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RESUME

La formation de neurones fonctionnels au cours du développement passe par la
prolifération cellulaire, la différenciation en neurones, la migration des neurones
jusqu’a leur positionnement final et la synaptogénése. Un dysfonctionnement dans ces
étapes serait a I’origine de maladies neurodéveloppementales. La céruloplasmine (CP),
une protéine a cuivre régulatrice du métabolisme du fer, est exprimée a la surface des
astrocytes dans le cerveau. Elle pourrait avoir un réle dans 1’organisation tissulaire du
systéme nerveux. En effet, nos études antérieures réalisées avec des neurones dérivés
de cellules souches P19 ont montré que la CP peut induire leur agrégation et influencer
le profil d’expression de la reeline, une protéine essentielle a la bonne organisation des
neurones. Ainsi, afin de poursuivre I’identification des mécanismes des actions
neuronales de la CP, nous avons pensé que son action neuroagrégative pouvait (1) étre
associée a des changements dans I’expression de la N-cadhérine et la B1-intégrine,
deux molécules d’adhérence cellulaire grandement impliquées dans le développement
neuronal, et (2) dépendre du cuivre présent dans sa structure. Des lysats totaux de
neurones P19 traités ou non avec la CP ont été analysés par immunobuvardage. Dans
les neurones non traités, les niveaux de la N-cadhérine et de la B1-intégrine augmentent
au cours du temps durant la culture, mais ceux de la N-cadhérine le font plus
tardivement. La proportion soluble de la N-cadhérine est légérement moins importante
que sa fraction insoluble, ce qui différe de la Bl-intégrine dont la portion soluble
prédomine sur la fraction insoluble. Le traitement avec la CP n’a pas eu d’impact sur
les niveaux totaux des deux protéines et sur leurs niveaux de solubilité dans le Triton
X-100. La CP n’a eu, de plus, que peu ou pas d’impact sur la phosphorylation de FAK,
une kinase activée par les intégrines. Enfin, la CP aurait tendance a stimuler le délestage
d’un petit fragment extracellulaire de la N-cadhérine mais a un trés faible niveau. Nous
n’avons pas remarqué de délestage pour la B1-intégrine. Les atomes de cuivre de la CP
sont associés a des résidus d’histidine. Nous avons traité les cultures de neurones P19
avec le composé d’histidine2cuivre (His2Cu) en comparaison avec le composé de
serine2cuivre (Ser2Cu) et des sels de cuivre. La Ser2Cu mais non I’His2Cu induit une
neuroagrégation. Contrairement, aux sels de cuivre, ces deux composés ne sont pas
toxiques pour les neurones aux concentrations neuroagrégatives de Ser2Cu. D’autre
part, la CP réduite en cuivre induit 1’agrégation des neurones P19. En conclusion,
I’action neuroagrégative de la CP ne semble donc pas étre associée a des changements
d’expression de la N-cadhérine et de la Pl-intégrine. L’action neuroagrégative de la
Ser2Cu laisse penser que le cuivre biocomplexé jouerait un rdle dans I’action



Xiv

neuroagrégative de la CP et que la réduction en cuivre de la CP pourrait avoir été
incompléte.

Mots clés: Cellules souches embryonnaires et neurones P19, céruloplasmine,
neuroagrégation, molécules d’adhérence cellulaire, N-cadhérine, [B1-intégrine,
composés a cuivre, His2Cu, Ser2Cu.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Contexte de la recherche

La lignée cellulaire P19 est un modéle de cellules souches de type embryonnaire
qui permet d’étudier certains aspects du développement embryonnaire in vitro,
notamment la différenciation cellulaire et la maturation fonctionnelle de ‘cellules
nouvellement différenciées. Dans cette étude, c’est la différenciation en neurones qui
a été exploitée.

La céruloplasmine (CP) est une protéine a cuivre multifonctionnelle. Elle est
sécrétée par le foie dans la circulation sanguine mais elle est aussi retrouvée au niveau
des astrocytes dans le cerveau. Son r6le le mieux établi est celui de régulateur du
métabolisme du fer. Cependant, le traitement de neurones P19 avec de la CP induit
’agrégation de ces cellules et modifie le profil protéique de la reeline, une protéine
indispensable au bon positionnement des neurones dans le cerveau en développement
(section 1.3.3(f)) . Ces deux actions neuronales de la CP soulévent la possibilité que la
protéine pourrait avoir un réle dans le développement du cerveau. Les mécanismes de
ces deux actions sont peu connus mais certaines considérations nous ont amenés a
nous intéresser a des protéines d’adhérence cellulaire, spécifiquement la N-cadhérine
et ’intégrine fl. Nous avons examiné aussi 1’effet de petits complexes de cuivre
formés sur le modéle de deux molécules d’acide aminé (AA) pour un atome de cuivre
(His2Cu, Ser2Cu).

Compte tenu de ces différents aspects, nous présentons, dans 1’introduction, un

bref apergu du modéle cellulaire P19, les propriétés et activités générales de la CP ainsi



que ses actions sur les neurones P19, une application thérapeutique de I’histidine de
cuivre (His2Cu), et différentes informations sur les cadhérines et les intégrines. Cette

mise en contexte est suivie des hypothéses et objectifs du projet de recherche.

1.2 Modéle cellulaie P19

1.2.1 Généralités

Les cellules P19 sont des cellules de carcinome embryonnaire qui ressemblent
beaucoup aux cellules souches embryonnaires primaires. Elles ont été€ isolées d’un
tératocarcinome, formé a la suite de I’implantation de cellules d’un embryon de 7,5
jours de souris dans un testicule de souris adulte (McBumey, 1993). Les cellules P19
sont non-différenciées, proliférent rapidement et indéfiniment, et ont un caryotype
euploide male normal qui leur confére une stabilité génétique. De plus, elles sont
multipotentes et donc peuvent se diﬂ'_érencier en plusieurs types cellulaires aussi bien
in vivo que in vitro (McBurney, 1993 ; Rudnicki et McBurney, 1987) en présence de
différents inducteurs (Fig.1.1). Le diméthylsulfoxide (DMSO) et I’acide rétinoique
(AR) sont connus comme deux inducteurs de la différenciation cellulaire (Molski et
Konarski, 2006). Le DMSO, un solvant non physiologique permet ’activation de
plusieurs facteurs de transcription cardiogéniques tels que GATA-4 et Nkx-2.5, et
conduit & la différenciation des cellules souches en cellules cardiaques (McBumey,
1993 ; Rudnicki et McBurney, 1987). C’est aussi le cas de I’hormone peptidique
ocytocine (Paquin et al., 2002). En revanche, en présence de concentrations élevées
d’AR (10°M) administrées précocement, les cellules P19 se différencient en neurones
(Cadet et Paquin, 2000 ; Chiuefal., 1995 ; McBurney, 1993 ; Rudnicki et McBurney,
1987). Les mémes concentrations d’ AR administrées tardivement générent des cellules

musculaires (Bouchard et Paquin, 2009).
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Figure 1.1 Le modéle cellulaire P19. Les cellules de carcinome embryonnaire de
souris P19 sont indifférenciées, prolifératives et pluripotentes. Elles
peuvent se différencier en dérivés cellulaires des trois feuillets germinatifs
in vivo et in vitro (AR, acide rétinoique; DMSO, diméthylsulfoxyde).
(Figure inspirée de Rudnicki et McBurney, 1987).

1.2.2 Avantages du modéle P19

Le modeéle P19 est trés utile pour étudier la différenciation cellulaire in vitro.
Dans notre cas, il permet 1’étude de la différenciation neuronale ainsi que la maturation
des nouveaux neurones en neurones fonctionnels. Les cellules P19 se comportent
comme des cellules souches embryonnaires normales mais sont plus faciles a cultiver.
En effet, elles ne nécessitent pas une co-culture avec des cellules nourricieres. Elles

sont plus facilement manipulées génétiquement et biochimiquement, et se différencient




peu de fagon spontanée. De plus, elles permettent d’obtenir rapidement des neurones
immatures et de suivre 1’acquisition de caractéristiques moléculaires, morphologiques
et physiologiques spécifiques aux neurones normaux du systéme nerveux (MacPherson
et McBurney, 1995). Les cellules embryonnaires sont considérées comme un matériel
de greffe en médecine régénérative. Méme si les cellules P19 ne peuvent pas étre
transplantées chez I’homme, elles peuvent donner des informations sur les conditions
et les mécanismes de différenciation potentiellement transposables a des cellules

embryonnaires humaines.

1.2.3 Différenciation et maturation des cellules souches P19 en neurones

La différenciation neuronale s’effectue en cultivant les cellules P19 durant 4
jours, du jour 0 (JO) au jour 4 (J4) en suspension dans des pétris bactériologiques, en
présence d’AR 0,5uM . On a ainsi des corps sphéroides flottants souvent appelés corps
embryoides (Fig. 1.2). Ces corps embryoides sont dissociés en cellules individuelles
qui sont mises en culture adhérente dans des pétris de grade tissulaire et cultivées en
absence d’AR. Les neurones avec leurs prolongements neuritiques sont visibles au bout
de deux jours (J6 de la différenciation). Si la culture est poursuivie au-dela de J8-J10,
des fibroblastes et des astrocytes apparaissent. L’ AR induit la différenciation neuronale
en se liant a des récepteurs nucléaires et en activant la transcription de génes cibles
(McBurney, 1993). Les neurones nouvellement obtenus présentent plusieurs
phénotypes caractéristiques de ceux que I’on retrouve dans les populations neuronales
normales du systéme nerveux central (SNC), en particulier les neurones du néocortex,
de ’hippocampe et du striatum (Cadet et Paquin, 2000 ; MacPherson et McBurmey,
1995). Les neurones P19 synthétisent une grande variété de neuropeptides apres la
dépolarisation de leurs membranes comme la somatostatine (Cadet et Paquin, 2000) et
le neuropeptide Y ainsi que des neurotransmetteurs tels que 1’acide y-aminobutyrique

(GABA), I’acétylcholine (Parnas et Linial, 1997) et le glutamate (Jeannotte et al., 1997




; MacPherson et McBurney, 1995 ; Sharma et Notter, 1988). De plus, ils expriment
les enzymes nécessaires a la synthese, la bioactivation et la dégradation de ces

messagers neuronaux.

Figure 1.2 Micrograhies de cellules P19.- A Cellules non-différenciées. B Cellules
regroupés en sphéroides flottants en présence d’AR a J4 de la
différenciation. C Neurones P19 bien étalés, a J6 de la différenciation.

Par ailleurs, ils expriment des marqueurs neuronaux tels que 1’énolase, la BIII-
tubuline, les neurofilaments, la protéine associée aux microtubules-2 (MAP-2), les
protéines associée a la croissance (GAP-43), une protéine nucléaire spécifique des
neurones (NeuN), le glucide HNK-1 (Human Natural Killer-1), ainsi que plusieurs
autres antigeénes spécifiques (Jeannotte et al., 1997 ; Laplante et al., 2004 ; McBurney,
1993 ; Poirier et al., 2006).




1.3 La Céruloplasmine (CP)

C’est a la fin des années 1940 que Holmberg et Laurell ont décrit et caractérisé la
CP. Plus tard, elle a été trouvée dans le plasma de nombreuses espéces de
vertébrés (Vassiliev er al., 2005). Cette protéine fait partie de la famille des
meétalloprotéines a cuivre, laquelle se divise en deux groupes : le groupe des protéines
a cuivre bleu, qui comprend la CP mais également 1’hémocyanine, la laccase,
I’ascorbate oxydase et 1’azurine, et le groupe des protéines a cuivre non bleu avec

I’amine-oxydase sérique et les diamines oxydases (Patel ef al., 2000).

1.3.1 Caractéristiques et structure

La CP est une glycoprotéine de type az-globuline, de poids moléculaire d’environ
132 kDa, qui est présente dans le plasma (Qian et Ke, 2001 ; Vassiliev ef al., 2005).
Le gene codant pour la CP est situé sur le chromosome 3q23-q24 et contient 20 exons
avec une longueur totale d’environ 65kb (Vassiliev ef al., 2005). Chez I’Homme, cette
protéine est constituée d’une seule chaine polypeptidique de 1046 AA (Qian et Ke,
2001) et posseéde 7-8% de carbohydrates (Zaitsev ef al., 1999). CHaque molécule de CP
se compose de six domaines, allant de D1 a D6, chacun comportant environ 175 AA
(Fig. 1.3 et 1.4) (Vassiliev ef al., 2005). Ces domaines sont arrangés en deux triades,
pairs et impairs, qui forment deux pyramides triangulaires similaires emboitées et
inversées 1’'une par rapport a I’autre (Fig. 1.3A) (Vachette ef al., 2002 ; Vassiliev ef
al.,2005). La présence de cinq ponts disulfures a la base des domaines D1 a D5, confére

a la protéine sa structure tridimensionnelle (Fig. 1.3B) (Patel ef al., 2000).
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Figure 1.3 Représentation tridimensionnelle de la CP. A) Les six domaines de la
CP sont représentés par six couleurs différentes, rouge (D1), bleu (D2),
vert (D3), bleu pale (D4), jaune (D5) et vert pale (D6). Les six domaines
de la CP sont arrangés en deux triades, I’une composée des domaines pairs
D2, D4, D6 et I’autre des domaines impairs D1, D3, D5. (Zaitseva ef al.,
1996). B) La localisation des six atomes de cuivre permanents est
représentée par des cercles, les cercles jaunes correspondant aux ions de
cuivre de type 1 et les cercles rouges correspondant aux ions de cuivre de
type 2 et 3.

En plus de ces six domaines, la CP contient six atomes de cuivre "permanents"
ainsi que deux sites de liaison occupés partiellement & environ 50%, par des atomes de
cuivre labiles (Lindley er al., 1997 ; Zaitseva et al., 1996). La présence des ions
cuivriques permanents au sein de la structure de la CP est importante puisque, en leur
absence, la protéine n’a pas d’activité enzymatique. On parle alors de la forme apoCP,
qui est une forme plut6t instable et rapidement dégradée (Gitlin, 1998). Les six atomes
de cuivre permanents sont situés dans les domaines pairs (2, 4 et 6) de la protéine ainsi
qu’a I’interface des domaines 1 et 6 (Fig. 1.4). Ces atomes de cuivre sont sous forme
Cu?" et ils sont organisés selon trois types de coordination. Les trois atomes localisés

dans les domaines pairs sont de type I et ils sont responsables de la couleur bleue de la



protéine ainsi que de son absorbance a 610 nm (Machonkin et al., 1998). Ils sont
coordonnés a deux résidus d’histidine, un résidu de cystéine et un résidu de méthionine
(Vachette et al., 2002). Les trois autres atomes forment le noyau trinucléaire catalytique
de la CP, a la jonction des domaines 1 et 6 (Fig. 1.4). Ce noyau est constitué d’un atome
de cuivre de type II et deux atomes de type 11l (Vassiliev et al., 2005). Le cuivre de
type 11, aussi nommé cuivre « blanc », est associé a deux résidus d’histidine ainsi qu’a
un résidu d’AA a caractere polaire. Les deux autres atomes de cuivre de type 111 sont
reliés chacun a trois résidus d’histidine et & un atome électronégatif tel que 1’azote ou
I’oxygene. Ils sont diamagnétiques et montrent une absorbance maximale 4 330 nm
(Zaitseva et al., 1996). La CP peut également lier des atomes de cuivre labiles au niveau
des domaines 4 et 6 qui ne participeraient pas a I’activité catalytique (Lindley et al.,
1997). Quand les domaines D1 et D6 de la CP se rejoignent, les sites de liaison des

atomes de cuivre II et III sont complétés.
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Figure 1.4 Relations spatiale et linéaire des domaines de la CP. A) Les six
domaines de la protéine D1 & D6 sont montrés ainsi que la localisation des
atomes de cuivre : @,type [;@.type 2 @ type III; X, sites pouvant accueillir
les atomes de cuivre labiles. Le noyau trinucléaire catalytique de la CP est
situé a la jonction des domaines 1 et 6. B) Représentation linéaire des six
domaines de la CP et leur regroupement en plus grands domaines Al, A2,
A3. Les principaux fragments de la CP générés par activité protéolytique
in vivo sont aussi montrés. Figure inspirée de Takahashi ef al., 1984 et
Zaitseva et al., 1996.



Une perte des ions de cuivre de type 11l entraine la perte irréversible de 1’activité
catalytique et de la conformation tridimensionnelle. Néanmoins, une perte des ions de
type I n’entrainera pas d’effets structuraux importants dans la CP (Vachette ef al.,
2002).

La CP présente des homologies avec la superoxide dismutase (SOD) bovine
(Richardson ef al., 1975), la cytochrome oxydase (Barrell ef al., 1979), I’ascorbate
oxydase (Zaitseva ef al., 1996) et la laccase (Germann et Lerch, 1986). De plus, la CP
posséde dans sa structure des sites sensibles a 1’action protéolytique (Fig. 1.4B)
(Takahashi ef al., 1984). Dés lors, la protéine plasmatique purifiée peut étre obtenue
sous forme entiére avec un poids moléculaire d’environ 132 kDa et sous forme de deux
fragments, respectivement de 110-116 kDa et 16-20 kDa, possiblement dis a une
métalloprotéase présente dans le plasma (Fox ef al., 1995). Le groupe de M.A.
Mateescu (1994) a décrit une méthode de purification de la CP par chromatographie
sur aminoéthyl (AE)-agarose. Cela a permis d’obtenir une protéine présentant un grand
degré de pureté, peu ou pas contaminée par des fragments, et trés homogéne
lorsqu’analysée électrophorétiquement. La protéine ainsi purifiée présente un rapport
A6100m/A280nm d’une valeur égale ou supérieure a 0.04, I’absorbance 4 610 nm étant due
au centre cuivrique bleu et I’absorbance & 280 nm au contenu protéique. Cette valeur
correspond a un critére reconnu pour juger de la pureté ainsi que de 1’intégrité

conformationnelle de la CP (Lovstad, 1981).

1.3.2 Biosynthése et expression

La CP est majoritairement synthétisée dans le foie, par les hépatocytes, d’abord
sous la forme apoCP au niveau du réticulum endoplasmique. Par la suite, elle est
chargée en ions cuivriques (holoCP) dans 1’appareil de Golgi, pour finalement étre

libérée dans la circulation sanguine, ou elle est responsable du transport de 70 & 95 %
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du cuivre plasmatique (Floris ef al., 2000). Un défaut d’incorporation des atomes de
cuivre dans la CP résulte en la sécrétion d’une forme dépourvue d’activité catalytique
( oxydasique et feroxydasique) et rapidement dégradée dans le plasma (Healy et
Tipton, 2007).

En plus d’étre synthétisée majoritairement par les hépatocytes, elle est aussi
retrouvée dans les reins (Linder ef al., 1998), mais également dans les poumons o1l une
augmentation de I’ARNm a été observée 4 la suite d’une hyperoxie (Fleming ef al.,
1991). De méme, en 1986, la présence de l1a CP a été détectée dans les lymphocytes T,
les macrophages et les monocytes humains par hybridation in situ (Yang, F. et al.,
1986). Plus tard, I’équipe de Kunapuli ef al., (1987) note la présence de grandes
quantités de CP dans les lignées cellulaires de cancer du cdlon et du sein. Les études
qui ont suivi ont montré 1’expression génique de la CP dans le placenta et les testicules

(Aldred et al., 1987), et dans les glandes mammaires (Jaeger ef al., 1991).

‘D’autres études ont montré qu’il existe une forme de CP liée a une ancre
glycosylphosphatidylinositol (GPI) localisée a la surface des cellules leptoméningées
dans le cerveau, des cellules gliales de Muller dans la rétine et des cellules de Sertoli
dans les testicules (Kono, 2012). Dans le cerveau, la CP-GPI est retrouvée également
a la surface des astrocytes, en particulier les astrocytes associés aux vaisseaux sanguins
et a celle des cellules de Schwann. La CP capable de se lier a un groupement GPI (Patel
et David, 1997 ; Salzer et al., 1998) est produite par I’épissage alternatif des exons 19
et 20 de son géne. Cet épissage alternatif cause la substitution des cinq AA C-terminal
de la CP sécrétée par une séquence de 30 AA hydrophobes contenant le site de liaison
du groupement GPI (Fig 1.5) (Patel et al., 2000).
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Figure 1.5 Comparaison des séquences C-terminal de la CP sécrétée et la CP-GPL
Ici, les deux formes de CP (sécrétée et GPI) proviennent du méme géne par
épissage alternatif. La différence entre les 2 protéines se tient au niveau des
AA C-terminal. La CP sécrétée se termine par les 5 AA ETKSG. Dans le
cas de la CP-GPI, la cassette encodant ces 5 AA a été remplacée par une
cassette de 30 AA contenant le site d’attachement a I’ancre GPI (souligné).
Dans le cerveau, c’est le transcrit de la forme CP-GPI que I’on retrouve de
manicre prédominante (Patel et al., 2000).

Il est & noter que plusieurs facteurs peuvent influencer la quantité de CP
circulante dans 1’organisme. Les concentrations de CP augmentent notamment durant
la grossesse (Healy et Tipton, 2007), la phase aigué¢ de la réponse inflammatoire
(Trocello et al., 2010), I’infarctus du myocarde, I’hyperthyroidisme et certains types
de cancer (Healy et Tipton, 2007). Certaines hormones, également, agissent sur la
biosynthése et la sécrétion de la CP, comme 1’adrénaline qui accroit la quantité
d’activité oxydasique ainsi que la concentration d’ions de cuivre dans le sérum (Evans,
1973). L’oestrogéne peut aussi augmenter la synthése de la CP sérique (Ganaraja et al.,
2004). De plus, une déficience en fer peut également entrainer une augmentation du
taux de CP plasmatique (Mukhopadhyay et al., 1997). Enfin, il a été mis en évidence
dans une lignée cellulaire d’hépatome humain que I’interleukine-1 (IL-1), le facteur de
nécrose tumoral (TNF) et le facteur-1 de stimulation hépatique (HSF1) induisent
chacun la synthése de CP (Mackiewicz et al., 1987). Cependant, lors d’une
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malnutrition ou en cas d’acéruloplasminémie (une déficience génétique de la CP

fonctionnelle), le niveau de la CP peut étre diminué (Trocello e al., 2010).

1.3.3 Principaux roles

La CP est considérée comme une protéine multifonctionnelle. Elle a des activités
catalytiques ferroxydasique et oxydasique, posséde des propriétés antioxydantes et
pourrait transporter le cuivre en circulation. Grace a son activité ferroxydasique, la CP
est un important régulateur du métabolisme du fer. Cette activité participe aussi a son

action antioxydante.

a) Activités catalytiques

La CP est une oxydase (EC 1.16.3.1) qui catalyse 1’oxydation de différents
substrats. Elle génére de 1’eau, contrairement aux oxydases classiques qui libérent du
peroxyde d’hydrogéne, notamment 1’amine oxydase sérique et 1’histaminase (Patel et
al., 2000). Par contre, la laccase et 1’ascorbate oxydase végétales produisent aussi de
I'eau. In vitro, la CP catalyse 1’oxydation de produits phénoliques et d’amines
aromatiques tels les catécholamines, des aminophénols, des amines biogénes et des
diamines aromatiques, dont le p-phénylénediamine (p-PD) (Vassiliev ef al., 2005).
Notons que la CP posséde une forte affinité pour le pPD. Ce substrat est d’ailleurs

utilisé pour mesurer ’activité oxydasique de la CP in vitro.

La CP est également reconnue en tant que ferroxydase puisqu’elle oxyde les
ions ferreux (Fe?") en ions ferriques (Fe*). La CP a une affinité élevée pour le Fe?*
(Curzon, 1961). Cette activité ferroxydasique fait de la CP un régulateur essentiel du

métabolisme du fer et un antioxydant important.
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b) Régulateur du métabolisme du fer

Les cellules ont besoin de quantités suffisantes de fer pour satisfaire les besoins

métaboliques ou accomplir des fonctions spécialisées (Wang et Pantopoulos, 2011).
Le fer est un facteur important dans différents mécanismes biologiques puisqu’il est
essentiel a 1’activité de plusieurs classes d'enzymes, incluant les cytochromes, la
ribonucléotide-oxydase, des enzymes impliquées dans la synthése d’hormones
stéroidiennes et d’acides biliaires, des enzymes responsables de la détoxication de
substances étrangeres dans le foie, et des enzymes impliquées dans la synthése de
neurotransmetteurs (Gambling ef al., 2011). Par contre, des accumulations de fer dans
I’organisme sont associées au vieillissement, a certaines maladies neurodégénératives,
a ’athérosclérose, au cancer (Mukhopadhyay ef al., 1998 ; Texel et al., 2008).
Les cellules ont des mécanismes finement régulés qui leur permettent de contrdler les
niveaux de fer. Plusieurs protéines, incluant la CP, interviennent dans la mobilisation,
le transport ou la séquestration du fer darns I’organisme (de Silva ef al., 1996 ; Kaplan
et O'Halloran, 1996).

La CP joue un role dans 'afflux de fer au niveau des cellules par l'intermédiaire
de son activité ferroxydasique. Elle catalyse 1’oxydation de I’ion ferreux Fe?* en ion
ferrique Fe®*, lequel se lie 4 des transporteurs tels que la transferrine (Tf) pour ensuite
étre acheminé dans la cellule (Qian et Ke, 2001). La Tf est synthétisée et sécrétée par
les cellules hépatiques, les cellules de Sertoli, ainsi que par les oligodendrocytes dans
le cerveau (Texel ef al., 2008). Associée a son récepteur membranaire, abondant dans
le cerveau, la Tf chargée en fer est endocytosée par la cellule, ou elle reliche son
contenu en fer pour ensuite étre recyclée vers la membrane plasmique avec son
récepteur. Ainsi, la CP participe a I’assimilation du fer par la voie de la Tf et de son
récepteur (Texel et al., 2008). De plus, la CP peut favoriser 1’incorporation de fer dans

la ferritine (Juan et Aust, 1998), protéine intracellulaire d’environ 500 kDa responsable
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de I’entreposage du fer au niveau intracellulaire, sous une forme non toxique pour la

cellule (Texel et al., 2008).

La CP est aussi impliquée dans I’efflux de fer hors des cellules. La CP-GPI
exprimée a la surface des astrocytes co-localise avec un transporteur d’ions
métalliques, la ferroportine (Fpn). Ce dernier permet ainsi le transport du fer,
emmagasiné dans la cellule par la ferritine, vers 1’extérieur de la cellule (Vassiliev ez
al., 2005). En plus d’étre exprimée par les astrocytes, la Fpn est retrouvée sur les
cellules endothéliales de la barriére hémato-encéphalique, les neurones et les
oligodendrocytes (Texel et al., 2008). L’expression de la CP est nécessaire pour
maintenir la stabilité de 1’expression de la Fpn a la sqrface cellulaire et ainsi assurer
son action d’exportateur de fer. Ainsi, en absence de CP, ce transporteur est rapidement
internalisé pour étre dégradé, soulignant un nouveau mode d’action de la CP dans le

métabolisme du fer (De Domenico ef al., 2007).

¢) Propriétés antioxydantes

La CP serait le plus important ou parmi les plus importants antioxydants
contenus dans le sérum sanguin (Goldstein er al., 1979 ; Stocks et al., 1974). L’activité
ferroxydasique serait impliquée dans I’inhibition de la réaction de Fenton par la
conversion d’ions ferreux en ions ferriques (Gutteridge, 1985). La CP aurait également
la capacité de piéger certaines espéces réactives oxygénées (ERO) telles que les
radicaux superoxydes (O2") les radicaux hydroxyles (OH") et le peroxyde d’hydrogéne
(H202). En effet, la CP peut piéger les radicaux O2™ en catalysant la dismutation du
radical (Goldstein ef al., 1979). Elle peut également réagir avec le H2O2 de maniére
stoechiométrique ou le transformer en molécule d’eau en présence de glutathion
(Broniowska ef al., 2006 ; Brown ef al., 2002 ; Paradis ef al., 2010). Par ailleurs, en

plus de provoquer la terminaison de la chaine radicalaire, ’activité antioxydante de la
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CP serait capable de favoriser I’action d’enzymes antioxydantes Cu-dépendantes telles

que notamment la SOD (Atanasiu et al., 1998).

Le role protecteur de la CP dans divers tissus sous stress oxydatif a été mis en
évidence a travers plusieurs études. La CP protége le cceur isolé contre les radicaux
libres produits par électrolyse du tampon de perfusion (Chahine et al., 1991 ; Mateescu
et al., 1995), prévient les dommages causés par la reperfusion lors de transplantation
rénale (Baron et al., 1991), prévient I’endommagement de protéines et de I’ADN et
protege les cellules de la lyse souvent induite par les radicaux libres (Fox e? al., 1995).
Par contre, dans certaines conditions, la CP pourrait aussi stimuler 1’oxydation de
lipides membranaires, possiblement par le relachement de ses ions de cuivre lesquels

alimenteraient la réaction de Fenton (Fox ef al., 1995).

d) Transporteur du cuivre

Le cuivre est un élément essentiel dans de nombreuses réactions enzymatiques
et dans la synthése de neurotransmetteurs. Son manque ou son excés a des
conséquences sur de nombreux organes, en particulier sur le foie et le cerveau (Trocello
et al., 2010). Le cuivre est utilisé dans la synthése d’enzymes, notamment la SOD
(Vassiliev et al., 2005), la cytochrome C-oxydase, la lysyl-oxydase, I’héphaestine et la
tyrosinase (Frieden, 1986 ; Trocello et al., 2010).

La CP est le principal transporteur de cuivre sérique puisqu’elle contient jusqu’a
95% du cuivre circulant (Trocello efal., 2010 ; Vassiliev et al., 2005). Selon Vassiliev
et al. (2005), la CP se lie a la cellule, livre le cuivre (probablement le cuivre non
permanent), se dissocie de la cellule puis retourne dans le milieu extracellulaire. La CP
pourrait donc assurer 1’apport en cuivre aux tissus de tout I’organisme. Cependant, le

rdle de la CP en tant que livreur du cuivre n’est pas encore bien établi. De plus, il n’a



16

pas été observé de changement dans le métabolisme du cuivre chez les souris CP

(Meyer et al., 2001).

Le cuivre est important dans la biosynthése de la CP. Ainsi, I’absence de cuivre
entraine la synthése de 1’apoCP, une apoprotéine dépourvue d’activité
ferroxydasique (Harris ef al., 1998). Cette apoprotéine est rapidement dégradée. Un
exemple de la synthése de CP sans cuivre est la maladie de Wilson, causée par une
mutation dans le géne codant pour I’ATPase 7B, ce qui réduit considérablement la
livraison du cuivre a 1'apoCP. Les ions métalliques s’accumulent dans les hépatocytes
et y catalysent la production de radicaux hydroxyles par un cycle redox entre Cu'* et
Cu?*. Ces radicaux endommagent plusieurs molécules biologiques incluant I'ADN, les
protéines, les lipides encerclant les cellules et, finalement, provoquent une
cirrthose. Simultanément le cuivre s'accumule dans les structures cérébrales provoquant
ainsi des symptomes de dégénérescence neurologique. Parmi ces demniers,

I’hyperkinésie, la dysarthrie et la démence sont les plus visibles (Trocello et al., 2010).

e) Actions dans le métabolisme d’amines biogénes, I’inflammation et Ia

coagulation

Différentes études ont soulevé d’autres fonctions physiologiques de la CP. Ainsi,
grace a son activité oxydasique, la CP contrdlerait la concentration d’amines biogénes
dans le sérum et les tissus telles la sérotonine et les amines de type catécholamine
comme la noradrénaline et la dopamine (de Mol, 1985). Comme la CP se retrouve non
seulement dans la circulation systémique mais aussi dans le cerveau, riche en amines
biogenes, il est possible que la CP influe sur le fonctionnement de certains processus
tels que la neurotransmission et le développement neuronal (Vassiliev et al., 2005).
D’autre part, la CP est considérée comme une protéine de phase aigué puisque sa

concentration augmente deux a trois fois durant les premiers stades de I’inflammation
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ou d’une infection (Cousins, 1985 ; Healy et Tipton, 2007). Ses propriétés
antioxydantes et son activité ferroxydasique suggérent un rdle de protection des tissus
lors de la réponse inflammatoire ou infectieuse (Marques et al., 2012). De plus, comme
le cuivre posséde des propriétés anti-inflammatoires, il est possible que la CP puisse
participer a la réponse de phase aigué en fournissant du cuivre a la région lésée
(Berthon, 1993 ; Jackson ef al., 2000).

L’implication de la CP dans la coagulation a aussi été investiguée car cette
protéine contient des séquences d’homologie avec les facteurs de coagulation V et VIII
(Church et al., 1984), chacune de ces protéines ayant les trois domaines A dans leur
structure. Sans étre eux-mémes des protéases, les facteurs V et VIII participent a la
cascade protéolytique de la coagulation sanguine. Ils sont activés par des protéases de
cette cascade et, a leur tour, aident a I’activation de d’autres protéases de cette cascade.
La protéine C est une protéase qui inhibe la coagulation sanguine en inactivant les
facteurs V et VIII. La CP est capable de se lier 4 la protéine C et d’inhiber I’inactivation
de ces facteurs (Walker et Fay, 1990).

f) Un possible nouveau role dans le développement du systéme nerveux

En 2003, les laboratoires des Drs Paquin et Mateescu ont montré que la CP peut
induire 1’agrégation de neurones nouvellement différenciés de cellules P19 in vitro, ce
qui pourrait indiquer un réle dans le développement du systéme nerveux possiblemerit
en relation avec I’organisation spatiale des neurones (Maltais et al., 2003). En présence
de CP, les neurones P19 forment des agrégats in vitro, dans un délai de 24 a 48 h, alors
que les neurones non traités forment un réseau en monocouche et étendent de longs

neurites pour établir des connections entre eux (Fig. 1.6).
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Figure 1.6 Agrégation des neurones P19 induite par la CP a J6 de la
différenciation. A) Neurones P19 en absence de CP. B) Neurones P19
traités avec la CP pendant 48h.

L’hypothése d’un réle développemental a amené a s’intéresser a la reeline. En
effet, cette protéine joue un rdle important dans la migration et dans 1’organisation
neuronales, et elle module la plasticité synaptique chez 1’adulte, ce qui est favorable a

la mémoire a long terme et a I’apprentissage (Krstic ez al., 2012).

La reeline est une grosse protéine extracellulaire dont le poids moléculaire est proche
de 400 kDa et est composée d’environ 3500 AA (Lacor et al., 2000). Elle est retrouvée
entre autres dans le cortex cérébral de I’embryon et chez I’adulte. Cette glycoprotéine
est exprimée et sécrétée par les cellules de Cajal-Retzius, localisées dans la zone
marginale du cortex cérébral en développement (Zhao et al., 2004). Elle est composée
d’une séquence N-terminale, suivi d’une région charniére constituée de huit domaines
de répétitions de 350 & 390 AA chacun, et se termine par une séquence C- terminale
fortement basique (Fig. 1.7.A). Chaque domaine de répétition comprend deux parties
A et B, séparées par un motif de facteur de croissance épidermique EGF d’une trentaine
d’AA (Folsom et Fatemi, 2013 ; Panteri et al., 2006). In vivo, la reeline est clivée par
des protéases aux sites N-t et C-t, ce qui permet la formation de cinq fragments
distincts. Un épitope N-terminal est reconnu par I’anticorps G10, ce qui permet de

détecter la reeline 400K, puis les formes de 300K et 180K qui conservent la
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terminaison-N native (Jossin ef al., 2003). Peu d’informations sont encore connues sur
les protéases qui agissent a ces deux sites. De plus, 1’identité des AA reconnus par les
protéases aux sites N-t et C-t ainsi que les fonctions biologiques des différents

fragments de la reeline ne sont pas connues (Knuesel, 2010 ; Zhao et Frotscher, 2010).

Des études antérieures menées au laboratoire ont montré qu’il existe un lien entre
la reeline et la CP dans le modéle P19. Des études d’immunobuvardage faites avec
I’anticorps G10, ont montré que la CP stimule la génération de la reeline 300K
(Ducharme, 2010) (Fig. 1.7.B). Ces résultats ont été validés in vivo. Ainsi, des cerveaux
de souris ont été prélevés a différents stades de développement, depuis le jour
embryonnaire (E)io jusqu’a I’age adulte et analyses par immunobuvardage avec
I’anticorps G10 (Ducharme, 2013). Les résultats obtenus ont montré que la CP apparait
dans le cerveau en développement avant ou en méme temps que la reeline sous ses
formes 400K, 300K et 180K. Fait intéressant, la forme de 300 kDa est bien moins
abondante chez les souris CP " de E142 E17, une période caractérisée par une migration
neuronale trés active (Ducharme, 2013). Une observation faite par le groupe de David
et al. (1997) est en faveur d’un rdle possible de la CP dans la migration neuronale.
Ainsi, le traitement de cultures de tranches de cervelet de souris nouveau-nées avec un
anticorps anti-CP a inhibé la migration de neurones in vitro (Mittal et David, 1994 ;
Patel et al., 2000).
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Figure 1.7 Structure de la reeline et effet de la CP sur le profil protéolytique de la
reeline. A La structure de la reeline comporte principalement une région
N-terminale, huit domaines répétés et une région C- terminale. Deux sites
de clivage nommés sites N-t et C-t sont localisés aprés les domaines 2 et 6
respectivement. L’anticorps G10 fréquemment utilisé reconnait un épitope
N-terminal (*). Le clivage protéolytique de la reeline, par des protéases qui
ne sont pas encore identifiées a ce jour, permet d’obtenir 5 fragments
différents de la reeline. B Les neurones P19 de J4 ont été cultivés durant
différents temps en absence (contrdle) ou en présence de CP, puis la reeline
des milieux de culture a été analysée par immunobuvardage. Notons
’abondance de la reeline 300 kDa dans les cultures traitées avec la CP. Les
deux panneaux proviennent d’un méme gel (Figure inspirée de Knuesel,
2010 et Ducharme et al., 2010).
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1.3.4 Mécanismes des actions de la CP sur les neurones P19

On connait peu des mécanismes en jeu dans les actions de la CP sur les neurones
P19. Cependant, des travaux antérieurs ont permis de commencer a accumuler des
informations.

L’action agrégative de la CP sur des neurones P19 in vifro est dépendante de la
concentration en CP et est saturable au-dela de 3,8 uM (Ducharme, 2013; Maltais et
al., 2003). Cette action neuroagrégative de la CP pourrait faire intervenir certaines
protéines de liaison a la surface des neurones. En effet, des études de liaison ont montré
que la CP marquée a la digoxigénine (CP-DIG) se lie aux neurones et non aux cellules
P19 indifférenciées, ce qui laisse penser que I’interaction CP-neurone pourrait étre de
type ligand-récepteur (Maltais ef al., 2003). L’action neuroagrégative de la CP ainsi
que son action stimulante sur la génération de la reeline 300 kDa sont toutes les deux
inhibées par I’inhibiteur de trypsine de la féve de soja (SBTI) et 1’ Aprotinine, deux
inhibiteurs de protéases a sérine extracellulaires, soulevant la possibilité d’une
interrelation entre les deux actions. Cependant, comme I’AMPc inhibe la
neuroagrégation mais non la génération de la reeline 300 kDa, alors que les inhibiteurs
extracellulaire régulateurs de kinases (ERK) ont I’effet contraire, les deux actions
apparaissent indépendantes. A partir de 13, un modéle d’action pour la CP sur les

neurones P19 et sur la génération de la reeline 300 kDa a été proposé (Ducharme, 2013)

(Fig. 1.8).
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Figure 1.8 Relation entre la neuroagrégation et la génération du fragment de 300
kDa de la reeline. L’AMPc inhibe ’agrégation des neurones P19 mais pas
la génération du fragment de 300 kDa de la reeline. Au contraire, des
inhibiteurs de la signalisation d’ERK (ERKi) bloquent la génération du
fragment 300 kDa de la reeline mais pas 1’agrégation. Toutefois, les 2
actions dépendent de protéases a sérine. En effet, les deux phénomeénes sont
sensibles au SBTI et a 1’ Aprotinine qui sont 2 inhibiteurs de protéases a
sérine extracellulaires. La fléche plus longue pour la production de la
reeline 300 kDa indique que ce phénomeéne est observé plus tard que celui
de la neuroagrégation. Figure inspirée de Ducharme, 2013.

D’autre part, le SBTI et I’ Aprotinine inhibent I’action neuroagrégative dans une
fenétre de temps étroite (dans les deux premiéres heures d’addition de la CP) alors que
la fenétre de temps est plus large pour I’inhibition de la formation de la reeline 300 kDa
(Salmi, 2015). Le SBTI et I’ Aprotinine sont des inhibiteurs a large spectre de protéases

cibles.

Comme la CP a des homologies de structure avec les facteurs V et VIII de la
coagulation, et que ces facteurs influencent 1’activité du facteur X, le rivaroxaban,
inhibiteur du facteur X a été testé. Le rivaroxaban inhibe 1’agrégation des neurones
induite par la CP ainsi que la génération de la reeline 300 kDa. Ces résultats soulévent

la possibilité de la présence du facteur X dans les préparations de CP (Salmi, 2015).
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De premiers essais ont été faits pour tenter de déterminer I’importance du cuivre
dans I’action de la CP. Différents sels de cuivre ou la CP dénaturée par la chaleur n’ont
pas causé de neuroagrégation (Maltais ef al., 2003). Cependant, dans le cas de la
dénaturation par la chaleur nous ne savons pas si c’est la perte des ions de cuivre ou la
perte de la conformation qui est responsable de I’absence de neuroagrégation.
L’utilisation d’une CP dépourvue de son cuivre ou encore celle de petits complexes de
cuivre pourraient apporter des informations complémentaires. Un exemple de petits
complexes de cuivre est le complexe His2Cu développé par le Dr Bibudhendra Sarkar
(The Hospital for Sick Children, Toronto, ON) pour traiter la maladie de Menkes
(Sarkar, 1999). Cette maladie est causée par des défauts génétiques du transporteur de
cuivre intestinal ATP7A qui provoquent une accumulation de guivre dans les cellules
intestinales et un manque de cuivre dans I’organisme (Trocello ef al., 2010). Cette
maladie présente plusieurs symptomes dont des problémes de neurodégénérescence et
conduit & une mort précoce de I’enfant. L’His2Cu, administrée par injection sous-
cutanée de fagon réguliére trés t6t aprés la naissance prévient cette
neurodégénérescence (donc, ce complexe se rend au cerveau) et la mort précoce
(Sarkar er al., 1993). Le complexe His2Cu généré en solution selon le protocole de
Sarkar n’induit ni ’agrégation de neurones P19, ni la génération de reeline 300K
(Maltais ef al., 2003; Salmi, 2015). Par contre, un complexe Ser2Cu généré sous forme
solide et gracieusement donné par Dr Mircea-Alexandru Mateescu (Université du
Québec a Montréal) et ses collaborateurs a induit une neuroagrégation mais est resté
sans effet sur la reeline (Salmi, 2015). Il n’est pas clair dans quelle mesure I’AA choisi
ou le protocole de formation du complexe a son importance dans 1’action sur les

neurones.



1.4 Les molécules d’adhérence cellulaire

L’adhérence cellulaire est une fonction essentielle afin de permettre la formation
de tissus, organes et organismes, et elle est permise grice a 1’activité de molécules
d’adhérence au sein des membranes plasmiques, telles que les cadhérines et les intégrines

(Retta ef al., 2006).

Dans le cadre de notre étude, nous avons pensé que les molécules d’adhérence cellulaire
pourraient étre impliquées dans le phénoméne de neuroagrégation. Par exemple,
I’agrégation des neurones pourrait étre due a un débalancement des interactions cellule-
cellule par rapport aux interactions cellule-matrice extracellulaire (MEC). Les cadhérines,
des protéines responsables des interactions entre les cellules, et les intégrines, des
protéines responsables des interactions entre les cellules et la MEC, nous sont apparues
comme des molécules d’adhérence pertinentes & étudier. Ces protéines sont présentées

dans les sections suivantes.

1.4.1 Les cadhérines

Il y a prés d'un quart de siécle, des cadhérines ont €té identifi€ées comme des
molécules d'adhérence formant des complexes surtout homophiles mais aussi
hétérophiles (Gallin et al., 1983 ; Yoshida et Takeichi, 1982). Depuis lors, les progrés
de la biologie moléculaire ont permis la découverte de I’existence d’un grand nombre

de cadhérines chez les vertébrés.
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a) Classification et structure des cadhérines

Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires (Hulpiau et van
Roy, 2011). Leur domaine extracellulaire leur permet d’établir une liaison avec
d’autres cadhérines. Ce sont généralement des liaisons de type homotypique et
dépendantes des ions de calcium Ca?* (Brigidi et Bamyji, 2011 ; Halbleib et Nelson,
2006 ; Redies, 2000). Ce domaine est caractérisé par la présence de deux ou plusieurs
motifs répétés d'environ 110 AA et est appelé domaine de répétition de la cadhérine
extracellulaire (EC). Les études de structure initiales ont montré que le domaine se
replie de maniére autonome dans une unité de construction comprenant sept brins
formant deux feuillets B, une topologie similaire & celle du domaine de type

immunoglobuline (Hulpiau et van Roy, 2009).

Il existe plus de 100 membres de la superfamille des cadhérines et ils sont
regroupés en sous-familles selon 1’agencement des domaines EC ainsi que de
’agencement des motifs structuraux cytoplasmiques responsables de I’interaction avec
des molécules de signalisation (Hirano et Takeichi, 2012 ; Hulpiau et van Roy, 2011
; Nollet ez al., 2000) (Fig. 1.9). Il est probable que la duplication, la transcription et la
translocation de génes ont contribué i la diversité de la superfamille des cadhérines
(Hirano et Takeichi, 2012 ; Hulpiau et van Roy, 2009). Chez I'homme, plus de
100 génes de cadhérine existent et beaucoup d’entre eux sont organisés par les
chromosomes 5p14-15, 5q13-15, 5q31-?;2, 13q14.3-21.1, 16922.1, 16q24.1 et 18q12.1
(Hirano et Takeichi, 2012).

Les cadhérines classiques et les cadhérines desmosomales fonctionnent comme
des molécules d’adhérence cellules-cellules, tandis que beaucoup d’autres cadhérines
ont des fonctions plus diverses. L’adhérence cellulaire comme les autres fonctions sont

dues & des interactions homophiles et hétérophiles (Hirano et Takeichi, 2012).
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Figure 1.9 Superfamille des cadhérines liant le calcium. Les structures globales
varient parmi les familles sauf que toutes les cadhérines possédent le motif
cadhérine extracellulaire (domaine EC) quoiqu’en nombre variable. Ce
sont des protéines transmembranaires simples, a I'exception de Flamingo,
qui est une protéine & sept passages transmembranaires. Des cadhérines
non classiques ont également des motifs extracellulaires supplémentaires.
Les cadhérines se distinguent aussi par les motifs structuraux retrouvés
dans leur queue cytoplasmique. D’aprées Hirano et Takeichi, 2012.

b) Les cadhérines classiques

Les cadhérines classiques forment le premier sous-type de la superfamille a
avoir été identifié. Elles sont exprimées dans presque tous les tissus des vertébrés,

principalement impliquées dans des interactions homophiles et souvent concentrées
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dans les jonctions adhérentes. Elles modulent l'adhérence cellulaire avec I’assistance
de d’autres protéines par des interactions dynamiques avec le cytosquelette d'actine
(Halbleib et Nelson, 2006).

Le domaine extracellulaire

Les cadhérines classiques sont subdivisées en deux groupes de par
I’organisation de leurs domaines extracellulaires. Les cadhérines de type I/II ont cinq
domaines « EC ». Les cadhérines de type IIl ne sont pas retrouvées chez les
mammiféres (Suzuki et Takeichi, 2008), aussi nous nous concentrerons sur les

cadhérines I et I1.

Les cadhérines de type I et II se distinguent par certaines séquences d'AA
(Nollet ez al., 2000). Les cadhérines E, N, P, et R (Cdhl, 2, 3 et 4, respectivement) ont
une séquence tripeptidique HAV conservée dans leur domaine (EC1). Elles sont le plus
souvent impliquées dans des intéractions homophiles. En revanche, les cadhérines
classiques de type II, telle que la cadhérine retrouvée dans 1'épithélium vasculaire
(cadhérine VE), n’ont pas ce motif et leurs interactions sont plus compliquées du fait
des interactions hétérophiles fréquemment observées (Nakagawa et Takeichi, 1995).
I est & noter tout de méme que la force des interactions hétérophiles est plus faible que

celle des interactions homophiles (Inuzuka ef al., 1991).

Le domaine EC1 est important pour I'adhérence homophile avec une cadhérine
du méme type. Il contient des résidus de tryptophane conservés qui sont responsables
de la trans-interaction entre les molécules (Patel ef al., 2006). Des interactions
hétérophiles entre cadhérines classiques ont également été rapportées notamment pour
la N-cadhérine et la R-cadhérine (Niessen et Gumbiner, 2002 : Shimoyama ef al.,

2000). Néanmoins, d’autres domaines EC peuvent interagir avec d'autres partenaires
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de liaison qui ne sont pas des cadhérines. Par exemple, le domaine EC4 de la N-
cadhérine se lie au récepteur du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR) et active

la signalisation en aval de FGFR (Williams er al., 2001).

Le domaine cytosolique

Le domaine cytoplasmique est hautement conservé entre les différents sous-
types de cadhérines classiques et se lie directement & des protéines cytoplasmiques,
notamment a la B-caténine et la p120 (Fig. 1.10). La partie juxtamembranaire contient
la séquence GGGEED, par laquelle des protéines membres de la famille pl20 et la B-
caténine interagissent avec les cadhérines (Halbleib et Nelson, 2006). La p120 peut
réguler la liaison du cytosquelette d’actine avec la cadhérine. Quand la p120 n’est pas
liée 4 la cadhérine, elle inhibe RhoA de fagon directe (Anastasiadis et Reynolds, 2001)
et active Racl et Cdc42 via Vav2 de maniére indirecte (Noren ef al., 2000). RhoA,
Cdc42 et Racl sont des GTPases régulatrices de I’arrangement du cytosquelette
d’actine. La B-caténine lie directement 1’a-caténine. Ce complexe cadhérine-caténines
s’ancre ensuite au cytosquelette d'actine. Cet ancrage est essentiel pour l'adhérence

cellulaire médiée par la cadhérine (Halbleib et Nelson, 2006).

En utilisant une combinaison d'études de liaison directe avec des protéines
purifiées et la mesure de la dynamique du mouvement des protéines dans des cellules
vivantes, les auteurs Drees ef al. (2005) ont montré que I’a-caténine n'interagissait pas
avec la E-cadhérine/B-caténine et l'actine filamenteuse simultanément. En effet, I’a-
caténine se comporte de maniére allostérique, en fonction de la formation d'un
monomere a-caténine qui se lie fortement 4 la B-caténine ou d’un homodimeére qui se
lie fortement & I'actine. En plus de la liaison 4 I'actine, I’homodimére a-caténine inhibe

la liaison du complexe actine-Arp2/3 avec les filaments d'actine et supprime ainsi la
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polymérisation de l'actine (Drees ef al., 2005). Notons que ARP 2/3 est un complexe
de sept sous-unités protéiques, dont deux protéines ARP2 et ARP3 se lient a I’actine.
Ce complexe va pouvoir catalyser I’extension d’un nouveau filament d’actine et

conduire a la formation du réseau d’actine (Mullins et al.; 1998).

Extraceliular space

Figure 1.10 Mode¢le simplifié du complexe cadhérine-caténine. Dans la région
cytoplasmique, une cadhérine lie la p120 et la f-caténine. Quand la p120
se délie de la cadhérine, elle diminue I’activité de RhoA et augmente celle
de Cdc42 et Racl. Une autre facon par laquelle p120 peut activer Cdc42
et Racl, est I’association avec le facteur d'échange Vav2. La B-caténine,
quant a elle, s’associe a I’a-caténine, pour se lier & d’autres molécules
("X™). Ce complexe interagit avec le cytosquelette d’actine via divers
mécanismes pour fonctionner comme un centre de signalisation afin de
permettre la communication entre les cellules. Figure inspirée de Halbleib
et Neilson, 2006 et Noren et al., 2000.
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L’ o-caténine recrute aussi la formine-1, qui agit de maniére a nucléer les cﬁblés
d'actine non ramifiés aux jonctions adhérentes (Kobielak et Fuchs, 2004). Cela peut
étre important dans la régulation de la dynamique de l'actine dans les contacts cellule-
cellule. Les cellules forment des contacts transitoires induits par les cadhérines
présentes sur les extensions de lamellipodes hautement dynamiques (Adams ef al.,
1998). Lors de la maturation d’un contact, les cadhérines se concentrent au site du futur
contact sur chaque cellule et un contact stable est établi (Ehrlich ez al., 2002 ; Vaezi ef
al., 2002). Les filaments d'actine adjacents s’organisent ensuite en groupes non
ramifiés, face a la membrane. Ainsi, la suppression de Arp2/3 médiée par l'activité des
lamellipodes, la localisation de formine-1 et la formation des faisceaux d'actine non

ramifiés peuvent étre coordonnées par des a-caténines (Halbleib et Nelson, 2006).

¢) La régulation de I’expression des cadhérines classiques

L’expression des cadhérines classiques est régulée a de nombreux niveaux, y
compris au niveau génique et a celui du transport intracellulaire pour le renouvellement
des protéines a la surface cellulaire. Cette régulation est décrite ici pour la cadhérine-E
qui a été particuliérement bien étudiée.

La transcription de la cadhérine-E est directement régulée par la méthylation et
la répression de l'activité du promoteur. Par exemple, au cours de la carcinogenése, la
méthylation du promoteur de la E-cadhérine a été associ€ée a une diminution de
'expression de la E-cadhérine, ainsi qu’avec la progression de la maladie et I’apparition
des métastases (Strathdee, 2002). Le deuxiéme intron de plusieurs génes de cadhérines
classiques contient des éléments régulateurs importants qui modulent d’une part les
niveaux globaux de cadhérine et d’autre part I'expression spécifique a certains tissu au

cours du développement embryonnaire (Stemmler e al., 2005).

Les protéines a doigts de zinc, appartenant a la famille Slug/Snail et Smad-

interacting protein (SIP1), sont des répresseurs de la transcription des génes de la E-
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cadhérine (Conacci-Sorrell et al., 2003). La diminution de la transcription du géne de
la E-cadhérine est le résultat de la perte de 1’adhérence cellulaire (Perret et al., 2002),
ainsi que de l'accumulation cytoplasmique de la P-caténine, qui peut fonctionner
indépendamment ou en synergie avec la signalisation Wnt (Ciruna et Rossant,
2001). En effet, Slug peut étre un géne cible du complexe TCF/B-caténine (Conacci-
Sorrell et al., 2003) qui se lie et réprime le promoteur de la E-cadhérine (Jamora et al.,
2003). Ainsi, la répression de l'expression de la cadhérine par Slug/Snail/SIP1 ou
encore par le complexe TCF/B-caténine peut réduire 1'adhérence cellule-cellule, mais
l'augmentation cytoplasmique concomitante de la B-caténine peut abaisser le seuil

d'activation de la voie Wnt. Par ailleurs, la perturbation de 1’intéraction homophilique

de la E-cadhérine va entrainer une augmentation de la p120 libre dans le cytoplasme,

provoquant ainsi 1’augmentation de I’activité de Cdc42 et Racl et la diminutionn de
RhoA, ce qui entrainera la diminution de la migration cellulaire (Fig. 1.10) (Noren ef
al., 2000).

Le transport de la E-cadhérine nouvellement synthétisée & la membrane

plasmique nécessite la liaison de la B-caténine (Halbleib et Nelson, 2006), et une fois

rendue a la surface cellulaire, D’activit¢ de la E-cadhérine est régulée par.

phosphorylation, ubiquitination et protéolyse. L'intégrité structurale du complexe
cadhérine/caténine est positivement et négativement régulée par phosphorylation. Au
niveau du domaine cytoplasmique, trois résidus de sérine de la E-cadhérine (S684,
S686, S692) sont phosphorylés par la caséine kinase II (CKII) et la glycogéne synthase
kinase-3p (GSK3), ce qui génére des interactions supplémentaires avec la B-caténine
résultant en une forte augmentation de l'affinité entre les deux protéines (Huber et
Weis, 2001). En revanche, la phosphorylation de la tyrosine aux positions 489 ou 654
perturbe la liaison de la E-cadhérine avec la B-caténine, mais la phosphorylation de

Y142 permet la liaison avec I’a-caténine. La phosphorylation de la tyrosine de la -




32

caténine est équilibrée par des tyrosines protéiques-phosphatases (PTP) qui stabilisent

I'interaction caténine/E-cadhérine (Lilien et Balsamo, 2005).

L'adhérence cellulaire est modulée par les variations du niveau de cadhérine a
la surface cellulaire. La stabilité de la cadhérine a la surface cellulaire est régulée par
la p120. La perte de la liaison cadhérine-p120 est associée a une endocytose rapide de
la E-cadhérine (Davis et al., 2003). Le domaine cytoplasmique des cadhérines
classiques est également la cible d’un clivage protéolytique par l'activité de la y-
sécrétase/préséniline-1 (PS1), ce qui entraine une perte d'adhérence cellule-cellule
(Marambaud et al., 2002). Le clivage par PS1 est précédé d’un clivage du domaine
extracellulaire de la cadhérine par la protéase ADAMI10 (Halbleib et Nelson, 2006 ;
Uemura et al., 2006). L’internalisation de la E-cadhérine via des vésicules de clathrine
(Bryant et Stow, 2004), suivie de son ubiquitination par une ligase E3 (Fujita ef al.,
2002) entraine une perte rapide de l'adhérence cellule-cellule perturbant ainsi le

complexe cadhérine-caténine (Avizienyte et al., 2002).

La régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des cadhérines
influence leur niveau d'expression a la surface cellulaire, leur liaison a diverses

molécules intracellulaires, leur activité de cadhérine (Foty et Steinberg, 2005).

d) Expression et réle des cadhérines classiques dans le systéme nerveux

central et importance de la N-cadhérine

Le systéme nerveux central des vertébrés dérive du tube neural, une structure
creuse qui se dégage a la ligne médiane dorsale de I'embryon par une invagination de
I'ectoderme de surface (neurulation). La paroi du tube neural donne naissance a un
neuro-épithélium homogene, dans lequel les précurseurs neuronaux proliferent. Peu de

temps apres sa formation, le tube neural est soumis a la structuration embryonnaire.
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Les cadhérines jouent un role essentiel dans la régionalisation du tube neural,
la migration neuronale, la morphologie de la colonne vertébrale, la formation du circuit
neuronal ainsi que la formation des synapses et de leur régénération (Hirano et
Takeichi, 2012 ; Redies, 2000 ; Takeichi, 2007). Chaque sous-type de cadhérine
classique a des préférences de tissus dans 1’organisme en développement et adulte. La
E-cadhérine par exemple, est présente dans I’embryon au stade de morula. Par la suite,
elle est exprimée dans tous les épithéliums et est importante pour I'établissement et le
maintien de la polarité apico-basale de I’épithélium. La N-cadhérine, quant 4 elle, est
retrouvée dans les tissus nerveux et musculaires, la R-cadhérine dans le cerveau
antérieur et les os, la P-cadhérine dans la couche basale de 1'épiderme, la VE-cadhérine
dans les cellules endothéliales, la cadhérine-6 dans le rein et la cadhérine-11
préférentiellement dans le mésoderme (Halbleib et Nelson, 2006). Toutefois, il y a un
chevauchement dans les distributions tissulaires de cadhérines classiques, comme la E-
cadhérine qui est également exprimée dans le systéme nerveux (Halbleib et Nelson,
2006).

Les déficits de la cadhérine sont généralement associés a une malformation
d'organes. Dans l'organisme adulte, la perte de la fonction de cadhérine peut causer la
tumorigenése, en partie, parce que les cellules perdent leurs propriétés adhésives, se
détachent des cellules environnantes et deviennent envahissantes (Heuberger et
Birchmeier, 2010). L’expression est aussi altérée dans divers dysfonctionnements
cérébraux, tels que les troubles neuropsychiatriques comme I’épilepsie et le retard
mental, 1’autisme ou encore la schizophrénie et les troubles bipolaires (Redies et al.,
2012).

Parmi les cadhérines classiques, la N-cadhérine, encore appelée CDH2,
apparait comme la forme prédominante de cadhérine exprimée de maniére ubiquitaire
dans le tube neural précoce (Takeichi et al., 1997) et elle s'accumule dans les jonctions
adhérentes de la partie apicale des cellules neuro-épithéliales (Hatta ef al., 1987 ; Hatta
et Takeichi, 1986). Elle maintient I'intégrité de ces cellules au cours du développement

du cerveau et son inhibition entrainerait la perturbation des jonctions apicales du neuro-
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épithélium (Kadowaki et al., 2007). De plus, dans le neuro-épithélium, elle est
importante pour le réarrangement des cellules neuro-épithéliales. D’autre part, la N-
cadhérine participe a 1'élaboration et & l'organisation fonctionnelle du tissu neural
(Redies et al., 2003). Elle est nécessaire pour la polarisation des feuillets neuro-
épithéliaux, l'organisation des fibres radiales pour le développement de la plaque
corticale et probablement la migration des précurseurs neuronaux (Gartner ef al., 2015
; Kadowaki et al., 2007 ; Paulson et al., 2014 ; Zhang et al., 2010). Elle est également
impliquée dans la croissance des neurites, 1’arborisation dendritique, le guidage axonal,
et dans les premiers stades de la synaptogenése (Aiga et al., 2011 ; Paulsonetal.,2014
; Takeichi, 2006). Plus tard, dans le développement, la N-cadhérine se localise au
niveau des synapses (Paulson e al., 2014 ; Uchida ef al., 1996), ou elle joue non
seulement un role d’adhérence, mais aussi participe a la régulation de la fonction et la

plasticité synaptiques (Aiga ef al., 2011 ; Benson ef al., 2000).

Dans le modéle cellulaire P19, la N-cadhérine joue un réle important dans la
différenciation neuronale. En effet, ’expression de la N-cadhérine est associée a la
différenciation neuronale des cellules du carcinome embryonnaire P19 aprés exposition
al’AR (Gao et al., 1999). D’ailleurs, la surexpression de N-cadhérine dans les cellules
est suffisante pour déclencher la différenciation en neurones, et ce méme en I’absence
d’AR (Gao et al., 2001 ; Laplante et al., 2004). La N-cadhérine peut aussi étre
impliquée dans la formation d’agrégatss de neurones. Ainsi, dans le modéle de
neurones PC12, la N-cadhérine est impliquée dans la neuroagrégation induite par
I’optimédine, une protéine considérée comme ayant un réle dans le développement du

tissu neural (Lee et Tomarev, 2007).
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1.4.2 Les intégrines

Les intégrines sont la principale famille de protéines de surface cellulaire qui
interagissent avec les composantes de la MEC. Ces interactions contrélent 'adhérence
et la migration des cellules, ainsi que la transduction de signaux et 1’expression de

génes qui régulent la croissance et la différenciation cellulaires (Emsley ef al., 2000).

a) Structure et caratéristiques de liaison

Les intégrines sont une classe de récepteurs hétérodiméres aff qui adhérent a la
MEC et régulent diverses voies de signalisation (Dansie et Ethell, 2011 ; DeMali ef
al., 2003). Elles possédent un grand domaine extracellulaire responsable de la liaison
du ligand présent dans la MEC, un domaine transmembranaire unique et un court

domaine C-terminal cytoplasmique qui se lie au cytosquelette (Fig. 1.11).

La cryo-microscopie électronique montre que les intégrines ont une téte extracellulaire
globulaire d’environ 70 A de diamétre, comprenant les régions N-terminales des deux
chaines o et B, reliées a une paire d'hélices, par l'intermédiaire d'une longue tige rigide
d’environ 100 A (Emsley et al., 2000). Neuf sous-unités a (al, a2, a10, all, aD, oF,
al, aM et oX) contiennent un domaine supplémentaire ("A" ou "I'"). Ce domaine est
inséré dans la région de la téte, ou il joue un rdle central dans la liaison du ligand
(Emsley et al., 2000)
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Figure 1.11 Structure générale d’une sous-unité d’intégrine. Chaque récepteur
d’intégrine est composé d’une sous-unité o et d’une sous-unité B qui ne
sont pas liées de fagon covalente. La chaine a contient plusieurs sites de
liaison de cations divalents (Ca%*, Mg?"). La chaine B contient une série
de répétitions riches en cystéine dans le domaine extracellulaire. La
région qui lie le ligand dans la MEC est composée 4 la fois des sous-unités
a et B. D’apres Alberts B ef al., 2002.

Le domaine cytoplasmique des intégrines est beaucoup plus petit que le
domaine extracellulaire puisqu’il compte généralement moins de 50 AA. Il joue un rdle
vital dans les fonctions de l'intégrine. Le domaine cytoplasmique peut réguler 1’état
d'activation des intégrines c’est-a-dire qu’il a une incidence sur la structure et la
fonction des domaines extracellulaires. Il permet aussi l'interaction et la liaison avec le

cytosquelette et les partenaires de signalisation des intégrines (Hynes, 2002).
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b) Association des intégrines avec leurs ligands

On retrouve une abondante littérature sur les nombreuses protéines reconnues
pour interagir avec le domaine cytoplasmique des sous-unités a et B, notamment des
protéines d’échafaudage ou des protéines de signalisation spécifique telles que la
spectrine, la filamine, la vaculine, la xyline (Calderwood et al., 2000 ; Kawauchi, 2012
; Liu ez al., 2000), des kinases d’adhésion focale (FAK) ou des récepteurs couplés aux
protéines G (Hynes, 2002). D’ailleurs, un ensemble considérable de données indiquent
que les domaines cytoplasmiques des sous-unités a et B peuvent interagir pour controler

les états d'activation des intégrines (Hynes, 2002).

1l existe une multitude de combinaisons entre les différentes isoformes a et 3,
déterminant ainsi la spécificité de liaison de l'intégrine pour les différents composants
de la MEC (Kawauchi, 2012) (Tableau 1.1).



‘Tableau 1.1 Les intégrines et leurs ligands (Kawauchi, 2012)

Intégrines

Ligands

al
02
o3
o4
o4
as
ab
a6
a7
a8
a9
al0
all
allb
ov
av
ov

av

EERER

B1
B1
p1
Bt
B7
B1
B1
B4
Bl
p1
p1
B1
B1
B3
B1
B3
BS
pé
B8
B2
B2
B2
B2
B7

Collagéne, Laminine

Collagéne, Laminine, Tenascine
Laminine, Collagéne
Fibronectine, VCAM-1
MAdCAM-1, Fibronectine
Fibronectine

Laminine

Laminine

Laminine

Fibronectine, Tenascine
Tenascine

Collagéne

Collagéne

Fibronectine, Vitronectine, Fibrinogéne
Vitronectine, Fibronectine
Vitronectine, Fibronectine, Fibrinogéne
Vitronectine

Fibronectine, Tenascine
Vitronectin

ICAM-1, -2, -3

Fibrinogéne, iC3b

Fibrinogéne, iC3b

ICAM-3, VCAM-1

E-cadherine

38

Abréviations : Molécule d’adhérence intracellulaire (ICAM), Molécule d’adhérence
vasculaire (VCAM), molécule d’adhérence cellulaire adressée aux muqueuses-1
(MAdCAM-1), complément inactif 3b (iC3b).



39

c¢) Signalisation et régulation des intégrines

Les intégrines sont des médiateurs de transduction cellulaire bidirectionnels au
niveau de la membrane plasmique. Ainsi, dans la signalisation extérieur-vers-intérieur
(outside-in), la liaison de I’intégrine a son substrat spécifique dans la MEC active des
signaux dans la cellule et induit une réorganisation du cytosquelette ou modifie
’expression génique. Dans le sens contraire (intérieur-vers-extérieur, inside-out), des
signaux intracellulaires (par exemple, des signaux causés par la liaison d’une hormone
a son récepteur) peuvent se propager jusqu’aux intégrines et augmenter leur affinité ou
avidité pour la MEC et ainsi améliorer 1’adhérence cellulaire (Liu, 2000). Cette
activation des intégrines peut aussi étre déclenchée par un contact initial a faible affinité
avec leur substrat approprié (Goult er al., 2009). L’activation implique un trafic
endosomal, un ensemblage coordonné d'une sous-unité o et d’une sous-unité B a la
membrane, 1'exposition de leurs domaines de liaison extracellulaires, et l'association
intracellulaire de facteurs et d’agents de liaison de signalisation au niveau du
cytosquelette d'actine (Rehberg ef al., 2014). De nombreuses intégrines sont activées
par leur interaction avec le motif Arg-Gly-Asp (RGD), que l'on trouve dans de
nombreuses composantes de la MEC, notamment la laminine, la fibronectine, la

ténascine, et la thrombospondine (Dansie et Ethell, 2011).

L'une des premiéres molécules de signalisation jouant un réle important dans
la signalisation des intégrines (Fig. 1.12) est la tyrosine kinase d'adhérence focale
(FAK). En effet beaucoup de signaux résultant de I’interaction intégrine-MEC sont
centrés autour de FAK, et de ses interactions avec les protéines de la famille des
tyrosines kinases Src (Zeng ef al., 2003). Le profil de phosphorylation de FAK, en
réponse 4 l’engagement de l'intégrine avec la MEC, conduit 4 la formation de
phosphotyrosine comme sites d'ancrage pour plusieurs classes de molécules de

signalisation (Parsons, 2003).
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Proliferation,
Survival differentiation

Figure 1.12 Interactions des protéines impliquées dans la signalisation des
intégrines. Les intégrines signalent a travers FAK pour la signalisation
des voies de régulation des petites GTPases de la famille Rac/RhoA et
Arf dans la modulation de d’adhérence et de la migration cellulaire.
Ainsi, la chaine B recrute et active FAK, Src et ILK. Ceci va permettre
a la chaine a d’activer et de phosphoryler Paxiline, qui a son tour
phosphoryle P'*°Cas. P'*Cas phosphorylée recrute le facteur d’échange
de guanine DOCK, conduisant a I’activation de Rac. Rac et RhoA
fonctionnent a ’opposé lors de la migration cellulaire. ILK favorise
l'activité Akt impliquée dans la survie cellulaire. Src active également
Akt et peut aussi favoriser la prolifération cellulaire par voie Ras-Erk
(Huet Luo, 2013).

L’autophosphorylation sur Tyr397 crée un site de liaison de haute affinité pour
le domaine SH2 de kinases de la famille Src et entraine le recrutement et I'activation
de Src a travers la formation d'un complexe de kinases (Parsons, 2003). Cette
phosphorylation sur Tyr397 et le recrutement de Src ont été impliqués dans la
phosphorylation de sites supplémentaires de FAK (Owen et al, 1999). La

phosphorylation de Tyr397 semble également étre importante pour le recrutement
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d'autres prot€ines contenant un motif SH2, y compris la sous-unité de la
phosphoinositide 3-kinase (PI3-kinase), la phospholipase C (PLC)-y et la protéine
adaptatrice Grb7 (Akagi et al., 2002). La phosphorylation aux Tyr 576 et 577 est
importante pour une activation et une activité signalisatrice maximale de FAK
(Parsons, 2003). |

En plus de tyrosines kinases, des tyrosines protéiques-phosphatases (PTP)
intracellulaires interviennent en tant que régulateurs de la signalisation médiée par les
intégrines (DeMali ez al., 2003). Deux récepteurs PTP ont été associés a la signalisation
des intégrines : LAR et PTPa. L’antigéne lié aux leucocytes communs, LAR, est
localisé dans les adhésions focales et intervient dans les voies de migration des cellules
et dans la régulation de différentes populations neuronales en fonction de la molécule
a laquelle il est associé (Yang ef al., 2006). PTPa est trouvé dans les adhésions focales
(Lammers ef al., 2000). Cependant les cellules qui la surexpriment montrent une
amélioration de 1’association substrat-cellule alors que celles dépourvues de PTPa,
montrent une réduction de la phosphorylation de la tyrosine de FAK et p'3*®Cas (DeMali
et al.,2003).

Une autre catégorie de protéines intervenant dans la signalisation des intégrines
sont les métalloprotéinases matricielles (MMPs). Ces enzymes protéolytiques
caractérisées par la présence d’un ion Zn?*, jouent un rdle dans la modification de la
MEC et catalysent le délestage ("shedding") du domaine extracellulaire des intégrines
(Parr-Sturgess ef al., 2012). Ces "sheddases" sont associées a 1’invasion de métastases
d’une gamme de cancers. La coopération des intégrines et des MMPs est requise pour
la motilité et I'invasion de cellules cancéreuses a l'intérieur de la MEC (Kryczka et al.,
2012). Les interactions entre les intégrines et les MMPs a la surface cellulaire peuvent
étre détectées de fagon directe par des études de liaison ou de fagon indirecte en
montrant que la protéolyse d’une composante de la MEC dépend de la présence d’une
MMP donnée (Giannelli et al., 1997).
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d) Roles des intégrines dans le SNC et importance de la B1-intégrine

Les intégrines sont retrouvées dans de nombreux types cellulaires et dans la
médiation de divers processus cellulaires, y compris la prolifération, la survie, la
différenciation et la migration cellulaires (Dansie et Ethell, 2011). On en distingue au
moins 22 récepteurs différents (Tableau 1.1). Les diméres de la B1-intégrine semblent
étre pertinents pour le développement neuronal, car ils fournissent des fonctions

adhésives et une plate-forme de signalisation polyvalente (Rehberg et al., 2014).

Dans le cerveau, plusieurs sous-unités o et  ont été retrouvées dans différentes
régions, notamment l'hippocampe, le cervelet, le thalamus et le cortex (Shi et Ethell,
2006) et un sous-ensemble de celles-ci a été localisé au niveau des épines dendritiques
(Bourgin ef al., 2007). Les intégrines sont impliquées dans le développement du
cerveau et la synaptogenese (Milner et Campbell, 2002), ainsi que dans le remodelage
des épines dendritiques (Bourgin ef al., 2007). En plus d’étre essentielles dans la
formation corticale de la lame basale (Graus-Porta, D. er al., 2001), elles sont
retrouvées dans les neurones puisqu’elles régulent la migration neuronale (Gupton et
Gertler, 2010), la maturation synaptique (Webb ef al., 2007), la plasticité et la stabilité
neuronales (Shi et Ethell, 2006). Dans le modeéle de cellules souches P19, la B1-
intégrine est associée avec la différenciation neuronale. Ainsi I’expression de la B1-
intégrine est induite par la différenciation en neurones alors qu’elle n’est pas induite
dans une lignée mutante de ces cellules qui ne répond pas a I’AR et ne se différencie

pas en neurones (Dedhar er al., 1991).

La B1 intégrine est impliquée dans le contrdle de la différenciation des cellules
gliales radiales (Belvindrah ef al., 2007). Les souris qui n’ont pas I’intégrine B1 dans
ces cellules montrent des perturbations lors de la formation des couches de neurones
corticales qui sont associées a des défauts dans 1'ancrage de fibres gliales radiales au

niveau de la membrane basale (Graus-Porta, Diana et al., 2001). La reeline, connue
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pour étre I'un des régulateurs clés du développement du cortex cérébral chez les
mammiferes (Sekine es al, 2014), pourrait activer ’intégrine a581 par la voie
intracellulaire Dab1-Crk/Crkl-C3G-Rapl. Ceci favoriserait 1’adhérence neuronale a la
fibronectine, qui médie les alignements neuronaux dans le cortex mature (Sekine ef al.,
2014).

Chez la souris, le "knockout" (KO) de I’intégrine B1 cause des perturbations
séveres du systéme nerveux périphérique, incluant un échec de 1’arborisation normale
des nerfs, un délai dans la migration des cellules de Schwann et une différenciation
défectueuse des jonctions neuromusculaires. La perte de I’intégrine 1 cause la rupture
de la lame basale qui sépare le cerveau du mésenchyme qui le recouvre. Le résultat de
cela est une perturbation de la migration des neurones qui améne une lamination
anormale du cortex et du cervelet. Au niveau de I’hippocampe, I’intégrine B1 est
requise pour une Pote.ntialisation a Long Terme (LTP) normale. L’intégrine B1 est
aussi impliquée au niveau des synapses en régulant la fonction des récepteurs des
neurotransmetteurs NMDA et AMPA (Marciano et al., 2007).

Lors des blessures du systéme nerveux, une réorganisation des cellules et des
tissus est nécessaire afin de pouvoir faciliter la réparation des lésions cellulaires et
tissulaires. Les neurones du systéme nerveux périphérique sont capables de régénérer
leurs axones mais non ceux du systéme nerveux central. Les intégrines sont censées
jouer un rdle dans ces processus (Clegg ef al., 2003). D’autre part, certaines études ont
également montré que les intégrines seraient impliquées dans les maladies
neurodégénératives, notamment dans les réponses immunitaires rencontrées dans ces
maladies. C’est le cas de la maladie d’Alzheimer ou les intégrines seraient localisées
dans les tissus de la microglie (Akiyama et McGeer, 1990), et impliquées dans une
réponse inflammatoire du tissu cérébral. Par ailleurs, les B1 intégrines ont été les
premiéres molécules/protéines a avoir été identifiées comme médiateurs de croissance

de la MEC (Clegg, 2000). Elles peuvent se dimériser avec au moins 10 sous-unités
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différentes, dont a3, a6 et aV et sont exprimées dans toutes les régions du cortex

cérébral en développement et adulte (Schmid et Anton, 2003).

Ces médiateurs de croissance de la MEC sont majeurs dans le SNC. En effet,
ils sont importants dans la transmission et la plasticité synaptique ainsi que dans la
mémoire 4 long terme (Chan ef al., 2006). Ils jouent un réle central dans le processus
de formation de couches de neurones corticales, sont indispensables pour I’organisation
cellulaire ainsi que pour la différenciation synaptique des neurones pyramidaux dans
I’hippocampe et jouent des rdles distincts dans le développement et la fonction des
synapses excitatrices centrales (Huang et al., 2006). Leur expression est fortement
induite par axotomie et associées a I'apparition de la régénération des axones. Du point
de vue du développement, la B1 intégrine est essentielle pour I'adhérence neuronale et
la croissance des neurites sur la laminine ir vitro (Clegg, 2000 ; Weaver ef al., 1995),
ce qui lui suggere un réle dans la repousse axonale et adhésive lors des événements de

réparation et de régénération (Kloss et al., 2001).



45

1.5 Hypothéses de recherche

Des résultats antérieurs obtenus dans notre laboratoire suggérent que la CP
aurait la capacité d’agir sur 1’organisation et le développement des jeunes neurones. En
effet, la CP induit 1’agrégation de neurones P19 nouvellement différenciés et a une
influence sur le profil protéique de la reeline, une protéine essentielle au bon
positionnement des neurones dans le cerveau (section 1.3.3(f)). Ces deux actions
neuronales de la CP seraient indépendantes. Ainsi, ’agrégation n’est pas nécessaire
pour le clivage de la reeline en son fragment de 300 kDa et la génération de ce fragment
n’est pas requise pour 1’agrégation (voir section 1.3.4). L’AMPc inhibe 1’agrégation
des neurones et I’inhibition de ERK bloque la génération de la reeline 300 kDa.
Cependant, les deux actions de la CP dépendent de protéases a sérine extracellulaires
puisqu’elles sont sensibles au SBTI et a I’ Aprotinine. Elles sont aussi sensibles au
rivaroxaban, un inhibiteur apparemment spécifique du facteur X de la coagulation

sanguine. Les substrats de ces protéases sont inconnus.

D’autre part, un petit composé a cuivre fabriqué par Dr. M.A Mateescu et ses
collaborateurs, la Ser2Cu, a aussi montré une activité neuroagrégative (Salmi, 2015)
alors que le composé His2Cu préparé selon la méthode du Dr. B. Sarkar n’a pas eu cet
effet (Maltais et gl., 2003; Salmi, 2015). Comme ces deux composés ont été préparés
de fagon différente, nous ne savons pas dans quelle mesure I’AA choisi comme base
du composé ou la méthode de fabrication est responsable des actions différentes. Les
résultats avec la Ser>Cu soulévent la possibilité que le cuivre soit un élément important

de I’action neuroagrégative de la CP.
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Le présent travail avait pour but de continuer les travaux d’élucidation des mécanismes

des actions neuronales de la CP. Nous avons émis deux hypothéses :

1) les protéines d’adhérence cellulaire sont importantes dans [’action
neuroagrégative de la CP et pourraient méme étre une cible de la protéase a
serine impliquée dans cette action;

2) le cuivre présent dans la CP pourrait étre important dans 1’action
neuroagrégative de la protéine et la différence de comportement entre I’His2Cu
et la SeroCu pourrait étre expliquée par la différence dans la méthode de

fabrication ou I’AA choisi.

Par la suite, les objectifs suivants ont été énonceés :

1. Pour les raisons présentées dans les sections 1.4.1 (d) et 1.4.2 (d), nous avons
retenu la N-cadhérine et la Bl-intégrine comme des molécules d’adhérence
cellulaire pouvant étre impliquées dans le phénoméne de neuroagrégation
déclenchée par traitement avec de la CP. Une partie de mon travail de recherche a
donc porté sur I’étude de ’expression de ces protéines, avec et sans traitement
avec la CP, par différentes approches qui impliquent I’immunobuvardage.

2. Nous avions aussi comme objectif de comparer I’action neuroagrégative de la
Ser2Cu et de I’His2Cu préparées selon la méme méthode de fabrication. Nous
avons de plus vérifié que I’effet neuroagrégatif de la Ser2Cu n’était pas associé a
une perte de la viabilité neuronale. Dans ce volet de I’importance du cuivre, nous
avons testé I’action neuroagrégative de la CP appauvrie en cuivre.

3. En paralléle des deux premiers objectifs, mon travail a porté sur une
caractérisation de préparations de CP. Nous avions deux raisons pour faire cela.
D’abord, nous devions synthétiser une nouvelle résine d’AE-agarose pour
remplacer celle qui s’est détériorée abruptement aprés une utilisation sur plusieurs

années, et nous avons modifié le protocole de synthése de I’AE-agarose. Ensuite,




47

nous avons porté attention a la possibilité d’une contamination des préparations de
CP par le facteur X de coagulation sanguine. Cela a été soulevé par I’effet
inhibiteur du rivaroxaban sur le phénomeéne de neuroagrégation induit par la CP.
Notons tout de méme que la Ser2Cu avait montré une activité neuroagrégative
inhibable par le rivaroxaban (Salmi, 2015). Comme ce petit composé n’est pas
contaminé par le facteur X, ceci suggére que le rivaroxaban pourrait avoir d’autres

cibles que le facteur X.

Les travaux sur les protéines d’adhérence cellulaire, la neuroagrégation et la viabilité
neuronale ont été réalisés sur des cultures de neurones nouvellement différenciés de

cellules P19.




CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES

2.1 Préparation de la CP

2.1.1 Synthése d’une résine d’aminoéthyl-agarose

L’AE-agarose qui sert de matériel chromatographique pour la purification de la
CP a été synthétisé selon une procédure adaptée du groupe de Musci et Calabrese
(Musci ef al., 1993) et du groupe de Mateescu (Wang et al., 1994). Un volume de 150
mL de gel de Sépharose CL-6B (Amersham/GE Healthcare Life Sciences, Baie d’Urfé,
Québec, Canada) a été lavé extensivement avec de 1’eau distillée, par filtration sous
vide, sur un entonnoir Biichner. La pate de gel a été mise en suspension dans 75 mL de
NaOH (10N), et le tout agité avec une pale agitatrice jusqu’a obtenir un mélange lisse.
Puis, 65 g de chloroéthylamine (Sigma-Aldrich, Mississaugan, ON, Canada)
préalablement dissout dans 60 mL d’eau distillée ont été ajoutés au mélange, et le tout
a été chauffé a 70-75°C pendant 2 h tout en maintenant le pH a environ 10 a I’aide de
NaOH (10N). Le gel (AE-agarose) a finalement été extensivement lavé avec de 1’eau
distillée, par filtration sous vide, jusqu’a l’atteinte d’un pH neutre, puis entreposé a
4°C, dans 5 mM phosphate de potassium (KPi), pH 7,2, 20% éthanol jusqu’a
utilisation. Cette i)rocédure a généré un gel d’ AE-agarose possédant une faible capacité
de rétention de la CP. Pour augmenter cette capacité, nous avons introduit une
deuxiéme addition de 65 g de chloroéthylamine environ 1 h aprés la premiére addition
en s’inspirant du protocole de Musci ef al. (1993). Le greffage de groupements amino
sur les billes a été vérifié par coloration a la ninhydrine en chauffant environ 1 mL de

billes avec 1 mL de ninhydrine (20 mM) dans de 1’eau distillée. Dans un tube témoin,
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1 mL de 2% d’albumine sérique bovine (BSA) a été chauffé avec 1 mL de ninhydrine
(20 mM).

2.1.2 Purification de la CP

La purification de la CP, a partir de 10 L du sang de beeuf, a été effectuée d’apreés
le protocole développé par 1’équipe du Dr Mateescu (Wang ef al., 1994; Mateescu ef
al., 1999 ; Ducharme et al., 2010). Lors de la récolte du sang (Boucherie-abattoir Tarte
Enr., Marieville, Québec, Canada), un litre de citrate de sodium (2.5%) a ét€ ajouté afin
de prévenir la formation de caillots saﬂguins. Deux centrifugations consécutives, a
8 000 g durant 20 min & 4°C, ont permis de séparer les érythrocytes pour ne conserver
que le plasma. Ce dernier a été soumis a une premiére précipitation avec du sulfate
d’ammonium a 35% de saturation puis, aprés une incubation de 2 h sous agitation a
4°C, le mélange a été centrifugé a4 10 000 g durant 20 min 4 4°C. Le surnageant résultant
a été soumis a une autre précipitation au sulfate d’ammonium (55% de saturation)
pendant 1 h 4 4°C. Le mélange a été a nouveau centrifugé et le culot a été resuspendu
dans 800 mL de tampon KPi (10 mM), pH 7,2. La solution a été dialysée par la suite
pendant environ 30 h dans du tampon KPi (10mM), pH 7,2 (trois bains de 15 4 18L
chaque fois), puis centrifugée a 10 000 g pendant 20 min a 4°C.

Le surnageant (échantillon) a été déposé sur gel d’AE-agarose préalablement
équilibré avec 10 mM KPi, pH 7,2. Pour un gel a faible capacité de rétention de la CP,
nous avons divisé 1’échantillon en environ 6 portions égales et utilisé 2 colonnes d’AE-
agarose de 50 mL chacune qui ont été manipulées en paralléle. Chaque colonne a donc
servi a chromatographier a tour de réle 3 portions de 1’échantillon avec une étape de
rééquilibration entre chaque portion. Une chromatographie unique aurait ainsi
nécessité 300 mL de gel. Aprés dépot de I’échantilllon, le gel a été lavé avec 10
volumes de 20 mM KPi, pH 7,2 ainsi qu’avec au moins 5 volumes de KPi (30 mM),
pH 7,2, et élué avec 200 mM KPi, pH 7,2, le tout a un débit de 2 mL/min. Les fractions
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(2 mL) absorbant a 610 nm (Abs > 0.1) ont été recueillies pour générer 1’éluat final.
Cet éluat, de couleur bleue, a été dilué deux fois avec de I’eau nanopure, puis concentré
par centrifugation, jusqu’a atteindre une concentration en protéine de 25-30 mg par
mL, en utilisant des filtres Spin-X® UF Concentrator, ayant une limite de porosité de
100 kDa (Fisher Scientific, Montréal, Québec, Canada). Pour un gel a forte capacité de
rétention de la CP, tout 1’échantillon a été déposé en une seule fois sur environ 75 mL
d’ AE-agarose (répartis sur deux colonnes en série). Aprés chaque préparation de CP,
la résine d’AE-agarose a été régénérée. Elle a été successivement incubée dans 10
volumes de NaCl (1 M), 2 volumes d’urée (6 M), 2 volumes de NaOH (0.1 M) et 2
volumes de HCL (0.1 M); chacune de ces incubations a été faite durant 30 min a 4°C
et suivie d’un lavage avec 20 volumes d’eau distillée. La résine a été conservé 4°C dans

du tampon KPI (20 mM) et 20% d’éthanol.

La préparation de CP a été analysée pour son contenu en protéines, son rapport
DO610a:/DO280nm €t son homogénéité par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de sodium dodécylsulfate (SDS-PAGE), associée a une coloration au bleu de
coomassie, a une coloration au nitrate d’argent ainsi qu’a un immunobuvardage, en
utilisant un anticorps anti-CP (Dako, Mississauga, Ontario Canada) 1/1000 (tableaux
2.1 et 2.2). L’activité oxydasique de la CP a été déterminée par un dosage effectué sur
une microplaque de 96 puits (Sarstedt). Le milieu réactionnel contenait 0.2 mg/mL de
CP, 10 mM de pPD et 50 mM de tampon KPi a pH 7,0 dans un volume final de 200
pL. L’oxydation du pPD a été suivie par spectrophotométrie & 560 nm par des lectures
a intervalle de S min durant 1 h a I’aide d’un lecteur de microplaque (SpectraMax M2,
Molecular Devices, Californie, USA). Un contrdle a été fait en remplagant la solution

de CP par un méme volume de son tampon.
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Anticorps Dilution Incubation Animal héte Fournisseur
(N° catalogue)
1:1000 lha
E » Dako

TBS-Tw 0.1%, température A 2
R BSA 3%, piéclc)e ou toute la P (IeG) (hiat)

NaNs 0.1% mita4°C

1:1000 lha Souris BD
N-cadhérine TBS-Tw 0.1%, température (monoclonal  Transduction
(épitope BSA 3%, piéce ou toute la IgGl) Laboratories
intracellulaire)  NaN; 0.1% nuita4°C (610920)

1:1000 lha Lapin Abcam
N-cadhérine TBS-Tw 0.1%, température (monoclonal  (AB76011)
(épitope BSA 3%, piece ou toute la  IgG)
extracellulaire) NaNs0.1% nuita 4°C

1:500 lha Lapin Millipore
B1- Intégrine TBS-Tw 0.1%, température (polyclonal (AB1952)
(épitope BSA 3%, piéce ou toute la  IgG)
intracellulaire) NaN> 0.1% nuita4°C
Al Ttegrine 1:500 lha Rat R&D Systems
lnitne TBS-Tw 0.1%, te.mpe'rature (monoclonal  (MAB2405)
Extraceililaite) BSA 3%, pi¢ce ou toute la  (IgG)

NaN3 0.1% nuitd 4°C

1:200 lha Lapin Millipore
FAK TBS-Tw 0.05%, température (polyclonal (06-543)

BSA 3%, piece outoute la IgG)

NaN3 0.1% nuita 4°C

1:500 lha Souris Millipore
p-FAK TBS-Tw 0.05%, température (monoclonal  (05-1140)

BSA 3%, pi¢ce ou toute la  IgGl1)

NaN3 0.1% nuita4°C

1:10000 lha Souris Sigma-Aldrich
B- Actine TBS-Tw 0.1%, température (monoclonal  (A5441)

BSA 3%, picce outoute la IgG)

NaN3 0.1% nuita4°C

Abcam (Toronto, ON, Canada), BD Transduction Laboratories (Mississauga, Ontarion,
Canada), Dako (Mississauga, Ontarion, Canada), Millipore (Billerica, MA, USA),
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) et Sigma-Aldrich (Mississauga, ON, Canada).
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Tableau 2.2 Anticorps secondaires utilisés en immunobuvardage

Anticorps Dilution Incubation Animal héte Fournisseur
(N° catalogue)
1 :2500 lha Jackson Immuno
POD anti IgG TBS-Tw 0.01% température Chévre (IgG)  Research
de souris 3% BSA o piéce ou toute Laboratories
5 lanuita4°C (115-035-062)
. 1 2500 lha ) Jackson Immuno
I;OD anti IgG TBS-Tw 0.01%, tqr‘nperature Chévre (IgG) Research _
e lapin 3% BSA pi€ce ou toute Laboratories
lanuita4°C (711-035-152)
de rat TBS-Tw 0.01%, P Singe (1gG) :
3% BSA piéce ou toute Laboratories
lanuita 4°C (712-546-150)

Les produits de Jackson Immuno Research Laboratories sont distribués par Cedarlane
Laboratories (Burlington, ON, Canada).

La teneur en facteur X a été évaluée, par mesure de son activité, au département

Banque de sang de I’Hopital Ste-Justine (Montréal, QC, Canada). Cette mesure
consiste en un test de coagulation chronométrique fait & I’aide d’un systéme STAR-

Evolution (Diagnostica Stago Ltd, Toronto, ON, Canada).

2.1.3 Déplétion en cuivre de la CP

La méthode de déplétion en cuivre de la CP a été faite selon la méthode de Hirano
et al. (2005) avec des modifications. Notre préparation de CP a été mise dans une
cassette a dialyse (Slide-A-Lyzer G2, ThermoScientific, Massachusetts, USA) & raison
25 mg/mL, puis dialysée dans 2 L de tampon KPi 50 mM a pH 7,3 contenant 50 mM

de cyanure de sodium (NaCN) pendant 2 h a 4°C. Par la suite, une autre dialyse a été
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faite durant 4 h puis toute la nuit & 4°C dans 2 L de tampon KPi 50 mM & pH 7,3 pour
s’assurer de la disparition totale du NaCN. L’apoCP a été analysée pour son contenu

en protéine et son activité oxydasique comme précédemment.

2.2 Préparation de petits composés a cuivre

Les solutions d’His2Cu et de Ser2Cu ont été préparées le jour de 1’utilisation
selon la méthode du Dr Sarkar (Sarkar, 1999) en dissolvant 2 M de L-histidine ou de
L-sérine et 1 M de CuClz dans de 1’eau contenant 0.9% (p/v) de NaCl. Aprés avoir
ajusté le pH a 7,4, la solution a été stérilisée sur un filtre de 0.2 pm puis gardée 4 4°C a

I’abri de la lummére.

2.3 Culture cellulaire

2.3.1 Culture des cellules P19 indifférenciées

Les cellules P19 ont été obtenues originalement du Dr M. W. McBurney
(Université d’Ottawa, Ottawa, Ontario, Canada), et cultivées en monocouches selon le
protocole décrit par Maltais ef al., 2003 et Ducharme ef al., 2010. Toutes les solutions
servant a la culture cellulaire ont été stérilisées et utilisées 4 37C. Les cellules sont
maintenues dans une atmosphére de 5% de CO2 a 37 C et dans un milieu complet a-
Modified Eagle’s Essential Minimum (a-MEM; Invitrogen, Burlington, Ontario,
Canada) supplémenté de 10% (v/v) de sérum foetal bovin (FBS; Wisent Inc, St-Bruno,
Qc, Canada), de 50 U/mL de pénicilline et de 50 pg/mlL de streptomycine (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Les passages cellulaires ont été effectués tous les
deux jours, soit quand les cultures atteignaient 70-80% de confluence. Le milieu de
culture a été aspiré et les cellules rincées deux fois avec du tampon phosphate salin
[PBS : NaCl 0.8% (p/v), KCl1 0.02% (p/v), KH2PO4 0.02% (p/v), NazHPO4 0.115%

(p/v), pH 7,3]. Les cellules ont été par la suite décollées par incubation dans une
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solution de trypsine 0.025% (p/v) (Sigma-Aldrich) contenant 1 mM EDTA (Sigma-
Aldrich). L’action de la trypsine a été arrétée par 1’addition d’un volume de milieu
complet. Les cellules ont été transférées dans un tube a centrifuger de 15 mL
(Sarstedt/Cedarlane, Burlington, ON, Canada) et individualisées par pipettages. Les
cellules ont été comptées sous microscope inversé TE (Nikon Canada, Mississauga,
ON, Canada) a l’aide d’un hémacytométre (Fisher Scientific, Montréal, Québec,
Canada), et réensemencées a raison d’un million de cellules dans un pétri tissulaire

Sarstedt de 100 mm de diamétre contenant 10 mL de milieu complet.

2.3.2 Différe_:nciation neuronale des cellules P19

Le protocole de différenciation neuronale des cellules P19 s’effectue sur4a 6 -
jours. Au jour zéro (JO) de la différenciation, 1.5 millions de cellules ont été
ensemencés dans un pétri bactériologique de 100 mm de diameétre (Fisher Scientific,
Montréal, Québec, Canada ) contenant 10 mL de milieu de différenciation : a-MEM
supplémenté de 5% (v/v) FBS et de 5% (v/v) de sérum de boeuf adulte (PAA
Laboratories, Rexdale, ON, Canada), d’antibiotiques (50 U/mL de pénicilline et 50
U/mL de streptomycine) et de 0.5 uM d’AR (Sigma Aldrich). Le milieu de
différenciation a été remplacé a J2 par une nouvelle solution du méme milieu et les
cellules réincubées jusqu’a J4. Durant ces quatre jours d’exposition a I’AR, les cellules
forment des sphéroides flottants dans lesquels les cellules se différencient en neurones.
A J4, les agrégats ont été transférés dans un tube de 15 mL (Sarstedt/Cedarlane). Le
milieu de différenciation a été retiré puis les cellules ont été rincées deux fois avec du
PBS et dissociées par pipetages dans une solution de PBS contenant 0.025% (p/v) de
trypsine et 1 mM d’EDTA. La réaction a été arrétée par un méme volume de milieu
complet. Les cellules individualisées ont été lavées avec du PBS, resuspendues dans
du milieu NBS [milieu Neurobasal supplémenté de 2% (v/v) de B27 (Invitrogen,
Burlington, Ontario, Canada), 0.5 mM de L-glutamine, 50 U/mL de pénicilline et 50
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U/mL de streptomycine], puis comptées. Ce milieu dépourvu de sérum permet la
croissance des neurones et décourage celles des fibroblastes. Les cellules ont ensuite
été ensemencées a une densité de 800 cellules/mm? dans des pétris de grade tissulaire
de 60 mm de diametre (Sarstedt/Cedarlane), préalablement gélatinisés et cultivées
jusqu’a J6. La gélatinisation des surfaces de culture a été faite avec une solution de
0.1% (p/v) de gélatine (Sigma-Aldrich) dans I’eau nanopure stérile durant 20 min,
suivie d’un ringage avec du PBS stérile, d’une incubation avec du milieu a-MEM
complet et d’un autre ringage avec du PBS. La gélatinisation favorise 1’adhérence des

cellules au pétri en absence de sérum dans le milieu de culture.

2.3.3 Traitement des neurones P19

A moins d’indication contraire, le traitement des neurones P19 avec différents
composés a débuté a J4 de la différenciation neuronale, au moment de
I’ensemencement des neurones dans les pétris tissulaire de 60 mm de diamétre
(Sarstedt/Cedarlane) dans du milieu (NBS) (t = 0 h). La CP (0,5 mg/mL), la Ser.Cu
(50-250 uM), I’His2Cu (250 pM), le CuClz (50-250 pM), le CuSQO4 (250 uM), I’AMPc
(1 pM), la combinaison SBTI (100 pg/mL) et Aprotinine (30 pg/mL) (SBTL/Apro),
’inhibiteur Y 15 (1 uM) ont €té ajoutés seul ou en combinaison dans le milieu de culture
lors de ’ensemencement. L’AMPc, 1’Y15, le SBTI et I’ Aprotinine proviennent de
Sigma-Aldrich. Les cultures témoins ne contiennent que les cellules dans le milieu
NBS. Apreés un temps d’incubation défini (30 min a 48 h), les jeunes neurones ont été
analysés morphologiquement pour évaluer I’agrégation neuronale puis récoltés bour la

préparation des lysats cellulaires. Les milieux de culture ont aussi été récoltés.

Dans certains cas, les neurones P19 ont été ensemencés dans les pétris tissulaires
de 100 mm de diamétre (Sarstedt/Cedarlane) dans du milieu NB-ITA (milieu
Neurobasal contenant 1pg/ml.d’ insuline, Spg/mL de transferine et 10ug/mL de BSA)
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a =0 h. Apres un temps d’incubation de 8 h 4 24 h, les milieux de cultures ont été

récoltés afin d’étre concentrés puis analysés.

2.4 Evaluation de I’agrégation neuronale

L’agrégation neuronale a été estimée par la surface occupée par des cellules.
Les cultures de jeunes neurones P19 ont été prises en photos a ’aide d’un microscope
inversé Nikon muni d’un objectif Phl DL (Nikon Canada, Mississauga, ON, Canada),
équipé d’une caméra Nikon Digital Sight U2 et contr61é par le logiciel NIS-Elements
Advanced Research 3.0. Les photos ont été placées sous une grille de 638 carrés de 56
mm? chacun. Les carrés occupés‘pa: les neurones a plus de 50% ont été comptés.

L’agrégation fait diminuer le nombre de carrés occupés

2.5 Préparation des échantillons de milieux de culture et d’extraits cellulaires

2.5.1 Collecte des milieux de culture neuronaux

A 24 h post-traitement, les milieux de culture ensemencés dans du milieu NB-
ITA ont été récoltés puis des inhibiteurs de protéases ont été ajoutés aux concentrations
finales suivantes: 5 mM d’EDTA, 100 uM de 1,10-phénanthroline et 1/300 du Cocktail
d’inhibiteurs de protéases de Sigma-Aldrich. Les milieux contenant de la CP, ont été
dilués 2 fois avec de I’eau distillée, puis incubés avec 3 mL de billes d’ AE-agarose,
durant 1 h a 4°C, suivi d’une autre incubation de 50 min 4 4°C. Les milieux ont été
clarifiés par centrifugation, puis concentrés 30 a 50 fois par centrifugation dans des
tubes équipés de filtres ayant une porosité de SK (Spin-X® UF Concentrator,
Corning®), et entreposés a -20°C jusqu’a I’analyse par immunobuvardage de la N-

cadhérine et de la B1-intégrine..
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2.5.2 Préparation des lysats cellulaires

A J6 de la différenciation neuronale, les inhibiteurs de protéases (1/300 Cocktail
1 Sigma-Aldrich) et des inhibiteurs de phosphatases (1 mM d’orthovanadate de sodium
et 1| mM de NaF) ont été ajoutés au milieu de culture, puis les neurones adhérés a la
surface du pétri ont été grattés. Les suspensions ont été transférées dans des tubes
Sarstedt de 15 mL et centrifugées a 1000 g pendant 1 min a température piéce. Le culot
cellulaire a été suspendu dans du tampon RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,6,
1% (v/v) Nonidet P-40, 0.5% (v/v) désoxycholate, 0.1% (v/v) sodium dodécyl sulfate
(SDS) (tous de Sigma-Aldrich)), supplémenté avec 1 mM orthovanadate de sodium, 1
mM de NaF et 1/300 de cocktail-1 d’inhibiteurs de protéases de Sigma-Aldrich. Le tout
a été incubé a 4°C pendant 30 min puis centrifugé a 14 000 g pendant 10 min a I’aide
d’une microcentrifugeuse Eppendorf 5415C. Les surnageants (extraits de protéines

totales) ont été dosés pour leur contenu en protéines (voir section 2.6).

2.6 Dosage des protéines

Le dosage a été réalisé selon une micro-méthode a base d’acide bicinchoninique
(BCA) (Pierce Chemical, Rockford, Illinois, USA) car cette technique n’est
pratiquement pas affectée par les détergents. Le réactif a été préparé selon les
recommandations du manufacturier. Dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits,
150 pl d’échantillon, préalablement dilu€, a été ajouté a 150 pl de réactif BCA. La
microplaque a €té incubée pendant 2 h 4 37°C puis lue & 562 nm a 1’aide d’un lecteur
de microplaque (SpectraMax M2, Molecular Devices, Californie, USA). Des solutions
de 0 2 40 pg/mL de BSA ont été préparées dans 1’eau distillée et utilisées pour faire la

courbe d’étalonnage.
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2.7 Electrophorése et immunobuvardage

2.7.1 Electrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Les échantillons ont été préparés dans du tampon d’échantillon (62.5 mM Tris-
HCI pH 6,8, 5% (v/v) glycérol, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoéthanol et 6.2%
(p/v) bleu de bromophénol). Puis ils ont été bouillis pendant 3 min & 100°C, clarifiés
par centrifugation et chargés sur gel de 10% polyacrylamide en présence de SDS. Les
échantillons ont migré durant 15 min a 100 volts puis 1 h 15 min a 150 volts dans du
tampon de migration (1% (p/v) SDS, 3% (p/v) Tris et 14% (p/v) glycérine). L appareil
utilisé a été le Mini-Protean TetraCell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Californie,
USA). Un mélange de marqueurs de poids moléculaire (Bio Basic Inc., Ontario,
Canada) a aussi été¢ déposé sur gel. La Bl-intégrine (dans toutes les occasions) et
quelques fois la CP ont été analysées en conditions non-réductrices pour ne pas défaire
les pont disulfures interchaines. Dans ces cas, le tampon d’échantillon ne contenait pas
de 2-mercaptoéthanol. Apres 1’électrophorése, les gels ont été colorés au bleu de
Comassie ou transférés sur membrane de polyfluorure de vinylidéne (PVDF) puis

analysés par immunobuvardage.

2.7.2 Coloration au bleu de Coomassie

Les gels ont été incubés dans une solution de bleu de Coomassie (40% (v/v) de
méthanol, 10% (v/v) d’acide acétique et 0.1% (p/v) de bleu de Coomassie) pendant 1
h puis lavés au minimum trois fois durant 15 min avec la solution de décoloration (40%
de méthanol, 10% d’acide acétique). Par la suite, les gels ont été transférés sur papier

cellophane pour séchage durant 48 h.
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2.73 Electljotransfert

Aprés I’électrophorese, les gels ont été équilibrés durant 5 min dans un tampon
de transfert (10 mM Tris, 96 mM glycine, 0.01% SDS et 20% (v/v) méthanol). Ensuite
les gels ont été déposés sur des membranes de PVDF (Boehringer-Mannheim,
Montréal, Québec, Canada) préalablement activées pendant 1 min dans du méthanol,
lavées dans I’eau nanopure et équilibrées pendant 15 min au minimum dans le tampon
de transfert. L’assemblage gel/membrane PVDF a été placé dans un systéme demi-sec
Trans-blot SD (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA). La durée du transfert a été

de 35 min, & un voltage de 15 volts pour 1-2 gels et 20 volts pour 3-4 gels (selon le
. cas). A la fin du transfert, les membranes ont été mises dans un tampon de blocage
constitué de tampon Tris salin-Tween 0.1% (TBS-Tw: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HC], pH 7,6, 0.1% (v/v) Tween (Sigma-Aldrich)), supplémenté avec 3% (p/v) lait

écrémé en poudre ou 3% (p/v) de BSA, pendant 1 h minimum, sous agitation douce.

2.74 Immunobuvardage

Apreés le transfert des protéines, les membranes ont été lavées avec du TBS-Tw
(quatre fois 15 min), puis incubées avec |’anticorps primaire pendant 1 h minimum
sous agitation douce. Aprés avoir subi une série de lavages dans du TBS-Tw, les
membranes ont été incubées avec 1’anticorps secondaire conjugué a la péroxydase du
raifort (POD) puis rincées avec du TBS-Tw. La détection a été faite par
chimioluminescence en incubant la membrane dans 2 mL du réactif Immobilon
Western Chemiluminescence HRP Substrate (Millipore, Nepean, ON, Canada) pendant
1 min et en I’exposant a un film HyBlot CL (Denville Scientific Inc., Toronto, ON,
Canada). Les anticorps dirigés contre un épitope intracellulaire ont été utilisés partout
sauf dans les expériences de délestages. Les anticorps primaires et secondaires sont

listés dans les tableaux 2.1 et 2.2 respectivement.
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2.8 Mesure de la viabilité cellulaire avec le MTT

Les neurones de J4 ont été ensemencés dans des plaques tissulaires (Sarstedt)
de 12 puits a raison de 0,75.106 cellules, et cela en absence (contrdle) ou en présence
de composés a cuivre. A J6, les neurones ont été lavés avec du tampon HEPES salin
[HBS-G/Ca?*/Mg : HEPES (20 Mm), D-glucose (20 mM), NaCl (140 mM), KCl (4
mM), CaCl (1.8 mM) et MgCl, (0.8 mM), pH=7,4] puis ont été incubés pendant 3 h &
37°C dans 500 pL du méme tampon contenant 0.5 mg/mL de MTT (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) (Sigma-Aldrich). Par la suite, les
cristaux formés ont été dissouts dans du diméthylsulfoxide (DMSQ), puis 1’absorbance
a ét¢ lue a 550 nm et 664 nm. La viabilité a ét¢ déterminée en soustrayant I’absorbance
de 664 nm a celle de 550 nm et rapportée a la valeur des neurones de contréle (Nikkhah
etal., 1992).

2.9 Statistiques

Chaque expérience a été réalisée au minimum trois fois. Les données de toutes les
expériences ont été analysées avec la version 2013 d’Excel. L’analyse statistique a été
faite en utilisant le test 7 de Student. Une valeur de P<0.05 a été utilisée pour identifier

des différences significatives.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 Synthése d’AE-agarose et caractérisation de préparations de CP

Une méthode de purification de la CP, a partir de plasma bovin, et comportant
une seule étape chromatographique sur AE-agarose, a été publiée en 1988 par le groupe
de Musci et Calabrese (Calabrese ef al., 1988). Le matériel chromatographique était
synthétisé selon une procédure en deux temps : 1) la réticulation de billes d’agarose
Sépharose 4B avec de 1’épichlorhydrine pour augmenter la résistance chimique et
physique du gel, puis 2) le greffage de groupements amino avec le chloroéthylamine.
Ce greffage était réalisé a raison de 43,3 g de chloroéthylamine pour 100 mL de gel.
La CP obtenue par cette méthode était jugée pure sur la base d’un rapport
Abse10nm/Abszsonm > 0,04 et d’une homogénéité électrophorétique par SDS-PAGE
(Calabrese ef al., 1988). Une modification de la méthode a été publiée par le groupe de
Mateescu. Cette modification consistait a utiliser de l;agarose déja réticulé du marché,
le Superose 6B (Wang et al., 1994) ou le Sepharose CL-4B (Buisson, 1993). Le groupe
de Musci et Calabrese a aussi apporté une modification a son protocole initial : il a un
peu plus que doublé la proportion de chloroéthylamine en utilisant 100 g de ce réactif
par 100 mL de billes (Musci ef al., 1993). La capacité de rétention de la CP est passée
a 9 mg/mL de billes comparativement a la valeur de 0,82 rapportée par Wang ez al.
(1994).

Dans le présent travail, nous avons finalement combiné€ les deux modifications.
Nous avons premi¢rement, fabriqué une résine d’ AE-agarose a partir d’agarose déja
réticulé (Sépharose CL-6B) et en utilisant 43,3 g de chloroéthylamine par 100 mL de

billes. Cette résine retenait faiblement la CP : elle se colorait en bleu pale lors de
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I’application de I’échantillon de CP et un volume équivalent a environ 300 mL de résine
était nécessaire pour lier environ 220 mg de CP a partir de 10 L de plasma. La capacité
de rétention de cette résine était ainsi d’environ 0,72 mg de CP/mL de résine, similaire
a la valeur de 0,82 rapportée par Wang ef al. (1994) (Tableau 3.1). Deuxiémement nous
avons doublé la quantité de chloroéthylamine. Cela a permis de quintupler la capacité
de retenir la CP (3,6 mg de CP/mL de Billes); cette résine se colorait en bleu foncé lors
du dépot de 1’échantillon de CP. Cependant, cette capacité accrue s’est révélée tout de
méme moindre que celle de 9 mg de protéine/ml de billes rapportée par Musci ef al.
(1993). D’un c6té, la proportion un peu plus €levée en chloroéthylamine utilisée par
ces chercheurs pourrait expliquer la rétention supérieure. D’un autre coté, la
réticulation-maison faite avec 1’épichlorhydrine par Musci ef al. (1993) pourrait avoir
laissé plus de sites libres pouf le greffage sur ’agarose que la réticulation industrielle
faite avec du 2,3-dibromopropanol (brochure « Filtration sur gel - théorie et pratique »,
Pharmacia Fine Chemicals). Notons que, dans notre cas, I’augmentation de la capacité
de rétention de la CP en utilisant plus de chloroéthylamine a légérement amélioré le
rapport A610nm/A280om (Tableau 3.1), I’amenant a la valeur seuil utilisée dans la

littérature pour indiquer une préparation pure (= 0,040; (Lovstad, 1981)).
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Tableau 3.1 Performance de résines d’AE-agarose.

mg de CP retenue mg de CP récupérée

Capacité de e A6100m
P A par mL de résine par L de plasma =
rétention de la résine A2800m
(moyenne) (moyenne)
Faible (n=2) 0,72/mL ? 36,3 0,035
b
Forte (n=2) 3,6/mL 28,3 0,041

2 En utilisant une résine d’ AE-agarose générée a partir de 43,3 g de chloroéthylamine
par 100 mL de billes, Wang et al (1994) rapportent une capacité de rétention de
0,82 mg de CP/mL d’AE-agarose et un rapport Asionm/A280mm au-dela de 0,040.

® En utilisant une résine d’ AE-agarose générée a partir de 100 g de chloroéthylamine
par 100 mL de billes, Musci et al (1993) rapportent une capacité de rétention de 9
mg de CP/mL d’ AE-agarose.

Les préparations de CP ont été analysées par SDS-PAGE suivi d’une coloration
au bleu de Coomassie. Trois des préparations sont montrées sur la Fig. 3.1. En présence
de 2-mercaptoéthanol (+ SH), on observe une bande fortement majeure a 132 kDa
accompagnée d’une bande plus faible aux environs de 115 kDa et cela, aussi bien pour
la résine de faible capacité (pistes 1a et 1b) que pour celle de forte capacité (pistes 2 et
3) (Fig. 3.1 +SH). Ces deux bandes sont caractéristiques des préparations de CP
(Aouffen et al., 2001), sauf pour la piste 3 que nous discutons aprés, la combinaison de
I’intensité de coloration de ces deux bandes compte en moyenne pour 90% ou plus de
la coloration totale. Nous voyons une faible bande a environ 50 kDa dans la piste 1a et
une faible bande a environ 90 kDa dans la piste 2, dont I’identité n’est pas connue, mais
qui pourraient étre des fragments de la CP (Dwulet et Putnam, 1981). Le profil
électrophorétique de la préparation de CP 3 montre que le lavage de la résine avec 30
mM KPi, pH 7,2, avant 1’élution est important pour la pureté finale de la préparation.

Le nombre accru de bandes pour cette 3° préparation, s’accorde avec un rapport
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As10nm/A2s0nm plus faible et avec le fait que les bandes de 130 et 115 kDa contribuent
ensemble 4 65% de la coloration totale. Nous n’avons pas trouvé dans la littérature une
analyse SDS-PAGE en conditions non-réductrices. Dans de telles conditions (Fig. 3.1
-SH), nous voyons le doublet de 130 et 115 kDa de la CP, en accord avec I’existence
d’une seule chaine polypeptidique pour cette protéine. Les bandes de faible intensité
dans les préparations la et 2 sont de méme nombre en absence qu’en présence de 2-
mercaptoéthanol, indiquant qu’il n’y aurait pas de ponts disulfures interchaines dans
ces protéines. En effet, pour la piste 1a, nous avons une bande d’environ 50 kDa pour
—SH et +SH, et pour la piste 2, nous avons une bande d’environ 90 kDa pour —SH et
+SH.
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Figure 3.1 Profils électrophorétiques de trois préparations de CP. Gels de 10% de
polyacrylamide obtenus par SDS-PAGE en présence (+SH) ou en absence
(-SH) de 2-mercaptoéthanol, suivi d’une coloration au bleu de Coomassie.
Les poids moléculaires des protéines €talons (PM) sont indiqués a gauche
des gels, ceux des bandes observées dans les autres puits (5 pg de
protéines/puits) sont indiqués a droite. La préparation de CP 1 a été faite avec
de I’AE-agarose de faible capacité; 1’échantillon 1a (A¢1onm/A280nm = 0,036)
correspond aux fractions chromatographiques les plus concentrées en CP
(milieu du pic de CP); I’échantillon 1b (Ag10nm/A280nm = 0,035) correspond a
une repurification, sur la méme résine, du pool de fractions retrouvées au
début et 4 la fin du pic de CP. La préparation de CP 2 (As10nm/A280nm = 0,040)
a été faite avec de 1I’AE-agarose de forte capacité. La préparation de CP 3
(As10nm/A280nm = 0,032) a aussi été faite avec une résine de forte capacité
mais il n’y a pas eu de lavage avec 30 mM KPi, pH 7,2 avant I’élution. Les
résultats montrent que ce lavage est important pour la pureté de la CP.

Le bilan de purification pour la préparation 2 de CP est présenté dans le tableau
3.2. Nous avons obtenu un enrichissement en CP d’environ 2000, ce qui est plus élevé
que la valeur de 860 dé€ja rapportée (Wang et al., 1994). Nous nous retrouvons donc

avec une préparation 2000 fois enrichie et présentant une Aé1onma280nm de 0,040 alors
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que la préparation de Wang ef al., enrichie de prés de 900 fois, présente un rapport
d’absorbance de 0,056. Possiblement, il pourrait y avoir une hétérogénéité des
molécules de CP concernant la teneur dans les trois types de cuivre entre les
préparations.
Des travaux préliminaires que j’ai réalisés avec Houda Salmi ont montré que le
rivaroxaban inhibe 1’action neuroagrégative de la CP (Salmi, 2015). Comme le
rivaroxaban est reconnu étre un inhibiteur spécifique du facteur X de coagulation (Flierl
etal, 2013 ; Somjen ef al., 2013 ; Thomas ef al., 2013), ces résultats soulevaient la
possibilité qu’une contamination de nos préparations de CP par le facteur X puisse étre
la véritable source de I’action de la CP. Aussi, nous avons analysé la teneur en facteur
X dans nos préparations de CP. Le tableau 3.2 montre une trés faible contamination de
la préparation de CP par le facteur X (environ 1%). Le facteur X activé est inhibable
par le SBTI et I’ Aprotinine et peut se lier au SBTI-agarose. L’analyse d une préparation
de CP avant et apres chromatographie sur une colonne de SBTI-agarose n’a pas fait
varier la teneur en facteur X (non montré), indiquant que ce facteur est probablement
sous sa forme zymogéne. Il pourrait toutefois étre activé au contact des neurones. En
connaissant le degré d’activité du facteur X dans nos préparations, nous avons traité les
neurones P19 avec du facteur X commercial dans les quantités retrouvées dans nos
préparations de CP. Les effets du rivaroxaban et du facteur X sur 1’agrégation des
neurones ont été comparés a ceux d’une préparation de CP (Fig. 3.2). Les panneaux A
et B confirment que I’agrégation neuronale due a la préparation de CP est inhibée en
présence du rivaroxaban. Par contre, le facteur X lui-méme, dans la concentration
utilisée, n’a pas induit de neuroagrégation (Fig. 3.2 C-D). Ce qui nous laisse penser
que c’est la CP, et non les traces de facteur X, qui est la cause de la neuroagrégation.
Dans les études qui suivent, nous avons utilisé des préparations de CP ayant une
activité spécifique > 860 U/mg de protéines. Ces préparations avaient un rapport
A6100m/Azg0onm de 0.040-0.043, sauf une avec un rapport de 0.036.
Pour chaque étude, au moins deux préparations différentes ont été utilisées et les

résultats ont été les mémes d’une préparation a ’autre.
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Tableau 3.2 Bilan de la préparation de CP 2 sur AE-agarose de forte capacité de

rétention.
Potsitistia Pilking Echantillon avant Echantillon
chromatographie final
Volume total (mL) 8250 1150 10
Protéines totales (mg) 3951 503 174 260 254
Activité CP totale (U) 1 636 594 388 944 230 188
ey
Rendement en CP (%) ‘ 100 24 14
Enrichissement en CP 1 5,4 2188%
Activité fX totale (U) 8 498 2105 . 16
‘;}:ﬂ"g;g:&‘;ﬁﬂg)“e 0,0022 0,012 0,061
Rendement en fX (%) 100 25 0,18
Enrichissement en fX 1 5,6 29
Contamination de la CP par le X 100 104 13¢

(%6)

7 L’enrichissement est le rapport de 1’activité spécifique dans 1’échantillon sur

I’activité spécifique dans le plasma. L’enrichissement rapporté dans le tableau est basé
sur ’activité oxydasique mesurée dans le tampon KPi, pH 7,0 (1 Unité = 09
mDO/min/pg de protéine). L’enrichissement basé sur la méme activité mais mesurée
dans le tampon NaAc, pH 5,2, (Musci ef al., 1993 ; Wang ef al., 1994) donne une
valeur similaire (2506).

= La contamination par le facteur X est obtenue en comparant 1’enrichissement

en fX par rapport a l’enrichissement en CP. Nous avons aussi évalué cette
contamination d’une autre fagon en mesurant 1’activité de coagulation du fX acheté
chez Sigma-Aldrich (# F9320-50UG). Nous avons retrouvé une activité spécifique de
179 U/mg de fX pur, la quantité totale de fX dans 1’échantillon final correspondrait a
0,087 mg, soit 0,034% de la quantité de protéines.
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Figure 3.2 La neuroagrégation n’est pas induite par le facteur X présent dans la
préparation CP et est inhibée par le rivaroxaban. Les neurones de J4
ont été incubes, jusqu’a J6, en absence (contrdle) ou en présence de CP (0,5
mg/mL), du facteur X (1,56 U/mL) et de rivaroxaban (10uM). (A, C)
Photographies (100x) de cultures cellulaires au J6. (B, D) Evaluation de la
surface occupée par les cellules sur les photographies pour quatres études
indépendantes, i.e quatres séries de cellules a des temps différents
(moyenne et écart sur la moyenne). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au contrdle. Le symbole * indique une différence
significative (* : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.005).
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3.2 Effet de la CP sur I’expression de la N-cadhérine et de la B1-intégrine dans les

cultures de neurones P19

L’action neuroagrégative de la CP pourrait étre due a une action directe ou
indirecte sur les interactions cellule-cellule (neurone-neurone) et/ou sur les interactions
cellules-MEC. Pour les différentes raisons présentées aux sections 1.4.1 (d) et 1.4.2 (d)
nous nous sommes intéresses en particulier aux molécules d’adhérence N-cadhérine et

B1-intégrine.

3.2.1 LaCP,la combinaison SBTI/Apro et le rivaroxaban n’influencent pas les

niveaux totaux de la N-cadhérine et de la f1-intégrine a 48h.

Nous avons d’abord déterminé si les niveaux totaux de N-cadhérine et de B1-
intégrine dans les neurones P19 ont été affectés par le traitement de 48h (J4 a J6) avec
0.5 mg/ml de CP. Ce n’est pas le cas (Fig 3.3). Considérant que la combinaison
SBTI/Apro et le rivaroxaban inhibent I’action neuroagrégative de la CP (Salmi 2015),
nous avons aussi testé I’influence de ces inhibiteurs de protéases sur la N-cadhérine et
la B1-intégrine. Sauf dans le cas du SBTI/Apro pour la N-cadhérine, ces inhibiteurs
seuls ou utilisés avec la CP n’ont pas affecté les niveaux des deux protéines
d’adhérence cellulaire (Fig 3.3 C-D). Le fait que la combinaison SBTI/Apro diminue
le niveau de N-cadhérine va peut-étre avec le fait qu’en présence de cette combinaison,

les neurones P19 apparaissent plus étalés que les neurones contrdle.
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Figure 3.3 La CP, la combinaison de SBTI/Apro et le rivaroxaban n’influencent
pas les niveaux totaux de la N-cadhérine et de la pl-intégrine a 48h.
Les neurones de J4 ont été incubés en absence (contrdle), ou en présence
de CP (0,5 mg/mL), de SBTI (100 uM), d’Apro (30 uM), de rivaroxaban
(10 pM). (A, B) Immunobuvardage représentatif des niveaux
intracellulaire de la N-cadhérine (132 kDa en conditions réductrices) et de
la B1-intégrine (135 kDa en condition non-réductrices), respectivement. La
B-actine a été utilisée comme un témoin endogéne du chargement en
protéines. (C, D) Analyse densitométrique de différents
immunobuvardages de la N-cadhérine et de la Bl-intégrine,
respectivement. L’intensité de signal de chacune de ces protéines a d’abord
€t normalisée par I’intensité de signal de la B-actine correspondante, puis
exprimée en pourcentage par rapport au contrdle. Les résultats sont
rapportés avec une moyenne et un écart-moyen d’au moins trois études
indépendantes. Le symbole * indique une différence significative (p<0.05).



71

3.2.2 La CP n’affecte pas I’évolution temporelle des niveaux totaux de la N-

cadhérine et de la p1-intégrine.

Nous avons raffiné ’analyse en étudiant le profil d’expression dans les lysats
cellulaires totaux & différentes heures entre 0 h et 48 h (Fig. 3.4). A chaque temps
étudié, on constate qu’il n’y a pas de différence significative en présence ou absence
de CP dans les neurones P19, ce qui montre que le niveau d’expression de ces
molécules d’adhérence cellulaire n’est pas influencé par la CP. Cependant, dans les
cultures contréle comme celles traitées avec de la CP, on observe de faibles niveaux de
N-cadhérine a O h et 8 h, et une nette augmentation a partir de 16h et ce, jusqu’a 48 h
(Fig. 3.4 A et C). Pour la B1-intégrineg, il y.a aussi une augmentation de 1’expression
totale de Oh a 16h (environ 2.5 fois) mais elle est moins prononcée que celle de N-
cadhérine (environ 6 a 7 fois) (Fig. 3.4 B et D). De plus, les niveaux cellulaires totaux

se stabilisent plus t6t (dés 16h) que ceux de la N-cadhérine.

Les faibles niveaux d’expression de 1a N-cadhérine et de la B1-intégrine de O h
a 8 h pourraient créer un contexte cellulaire favorable a I’action neuroagrégative de la
CP. Aussi, on a voulu savoir si 1’agrégation des neurones est particuliérement
déclenchée en ajoutant la CP entre 0 h et 8 h. En ajoutant la CP dans cet intervalle de
temps, on observe une neuroagrégation (Fig. 3.5 A) qui fait diminuer de plus de la
moitié la surface occﬁpée par les neurones (Fig. 3.5 B). Par contre 1’agrégation des

neurones se produit aussi en ajoutant la CPa 16 h ou a 24 h.

L’action neuroagrégative de la CP semble donc insensible aux niveaux totaux

¢

de N-cadhérine et B1-intégrine.
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Figure 3.4 La CP n’affecte pas I’évolution temporelle des niveaux totaux de la N-
cadhérine et de la Pl-intégrine. Les neurones de J4 ont été incubés en
absence (controle), ou en présence de CP (0,5 mg/mL) puis ont été récoltés
a Oh, 8h, 16h, 24h et 48h. (A, B) Inmunobuvardage représentatif de la N-
cadhérine et de la B1-intégrine intracellulaires, respectivement. La B-actine
ou la kinase ERK ont été utilisées comme témoins endogénes du
chargement en protéines. (C, D) Analyse densitométrique de différents
immunobuvardages de la N-cadhérine et de la pl-intégrine,
respectivement. Pour chacune de ces protéines, I’intensité de signal d’un
échantillon donné a d’abord été normalisée par I’intensité de signal de son
témoin endogene, puis exprimée en pourcentage par rapport au traitement
contrdle de 48h. Les résultats sont rapportés avec une moyenne et un écart-
moyen sur la moyenne d’au moins trois études indépendantes. Le symbole
* indique une différence significative avec le contrble de 48h, le symbole °
indique une différence significative entre un échantillon contréle d’un
temps donné et I’échantillon contréle de Oh, et le symbole # indique unne
différence significative entre un échantillon CP d’un temps donné et
I’échantillon CP de Oh. Il n’y a aucune différence significative entre le
traitement contréle et le traitement CP pour chacun des temps étudiés.
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Figure 3.5 La neuroagrégation est déclenchée en ajoutant la CP entre Oh et 24h.

Les neurones de J4 ont ét€ incubés en absence (contrdle) ou en présence de

CP (0,5 mg/mL) ajoutée a différents temps jusqu’a 24h. (A) Photographies

(100x) des cultures cellulaires des neurones de J6. (B) Evaluation de la

surface occupée par les cellules de J6. Les résultats sont exprimés en

| pourcentage par rapport au contrdle, et rapportés avec une moyenne et
| I’écart-moyen (voir symboles statistiques). Le symbole * indique une
| différence significative avec le contrdle (p<0.05).
|
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3.2.3 Analyses des niveaux de surface pour la N-cadhérine et de la B1-intégrine

Nous avons pensé que la CP pourrait induire des changements dans les niveaux de
N-cadhérine et de Pl-intégrine localisées a la surface cellulaire. Pour étudier cette
possibilité, nous avons utilisé différentes approches: taux de solubilité dans le Triton
X-100, taux de marquage suite a une biotinylation des protéines de la surface cellulaire,

taux de délestage dans le milieu de culture, et phosphorylation de FAK.

a) La CP n’affecte pas la distribution de la N-cadhérine et de Ia B1-intégrine

dans les fractions cellulaires solubles et insolubles dans le Triton X-100

Lorsqu’elles sont engagées dans des liens d’adhérence ceflulaire, les molécules
de N-cadhérine et de B1-intégrine a la surface cellulaire deviennent insolubles dans le
Triton X-100 (Causeret et al., 2005 ; Leong et al., 2000 ; Yao ef al., 2012). Nous
avons donc lysé les cellules avec ce détergent puis centrifugé les suspensions cellulaires
pour séparer la fraction insoluble (culot) de la fraction soluble (surnageant). Les deux
fractions ont été analysées par immunobuvardage. L’évaluation a été faite pour des
cultures de 16 h et plus a cause des faibles niveaux de N-cadhérine en bas de 16 h (Fig.
3.4).

L’analyse de la N-cadhérine dans le traitement contrdle montre que ses niveaux
d’expression augmentent de fagon progressive entre 16 h et 48 h que 1’on soit dans la
fraction soluble ou insoluble (Fig. 3.6 A et C). Il n’y a pas de différence significative
entre le traitement controle et celui avec la CP. Dans la fraction soluble, la B1-intégrine
a tendance a augmenter entre 16 h et 48 h en absence ou en présence de CP, cependant
on peut observer une augmentation dans sa portion insoluble entre 16 h et 48 h (Fig.
3.6 B et D) bien que cela soit légérement significatif. De plus, les figures 3.6 A et 3.6
B montrent que la proportion des molécules de B1-intégrine retrouvées dans la fraction

insoluble par rapport a la fraction soluble est plus faible que dans le cas de la N-
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cadhérine. On peut donc dire que 1’engagement des molécules de B1-intégrine est plus
faible que celui des molécules de N-cadhérine. L’adhérence cellule-MEC médiée par
la B1-intégrine pourrait étre désavantagée par rapport aux interactions cellﬁle-cellule
médiée par la N-cadhérine. Si la CP n’a pas d’impact sur I’expression ou I’engagement
de ces deux molécules d’adhésion, son action neuroagrégative pourrait bénéficier d’un
contexte ou les interactions cellule-cellule seraient mieux installées que les interactions

cellule-MEC.
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Figure 3.6 La CP n’affecte pas la distribution de la N-cadhérine et la B1-intégrine
dans les fractions cellulaires solubles et insolubles dans le Triton X-
100. Les neurones de J4 ont été incubés en absence (contrdle) ou en
présence de CP (0,5 mg/mL) pour différents temps puis lysés en présence
de Triton X-100 pour générer les fractions solubles et insolubles dans ce
détergent. (A, B) Immunobuvardage représentatif de la N-cadhérine et de
la B1-intégrine intracellulaires, respectivement. La B-actine a été utilisée
comme témoin endogéne du chargement en protéine. (C, D) Analyse
densitométrique de différents immunobuvardages de la N-cadhérine et de
la B1-intégrine respectivement dans la fraction soluble et insoluble. Pour
chacune de ces protéines, I’intensité de signal de chaque échantillon a
d’abord été normalisée par l’intensité¢ de signal de la B-actine, puis
exprimée en pourcentage par rapport au contréle de 48h dans leur fraction
respective. Les résultats sont rapportés avec une moyenne et un écart-
moyen d’au moins trois études indépendantes. Le symbole * indique une
différence significative avec le contrdle de 48h (P<0.05). Il n’y a aucune
différence significative entre le traitement contrdle et le traitement CP
correspondant.
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b) Essais de marquage de la N-cadhérine de surface cellulaire

Nous avons tenté de marquer les protéines de surface des neurones P19, avec la
biotine (annexe 1.1), afin de déterminer 1’impact de la CP sur la quantité de N-
cadhérine et de B1-intégrine acheminée a la membrane plasmique plutét que sur leurs
niveaux totaux dans la cellule. Nous avons commencé avec la N-cadhérine, avec I’idée
d’étendre cette stratégie a la f1-intégrine si elle fonctionnait bien. Les résultats n’ont
pas été encourageants aussi bien avec la stratégie utilisant des billes de Neutravidine-
agarose que celle basée sur I’immunoprécipitation de la N-cadhérine. Les signaux

étaient absents ou trop faibles, et peu reproductibles.

Nous avons aussi voulu étudier ’effet de la CP sur I’expression de la N-cadhérine
et la Pl-intégrine a la surface de neurones P19 par cytométrie de flux.
Malheureusement, les neurones P19 se sont révélés fragiles aux procédures de
détachement et nous avons eu de la difficulté a assurer leur viabilité. Les résultats de

cytométrie sont donc peu fiables. La fragilité pourrait venir de deux faits :

a) Plusieurs neurones sont reliés les uns autres par des projections neuritiques
difficiles a défaire sans digestion enzymatique. D’autre part, une digestion
enzymatique est aussi nécessaire pour défaire les agrégats induits par la CP.
Dans les deux cas, une digestion prolongée peut nuire aux cellules.

b) Les neurones sont cultivés en absence de sérum, donc probablement exposés a

moins de facteurs nourriciers.

Nous avons aussi envisagé d’évaluer I’expression de la N-cadhérine et de la B1-
intégrine de surface par microscopie de fluorescence. Nous avons mis cette approche
de coté considérant que 1’agrégation pouvait diminuer 1’acces aux anticorps entre les

cellules et semer un doute sur I’interprétation des résultats.
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¢) Etude du délestage de la N-cadhérine et de la B1-intégrine dans les milieux

de culture

De nombreuses molécules d’adhérence cellulaire perdent leurs domaines
extracellulaires dans le milieu extracellulaire a la suite de protéolyses post-
traductionnelles (Sadeqzadeh ef al., 2014). Ce processus est souvent désigné comme
un délestage ou "shedding" du domaine extracellulaire. Les métalloprotéases de la
famille ADAM ainsi que les métalloprotéases matricielles (MMP) sont des enzymes
impliquées dans le clivage du domaine extracellulaire de molécules d’adhérence
(Dwivedi ef al., 2009 ; Paudel ez al., 2013). Les fragments solubles libérés agissent
comme des agonistes ou antagonistes pour réguler des fonctions cellulaires comme
l'apoptose, 1'adhérence, la croissance, la migration et la différenciation celiulaire
(Sadeqzadeh et al., 2014).

Ici, on a voulu savoir si la CP induit un délestage de la N-cadhérine et de la f1-
intégrine de surface. Les milieux de cultures ont été concentrés 50 fois par
centrifugation sur filtre de porosité 3K, puis analysés par immunobuvardage avec un
anticorps reconnaissant la partie extracellulaire de la protéine. Les résultats du 1¥ essai
(Fig. 3.7 A) montrent la présence de bandes distinctes dans le milieu contréle (~90 et
50 kDa) mais dans le milieu de traitement avec la CP, on observe deux zones d’excés
en protéines : une premiére zone s’étendant du haut du gel jusqu’a 70kDa, et une
deuxiéme dans la région de 40-50kDa. La concentration des milieux a amené une
surconcentration de la CP qui interfere dans 1’analyse des signaux spécifiques de la N-
cadhérine. L’anticorps anti N-cadhérine se lie non spécifiquement aux bandes riches
en protéine. Suite a cela, nous avons décidé d’appauvrir le milieu en CP en 1’incubant
avec des billes d’AE-agarose avant I’immunouvardage (Fig. 3.7 B). On peut remarquer
la présence de plusieurs bandes dans les pistes CP & 130, 96, 70, 58 et 22 kDa ce qui
différe du contréle ou I’on observe la présence de bandes a 110, 70 et 58 kDa. La bande
de 110 kDa (cercle orange), qui ne semble pas se retrouver dans les pistes CP, serait

due a la N-cadhérine. Elle n’est pas due a une absorption non spécifique de 1’anticorps
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anti-N-cadhérine a une protéine abondante puisqu’il n’y a pas de signal de protéines
coloré a cette hauteur. Par contre, les bandes de 70 et 58 kDa retrouvées dans toutes les
pistes de I’immunobuvardage de N-cadhérine pourraient étre dues a une adsorption non
spécifique de 1’anticorps anti N-cadhérine puisqu’elles correspondent a des protéines
abondantes par coloration. Les bandes de 96 kDa (étoile bleue) et de 22 kDa (triangle
vert) des pistes CP seraient aussi dues a la N-cadhérine puisqu’elles ne correspondent
pas a des bandes colorées, surtout la 22 kDa (donc, on ne peut pas parler d’adsorption
non spécifique de 1’anticorps). Ces deux bandes pourraient provenir du clivage de la
bande de 110 kDa. Il reste tout de méme encore un peu de CP dans le milieu concentré
traité a 1’AE-agarose. Pour la Fig. 3.7 C, les milieux incubés avec 1’ AE-agarose ont
aussi été analysés par immunobuvardage pour la Pl-intégrine. Aucune bande
appartenant a la f1-intégrine n’est visible dans le contréle ou cians le traitement avec
la CP lors de la coloration (Fig. 3.7 C). En effet, la bande visible correspondrait a de la
CP.

Par la suite, on a voulu savoir si le délestage de ces molécules d’adhérence
pouvait avoir lieu avant 48h (Fig. 3.7 D, E). Pour la N-cadhérine, la bande de 110 kDa
(cercle orange) est visible 4 8 h et 24 h dans les pistes contrdle. Il est difficile de
distinguer les espéces de 110 et 96 kDa dans les pistes CP a cause de 1’excés des
protéines. Par contre, I’espéce de 22 kDa (triangle vert) est visible a 8 h et 24 h dans
les pistes CP et absentes dans les pistes contrdle. Notons qu’il y a diminution d’intensité
pour celle a 24 h. Cela pourrait-étre di & une différence de chargement en protéines.
Nous n’avons pas encore trouvé une bonne fagon d’assurer un chargement égal pour
’analyse des milieux. En ce qui concerne la f1-intégrine, aucun changement, aucune

bande n’est détectable, sauf pour celle correspondant a de la CP.

Donc, de toutes ces informations, on peut en déduire que la CP semble induire
la libération d’une petite portion de la N-cadhérine extracellulaire dans le milieu de .

culture. Cet événement demeure modeste puisque le fragment de 22 kDa qui le suggére
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est détecté aprés avoir été concentré 50 fois. Cependant, I’étude de la p1-intégrine n’a

pas montré de libération de fragment extracellulaire dans le milieu de culture.
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Figure 3.7 Etude du délestage extracellulaire de la N-cadhérine et de la p1-
intégrine par immunobuvardage. (A) Des neurones de J4 ont été cultivés
pendant 48h en absence (contrdle) ou en présence de CP (0.5 mg/ml) dans
du milieu NB-ITA pauvre en protéines. Les milieux de culture ont été
receuillis, concentrés 50 fois, et analysés par immunobuvardage (IB) de la
N-cadhérine extracellulaire. La membrane IB a ensuite été colorée au bleu
de Coomassie. (B) Comme en A, sauf qu’une étape d’incubation avec des
billes d’AE-agarose a été ajoutée avant I’étape de concentration. Les
milieux ont été analysés en double. (C) Comme en B, sauf que des IB ont
été faite pour la Bl-intégrine extracellulaire et la CP (suite a la page
suivante).
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Figure 3.7 (suite) Etude du délestage extracellulaire de la N-cadhérine et de la p1-
intégrine par immunobuvardage. (D, E) Milieux de 8h et 24h. La taille

(kDa) et la position des marqueurs de poids moléculaire sont indiquées a
gauche des figures, la taille des bandes est indiquée a droite. Trois sont

indexées avec des puces de couleurs : bandes a 110 kDa (), 96 kDa (7 )

et 22 kDa (A ).
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d) Etude des niveaux d’expression de FAK et p-FAK :

FAK est une protéine kinase omniprésente et fortement exprimée dans le
cerveau (Peng et Guan, 2011) qui joue un réle important dans I’adhérence et la survie
cellulaire (Wang er al., 2012). Elle est une composante de la signalisation des
intégrines. En effet, les intégrines peuvent recruter FAK par leur domaine N-terminal
et induire la phosphorylation de cette kinase. La phosphorylation de FAK sur la Tyr397
est étroitement liée a une activité catalytique accrue de FAK et, par conséquent a une
augmentation de la phosphorylation de tyrosines de d’autres protéines d’adhérence
focale (Parsons, 2003).

Dans cette expérience, nous avons voulu savoir si la CP pouvait affecter la
signalisation des intégrines en étudiant la phosphorylation de FAK. Dans la figure 3.8,
on constate peu de variation significative du niveau total de FAK (panneaux A+B) dans
le temps pour chacun des traitements, celui du contréle et de la CP. Le niveau de p-
FAK (panneaux C+D), tend a augmenter entre O h et 8 h pour le contrdle et la CP
méme si il n’y a pas vraiment de différence significative. Toutefois, on observe une

tendance de la CP a augmenter le rapport p-FAK/FAK au cours du temps (panneau E).

Dans les mémes études, nous avons aussi analysé 1’effet de I’AMPc. En effet,
en plus d’avoir une action inhibitrice sur ’agrégation des neurones provoquée par la
CP (Ducharme, 2013), il a ét¢ montré que ’AMPc peut activer la fonction des p1-
intégrines (Ivins ef al., 2004 ; Whittard et Akiyama, 2001). Dans les conditions ou il
y a de ’AMPc (AMPc et CP+AMPc), il y a peu de variation significative sur les
niveaux de FAK et p-FAK (Fig. 3.8 B+D) ainsi que sur les rapports pFAK/FAK (Fig.
3.8 E). Il semble y avoir toutefois une baisse de ce rapport en comparaison des
traitements contréle et CP (Fig. 3.8 E). Ceci suggeére une 1égére influence de I’ AMPc¢

sur la Bl-intégrine.



84

A Contrdle CP Contréle AMPc

h 01 2 4 81624 01 2 4 8 1624 01 2 4 816 24 01 2 4 81624

Ak EEAPR eorm—] Eilser» me -

Cp CP + AMPc

01 2481624 01 2 4 81624

[\
[=3
o

Lh
(=}

10

o

5

Densité relative de FAK
(=)

il i mhi il

012481624 012 481624 012 481624 01 2 4 81624 (h)

o

Contrdle CP AMPc CP+AMPc

Figure 3.8 Effet de la CP et de I’ AMPc sur la signalisation de FAK et p-FAK. Les
neurones de J4 ont été incubés en absence (contrdle) ou en présence de CP
(0.5 mg/mL) et d’AMPc (1 mM) puis ont été récoltés aux temps indiqués
pour des études d’immunobuvardage. (A) Inmunobuvardage représentatif
de FAK. La B-actine a été utilisée comme témoin endogéne du chargement
en protéine. Les panneaux reliés par un trait horizontal sous
I’immunobuvardage B-actine proviennent d’un méme gel. (B) Analyse
densitométrique de FAK. (suite a la page suivante)
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(suite) Effet de la CP et ’AMPec sur la signalisation de FAK et p-FAK.
(C) Immunobuvardage représentatif de p-FAK. La B-actine a été utilisée
comme témoin endogéne du chargement en protéine. Les panneaux reliés
par un trait horizontal sous I’immunobuvardage B-actine proviennent
d’un méme gel. (D) Analyse densitométrique p-FAK. (suite a la page
suivante).



86

3,5 1
3,0
2550
20 1

il I““i il i

012481624 012 481624 01 2 481624 01 2 4 81624 (h)

Rapport p-FAK/FAK

Controle CP AMPc CP+AMPc

Figure 3.8 (suite) ) Effet de la CP et ’AMPc sur la signalisation de FAK et p-FAK.
(E) Analyse densitométrique p-FAK/FAK. L’intensité de signal a d’abord
été normalisée par I’intensité¢ de signal de B-actine, puis exprimée en
pourcentage par rapport au traitement contréle de Oh. FAK et p-FAK ont
ét¢ analysés dans les mémes expériences avec les mémes échantillons. Les
résultats sont rapportés avec une moyenne et un écart-moyen sur la
moyenne d’au moins trois études indépendantes. Le symbole * indique une
différence significative avec le controle de Oh et le symbole #, une
différence significative avec le contrdle du méme temps (P<0.05).

e) Y15 n’est ni pro-agrégatif, ni anti-neuroagrégatif

En dernier lieu, pour s’assurer que I’action neuroagrégative de la CP n’avait pas
d’influence sur la voie intégrine/FAK ni n’était influencée par cette voie, nous nous
sommes intéressés & une petite molécule, le 1,2,4,5-benzénetétraamine
tétrachlorhydrate (Y15) qui a pour effet d’inhiber la phosphorylation de FAK
(Golubovskaya et al., 2008). Les résultats de la figure 3.9 montrent qu’Y15 n’empéche

pas I’étalement des neurones et les cultures traitées avec Y15 montrent le méme
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étalement que les cultures contrdle. De plus, la présence d°Y15 n’empéche pas I’action

neuroagrégative de la CP.
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Figure 3.9 Y15 n’est ni pro-agrégatif, ni anti-neuroagrégatif. Les neurones de J4
ont €té trait€s en absence (contrdle) et en présence de CP (0.5 mg/ml)
et/ou d’Y15 (1 uM). Y15 a été ajouté 1 heure avant I’ajout de la CP. (A)
Photographies (100x) des cultures des neurones de J6. (B) Evaluation de
la surface occupée par les cellules a J6. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au contrle, et rapportés avec une moyenne et
I’écart-moyen de quatre études indépendantes. Le symbole *** indique
une différence significative avec le contrdle (P<0.005), ### représente
une différence significative avec la CP (P<0.005), et " , une différence
significative avec Y15 (P<0.005).
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3.3 Etude sur importance du cuivre dans ’agrégation des neurones P19.

3.3.1 Evaluation de I’effet de différents composés a cuivre sur la morphologie et

la viabilité de cultures de neurones P19

L’effet de certains composés a cuivre sur les neurones P19 a été étudié par Maltais
et al. (2003). 11 a été mentionné que la CP ne compromet pas la viabilité des neurones
P19 a une concentration qui induit la neuroagrégation lorsqu’elle est de 0.5 mg/ml ou
de 3.8 uM. Comme la protéine contient six atomes de cuivre dans sa structure, cela
correspond a une concentration de 22.8 uM de cuivre. Deux sels de cuivre, le CuClz
ainsi que le CuSQs, n’induisent pas de neuroagrégation pour des concentrations allant
jusqu’a 49,2 uM. Testés a 246 uM, ils ont causé de la mort cellulaire. L’His2Cu préparé
selon la méthode Sarkar, n’induit pas non plus d’agrégation et ce, pour des

concentrations allant de 23 a 390 uM (Maltais ef al., 2003).

Cependant, la Ser2Cu, un autre composé a cuivre préparé par 1’équipe du Dr.
Mateescu selon la méthode de Pop ef a/ (2003), a été testé sur notre modéle P19 et a
montré une action neuroagrégative a des concentrations de 100 a 200 uM (Salmi,
2015). Nous nous sommes demandé si le choix de ’acide aminé associé au cuivre ou
la méthode de fabrication avait influencé la capacité d’induire une neuroagrégation
dans le cas du composé a base de sérine. Nous avons donc évalué l’action
neuroagrégative de SeroCu préparée selon la méthode Sarkar. Les résultats de la figure
3.10 A et B confirment 1’absence d’effet neuroagrégatif de 1’His2Cu. Par contre, la
Ser2Cu, préparé comme 1’His>Cu selon la méthode Sarkar, exhibe un tel effet, comme
le fait la CP. Le CuCl: et le CuSO4 a la méme concentration en cuivre que la Ser2Cu,
semble aussi induire une neuroagrégation. Cependant, la présence de nombreuses

cellules flottantes dans les cultures, en absence et en présence des composés a cuivre,



89

suggéraient que la neuroagrégation n’étant qu’apparente, et due probablement a une

neurotoxicité de sels de cuivre aux concentrations utilisées.

Nous avons donc effectué un test de viabilité sur les neurones cultivés en absence
et en présence des différents composés a cuivre. Nous avons tout d’abord mesuré
’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) reladchée dans les milieux qui est une
fagon simple de mesurer la viabilité. La mortalité cellulaire peut causer un bris de la
membrane physique et la reldiche de molécules cytoplasmiques telle que la LDH.
Cependant, dans un test de vérification fait avec des extraits cellulaires, nous nous
sommes apergu que la Ser2Cu, le CuCl; et plus faiblement la CP diminuent la réponse
de la LDH quand ils sont ajoutés aux extraits cellulaires. Ceci nous laisse penser que
ces composés a cuivre peuvent soit inhiber l;ativité LDH elle-méme, soit interférer
dans la lecture du NADH (annexe 2.1). Suite a quoi nous avons opté pour le test MTT
qui mesure 1’activité mitochondriale. Pour s’assurer d’une échelle de réponse (Abs)
suffisamment grande, nous avons d’abord testé différentes densités d’ensemencement
cellulaire et avons choisi la densité de 0,75.10° cellules (annexe 2.2). A cette densité
quatre fois plus élevée que celle utilisée pour la neuroagrégation, il n’y a pas de
neuroagrégation et le MTT peut donc avoir accés a toutes les cellules. La figure 3.10
C montre que la CP, I’His2Cu et la Ser.Cu ne provoquent pas de mortalité neuronale.
Toutefois, le CuSO4 et davantage le CuCl; causent une diminution de la viabilitéé

neuronale a des concentrations égales ou supérieures a 150 pM.

De toutes ces analyses, on peut penser que le cuivre de la CP est important pour
induire la neuroagrégation sans perte de viabilité cellulaire puisqu’un petit composé tel
que la SerCu reproduit cet effet. Par contre, les sels de cuivre peuvent étre toxiques
pour les neurones P19. Le cuivre associé a une biomolécule (ici un AA) perd donc de

sa toxicité.
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Figure 3.10 Evaluation de P’effet de différents composés a cuivre sur la

morphologie et Ia viabilité de cultures de neurones P19. Les neurones
de J4 ont été incubés pendant 48h en absence (contrdle), ou en présence
de CP, d’His2Cu ou de Ser2Cu fagon Sarkar (S), de CuSO4 ou de CuCl,,
(A) Photographies (100x) des cultures de neurones et (B) Evaluation de
la surface occupée par les cellules a 48 h (J6). Dans ces expériences, la
concentration de la CP était de 0,5 mg/mL et celle des autres composés
de 250 pM. (C) Effet des composés a cuivre sur la viabilité neuronale
déterminée par le test MTT. Les concentrations sont indiquées. Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrdle, et
rapportés avec une moyenne et 1’écart-moyen de deux ou trois études
indépendantes. Les symboles * et *** indiquent une différence
significative avec le traitement controdle (P<0.05 et 0.005, respectivement)
lorsqu’il y a eu trois études différentes.
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3.3.2 La CP déplétée en cuivre et I’agrégation des neurones P19

Le cuivre est un élément essentiel dans de nombreuses réactions enzymatiques
et dans la synthése de neurotransmetteurs (Trocello ez al., 2010). Il est méme essentiel
a la neurogenése (Fu et al., 2015 ; Gybina ef al., 2009 ; Watanabe et Tezuka, 2006).
En effet, le chélateur bathocuproine sulfonate (BCS) inhibe la différenciation neuronale
des cellules P19. Nous avons testé le BCS et la D-pénicillamine, un autre chélateur de
cuivre, afin de voir s’ils inhiberaient la neuroagrégation induite par la CP et la Ser2Cu.
Cependant, nous avons été confrontés a certains problémes techniques, notamment la
coloration du milieu de culture en orange et beaucoup de débris cellulaire a J6 lors des
traitements incorporant un chélateur de cuivre, et ce méme a de trés faibles quantités.
Donc par maﬁque de temps pour I’ajustement du protocole, nous n’avons pas poursuivi
dans cette voie.

Pour évaluer I’importance du cuivre dans 1’action neuronale de la CP, nous avons traité
la protéine avec du cyanure de sodium (NaCN) pour la dépléter de son cuivre en suivant
le protocole de Hirano ef al. (2005). La CP ainsi traitée n’absorbait plus & 610 nm et

n’avait plus d’activité oxydasique envers la pPD.

Les résultats de la figure 3.11, nous montre que malgré 1’absence ou la
diminution du cuivre dans la CP, la protéine a quand méme induit uné agrégation des
neurones (Fig. 3.11 A) avec 50% de la surface occupée par rapport au contréle (Fig
3.11 B). Le cuivre ne jouerait pas un r6le de premier plan dans 1’action neuroagrégative
de la CP.
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Figure 3.11 la CP déplétée en cuivre induit la neuroagrégation. Des neurones de
J4 ont ét¢ incubés en absence (contrdle), ou en présence de CP native ou
déplétée en cuivre (0,5 mg/mL). (A) Photographies (100x) des cultures
cellulaires 4 48h (J6). (B) Evaluation de la surface occupée par les
cellules a J6. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au
contrdle, et rapportés avec une moyenne et un écart sur la moyenne de
trois études indépendantes. Les symboles *** indiquent une différence
significative avec le contrdle (P<0.005 et P<0.05, respectivement).




CHAPITRE IV

DISCUSSION

Le projet de recherche de ce mémoire a comporté trois volets : i) synthétiser
une nouvelle résine d’ AE-agarose capable d’une plus grande rétention de la CP et
I’évaluer comme matériel chromatographique dans la purification de la CP, ii)
déterminer si I'un des'mécanismes de I’action neuroagrégative de la CP peut impliquer
la N-cadhérine ou la B1-integrine, deux protéines d’adhérence cellulaire importantes
dans le développement du systéme nerveux, et iii) déterminer dans quelle mesure cette
action neuroagrégative dépend du cuivre. Nous avons synthétisé une résine d’AE-
agarose avec une capacité de rétention de la CP cinq fois plus grande mais son impact
sur la pureté finale de la CP n’est pas tout a fait clair. En utilisant différentes approches,
nous pouvons dire que la N-cadhérine et la B 1-intégrine ne sont pas impliquées dans
I’action neuroagrégative des préparations de CP. Enfin, alors que le petit composé
Ser2Cu a une action neuroagrégative similaire a celle de la CP, la CP appauvrie en
cuivre conserve cette action. Nous commentons maintenant les résultats de ces trois

volets.

4.1 Purification de la CP

Nous avons synthétisé une résine d’AE-agarose de plus grande capacité de
rétention de la CP. L’avantage est une plus grande rapidité de la chromatographie (au

lieu de faire 3 dépdts indépendants d’échantillon sur 100 ml de résine, nous faisons un
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seul dépot sur 50-75 ml de résine). Nous obtenons avec cette résine une CP de pureté
'similaire ou plus grande a celle obtenue avec une résine de plus faible capacité (rapport
DOs101280 d’environ 0.040). Par contre, nous ne sommes pas sirs que la CP que nous
obtenons est plus ou moins pure que celle des préparations rapportées dans la
littérature. Ainsi le rapport DOg10280 de notre CP varie de 0.040 & 0.043 alors que des
valeurs d’environ 0.050 sont mentionnées par d’autres chercheurs (Musci et al., 1993
; Sokolov ef al., 2005 ; Wang et al., 1994). Par contre, notre degré d’enrichissement
basé sur I’activité oxydasique est environ 2 fois plus élevé que celui rapporté dans la
littérature. Possiblement, il pourrait y avoir une hétérogénéité de la teneur en cuivre des

molécules de CP.

Nous ne sommes pas assurés d’une bonne reproducibilité de la synthése d’ AE-
agarose et cela, a cause de la compétition qui existe entre les groupes OH de 1’agarose
et les groupes NH2 du chloroéthylamine pour la liaison d’une molécule du réactif
chloroéthylamine. En effet, les molécules de chloroéthylamine peuvent former un
polymére & cause de la plus grande réactivité de ce compos€ pour les groupes NH>
(présents sur le réactif mais absents sur 1’agarose) que pour les groupes OH de
I’agarose. Cette polymérisation permettrait de former des tentacules AE de différentes
longueurs sur la résine qui expliqueraient I’affinité pour la CP (Stem ef al., 1992). La
taille et le nombre des tentacules greffés pourraient varier d’une synthése de résine a
1’autre.

Nous pensons qu’il y a aussi des tentacules libres, non fixés sur la résine, en se
fiant aux résultats de coloration a la ninhydrine. En effet, tout de suite aprés leur
synthése et des lavages extensifs avec de I’eau par succion sous vide, les billes d’AE-
agarose sont fortement colorées a la ninhydrine (annexe 3). Par contre, aprés leur
utilisation dans la purification de la CP et une régénération avec NaOH, urée et HCI,
les billes d’AE-agarose se colorent peu a la ninhydrine (annexe 3) bien qu’elles
conservent leur capacité de lier la CP. Nous croyons que des polymeres d’AE non fixés

a l’agarose mais emprisonnés dans les pores des billes sont majoritairement
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responsables de la coloration a la ninhydrine. Nous pouvons nous demander dans quelle
mesure ces polyméres lient des protéines plasmatiques. Possiblement, au cours des
utilisations de la résine, nous nous débarrassons de ces polymeéres et de la possibilité

de retenir des protéines contaminantes.

Nous nous sommes intéressés a une possible contamination des préparations de
CP par le facteur X car la CP a des homologies de séquences avec les facteurs V et VIII
qui ont un impact sur 1’activité du facteur X. Nos préparations contiennent un peu de
facteur X mais cette contamination est peu importante et ne porte pas a coriséquence

lors des expériences de neuroagrégation avec les cellules.

Le groupe de Musci et Calabrese (Musci et al., 1993) ont déja rapporté la
présence de thrombine, une protéase de la coagulation sanguine, dans les préparations
de CP obtenues par chromatographie sur AE-agarose. La prothrombine existe sous la
forme d’une seule chaine polypeptidique d’une taille d’environ 70 kDa. Elle pourrait
correspondre a la bande de 70 kDa vue dans les préparations de CP 2 et 3 de la figure
3.1, en conditions non réductrices. Par contre, cette bande de 70 kDa est absente en
condition réductrices dans la préparation de CP 2. La thrombine active a une taille
apparente de 36 kDa et se compose de deux chaines polypeptidiques (30 et 6 kDa)
reliées par des ponts disulfures (Pozzi ez al., 2013). Nous ne voyons pas d’espéces ayant
ces tailles moléculaires dans nos préparations. La prothrombine/thrombine ne serait
donc pas présente a des niveaux détectables par la coloration. Musci et Calabresse ont
mentionné pouvoir se débarrasser de la prothrombine/thrombine par une élution avec
du chlorure de calcium avant de procéder a 1’élution de la CP. Nous avons testé
I’élution avec ce sel de calcium mais, dans les conditions de Musci e? al. (1993), la CP
se décrochait aussi. Il serait bien d’analyser nos préparations de CP par
microséquencage et spectrométrie de masse pour avoir une meilleure idée de leur

pureté.



96

Considérant que plusieurs protéases plasmatiques sont purifiées par
chromatographie échangeuse d’anions (trés souvent, en utilisant des groupements
diéthylaminoéthyles (Zakas et al., 2012 ; Zaqueo ef al., 2014)), nous avons testé la
possibilité¢ de purifier davantage la CP en introduisant une étape de tamisage
moléculaire aprés chromatographie sur AE-agarose afin de se débarrasser des protéines
< 100 kDa. Nous avons exploré cette possibilité par chromatographie liquide de haute
performance (CLHP) sur une colonne analytique (annexe 4). Nous avons détecté une
espéce non identifiée d’environ 30K qui correspond & environ 15-20% du matériel
protéique, mais le reste a élué avec des valeurs de PM inférieures a la plus petite
protéine étalon. Ceci laisse penser que la CP est retenue indiiment sur la colonne
utilisée, soit par des interactions de type chimique avec le matériel chromatographique,
soit par des interférences plutot mécaniques qui pourraient étre reliées a des degrés
divers de dénaturation de la chaine polypeptidique, ou soit par une combinaison de ces
deux possibilités. Notons que la CP conserve son activité catalytique dans le tampon
de tamisage, ce qui améne a penser que la dénaturation, s’il y a, serait due aux hautes
pressions chromatographiques. L’utilité d’un tamisage moléculaire serait a retester en
CLHP en utilisant un débit plus faible engendrant moins de pression (Vachette et
al.,2002), ou en chromatographie classique ou en FPLC (fast protein liquid

chromatography), plus douces pour les protéines.

4.2 Molécules d’adhérence N-cadhérine et Bl-intégrine

Nous avons pensé que la N-cadhérine et la f1-intégrine pouvaient étre des cibles
de I’action neuroagrégative de la CP. Les résultats obtenus a la section 3.2 montrent
que la CP n’a aucun impact sur ces molécules que ce soit au niveau de ’expression
totale en protéines ou de I’expression a la surface membranaire et cela, dans une fenétre
de temps de 48 h. Toutefois, on dénote quand méme une tendance de la CP a induire la

libération d’une petite portion extracellulaire (~22 kDa) de la N-cadhérine. Lors du
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développement embryonnaire, la libération du domaine extracellulaire va jouer un rdle
majeur dans la régulation de 1’adhérence cellulaire, la migration cellulaire et la
croissance des neurites dépendamment de sa localisation au niveau du tube neurale
(Nakagawa et Takeichi, 1998). Une fois I’ectodomaine relaché, la portion C-terminale
restante, qui est liée a la membrane, devient un substrat pour une protéolyse
intramembranaire par la présiniline/y-sécrétase (Reiss ef al., 2005). Cette protéolyse
génére un fragment cytoplasmique qui a un réle dans la signalisation (Reiss et al.,
2005). Pour avoir un meilleur signal des fragments extracellulaires relachés, il faudrait

effectuer un marquage de surface et utiliser plus de neurones.

Comme les cultures de neurones P19 contiennent différents types de neurones
(Wei et al., 2002), nous avons envisagé le fait que la CP pouvait avoir un impact sur la
N-cadhérine et la 3 1-intégrine sur une sous-population de neurones. Aussi, nous avons
tenté d’analyser 1’expression de ces protéines par cytométrie de flux, cependant nos
cellules se sont révélées fragiles : il y avait trop de mort cellulaire lors de la dissociation
en cellules individuelles, ce qui aurait soulevé une incertitude sur ’interprétation des

résultats. Il faudrait trouver une stratégie de dissociation cellulaire plus douce.

Une autre approche intéressante afin d’élargir notre analyse sur d’autres
protéines de surface qui pourraient étre ciblés par la CP serait une analyse sur les
ARNm des neurones P19 sur micropuces d’ADN. En effet, elle fournirait des
informations quantitatives de l'expression géniques des molécules d’adhérence ou
autres molécules de surface. Toutefois, cette méthode ne nous foumirait pas
d'informations sur la localisation cellulaire de ces protéines. Outre les protéines
d’adhérence cellulaire, les protéines de la MEC pourraient avoir une implication dans
P’action neuronale de la CP. L’analyse globale des ARN pourrait s’avérer utile pour
repérer des génes a expression modifiée par le traitement avec la CP et sélectionner

ceux qui sont reliés aux types de molécules recherchées pour la validation par PCR
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4.3 Influence du cuivre

Le cuivre, un oligo-€lément essentiel dans les organismes, joue un réle
important dans la fonction de plusieurs protéines (Karlsson et al., 2013). En plus de se
lier a la CP a 90-95%, le cuivre circulant se lie a de I’histidine libre et a I’albumine
(Sarkar ef al., 1993). L’histidine est 1'un des plus puissants ligands de métaux de
coordination et joue un réle important dans la liaison d'ions métalliques par les
protéines (Neumann et Sass-Kortsak, 1967). Ainsi, des résidus d’histidine sont
impliqués dans la coordination d’atomes de cuivre de la CP (Mukhopadhyay et al.,
1997).

L’histidine facilite 1’absorption du cuivre par fes cellules (Deschamps e al.,
2005 ; Neumann et Sass-Kortsak, 1967). L'importance physiologique du complexe
HisCu dans les applications thérapeutiques est bien connueet a conduit & son
application dans le traitement de la maladie de Menkes (Deschamps ef al., 2005). Cette
maladie génétique mortelle provoque une dégénérescence cérébrale rapidement
progressive. La base biochimique de cette maladie est un défaut dans le transport du
cuivre depuis les cellules intestinales jusque dans tout I’organisme (DiDonato et
Sarkar, 1997). Le traitement des patients atteints de la maladie de Menkes a donc pour
but de rétablir les niveaux de cuivre dans 1’organisme par 1’administration de cuivre
(His2Cu) par voie sous-cutanée (Sarkar er al., 1993). Si ce traitement est appliqué tot
apres la naissance, il empéche les complications neurologiques de la maladie : le retard

mental (Sarkar ef al., 1993).

Les résultats montrent que I’ajout de 1’His2Cu dans le milieu neuronal & J6 ne
provoque pas d’agrégation, ce qui n’est pas le cas pour la Ser2Cu (Fig. 3.10). éeci peut
s’expliquer par le fait que la L-His posséde trois sites potentiels pour la liaison des
métaux, dont I'atome d'azote du noyau imidazole qui est le principal moyen par lequel

les ions métalliques se lient aux protéines (Deschamps et al., 2005).
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L’action neuroagrégative de la Ser.Cu pourrait étre due a 1’absence de noyau
imidazole, ce qui permettrait de libérer plus facilement le cuivre vers les cellules.
Tout comme pour la CP, ’action agrégative de la SerCu est inhibée par le SBTI,
I’ Aprotinine et le rivaroxaban (Salmi, 2015). Cette ressemblance d’action nous a
amenés a investiguer 1’importance du cuivre dans 1’effet neuroagrégatif de la CP. Nous
avons tenté de neutraliser 1’action neuroagrégative de la CP en ajoutant des chélateurs
de cuivre dans le milieu de culture, notamment le BCS et la D-pénicillamine.
Cependant ces chélateurs ont donné une teinte trés orangée au milieu de culture et
généré de nombreux débris cellulaires, et ce méme a des concentrations trés faibles (0.5
uM). Cette approche s’est donc révélée toxique pour les neurones et n’a pas été

poursuivie davantage.

Nous avons déplété la CP de son cuivre afin de voir si elle induisait la
neuroagrégation. Le traitement au cyanure a fait perdre sa couleur bleue & la CP ainsi
que son activité oxydasique. Fait étonnant, la CP ainsi traitée est capable d’induire la
neuroagrégation. Par contre, des études antérieures effectuées par Maltais et al. (2003)
ont montré que la CP dénaturée par la chaleur, ne provoque pas 1’agrégation de
neurones P19. 11 se peut que la CP traitée au cyanure n’ait pas perdu tous ses atomes
de cuivre et qu’elle ait conservé suffisamment de sa conformation pour agir sur les
neurones P19. La chaleur, par contre, aurait détruit la conformation. L’analyse de
cuivre en spectrométrie atomique serait une bonne approche, pour approfondir le role

du cuivre dans la CP.

4.4 Conclusion

Nous avons synthétisé une résine d’ AE-agarose ayant une plus grande capacité de
rétention de la CP. L’activité oxydasique spécifique a montré une CP plus pure mais le

rapport de la teneur en cuiv 3 eneu 3 as aussi élevé
rt de la tene cuivre par rapport a la teneur en protéine n’est 1
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que ceux de la littérature. Une étape de tamissage moléculaire pourrait étre ajoutée pour
s’assurer d’une plus grande homogénéité des préparations de CP. La N-cadhérine et la
Bl-intégrine sont peut-étre nécessaires i I’action neuroagrégative de la CP en
fournissant un contexte cellulaire particulier (ex : des molécules de N-cadhérine
apparaissent davantage engagées que celles de la Bl-intégrine), mais leurs niveaux
d’expression ou d’engagement ne sont pas affectés par le traitement des neurones avec
la CP. Néanmoins, d’autres molécules d’adhérence pourraient étre impliquées dans
]’action neuroagrégative de la CP. L’ action neuroagrégative de la Ser,Cu suggére une
implication du cuivre dans I’action neuroagrégative de la CP alors que les résultats de
déplétion en cuivre montrent le contraire. La CP dépourvu de cuivre a montré une
activité oxydasique nulle, ce qui nous permet de dire que cette activité n’intervient pas
pas dans 1’action neur.oagrégative de la CP. Cependant, les résultats sur la déplétion

doivent étre approfondis afin d’évaluer si elle a été compléte ou partielle.



ANNEXES

ANNEXE 1. Marquage de protéines avec le systéme biotine Neutravidine
1.1  Biotinylation et analyse des protéines de surface

Les études d’analyse par immunobuvardage ont montré que la CP n’induit pas
de changement dans les niveaux totaux d’expression de la N-cadhérine et de la B1-
intégrine. Par contre, il était possible que la CP ait eu une influence sur la proportion
de N-cadhérine et B1-intégrine acheminées 4 la membrane plasmique. Nous avons donc
biotinylé les pr;)téines de la surface cellulaire pour examiner la proportion de N-

cadhérine biotinylée par deux approches.

1.1.1 Marquage des neurones et analyse de la N-cadhérine biotinylée aprés

enrichissement avec des billes de Neutravidine-agarose

Les neurones de J5 ou J6 ont été incubés avec du sulfo-NHS-SS-Biotine (Thermo
Scientific) durant 30 min & 4°C. Ensuite, les neurones ont été culottés par
centrifugation, puis resuspendus durant 10 min dans du tampon de lyse froid

supplémenté d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases.

Le lysat obtenu aprés centrifugation a été incubés avec des billes de
Neutravidine-agarose, préalablement lavées et équilibrées dans du PBS, durant 3 h a
4°C. Le tout a été centrifugé puis les billes ont été lavées avec du PBS et éluées dans

du tampon d’échantillon 4x. Apres centrifugation, les surnageants récoltés ont été
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analysés par électrophorése et immunobuvardage avec I’anticorps anti N-cadhérine.

Aucun signal n’a été détecté (données non montrées).

1.1.2 Analyses de la N-cadhérine biotinylée aprés enrichissement par

immunoprécipitation

Le lysat cellulaire obtenu aprés biotinylation a été mis en présence d’anticorps
N-cadhérine dirigé contre la portion intracellulaire et incubé avec des billes conjuguées
a des protéines A/G plus (Santa Cruz) durant 1 h a 4°C. Apres centrifugation, les billes
ont été lavées dans du PBS puis incubées dans du tampon d’échantillon 4x comme
tampon d’élution. Le tout fut centrifugé et le surnageant récolté a été déposé sur gel
pour étre analysé par électrophorése puis par immunobuvardage avec la Neutravidine-
péroxydase (POD). L’éluat n’a donné que de trés faibles signaux non reproductibles

(données non montrées).
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Figure A.1.1.2 Immunoprécipitation de la N-cadhérine. Les neurones de J4 ont été
incubés en absence (contréle) ou en présence de CP (0.5 mg/ml).
Ensuite ils ont été récoltés a J5, marqué a la biotine, lysés, soumis a
une immunoprécipitation de la N-cadhérine et analysés par
immunobuvardage de la biotine. avant (-) et aprés (+) traitement avec
des billes A/G Plus. Le poids moléculaire de la N-cadhérine est indiqué
a gauche des figures.

1.2  Biotinylation d’affinité de protéase a sérine (étude exploratoire)

On sait qu’une protéase a sérine est impliquée dans la neuroagrégation des
neurones, étant donné que cette neuroagrégation est inhibée par la combinaison
SBTI/Apro ainsi que par le rivaroxaban. Cependant on ne connait pas 1’identité de cette
protéine. Cette protéase a une action limitée dans le temps puisqu’elle agit dans les
deux premiéres heures suivant le traitement des neurones avec la CP (Salmi, 2015). Le
systéme biotine-Neutravidine pouvant aider a identifier cette protéine.

Dans cette expérience, on a essayé de marquer cette protéase en incubant les neurones
P19 avec une sonde ActivX-biotine (ActivX Desthiobiotin-FP Serine Hydrolase;

Thermo Scientific) avant I’ajout des différents agents (CP, SBTI/Apro et rivaroxaban).
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Une seule étude a été faite. Par la suite, les neurones ont été récoltés puis leurs lysats
analysés par buvardage avec la Neutravidine-POD en présence et en absence de f-
mercaptoéthanol. Les résultats ne nous permettent pas de déterminer la protéase
impliquée. En effet, la neutravidine-POD donne facilement des signaux non-
spécifiques (les signaux sont présents dans les pistes sans ActivX). Si on enléve les
bandes communes & tous les traitements de cellules, il ne semble pas y avoir de
marquage spécifique a I’activX. La protéase recherchée est surement peu abondante ou

peut-Etre exprimée par une sous-population de neurones d’ou I’absence de signal.

A
+ SH -SH
rivaroxaban - - - - - - -+ ++ rivaroxaban - - - - - - -+ + 4
SBTI/Apro - - - - ++ + - - - SBTI/Apro - - - - +4+ + - - -
ActivX AGtivK = & & 4= 5 £ =& *
CP BB = o ks g S
kDa 130 kDa 130
70 70
= 31
18
9

Figure A.1.2 Marquage en vue d’étudier une protéase a sérine. Les neurones de J4
ont été mis en présence d’une sonde activX (2 uM) puis incubés en
absence (contrdle), ou en présence de CP (0,5 mg/mL), de SBTI
(100pM), d’Apro (30pM), de rivaroxaban (10uM) pendant 48 h.
Immunobuvardage des lysat neuronaux avec la neutravidine-POD en
présence (A) et en absence (B) de B-mercaptoéthanol (SH).
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ANNEXE 2. Test de viabilité neuronale

2.1 Les composés a cuivre interférent dans le dosage de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une oxydoréductase qui catalyse
I’interconversion du pyruvate et du lactate. Les cellules déchargent la LDH dans la
circulation sanguine aprés lésions tissulaires ou de globule rouge. L’enzyme étant assez
stable, elle est utilisée pour évaluer la présence des dommages et de la toxicité des
cellules. Comme les milieux de culture sont utilisés pour la mesure de largage de la
LDH et que ces milieux contiennent les composés de cuivre a tester, nous avons
d’abord déterminé si ces composés interferent dans la mesure et ceci, en utilisant des

extraits cellulaires.

Les neurones de J6, les témoins et ceux traités avec des composés a cuivre, ont été
resuspendus et homogénéisés a I’aide d’un mini potter a raison de 1.10° cellules dans
500 pL de tampon LDH (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été déposés sur une
microplaque de 96 puits. L’ajout de composés a cuivre lors de la mesure de ’activité
LDH des extraits cellulaires a été faite pour déterminer I’impact du cuivre sur la
réaction LDH. Par la suite, I’absorbance de 450 nm a été lu a t=0, puis toute les 5 min
a 37°C jusqu’a ce que la plus haute valeur dépasse celle de la courbe standard.
L’activité a été calculée selon les indications du manufacturier (Sigma-Aldrich) et
exprimée en milliunités/mL. Cependant nous nous sommes apercus que certains des
compos€s a cuivre ont une tendance a diminuer la réponse a la LDH quand ils sont

ajoutés aux extraits cellulaires (Tableau A 2.1).
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Tableau A 2.1 Effet de différents composés a cuivre sur I'activité LDH présente

dans un extrait cellulaire

Absorbance Activité LDH (%)
Controle 0.446 100
Cp 0.5mg/ml 0.398 89
Ser2Cu 250uM 0:257 58
His2Cu (S) 250uM 0.493 111
CuCl2 250uM 0233 32
lCuS04 25040 0.503 112

2.2 Courbe de signal du MTT

Le test MTT est une approche destiné a mesurer la viabilité cellulaire. La
réduction du MTT se produit a travers une cellule vivante et peut étre considérablement
affectée par un certain nombre de facteurs, y compris les peturbations métaboliques,
les changements dans les activités oxydoréductases ainsi que le trafic intracellulaire
(Stepanenko et Dmitrenko, 2015). Les neurones de J4 ont été ensemencés a différentes
densités cellulaires dans des plaques tissulaires (Sarstedt) de 12 puits. A J6, les cellules
ont été rincées avec du tampon HEPES salin [HBS-G/Ca?*/Mg : HEPES (20 Mm), D-
glucose (20 mM), NaCl (140 mM), KCl (4 mM), CaCl: (1.8 mM) et MgCl2 (0.8 mM),
pH=7,4] puis ont été incubées dans 500 pl. du méme tampon contenant 0.5 mg/mL de
MTT pendant 3 h a 37°C. Les cristaux formés ont été dissouts avec du DMSO, puis

I’absorbance a été lu a 550 nm et 664 nm. Dés lors, une courbe de signal a pu étre
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effectuée afin de déterminer une densité cellulaire d’ensemencement permettant
d’avoir une échelle DO suffisamment étendue tout en requérant un nombre raisonnable
de cellules (Fig. A.2.2). A la densité choisie (4X), il n’y a pas d’agrégation des neurones

de sorte que le MTT a accés a toutes les cellules.
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Figure A 2.2 Courbe de signal du MTT. Les cellules de J4 ont été ensemencées a
différentes densités allant de 0.18x10° cellules (1x) & 1.8x10° cellules
(10x) puis incubés avec 500 pL de MTT (5 mg/mL) pendant 4 h 4 37°C.
L’absorbance a été mesurée a 550 et 664 nm, puis la viabilité a été
calculé en soustrayant les deux absorbances. La densité choisie est de
0.75%108 cellules par puits.




ANNEXE 3. Coloration de Ia résine AE-agarose a la ninhydrine

Apres la synthése de la résine, nous avons fait une coloration a la ninhydrine
pour vérifier la présence de groupements amino associés aux billes. La ninhydrine
colore ces groupements en violet. Le test & la ninhydrine sur la résine AE-agarose
fraichement synthétisée et abondamment rincée n’est pas un bon indicateur du degré
de greffage de groupement aminoéthyl. La coloration violette peut étre due non
seulement aux groupements amino greffés mais aussi a la présence de polyméres de
chloroéthylamine de différentes longueurs non attachés aux billes mais emprisonnés
dans les pores de ces billes. En effet, cette coloration diminue en appliquant ce
traitement de régénération (NaCl, urée, NaOh_, HCI). Les solutions de régénération
changent possiblement la taille des pores de la résine qui facilitent la sortie des
polymeres libres. Donc, il est conseillé d’appliquer le traitement de régénération avant

de faire le traitement a la ninhydrine.
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Figure A.3 Coloration de résines AE-agarose a la ninhydrine. (A) De gauche a

droite: 1) résine faiblement rétentive de CP, utilisée pour la purification
de CP, régénérée, puis colorée a la ninhydrine; 2) résine fortement
rétentive de CP, utilisée pour la purification de CP, régénérée, puis
colorée a la ninhydrine; 3) résine fortement rétentive de CP et fraichement
colorée a la ninhydrine aprés synthése et lavage a 1’eau. Notons la forte
diminution de la coloration lorsqu’une résine a déja été utilisée pour une
purification de la CP (comparer 2 et 3). Il n’y a pas eu d’autre diminution
apparente aprés des utilisations supplémentaires. Notons aussi que la
résine faiblement rétentive est d’un beige plus péle que celui de la résine
fortement rétentive (comparer 1 et 2). La résine non dérivée est blanche
(non montré). (B) La résine 3 du panneau A, colorée en violet, a été
soumise a la régénération sans avoir été utilisée pour la chromatographie.
Chacune des différentes solutions de la régénération (NaCl, urée, NaOH
et HCI) a stimulé une reldche de couleur mauve dans le surnageant.
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ANNEXE 4. Analyses des préparations de CP 1a, 1b et 2 par tamissage en CLHP

Une étude de tamisage par CLHP sur une colonne analytique a été réalisée pour
déterminer la possibilité de purifier davantage la CP en introduisant une étape
chromatographique supplémentaire pour se débarrasser des protéines plus petites que
100 kDa. Les préparations la, 1b et 2 ont été comparées. Malheureusement, nous
n’avons pas trouvé de pics correspondants a des tailles de 130 et 116 kDa. La majorité
(2 plus de 80%) du matériel protéique a €lué au-dela du plus petit étalon protéique (17
kDa), ce qui fait dire que la CP s’est soit dénaturée par la pression ou s’est adsorbée
sur le matériel chromatographique. La CP incubée dans le tampon de chromatographie

mais non souniise au tamissage a conservé son activité oxydasique.
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Figure A.4 Analyse des préparations 1a, 1b et 2 de CP par tamisage en CLHP. Les
préparations de CP (a gauche, 25 ug de protéines) et le mélange des étalons
de poids moléculaire (PM) de BioRad (a droite) ont été chromatographiés
sur une colonne Yarra SEC-3000 (3 um, 300 x 7,8 mm), 4 un débit de 1,0
mL/min et dans un tampon de pH 7,0 contenant 0,05 M NaH2PO4, 0,3 M
NaCl et 0,05% NaNs. La courbe d’étalonnage est aussi montrée. Les pics
d’étalons sont identifiés par leur temps d’élution et leur PM. Les pics sur
les profils de CP sont identifiés par leur PM, s’il se trouve dans la courbe
d’étalonnage (> 17K), et par leur surface (en % de la surface totale
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