIL"LATE DURIKG AGI:"G 

Ahhough most report:; on PEV!T h<n·e assumecl thar its 
mnin function is to repair damag:ed proteins. few snldies 
have mwlyzed the impact of aging on its regulation nnd ac­
rivity (Table 1) . For instance. n study measuring Pl lVIT activ­
ity in n'tt brain soluble fractions showed an enham:ement of 
1.5-fo1d between .< weeks of 1ife and in acln1t; aoed 16 weeks 
[51]. This \\as accompanied by a paralld ncct;mulation. by 
1.9-fold. in PIMT ;mbs ~·ntes during this period. Another 
study \Ùth rat brain showed that the Pil\1T lewl asse>Sed by 
inmmnobloning in soluble frnciion 'S i.ncrea':i ed nbout 2-fo lcl 
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berween 2 and ll week li after birth then remained unchnn2ed 
until 55 weeks iu ole! rats [ 1 7]. PIMT mRNA levels iu wl;o le 
rat brain :md cortical re2ion~ assessed bv Northem blor 
analysis. increased grndua .. lly from birth un~i l week 21 then 
declinee! partia lly in Yery old animais ngecl 107 week; (J.J] . 
Similnrly. anoù1er study analyzing PIMT mRNA expre>Sion 
by Northern blot in rat brain 110ted thar PHvlT transcripts 
increasecl abom 2.5-fold from birth tullil the nge of 28 weeks 
then maintainecl this )è\·el up to 96 weeks [40]. Compnri, ou 
by immunohistOchemi~try of PI NIT leYds in dentrtte gyrus 
and subiculum showed a hig:her inummoreac tiYity in 2 yenr 
old rar brains than in tho~e from anima ha aged S weeks [ 40]. 
In kidney cortex. PI:I'lT acti,·ity in soluble fractio us de­
crensed by 30% between rnts ngecl 3 weeks and those nged 2 
months. then remained ~ table for up to 12 momhs [52]. ln rn1 
liYer. PI~H actiYity in the soluble îrnction peoked nt bil1h 
then d!!clined rnpidly duriug the ftrst month and was constmu 
for the next 3 months [51). Another report showed that he­
pntic PIMT substrnres accumnlated strongly. about 8-folcl. in 
rnts ngl!d 12 momh:; comparecl to yonug mts ngecl 20 week:) 
[53]. 

InUle 2. .-\sse c; c;meut ofPDlT Le,·els in Old R:H ;1 ud Hnmnn Tissues 

Ti~SU{'<; PniT (~ l•thods) OhWoung [ffens Re-fE"I't'llC{'S 

RAT TISSUES 

Soluble prot~ms from brain Prot~in (\Ve<, tem blm) ~ Sr<lble [1 71 

11 we.:-ks 

Who le brain and conic;~lrl"giou nl&'\A (Nonhem blot) 107 weeks Declmedpi\rtJally [241 

21 week<. 

\\11t->l e brain mR.'\A (Nonlltm b lot) 96 \\'l"C'k<:. St:lble [40! 

28 weeks 

D enrate gyn1!. and mbicu llUu Protl"in (lnunuuolll tochemisrry ) 1w.:m. lucreilsed [40] 

S week~ 

Soluble pro tems from k1dney cortex Euzyn\e acrrvity 12 momh r, St~tble [52! 

2 months 

Soluble proteim from liw r PI~T substt·nre <:. 1 ~ month'> U1cre Med by S-fold [53 ] 

20 weeks 

HùYIAN TISSUES 

Soluble proteut'> from ">Upl"rior pnriet.JI En.Z)l'llC' <lCh\'ity 88 \'C'.lf~ Increa!.ed [54! 
cortex 56yeM\ 

Frontal co rtex mR.'\IA (eDNA microarr.1y;) > 73 \'('.lf ') Deue.Hed br 2.7.fold [55! 

< 42 )'C'ill"~ 

Periphera llymphoc:o-·te '> mR..'\IA (cDNA microarr.1 )'\) > 70 ve.us Decre.Hed by 3 .6-fold [56! 

< 30 yean; 

Lens nuclei Enz)llle acti,·ity 62-73 \'('tif'(, Denet~<,ed by ~· fold !57! 

3<27 yean 

D.uk brown iens mtd et Enzyme :~ c tt\·ity 71 -Sln:m Decrensed by 5-fold [57] 

3-27 yeat'> 
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In lnunons. fewer dota ore available regarcling: the effects 
of normnl n2 it12: on PI~1IT re2nlt\ tion and the Jc:ctunulntion of 
its substrat; s (Table 2). Tw~nty years ago. a smdy rep01ted 
thot the ;,pecific acti,·ity oi PI!viT increased between 56 and 
88 yeors ok! in soluble proteim preparee! from the superior 
parietal cortex of post mortem brains [54). In contrast. recent 
smdies haYe shown that PIIVIT le,·el oppears to decline in 
lmnwn cluring nging. For ins t.nnc:~. a sn1dy inYestiga ting the 
regulation of gene expression in the hunwn brain dnring 
aging found th<H PJ:\•lT mR.."'JA decrea sed by 2.7 fold in fron­
ta l cortex of people older than 73 years relatiw to indi\"idu­
als yonnger than 42 years [55] . In fact. PI!viT "·as among the 
.J% of about 11 000 genes am lyzed thm were s ignilïcantly 
modified by aging [55 ). These observations in human ti·otltal 
cortex are consistent with anotl1er report also using eDNA 
microM1·ay ana lysis that indicated thar PIMT mR.t"'IA in pe­
ripherallymphocyte;, was 3.6-fold lower in indiYiduals older 
than 70 years than in those younger than 30 years [56). 

In lett':i nuclei. PI?viT catalytic acti,·ity was significnntly 
decreased. by at [east 50%. in individuals aged between 62 
nnd 73 year:S. as compared ro rhose ag~cl bem'eeu 3 and 27 
years [57]. Fttrthennore. clark brmm lens nuclei from in<li­
Yiduals aged between 7 1 and 8 1 years had a greater loss of 
PI~1IT nctiYÎty. n10r!! than 80% reduction. a':i comparèd to 
nonnal nucld len~es ti·om peoplè ag:ed bel\veen 3 and 2ï 
year> [57]. C"onYersd y. methyl acceptor proteins were 
strongly accnmnlated in nnclear extracts. at leaq 10-folcl. in 
both nonnal old and cataract knses cluring aging [57 ]. In 
addition. Nonhern blo t quantification in epithelial cells lo­
cal ized in lnun::m lenses from normal donors and from cam ­
racr patients n1nging frotn 61 to ï9 years demonsrrnted thar 
Pil\IT m.R.t"'JA levd s were sign ificantly lower. by 32% for the 
2.5 kb transcript and by 42 % for the 1.7 kb transcript. in 
CJ taract lens thau in those fmmcl in nonnal a2e-tnatchecl lens 
[58]. -

Indeed. long-lived protein> like the lens protein.s are good 
candidates for rhe formation of L-isoa;,panyl res iclnes (Table 
2).· But. proteins with a shoner half- li, ·e are also known to 
accunmlat~ L-isoaspnnyl residues. Despite thar synapsin la 
pos;,esses a half-life of about lS hours [59]. it wa s easily 
isomerized inmice lacking PIMT [47]. In addition. the mm­
over of n1bulîn in rat brain is somewhere bet\.veen 5 and 15 
da ys [GO]. Intere>ting: ly . tnbnlin accnmnlates rapiclly i;oas­
partyl ;.ire> both ill ,·irro and in rat P C12 cells incubated \\"ith 
a methyltranferase inh ibitor [ G 1]. Both. o.-mbulin and ~­
mbulin were <1111011§! the tnnjor isomerizecl brain proteins in 
PIMT-defi cient mice [46.47]. Moreowr. ''"' reported thar~­
mbulin ,~:as a tnajor isotnerized protein in hippocampus of 
patients suffering of mesial temporal lobe epilepsy [6è ]. 
These patients were characrerizecl by a lower (50%) PIMT 
expression in hippocampus [62]. The stab il iza tion of certain 
proreins with aging could be another mech:mism fnYoring: the 
accumulation of isomerized proteins. For instance. pulse­
chase experÏlnents of o.-synuclein innmture neurous showed 
thllt its abundance i.ncreasecl by post-tmno; lation~ l stabiliza ­
tion dnring nging [63 ) and;,, , ·in·o data have ~ho \.Vll thar u.­
synuclein was easily deamid~ted [50]. Together. these obser­
Yationo; indicate thllt ir would be releYant to perfonu pro­
remue annly~es of lnunan brains nnd other t Î~5ues li S. weil to 
identify isomerized proteins thar accumu l~te chuing normal 
aging. 

D~\ro.siers nud Fn11i lus 

Most data in fronta l conex. lymphocytes ~nd lens nuclei 
support the a%Hll1ptîon for a g:rlldnnl decrl!nse in PilVIT ex ­
pression inlmmans during aging (Table 2). Howewr. further 
investiga tion~ will be required to deYelop n broader and 
deeper concepttwl frmnework for the essential repair role of 
PllviT in maitltaining brain functions chu·ing ng:ing and in 
protecting aga inst t"lge-related diseasèS. To re:1ch thi; gor\1. n 
~ysrenKitic inYestigation of gene trau~cription. mRJ'\JA r, tabil­
ity. protein ex.pn!':ision rmd ntnlo\·er ns well as ca tnlyric acti\· ­
iry must be clone in ~pecifîc brain regions. for example in 
cortex and h ippocampus. of an animal mode! where this 
enzym!! is highly expres~ed in nl!urons and i:; nbundaut in 
synapto~omes . The:,e completnentmy llpproaches \\·onld 
g:enernte a globa l picntre of how nging: regulate :; PHviT ex ­
press ion and how PIMT dysregular ion aifects brain perfonn­
ance during aging. The LOU/C/ja ll rats could be a potential 
animal madel for smdying PLVIT regulation dnring brain 
a2Î.I12 since th is su·nin ha!) been rlescribed a:, a model of 
h~althy oging characterized 1\"ith a long life expectancy (29-
34 mmlllb) 1\"ithout de,·d oping gross and se,·ere pathologies 
[64]. 

PI:viT RESPONSE TO HOR.VIONES A~D SIG~.ALI!'\G 
P ATHWA YS DL"RING AGL"G Aèi/D FOR."VL-\. TIOK OF 
ISO:'I'IERIZED PROTEI~S 

The decrènSe in le\·els of certain honnones during r~gin g. 
including imulin-like growth factor-! (IGF-I) and estradiol. 
coulcl result in reduce :1ctivntion of a Yariety of signaling 
parhways and are associated with brain deteriora tion [65]. Ir 
is also known that cell smTi\·al s ignnli.ng pnthways snch ns 
the MEK/ERK l/2 and Akt/S6K pathways ~re dowmegulated 
in the aged brain [66]. HO\\·e,·èr. spar:S. e data arè a\·ailablè on 
hormones and signoling pothways oeting on PIMT in mam­
tnals. In addition. nothing is known about how the age­
regulated pathll"ays affect PIMT expression. Recently. ''"' 
reported that PIMT upregulation by the ant iconvulsant clmg 
,·alproic acid is mediated by both ihe GSK-3/13-catenin and 
c-Raf/lv!EIVERKIRSK pathways [67.68] . A decline in the 
ncti\·at ion of the:,e pathwlly<; during aging. :,ugg:est5 dimin­
ished cellular obility ro induce PIMT in response to hormone 
!;tinmlarion. The identifica tion of other signaling pathways 
stimuléning: or inhibiting. PHviT gene transcription Î!) required 
to allow a better understanding on ho\\" ag: ing regula tes PIMT 
quantity nnd acti,·iry. 

On tl1e other band. PIM T \\"as reported to be associated 
. 11·irh protein complexes [1 8]. Tlm; . using: prote11lllic ap ­

proache':i to êl Sses':i the dynamic changes in PII\1T -interacring 
proteÎnli . i.e . interClctome. would grea tly help to understancl 
its regulJtion during aging. In particul<tr. the ideniitication of 
Pil\liT partner5 in bnlin wonld ilhuninate its critica l function :; 
in cognitiY~ processes and how its capncity to repair isomer­
ized proteins could prewnt tl1e denlopment o f dementias in 
the elderly. 

PROTEI:'I OXIDA TIO~ Al'<l) IMPAIR.t"VIEèi/T OF 
PROTEASO:'I'IE ACTIVITY DVRièi/G AGIKG COULD 
PRO:viOTE THE ACC UMULA TIO~ OF DAiVL\.GED 
PROTEI:"S BEARI~G L-ISOASPARTYL RESIDUES 

Higher amounts of i:,omeriz~cl prOtèÙlS i.u aging could 
result from factors promoting their fonnarion and from con-

94 



Dnmnged Proteins Benriug L-is·ompnrr,,·l R t's idu.•s nud Agiug 

dit ions decreasing their repair. Pro teins nre major tnrgets for 
oxiclmi ve da mage and the accunmlarion of oxidized p ro teins 
hns been as~ocia ted ,,-ith aging. Aside ft·otn protein oxida­
tion. ox iclat i\·e stress has been sho\\"Il to induce thè forma tion 
of L·isoa, partyl resiclues in proteins [69]. These authors 
postulated tlwt the increased protein isomeri.za tion dependent 
on oxidarive srre:>s \\"as media red by remnmgem ent5- of pro­
te in strucmre [69]. Moclerately oxiclizecl ce ll prote ins are 
rapidly clegréld ecl by the protellsome w hi} o;;> heavily oxidized 
proteins are eliminntecl by lysosomes [ïO]. Ho\ovev o;;>r. protea ­
somal ac tiYity declines during aging [71]. The ÎlllJXlÎrecl 
protea.some actiùty cluring human aging would fac iliwte :u1 
accumulat ion of oxiclized and misfolded proteins. Thus. 
hig.her ra tes of protein oxida tion conjugated to lower tnnl­
o\·er of oxidized proreins could be factor~ conrribnting: to 
prote:in isomer ization during aging. Some of the:se new L­
isoaspmty l residnes are likely buried wirh in di:'>n.lptecl SUllC­

nu·es of oxidized proreins rhus escaping: recognition and 
repair by Pll\H. 

Additionnlly. it also remains to de tennine whether accu­
mulation of isomerizecl proteins dnring aging rçflo;;>cts le% 
effi cient enzyn1e ::.c tiYity since PI!viT can nndergo damaging 
non-enz;..-mat ic post-translarionnl modifications inclucling: 
format ion of L-isoaspnrtyl residnes in irs strncnm~. as bas 
been d o;;>monsrrmed ill ' 'il7'0 [7.2], nnd likely by oxidat ion as. 
wei l. Tlms . molecu lar aging by accumulation of damaged 
proteins cmTying: L-ison:;partyl re;; idues probably result from 
borh an increase in the generation of isomerized proteins as 
weil a> by n decline in the repair actiù ty of PIMT. leacling to 
formation of prote in ag:g:regates tha t e\·entua lly induce cellu­
lar clysfunc tions. 

POLY\10RPIDSM l:" PL\1T AND AGL'IG 

The lnunru1 PIMT protein is polymOI1Jllic nt the 119"' 
amino ne id . Cllélracterizat ion of the cnrnlytic actiYÎty of the 
Ile 119 nnd Val11 9 isofonus in reel bloocl celllysates indic med 
thar the Ile119 isofonn has higher thenno:, rabiliry and specifie 
nctiYi ry while tlle Vnl119 isofonn po~ses.:; ed a greater sub­
:; rra te nftïn ity [73]9 !v!olecular dyn3mic :) Îlnu l~ ri ons ha\·e 
-:;hown that the Ile1 i~ofonn catalyzes rhe merhy larion reac ­
tion but appears. to ha\·e cl ifficultie s recog:uizing specifie 
sub>tra tes [74]. Wl1en the Ile/V al allele> of PIMT were com­
pnred in the Ashkennzi .Tèw ish popula tion between o lcter 
people (a1·ernge age : 87 .2 yenrs) and younger ones (m·eragè 
age 36.2 years) . it was observecl thnt 65% of the o lder 
popnlmion lwcl a heterozygous genotype compared to 45% in 
young:er control group [73 ]. Thus. it é!ppears adYan tageous ro 
hrwe both PL\1T isoforms for pi'eYenting the accunmlation of 
isomerized proteins during ng: lltg. But. funher b iochemica l 
and epidenliological inYe:, tig:a tions in Yarious populations 
would be required to demonstrate wheth er PIMT heterozy­
gosity is adnmtageous oYer homozyg:osity for promoting: 
longe1·ity . 

PROTEI~S C:ARRYI:'IG L-ISOASPARTYL RESIDUES 
AND PIMT C\ ALZHEIMER ' S DISEASE 

Alzhe ll_n~r· s diseas.e i~ rhe most common fonn of demen­
tia in thé elderly. At the molecular Je,· et. this disense is chnr­
acrerizecl by tho;;> fon nat ion of extrncellular amyloid d~po :)it s 

or plaques and by imraneuronal neurofibrillmy tangles. The 
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primmy componenr of senile plaques is 1>-mnyloid (Ai3) 
peptide \\·lüle the nenrolï brillary tan~des nwinly consist of 
prot~in aggreg:ates of h)·lletv hosphoty lated tau and ubiqu itll1. 
In addition to hypeqJhosphoty la tion . tan in neurofibril hugç 
tane: l ~s is a l ~o k.nown to be isomerized ar Asp193 and Asp3 7 

ancf demnida ted nt Asn3s1 (7 5.76]. A.n in ritro measurement 
of proteins with abnormal asparryl resiclues in cortex fro m 
Alzheimer bra ins founcl él decrense of nbour 25% as cOiu­
parecl to normal tissues [77]. Thi ~ reduced in \ 'ilro methyla­
tion in Alzheimer samples was inte1vret ~d as the result of n 
greater methylntion rate of altered nspartyl residues in lj,·ing 
brain [77 ]. In contras t. prore ins ossoc imed 1\'ilh neurofibril­
lary tangk prepara tions isola tee\ from Alzheimer brains con­
ta ined about rwice as n1any tnethyl accepting proteins than 
did the S\UTOtmding gray 1na n~r and 1.5-fold more thnn clid 
similar prepnrations from conn·ol bm ins [78]. These two 
reports demonstrate an accunmlation of alrered nspnrty l 
residue:> in A lzheimer ·s clîsease but. in conrrasr to tho s~ 

present in w hole cone~c the altered aspnrtyl residues in neu ­
rofibrillmy tangles were not ens ily repnired by PIMT. Fur­
thennore. in l 'itro methylation reac tion~ in isolateclneurotï­
brillary tnng: le;; represents a mininuuu amouut of altered 
aspan y l residues in tau ond in other proteins since PIMT 
could ha1·e some diflicu ]ty in recognizing nll nltered asparl)-' l 
residu~s in protein 11gg:rega tes. Howe\'er. it remains to b~ 
established \\'hetller these altered a;,partyl residues in these 
proteins are a cause or a resu lt of Alzheimer·~ d i ~ease. 

\Vhen PI:'\H specifie actiYity and methyl-nccep ting pro­
reins were qLwmified in ~oluble tÎ't'lctÎOJl:) from parietal cor­
tex. no significant differences were seen between A lzheim~r 
patients and npproprinte control> [54]. In contrast. gene ex­
pression proti l e~ in hippocampa l an topsy samples u:S. ing: 
eDNA micronnays showecl thot PllVIT mRNA was slrongly 
r~duced. --2-fo ld. in A lzheimer spec Unen:S. Yer~us controls 
[79]. But ribonucleas e protec tion annlysis of Pll\H mR.!"\JA 
abundnuce ll1 Alzhe Îlner bra in~ clen1onsn·ared a 1.5 -fo ld 
increase of rrnnscript leYel re lotiYe to conrro ls [80]. Tl1ese 
apparently contradic tory data may rellect the different meth­
odologica l npproaches u~ed to asse~s PH~1IT in Alzheimer· s 
disease. For instance. the absence of,·ariation in PI~ IT acti\- ­
ity and methyl-acceptÎ.llg proreins Îll parieta l cortex bet\\·een 
Alzheim er pmients and controls [54] is probab ly due to the 
frtct thar analyses were petfonned in \Vhole cortical ~amp les . 
Alrhough porentis lly interesring. the clecreased PIMT mRNA 
obserwd by eDNA nlicroarrays [ï9] and ir;, increased leve! 
seen by ribonuclease protection an~ lys is [80] in Alzheimer 
patiems need to be valicla ted b y another method like rea l­
time PCR. 

Inulllmohistoclto;;>nlica l teclH1iques denlOtlstrated tl1nt 
deszeneratll12 nenrons in . ...\lzhe:imer brains were characterized 
by~ a strong .. er llnmunostainlltg: for Pù\1IT ll1 the cytopla ~m 
[76]. These obserntions were supponed by other inununo­
histochemical analyses showÎ.l12 that Pll\1IT was associa t~d 

\\'ilh neurotïbrillary ton~des [80] nncl thot a PIMT antibocly 
sta ined the outer strucntre of neurofibrillmy ta11gles (76] . 
Together. these immunohistochemica l results support the 
hypothèsis tha t Pl tv!T is re located to\\'~rd neurotïbri llm-y 
tangles. possibly in an artempt ro repair alter~d aspartylœsi­
dues pres~nt in rau nggr:!gares. a hallmark of Alzheimer's 
clisease. 

95 



Currt'/11 A.gi11g .Sâi'llcr, 20 11, Vol. -1, No. 1 

Using animal models of Alzheimer· s disease [81] which 
owrexpress or not PIMT wonld a llo"· testing the hy1:rothesis 
thot PIMT redistribution to neurotibrillmy tangles is to repnir 
th!! clama geel tau cnrrying atyp ical asparryl residnes. Notably. 
the constinni\·e PUv!T o,·erexpression in an anima l madel of 
Alzhe imer" s disease wou Id help to determine whether this 
repair enzyme conld prevent the fonna tion of altered asparryl 
residues in tau nnct orher protei.u~ . rhus decrensi.ug protein 
aggregation :md neuronal ·d~ath. In addition. an an ÏJnal 
model expressing an indncible PHviT gene thM is adiYated 
only nt latter s tng~s . when neurofibrillary wng les are alrendy 
fonned. would demonst:rate whether PIMTs nbility to repair 
isomerized tau might rednce the progression of Alzheimer "s 
disease. These animal modds conld also serve to explore the 
molt!cular 1nechnnisms tri22erilt2. PUviT rt!cl istribnrion to­
wnrd neurofibrill:-tt) 1 tangle; .. in de'genernting neurons in Alz­
heitnt!r· 5- dis e:~ se. 

Besicles tan. the Af) 1
.J

2 peptides that accmnulate in coni­
cal neuritic plaques and AJ31

" 
0 peJ)tides in the walb of cere­

brnl Yasculamre in Alzheimer brains undè'rg.o isomerizarion 
and HlCè'lnization [reYiew in ï 6]. For in~tance. A() peptides 
isolated from compact ruuyloid cores of llè'ttritic ple1qnes 
from Alzheimer brnim conwinecl aherecl aspany l re;.idues at 
positions 1 and 7 which were mostly L-isoaspartyl residues 
[82]. Similarly. Ail peptides from the lep tomeningeal mi­
croYasculantre possessed the same srrucntral altemtions due 
ro isomeriznrio11 at Asp1 :md demnidation m Asn7 [82). Fur­
thennore. inunnnological sntdies by inununohistochemisrry 
and Westem blot analyses clemonstraied tha r antiboclies 
cleveloped against Aj3 peptides cany ing L-isoaspany l resi­
clues at positions 7 or 23 recognized almost a li plaques in 
hippocampus and blood vessels ti"om A lzheimer ln·ains thar 
\Wre sta inecl by an an tibody against Aj3 peptides [83]. An­
other imnmnohi~tochemica l annly:)ÎS using: CUl antibody di­
rec ted ag:ainst a synthetic Ail peptide with an L-isoaspartyl 
residue at position ï showed that isomerized mnyloid 
plaques were ensily detected in frontal cortex a> clnsterecl 
deposits with a widespread dish·ibution \\·h ile in hippocmn­
pus the distribution was more eYen bnt also wide:Spread [84]. 
Unlike conex and hippocampns. isomerizecl mny loid plaques 
werç poorly detected in cerebellum [84]. These amyloid 
plaques were often positiYe for thiofla\"in as is typically 
fm md in mnrure plaques incl ica ting: th nt isomerizatiou of Af) 
peptide:, nt po~ ition ï occtu·s when AB peptides are conYerted 
ro a fibril form [84] . It wac; also observed thar ~ome i. c; omer­
ized amyloid plaques were assoc in ted wirh act iYmed micro­
glia (84). Quantitmivè image annlysi:, demonstrated that the 
amount of Ï5omerized amyloid plaques was con·elnted with 
dementia senrity in Alzheimer brains [84]. Tlli> latter result 
ngrees wirh nnother report showing that isomerized Al) pep­
tides are preferentially localized in the cores of montre 
plaques when fronta l cortex of Alzheimer brains were 
probed with an antibocly thar recognized Ail peptides isomer­
ized at botll pos itions 1 and ï [85]. Similarly. inununohisto­
chemical ana ly>is us in2 an Aj3 antibodv actiYe a2aittst [D­
Asp7. D-Asp1' ] racemi~ed Aj3 1

.; 5 pepti;les fnrthe; revea led 
that racemized A[) peptides were nlso present in senil e 
plaques of Alzheimer brains [86]. As expec ted . inununohi;.­
tocltemicnl mwly> is did not cletect PIMT in senile plaques 
[76] since the repair enzyme is u>ually present itmacellularly 
(Table 1) . 

In ,·irro assays were perfonned with synrhesized A~ 
peptides can-y ing: different modiiied aspartyl re.~, idues intheir 
sequence ro ducidate their contribution to aggre2Mion prop~ 
erties. In conn·a:,t io ..::ontrol peptides and AB t-<~l peptides 
with L~isoasparty l resiclnes nt position 7. those isomerized nt 
position 23 clearly manifested a hig:her agg:regatiou rate [S3]. 
lu addition. in Al) 1-'

0 peptides incubated with zinc to pro­
more their a,ggregntion. those wirh L-isoaspartyl re~idue5, ar 
position 23 Dggregated rapidly compnred to contro l ~e~t ides 
and to peptides isomerized at position ï (S.l ]. lu Aj3 -' pep­
tides where L-Asp resiclues were changed for D-p •. ;p resi­
due . .:;, thè' a2a:re2.ation was nccelemted in D-Asp' nnd D­
Asp13 ~~'?:rtide~ ,.~rsns the control peptides [86]. Furthennore. 
111 Al~ · peptides where D-Asp restclues were substtntted tor 
L~Asp residues. racemization of Ar:;p23 promored peptide 
aggregarion nnd fibril fonnntion whi le racemization of A~p 7 

ddayed the si>ns of aeoreoation [Si]. Tlms. racemizarion of 
L-Asp7 into D:Asp7 in-. .\13 1

' '
0 peptides incre~sçd the nggrega­

tion ra te but hnd the opposite effect in Ap 1
.'

5 peptides. l11ese 
results demons.n·nt~ that both isomerizmion nncl rac emization 
of L-Asp residues in most Aj3 peptides could affec t their 
insolubiliry and aggreg:ntion in mnyloid plnqttes. 

Aj3 peptides are cleri\·ecl by proteolyric cleaYage of the 
exn·ncellnlar region ti·01n the membrane protein f)·mnyloid 
precnrsor protein (APP) (88 ]. Since Afl peptides isomerizecl 
at Asp 1 were fOl md in ng:gregated amyloid plnques nnd si nee 
fonnation of L-isoaspartyl re;. idues is possible withiu a pep­
tide clwin only, thef:, e findings indicnte rhm PTotein i .~,omeri­

zation occurs prior to APP clem·age by ll -secretase. BACE-1 
is the mnjor 13-secrètase in the brnin. Interestingly. isomeriza­
tion of Asp residues ar the fl -secretase cleaYnge site resulted 
in Joss of BACE-1 acti \·ity on the protein APP but had no 
effl!ct on the acriù ty of carhepsin B. nnother protease ne ting 
as a j3-;.ecretase [89]. ln fa ct. cathepsin B cleaYecl isomerizecl 
Afl peptides fas ter thau their normal coutllel1Jarts [89]. Inter­
estingly. cathepsin B JeyeJs are known to be markedly ele­
, ·ared in Ali heimer"s disease [90]. l11esç data suggest thar 
fonnmion of L-isoaspnrty l residues could wke place gradu­
nlly in hmnnn APP clnring brnin aging: and tha r isomerization 
of APP could tàcilitate its proteolysis by ca thepsin B leading 
to the release of Aj3 peptides can·ying N-termina l L­
i:,oaspartyl rèsidttes. 

CO~CLL"SIO~S 

Accumulation of clnmaged prmeins c:nl'yiug (lbnonnal 
asparryl resiclues in their strucntre appears to be a lwllmark 
of aging. In particnlar. gradually increasing h~Yel s of isomer­
ized proteins in neurons could affect. to \·m·ious degrees. 
seyera l biochem ica l proces ~e~ iu lmmrnl brain aud syn(tptic 
plasticiry. Over tüne. the increase of isomerized .protein;; 
could eYenn1ally conn·ibute to the progressiYe decline of 
cogniri,·e function c:; \:vith age nnd probably coH!d participate 
ro the progression of many ueurodegeneratiYe diseases in ­
clucling: Alzheimer ·s clisease. 
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ANNEXE V 

RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES OBTENUS AU COURS DU DOCTORAT 
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Figure 1.1 Le TBHP stimule l'expression de la PIMT associée à la fraction protéique 
insoluble au Triton X-100 dans les cellules U87. La fraction Triton X-100 insoluble est 
enrichie en protéines cy~osquelettiques, en protéines nucléaires et en caveolae. 
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Figure 1.2 L' ARNm de la PIMT est présent au niveau de la fraction Triton X-100 
insoluble dans les cellules U87. La vinblastine (vinb) est un inhibiteur de l'assemblage 
des microtubules, tandis que la cytochalasine D (cytoD) est inhibiteur de la 
polymérisation de l'actine. 
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Figure 1.3 Effet de l'angiotensine II sur l'expression de la PIMT dans les cellules SH­
SYSY. 
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Figure 1.4 Effet du donneur d'oxyde nitrique SNP (nitroprusside de sodium) sur 
l'expression de la PIMT dans les cellules U87. 
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Figure 1.5 Le 8-Bromoguanosine 3',5'-cyclique monophosphate (cGMP-Br), un 
activateur des protéines kinases dépendantes du cGMP, induit l'expression de la PIMT 
dans les cellules U87. 
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