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RESUME

Le développement du cerveau nécessite une organisation finement régulée du systéme nerveux.
Celle-ci dépend de mécanismes tels que la neurogenése, la neuromigration et I’élaboration de contacts
des neurones avec les cellules voisines et la matrice extracellulaire. Pour ce faire, plusieurs molécules
sont mises & contribution, dont des facteurs de croissance, des protéases, des molécules d’adhésion
cellulaire et de guidage ainsi que les composantes de la matrice extracellulaire. La céruloplasmine (CP)
est une glycoprotéine a cuivre bleu de 132 kDa. Principalement sécrétée par les hépatocytes dans la
circulation systémique, la CP est également exprimée & la surface d’astrocytes dans le cerveau. Elle
agit a titre de principal transporteur plasmatique du cuivre, présente des propriétés antioxydantes et
posséde des activités oxydasique et ferroxydasique. Cette derniére activité fait de la CP un important
régulateur du métabolisme du fer dans I’organisme. Nous avons montré derniérement que la CP peut
induire, in vitro, ’agrégation de neurones nouvellement différenciés de cellules souches
embryonnaires P19. Cette action souléve la possibilité d’un r6le de la CP dans I’organisation du
systtme nerveux en développement. Nous testons I’hypothése que les mécanismes de cette
neuroagrégation pourraient dépendre (1) de I’existence de récepteurs neuronaux de la CP, lesquels
pourraient étre purifiés par chromatographie d’affinité sur de la CP immobilisée en vue de leur
caractérisation, et/ou (2) d’une action de protéases compte tenu que des protéases sont impliquées dans
I’organisation du systéme nerveux en développement, Les résultats montrent que la CP peut étre
couplée 4 des billes de CNBr-Sepharose avec une efficacité de 100% pour un rapport de 7 mg de
protéine par ml de gel. La CP couplée conserve 57% de son activité oxydasique initiale alors que la
protéine libre incubée dans des conditions similaires a perdu 82% de son activité. Ainsi,
I’immobilisation a un effet protecteur sur I’activité et donc la conformation de la CP. La colonne
chromatographique CP-agarose a permis de retenir spécifiquement une protéine de 30 kDa & partir
d’extraits de protéines membranaires d’érythrocytes bovins. Cette protéine pourrait correspondre a la
forme monomérique du récepteur érythrocytaire rapporté dans la littérature. Des extraits de cerveaux
de rat ont été¢ déplétés de leur CP endogéne puis chromatographiés sur un gel de CP-agarose. Une
protéine de 45 kDa, €luée de ce gel, est reconnue par un anticorps anti-CP, indiquant une
fragmentation de la CP immobilisée par une protéase de I’exirait. Ce fragment pourrait avoir une
signification biologique puisqu’une forme immunoréactive de 45 kDa de la CP prédomine dans le
cerveau de rats adultes et de nouveau-nés, contrairement 4 la forme native de 132 kDa qui prédomine
dans la circulation. Le SBTI (inhibiteur de trypsine de la feve de soya) et I’aprotinine, des inhibiteurs
de protéases a sérine, inhibent 1’agrégation de neurones P19 induite par I’addition de CP native in
vitro. Les neurones traités avec la CP en présence de ces inhibiteurs sont bien répartis sur le support de
culture et étendent de nombreux neurites, contrairement aux neurones traités avec la CP seulement. En
aucun cas la CP n’est dégradée dans le milieu neuroconditionné. La reeline, une protéase a sérine
extracellulaire ayant un réle établi dans la neuromigration développementale, existe sous des formes de
400, 300 et 180 kDa dans le cerveau, alors que les neurones P19 sécrétent la reeline sous formes de
400 et 180 kDa. Le traitement des neurones avec la CP induit la production de la forme de 300 kDa,
production inhibée par le SBTI et I’aprotinine. Alors que I’existence de récepteurs neuronaux de la CP
demeure pour le moment élusive, les résultats indiquent qu’une activité protéasique serait impliquée
dans I’action neuroagrégative de la CP et que la reeline et non la CP serait une cible de cette activité.
L’ensemble du travail supporte donc I’hypothése que I’action neuroagrégative de la CP in vitro refléte
Pimplication de la protéine dans la neuromigration in vivo. Il souléve aussi la possibilité que des
fragments physiologiques de la CP aient une action neuroagrégative comme celle de la CP native.

Mots Clés : Céruloplasmine, neurones P19, migration neuronale, reeline, activité protéolytique




CHAPITRE I

INTRODUCTION

Des études publiées par les Drs J. Paquin, M.A. Mateescu et leurs collaborateurs ont montré que la
céruloplasmine (CP) induit ’agrégation de neurones nouvellement différenciés de cellules P19, des
cellules modeles de cellules souches embryonnaires. Il est possible que cette neuroagrégation soit un
reflet du phénomene de neuromigration qui se produit durant le développement du systéme nerveux.
Pour bien camper le contexte du présent travail, I’introduction résumera d’abord les propriétés de la
CP ainsi que celles de ses récepteurs potentiels et présentera des aspects de la neuromigration
développementale avant d’aborder le modéle P19 et les résultats de neuroagrégation induite par la CP

dans ce modéle.

1.1 Découverte de la céruloplasmine (CP)

L’origine historique de la découverte de la céruloplasmine (CP) nous raméne aussi loin qu’au
milieu des années 1800. A cette époque, quelques chercheurs s’intéressaient a 1’étude d’un groupe bien
particulier d’enzymes, les oxydases & cuivre, lesquelles étaient connues et isolées chez les plantes. Ces
découvertes ont deés lors inspiré & certains chercheurs I’idée que de telles enzymes pourraient ne pas
étre exclusivement réservées au monde végétal. Durant prés de 70 ans, I’existence possible de cupro-
oxydases dans le plasma sanguin a été I’objet de nombreux débats. Ce n’est qu’en 1938 que deux
chercheurs, T. Mann et D. Keilin de I'Université de Cambridge, ont pour la premiére fois identifié une
protéine & cuivre contenue dans le sang de mammifere (Mann et Keilin, 1938). Ils ont purifié et
cristallisé cette protéine, une protéine bleue de 35 kDa qu’ils ont nommée « h@mocuprein ».
Malheureusement, cette protéine s’est avérée n’avoir aucune activité enzymatique, donc aucune
activité oxydasique normalement retrouvée chez les oxydases isolées de plantes. En 1944, C.
Holmberg et son collégue C.-B. Laurell, de I’Université de Lund en Suede, détectent dans un
échantillon de sérum sanguin la présence d’une activité oxydasique au moyen d’un substrat bien connu
a cette époque comme étant spécifique aux oxydases, le p-phényleénediamine (pPD). Qui plus est, cette
activité semblait de toute évidence reliée & la présence d’une protéine contenant des atomes de cuivre
dans sa structure (Holmberg, 1944). Quatre ans plus tard, ces mémes chercheurs isolent pour la
premiére fois, 4 partir de sérum de porc, une nouvelle protéine oxydasique & cuivre ayant une taille
approximative de 150 kDa et qui, selon leur estimation, comporte environ huit atomes de cuivre par

molécule. Ils nommerent cette protéine « ceeruloplasmin », ce qui signifie « sky-blue plasma protein »




(Holmberg et Laurell, 1948). C’est donc 4 Holmberg et Laurell que revient le mérite de la découverte
de la CP.

Bien que la lettre « o » dans le nom original de la protéine ne soit pas prononcé, cette orthographe
du mot fut conservée par ses découvreurs durant plusieurs années. Cependant, due & une mauvaise
typographie de I’époque, la ligature des lettres «o-e» () du mot « cceruloplasmin» était
pratiquement non distinguable de la ligature « a-e » (&), si bien que les éditeurs ont commencé a
utiliser la forme « caruloplasmin », appellation qui deviendra celle employée par les Britanniques.
L’épellation la plus couramment utilisée de nos jours, céruloplasmine (« ceruloplasmin ») est apparue
pour la premidre fois dans les travaux de recherche publiés par Herb Scheinberg et David Gitlin
(Scheinberg et Gitlin, 1952). Depuis sa découverte, plusieurs fonctions ont été attribuées a la CP dans
’organisme (voir section 1.4) et elle suscite encore de nos jours I’intérét de plusieurs chercheurs qui

tentent de définir I’étendue de son réle biologique.
1.2 Caractéristiques structurales de la CP

La CP fait partie de la famille des métalloprotéines cuivriques. Cette famille de protéines se scinde
en deux groupes: d’abord les protéines & cuivre bleu, parmi lesquelles on retrouve la CP, mais
également la laccase, I’ascorbate oxydase, I’hémocyanine et I’azurine, ainsi qu’un second groupe
composé de protéines a cuivre qui ne sont pas bleubleu, telles I’amine-oxydase sérique et les diamine-

oxydases (David et Patel, 2000).

La CP (EC 1.16.3.1) est une glycoprotéine du groupe des a,-globulines de par son patron
électrophorétique, avec une masse moléculaire approximatif de 132 kDa (Qian et Ke, 2001). Des
études récemment effectuées par spectrométrie de masse MALDI-TOF ont établi la taille moléculaire
de la protéine & 125 kDa pour la CP bovine et & 129 kDa pour la CP humaine (Boivin et al., 2001).
Chez I’humain, la CP consiste en une seule chaine polypeptidique constituée de 1046 résidus d’acides
aminés et comporte notamment 8,4% de glucides dont 3,5% d’hexose, 2,6% de N-acétylglucosamine,
2,1% d’acide sialique et 0,24% de fucose (Ryden et Bjork, 1976; Zaitsev et al., 1999). Il existe un
degré de conservation trés élevé de la séquence peptidique de méme que de I’expression génique de la
CP chez diverses espéces animales (Calabrese et al., 1983; Lockhart et Mercer, 1999). La
cristallographie aux rayons-X de la CP Humaine, a une résolution de 3.1 A, révéle qu’une molécule de
CP se compose de six domaines arrangés en deux triades, I’une composée des domaines pairs et ’autre

des domaines impairs, formant deux pyramides triangulaires emboitées et permutées 1’une par rapport




a l'autre (Vachette et al., 2002). L’arrangement des pyramides est similaire bien que la structure des
domaines pairs et impairs se ressemble peu (fig 1.1). La conformation tridimensionnelle est assurée
entre autres par la présence de cinq ponts de type disulfure situés a la base des domaines 1 & 5 (David

et Patel, 2000).

Figure 1.1 Représentation tridimensionnelle de la CP humaine. Les six domaines de la CP sont
représentés par six couleurs différentes, rouge (D1), bleu (D2), vert (D3), bleu péle (D4), jaune (D5) et
blanc (D6). La localisation des six atomes de cuivre permanents est représentée par des cercles, les
cercles bleus correspondant aux ions de cuivre de type 1 et les cercles rouges correspondant aux ions
de cuivre de type 2 et 3 contenus dans le groupement trinucléaire. (Lindley et al., 1997)

Une caractéristique importante de la CP est qu’elle possede six atomes de cuivre « permanents »
(fig. 1.1) ainsi que deux sites de liaison supplémentaires occupés de maniere partielle par des atomes
de cuivre « labiles » (Zaitseva et al., 1996; Lindley et al, 1997). Les six atomes de cuivre

« permanents », retrouvés sous forme Cu®, sont répartis dans les domaines pairs de la protéine ainsi



qu’a I’interface des domaines 1 et 6 (fig 1.2A). s sont classifiés selon trois types de coordination qui
influencent leurs propriétés spectroscopiques. Les trois atomes de cuivre localisés dans les domaines
pairs (2, 4 et 6) sont de type L. Ils sont coordonnés a deux résidus d’histidine, un de cystéine et un de
méthionine (Vachette et al., 2002). Ils sont responsables de la couleur bleu céruléen de la protéine ainsi

que de son absorbance 4 610 nm (Fox et al., 1995; Machonkin et al., 1998).
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Figure 1.2 Représentation schématique de la structure de la CP. A Les relations spatiale et
linéaire des six domaines (D1-D6) de la protéine sont montrées, ainsi que la localisation des atomes de
cuivre (@, type L@, type 2; @, type III; O, labile). Les domaines D1 et D6 contiennent chacun ¥ site
de liaison pour le groupement trinucléaire de cuivre. B Principaux fragments de la CP générés par
activité protéolytique in vivo. (figure inspirée de Takahashi et al., 1984 et Zaitseva et al., 1996)

Leur présence est nécessaire & 1’activité enzymatique de la CP car ils sont impliqués dans le
transfert des électrons a titre de receveurs initiaux d’ions de Fe (Puchkova et al., 1997), substrat de
Pactivité ferroxydasique de la CP. Les trois autres atomes de cuivre forment le coeur trinucléaire

catalytique de la CP, a la jonction des domaines 1 et 6. Ce site est constitué d’un atome de cuivre de



type II et deux atomes de type III. Le premier, aussi nommé cuivre « blanc », est coordiné a deux
résidus d’histidine ainsi qu’d un résidu d’acide aminé a caractére polaire, et est détectable par
résonance paramagnétique électronique (« EPR ») et non par absorbance (Calabrese et Carbonaro,
1986; Calabrese et al., 1988; Zaitseva et al, 1996). Les deux autres atomes de cuivre du centre
catalytique sont coordinés chacun & trois résidus d’histidine et un atome électronégatif tel I’oxygeéne
(O) ou I’azote (N). IIs sont diamagnétiques et montrent une absorbance maximale & 330 nm (Zaitseva
et al., 1996). C’est lors de I’acheminement des électrons, médié par les atomes de cuivre I, vers le
groupe de cuivre trinucléaire (types II et III) que ces derniers rendent possible la réduction de
’oxygene (David et Patel, 2000). La CP peut également lier des atomes de cuivre labiles au niveau des
domaines 4 et 6 (Lindley ef al., 1997).

La présence des ions cuivriques au sein de la structure de la CP est importante. Il est montré que la
CP dépourvue de ses atomes de cuivre, la forme apoCP, n’a pas d’activité enzymatique. L’apoCP est
une forme plutdt instable de la protéine et conséquemment est rapidement dégradée (Gitlin, 1998). Il a
été démontré que seulement les ions de cuivre de type I peuvent étre soustraits puis réincorporés dans
la structure de la protéine sans engendrer d’effets structuraux notables. Leur réinsertion permet aussi
de restaurer I'activité enzymatique de la protéine, ce qui laisse présager un réle de la CP dans le
métabolisme du transport systémique du cuivre. Toutefois, la perte du cuivre de type III entraine, quant
a elle, la perte irréversible de la conformation tridimensionnelle de la protéine de méme que son

activité catalytique (Vachette ef al., 2002).

11 a été rapporté que la CP posséde des sites sensibles a I’action protéolytique dans sa structure (fig.
1.2B) (Takahashi et al., 1984). Ainsi, la protéine est généralement purifiée du plasma sous forme de
deux fragments avoisinants 110-116 kDa et 16-20 kDa. Une métalloprotéase présente dans le plasma
pourrait étre responsable de ce clivage (Fox ef al., 1995). Une méthode de purification de la CP par
chromatographie sur aminoéthyl(AE)-agarose décrite par Wang et coll. (1994) et Mateescu et coll.
(1999) a permis I’obtention d’une protéine présentant un grand degré de pureté et d’intégrité, c’est-a-
dire homogeéne lorsque analysée électrophorétiquement (une bande unique, sinon majeure, a 132 kDa)
et ayant un rapport Agjonm/Azsonm d’une valeur égale ou supérieure a 0,04, I’absorbance a 610 nm étant
due au centre cuivrique bleu et I’absorbance 4 280 nm au contenu protéique. Cette valeur est un critere
solidement établi pour juger de la pureté ainsi que de I’intégrité conformationnelle de la CP (Lovstad,
1981). La CP existe également, quoique moins abondamment, sous une forme possédant un
groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI) (voir section 1.3). Cette CP est exprimée notamment
dans le cerveau a la surface d’astrocytes (Patel et David, 1997; Salzer et al., 1998).



1.3 Biosynthese et expression de la CP

La CP est majoritairement synthétisée par les hépatocytes (apoCP) ou elle est chargée en ions
cuivriques (holoCP) pour étre relichée dans la circulation systémique ou elle est notamment
responsable du transport de 70 & 95% du cuivre plasmatique (Bowman, 1993; Floris et al., 2000). La
glycosylation de la CP a d’importantes répercussions sur la demi-vie de la protéine. Il a ainsi été
observé que la CP de rat dépourvue d’acide sialique présente une demi-vie de seulement 15 min alors

que la valeur est de 56 h pour la forme native (Morell ez al., 1968).

Bien que la CP soit principalement synthétisée dans le foie, bon nombre d’études récentes ont
démontré que les cellules hépatocytaires ne sont pas les seules & synthétiser la CP. C’est & I’équipe de
Yang et coll. (1986) que revient la primeur d’avoir détecté la premiére fois, par hybridation in situ, la
présence d’ARNm codant pour la CP dans les lymphocytes T, les macrophages et les monocytes
humains. L’année suivante, on dénote sa présence en grande quantité dans les lignées cellulaires de
cancer du colon et du sein (Kunapuli et al., 1987). Les études qui ont suivi ont montré 1’expression
génique de la CP dans le placenta, les testicules (Aldred et al., 1987), les glandes mammaires (Jaeger
et al., 1991), les poumons ol une augmentation de I’ARNm a été observée a la suite d’une hyperoxie
(Fleming et al., 1991) et les reins (Linder et al., 1998). Il est & noter que selon Fortna et coll. (1999), la
forme dominante de la CP dans les cellules de Sertoli est liée 4 la membrane plasmique par une ancre

glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Différents groupes de chercheurs ont contribué a établir I’existence d’une CP synthétisée dans le
cerveau sous une forme comportant 1’ancre GPIL. La présence de la CP a été ainsi observée par
hybridation in situ dans le tissu cérébral (Klomp et Gitlin, 1996). Cette forme de CP ne provient pas de
la circulation systémique puisque la CP contenue dans le sérum sanguin ne traverse pas la barriére
hémato-encéphalique (Mollgard ez al., 1988; Klomp et Gitlin, 1996). C’est en effectuant une biopsie
d’une patiente asiatique présentant des symptomes de dégénérescence neurologique que les chercheurs
ont observé la présence de dépéts de fer dans le cerveau, corrélée 4 une faible concentration sérique en
CP (Miyajima et al., 1987). Il a été démontré qu’une maladie liée & une déficience de la CP,
’acéruloplasminémie, pouvait engendrer une altération fonctionnelle du métabolisme du fer dans le
cerveau (Harris et al., 1995). Ce sont les travaux menés par Patel et David (1997) qui ont permis de
démontrer, par des études d’immunohistochimie, qu’il existe une forme de la CP dans le cerveau qui
comporte un groupement GPI. Cette CP-GPI est ancrée a la surface d’astrocytes. Elle est synthétisée

précisément par une sous-population d’astrocytes qui bordent le réseau microvasculaire ainsi que par




les cellules de Schwann. Cette sous-population astrocytaire est considérée comme étant un constituant
de la barriére hémato-encéphalique (Patel et David, 1997). A I’exception du groupement GPI, la CP
cérébrale est immunologiquement semblable a la CP sérique (Patel et David, 1997; Salzer ef al., 1998).
C’est par suite d’un épissage alternatif de ’ARNm que la forme conjuguée au GPI de la CP est
générée. Cet épissage alternatif consiste a la substitution des cinq acides aminés C-terminaux de la CP
par une séquence de 30 acides aminés hydrophobes (fig. 1.3) qui signale le site d’addition du

groupement GPI (Patel er al., 2000).
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Figure 1.3 Comparaison structurale de lIa CP sécrétée et la CP-GPL. La forme ancrée & la
membrane est obtenue par épissage alternatif. Les acides aminés communs aux deux formes de la
protéine sont encadrés. L’ajout de 25 acides aminés a 1’extrémité COOH de la séquence protéique
permet la conjugaison de la CP au groupement GPI. Les acides aminés soulignés constituent la
séquence reconnue par la machinerie enzymatique de conjugaison (Patel ef al., 2000).

Le catabolisme de la CP circulante a lieu dans le foie par I’intermédiaire des lysosomes hépatiques.
La demi-vie de la CP humaine est de 5 jours, alors qu’elle est de 12 et 54 h respectivement chez le rat
et le lapin (Frieden et Hsieh, 1976). Une fois le cycle biologique de la CP complété, elle devient
partiellement dépouillée de ses atomes de cuivre, puis est captée au niveau du foie par des récepteurs
spécifiques (Tavassoli ef al., 1986). Les cellules de I’endothélium hépatique lient puis internalisent la
CP du c6té luminal par endocytose médiée par un récepteur. Aprés avoir traversé ’endothélium, via un
systéme vésiculaire, la CP est excrétée du c6té abluminal, dans ’espace de Disse, ou elle est reconnue
et prise en ‘charge par les hépatocytes, par un mécanisme qui implique un récepteur des
asialoglycoprotéines (Omoto et Tavassoli, 1990). Le catabolisme de la CP synthétisée dans les tissus

extra-hépatiques n’est pas connu.




11 existe plusieurs facteurs susceptibles d’influencer la quantit¢ de CP circulante produite dans
I’organisme. Les concentrations de CP augmentent notamment durant la phase aigué¢ de la réponse
inflammatoire, la grossesse et I’infarctus du myocarde, ainsi que dans I’hyperthyroidisme et certains
types de cancer (Cousins, 1985). La CP présente une microhétérogénéité lors de la réponse
inflammatoire, laquelle microhétérogénéité résulte de variations structurales au niveau des chaines
carbohydrates (Mackiewicz ef al., 1987). A la suite d’un stimulus 1ié 4 une condition inflammatoire, la
concentration de CP sérique humaine augmente lentement jusqu’a atteindre un niveau de deux & trois
fois supérieur au niveau normal lequel, selon I’4ge, se situe autour de 150 4 300 pg/mL de sérum. Chez
les patients souffrant d’arthrite rhumatoide, la concentration en CP sérique peut augmenter jusqu’a
prés de 900 pg/mL, corrélée a une élévation significative de Iactivité oxydasique spécifique de la

protéine (Louro ef al., 2000).

Des études réalisées in vitro ont démontré que certaines hormones agissent sur la biosynthése et la
sécrétion de la CP. C’est le cas de l’adrénaline qui accroit D’activité oxydasique ainsi que la
concentration d’ions de cuivre dans le sérum (Evans, 1973). Par ailleurs, 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 onconécrosant (TNF) et le facteur-1 de stimulation hépatique (HSF1) induisent chacun la
synthése de CP (Mackiewicz et al., 1987).

Les recherches les plus contemporaines concernant les régions régulatrices situées sur le géne de la
CP de méme que les facteurs qui influencent la transcription de ce géne n’apportent que peu d’élément
nouveau. Les travaux de Mukhopadhyay et coll. (2000) ont mis en évidence un mécanisme
moléculaire expliquant I’augmentation de la concentration sérique de CP provoquée par une déficience
en fer ionique dans ’organisme. Ce mécanisme implique la présence de trois paires d’éléments de
réponse 4 I’hypoxie (HRE ou « hypoxia-responsive elements ») au niveau de la région 5’ du géne de la
CP humaine ainsi que la liaison d’un de ces HRE avec le HIF-1 (« hypoxia-inducible factor-1»)
(Mukhopadhyay ef al., 2000). Il a également été rapporté qu’une interaction entre le promoteur du
géne de la CP de rat et les protéines o et P se liant aux séquences « CCAAT/enhancer » pouvait &tre
impliquée (Bingle et al, 1993). Fait intéressant, I’expression de la CP peut €étre régulée post-
transcriptionnellement mais avant la traduction. Ainsi, la synthése de la CP peut étre contr6lée par
linteraction de « 'INF-y inducible RNA-binding protein », une protéine de liaison a I’ARN, et la
région 3’ non traduite de I’ARNm de la CP (Mazumder et Fox, 1999). Conséquemment, 1’association

du transcrit de la CP avec les ribosomes est bloquée et la traduction suspendue.




1.4 Principaux réles associés a la CP

La CP aurait différents réles biologiques, ce qui fait d’elle une protéine multifonctionnelle. Certains
de ces rdles seraient liés & ses activités oxydasique (e.g. régulation des amines biogénes) et
ferroxydasique (e.g. régulateur du métabolisme du fer, enzyme antioxydante), ainsi qu’a sa capacité de
transporter le cuivre (e.g. régulateur du métabolisme du cuivre, angiogenése). D’autres réles sont
proposés sur la base des conditions qui stimulent la biosynthése de la CP (e.g. inflammation). Enfin, de

nouveaux réles ont été soulevés dont les mécanismes demeurent inconnus.

1.4.1 Activité catalytique de la CP

La CP est une oxydase (EC 1.16.3.1) qui catalyse ’oxydation de différents substrats. Toutefois, la
CP fait partie d’un type particulier d’oxydases puisqu’elle génére de I’eau, contrairement aux oxydases
dites classiques qui libérent du peroxyde d’hydrogéne (David et Patel, 2000). Outre la CP, on retrouve
également la laccase et ’ascorbate oxydase végétales qui produisent elles aussi de I’eau. La CP
catalyse I’oxydation de plusieurs produits phénoliques et amines aromatiques tels les catécholamines,
des aminophénols, des amines biogénes et des diamines aromatiques, dont le pPD (Sunderman et
Nomoto, 1970). A ce propos, la CP présente une forte affinité pour le pPD, qui est depuis plus de 30

ans le substrat le plus couramment utilisé pour le dosage de I’activité oxydasique in vitro (Fox, 2003) .

La CP est également reconnue en tant que ferroxydase. Cette fonction, essentielle & 1’organisme, fut
démontrée pour la premiére fois en 1960 par les chercheurs Curzon et O’Reilly, du « National Hospital
in London » situé en Angleterre (Curzon et O'Reilly, 1960). 1Is ont décrit le mécanisme qui permet, en
présence de la CP, d’oxyder les ions ferreux (Fe*) pour former des ions ferriques (Fe**). Le Fe* est le
substrat pour lequel la CP présente I’affinité la plus forte (Curzon, 1961; Frieden, 1981). Cette activité
ferroxydasique fait de la CP un antioxydant important (voir section 1.4.4) et un régulateur métabolique

essentiel du fer (voir section 1.4.7).

L’activité enzymatique de la CP peut étre inhibée par 7 types d’inhibiteurs : les anions organiques,
des carboxylates, des composés thiols, des agents chélateurs, des hydrazines, des 5-hydroxyindoles et
certains ions métalliques. Les inhibiteurs les plus puissants sont les anions inorganiques CN” et N3

(Frieden et Hsieh, 1976).
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1.4.2 Régulateur des amines biogénes

Des études suggérent que la CP puisse réguler, via son activité oxydasique, la concentration
d’amines biogénes aussi bien dans le sérum que dans les tissus. A ce propos, une étude réalisée au
milieu des années 1970 a montré que certains tranquillisants et antidépresseurs influent sur I’oxydation
des amines biogenes catalysée par la CP. Il a été suggéré que la CP puisse agir comme régulateur de la
concentration de noradrénaline et de sérotonine (Barrass er al., 1974). Les effets de tranquillisants de
type phénothiazine sur Pactivité oxydasique de la CP ont également démontré son réle dans
I’oxydation de catécholamines, comme la noradrénaline, et la dopamine (de Mol, 1985). Le mécanisme
proposé implique que I’interaction de ces composés avec la CP permet le transfert de charges entre les
catécholamines et les ions cuivriques de la CP (de Mol, 1985). Récemment, des sites de liaison
potentiels pour les amines biogénes ont été identifiés dans ie domaine 6 de la CP, soutenant le réle de
la protéine dans la régulation de ces composés (Zaitsev et al., 1999). Comme la CP se retrouve non
seulement dans la circulation systémique mais aussi dans le cerveau, riche en amines biogénes, il est
possible que la CP influe sur le fonctionnement de certains processus tels la neurotransmission et le

~ développement neuronal (Shepherd, 1994).
1.4.3 Transport du cuivre

Les grandes civilisations anciennes ont reconnu beaucoup d’importance au cuivre dans la
promotion d’une bonne santé (Fox, 2003). Des investigations scientifiques effectuées au début du 20°
siecle ont su démontrer I’importance du cuivre au sein du métabolisme humain. Ainsi, en 1928,
I’équipe composée de Hart, Elverhjem et coll. a démontré pour la premiere fois le réle important du
cuivre dans la biosynthése de I’hémoglobine et ce, par le biais d’études portant sur la chlorose, une
forme particuliere d’anémie sidéropénique chez les jeunes filles (Fox, 2003). Cette découverte a
considérablement contribué aux idées déja véhiculées i I'époque concernant le réle spécifique du
cuivre dans le métabolisme du fer et la formation du sang. Depuis, il a ét¢ démontré que le cuivre est
impliqué dans le fonctionnement de plusieurs enzymes dont la CP. Egalement, cet élément influe sur la
croissance, |’élaboration d’une bonne ossature, la maturation des globules rouges et blancs, la
contractilit¢ du myocarde, le transport du fer, le métabolisme du glucose et le développement du

cerveau (Olivares et Uauy, 1996).

La CP est le principal transporteur sérique de cuivre dans ’organisme, liant jusqu’a 95 % du cuivre

circulant (Waggoner ef al., 1999). La CP pourrait assurer ainsi 1’apport en cuivre aux tissus de tout




11

'organisme, o il est utilisé dans la synthése d’enzymes comme la cytochrome-C-oxydase, la lysyl-
oxydase, la superoxyde dismutase (SOD), la tyrosinase et la dopamine-p-hydrolase (Frieden, 1986).
Les événements menant a la livraison du cuivre par la CP demandent encore a €tre élucidés. 11 a été
démontré, au moyen de la lignée cellulaire érythroleucémique K562, que la CP se lie a la membrane
de ces cellules puis transfere les ions de cuivre & la suite d’une réduction qui faciliterait leur
déchargement (Percival et Harris, 1991). Le cuivre, libéré de la CP, est par la suite retrouvé lié a la
SOD dépendante de Cu-Zn, I’enzyme cytosolique la plus abondante des cellules K562. Il est & noter
que la CP ne pénétre pas dans la cellule lors de son interaction pour livrer le cuivre, mais se dissocie de
la membrane plasmique & la suite du transfert du cuivre, pour se retrouver dans le milieu
extracellulaire. D’autres études faites sur des préparations tissulaires cardiaques et cérébrales ont
consolidé le fait que la livraison du cuivre par la CP ne demande pas I’endocytose de la protéine
(Orena ef al., 1986). Il semblerait que seul le catabolisme de la CP au niveau du foie et qui meéne a son

¢limination fasse appel a I’endocytose de la protéine (Omoto et Tavassoli, 1990).

Des résultats ont récemment suscité un doute sur ’existence d’un rble de la CP comme livreur de
cuivre. Ainsi, une étude a montré que I’inactivation du géne de la CP chez la souris (CP™") n’a pas
perturbé 1’absorption, le transport, la distribution et ’excrétion du cuivre dans 1’organisme (Meyer ef
al., 2001). Une corrélation existe entre ‘ces résultats et ceux d’une étude nutritionnelle qui avait conclu
que le transfert d’ions cuivriques par la CP serait trop lent pour attribuer & celle-ci un réle d’instance
dans le métabolisme du cuivre (Gitlin et Janeway, 1960). Enfin, il est rapporté qu’il n’existe aucune
différence notoire de I’excrétion biliaire du cuivre, la voie majeure d’élimination du cuivre, entre la
souris knockout pour le géne de la CP et I’individu de type sauvage (Meyer et al., 2001). Ces études
questionnent donc le role que joue la CP dans le transport du cuivre et indiquent & tout le moins la
nécessité d’études plus approfondies. Il reste plausible qu’en absence de CP, I’organisme développe un
mécanisme compensatoire pour effectuer le transport du cuivre. A titre d’exemple, I’albumine,
protéine trés abondante dans le plasma sanguin, agit comme transporteur de plusieurs types de métaux

dont le cuivre.

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre la CP et certaines déficiences du métabolisme
cuivrique, soient la maladie de Wilson et celle de Menkes. La maladie de Wilson est causée par une
mutation d’une ATPase de type P, ’ATP7B, responsable du transport du cuivre au niveau du Golgi. La
mutation entraine une diminution de I’incorporation du cuivre dans 1’apoCP. Les ions cuivriques
s’accumulent donc dans les hépatocytes et favorisent notamment la production de radicaux libres

oxygénés, provoquant des dommages 4 I’ ADN, aux protéines et aux lipides, et le développement d’une
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_cirrhose du foie (Vassiliev et al., 2005). De plus, on note une accumulation anormale de cuivre dans
des structures du cerveau (e.g. noyaux lenticulaires, noyaux gris sous-thalamiques). L’accumulation de
cuivre dans le cerveau est étroitement associée a certaines maladies neurodégénératives (Vassiliev et
al., 2005). La maladie de Wilson est fortement corrélée avec une faible concentration sérique de CP
(Seo, 2006). La maladie de Menkes quant & elle est provoquée par la perte de fonction d’un autre
transporteur de cuivre, ’ATP7A, ce qui entraine un défaut d’absorption du cuivre dans le tractus
gastro-intestinal, le placenta et la barriére hématoencéphalique. Il en résulte une déficience en cuivre et
une perte d’activité des enzymes a cuivre, dont la CP (Kamolsilp, 2005). Des études suggeérent que des
anomalies de la CP et du métabolisme du cuivre puissent étre impliquées dans le développement de

certaines maladies de dégénérescence neurologique telle la schizophrénie (Wolf et al., 2006).
1.4.4 Propriétés antioxydantes

Les cellules fonctionnant selon un mode aérobique sont, en conditions normales, aptes a contrer les
dommages provoqués par la présence d’espéces réactives oxygénées (ERO) (Chiu et al.) telles que les
radicaux superoxydes (-O;), les radicaux hydroxyles (-OH’) et le peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). Ces
ERO produites en excés lors d’un stress oxydatif, sont neutralisées par des enzymes spécialisées
intracelluiaires comme la SOD, la catalase et la glutathion-peroxydase (Gutteridge, 1983). Egalement,
I’organisme dispose de molécules antioxydantes extracellulaires pour contrer ou réduire les effets pro-
oxydatifs telles la peroxydation des lipides membranaires et la mort cellulaire. L’activité antioxydante
de la CP a été démontrée a plusieurs reprises, in vitro comme ex vivo (Stocks ef al., 1974; Goldstein et
al., 1979; Galdston et al., 1984; Dumoulin ef al., 1996; Atanasiu ef al., 1998; Aouffen er al., 2001).
Elle serait méme, selon certains auteurs, 1’antioxydant le plus important contenu dans le sérum
sanguin, jéuant un rble critique durant la réponse inflammatoire (Stocks et al., 1974; Goldstein et al.,
1979).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer son réle actif dans la prévention des
dommages causés par le stress oxydatif. L’un de ces mécanismes implique une compétition entre
Pactivité ferroxydasique de la CP et la réaction de Fenton pour I’utilisation d’ions ferreux et leur
conversion en ions ferriques (Gutteridge, 1985). La réaction de Fenton consiste en la génération de
radicaux ‘OH a partir de H,0, en présence de Fe¥. En transformant le Fe?* en Fe**, la CP diminue le

pool de Fe** et empéche ainsi la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton (fig 1.4).
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Figure 1.4 Diminution de la réaction de Fenton par Paction de la CP. En transformant le Fe** en
Fe**, la CP diminue le pool de Fe** et empéche ainsi la formation du radical hydroxyle par la réaction
de Fenton.

Un autre mécanisme de ’action antioxydante de la CP dépend de la capacité de piéger certaines
ERO. Des études ont montré que la CP peut piéger les radicaux ‘O, en catalysant la dismutation du
radical (Goldstein ef al., 1979). Dans des conditions physiologiques, la CP réagit seulement de maniére
stoechiométrique avec ce radical, i.e. qu’elle le lie sans transformation catalytique (Marklund, 1986).
La CP peut également réagir avec le H,O, de maniére stoechiométrique (Calabrese et Carbonaro,
1986). Il a été démontré que la CP provoque la terminaison de chaines de réactions radicalaires pour

une variété de radicaux libres oxygénés (Atanasiu et al., 1998).

Différentes études ont mis en évidence le role protecteur de la CP dans divers tissus ou cellules
exposés 4 des conditions de stress oxydatif. La CP protége le cceur isolé contre les radicaux libres
produits par €lectrolyse du tampon de perfusion (Chahine ef al., 1991; Mateescu et al., 1995) ou par
une ischémie-reperfusion (Atanasiu et al., 1995; Dumoulin et al., 1996), prévient les dommages causés
par la reperfusion lors de transplantation rénale (Baron ef al., 1991) et inhibe ’oxydation des lipides de
préparations de membranes cellulaires ou de vésicules artificielles (Al-Timimi et Dormandy, 1977;
Goldstein et al, 1979; Yamashoji et Kajimoto, 1983). Il est suggéré que la CP joue un réle
prépondérant comme mécanisme de défense dans le tissu pulmonaire & la suite d’une hyperoxie, la
présence d’ARNm de la CP étant particuliérement augmentée dans cette condition (Fleming et al.,
1991). Enfin, il est rapporté que la CP prévient, de par son activité antioxydante, I’endommagement de
protéines et de I’ADN et protege les cellules des dommages et de la lyse normalement induits par les
radicaux libres (Fox er al.,, 1995). Par contre, des études effectuées par ’équipe de P.Fox (1995)

* indiquent que la CP peut stimuler I’oxydation de lipides membranaires, possiblement par le




14

reldchement de ses ions de cuivre. Un équilibre entre les actions antioxydantes et pro-oxydantes de la

CP pourrait dépendre de son intégrité structurale (Fox et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 1997).
1.4.5 Protéine de phase aigu&

La CP est considérée comme une protéine de phase aigu€ puisque sa présence augmente durant les
premiers stades de I’inflammation ou d’une infection (Cousins, 1985). Ses propriétés antioxydantes et
son activité¢ ferroxydasique, de méme que sa capacité de transporter le cuivre suggérent un réle de
protection lors de la réponse inflammatoire. Ainsi, la CP peut d’une part piéger et neutraliser les ERO
produites par les neutrophiles et les macrophages pour éviter la production de dérivés plus toxiques
(Cousins, 1985). D’autre part, la CP, de par son activité ferroxydasique, diminue la formation de -OH.
Elle peut aussi transférer le fer a la transferrine (Tf), ce qui contribue a I’élimination de cet élément du
site d’inflammation et donc, diminue le risque de formation de ERO (Mazumder et al., 1997).
Finalement, comme le cuivre posséde des propriétés anti-inflammatoires, il est possible que la CP
puisse participer a la réponse de phase aigu¢ en approvisionnant la région lésée en cuivre (Berthon,
1993; Jackson et al., 2000).

1.4.6 Role dans I’angiogenése

Des études ont montré que, contrairement & 1’apoCP (dépourvue de cuivre), la CP native, ses
fragments contenant du cuivre, des sels de cuivre ou d’autres molécules capables de complexer le
cuivre, ont des propriétés pro-angiogéniques (McAuslan et Reilly, 1980; Raju et al, 1982). Des
propriétés pro-angiogéniques du cuivre ont été mises en évidence au début des années 1980 par des
études qui ont montré que les ions de cuivre Cu®* et Cu’, utilisés & une concentration de 10° M,
induisent la migration de cellules endothéliales de 1’aorte bovine (Alessandri et al., 1983; McAuslan et
al., 1983). Jusqu’a ce jour, les mécanismes de I’induction de la migration cellulaire par le cuivre ne
sont pas bien €lucidés (Lowndes et Harris, 2004). Toutefois, il est reconnu que I’augmentation de la
concentration cuivrique dans le sérum est corrélée avec une activation de facteurs pro-angiogéniques
tels lé VEGF (« vascular endothelial growth factor »), le BFGF (« basic fibroblast growth factor »), le
TNF-0. (« tumor necrosis factor alpha ») et IL-1 (Nasulewicz et al., 2004). Le rdle possible de la CP
dans le processus d’angiogénese proviendrait du fait que la protéine renferme des atomes de cuivre
dans sa structure (Raju ez al., 1982). Des études ont montré que la concentration sérique de la CP
augmente en présence de tumeurs autant chez ’homme que chez les animaux (Ungar-Waron et al.,
1978; Linder et al., 1979). Précisément, ’ARNm de la CP est trois fois plus élevé dans les lignées de
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cellules cancéreuses du foie comparativement aux cellules saines (Kunapuli et al., 1987), possiblement

en relation avec le fait que les cellules tumorales stimulent une angiogenése pour assurer leur survie.
1.4.7 Régulateur du métabolisme du fer

Il était clairement reconnu dés les années 1960 que la CP posséde une activité ferroxydasique
(Curzon, 1961), sans toutefois extrapoler cette activité catalytique & un réle clé dans le métabolisme du
fer. C’est dans une publication datant de 1966 que trois chercheurs ont identifié pour la premiére fois
la signification physiologique de ’oxydation du fer par la CP (Osaki et al., 1966). De par son activité
ferroxydasique, la CP augmente I'incorporation d’ions ferriques (Fe**) dans la transferrine (Tf) via un
mécanisme consommant de ’oxygéne de manitre stoechiométrique, ce qui résulte en une
augmentation de la biodisponibilité du fer pour les cellules (Osaki et al., 1966). Ces résultats suggérant
une implication de la CP dans le métabolisme du fer ont pourtant suscité une grande controverse dans
le milieu scientifique. L;auto-oxydation rapide du Fe?, Pincapacité du Fe** 4 se lier & I’apo-Tf (Bates
et al., 1973), le métabolisme normal du fer chez les patients souffrant de la maladie de Wilson et qui
présentent un taux faible de CP étaient les arguments avancés a ’époque en défaveur d’un rdle
important de la CP (Roeser et al., 1970). Depuis, différentes études ont démontré le r6le prépondérant
de la CP dans I’homéostasie du fer (Xu et al., 2004; Ke ef al., 2006; Wolf et al., 2006).

Le fer est un €lément essentiel 4 une multitude de processus biologiques notamment en tant que
cofacteur de plusieurs enzymes comme les cytochromes de la chaine de transport d’électrons, ou la
ribonucléotide-réductase qui contrdle la production de désoxyribonucléotides durant la synthése de
I’ADN. Or, des quantités excessives d’ions de fer peuvent étre irrémédiablement dommageables pour
les cellules. Des accumulations de fer sont associées & certaines maladies neurodégénératives, au
vieillissement, & P’athérosclérose, au cancer et & diverses infections microbiennes (Mukhopadhyay et
al., 1998). Conséquemment, les cellules sont dotées de mécanismes finement régulés qui permettent de
contrdler les niveaux de fer. A cet égard, plusieurs protéines et enzymes sont sollicitées dans la
mobilisation, le transport et la séquestration du fer dans I>organisme (de Silva et al., 1996; Kaplan et
O'Halloran, 1996). La CP fait partie de ces intervenants majeurs de I’homéostasie du fer (Qian et Ke,
2001). Elle régirait I’efflux du fer par les cellules de méme que I’influx Tf-dépendant et I’influx Tf-
indépendant.

Il est bien reconnu que lorsque la CP oxyde le fer, elle en favorise du méme coup I’incorporation

dans ’apo-Tf (Qian et Ke, 2001). La CP et la Tf étant localisées du c6té extracellulaire, il a été.
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proposé que l’interaction de ces deux protéines pourrait stimuler la libération d’ions de fer par les
cellules en générant un gradient de concentration a travers la membrane cellulaire (Osaki et al., 1971).
Cet idée fut confirmée par différentes études qui ont démontré que la CP augmente la libération de fer
des cellules (Osaki et al., 1971; Richardson, 1999). Une observation importante supportait aussi cette
ligne de pensée. Les personnes souffrant d’acéruloplasminémie, une déficience héréditaire en CP,
montrent un faible niveau de fer dans le sérum, corrélé i une accumulation de cet élément dans
certains organes dont le foie et le cerveau (Harris ef al., 1995). Récemment, une étude a démontré de
maniére éloquente, & partir de souris CP”, que I’accumulation de fer dans ces organes est causée par
une altération de la sortie de fer des cellules, et non causée par des problémes d’absorption de fer par
I’organisme ou encore par des problémes d’entrée de fer dans les cellules (Harris ef al., 1999). Ainsi, la
CP joue bien un role physiologique essentiel dans la régulation de la libération du fer dans certains

types cellulaires.

Il existe une littérature bien documentée sur la Tf et son role a titre de pourvoyeur de fer pour les
cellules. Il apparait donc plausible de penser que la CP pourrait étre impliquée dans les mécanismes
d’entrée de fer. La voie d’entrée du fer dépendante de la Tf implique un systéme majoritairement
retrouvé au niveau des précurseurs érythroides (de Silva er al., 1996). Dans ce mécanisme, la Tf
diferrique [Tf(Fe),], associée a son récepteur membranaire, est d’abord endocytosée par la cellule, ot
elle relache son contenu en fer, puis est recyclée vers la membrane plasmique'avec son récepteur (de
Silva et al., 1996). Ainsi, en contribuant & I’incorporation du fer dans la Tf, la CP contribue

indirectement a I’assimilation du fer par la voie dépendante de la Tf.

La CP est capable d’augmenter I’internalisation du fer dans des cellules qui ne produisent pas la Tf,
notamment dans les cas de cellules isolées & partir de patients atteints d’hémochromatose, une maladie
héréditaire qui entraine des défauts d’absorption de fer dans les .cellules. Ces études suggérent qu’il
existe une voie indépendante de la Tf qui permet I’internalisation du fer (Mukhopadhyay et al., 1998).
Le fonctionnement de cette voie n’est pas encore bien compris, mais il pourrait ressembler a celui qui a
été élucidé chez la levure. Dans cet organisme, le mécanisme (fig. 1.5A) fait intervenir une
ferriréductase transmembranaire (Frelp/2p), une ferroxydase transmembranaire (Fet3p) et un
transporteur de Fe** transmembranaire (Ftrl) dont les structures géniques ont été élucidées. Des
travaux ont révélé une homologie de séquence entre Fet3p et la CP (De Silva ef al., 1995; Askwith et
Kaplan, 1997; de Silva et al., 1997). Fet3p est une protéine a cuivre de haut poids moléculaire (100-
120 kDa) et, tout comme la CP, catalyse 1’oxydation des ions ferreux de méme que de plusieurs autres

composés organiques (de Silva ef al., 1997). Cependant, Fet3p posséde un segment transmembranaire
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contrairement & la CP qui est non membranaire (Dancis ef al., 1992; Kaplan et O'Halloran, 1996;
Stearman et al., 1996). En raison de la ressemblance existant entre Fet3p et la CP, un modéle de
I’entrée du fer dans les cellules de mammiferes a été proposé. Ce modele (fig. 1.5B) implique, en plus

de la CP, une ferriréductase et un transporteur d’ions Me** qui demeurent encore hypothétiques.

B
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NTBI? > Fe?*
(Fe3+-NTA) ©
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Figure 1.5 Représentation du mécanisme d’entrée du fer indépendant de la Tf pour la levure et
les cellules de mammiféres. A Entrée de fer dans S. cerevisiae et S. pombe. Selon ce modéle, la
ferriréductase Frelp/Fre2p initie I'entrée de fer en convertissant le Fe’* en Fe’* au niveau
extracellulaire. Le fer réduit est immédiatement réoxydé en Fe** par Fet3p/Fiolp, une ferroxydase
semblable 4 la CP. Le Fe** est transporté au niveau intracellulaire par Ftr1p (ou Fip1p), un transporteur
a six segments transmembranaires qui interagit avec Fet3p (ou Fiolp). B Entrée de fer stimulée par la
CP dans les cellules de mammiferes. Ce mécanisme impliquerait une ferriréductase et un transporteur
de cations spécifique aux Me®* qui demeurent  étre jdentifiés. La ferroxydase chez les mammif2res est
la CP, une enzyme sécrétée, contrairement a Fet3p (Fiolp) qui est membranaire. Comme chez la
levure, une déficience en fer stimulerait la transcription de la ferriréductase, de la ferroxydase et du
transporteur de Me®* (Attieh ez al., 1999).

Une étude fait mention d’une augmentation de ’entrée de **Fe chez les cellules hépatiques HepG2
déficientes en fer via I’action de la CP et ce, selon un mécanisme indépendant de la Tf. Elle fait
également mention que la privation de fer entraine, au niveau de la transcription, la biosynthése de CP
par les hépatocytes HepG2 de méme que la synthése de Fep3 par S. cerevisiae (De Silva et al., 1995;
Mukhopadhyay et al., 1998). Il y a quelques années, il a été démontré que la CP peut stimuler I’entrée
de fer dans les cellules érythroleucémiques K562 par un mécanisme impliquant un transporteur

spécifique de cations trivalents (Attieh et al., 1999).
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Tout comme dans le cas de la Tf, il a été montré que la CP peut également favoriser I’'incorporation
de fer dans la ferritine (Juan et Aust, 1998). La ferritine est une protéine intracellulaire d’environ 500
kDa, composée de deux chaines protéiques nommées H et L. Elle est responsable de l’entreposagé du
fer au niveau intracellulaire, sous une forme non toxique pour la cellule. La quasi totalité du fer
entreposé dans la cellules est sous forme d’ions ferriques dans la ferritine. Toutefois, le role de la CP
dans le chargement de la ferritine demeure encore nébuleux. Cependant, il est connu que ce mécanisme
implique 4 tout le moins une étape qui passe par I’interaction de la chaine H de la ferritine avec la CP
et la stimulation subséquente de I’activité ferroxydasique de la CP (Van Eden et Aust, 2000). L’ion
ferrique peut dés lors étre incorporé dans la ferritine via les quatre hélices a;, de la chaine H (Juan et
Aust, 1998). Ce processus est répété jusqu’a ce que la ferritine soit totalement chargée en ions ferrique
(Van Eden et Aust, 2000). Il est & noter que ces études ont ét¢ effectuées dans un modele acellulaire ol
la CP et la ferritine n’étaient pas séparées par une membrane plasmique; conséquemment, aucune
donnée ne permet de confirmer I’existence d’un tel mécanisme au niveau cellulaire (Van Eden et Aust,
2000).

En 1987, des chercheurs ont caractérisé une maladie autosomale récessive héréditaire dont les
symptdmes étaient trés ressemblants a ceux de la maladie de Parkinson. Les différents symptomes tels
que le diabéte sucré, la dégénérescence de la rétine, la neurodégénéation avec blépharospasme, ont été
corrélés & une absence de CP (Miyajima ef al., 1987). Des analyses génétiques ont montré quelques
mutations spécifiques dans le géne de la CP, lesquelles dans tous les cas, menaient 4 un décalage du
cadre de lecture de PADN lors de la transcription, résultant en une protéine donc I’activité
enzymatique est irréversiblement altérée (Xu er al, 2004). De plus, les symptomes étaient
accompagnés d’accumulations excessives de fer dans le pancréas, la rétine et le cerveau. Ces résultats
ont permis d’identifier cette nouvelle maladie du nom d’acéruloplasminémie, et ont mené a une
découverte majeure dans la compréhension de I’importance physiologique de la CP au sein du
métabolisme du fer. L’explication retenue actuellement veut qu’en absence de CP les ions ferreux
soient pris en charge par les cellules du parenchyme du cerveau. L’accumulation du fer & cet endroit
provoque des dommages spécifiques aux cellules et entraine la perte de facteurs neurotrophiques
dérivés des cellules gliales et essentiels pour la survie neuronale (Harris ef al., 1999). Des résultats ont
montré chez des souris CP”* que I’accumulation de fer dans les organes est due a une altération de la
sortie du fer cellulaire (Harris e al., 1999). Enfin, plusieurs preuves suggérent que des déficiences du
métabolisme du fer, en association a des défauts de la CP, seraient impliquées dans certaines maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson et la maladie d’Huntington (Berg et Hochstrasser,
2006).
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1.4.8 Autres actions de la CP

Durant la derniére décennie, différentes études ont soulevé d’autres fonctions potentielles de la CP.
Ainsi, elle agirait notamment sur des canaux & potassium pour induire une dépolarisation membranaire
de cellules de neuroblastome (Wang et al., 1995). Une étude a montré une action de la CP sur la durée
de la période réfractaire du cceur isolé et suggéré que cette action pourrait passer par des canaux
potassiques (Atanasiu et al., 1996). D’autres études soulévent maintenant la possibilité que la CP
puisse moduler le métabolisme de I’oxyde nitrique, notamment par une activité de S-nitrosylation de
résidus de cystéine (Mani et al., 2004). Récemment, il a été démontré par I’équipe de la Dre Paquin
que la CP aurait une action neuroagrégative sur des cultures de neurones nouvellement différenciés de
cellules embryonnaires P19, ce qui pourrait indiquer un réle dans la neuromigration lors du
développement du systtme nerveux. Les mécanismes de ces diverses actions et leur signification
biologique ne sont pas connus. Le présent mémoire s’est intéressé a la compréhension de ce nouveau

phénomeéne de neuroagrégation induite par la CP (voir section 1.7).
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1.5 Protéines de liaison de la CP

C’est au tournant des années 1980 que les chercheurs ont commencé a s’intéresser & 1’existence
possible de récepteurs spécifiques de la CP, leur distribution et leur signification biologique. C’est
Frieden qui le premier postula la présence d’un récepteur spécifique de la CP a la surface membranaire
(Frieden, 1980). La majorité des études entreprises sur les récepteurs de la CP ont utilisé des analyses
de liaison avec de la CP marquée ou ont réalisé une caractérisation structurale partielle en combinant

chromatographie d’affinité (ou réticulation croisée) et électrophorése.

Le tableau 1.1 résume les résultats d’études de liaison. Des sites de liaison spécifique ont été
observés dans des extraits membranaires de tissus aortique et cardiaque de poulet ainsi que de foie et
de cerveau. Des études additionnelles ont permis de montrer que des récepteurs de la CP étaient
également présents dans les cellules sanguines incluant les érythrocytes, les monocytes, les
granulocytes et les lymphocytes. L’existence de sites de liaison a été également montrée au niveau des
cellules endothéliales hépatiques et de fibroblastes HT-1080. Il ressort de I’ensemble de ces études de
liaison des valeurs de K4 variant de 1 nM & 500 nM. La détermination du nombre de sites de liaison
varie aussi d’une étude a ’autre. Par exemple, le nombre de sites de liaison est beaucoup moins élevé
sur les érythrocytes, comparativement & ceux retrouvés dans les cellules endothéliales du foie de méme
que pour les fibroblastes humains. Il semble que le nombre de sites est moins élevé pour les cellules
qui n’internaliseraient pas la CP. D’autre part, on note une quantité de sites de liaison prés de S fois
moins élevée dans le tissu aortique, comparativement au tissu cardiaque. Enfin, la CP serait
internalisée par les cellules endothéliales hépatiques, les fibroblastes et les cellules circulantes autres
que les érythrocytes. Il est & noter que I’internalisation de la CP par le récepteur endothélial du foie est

le mécanisme par lequel la CP est éliminée de la circulation (Omoto et Tavassoli, 1990).

De tous les récepteurs potentiels de la CP, c’est a ce jour le récepteur érythrocytaire qui demeure le
plus documenté. Des études portant sur le récepteur érythrocytaire ont montré que la liaison de la CP
n’induit pas son internalisation dans la cellule (Saenko et al., 1990). Cette interaction a la particularité
d’étre dépendante de la présence d’ions calciques (Ca>") (Saenko et al., 1988). Il a été proposé que ce
récepteur soit une glycoprotéine membranaire abondamment exprimée par les érythrocytes, la
glycophorine, une protéine constituée de PAS1 et PAS2 (respectivement, monomére et dimére de
protéine) (Saenko et al., 1990). Le monomeére PAS] de la glycophorine posséde un poids moléculaire
de 30 kDa, alors que celui de la forme dimérique PAS2 est de 60 kDa (Stern et Frieden, 1993). 11

semble que la présence de résidus d’acide sialique dans la structure de la CP soit importante pour la
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liaison de cette deriére avec les résidus glucidiques de la glycophorine (Saenko et al, 1990).
Finalement, une étude par immuno-cytofluorescence avec de la CP marquée d’un fluorophore a montré
que la liaison de la CP au récepteur érythrocytaire est saturable, réversible et spécifique (Stern et
Frieden, 1990).

Les travaux portant sur le récepteur fibroblastique ont montré que le complexe formé de la CP et de
son récepteur & la surface des fibroblastes est internalisé par la cellule (Puchkova et al., 1997). 1l s’en
suit un largage dans le milieu extracellulaire de deux espéces protéiques, 1’une étant la CP dépourvue
de ses atomes de cuivre (forme apoCP), ’autre correspondant a la forme native de la CP dénudée en
acide sialique. D a la perte de ses acides sialiques, la CP n’est plus apte a interagir avec le récepteur a
la surface des fibroblastes. Il est intéressant de noter que la CP native ne peut se lier a des cellules
HepG2, une lignée cellulaire d’hépatoblastome humain. Toutefois, ces mémes cellules posseédent & leur
surface des récepteurs d’asialoglycoprotéine qui permettent de reconnaitre puis de lier la CP sous
forme asialo. En somme, la CP se lie au récepteur fibroblastique et/ou endothélial, puis est internalisée
cellulairement. Pendant son transit vésiculaire dans les cellules, les résidus d’acide sialique sont
¢éliminés de la CP qui conserve ses atomes de cuivre. La forme asialoCP résultante qui est sécrétée hors
de la cellule pourrait dés lors €étre prise en charge par les récepteurs des asialoglycoprotéines présents a
la surface des hépatocytes (Puchkova et al., 1997). Des études plus approfondies sur le récepteur
fibroblastique de la CP ont fait mention qu’il n’est pas entreposé dans le trans-Golgi, mais plutot
apparait 4 la surface cellulaire suite & sa maniration (Sasina et al., 1998). De plus, ce récepteur
membranaire est, suite & I’internalisation du complexe CP-récepteur, recyclé dans les endosomes.
Enfin, l’interaction du récepteur fibroblastique avec la CP requiert un clivage protéolytique spécifique

du récepteur, clivage qui peut étre inhibé par des inhibiteurs de protéases & sérine (Sasina et al., 1998).

Certaines équipes de recherche ont tenté de purifier et caractériser structuralement les récepteurs de
la CP, majoritairement par méthode de chromatographie d’affinité sur de la CP réticulée a de 1’agarose
(CP-agarose). Il apert de ces études que le poids moléculaire du récepteur varie de 20 a 130 kDa
(tableau 1.2). Dans certains cas, le profil électrophorétique montre une bande unique, dans d’autres
cas, jusqu’a trois bandes. On ne sait pas si les bandes multiples indiquent I’existence de différents
récepteurs, d’un récepteur constitué de différents polypeptides ou d’un polypeptide qui aurait été
fragmenté pendant la purification. Il a été montré que le récepteur endothélial du foie a un point

isoélectrique (pI) de 5,2 ainsi qu’une teneur en glucides de 3% (Omoto et Tavassoli, 1990).
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Récemment, une équipe a rapporté avoir cloné puis caractérisé partiellement un récepteur humain
de la CP (Sasina et al., 2000). A partir d’une librairie d’ ADNc d’origine placentaire humaine, ils ont
effectué un criblage de cette banque au moyen d’un anticorps produit contre le récepteur potentiel de la
CP, récepteur purifié par chromatographie sur CP-agarose. Ils ont isolé une séquence de 2300 pb
(paires de base) codant vraisemblablement pour un fragment du récepteur humain de la CP. Cette
séquence renferme plusieurs régions ayant une forte homologie avec le géne de la CP (Sasina et al,
2000). La traduction et I’analyse informatique de cette séquence révéle un polypeptide présentant
plusieurs similitudes avec la CP, notamment la présence de sites de glycosylation ainsi qu’une
homologie de la séquence N-terminale. De plus, la position de certains acides aminés (histidines 295 et
343, cystéine 338 et leucine 348) du récepteur est compatible avec la formation d’un domaine de
liaison pour le Cu. Or, cette séquence homologue se retrouve dans le domaine 2 de la CP et est
impliquée dans les propriétés ferroxydasiques de la protéine. Il a été suggéré que ce récepteur humain
de la CP puisse présenter des propriétés ferroxydasiques similaires a celle de la CP. Enfin, cette
séquence peptidique décrit une glycoprotéine comportant une région hydrophobe de 16 acides aminés
en posititon C-terminale qui pourrait correspondre 4 un domaine transmembranaire (Sasina et al.,
2000). Il n’y a pas eu de suite & ces études et une séquence ADN compléte d’un récepteur placentaire

de la CP n’a pas été publiée. Ce récepteur demeure donc non caractérisé.

A I’heure actuelle, il n’y a que spéculation sur I’impact biologique de récepteurs de la CP. Il a été
postulé que la liaison de la CP aux récepteurs érythrocytaires, aortiques et cardiaques, pourrait
contribuer & protéger les cellules contre le stress oxydatif (Barnes et Frieden, 1984; Stevens et al.,
1984). La protection pourrait méme étre étendue aux monocytes, granulocytes et lymphocytes,
considérant que les leucocytes sont capables de produire des anions superoxydes pour fins de défense
de I’organisme (Kataoka et Tavassoli, 1985). Il a également été proposé que la présence des récepteurs
puissent contribuer a la synthése de nouvelles protéines en assurant le transport des ions cuivriques,

essentiels & la biosynthese de certaines protéines, de la CP vers les cellules cibles.

En résumé, les études portant sur les récepteurs spécifiques de la CP datent pour la majorité d’au-
dela de 20 ans et n’ont pas généré de connaissances précises sur la structure de tels récepteurs. Les
résultats d’études de liaison justifient de poursuivre les recherches déja entreprises visant & améliorer

notre compréhension des récepteurs de la CP et de leurs fonctions biologiques.
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1.6 Développement du cerveau et neuromigration
1.6.1 Description phénoménologique de la neuromigration

Le développement d’un organisme vivant dépend d’une myriade de facteurs qui sont étroitement
régulés. Chez I’humain, le développement se divise en deux grandes étapes, soient I’embryogenése et
le développement feetal. Le développement embryonnaire, qui permet d’asseoir les bases nécessaires &

la formation de I’organisme entier, est subdivisé en plusieurs étapes clés.

Aprés fécondation de I’ovule, ’étape de la gastrulation lors du développement de I’embryon donne
naissance aux trois feuillets germinatifs ;: I’endoderme, le mésoderme et I’ectoderme, ce dernier étant
précurseur notamment ciu systtme nerveux. La neurulation, une étape suivante, initie toute la
formation du systéme nerveux. La corde dorsale (ou notocorde), qui apparait dés lors, se présente
comme une structure cylindrique composée de cellules mésodermiques qui définit I’axe antéro-
‘postérieur de I’embryon et s’étend sur toute sa longueur (Chizhikov et Millen, 2004). Autour de la
troisitme semaine de développement, les cellules de ’ectoderme, cellules situées juste au-dessus du
mésoderme, vont s’épaissir pour former une colonne épithéliale individualisée nommée la plaque
neurale (Wilson et Maden, 2005). Suivant cette induction, la plaque neurale commence & s’invaginer
pour former la gouttiére neurale, puis se referme en faisant saillie & la surface pour devenir le tube
neural. Le tube neural constitue I’ébauche rudimentaire du systtme nerveux qui assurera le
développement de la moelle épihiére et du cerveau (Chizhikov et Millen, 2004). Les premiers
neurones (cellules du cerveau) se forment a4 la fin de la quatriéme semaine. C’est au cours de
I’histogenése qu’il y a formation des grandes subdivisions de I’encéphale, ce qui donne lieu 2 la
formation de cinq grandes vésicules, le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale, le métencéphale
et le myélencéphale (Rakic, 2006). C’est dans le télencéphale, qui ultimement formera le cortex,
qu’une phase de prolifération cellulaire importante générera les neurones et cellules gliales du systéme
nerveux central (SNC). 1l s’en suit un processus hautement organisé de déplacement des neurones qui

permet 4 ces derniers de gagner leur emplacement définitif et de terminer leur maturation.

La migration neuronale est un processus qui nécessite ’intervention de plusieurs molécules dont
des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion cellulaire et de guidage ainsi que des
composantes de la matrice extracellulaire. Cette migration est nécessaire a la formation des différentes
structures du systéme nerveux périphérique et celles du cerveau dont le cortex cérébral. Le cortex se

forme & partir de millions de cellules migratoires qui se disposent en six couches successives. Les
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neurones immatures peuvent migrer de deux fagons : radialement, en partance de la zone germinale
(aussi désignée zone ventriculaire : ZV) pour atteindre les zones laminales (ZL); et tangentiellement a

travers les laminae pour former des couches de neurones denses.

Lors de la migration radiale, les neurones produits dans les zones prolifératives se déplacent de
maniére orthogonale afin de franchir toute la profondeur du parenchyme (Nadarajah et Parnavelas,
2002). La migration radiale se divise en deux modes de mouvement : 1) par translocation somale ou
étirement du corps cellulaire lors des étapes précoces de la corticogenése, au moment ou le mur
cérébral est relativement mince; 2) par déplacement le long de fibres gliales pendant les étapes
postérieures de la formation corticale, quand le mur cérébral est considérablement plus épais (fig.
1.6A) (Nadarajah et Parnavelas, 2002).

Figure 1.6 Représentation schématique de la migration neuronale. A Le mode de migration
radiale par translocation somale (1) dans lequel les neurones se déplacent par étirement du corps
cellulaire. Le mode de migration radiale par interaction avec, et déplacement sur, des fibres gliales,
précurseurs d’astrocytes (2). B Elaboration des couches de neurones dans le cortex. Les neurones
immatures migrent de la zone ventriculaire (ZV) vers la plaque corticale (PC) pour former les zones
laminaires (ZL). Les premiers neurones a atteindre la PC vont constituer la couche VI du cortex. Les
couches subséquentes (I & V) vont se former de lintérieur vers I’extérieur du cortex (inspiré de
Nadarajah et Parnavelas, 2002).
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Ainsi, les couches profondes étant déja occupées, les neurones générés plus tardivement migreront
plus loin, via les fibres gliales, pour constituer les couches de plus en plus superficielles du cortex. Il
est donc assumé que les neurones occupant la méme couche ont environ le méme ége. Les mécanismes
cellulaires sous-jacents a la migration radiale se font en trois étapes; a) ’extension des extrémités des
neurones dans le sens du déplacement et 1’exploration de I’environnement immédiat en quéte de
signaux attractifs ou répulsifs; b) la nucléocinétique qui définit le mouvement du noyau vers la zone

d’extension; et c) la rétraction de la cellule (Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001).

La séquence chronologique menant & la formation des couches du cortex (fig 1.6B) a une
importance capitale puisqu’un déréglement peut entrainer de graves désordres neurologiques (voir
section 1.6.3) (Gressens, 2005). Les premiers neurones qui migrent & partir de la ZV sont destinés &
I’élaboration d’une couche particuli¢re nommée sous-plaque corticale, qui sera cependant appelée a
disparaitre plus tard au cours du développement. Les neurones destinés & former les six couches
profondes du cortex cérébral traversent ensuite cette sous-plaque et forment une nouvelle couche
appelée plaque corticale (PC). Les premiéres cellules qui atteignent la PC sont celles qui vont former la
couche VI du cortex, puis arrivent celles de la couche V, suivies de celles de la couche 1V et ainsi de

suite de I’intérieur vers 1’extérieur du cortex.

Arrivés a destination, les neurones se positionnent, croissent et établissent des contacts synaptiques
avec leur cibles afin d’établir des patrons cellulaires propres aux neurones. Cette étape est considérée
comme la quatriéme de la migration neuronale (Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001). A la fin du
processus de corticogenése, la ZV ne constitue plus qu’une couche unique de cellules épendymaires
qui limite les ventricules cérébraux (Kubis et Catala, 2005). Des études ont récemment démontré que
I’extension des cellules est le fruit d’une réorganisation des microfilaments d’actine, ces derniers étant
sous la gouvernance des GTPases de la famille des Rho, de méme qu’une réorganisation des
microtubules impliqués dans la nucléocinétique (Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001; Nadarajah et
Parnavelas, 2002). La migration radiale est le mode de migration le plus répandu dans le cortex en
développement, et est mieux documentée que la migration tangentielle (Nadarajah et Parnavelas,
2002).

Outre la migration radiale, il existe aussi un mode de migration moins bien connu des neurones : la
migration tangentielle, ou horizontale, qui serait de nature neurophilique. Les neurones se déplage de
fagon parallgle & la surface germinative, le long d’axones ou d’autres neurones, et franchissent ainsi de

grandes distances - (Nadarajah et Parnavelas, 2002). Certains neurones migrant de maniére tangentielle
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doivent franchir plusieurs centaines de micrométres dans une région déja dense en cellules. 11 subsiste
encore bon nombre d’interrogations quant aux substrats employés par ces neurones pour assurer et
guider leur déplacement dans le cortex, mais il semble clair que leur migration ne dépend pas de la

présence de cellules gliales (Nadarajah et Parnavelas, 2002).
1.6.2 Quelques modulateurs de la neuromigration

Comme évoqué précédemment, la neuromigration nécessite 1’intervention de différentes molécules.
Une revue de la littérature permet de relever quelques modulateurs importants de la neuromigration, a
commencer par la reeline. La reeline est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire composée
d’environ 3500 acides aminés et dont le poids moléculaire est approximativement de 400 kDa (Lacor
et al., 2000). La structure de la reeline (fig. 1.7) est constituée d’une séquence N-terminale ayant une
forte homologie de structure avec la protéine F-spondine, puis de huit répétitions d’un méme domaine
(Fatemi, 2005; Panteri et al., 2006). In vivo, la reeline est clivée a deux sites préférentiels, localisés
aprés les domaines 2 et 6, générant deux principaux fragments de 300 et 180 kDa a partir de la
terminaison NH, native (Jossin et al., 2003). La reeline est exprimée et sécrétée par les cellules de
Cajal-Retzius, localisées dans la zone marginale du cortex cérébral (Zhao et al., 2004). Elle est
également exprimée dans le cervelet par une sous-population de neurones glutamatergiques situés dans

les couches granulaires (Lacor et al., 2000; Scotti et Herrmann, 2002).

ViIvill

I II ITIVV VI

H séquence homologue a
la F-spondine

Figure 1.7 Organisation structurale de la reeline. La structure de la reeline est composée d’une
séquence homologue 2 la protéine F-spondine en position N-terminale, suivie des huit domaines de la
protéine. Deux sites de clivage (A) préférentiels sont localisés aprés les domaines 2 et 6 (inspiré de
Panteri ef al., 2006). L ’anticorps G10 utilisé dans le présent travail est dirigé contre un épitope de la
région N-terminale et reconnait la forme native de la reeline (400 kDa) ainsi que les formes de 180
kDa (générée par le clivage aprés le domaine 2) et de 300 kDa (générée par le clivage aprés le domaine
6).
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La reeline joue un réle important dans la migration neuronale et la croissance des neurites pour le
développement des structures laminaires du cortex, de I’hippocampe et du cervelet. Différents modes
d’action ont été¢ proposés pour expliquer son rble de modulateur de la neuromigration mais le
mécanisme complet n’est pas connu. La reeline est une protéase a sérine qui, de par son activité
protéolytique, permet le clivage de molécules de la matrice extracellulaire et/ou la digestion de la
matrice extracellulaire, ce qui permet le mouvement des neurones pour la migration neuronale (Kim ef
al., 2002; Maurin et al., 2004). La reeline est connue pour interagir spécifiquement avec des récepteurs
présents a la surface neuronale (e.g. a3p;-intégrine, VLDLg : « very low density lipoprotein receptor »,
et ApoER2 : « apolipoprotein E receptor 2 »), ce qui induit une cascade d’activation moléculaire
impliquée dans I’organisation des neurones (Maurin et al., 2004; Fatemi et al., 2005). Certains auteurs
rapportent que la reeline pourrait agir comme signal d’arrét de la migration des neurones le long des
fibres (Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001; Hack et al.,, 2002). Ce mécanisme demeure toutefois

controvers¢ et demande a étre davantage étudié.

Le role de premiére instance de la reeline dans 1’organisation neuronale du cortex a été mis en
évidence par un modéle de souris reeler, i.e. présentant une mutation autosomale récessive sur le gene
codant pour la reeline, ce qui rend la protéine inopérante (Fatemi er al., 2005). L’examen histologique
du cortex des souris reeler montre une défaillance dans I’organisation laminaire corticale, un
positionnement anormal des neurones, une mauvaise orientation des fibres nerveuses et une hypoplasie
cérébrale (fig. 1.8) (Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001; Fatemi ef al., 2005). Plusieurs études ont
montré qu’une désorganisation neuronale est étroitement associée 4 I’émergence de maladies
neuronales telles la schizophrénie, I’autisme et la lissencéphalie (Guidotti et al., 2000; Hong et al.,
2000). En accord avec cette association, une diminution de ’expression de la reeline est observée dans

le cerveau des patients souffrant de schizophrénie et d’autisme (Fatemi, 2005).
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Figure 1.8 Schéma de Porganisation des couches neuronales du cortex. A Phénotype normal. Les
neurones migrent et forment des couches ordonnées dans la ZL. B Phénotype reeler. Les couches
neuronales de la ZL sont désorganisées et il y a absence de la PC. (inspirée de Lambert de Rouvroit et
Goffinet, 2001)

D’autres protéases 4 sérine ont été rapportées dans la littérature comme ayant un impact sur la
migration neuronale. L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) en est un exemple. Il est
principalement synthétisé dans le cervelet en développement. Une fois sécrété, il convertit la pro-
enzyme plasminogéne en sa forme active, la plasmine. Le tPA est reconnu pour agir sur la croissance
des neurites, ainsi que sur la migration neuronale subséquente (Tsirka, 2002). Il a été démontré au
moyen d’un modele de souris dont le géne du tPA a été supprimé (tPA™), que la migration neuronale
est retardée a prés de 50%, dans un temps donné, comparativement aux souris normales (Seeds ef al.,
1999). Cela suggére que le tPA facilite la migration neuronale et diminue la possibilité d’altérer les

interactions synaptiques (Seeds et al., 1999).

D’autres classes de protéases sont susceptibles d’agir dans la migration neuronale. C’est le cas de
certaines métalloprotéinases de la matrice (MMP), particuliérement celles appartenant a la famille des
endopeptidases dépendantes du Zn®*, présentes tant dans la matrice extracellulaire, sous forme soluble,
qu’a la surface des cellules. Les MMP régulent ou dégradent par clivage protéolytique bon nombre de
protéines de la matrice extracellulaire, de cytokines et de molécules d’adhésion cellulaire (e.g.
cadhérines, intégrines), ainsi qu’une variété de récepteurs membranaires. Le systéme des MMPs et de

leurs inhibiteurs tissulaires TIMP (« tissue inhibitors of metalloproteinases ») est impliqué dans divers
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processus telles la neuroinflammation, la rupture de la barri¢re hématoencéphalite, mais aussi au
niveau de la croissance axonale et la plasticité neuronale (Khrestchatisky et al., 2003). 1I (i.e. le
systtme MMP/TIMP) s’avére méme étre un outil prometteur dans I’élaboration de stratégies
thérapeutiques pour contrer les effets de maladies neurodégénératives (Khrestchatisky et al., 2003;
Rivera et al., 2004).
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1.7 Le modele de carcinome embryonnaire murin P19
1.7.1 Origine et différenciation neuronale

La compréhension des mécanismes moléculaires qui gouvernent le développement embryonnaire
demeure une question contemporaine des plus importantes posée 4 la biochimie moléculaire et
cellulaire. Autant la différenciation cellulaire que le développement des structures complexes d’un
organisme dépendent de I’intercommunication et de la coordination de diverses voies de signalisation
cellulaires (Ulrich et Majumder, 2006).

Le modele cellulaire P19, développé initialement par le Dr McBurney, constitue jusqu’a ce jour un
modele solidement établi de cellules souches embryonnaires. Les cellules P19 sont des cellules de
carcinome embryonnaire isolées d’un tératocarcinome formé par la transplantation, sur un testicule de
souris, d’un embryon de souris et ce, au jour 7,5 de son développement, soit avant qu’il y ait initiation
de la différenciation cellulaire et la séparation des couches germinales (McBurney, 1993). Les cellules
P19 sont non-différenciées, proliferent rapidement et indéfiniment, et ont un caryotype euploide male
normal qui leur confére une stabilité génétique (McBurney, 1993). A I'image des cellules souches
embryonnaires normales, elles ont la capacité ou le potentiel de donner naissance & tous les types
cellulaires et sont donc dites pluripotentes (Rudnicki et Mc Burney, 1987). Les cellules P19 sont
faciles & manipuler génétiquement de méme que biochimiquement (MacPherson et Mc Burney, 1995;
Ulrich et Majumder, 2006). Lorsqu’elles sont greffées & un embryon ordinaire qui se développe in vivo
en milieu utérin, elles contribuent & la formation de tous les tissus de I’embryon, ce qui signifie que

dans un environnement approprié, elles sont développementalement totipotentes (McBurney, 1993).
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Figure 1.9 Le modéle cellulaire P19. Les cellules de carcinome embryonnaire de souris P19
ressemblent aux cellules souches embryonnaires: elles 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) (schéma adapté de Rudnicki et Mc
Burney, 1987)

In vitro, on ne connait pas les conditions générant les divers types cellulaires de 1’organisme.
Cependant, certains inducteurs de différenciation cellulaire ont été identifi€s (Jones-Villeneuve et al.,
1982; McBurney et al., 1982). A titre d’exemple, les cellules P19 peuvent étre différenciées en cellules
de type épithélial, musculaire (cardiaque et squelettique) ou neuronal (fig. 1.9) (MacPherson et Mc
Burney, 1995). En présence du diméthylsulfoxyde (DMSO) ou d’une faible concentration d’acide
rétinoique (AR) (10 M), les cellules P19 ont la capacité de se différencier en cellules musculaires de
type cardiaque (cellules battantes) comme squelettique (van der Heyden et Defize, 2003). Il a
récemment ét¢ démontré que 1’ocytocine, une hormone impliquée dans la contraction de ’utérus lors
de I’accouchement ainsi que de celle des canaux lactiferes durant la lactation, peut induire les cellules
P19 i se différencier en cardiomyocytes (Paquin et al.; 2002). D’autre part, lorsque les cellules P19
sont mises en présence de hautes concentrations d’AR (10°M), elles se différencient en dérivés neuro-
ectodermiques, tels que des neurones, des fibroblastes, des astrocytes, des cellules microgliales et des
oligodendrocytes (Chiu et al.; 1995). 11 est & noter que dans les jours suivant I’exposition 4 I’AR, les

cultures contiennent n{ajoritairement des neurones et des fibroblastes. En absence de sérum, il y a trés
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peu de fibroblastes et les neurones prédominent & prés de 95%. La neurodifférenciation peut étre
facilement obtenue et elle est reproductible, conséquence d’une division cellulaire relativement
synchronisée des cellules P19. Les neurones P19 permettent de suivre 1’acquisition de caractéristiques
moléculaires, morphologiques et physiologiques spécifiques aux neurones normaux du SNC (Ulrich et
Majumder, 2006).

Aux jours 5-6 de la différenciation, les neurones nouvellement obtenus présentent plusieurs
phénotypes caractéristiques de ceux que ’on retrouve dans les populations neuronales normales du
SNC. En plus d’étre irréversiblement post-mitotiques, ils expriment bon nombre de marqueurs
neuronaux tels que I’énolase spécifique aux neurones, la By-tubuline, les neurofilaments, les protéines
MAP-2 (« microtubule-associated protein ») et fau qui sont associées aux microtubules, de méme que

plusieurs autres antigénes spécifiques (Chiu et al., 1995; MacPherson et Mc Burney, 1995).

Les cellules nouvellement différenciées acquitrent les traits de neurones matures de maniére
graduelle et programmée. Conséquemment, ces cellules constituent un excellent modéle pour étudier le
développement neuronal, incluant la différenciation et la maturation. Quelques jours suivant la
différenciation sous induction avec I’AR, soit du J5 au J10, une forte proportion de neurones vont
synthétiser une grande variété de neurotransmetteurs tels que 1’acide y-aminobutyrique (GABA), le
glutamate et I’acétylcholine, des neuropeptides comme la somatostatine et le neuropeptide Y et des
enzymes nécessaires 4 la biosynthése de neurotransmetteurs (e.g. glutamate-décarboxylase, tyrosine-
hydroxylase, et choline-acétyltransférase) et neuropeptides (e.g. protéine-convertase-2) (Jeannotte ez
al., 1997; Ulrich et Majumder, 2006). Des protéines impliquées dans le fonctionnement des synapses
sont également produites par les neurones comme les protéines du cytosquelette, des vésicules
synaptiques et des terminaisons axonales (Parnas et Linial, 1995), des récepteurs dont ceux du GABA
(Reynolds et al., 1994; Reynolds et al, 1996) et du glutamate (MacPherson et al, 1997).
Ultérieurement, les neurones développent la capacité de larguer des neurotransmetteurs et des
neuropeptides sous stimulation (Parnas et Linial, 1995; Cadet et Paquin, 2000). Le profil en
neurotransmetteurs et neuropeptides des neurones P19 indique la génération de populations neuronales
mixtes qui ressemblent 4 celles de 1’hippocampe, du striatum et du néocortex (MacPherson et al.,
1997, Cadet et Paquin, 2000).

Les neurones P19 vont poursuivre leur développement et acquérir une maturation
électrophysiologique au niveau de leurs membranes, assurant une bonne acquisition des propriétés

électriques des neurones matures (Cheun et Yeh, 1991; Morassutti et al., 1994; Magnuson et al.,
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1995). Il a été démontré par la technique du « patch-clamp » sur des neurones P19 nouvellement
différenciés qu’ils sont caractérisés d’abord par un courant dépendant du voltage entrant, attribuable
aux ions Na®, suivi d’un courant rectificateur sortant attribuable aux ions K*. Ceci n’est pas observé
sur les cellules P19 non-différenciées (Cheun et Yeh, 1991). Les neurones montrent de grandes
dépolarisations en réponse a des stimuli électriques 14 jours suivant le traitement & I’AR et sont aptes &
générer des potentiels d’action matures ayant des amplitudes d’environ 80 & 100 mV aprés 28 jours de

culture (MacPherson et Mc Burney, 1995).

Du point de vue morphologique, les neurones P19 ont I'aspect de petits corps cellulaires qui
projettent plusieurs extensions correspondant & des neurites (fig 1.10B). Il est possible d’observer une
morphologie semblable dans les cultures neuronales primaires. Les prolongements neuritiques des
cellules P19, dépendamment de leur stade de maturité, se multiplient, s’étendent, se complexifient, se
différencient en axones et en dendrites et sont respectivement séparés en compartiments axonaux et
dendritiques (Magnuson et al., 1995; Finley et al., 1996). Il s’en suit la formation de synapses qui sont
morphologiquement matures et établissent un réseau synaptique fonctionnel avec les cellules

environnantes (McBurney et al., 1988; Magnuson ef al., 1995; Finley et al., 1996)

Figure 1.10 Micrographies de cellules P19. A Cellules non différenciées, B Neurones (les fléches
pointent les neurites). Grossissement 100X.
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Finalement, la densit¢ des neurones P19 en culture est un facteur susceptible d’influencer le
phénotype de neurotransmission des neurones. Il a ét¢ démontré qu’une augmentation de la densité
cellulaire accélére la maturation des neurones P19 et favorise un phénotype glutamatergique (Parnas et
Linial, 1997). Les manifestations de cette augmentation sont perceptibles notamment par une
augmentation de la sécrétion de *H-aspartate aprés une stimulation avec du KCI, par une élévation de
’expression protéique spécifique aux synapses, par une stimulation de la croissance des projections
neuritiques ainsi que par une ségrégation précoce des dendrites et des axones (Parnas et Linial, 1997).
A I’opposé, une diminution de la densité cellulaire diminue le phénotype glutamatergique au profit

d’un phénotype cholinergique.
1.7.2 Action neuroagrégative de la CP

Récemment, les équipes des Drs Paquin et Mateescu ont démontré que la CP peut induire
’agrégation de neurones nouvellement différenciés de cellules P19 in vitro (Maltais et al., 2003). Cette
action souléve la possibilité d’un role de la CP dans I’organisation architecturale du systéme nerveux
en développement. L’effet neuroagrégatif induit par la CP a été partiellement caractérisé. Les neurones
incubés en présence de CP forment, dans un délai de 24 4 48 h, des agrégats compacts qui adhérent au

support de culture, alors que les neurones non traités forment un réseau en monocouche (fig. 1.11).

Figure 1.11 Agrégation des neurones P19 induite par la CP. A Neurones P19 en absence de CP.
B Neurones P19 traités avec la CP pendant 24 h (Maltais et al., 2003).
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Il a été rapporté que I’agrégation des neurones est dépendante de la concentration en CP et est
saturable au-deld de 3,8 uM CP. Des études de liaison avec de la CP marquée a la digoxigénine (CP-
DIG), une petite molécule pour laquelle il existe un anticorps spécifique, ont démontré que la CP se lie
aux neurones mais non aux cellules indifférenciées. L’interaction entre la CP-DIG et les neurones peut
étre déplacée par ajout d’un excés de CP non marquée, ce qui suggére que l’interaction entre les
neurones et la CP pourrait étre de type ligand-récepteur (Maltais et al., 2003). La neuroagrégation
induite par la CP ne provoque pas la nécrose ou I’apoptose. L’effet neuroagrégatif de la CP est
indépendant du type de matrice utilisé pour la culture des cellules. La substitution de la CP native par
d’autres protéines & cuivre (e.g. la laccase, et I’amine-oxidase sérique), la CP dénaturée par la chaleur,
Palbumine, des sels de cuivre ou encore le complexe His,-Cu, n’a pas provoqué 1’agrégation des
neurones. Le présent projet s’imbrique donc dans la poursuite des travaux entamés au laboratoire, en

vue de mieux comprendre ce phénoméne de neuroagrégation.
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1.8 Hypothése de recherche et objectifs

En considérant le support que la CP pourrait apporter aux fonctions neuronales, ainsi que son

expression dans le cerveau, ’hypothése suivante fut émise comme base de cette étude :

« L'agrégation induite par la CP sur les neurones nouvellement différenciés de
cellules souches embryonnaires P19 serait, in vitro, un reflet de la capacité de la CP
de moduler la migration neuronale durant le développement du cerveau. Ainsi, les
nouveaux neurones pourraient se déplacer en culture, en présence de la CP, parce
qu'ils auraient des sites de liaison pour la CP a leur surface; ces sites de liaison
correspondraient a des récepteurs ou des protéines acceptrices de la CP. Les nouveaux
neurones pourraient se déplacer en culture par des mécanismes impliquant la reeline

et/ou d’autres protéases. »
L’hypothése a été éprouvée selon les objectifs suivants :

1. Produire un matériel chromatographique & base de CP immobilisée pour
I’isolation de protéines de liaison de la CP.

2. Evaluer s’il est possible de retenir des protéines d’extraits d’homogénats de
cerveau avec ce type de support.

3. Déterminer si des inhibiteurs de protéases affectent I’action agrégative de la CP
sur des neurones P19 nouvellement différenciés.

4. Déterminer si les neurones P19 expriment la reeline et si la CP et des inhibiteurs

de protéases ont un effet sur ’expression protéique de la reeline.




CHAPITRE II
MATERIELS ET METHODES
2.1 Purification et dosage de la CP
2.1.1 Purification de la CP & partir de sérum bovin

La purification de la CP & partir de sérum bovin est effectuée selon la procédure élaborée par
Mateescu et al. (1999) qui consiste d’abord & une précipitation fractionnée du sérum avec le sulfate
d’ammonium suivie d’une étape de chromatographie sur aminoéthyl(AE)-agarose. De fagon plus
explicite, a dix volumes de sang bovin (collect¢ de beeuf québécois a la Boucherie - abattoir Tarte Enr.,
Marieville, Québec, Canada) a été additionné un volume d’une solution anticoagulante de citrate de
sodium 2,5% (85 mM citrate trisodique, 71 mM acide citrique et 111 mM dextrose, pH 4,5). Le sérum
a été recouvré aprés une série de centrifugations a 3000 g durant 20 min & 4°C. Le sérum a été par la
suite incubé avec du sulfate d’ammonium (Sigma-Aldrich) & 35% saturation (209 g par litre de sérum)
pendant 2 h 4 4°C sous agitation douce. Le mélange a ensuite été centrifugé a 10 000 g durant 20 min &
4°C, puis la fraction soluble a été menée & 55% saturation en sulfate d’ammonium par ’ajout de 129 g
du sel par litre de sérum, incubée pendant 30 min & 4°C sous agitation douce pour étre finalement
centrifugée a nouveau & 10 000g durant 20 min a 4°C. Afin d’éliminer le sulfate d’ammonium, le culot
résultant a ét¢ resuspendu dans du tampon phosphate de potassium (KPi) 10 mM, pH 7,2, dialysé
contre 20 L de ce tampon sur une période de 20 h avec deux changements de tampon, puis centrifugé a
10 000 g durant 20 min & 4°C. Le surnageant a été récupéré et déposé sur AE-agarose (colonne de 30
mm de diamétre contenant 35 ml de gel préalablement équilibré avec du tampon KPi 10 mM & pH 7,2;
Aouffen et al., 2001) et ce, & I’aide d’une pompe péristaltique Watson-Marlow 202 (Watson-Marlow
Limited, Falmouth, Cornwall, Angleterre) en circuit fermé a raison d’un débit de 120 mL/h . Par la
suite, la colonne a été lavée respectivement avec dix volumes de tampon 10 mM KPi & pH 7,2 suivi de
cinq volumes de tampon 20 mM KPi pH 7,2 et trois volumes de tampon 30 mM KPi pH 7,2. Des
fractions chromatographiques de 1 mL ont été récupérées & I’aide d’un collecteur de fraction
Pharmacia LKB-Redi FRAC-100 (Amersham Pharmacia Biosciences, Oakville, Ontario, Canada). La
CP retenue sur la colonne est visible par sa coloration bleue caractéristique. La protéine est éluge par
ajout de tampon KPi 200 mM & pH 7,2. Les fractions teintées de bleu de I’étape d’élution ont été
combinées, puis la solution finale a été diluée deux fois, afin de réduire la teneur en KPj, et finalement

concentrée en protéine, par centrifugation sur filtre Amicon (Millipore, Nepean, Ontario, Canada).
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La pureté de la solution de CP obtenue aprés la chromatographie a ensuite ¢été évaluée par la
mesure du rapport de densité optique & 610/280 nm, I’absorbance a 610 nm étant attribuée au cuivre de
type I alors que celle & 280 nm étant due au contenu en protéine. Des valeurs égales ou supérieures a
0,04 ont été obtenues, indiquant que la solution de CP est pure. Enfin, la CP a ¢té dosée pour son
contenu en protéines par la méthode microBCA et sa pureté a été confirmée par électrophorése sur gel

de polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulfate (SDS-PAGE) en utilisant un gel de 10%.
2.1.2 Dosage de I’activité oxydasique de la CP

L’activité oxydasique a été déterminée en suivant I’oxydation du para-phénylénediamine (pPD) par
spectrophotométrie 4 560 nm. Le dosage a été effectué sur rflicroplaque de 96 puits (Sarstedt) et lu &
’aide d’un lecteur de microplaque (THERMO max™; Molecular devices, Menlo Park, Californie,
USA). Le milieu réactionnel contient, en concentration finale, 10 mM de pPD, 250 mM de tampon
acétate de sodium (NaAc) a pH 5,2, 5 mM d’EDTA et de la CP. Le milieu réactionnel a été incubé
durant 45 4 90 min selon le cas, & température ambiante et ce, & I’abri de la lumiére. Des lectures
sprectrophotométriques a intervalles réguliers ont été prises durant I’incubation. Le dosage oxydasique
a été optimisé de telle sorte que le milieu réactionnel se compose désormais de 10 mM de pPD, 50 mM
de tampon KPi & pH 7,0 et de CP. Une unité d’activité enzymatique (1U) est définie comme étant la
quantité d’enzyme nécessaire pour générer une augmentation de la valeur de densité optique de 1
mDO/min & 560 nm.

2.2 Chromatographie d’extraits biologiques sur CP immobilisée
2.2.1 Immobilisation de la CP sur gel d’agarose

Le Sepharose-4B activé au bromure de cyanogéne (CNBr-Sepharose®) (Amersham Pharmacia
Biosciences) permet d’immobiliser une protéine par couplage de groupements amines de la protéine.
Précisément, 1 g de billes CNBr-Sepharose a été gonfl¢ et activé dans 20 mL de | mM HCI pendant 15
min (1 g de billes donne un volume final approximatif de 4 ml de gel hydraté). Les billes ont €té lavées
abondamment avec la méme solution puis avec de 1’eau nanopure et finalement avec un tampon de
couplage 100 mM KHCO; 4 pH 8,3. La CP diluée dans le tampon de couplage a été ajoutée aux billes
de CNBr-Sepharose activées et le tout incubé 1 h & température ambiante sous agitation douce, puis 18

h 4 4°C. Deux gels ont été confectionnés, 1’un utilisant 5 mg de CP/g de billes et 1’autre, 30 mg de
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CP/g de billes. Le surnageant de I’étape de couplage a été retiré puis conservé pour en vérifier
ultérieurement la teneur en protéine. Les billes ont été lavées avec un excés de tampon 100 mM
KHCOs, pH 8,3 et les sites résiduels actifs ont été bloqués avec une solution de 50 mM Tris-HCI, pH
8,3. Les billes ont ensuite été lavées avec un exces d’eau nanopure suivi d’une solution de 100 mM
KCl et équilibrées dans du tampon de Hank balancé en sels (HBSS : 0,137 M NaCl, 5,4 mM KClI,
0,25 mM Na,HPO,, 0,44 mM KH,PO,, 1,3 mM CaCl,, 1,0 mM MgSO,, 4,9 mM MgCl,, 4,2 mM
NaHCO; et 0,05 M D-glucose, pH 7,4) supplémenté avec 0,1% v/v de Tween-20 (HBSS-Tw 0,1%).

2.2.2 Préparation d’extraits de protéines membranaires d’érythrocytes

Du sang de beeuf prélevé tel que décrit pour la purification de la CP a été centrifugé & 1000 g
durant 5 min afin de sédimenter les érythrocytes. Le surnageant a été retiré puis le culot de cellules a
été lavé avec deux volumes de PBS froid et centrifugé a 1000 g durant 5 min. Aprés avoir répété ces
étapes quelques fois pour éliminer totalement la fraction plasmatique, les érythrocytes ont été
suspendus dans deux volumes d’un tampon isotonique de 5 mM HEPES-Tris (Sigma-Aldrich) pH 7,5,
supplémenté d’un mélange d’inhibiteurs de protéases I (Sigma-Aldrich), dans un tube de verre de 15
ml congu pour un homogénéisateur (potter). La lyse et les étapes subséquentes ont été faites a 4°C. Les
érythrocytes frais ont ainsi été broyés au potter, & raison de six passages lents & 1000 rpm, puis
I’homogénat a été centrifugé & 1000 g durant 2 min pour précipiter les cellules non brisées. Le
surnageart résultant a été dilué avec un volume égal de tampon 5 mM HEPES-Tris pH 7,5, afin de
faciliter ’élimination de I’hémoglobine restante ultérieurement. La préparation a été centrifugée a
l’aide d’une ultracentrifugeuse Beckman L8-M & 55000 g durant 1 h, dans des tubes a
ultracentrifugation 16x76 mm congus pour un rotor de type 70.1Ti. Le culot résultant, composé des
membranes érythrocytaires, a été resuspendu dans un tampon 20 mM KPi, 0,15 M KCI, pH 7.4, puis
du Triton X-100 a été ajouté & concentration finale de 1% v/v afin de solubiliser les membranes. La
préparation a été incubée durant 30 min avec agitation douce sur vortex & intervalle régulier de 5 min.
La préparation a été diluée avec 9 volumes de tampon 20 mM KPi pH 7,4 pour abaisser la
concentration finale de Triton X-100 a 0,1% v/v, transférée dans des tubes 7x20 mm congus pour
ultracentrifugeuse (Beckman), puis ultracentrifugée 4 100 000 g durant 30 min au moyen d’un rotor de
type 42.2Ti (Beckman). La fraction soluble, correspondant & I’extrait protéique membranaire, a été
récupérée soigneusement et analysée directement (dosage micro-Bradford, chromatographie sur CP-

agarose, SDS-PAGE) ou congelée & -20°C jusqu’a utilisation ultérieure.
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2.2.3 Préparation d’extraits de protéines totales de cerveau

Les cerveaux ont été prélevés de rats adultes et nouveau-nés (3-4 jours) Sprague-Dawley (Charles
River, St-Constant, Québec, Canada). Les rats adultes ont été euthanasiés i)ar une exposition & un
mélange de CO,-O, dans un rapport 2:1 puis dans 100% CO,, alors que les rats nouveau-nés ont été
mis & mort par décapitation, conformément aux normes établies par le Comité institutionnel pour la
protection des animaux (CIPA). Les cerveaux ont été collectés rapidement, lavés dans une solution de
PBS froid puis conservés sur glace. Toutes les étapes subséquentes ont été faites & 4°C. Les cerveaux
(=2,0 42,5 g /cerveau) ont été réduits en petits morceaux puis déposés dans un tube en verre d’une
capacité de 15 mL, congu pour un homogénéisateur (potter), avec 10 ml de tampon 20 mM KPi pH 7,4
froid ainsi qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (cocktail I de Sigma-Aldrich). Les morceaux de
tissus ont ainsi été broyés au potter (B.Braun Melsungen AG, Deutschland, Allemagne),  raison de six
a huit passages lents 4 1000 rpm, suivi de I’ajout de détergent non-ionique Triton X-100 & une
concentration finale de 1% v/v. Aprés deux autres passages au potter, I’homogénat a été transféré dans
un tube de 15 ml (Sarstedt) puis incubé durant 1 h sous agitation douce pour permettre la solubilisation
des membranes. L’homogénat a été centrifugé a 4200 g durant 10 min a 1’aide d’une centrifugeuse
Beckman Avanti™]-25 (Beckman) munie d’un rotor J-25 (Beckman) et ce, dans le but d’éliminer les
gros débris. Le surnageant résultant a été A nouveau centrifugé a ’aide d’une ultracentrifugeuse
Beckman L8-M (Beckman) a4 100 000 g durant 1 h, dans des tubes & ultracentrifugation 16x76 mm
(Beckman) congus pour un rotor de type 70.1Ti (Beckman). Par la suite, le surnageant a été récupéré
soigneusement puis dilué 1:9 avec du tampon 20 mM KPi pH 7,4 afin d’abaisser la concentration
finale de Triton X-100 a 0,1% v/v. Le surnageant final a ét¢ analysé directement (dosage micro-
Bradford, chromatographie sur CP-agarose, analyse SDS-PAGE) ou congelé a -20°C jusqu’a

utilisation ultérieure.
2.2.4 Chromatographie d’extraits de protéines sur CP-agarose

Des échantillons frais d’extraits de protéines (9 mg de protéines pour les érythrocytes bovins, 6,6
mg de protéines pour les cerveaux de rats adultes ou 2 mg de protéines de lysat neuronal P19; voir
section 2.3.5) ont été déposés sur une colonne (diamétre de 10 mm) de CP-agarose (500 pL de gel a
7,44 mg de CP/ml de gel) préalablement conditionnée. Le conditionnement a été effectué en
appliquant dix volumes de tampon 20 mM KPi, 1% Triton X-100 a pH 7,4 (Sigma-Aldrich), suivi de
dix volumes de tampon 20 mM KPi, 0,1% Triton X-100, pH 7,4. L’extrait protéique préparé dans un
tampon 20 mM KPi, 0,1% Triton X-100, pH 7,4, a ét€ appliqué sur la colonne a I’aide d’une pompe
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péristaltique Pharmacia LKB Pump P-1 (Amersham Pharmacia Biosciences), & raison d’un débit de 0,1
mL/min. Par la suite, la colonne de CP-agarose a été lavée avec dix volumes de tampon 10 mM KPi,
0,1% Tween-20 & pH 7,4. La désorption a été réalisée a I’aide d’un gradient salin croissant mais
discontinu : dix volumes de tampon 20 mM KPi, pH 7,4, 0,1% Tween-20, contenant 0,15M KCI, dix
volumes du méme tampon contenant 0,5M KCl et finalement dix volumes de tampon contenant 3,0M
KCL Dans le cas de I’extrait de cerveaux, une étape chromatographique sur AE-agarose (500 pL de
gel, diamétre de la colonne de 10 mm) a précédé la chromatographie sur CP-agarose pour dépléter
I’échantillon de toute CP endogéne. L’extrait a été déposé sur AE-agarose & un débit de 0,5 mL/min et
la fraction non retenue a ensuite été appliquée sur CP-agarose. Le matériel adsorbé sur AE-agarose a
été élué pour analyse. Aprés lavage avec dix volumes de tampon 10 mM KPi, 0,1% Tween-20, pH 7,4,
la colonne AE-agarose a été €luée avec dix volumes de tampon 200 mM KPi a pH 7,4. Dans tous les
cas, les fractions chromatographiques de 200 pL ont été récoltées par gravité a 1’aide d’un collecteur
de fractions Pharmacia LKB - Redi FRAC-100. Les fractions et des aliquotes des diverses étapes
chromatographiques ont été analysés directement (dosage micro-Bradford, analyse SDS-PAGE,

immunobuvardage) ou congelés a -20°C jusqu’a utilisation ultérieure.
2.3 Différenciation neuronale et traitements des cellules P19
2.3.1 Culture des cellules P19 indifférenciées

Les cellules P19 originalemeht obtenues du Dr M.W. Mc Burney (Université d’Ottawa, Ottawa,
Ontario, Canada) ont été cultivées selon le protocole décrit par Jeannotte er al. (1997) comportant
quelques modifications. Toutes les solutions servant a la culture cellulaire sont utilisées & 37°C,
stérilement. Les cellules sont cultivées et croissent & 37°C, dans une atmosphere de 5% CO,. Elles sont
maintenues dans leur état non différencié lorsque cultivées en monocouche dans un milieu complet
constitué de a-MEM (« a-Modified Eaglé Essential Minimum », Gibco-BRL) supplémenté de 10% de
sérum feetal bovin (FBS : Gibco-BRL, Burlington, Ontario, Canada), 2,5 U/mL de pénicilline et 2,5
pg/mL de streptomycine (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Les passages cellulaires ont été
effectués tous les deux jours, soit lorsque les cellules sont & confluence. Pour la trypsination des
cellules, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été rincées deux fois avec du tampon
phosphate salin (PBS : 0,8% p/v NaCl, 0,02% p/v KCl, 0,02% KH,PO,, 0,115% p/v Na,HPO,, pH
7,3), puis incubées avec une solution de 0,025% p/v trypsine (Sigma-Aldrich), contenant 1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich) dans du PBS (T-EDTA), jusqu’au décollement complet des cellules. L’enzyme a été

neutralisée par 1’ajout d’un volume égal de milieu complet. Par la suite, les cellules ont été
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individualisées par pipettages puis comptées a ’aide d’un hémacytomeétre (Fisher Scientific, Montréal,
Québec, Canada) sous un microscope optique a contraste de phase (model TMS-F, Nikon, Japon). Les
cellules ont été ensemencées sur pétri tissulaire (Sarstedt, Newton, Caroline du Nord, U.S.A.) de 100

mm de diamétre, 4 une densité de 1 million de cellules par 10 mL de milieu complet.
2.3.2 Différenciation neuronale des cellules P19

La figure 2.1 résume les étapes du protocole de la différenciation neuronale. La différenciation
neuronale des cellules P19 est effectuée sur une période de six a huit jours selon les modifications
apportées par Jeannotte et al. (1997) & la procédure originelle de Rudnicki et McBurney (1987). Au
jour zéro (JO), les cellules P19 ont été ensemencées dans un pétri bactériologique (Sarstedt) de 100 mm
de diamétre a une densité de 1,5 million dans 10 mL de milieu o-MEM de différenciation (c-MEM
contenant 5% de FBS et 5% de sérum bovin (DBS : Cansera International, Rexdale, Ontario, Canada),
2,5 U/mL de pénicilline, 2,5 pg/mL de streptomycine et 0,5 uM d’acide rétinoique (AR : Sigma-
Aldrich)). Les cellules forment des agrégats flottants dans les pétris bactériologiques et se différencient
en neurones sous ’action de ’AR. Le traitement avec I’AR a été appliqué sur une période de quatre
jours avec un changement de milieu au jour 2. Au jour 4, les agrégats ont été¢ sédimentés dans un tube
conique (Sarstedt) de 15 mL, le milieu de différenciation a été retiré et les agrégats ont été rincés a
deux reprises avec du PBS. Les agrégats ont ensuite été trypsinisés par incubation dans la solution T-
EDTA pendant 3 min. La trypsination a été arrétée avec du milieu complet comme mentionné
précédemment. Les cellules ont été individualisées par pipettages, sédimentées puis suspendues dans
du milieu Neurobasal supplémenté (NB-S: Neurobasal™ contenant 2% v/v B27™, 0,5 mM de L-
glutamine (Gibco-BRL), 2,5 U/mL de pénicilline et 2,5 pg/mL de streptomycine) et comptées. Les
cellules ont ensuite été ensemencées 4 une densité de 800 cellules/mm? dans des pétris tissulaires ou
des plaques multipuits préalablement gélatinisés (Sarstedt) contenant du NB-S. La gélatinisation des
surfaces de culture a été faite avec 1’ajout une solution de 0,1% de gélatine (Sigma-Aldrich) dans I’eau
stérile, de maniére & couvrir toute la surface de culture, pendant 20 min & température ambiante.
L’exces de gélatine a été ¢liminé avec deux ringages & 1’eau nanopure stérile. Le milieu Neurobasal
supplémenté permet la croissance des neurones et non celle des cellules fibroblastiques qui sont
également produites lors du traitement avec I’AR. Ainsi, il est possible de maintenir et ce, durant

quelques jours, des cultures contenant au-dela de 95% de neurones.



45

J4 J5 J6
Milieu de différenciation + AR Neurobasal™ supplémenté AR
Agrégats . Monocouches
Cellules Neurones

indifférenciées

Figure 2.1 Résumé du protocole de différenciation neuronale de cellules P19 & I’aide de I’AR.

2.3.3 Traitement des neurones P19 avec la CP et des inhibiteurs de protéases

Au jour 4 de la différenciation neuronale, les neurones P19 ont été trypsinisés puis ensemencés a
une densité de 800 cellules/mm? sur support tissulaire gélatinisé dans du NB-S. La CP (0,5 mg/mL ou
3,8 uM), le SBTI (100 pg/mlL) et 1’.aprotinine (30 pg/mL) (les deux de Sigma-Aldrich) ont ét¢ ajoutés
seul ou en combinaison dans le milieu de culture lors de 1’ensemencement. Les cultures témoins ne
contenaient ni CP, ni SBTI, ni aprotinine. Aprés 48 h de traitement, les cultures ont été analysées
m;)rphologiquement (section 2.3.4). Les milieux de culture ont été prélevés, centrifugés a 10 000 g
pendant 10 min et les surnageants ont été additionnés d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (cocktail
I, Sigma-Aldrich) puis conservés a -20°C pour analyse. Des lysats cellulaires ont aussi été prélevés

(section 2.3.5) et conservés a -20°C jusqu’ analyse.
2.3.4 Analyse morphologique des cultures cellulaires
L’évaluation momhologique des cultures a été effectuée a ’aide d’un microscope inversé Nikon

TMS-F a contraste de phase, muni d’un objectif Phl DL (Nikon), & un grossissement de 100X. Le

microscope est muni d’un dispositif & photos numérique Nikon F70.
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2.3.5 Préparation des lysats cellulaires

Des neurones P19 ont été rincés avec du PBS et récoltés par grattage dans trois fois 1 mL de PBS,
par pétri. Les suspensions de cellules ont été centrifugées & 1000 g durant 1 min & température
ambiante. Apreés avoir retiré le surnageant, les cellules ont été rincées avec du PBS et centrifugées a
nouveau. Par la suite, le surnageant a été retiré méticuleusement et le tampon de lyse RIPA (150 mM
NaCl, 1% v/v Nonidet-40 (Sigma-Aldrich), 0,5% v/v désoxycholate, 0,1% sodium dodécyl sulfate
(SDS : Sigma-Aldrich), 50 mM Tris (Sigma-Aldrich), pH 7,6) supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs
de protéases 1 (cocktail I de Sigma-Aldrich), a été ajouté a raison de six volumes de solution par
volume de culot cellulaire. La suspension résultante a été incubée sur glace pendant 30 min tout en
étant agitée, par vortex doux, pendant 10 sec & toutes les cinq minutes durant cette période, puis
centrifugée a 10 000 g pendant 10 min & ’aide d’une microcentrifugeuse. Le surnageant final, qui
correspond au lysat total, a été récupéré puis dosé pour le contenu protéique par la méthode

microBCA, et congelé a -20°C jusqu’a utilisation ultérieure.

2.4 Dosage des protéines

2.4.1 Méthode micro-Bradford

Une aliquote de 10 pL d’échantillon de protéines a ét¢ ajoutée a un volume de 200 pL de réactif de
Bradford (Biorad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada), préalablement dilué¢ 1:4 dans I’eau
distillée, dans des puits d’une microplaque de 96 puits (Sarstedt). Aprés 10 minutes d’incubation, la
microplaque a été lue & 595 nm a I’aide d’un lecteur de microplaque. Une courbe étalon a été réalisée 4
I’aide de solutions contenant de 0 & 100 pg/mL d’albumine sérique bovine (BSA) préparées dans I’eau

distillée.

2.4.2 Méthode microBCA

La méthode de dosage & base d’acide bicinchoninique (BCA : Pierce, Rockford, Illinois, USA) a
été utilisée pour I’analyse des protéines de lysats cellulaires totaux parce qu’elle n’est pratiquement pas
affectée par la présence de détergents. Le réactif microBCA est préparé selon les recommandations du
manufacturier. Pour le dosage, 1 mL du réactif a été additionné a4 1 mL d’échantillon ou d’étalon, le

tout incubé durant 1 h & 60°C puis Iu & 562 nm & I’aide d’un spectrophotomeétre Beckman DU-6
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(Beckman, Mississauga, Ontario, Canada). Des solutions de 0 4 40 pg/mL de BSA préparées dans

I’eau distillée ont été utilisées pour construire une courbe d’étalonnage.
2.5 Electrophorése et immunobuvardage
2.5.1 Electrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Les échantillons ont été préparés dans du tampon d’échantillon Laemmli (TEL : 62,5 mM Tris-HCI
pH 6,8, 5% v/v glycérol, 2% p/v SDS, 5% v/v B-mercaptoéthanol et 6,25% p/v bleu de bromophénol;
Laemmli, 1970). Les échantillons ont été bouillis pendant 5 min, centrifugés & I’aide d’une
microcentrifugeuse pendant 30 sec, puis chargés sur un gel de 6 ou 10% polyacrylamide (selon le cas)
et de 1 mm d’épaisseur, en présence de sodium dodécylsulfate (SDS). Les échantillons ont migré
pendant 15 min & 75 volts, puis 75 min & 150 volts (dans le cas d’un gel 4 6%), ou 75 min & 115 volts
(pour un gel de 10%), en utilisant un appareil Mini-Protean (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Californie, USA). Un mélange de protéines €talons (Bio-Rad Laboratories) a également été déposé sur
gel pour la calibration des poids moléculaires. Aprés électrophorese, les gels ont été colorés au nitrate

d’argent ou analysés par électrotransfert et immunobuvardage.
2.5.2 Coloration des gels au nitrate d’argent

La méthode de coloration au nitrate d’argent permet de détecter la présence de protéines contenues
dans un échantillon & de trés faibles quantités, de I’ordre du nanogramme. Les solutions de
sensibilisation, de coloration et de développement ont été préparées selon les recommandations du
fabricant (SilverSNAP® Stain Kit II: MJS Biolynx inc. Brokville, Ontario, Canada). Aprés
électrophorése, les gels ont été lavés avec de I’eau nanopure, puis fixés avec une solution de 30%
éthanol (EtOH) et 10% acide acétique dans I’eau et ce, durant 30 min avec un changement de la
solution aprés 15 min. Les gels ont été lavés dans une solution de 10% EtOH (deux fois 5 min) et dans
I’eau nanopure (deux fois 5 min) puis incubés dans une solution de sensibilisation durant 1 min et
relavés avec de I’eau nanopure. Les gels ont ensuite été incubés pendant 30 min avec la solution de
coloration. Aprés deux lavages de 20 sec chacun a I’eau nanopure, les gels ont été incubés avec la
solution de développement jusqu’a ce que des bandes apparaissent avec I’intensité désirée (environ 90
sec). Le développement a été arrété avec I’ajout d’une solution de 5% d’acide acétique. Les gels ont
été transférés sur pellicules ou feuilles de cellophane pour étre séchés durant 48 h, puis numérisés a

I’aide du scanneur Chemilmager 5500™ (Alpha Innotech®, Californie, USA).
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2.5.3 Electrotransfert en mode semi-sec

Apres I’électrophoregse, les gels ont été équilibrés durant 5 min dans un tampon de transfert
composé de 10 mM Tris, 96 mM glycine (Sigma-Aldrich) et 10-20% MeOH dans I’eau distillée. Les
gels ont été apposés par-dessus une membrane de polyvinylidéne difluoré (PVDF) (Boehringer-
Mannheim, Montréal, Québec, Canada) préalablement activée pendant 1 min dans du MeOH pur et
équilibrée pendant 15 min dans du tampon de transfert. Le sandwich gel-membrane a été placé dans le
systtme d’électrotransfert « semi-dry » (The W.E.P. Company, Seattle, Washington, USA) et le
transfert des protéines du gel vers la membrane effectué pendant 75 a 90 min, selon le cas, 4 1 mA/cm?

(~ 80 mA/gel).
2.5.4 Immunobuvardage de type western

Aprés électrotransfert des protéines sur membranes de PVDF, celles-ci ont d’abord été bloquées
dans un tampon Tris salin-Tween (TBS-Tw: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HC], 0,1% v/v Tween-20
(Sigma-Aldrich), pH 7,6) contenant 3% lait écrémé en poudre (Carnation) et ce, durant 18 h 4 4°C sous

. agitation douce avant de procéder 4 I’immunodétection.

Aprés blocage, les membranes ont été lavées avec une solution de TBS-Tw, pendant 1 h sous
agitation douce avec renouvellement de la solution de lavage aux 15 min. Les membranes ont ensuite
été incubées avec I’anticorps primaire d’intérét durant 1 h a température ambiante et sous agitation
douce. L’anticorps primaire a été retiré et les membranes rincées au TBS-Tw puis incubées avec un
anticorps secondaire approprié conjugué & la peroxydase du raifort, pendant 1 h & température
ambiante sous agitation douce. L’anticorps secondaire a par la suite été retiré puis les membranes
rincées avec du TBS-Tw. La détection des complexes anticorps-antigénes a été faite par
chimioluminescence en incubant la membrane pendant 1 min dans le réactif de la trousse Immobilon™
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) puis en exposant la membrane a un film Fuji
Medical X-ray (Fuji Photo Film®, Tokyo, Japon). Les films ont été numérisés a 1’aide du scanneur
Chemilmager 5500™. L’identité, de méme que les conditions d’utilisation des anticorps primaires et

secondaires employés sont répertoriées dans les tableaux 2.1 et 2.2,
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Tableau 2.1 Anticorps primaires et conditions d’utilisation en immunobuvardage.

Anticorps Dilution Conditions Animal héte Fournisseur
d’incubation

Anti-By-Tubuline  1/5000 lha Souris Sigma-Aldrich
TBS-Tw, température Monoclonal
3% BSA, ambiante (IgGa)
0,01% NaNj,

Anti-CP humaine  1/2000 lha Lapin Dakao,
TBS-Tw, température (Igs) Mississauga,
3% BSA, ambiante Ontario,
0,01% NaNj Canada

Anti-reeline 1/1000 lha Souris Calbiochem-

(G10) TBS-Tw, température Monoclonal Novabiochem,
3% BSA, ambiante (IgGy, x) San Diego,
0,01% NaN, Californie, USA

Tableau 2.2 Anticorps secondaires et conditions d’utilisation en immunobuvardage.

Anticorps Dilution Conditions Animal hote Foumisseur
d’incubation
POD-anti-IgG 1/2500 lha Chévre Jackson Immuno
de souris TBS-Tw, température [IgG (H + L)] Research
3% lait ambiante Laboratories Inc.,
Mississauga,
Ontario, Canada
- POD-anti-IgG 1/2500 lha Chevre Jackson Immuno
de lapin TBS-Tw, température (1gG) Research
3% lait ambiante Laboratories Inc.




CHAPITRE I1I

RESULTATS
3.1 Préparation du matériel chromatographique CP-agarose
3.1.1 Optimisation du dosage oxydasique de la CP

Plusieurs essais enzymatiques ont ét¢ effectués dans ’optique d’améliorer la sensibilité du dosage
de I’activité oxydasique de la CP. Les conditions du milieu réactionnel depuis longtemps établies pour
le dosage de I’activité oxydasique sont de 250 mM de tampon NaAc pH 5,2, 5 mM EDTA et 10 mM
pPD, et le pPD est préparé sous forme de solution mere dans du tampon 1 M NaAc. Les résultats
présentés & la figure 3.1 montrent que dans cette condition (condition 1), la présence de 2,0 mg/mL de
CP dans le milieu réactionnel induit ’oxydation du pPD a un taux de 21,8 mOD/min. La préparation
du pPD dans I’eau (condition 2) n’augmente que légérement la vitesse enzymatique de la CP,
comparativement au pPD préparé dans du tampon 1 M NaAc, pH 5,2 (condition 1). Il est & noter que la
préparation du pPD dans I’eau assure une meilleure stabilité de ce substrat, i.e. le pPD s’auto-oxyde
trés lentement dans 1’eau, comparativement au tampon NaAc (résultat non montré). Par ailleurs, une
forte augmentation de la vitesse enzymatique est observée lorsque le tampon NaAc-EDTA pH 5,2 est
substitué pour un tampon 50 mM KPi, pH 7,0 (condition 3), indiquant qu’un pH moins acide est
bénéfique pour ’activité de la CP. La vitesse de réaction dans le NaPi est la méme que celle obtenue
dans le KPi (non montré). La courbe de la condition 3 montre un plafonnement rapide dans la
formation du produit de la réaction indiquant une trop grande quantité de CP. La figure 3.2 présente
donc un dosage de I’activité enzymatique avec une concentration de CP 10 fois moins grande, soit de
0,2 mg/ml. Le résultat indique une détection environ 15 fois plus sensible de I’activité oxydasique

lorsque la réaction est effectuée dans du KPi pH 7,0 que dans du NaAc pH 5,2.
3.1.2 Rendement du couplage

Le choix de la matrice pour le couplage est guidé par le type de groupes disponibles sur le ligand &
immobiliser ainsi que la nature de ’interaction avec le produit & purifier. Le Sepharose 4B activé au
bromure de cyanogéne (CNBr-Sepharose®) permet d’immobiliser une protéine via ses groupements
amines primaires présents en surface et cela, de fagon spontanée et rapide. Deux réactions de couplage

de la CP a des billes de CNBr-Sepharose ont été réalisées, I’une 4 faible (5 mg de CP/g d’agarose) et
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Figure 3.1 Dosage de Dactivité oxydasique de la CP dans différents milieux réactionnels.
L'activité oxydasique a été déterminée en suivant I'oxydation du p-phényleénediamine (pPD) par
spectrophotométrie 4 560 nm. Le milieu réactionnel de la condition 1 (-0-) contient 250 mM de
tampon NaAc pH 5,2, 5 mM d’EDTA et 10 mM pPD préparé dans du NaAc 1M, pH 5,2. Le milieu
réactionnel de la condition 2 (-o-) est identique a celui de la condition 1 & I’exception que le pPD est
préparé dans I’eau. Le milieu réactionnel de la condition 3 (-A-) contient 50 mM de tampon KPi pH
7,0 ainsi que 10 mM de pPD préparé dans I’eau. Tous les dosages ont été effectués avec une
concentration finale en CP de 2,0 mg/ml. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écarts
moyens pour trois déterminations. Plusieurs écarts moyens ont des valeurs inférieures a la taille des

symboles.
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Figure 3.2 Dosage de P’activité oxydasique 3 deux concentrations de la CP. L'activité oxydasique
a été déterminée en suivant l'oxydation du pPD par spectrophotométric & 560 nm. Le milieu
réactionnel contient 10 mM de pPD et 50 mM de tampon KPi pH 7,0. Deux concentrations en CP dans
le milieu réactionnel ont été testées, soient 2,0 mg/ml (-A-) et 0,2 mg/ml ( -0-). Les résultats
(moyennes + écarts moyens) sont pour trois déterminations.
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l’autre a forte quantité de la protéine (30 mg de CP/g d’agarose), et I’efficacité du couplage a été
évaluée en fonction de la quantité résiduelle de protéine dans le surnageant et du recouvrement en

activité oxydasique associée a la CP couplée aux billes de CNBr-Sepharose.

Aprés couplage de la CP & ’agarose, la mesure de I’activité oxydasique de la CP a été réalisée afin
de vérifier I’intégrité structurale et fonctionnelle de la protéine. Visuellement, la CP immobilisée sur
agarose confere une couleur bleue a la matrice chromatographique, qui est plus visible & haute quantité
de CP (fig. 3.3). Cette observation suggere a priori que la CP conserve bien son intégrité structurale et
fonctionnelle. Le dosage oxydasique de la CP montre que I’activité de la protéine a été préservée
jusqu’a preés de 57% dans le cas du couplage a forte quantité de CP, comparativement a I’activité de la
CP fraichement décongelée (fig. 3.4). Le recouvrement de I’activité de la CP & faible réticulation est
environ deux fois moindre que celle de la CP a forte réticulation. La CP traitée dans les mémes
conditions que le couplage, mais sans ajout d’agarose, montre une activité beaucoup moindre que la
CP réticulée a ’agarose et ce, pour les deux réactions de couplage. Ceci indique que la réticulation de
la CP a I’agarose a un effet stabilisateur sur I’activité de la protéine. Il est & noter que tous les dosages
d’activité ont été faits avec la méme concentration de CP dans le milieu réactionnel, soit 0,2 mg

CP/mL.

Le résultat du recouvrement en protéines (CP), autant pour le gel 4 faible qu’a forte concentration,
est de 100%, ce qui indique que toute la CP s’est liée aux billes de CNBr-Sepharose (tableau 3.1). Le
couplage a 7,44 mg de CP/ml de gel a permis de recouvrer jusqu’a prés de 60% de ’activité spécifique
initiale. Ce résultat est environ deux fois plus grand que celui obtenu pour le couplage 4 1,24 mg de
CP/ml de gel. La plus grande concentration en CP semble donc avoir un effet stabilisateur sur la

protéine dans les conditions de couplage.
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Figure 3.3 La CP immobilisée sur 1’agarose. L’agarose, gonflé dans une solution de tampon
physiologique a une coloration blanchéitre. La CP immobilisée sur les billes d’agarose donne une
coloration bleue au gel, qui est plus visible lorsque la réticulation est faite  haute concentration en CP.
La CP-agarose est entreposée dans un tampon HBSS-Tw 0,1% a 4°C.
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Figure 3.4 Effet du couplage sur Pactivité oxydasique de la CP. L’activité oxydasique a été
mesurée sur deux préparations de CP-agarose, I’une réalisée a faible concentration de protéine (1,24
mg de CP/mL de gel), I’autre & haute concentration (7,44 mg de CP/mL de gel). Pour chaque
préparation, I’activité oxydasique a été mesurée pour la CP fraichement décongelée (CP entreposage),
pour la CP aprés la réaction de couplage a I’agarose (CP-agarose), ainsi que pour la CP exposée aux
conditions du couplage, mais sans ajout d’agarose (CP témoin). L'activité oxydasique a été déterminée
en suivant l'oxydation du pPD par spectrophotométrie & 560 nm sur une durée de 30 min. Tous les
milieux réactionnels contiennent 10 mM de pPD, 50 mM de tampon KPi pH 7,0, et 0,2 mg/ml de CP.
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Tableau 3.1 Efficacité du couplage de la CP aux billes de CNBr-Sepharose.

Couplage avec 1,24 mg CP/ml gel Couplage avec 7,44 mg CP/ml gel

Quantité Quantité  Recouvrement Quantité Quantité Recouvrement

initiale  associée (%) initiale  associée (%)
aux billes aux billes

Protéines’ 5 5 100 30 30 100
(mg)
Activité 1213 342 28 7858 4454 57
totale
)
Activité 243 68 28 262 148 57
spécifique
(U/mg)

' La quantité de protéine associée aux billes a été obtenue en soustrayant la quantité de protéine
retrouvée dans le surnageant aprés la réaction de couplage, de la quantité de protéine présente
initialement avant couplage.
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3.1.3 Stabilité et résistance de la CP-agarose

L’activité oxydasique de la CP couplée 4 I’agarose a été suivie sur une période allant jusqu’a dix
mois apres couplage. La figure 3.5 montre que ’activité oxydasique, tant pour le gel & faible qu’a forte
réticulation, ne varie pas significativement un mois aprés la synthése (activité conservée a 98,5%).
Dans les mois qui suivent, I’activité oxydasique de la CP fortement réticulée ne diminue que de
3%/mois, alors qu’il en est de 7%/mois pour le gel & faible quantité de CP. Dix mois suivant la
synthése de la CP-agarose, il est possible de retrouver jusqu’a 70% de I’activité initiale (i.e. aprés la
synthése) pour le gel & forte quantité de CP et 29% pour la CP faiblement réticulée. Dans les deux cas,
les gels de CP-agarose conservent leur couleur bleue caractéristique. Ce résultat montre que la CP
immobilisée sur agarose conserve son activité enzymatique pour une longue période suivant la
synthése. Il est & noter que ce matériel a toujours été utilis€ dans les quatre premiers mois de sa

synthése pour la chromatographie d’extraits de protéines.

Avant de chromatographier des échantillons biologiques sur CP-agarose, nous avons vérifié qu’il
n’y avait pas de fuite de CP dans les conditions de chromatographie. Une chromatographie test, sans
échantillon, a donc été réalisée. Une colonne de CP-agarose a été préparée et conditionnée avec du
tampon 20 mM KPi, pH 7,4 contenant 1% Triton X-100. Ce traitement servait & désorber toute
molécule de CP non liée de fagon covalente & I’agarose. La mesure de I’activité oxydasique de la CP-
agarose a la suite de ce conditionnement n’a pas révélé de variation significative (résultat non montré),
indiquant que ce traitement n’affecte pas I’intégrité fonctionnelle, et donc aussi structurale, de la CP.
La colonne a ensuite été équilibrée / lavée avec du tampon 20 mM KPi, pH 7,4 contenant 0,1% Tween-
20, puis soumise & ces mémes conditions mais en présence de concentrations croissantes de KCI (0,15,
0,5 et 3,0 M). La concentration du tampon KPi est celle rapportée dans la littérature pour la
purification du récepteur érythrocytaire de la CP (Puchkova et al., 1990). Un peu de détergent Tween-
20 a été ajouté pour éviter la précipitati(;n de protéines membranaires et des études antérieures ont

montré que la CP se lie aux neurones P19 en présence de 0,1% Tween-20.
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Figure 3.5 Stabilité temporelle de I’activité oxydasique de la CP immobilisée sur agarose. Les
conditions du dosage de I’activité oxydasique de la CP sont les mémes que celles décrites a la fig. 3.4.
Tous les dosages ont été effectués avec la méme concentration en protéine dans le milieu réactionnel,
soit 0,2 mg de CP/mL. La CP-agarose est entreposée dans un tampon HBSS-Tw 0,1% a 4°C.
L’expérience a été effectuée sur deux préparations de CP-agarose, 'une fortement (-A-) et I’autre
faiblement (-0-) réticulée, et les valeurs ont été mesurées en triplicata (moyennes + écarts moyens).



59

Un profil protéique de la chromatographie test est montré dans la figure 3.6A. Les fractions
recueillies puis dosées pour leur contenu en protéines montrent par le biais du profil
chromatographique par dosage de Bradford qu’il n’y a pas de pic significatif qui serait associé a
I’élution de protéine (fig. 3.6A). Ainsi, les conditions salines appliquées a la colonne de CP-agarose ne
semblent pas provoquer le détachement de la CP immobilisée sur la matrice, les valeurs de densités
optiques étant sous le seuil de détection de protéines (< 0,020) pour chacune des étapes. Les valeurs
d’absorbance négatives associées aux fractions recueillies lors du conditionnement de la colonne CP-
agarose sont le résultat d’une interférence du Triton X-100, lorsque utilisé & 1%, avec le réactif de
Bradford. Cet effet s’estompe pour revenir & des valeurs d’absorbance normales (positives) aprés
dilution du Triton X-100, (dés la fraction 63 sur le profil chromatographique). Il est & noter que
P’activité oxydasique de la CP a ét¢ mesurée a la suite du conditionnement de la colonne et les résultats
montrent qu’elle ne varie pas significativement, ce qui indique que son efficacité est maintenue (non

illustré).

L’analyse électrophorétique de fractions représentatives recueillies pour les ¢étapes post-
conditionnement, combinée a une coloration du gel au nitrate d’argent est présentée & la figure 3.6B.
Autant lors du lavage de la colonne que lors de I’application des conditions de désorption avec du KCl,
la coloration du gel ne montre pas de bande protéique. Cependant, pour des temps de développement
de la coloration prolongés, on note ’apparition de deux bandes mais tres faibles (54 et 60 kDa)
toujours présentes et d’égale intensité, sans correspondante dans la préparation de CP. Il s’agirait de
signaux fant6mes puisqu’ils sont constamment présents dans tous les profils chromatographiques. Ceci
est visible seulement lors d’une exposition plus longue des gels a la solution de développement utilisée
pour la coloration au nitrate d’argent. Ce doublet peut d’ailleurs étre détecté sur d’autres gels colorés
au nitrate d’argent aussi bien dans d’autres expériences chroﬁxatographiques indépendantes de celle-ci
(voir par exemple les chromatographies d’un extrait de protéines membranaires d’érythrocytes bovins,
fig. 3.7 et d’extrait de neurones P19 sur CP-agarose, fig. 3.8). Il est possible que ce soit un effet
quelconque des solutions tampons utilisées pour la chromatographie, mais la cause n’est pas encore
clairement €lucidée. Enfin, il est & noter que la couleur bleue du gel, conférée par les atomes de cuivre
de coordination de type I de la CP immobilisée sur la matrice, demeure non perturbée tout au long des
étapes chromatographiques, témoignant de la stabilité de I’état conformationnel natif de la protéine
dans les conditions utilisées. Ces conditions ont donc été retenues pour I’analyse d’extraits

biologiques.
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Figure 3.6 Résistance de la CP immobilisée sur agarose aux conditions chromatographiques.
A Profil chromatographique par dosage de Bradford des protéines. La colonne CP-agarose hautement
réticulée en CP (7,44 mg/ml gel) a été conditionnée avec 10 volumes (vol) de tampon 20 mM KPi pH
7,4 (tampon A) additionné de 1,0% Triton X-100, puis 10 vol de tampon A contenant 0,1% Triton X-
100. La colonne a été équilibrée/lavée avec 10 vol de chacune des conditions suivantes; tampon A -
0,1% Tween-20 contenant 0,15, 0,5 et 3,0M KCI. Les fractions recueillies (200 pl) ont été dosées par
dosage de Bradford et ’absorbance lue 4 595 nm. Une valeur de densité optique inférieure & 0,020
indique que la fraction ne contient pas significativement de protéine. B Trente pl de fractions de lavage
(fractions 65 et 70), de désorption & 0,15M KCl (fractions 87 et 100), 0,5M KCl (fractions 111 et 113)
et a 3,0M KCI (fractions 138 et 140) ont été analysés par SDS-PAGE (10% acrylamide), suivi d’une
coloration au nitrate d’argent. Les nombres a gauche de la figure correspondent au poids moléculaire
(kDa) de protéines étalons. Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
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3.2 Chromatographie d’extraits cellulaires sur CP-agarose
3.2.1 Chromatographie d’érythrocytes bovins

En appliquant une préparation membranaire d’érythrocytes humains sur une colonne de CP-
agarose, Barnes et Frieden (1984) ont observé la rétention d’une protéine de 60 kDa qu’ils ont pu éluer
en élevant la concentration de potassium. En utilisant des conditions similaires 4 celles rapportées par

ces chercheurs, nous avons vérifié les résultats obtenus avec des érythrocytes.

Un extrait de protéines membranaires érythrocytaires (9 mg) a été¢ déposé sur une colonne CP-
agarose 4 forte réticulation (7,44 mg de CP/mL de gel). Le profil chromatographique & 595 nm montre
un pic d’élution situé a 0,5M KCl et dont la D.O. est environ de deux fois supérieure a celle du bruit de
fond (D.O. de 0,040 versus 0,020) (fig. 3.7A). Un autre petit pic d’une D.O. = 0,040 apparait aussi au
début de 1’élution avec 3 M KCl. L’analyse électrophorétique de fractions recueillies pour chacune des
étapes, combinée 4 une coloration au nitrate d’argent, montre (fig. 3.7B) que I’extrait de protéines
membranaires avant passage sur la colonne (puits H) contient un nombre limité de bandes protéiques
fortement colorées, dont des bandes d’environ 50, 45, 37, 28 et 25 kDa parmi les plus visibles. Les
puits identifiés par des numéros correspondent aux fractions chromatographiques analysées. Les puits
correspondant a la portion non retenue sur la colonne (puits 10-25) montrent qu’un bon nombre de
protéines ne s’est pas li€ a la CP (e.g. des protéines de 25, 28 et 37 kDa). Les fractions recueillies a la
fin du lavage (puits 40-45) ne contiennent plus de protéines détectables a ’exception des deux bandes
fantémes retrouvées de maniére constante dans tous les puits ainsi qu’indépendamment des différentes
étapes chromatographiques. Il est possible de constater que dans les fractions correspondantes a I’étape
de désorption & 0,5M KCI (puits 55 & 57), une bande faible mais trés nette apparait, correspondant a
une protéine ayant une taille moléculaire d’environ 30 kDa. Cette bande qui est visible sur quelques
fractions (puits) correspond & un pic d’absorbance par dosage des protéines. La bande de 30 kDa
pourrait étre attribuée au récepteur érythrocytaire de la CP, la glycophorine, laquelle existe sous les
formes de 30 et 60 kDa, correspondant respectivement aux formes monomérique et dimérique (Barnes
et Frieden, 1984; Puchkova et al., 1990). Ainsi, la bande observée a 30 kDa peut correspondre a la
forme monomérique de ce récepteur, la forme dimérique native pouvant étre dénaturée lors de la
préparation de I’échantillon pour I’électrophorése ou cachée par les bandes fantdmes. A 3,0M KCl,

aucune bande n’est observée sur le gel (puits 76-80).
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Figure 3.7 Analyse protéique de la chromatographie d’extraits membranaires d’érythrocytes
bovins sur CP-agarose. Un extrait de protéines membranaires solubles dans 1% Triton X-100 a été
préparé a partir d’érythrocytes bovins frais et en présence d’inhibiteurs de protéases. L’extrait (9 mg) a
été dilué 4 0,1% Triton dans du tampon KPi 20 mM, pH 7,4 contenant 0,15M KCl et des inhibiteurs de
protéases, puis déposé (en cycle, pendant 18 h 4 4°C) sur une colonne de CP-agarose (7,44 mg CP/mL
de gel) préalablement conditionnée (fig. 3.6) et équilibrée dans le tampon KPi additionné de 0,1%
Tween-20 (KPi-Tw) et 0,15M KCl. La colonne a été lavée avec 10 volumes (vol) de KPi-Tw
contenant 0,15M KCl, puis désorbée avec 10 vol de 0,5M KCl et 10 vol de 3,0M KCl dans le tampon
KPi-Tw. A Profil chromatographique des fractions recueillies (200 pl) par dosage de Bradford des
protéines. Les valeurs d’absorbance ont €té lues & 595 nm. Une valeur de densité optique inférieure &
0,020 indique que I’échantillon ne contient pas significativement de protéine. B Trente pl de fractions
représentatives des différentes étapes chromatographiques (extrait non retenu : 10 et 25; lavage : 40 et
45 : désorption & 0,5M KCl : 55 & 57; désorption a 3,0M KCl: 76 et 80), ainsi que 2 pg d’extrait de
protéines membranaires (H), ont été analysés par SDS-PAGE (10% acrylamide) et coloration au nitrate
d’argent. Les nombres & gauche de la figure correspondent au poids moléculaire (kDa) de protéines
étalons, les nombres & droite donnent la taille moléculaire des principales bandes protéiques des
échantillons. Les astérisques surmontent la bande de 30 kDa désorbée a 0,5M KCl.
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L’isolation d’une protéine de 30 kDa & partir de la chromatographie d’une préparation
d’érythrocytes bovins sur notre colonne de CP-agarose suggérait ’adéquation de notre matériel
chromatographique comme outil dans I’identification de protéines de liaison spécifiques de la CP a

partir d’autres tissus ou cellules.
3.2.2 Chromatographie d’extraits de neurones P19

Dans un premier temps, un extrait de protéines totales de neurones P19 a été chromatographié sur
CP-agarose puisque des études antérieures avaient montré une interaction de la CP avec ces neurones

(Maltais et al., 2003).

Un extrait (2 mg de protéines) de lysat de neurones P19 récoltés au J5, a été déposé sur une colonne
CP-agarose hautement réticulée (7,44 mg de CP/mL de gel) en présence de 0,15 M KCI. Le profil
chromatographique & 595 nm montre, & la suite du passage de I’extrait et du lavage de la colonne, un
pic d’élution situé & 0,5M KCl et dont la D.O. est environ de trois fois supérieure au bruit de fond
(D.O. de 0,060 versus 0,020) (fig. 3.8A). Egalement, un pic d’une amplitude comparable est obtenu au
début de I’étape de lavage de la colonne avec le tampon usuel contenant 0,15M KCl. Aucune protéine
ne semble étre désorbée avec 3,0M KClI, les valeurs d’absorbance & 595 nm étant visiblement sous le
seuil de détection de protéine. L’analyse électrophorétique de fractions recueillies pour chacune des
étapes, combinée & une coloration au nitrate d’argent, montre (fig. 3.8B) d’abord que I’extrait initial
(puits H) contient un grand nombre de bandes protéiques. Les puits subséquents identifiés par des
numéros correspondent aux fractions analysées, issues du profil chromatographique. Les puits
correspondant au début de I’étape de lavage de la colonne (puits 27 a 29) montrent plusieurs des
bandes retrouvées dans ’extrait initial. Les bandes les plus visibles sont associées & des protéines de
36, 45, 48, 65 ainsi qu’a une collection de protéines retrouvées entre 87 et 126 kDa. Pratiquement
toutes ces bandes ont disparu vers la fin de I’étape de lavage (puits 32). Il est possible de constater que
dans les fractions obtenues au début de la désorption & 0,5M KCI (puits 43 a 48), une bande faible mais
distinguable apparait, correspondant & une taille moléculaire d’environ 48 kDa. Cette bande, visible sur
quelques fractions (puits), est en accord avec la présence d’un pic d’absorbance protéique, a cette
étape, dans le profil chromatographique. Aucune protéine n’est observée pour 1’étape de désorption
avec 3,0M KClI (puits 58). Comme évoqué précédemment, on observe la présence du doublet fantdme

a 54 et 60 kDa de maniére constante dans tous les puits.
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Figure 3.8 Analyse protéique de la chromatographie d’un lysat neuronal P19 sur CP-agarose.
Un extrait de protéines totales solubles (2 mg) a été dilué dans du tampon KPi 20 mM, pH 7,4, 0,1%
Triton X-100, contenant 0,15M KCI et des inhibiteurs de protéases, puis déposé (en cycle, pendant 18
h 4 4°C) sur une colonne de CP-agarose (7,44 mg CP/mL de gel) préalablement conditionnée (fig. 3.6)
et équilibrée dans le tampon KPi additionné de 0,1% Tween-20 (KPi-Tw) et 0,15M KCI. La colonne a
été lavée avec 10 volumes (vol) de KPi-Tw contenant 0,15M KCl, puis désorbée avec 10 vol de 0,5M
KCl et 10 vol de 3,0M KCl dans le tampon KPi-Tw. A Profil chromatographique des fractions
recueillies (200 pl) par dosage de Bradford des protéines. Les valeurs d’absorbance ont été lues a 595
nm. Une valeur de densité optique inférieure 3 0,020 indique que 1’échantillon ne contient pas
significativement de protéine. B Deux pug d’extrait de protéines totales de neurones (H), ainsi que 30 pl
de fractions représentatives des différentes étapes chromatographiques (lavage : 27 4 29-32; désorption
40,5M KCl: 43 2 46; désorption & 3,0M KCl : 58), ont été analysés par SDS-PAGE (10% acrylamide)
et coloration au nitrate d’argent. Les nombres 4 gauche de la figure correspondent au poids moléculaire
(kDa) de protéines étalons, les nombres a droite donnent la taille moléculaire des principales bandes
protéiques des échantillons. Les astérisques surmontent la bande de 48 kDa désorbée a 0,5M KC1.
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Bref, la chromatographie d’un extrait de lysat neuronal P19 sur CP-agarose a montré qu’une
protéine d’une taille moléculaire approximative de 48 kDa est retenue sur la colonne et éluée avec une
force ionique de 0,5M KCI.

3.2.3 Chromatographie d’extraits de cerveau de rat

Nous avons par la suite voulu déterminer si la protéine de 48 kDa présente dans les extraits de
neurones P19 et retenue sur CP-agarose pouvait étre présente dans des extraits de cerveaux, sachant

que le cerveau est riche en neurones et que la CP se lie 4 des membranes de cerveau.

Pour I’analyse d’un extrait de cerveau de rat, nous avons introduit deux modifications au protocole
chromatographique. Dans la premié¢re modification, les étapes de dép6t de 1’échantillon sur CP-agarose
et de lavage de la colonne ont ét¢ faites en absence de KCI pour augmenter la chance de retenir des
protéines de liaison de la CP; par conséquent, une étape de désorption a 0,15M KCl a été ajoutée. Lé
deuxi¢me modification a été I’introduction d’une pré-chromatographie de I’extrait sur AE-agarose afin
de retenir la CP endogeéne du cerveau. L’extrait de protéines totales (6,6 mg) de cerveau de rat adulte a
d’abord été déposé sur une colonne d’AE-agarose dans les conditions utilisées pour la purification de
la CP bovine. La portion non retenue sur AE-agarose a ét€ déposée sur une colonne de CP-agarose
fortement réticulée (7,44mg de CP/mL de gel). Le profil chromatographique déterminé & 595 nm
montre un large pic situé au début de I’étape d’élution & 0,15M KClI (pic s’étendant des fractions 73 &
83) et dont la D.O. était supérieure au bruit de fond (D.O. de 0,2 versus 0,020) (fig. 3.9A). Aucun autre
pic d’élution n’apparait pour les étapes d’élution a 0,5 et 3,0 M KCl.

Les fractions recueillies pour chacune des étapes ont été analysées par électrophorése, suivi d’une
coloration au nitrate d’argent. La figure 3.9B montre d’abord que I’extrait de protéines totales de
départ (puits H) contient plusieurs bandes protéiques dont certaines sont plus fortement colorées que
d’autres. Le profil électrophorétique de la portion de I’extrait non retenue sur AE-agarose est trés
similaire 4 celui de ’extrait de départ (H). A Ia fin de I’étape de lavage, il ne reste que peu de protéines
détectables dans les fractions recueillies (puits L). Il est possible de constater que dans les fractions
correspondant & I’étape de désorption & 0,15M KCI (puits # 76 & 86) quelques bandes d’intensité
variable apparaissent, correspondant & des protéines de 40, 45, 54, 102 et 170 kDa. Une bande trés
faible apparait 4 48 kDa. Ces bandes sont visibles sur une dizaine de fractions, et leur intensité
s’accorde avec le profil protéique par absorbance. Etant donné que les valeurs d’absorbance 4 595 nm

sont nettement sous le seuil de détection de protéines (moyenne des D.O. de 0,002) pour les autres
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Figure 3.9 Analyse protéique de la chromatographie d’extraits de cerveaux de rats adultes sur
CP-agarose. Un extrait de protéines totales solubles dans 1% Triton X-100 a été préparé a partir de
cerveaux de rats adultes (= 2,6 g/cerveau) et en présence d’inhibiteurs de protéases. L’extrait (6,6 mg)
a été dilué a 0,1% Triton X-100 dans du tampon KPi 20 mM, pH 7,4 contenant des inhibiteurs de
protéases, puis déposé sur une colonne AE-agarose. La fraction non retenue de cette colonne a été
appliquée (en cycle, durant 18 h & 4°C) sur une colonne de CP-agarose (7,44mg CP/ml gel)
préalablement conditionné (fig. 3.6) et équilibrée dans le tampon KPi additionné de 0,1% Tween-20
(KPi-Tw). La colonne CP-agarose a été lavée avec 10 volumes (vol) de KPi-Tw, puis désorbée avec 10
vol de 0,15M KClI, 10 vol de 0,5M KCl et 10 vol de 3,0M KCl dans le tampon KPi-Tw. A Profil
chromatographique des fractions recueillies (200 pl) de la colonne CP-agarose par dosage de Bradford
des protéines. Les valeurs d’absorbance ont été lues a 595 nm. Une valeur de densité optique inférieure
40,020 indique que I’échantillon ne contient pas significativement de protéine. B Deux pg d’extrait de
protéines totales de cerveau de rat (H) et de ’extrait non retenu sur AE-agarose, ainsi que 30 pl des
fractions représentatives de certaines étapes chromatographiques (lavage : 70; désorption a 0,15M
KCl: 76-78-80-82-84 et 86), ont été analysés par SDS-PAGE (10% acrylamide) et coloration au
nitrate d’argent. C Deux pg d’extrait de protéines totales de cerveau de rat (H) et de I’extrait non
retenu sur AE-agarose, 0,5 ug de la préparation de CP bovine purifiée, ainsi que 30 pl des fractions
représentatives de certaines étapes chromatographiques (lavage : 70; désorption & 0,15M KCl: 74 a
76-78-80-82), on été analysées par SDS-PAGE (10% acrylamide) et immunobuvardage anti-CP, suivi
d’un anticorps secondaire conjugué a la POD. Les complexes immuns ont été révélés par
chimioluminescence. Les nombres & gauche de la figure correspondent au poids moléculaire (kDa) de
protéines étalons, les nombres & droite donnent la taille moléculaire des principales protéines détectées
des échantillons.
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étapes de la chromatographie sur CP-agarose, les fractions recueillies correspondantes n’ont pas été

analysées par électrophorése et coloration au nitrate d’argent.

Nous avons par la suite analysé les échantillons de différentes étapes par immunobuvardage avec un
anticorps anti-CP pour déterminer dans quelle mesure la CP cérébrale avait été retenue sur AE-agarose
et ne contaminait pas les fractions obtenues de CP-agarose. La figure 3.9C montre une espéce
immunoréactive de 45 kDa, mais aucune de 132 kDa, dans 1’extrait initial (puits H), contrairement a ce
qui est observé pour la préparation de CP plasmatique bovine. La bande immunoréactive de 45 kDa est
absente dans la portion de D’extrait non retenue sur AE-agarose, indiquant son adsorption sur ce
matériel d’affinité pour la CP; I’adsorption a été confirmée par le fait que cette bande est éluée de
I’ AE-agarose dans les conditions normalement utilisées pour la CP (résultat non montré). L’analyse
immunologique de fractions de CP-agarose ne montre aucune bande immunoréactive dans une fraction
de lavage (L) précédant I’élution avec 0,15M KCI. Par contre, la bande de 45 kDa €luée avec cette
concentration de sel est fortement reconnue par I’anticorps. Dans certaines fractions, elle est
accompagné d’un doublet immunoréactif de faible intensité & 40 et 43 kDa. Aucune autre espéce
immunoréactive n’est détectée dans les fractions chromatographiques de CP-agarose. Une hypothése
pouvant expliquer ces résultats est que le fragment de 45 kDa provient de la CP immobilisée et serait
généré par un clivage protéolytique lors du passage de I’extrait de protéines de cerveau de rat. Ce
résultat pourrait donc suggérer qu’il y a présence d’une protéase active dans I’extrait au moment de
’application sur CP-agarose. Que ce clivage cible spécifiquement ou non la CP, il demande a étre

investigué davantage.

En somme, la chromatographie d’un extrait de protéines totales de cerveau de rat a montré que
quelques protéines sont retenues sur la colonne de CP-agarose et éluées avec 0,15M KCI. Aucune
protéine n’est désorbée de la colonne & 0,5 et 3,0M KCL Un peptide de 45 kDa élué de la colonne de
CP-agarose 4 0,15M KCI est immunologiquement reconnu par I’anticorps anti-CP, suggérant qu’il
provienne d’un clivage protéolytique de la CP immobilisée par une protéase contenue dans I’extrait de

cerveau.
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3.2.4 Profil protéique de la CP dans les extraits de cerveau et le plasma de rat

Les résultats chromatographiques d’extraits cérébraux de rat ont soulevé la question d’un profil
protéique différent de la CP selon sa localisation. Nous avons donc comparé le profil plasmatique et le
profil cérébral de la CP chez le rat. Pour ce faire, des extraits de protéines totales de cerveau de rat
adulte et nouveau-né ont été fraichement préparés et ce, en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases dés I’homogénéisation du tissu. Les extraits, de méme qu’une aliquote de plasma de rat
adulte, ont ét¢ analysés par électrophorése suivi d’'un immunobuvardage avec l’anticorps anti-CP.
L’autoluminogramme de la figure 3.10 montre que dans les extraits de cerveaux de rat, tant adulte que
nouveau-né, la forme 45 kDa de la CP est prédominante. Lorsque normalisé en fonction du contrdle de
chargement sur gel, il semble que la forme 45 kDa de la CP soit légérement plus abondante dans
I'extrait de cerveau adulte, comparativement & I’extrait protéique de rats nouveau-nés. En
comparaison, la CP circulante, contenue dans le plasma de rat, se présente majoritairement sous forme

native de 132 kDa, avec en moindre importance ses fragments principaux de 116, 97, 67 et 45 kDa.
3.3 Voie protéolytique et la neuroagrégation
3.3.1 Effet d’inhibiteurs de protéases sur ’action neuroagrégative de la CP

Des études préliminaires sur les mécanismes de la neuroagrégation induite par la CP ont soulevé la
participation possible de protéases a sérine dans ce phénomene (D. Maltais, mémoire de maitrise). Le
présent travail a donc investigué davantage ce volet qui prend peut-étre une importance nouvelle du

fait de I’existence de formes clivées de la CP dans le cerveau.

Les expériences, in vitro, portant sur la neuroagrégation ont donc été reprises d’abord en étudiant
I’effet d’inhibition du SBTI et de I’aprotinine sur I’action agrégative de la CP sur les neurones P19. La
figure 3.11A montre une culture de neurones P19 nouvellement différenciés au jour 6. Les neurones
sont caractérisés par de petits corps cellulaires, bien répartis sur le support de culture et projetaflt de
nombreuses extensions (neurites) dans toutes les directions. La photo B montre que lorsque les
neurones sont mis en présence de CP, a raison de 0,5 mg de CP/mL de milieu de culture, il se produit
une neuroagrégation dans un délai d’environ 24-48 h post-ensemencement (J6). Les neurones se
rassemblent en agrégats de taille relativement semblable dans lesquels les cellules sont trés tassées les
unes contre les autres. La photo C montre des neurones cultivés en présence des inhibiteurs de

protéases SBTI (100 pg/mL) et aprotinine (30 pg/mL). Les neurones sont bien répartis sur le support
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Figure 3.10 Formes de la CP dans les extraits de cerveaux et le plasma chez le rat. La
préparation des extraits de cerveaux de rat est conforme a ce qui est décrit  la fig. 3.9. Les protéines,
soit 2 pg pour les extraits de cerveaux de rats adultes et nouveau-nés, ainsi que 0,5 pL de la fraction
plasmatique adulte ont été séparées par électrophorése SDS-PAGE (10% acrylamide) et
immunobuvardage anti-CP. L’immunoréactivité de la tubuline endogéne sert de contréle du
chargement en protéines sur le gel. Les complexes immuns ont €té révélés par chimioluminescence.
Les nombres a gauche de la figure correspondent au poids moléculaire (kDa) des principaux fragments
de la CP. L’autoluminogramme est représentatif de trois expériences indépendantes.
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Figure 3.11 Effet inhibiteur du SBTI et de aprotinine sur I’action agrégative de la CP bovine
sur les neurones P19. Les neurones P19, au jour 4 de neurodifférenciation, ont été incubés durant 48
h sans traitement (A) ou en présence de 0,5 mg/mL de CP bovine (B), des inhibiteurs de protéases a
sérine SBTI (100 pg/mL) et aprotinine (30 pug/mL) (C) ou en de CP + SBTI + aprotinine (D). Les
clichés pris & un grossissement de 100 X sont représentatifs de deux expériences indépendantes.




72

de culture et étendent de nombreuses neurites. A ce propos, il a été observé que I’étalement des
neurones de méme que 1’apparition et le développement des neurites étaient plus précoces en présence
qu’en absence des inhibiteurs de protéases (clichés A versus C). Enfin, lorsque les neurones ont été
mis en présence de la CP et des inhibiteurs de protéases, la neuroagrégation normalement induite par la
CP a été empéchée et on observe un maintient de 1’étalement des neurones trés similaire aux neurones

sans traitement (photo D),

Dans le but de mieux caractériser le phénomene neuroagrégatif induit par la CP, en présence ou non
des inhibiteurs de protéases, des analyses quantitatives sur les cultures cellulaires ont été réalisées,
soient la détermination de la superficie occupée par les cellules ainsi que le dénombrement des neurites
et ce, pour les différents traitements appliqués aux neurones. Ce type de caractérisation morphologique
des cellules est largement utilisé dans les publications scientifiques afin de consolider les observations,
plutdt subjectives, avec des mesures objectives. La figure 3.12A présente la quantification de la surface
occupée par les cellules en fonction des traitements appliqués aux neurones. Les neurones sans
traitement (témoin) ont été normalisés & 100% et constituent donc le point de référence pour fin de
comparaison avec les autres conditions. En présence de la CP, i.e. lorsqu’il y a neuroagrégation, la
surface occupée par les cellules chute de prés de 60%, pour s’établir & 37%. Les neurones en présence
seulement des inhibiteurs de protéases occupent une surface 40% plus grande que les neurones
témoins, ce qui corrobore les observations microscopiques montrant que la présence du SBTI et de
I’aprotinine accroit rapidement 1’étalement des neurones. En présence des inhibiteurs de protéases et

de la CP, les neurones occupent une superficie équivalente aux neurones témoins.

Les résultats portant sur le dénombrement des neurites en fonction des différents traitements
abondent dans le méme sens (fig. 3.12B). Les neurones témoins affichent une moyenne de 46 neurites
par champ optique (grossissement 100X). Lorsqu’il y a neuroagrégation en présence de CP, ce nombre
diminue drastiquement d’un peu plus de 10 fois. Les neurones cultivés en présence des inhibiteurs
SBTI et aprotinine uniquement montrent une augmentation de deux fois du nombre de neurites
comparativement aux témoins. En présence simultande de SBTI/aprotinine et de CP, la quantité¢ de

neurites est comparable aux neurones sans traitement.
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Figure 3.12 Caractérisation morphologique de la neuroagrégation induite par la CP, en
présence ou non des inhibiteurs de protéases. Les neurones ont été traités tel que décrit dans la
figure 3.10. La surface occupée par les neurones (A), de méme que le décompte du nombre de neurites
(B), déterminé en fonction de la quantité de projections déployées & partir des neurones, ont été
mesurés a partir de clichés obtenus & un grossissement de 100 X. Les résultats (moyennes * écarts
moyens) correspondent & des observations effectuées lors de deux expériences indépendantes, pour un
total de 6 clichés représentatifs par condition.
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3.3.2 Analyse de la CP comme cible d’action potentielle des protéases

Les résultats morphologiques qualitatifs et quantitatifs indiquent I’implication d’une protéase dans
’action neuroagrégative de la CP, puisque la présence des inhibiteurs SBTI et aprotinine empéche
cette action. Une premiére idée posée a €té que cette action protéolytique soit directement dirigée sur la
CP, ce qui pourrait entralner son clivage. Afin de valider cette hypothése, les milieux
neuroconditionnés des différents traitements appliqués aux neurones P19 ont été recueillis 48 h aprés
le début des traitements et ont été analysé par immunobuvardage avec ’anticorps anti-CP pour vérifier
le patron protéique de la CP. Les résultats présentés a la figure 3.13A montrent que les patrons de la
CP, en présence ou non des inhibiteurs de protéases SBTI/aprotinine, ne varient pas. On observe que
P’intensité relative des bandes associées a la CP native et & ses fragments principaux, soient 132, 116,
97, 67 et 45 kDa, est la méme pour tous les traitements et ressemble a celle obtenue avec une
préparation de CP bovine purifiée. L’analyse densitométrique (fig.3.13B) corrobore cette observation.
Ce résultat indique que la CP ne serait pas la cible de la ou des protéases impliquées dans la

neuroagrégation.
3.3.3 La CP modifie le profil protéique de la reeline

Les inhibiteurs SBTI et aprotinine, qui empéchent 1’action agrégative de la CP sur les neurones,
sont des inhibiteurs de protéases a sérine et sont de trop grande taille moléculaire pour étre capables
d’entrer dans les cellules. Ainsi, la protéase impliquée dans I’action neuroagrégative de la CP serait 1)
une protéase a sérine et 2) accessible extracellulairement, donc sécrétée par les neurones ou présente a
leur surface. Parmi les protéases qui peuvent intervenir dans un processus de migration cellulaire et
répondant aux caractéristiques énumérées ci-dessus, I’'une d’entre elles a €té retenue : la reeline. Les
publications & ce jour n’ont pas encore rapporté la présence de la reeline dans le modéle P19, autre
élément justifiant 1’intérét de porter les recherches sur cette protéase et de vérifier son implication dans

le phénomene neuroagrégatif médié par la CP.

Les milieux neuroconditionnés ont été€ récupérés 4 la fin des 48 h des différents traitements
appliqués aux neurones P19, puis analysés par électrophorése et immunobuvardage anti-reeline. La
figure 3.14A présente les autoluminogrammes résultants. A titre de référence de I’expérience, des
extraits de cerveaux de rats adultes et de nouveau-nés ont également ét¢ analysés. La reeline native
(400 kDa) et ses deux principaux fragments de 300 et 180 kDa étaient présents dans les extraits de

cerveaux adultes et de nouveau-nés. Les milieux neuroconditionnés des neurones P19 non traités
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A
témoin SBTI/aprotinine CP bovins
KDa -CP +CP -CP +CP purifiée
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97 » - [ — ;
67 » -—
45 »
B
Intensité des bandes (unités arbitraires)
132 kDa 116 kDa 97 kDa 67 kDa 45 kDa
Etude1 CP - 439 42,0 36,8 314 27,0
CP +inh.prot. 46,7 45,2 40,9 34,6 31,4
Ftude2 CP 41,4 44,3 39,2 33,6 26,3
CP + inh. prot. 44,8 46,6 43,5 30,7 29,9

Figure 3.13 Profil protéique de la CP dans le milieu neuroconditionné P19. A Les milieux
neuroconditionnés ont été récoltés 48 h (J6) aprés le début des différents traitements appliqués aux
neurones P19 in vitro. Des aliquotes des milieux (correspondant 4 0,5 ug de CP) ainsi que 0,5 pg de la
préparation de CP plasmatique bovine ont été analysés par électrophorése SDS-PAGE (10%
acrylamide) et immunobuvardage anti-CP. Les complexes immuns ont ¢été révélés par
chimioluminescence. Les nombres & gauche de la figure correspondent au poids moléculaire (kDa) des
principaux fragments de la CP. L’autoluminogramme est représentatif de deux expériences
indépendantes. B Analyse densitométrique des profils protéiques de la CP.
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Figure 3.14 La CP modifie le profil protéique de la reeline. Les milieux neuroconditionnés de
méme que les neurones ont été récupérés aprés 48 h (J6) d’exposition aux différents traitements.
Trente pL de milieu neuroconditionné de chacun des traitements, 20 ug de lysat cellulaire, ainsi que 10
ug des extraits totaux de cerveaux de rats adultes et nouveau-nés ont été analysées par électrophorése
SDS-PAGE (6% acrylamide) et inmunobuvardage anti-reeline. Les complexes immuns ont été révélés
par chimioluminescence. Les nombres & gauche de la figure correspondent au poids moléculaire (kDa)

des protéines détectées.

Les autoluminogrammes sont représentatifs de deux expériences

indépendantes. A Profil de la reeline dans les milieux neuroconditionnés. B Profil de la reeline dans
les neurones. C Cinétique de I’expression de la reeline dans les milieux neuroconditionnés avec et

sans CP.
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(témoin) ou traités avec SBTI et aprotinine présentent deux des trois bandes associées & la reeline,
celles de 400 et 180 kDa. Dans les milieux contenant la CP (i.e. lorsqu’il y a neuroagrégation), les trois
bandes sont détectées, soit a 400, 300 et 180 kDa. De fagon intéressante, les inhibiteurs SBTI et
aprotinine inhibent la génération du fragment de 300 kDa par la CP. .

Le profil protéique de la reeline a également été analysé dans les extraits de neurones, récupérés au
méme moment que les milieux neuroconditionnés, pour les différents traitements (fig 3.14B). Dans
tous les cas, la forme de plus de 400 kDa est prédominantes. Il est possible que le degré de
glycosylation de la protéine et/ou I’existence d’une forme précurseur puissent expliquer cette taille
supérieure. Il est & noter que la taille rapportée dans la littérature pour la reeline pleine longueur varie
de 400 4 450 kDa (Jossin ef al., 2004) Néanmoins, les résultats montrent que les formes de 180 et 300
kDa de la reeline sont exclusivement produites dans le milieu extracellulaire, dont celle de 300 kDa

seulement en présence de la CP.

Finalement, une étude portant sur la cinétique de I’expression protéique de la reeline dans le milieu
de culture a été réalisée (fig 3.14C). Les milieux neuroconditionnés ont été récupérés a différents
temps, soient 4 20, 40, 60 et 120 min, et 24 h apres le début des traitements en présence ou non de la
CP. L’autoluminogramme montre qu’en présence de la CP dans le milieu de culture, les formes de 300
et 180 kDa de la reeline apparaissent en moins de 20 min, puis vont en augmentant jusqu’a 24 h du
début du traitement (le dernier temps analysé). Il est possible que la reeline, une fois excrétée dans le
milieu contenant la CP, soit inmédiatement clivée pour générer la forme de 300 kDa. Cela expliquerait
que la forme de 400 kDa ne puisse s’accumuler dans le milieu dés le début du traitement. En effet, la
forme 400 kDa n’apparait qu’au-dela de 2 h de traitement. Dans les milieux neuroconditionnés sans

CP, seule la forme de 400 kDa apparait dans les premieres 24 h de culture.




CHAPITRE IV
DISCUSSION

Le développement du cerveau nécessite une organisation finement régulée du systéme nerveux. La
neuromigration, mécanisme essentiel du développement neuronal embryonnaire, fait appel & plusieurs
molécules dont des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion cellulaire et de guidage ainsi que
des composantes de la matrice extracellulaire. Les travaux récents publiés par les équipes des Drs
Paquin et Mateescu ont démontré que la CP peut induire ’agrégation de neurones nouvellement
différenciés de cellules souches embryonnaires P19 et ceci constitue une nouveauté. Cette action
souléve la possibilit¢ d’un role de la CP dans I’organisation architecturale du systéme nerveux en
développement. En considérant le support que la CP pourrait apporter aux fonctions neuronales, ainsi
que son expression dans le cerveau, le présent travail a tenté d’explorer le ou les mécanismes de cette
action de la CP, en proposant I’implication d’une protéine de liaison spécifique pour la CP et/ou
’action de protéase. Les résultats ont montré que (1) la CP pouvait étre immobilisée sur 1’agarose de
fagon & conserver son intégrité structurale et fonctionnelle, (2) des protéines pouvaient étre retenues
sur la CP-agarose, incluant une protéine de 48 kDa de lysats de neurones P19 et différentes protéines
de lysats de cerveau, (3) le SBTI et I’aprotinine inhibent la neuroagrégation induite par la CP,
indiquant I’intervention d’une ectoprotéase a sérine dans ce phénomeéne, (4) la CP n’est pas une cible
de cette protéase, et (5) la reeline est sécrétée par les neurones P19 et est clivée dans le phénomeéne de
neuroagrégation induite par la CP. Compte tenu du rdle bien établi de la reeline dans la neuromigration
développementale et de I’expression de la CP dans le cerveau, ’ensemble du travail suggére que

’action neuroagrégative de la CP in vitro aurait un lien avec la neuromigration.
4.1 Dosage oxydasique et caractéristique du matériel chromatographique

Le présent travail a permis dans un premier temps d’optimiser les conditions du dosage de I’activité
oxydasique de la CP et de caractériser le support chromatographique CP-agarose utilisé avec I’objectif
d’isoler une protéine de liaison spécifique de la CP. Les résultats ont montré que le changement de
conditions du dosage de I’activité oxydasique de la CP permet d’économiser appréciablement la
quantité de CP. L’optimisation des conditions du dosage de I’activité oxydasique a aussi démontré que
les ions K* et un pH neutre sont bénéfiques pour I’activité de la CP. Ce résultat appuie une étude
antérieure qui rapporte que I’affinité de la CP pour les ions K" est effectivement supérieure 2 celle pour

les ions Na* (Musci ef al., 1996). Le dosage des protéines confirme que la CP se lie trés bien aux billes
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de CNBr-Sepharose®. Ce résultat est en accord avec le profil chromatographique et électrophorétique
de la CP-agarose témoin, qui montre clairement que le conditionnement et les conditions d’élution
subséquentes appliqués sur la colonne n’entrainent pas le décrochage de la protéine. Non seulement la
CP a ét¢ bien couplée aux billes, elle conserve une activité enzymatique appréciable (~ 60%) et qui est
stable dans le temps (perte d’activité d’environ 3%/mois sur une période de dix mois). Le
recouvrement de 60% de I’activité enzymatique démontre que I’'immobilisation de la CP sur agarose
préserve l’intégrit¢ de la protéine, puisque la CP traitée dans les mémes conditions que pour le
couplage mais sans ajout des billes d’agarose a perdu plus de 80% de son activité initiale. Egalement,
la couleur bleue conférée aux billes de CP-agarose témoigne de I’effet stabilisateur et protecteur du
couplage sur la protéine. A notre connaissance, une telle observation n’avait pas &té rapportée

auparavant pour la CP.

A ce propos, il est & noter que ce type de support chromatographique est couramment utilisé pour
immobiliser efficacement différents ligands protéiques. Une étude récente de réticulation de I’alcalase
(~ 43 kDa) a I’agarose rapporte une stabilité du matériel résultant ainsi que la conservation de plus de
50 % de I’activité catalytique de la protéine libre (Tardioli ef al., 2003). De méme, des études réalisées
sur le couplage de la lipogénase de la feve de soya aux billes de CNBr-Sepharose® ont montré, outre
une bonne stabilité du couplage et de I’activité enzymatique de la protéine immobilisée, que le temps
de demi-vie de I’enzyme augmente de 20 fois lorsque réticulée a I’agarose, dans des conditions

optimales de tampon et & pH physiologique (Chikere et al., 2001).
4.2 Interaction de la CP-agarose avec des protéines d’extraits cellulaires

Il est démontré qu’au cours de la corticogenése, les neurones migrent pour former les différentes
couches neuronales du cortex cérébral. Cette migration s’effectue le long des fibres gliales selon un
mécanisme qui demeure encore obscur (Nadarajah et Parnavelas, 2002). 11 est toutefois proposé que les
neurones puissent reconnaitre des facteurs (substrats) impliqués dans le mécanisme migratoire et qu’ils
y adhérent par différents récepteurs exprimés a la surface neuronale (Nadarajah et Parnavelas, 2002).
Les recherches menées dans le laboratoire portant sur ’effet neuroagrégatif de la CP suggérent que la
neuroagrégation observée in vitro puisse étre le reflet de la neuromigration in vivo, et que ce
phénoméne pourrait impliquer des récepteurs de la CP & la surface des neurones de sorte que les
neurones pourraient lier la CP ancrée & la membrane des cellules gliales par un groupement GPI

(Maltais et al., 2003). Dans ce contexte, nous avons mis au point une matrice chromatographique (CP-
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agarose) pour tenter de purifier d’éventuelles protéines de liaison de la CP & partir de divers extraits

cellulaires, dans I’optique de les caractériser.

La chromatographie d’un extrait de protéines membranaires d’érythrocytes bovins sur CP-agarose a
permis de montrer qu’il est possible de retenir des protéines sur ce type de matrice. Ainsi, une protéine
de 30 kDa a été éluée avec 0,5 M KCl. Cette protéine pourrait étre le monomere de {a glycophorine tel
que rapporté par Stern et Frieden (1993). La glycophorine existe aussi sous forme dimérique, laquelle
n’a pu étre observée dans le présent travail. L’électrophorese ayant été faite en conditions dénaturantes
et réductrices (i.e. présence de SDS et B-mercaptoéthanol), il est possible que la forme dimérique ait
été dénaturée. Cette étude pourrait étre reprise en optant pour une électrophorése non-dénaturante et
non-réductrice, favorisant la stabilit¢ du dimeére. L’identification de la glycophorine pourrait étre
vérifiée par immunobuvardage puisqu’il existe des anticorps anti-glycophorine disponibles
commercialement. Les travaux de Puchkova et coll. (1990) sur la purification du récepteur
érythrocytaire de la CP; qui fait appel sensiblement & la méme procédure expérimentale que celle
utilisée dans ce travail, mentionne que ce récepteur est élué de la colonne de CP-agarose avec 2.2 M
NaCl dans un tampon 20 mM KPi, 0,1% Tween-20 aprés un lavage avec 0,5M NaCl. Dans la présente
étude, la protéine de 30 kDa a été désorbée avec 0,5 M KCI dans le méme tampon, possiblement en

relation avec une meilleure affinité de la CP pour I’ion K* que pour I’ion sodium.

Une protéine de 48 kDa a pu étre retenue sur CP-agarose a partir de lysats de neurones P19.
Cependant, le rendement est trés faible et la chromatographie devrait étre réalisée a plus grande échelle
pour mieux caractériser cette protéine. Contrairement aux résultats obtenus avec le lysét neuronal, plus
d’une protéine d’extrait de cerveau de rat a été retenue sur CP-agarose. L’une de ces protéines, celle de
45 kDa, est reconnue par un anticorps anti-CP et proviendrait de la fragmentation de la CP
immobilisée sur la colonne puisque I’extrait de cerveau a été déplété de la CP endogéne avant la
chromatographie sur CP-agarose. Une protéase présente dans I’extrait pourrait étre impliquée dans le
clivage de la CP immobilisée. Des inhibiteurs de protéases avaient été ajoutés des le début de
Pextraction pour éviter la protéolyse mais il se peut que le dép6t en boucle de I’extrait sur la colonne
pendant 18 h ait permis & I’activité protéolytique de se manifester et ce, méme a de faibles niveaux.
Cette méthode de dépdt, adoptée pour favoriser I’interaction entre la CP et des protéines de liaison,

pourrait tre révisée.
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La CP est une protéine dont les fragments sont difficilement séparables autrement que dans des
conditions rigoureuses telles que la présence de SDS ou d’urée (8 M) (Ortel et al., 1983). De plus, les
fragments auraient tendance & se réassocier lorsque I’agent est retiré. Il serait donc possible de penser
qu’une variante de la méthode utilisée dans ce travail, i.e. le passage d’une protéase sur CP-agarose,
soit une alternative intéressante pour obtenir spécifiquement certains fragments de la CP en absence
d’agent dénaturant. Dans le cas présent, I’obtention spécifique du fragment de 45 kDa de la CP
permettrait peut-étre d’étudier ce fragment et de déterminer s’il a une fonction biologique similaire a
celle de la CP native, comme par exemple la capacité d’induire I’agrégation des neurones P19 (voir

section 4.3).

11 est possible de faire deux autres remarques sur les résultats de chromatographie. D’abord,
’élution avec une force ionique de 0,15M KCI est généralement faite dans le but d’éliminer les
protéines interagissant de fagon non spécifique avec la colonne, ce qui signifierait que les bandes
observées ne soient pas de réel intérét comme potentiel récepteur de la CP. D’autre part, il est possible
que la CP endogéne de I’extrait de cerveau de rat ait initialement complexé le récepteur (protéine de
liaison) et que ce complexe ait été retenu sur AE-agarose. Toutefois, I’analyse électrophorétique avec
coloration au nitrate d’argent des fractions éluées de la colonne AE-agarose ne semble pas montrer la
présence de protéine(s) ayant pu étre co-purifiée(s) avec la CP, & tout le moins pour des tailles -
moléculaires en degad de 200 kDa (résultat non montré). Il est possible qu’une protéine de plus haut
poids moléculaire interagisse avec la CP, ce qui justifierait intérét d’analyser les fractions

chromatographiques en utilisant des gels d’électrophorése de plus grande porosité.

Lorsqu’un extrait de protéines totales de lysat neuronal P19 a été chromatographié sur CP-agarose
en vue de mettre en évidence un récepteur neuronal de la CP, quelques protéines ont été retenues sur la
colonne et éluées a 0,15M KCI, avec des tailles moléculaires variant de 35 4 65 kDa, et de 87 4 126
kDa. Une protéine unique de 48 kDa a été éluée a 0,5M KCI, ce qui en ferait une candidate
intéressante comme récepteur. Cette protéine, qui présente un faible poids moléculaire, pourrait étre
une sous-unité du récepteur de la CP considérant que le récepteur érythrocytaire de la CP est un
assemblage de sous-unités. Des études électrophorétiques faites en conditions non-dénaturantes
pourraient permettre de détecter des protéines de liaison 4 la CP qui auraient une taille moléculaire
plus élevée. Toutefois, les protéines éluées dans le présent travail pourraient n’avoir qu’une interaction
non-spécifique avec la colonne. Il est a noter que des études de buvardage de type ligand avec de la CP
marquée 2 la DIG et un anticorps anti-DIG ont été faites sur des extraits de lysat neuronal P19 en vue

de mettre en évidence une ou des protéines ayant une interaction avec la CP. Cependant, en raison de
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difficultés d’ordre technique, cette méthode n’a pu se révéler concluante.

L’analyse de lysat neuronal P19 sur CP-agarose mérite d’étre reprise, d’une part en disposant d’une
plus grande quantité de lysat et/ou en utilisant une fraction enrichie en protéines membranaires. Afin
d’optimiser les chances de purifier un récepteur neuronal de la CP, il pourrait étre de mise de récolter
les neurones 24 ou 48 h aprés avoir ajouté la CP dans le milieu de culture pour induire la
neuroagrégation. Si récepteur il y a, il pourrait étre particuliérement exprimé a la surface des neurones
en agrégation, ce qui augmenterait les chances de purifier un récepteur par chromatographie sur CP-

agarose.

En somme, les résultats tirés de la méthode de chromatographie sur CP-agarose ont permis
d’observer pour les érythrocytes une protéine de liaison & la CP, d’une taille moléculaire semblable a
celle rapportée dans la littérature, mais n’a pas permis d’affirmer I’existence d’un récepteur neuronal
spécifique a la CP, que ce soit 4 partir de neurones P19 ou de I’extrait de cerveau de rat. Quelques
protéines de tailles moléculaires variées semblent interagir plus ou moins avec la CP-agarose. Les
études réalisées il y a plus de 20 ans avec une méthode de purification semblable & celle utilisée dans
ce travail ont également rapporté la détection de peptides de différentes tailles moléculaires qui n’ont
pas été caractérisés plus avant en terme de récepteurs (se référer au tableau 1.2). L’identité, de méme
que la caractérisation des récepteurs de la CP demeurent donc peu documentées. L’équipe de Sasina et
coll (2000) a rapporté avoir isolé, cloné puis caractérisé partiellement le récepteur humain de la CP.
Cette équipe a publié la séquence des acides aminés 216 & 427 du récepteur et montré une forte
homologie avec la séquence des domaines 2 et 3 de la CP humaine elle-méme. Toutefois, une
recherche sur NCBI («National Center for Biotechnology Information ») nous a permis de constater
que la se’qﬁence 216 4 427 de ce récepteur humain cloné est identique & quelques acides aminés pres a
la séquence en acides aminés de la CP de rat (# de référence : NM_012532.1). En fait, ’homologie de
séquence du récepteur humain est encore plus grande avec la CP de rat qu’avec la CP humaine.
Considérant que le récepteur humain et la CP humaine ont le méme poids moléculaire et le méme
profil protéolytique (Sasina et al., 2000), nous avons des doutes sur le fait que la protéine clonée

représente bien un récepteur de la CP.

Il existe beaucoup de difficultés relativement & la purification de protéines membranaires. II est
difficile de prévoir les conditions optimales permettant d’isoler un récepteur, dans le cas présent le
récepteur neuronal de la CP. Néanmoins, des modifications dans I’approche expérimentale utilisée

pourraient permettre d’améliorer la méthode de purification. Par exemple, il serait pertinent de tester
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différents types de détergents lors de I’extraction des protéines a partir de tissus. En effet,
’optimisation des conditions de solubilisation des protéines membranaires pour un type de tissu donné
demeure la clé du succés dans la purification de protéines par chromatographie. La performance d’un
détergent dans 1’extraction et I’analyse de protéines membranaires dépend de plusieurs facteurs qui
sont généralement difficiles & prévoir. Dans la présente étude, le recours au Triton X-100 a été¢ motivé
d’abord parce que les études portant sur la purification du récepteur de la CP ont utilisé ce détergent.
De plus, il s’agit d’'un détergent de type non-ionique couramment employé pour la purification de
protéines car il permet un haut rendement d’extraction de protéines (Banerjee et al., 1995; Churchward
et al., 2005). Toutefois, il est connu que le degré de solubilisation des lipides est un facteur
déterminant dans le maintien de lactivité biologique des protéines extraites. Une étude comparative
menée sur un éventail de détergents a montré que les détergents de type zwitterionique comme le
CHAPS ou le CHAPSO, qui présentent des ratios de solubilisation lipide/protéine d’environ 10 fois
supérieurs a celui du Triton, favorisent un bon recouvrement de I’activité biologique de protéines
membranaires telles que les récepteurs (Banerjee et al, 1995). En augmentant le niveau de
conservation de D’activité biologique des protéines, on favorise du méme coup le maintien de leur
structure tridimensionnelle qui est plus souvent qu’autrement essentielle dans les interactions ligand
protéique-récepteur. Ainsi, on potentialise les interactions spécifiques entre la CP et ses récepteurs
potentiels. Des études de co-immunoprécipitation avec I’anticorps anti-CP pourraient aussi étre tentées

aprés avoir vérifié que I’anticorps peut immunoprécipiter la CP.
4.3 Forme de la CP dans les tissus

Il est connu que la CP plasmatique se présente majoritairement sous la forme 132 kDa par
électrophorgse, la taille moléculaire native de la protéine. C’est aussi la taille moléculaire apparente de
la CP-GPI exprimée a la surface de cellules de glioblastome C6 (Patel et David, 1997). On rapporte
une forte similitude de la taille de la CP native entre les espéces animales, y compris l’hﬁmain.
Toutefois, les études portant sur les facteurs susceptibles d’influencer 1’expression de la CP dans divers
tissus de I’organisme ne se sont jamais attardées & 1’étude de fragments de la CP. Dans les résultats
présentés, deux préparations de CP ont été analysées et il est & méme de constater que le patron
protéique de la CP plasmatique est identique entre la CP bovine et la CP de rat. Toutefois, nos
observations portent a croire que la taille moléculaire de la CP peut différer selon sa localisation dans
PPorganisme. Les résultats ont montré que chez le rat, la forme native de la CP est prépondérante dans
le plasma alors qu’une forme immunoréactive de 45 kDa semble prédominer dans les extraits de

cerveau. Ce résultat a d’ailleurs été reproduit a partir d’au moins trois préparations différentes et
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fraiches de protéines totales de cerveau de rat. Il est connu que la CP posséde des sites sensibles &
’action protéolytique, ce qui peut engendrer des fragments de différentes tailles moléculaires
(Takahashi e al., 1984). Quelques-uns de ces principaux fragments, soit 116, 97, 67 et 45 sont
d’ailleurs visibles par électrophorése et immunobuvardage, & partir de préparations de CP de beeuf et
de rat. C’est pour cette raison qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases a été ajouté immédiatement
aprés la collecte du tissu, avant ’étape d’homogénéisation. A la lumidre de ces observations, il est
possible de penser qu’un ou des fragments de la CP pourraient avoir une ou des fonctions biologiques.
Dans le cerveau, la fragmentation pourrait se produire sur la CP-GPI ancrée 4 la membrane des
cellules. Pour complémenter nos résultats sur les formes cérébrales de la CP, les homogénats de
cerveau pourraient €tre traités avec de la phospholipase C afin de libérer la portion CP de la CP-GPI et

d’en analyser la taille.

Une étude récente rapporte que la biosynthése ainsi que la distribution de la CP est dépendante de
I’4ge chez le rat (Platonova et al., 2004). 1l a été démontré par des études de PCR (« polymerase chain
reaction ») chez des rats 4gés de 7 jours que de I’ARNm de la CP est synthétisé dans le cerveau et code
pour la CP munie de I’ancre GPI, ainsi que la forme soluble de la protéine. A I’dge adulte, la
concentration sérique de la CP de méme que celle de son activité oxydasique augmentent, alors que le
contenu en CP dans le liquide cérébrospinal demeure bas. Il est également démontré que la
concentration en cuivre dans ces deux liquides change de la méme fagon selon I’age (Platonova et al.,
2004). Il est possible de penser que d’autres caractéristiques de la CP, comme la quantité relative de
ses fragments, puissent également varier au cours du développement. Des fragments de la CP, tels que
ceux détectés dans les extraits de cerveau, pourraient avoir une activité biologique au méme titre que la
CP native. Par exemple, des fragments de la CP pourraient avoir une action particuliére dans le
contexte de la neuromigration qui se produit lors du développement du cerveau. A cet égard, il pourrait
étre trés intéressant de vérifier dans le modele i vitro si des fragments de la CP peuvent induire, tout
comme la CP native, la neuroagrégation. Quoi qu’il en soit, cette différence marquée de la taille de la
CP en fonction de sa localisation dans ’organisme mérite d’étre investiguée davantage puisqu’une

telle observation n’a pas été rapportée dans la littérature.
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4.4 Implication d’une activité protéolytique dans 1’action neuroagrégative de la CP

Nos expériences ont permis d’entrevoir qu’une voie métabolique impliquant une activité
protéolytique semblerait étre impliquée dans le phénomene de neuroagrégation. Lorsque des neurones
sont incubés en présence de la CP, ces derniers vont former des agrégats dans un délai de 24-48 h.
Toutefois, I’ajout simultané de SBTI et d’aprotinine dans le milieu de culture, en présence de la CP,
empéche les neurones de former des agrégats. En considérant que le SBTI et I’aprotinine ne pénétrent
pas dans les cellules, une protéase dont le domaine catalytique est extracellulaire (protéase sécrétée ou

ectoprotéase membranaire) serait impliquée dans la neuroagrégation.

Une premiére cible envisagée pour cette protéase était la CP elle-méme, compte tenu de la détection
d’un fragment de la CP dans les extraits de cerveau. De plus, il a ét¢ démontré que la fragmentation de
la CP plasmatique, in vivo, est le résultat d’un clivage protéolytique (Ryden, 1971). Une autre étude a
rapporté qu’une métalloprotéase plasmatique peut étre co-purifiée avec la CP et ainsi provoquer une
dégradation protéolytique de la CP (Ehrenwald et Fox, 1994). A cet égard, des expériences effectuées
dans le but de détecter une activité protéolytique dans nos préparations de CP bovine purifiée ont
montré une activité protéolytique nulle et ce, pour différentes préparations (résultats non montrés).
Bien que les profils électrophorétiques montrent que la préparation de CP plasmatique contient de
faibles pourcentages de fragments de la CP, ceux-ci proviennent probablement du plasma de départ.
Dans les expériences de neuroagrégation avec le modele P19, les résultats ont montré que le profil
protéique de la CP ne change pas dans les milieux de culture additionnés de CP, avec ou sans les
inhibiteurs. Ceci indique donc que la CP n’est pas la cible de I’activité protéolytique qui semble reliée

au phénomeéne neuroagrégatif.

Parmi les protéases & sérine connues & ce jour, I'une d’entre elles, la reeline, présente une
caractéristique additionnelle et pertinente par le fait qu’elle est reconnue pour étre impliquée dans la
neuromigration. Le présent travail a révélé trois faits intéressants : 1) Les neurones P19 produisent la
reeline, ce qui n’avait pas été rapporté auparavant. Ce résultat s’accorde avec le fait que les cultures
P19 contiennent des neurones GABAergiques (MacPherson et Mc Burney, 1995) et que la reeline est
produite entre autres par ce type de neurones in vivo (Scotti et Herrmann, 2002); 2) Les neurones P19
nouvellement différenciés expriment les formes de 400 et 180 kDa de la reeline alors qu’une forme
supplémentaire de 300 kDa existe dans les extraits de cerveaux de rats adultes et de nouveau-nés
(Fatemi et al., 2005; Botella-Lopez et al., 2006). Ce résultat suggére une intervention régulée de

fragments de la reeline dans le développement du cerveau; 3) Le traitement des neurones P19 avec la
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CP induit la génération du fragment de 300 kDa en méme temps qu’il provoque la neuroagrégation,
suggérant ’existence d’une interrelation entre les deux phénoménes. Le fait que ces deux phénoménes

sont inhibés par le SBTI et I’aprotinine apporte un appui supplémentaire a I’hypothése.

11 existe encore peu de connaissances sur les relations structure-fonction de la reeline de méme que
sur ’identité de ses substrats. Une étude a montré que c’est la portion centrale de la reeline qui est
nécessaire, voire suffisante, pour assurer son rdle durant le développement cortical (Jossin et al.,
2004). Le fragment de 300 kDa, qui est notamment obtenu lors de la neuroagrégation, est rapporté
comme ayant conservé cette région centrale de la séquence peptidique en plus de la partie N-terminale
(Jossin et al., 2003). 1l est donc possible que ce fragment de 300 kDa, biologiquement fonctionnel, ait
un r6le dans la neuromigration, suggérant une relation directe ou indirecte, entre la reeline, la CP et le
phénoméne neuroagrégatif. Des interrogations demeurent & propos de la fragmentation de la reeline, &

savoir si elle est due a une auto-protéolyse ou encore produite par une autre protéase.

Plusieurs publications portant sur la reeline soulignent son réle dans le développement du systéme
nerveux et particuliérement lors de la migration des neurones (Kim et al., 2002). Egalement sont bien
documentées certaines voies de signalisation activées par la reeline. Trois récepteurs membranaires
auxquels la reeline peut se lier sont connus : les récepteurs lipoprotéiques ApoER2 et VLDLr ainsi que
le récepteur osp;-intégrine. Lorsque la reeline se lie & 'un de ces trois récepteurs, elle induit le
recrutement de la protéine adaptatrice cytosolique Dab-1 qui est dés lors oligomérisée puis
phosphorylée. La phosphorylation de Dab-1 est essentielle pour assurer la fonction de la reeline dans
’organisation des couches de neurones dans le cortex en développement (Jossin et al., 2004). Les
protéines Fyn et Src, toutes deux appartenant a4 la famille des tyrosine kinases, sont également
impliquées dans la phosphorylation de Dab-1, probablement en interagissant via leur domaine de
liaison SH2 (Jossin ef al., 2004). Dans la poursuite de ces travaux, il serait intéressant de vérifier s’il
existe une corrélation entre le phénoméne neuroagrégatif induit par la CP et la voie de signalisation
cellulaire induite par la reeline qui méne a la phosphorylation de Dab-1, ce qui viendrait soutenir

I’hypothése de I’implication de la reeline dans le phénomeéne induit par la CP.

Il existe un anticorps, le CR-50, qui reconnait spécifiquement un épitope de la reeline au niveau de
la partie N-terminale (Jossin ef al., 2004). Cette région de la reeline est considérée importante du point
de vue expérimental car lorsque I’anticorps CR-50 s’y lie, il bloque du méme coup la fonction
biologique de la reeline. Le CR-50 empéche I’interaction de la reeline avec ses récepteurs,

possiblement de maniére stérique, ce qui conduit & une inhibition de la phosphorylation de Dab-1
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(Jossin et al., 2003). Dans cette perspective, il serait pertinent de vérifier si ’ajout du CR-50 dans le
milieu de culture des neurones contenant la CP empéche 1) la phosphorylation de Dab-1; 2) la
génération du fragment de 300 kDa de la reeline et 3) le phénoméne neuroagrégatif normalement
induit par la CP. Ces études pourraient certainement apporter de nouveaux éléments permettant de

mieux comprendre les liens entre la CP, la reeline et la neuroagrégation.

Des chercheurs ont soulevé ’hypothése que la reeline agisse sur la migration neuronale lors de la
corticogenése via son activité protéase a sérine (Maurin ef al., 2004). Les substrats de cette activité
n’ont pas été clairement identifiés mais pourraient inclure des récepteurs. Cette possibilité pourrait
rallier les deux hypothéses voulant que I’action neuroagrégative de la CP soit a la fois dépendante d’un
récepteur neuronal et de I’action d’une protéase. A ce propos, une étude portant sur le récepteur
érythrocytaire de la CP suggere que le clivage de ce récepteur serait nécessaire pour la liaison avec la
CP (Puchkova et al, 1990). De méme, les études menées sur le récepteur fibroblastique de la CP
suggeérent également 1’implication d’une action protéolytique sur ce récepteur pour permettre son
interaction avec la CP. Il est méme rapporté que la dégradation protéolytique du récepteur puisse étre

inhibée par des inhibiteurs de protéases a sérine (Sasina et al., 1998).




CONCLUSION

Les connaissances portant sur le développement du cerveau au cours de I’embryogenése indiquent
que les mécanismes essentiels du développement neuronal, comme la neuromigration, dépendent de
plusieurs molécules dont des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion cellulaire et de guidance
ainsi que des composantes de la matrice extracellulaire. Les travaux récents publiés par les équipes des
Drs Paquin et Mateescu soulévent la possibilit¢é que la CP puisse participer 4 1’organisation
architecturale du systéme nerveux en développement. Le présent travail a tenté d’explorer le ou les
mécanismes par lesquels la CP agit, en proposant ’implication d’une protéine de liaison spécifique

pour la CP et/ou I’action de protéase.

Les résultats ont montré que la réticulation delaCPa ’agarose se fait de maniére efficace et que
I"immobilisation de la CP procure un effet stabilisateur et protecteur sur ’activité enzymatique de la
CP, ce qui permet de recouvrer jusqu’a pres de 60% de 1’activité initiale de la protéine. La CP couplée
conserve son activité oxydasique de maniére appréciable sur une période allant jusqu’a 10 mois
suivant la synthése. Ces résultats font de la CP-agarose une matrice chromatographique intéressante en

vue de purifier des protéines de liaison de la CP.

La chromatographie sur CP-agarose a permis de retenir spécifiquement une protéine de 30 kDa a
partir d’extraits de protéines membranaires d’érythrocytes bovins, laquelle pourrait correspondre 4 la
forme monomérique du récepteur érythrocytaire rapporté dans la littérature. Une protéine de 48 kDa
provenant de lysat de neurones P19 a été retenue sur CP-agarose mais les résultats ne permettent pas
encore de conclure & I’existence de récepteur neuronaux de la CP. Un extrait de cerveaux de rats,
déplété de la CP endogeéne puis chromatographié sur CP-agarose, montre qu’une protéine de 45 kDa
est éluée de ce gel et est reconnue par un anticorps anti-CP. Il est possible que la CP immobilisée ait
été clivée par une protéase de [’extrait. Alors que la forme native de 132 kDa de la CP est
prépondérante dans le plasma, il est intéressant de noter qu’une forme immunoréactive de 45 kDa
prédomine dans les extraits de cerveau. Ce résultat souléve ainsi la possibilité que des fragments

physiologiques de la CP puissent avoir des réles biologiques.

L’ajout des inhibiteurs de protéases & sérine SBTI et aprotinine abolit I’agrégation des neurones P19
normalement induite par la CP. Une activité protéasique serait ainsi impliquée dans I’action

neuroagrégative de la CP. Toutefois, cette activité ne cible pas la CP.
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La reeline, une protéine essentielle a la neuromigration et possédant une activité de protéase a
sérine, est sécrétée par les neurones P19. Un fragment de 300 kDa de la reeline est généré et ce,
uniquement lors de la neuroagrégation induite par la CP. De plus, la génération de ce fragment est
inhibée lorsque le traitement avec de la CP est fait en présence du SBTI et de I’aprotinine. Il est
possible qu’il existe une relation entre la reeline, la CP et le phénoméne neuroagrégatif qui mérite

d’étre investiguée.
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