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RESUME

Les jonctions intercellulaires de type gap (JICGs) sont des canaux membranaires qui font
communiquer directement les cytoplasmes des cellules adjacentes. Les canaux sont
formés par des protéines ubiquistes de la famille des connexines (Cx). Les JICGs
permettent la diffusion de petites molécules, des messagers secondaires: cAMP, cGMP,
IP3, du Ca®* et des autres ions. Ces messagers modulent l'activité des protéines kinases et
donc de la signalisation cellulaire, elle-méme impliquée dans le contréle de la croissance,
de la différenciation cellulaire et de la mort cellulaire programmée. Le but de ce travail
est dans une premiére étape d’étudier 1’expression et la fonction des JICGs dans les
cellules de la lignée de neuroblastome IMR-32. Nous avons trouvé que les cellules IMR-
32 originaires des neuroblastes expriment seulement la Cx43. L’évaluation de la fonction
des JICGs a montré que les cellules IMR-32 ont des JICGs non fonctionnelles dii a une
localisation anormale de la Cx43 dans le cytoplasme. Un modele de différenciation
cellulaire des IMR-32 a été établi afin de pouvoir étudier les JICGs. La progression de la
différenciation des cellules IMR-32 a été optimisée. Ainsi, nous avons trouvé que le 8-
Br-cAMP et I’acide tout trans rétinoique permet I’induction de la différenciation. Cette
différenciation a été caractérisée sur le plan cellulaire et moléculaire. Nous avons
démontré que les cellules IMR-32 en cours de la différenciation expriment davantage de
marqueurs de différenciation tel que les neurofilaments, 1’énolase spécifique des
neurones, la tyrosine hydroxylase et 1’acétylcholinestérase en comparaison avec les
cellules mitotiques. De plus, nous avons observé que le niveau d’expression du TrkA et
du H-ras les marqueurs de bon pronostic chez les neuroblastomes est plus élevé dans les
cellules d’IMR-32 différenciées alors que I’expression de 1’oncogéne N-myc
normalement amplifié dans cette tumeur et qui caractérise les tumeurs de neuroblastomes
les plus agressives baisse. L’étude des JICGs dans ce modéle cellulaire de différenciation
de neuroblastome a montrée que l’induction de la différenciation est associée au
rétablissement des communications intercellulaires et a une re-localisation de la Cx43 sur
la membrane plasmique accompagné d’une augmentation de son expression. Par la suite,
nous avons tenté d’identifier les voies de signalisation impliquées dans la régulation des
JICGs par les protéines kinases incluant la PKA, la PKC et la MAP Kinase. En adoptant
des inhibiteurs spécifiques pour chaque kinase et en mesurant la fonction des JICGs,
nous avons trouvé que I’inhibition de la PKC par le Go6976 entraine une augmentation
de la perméabilité jonctionnelle sans affecter I’expression de la Cx43 dans les cellules de
neuroblastome IMR-32. De méme, pour I’inhibition spécifique de la p38 MAP Kinase
par le SB202190 qui induit un effet semblable que I’inhibition de la PKC. Par contre,
I’inhibition de ERK1/2 MAP Kinase par le PD98059 ne semble avoir aucun effet sur les
JICGs. Nous avons aussi montré que dans ces cellules, I’activation de la PKA induit
I’arrét de la prolifération et la différenciation cellulaire et moléculaire alors que
’inhibition de la PKC induit I’arrét de la prolifération et I’apoptose. L’inhibition de la
p38 MAP Kinase induit aussi I’apoptose alors que celle de la ERK1/2 MAP Kinase
permet 1’arrét de la prolifération seulement. D’un autre c6té, nous avons étudié I’effet de
la C2-céramide, une molécule naturelle impliquée in vivo dans la signalisation des
cellules neuronales a faible concentration et dans I’apoptose sous ’effet de stress



cellulaire. Des expériences in vitro avec la C2-céramide ont permis d’observer I’arrét de
la prolifération des cellules IMR-32 a 25 uM et ’apoptose a 100 uM. Le mécanisme
d’action de la C2-céramide dans la régulation de la croissance cellulaire passe par
I’inhibition des isoformes classiques de la PKC et particulierement la PKC Alpha tel que
démontré par I’introduction d’anticorps spécifique aux isoformes de PKCs. Enfin, I’arrét
de la prolifération par la C2-céramide passe par un mécanisme indépendant des JICGs
puisque la C2-céramide n’a d’effet ni sur le couplage cellulaire ni sur I’expression et la
phosphorylation de la Cx43.
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PROBLEMATIQUE



Dans un organisme pluricellulaire, le développement harmonieux et la survie de
tout organisme multicellulaire résultent d’un contréle précis du nombre de cellules grace
4 un équilibre entre les phénomeénes de prolifération et de mort cellulaire. Cette
homéostasie est régulée de I’extérieur par trois mécanismes de communications
cellulaires: la communication extracellulaire a travers les hormones, les facteurs de
croissances, les neurotransmetteurs et les cytokines. Les cellules ne fonctionnent pas
indépendamment les unes des autres. Au contraire, leur activité est étroitement
coordonnée. D’une part, elles sont alimentées par les mémes signaux extracellulaires
(hormones et facteurs de croissances spécifiques), d’autres part, elles échangent et
partagent des nutriments et des molécules intracellulaires de masse moléculaire inférieure
a4 1000 Da. Le role des jonctions intercellulaires de type gap (JICGs) est donc
d’harmoniser la teneur des cellules d’un tissu en petites molécules et spécifiquement en
messagers secondaires (Ca*, diacylglycerol, pH, céramides et cAMP) qui sont les
effecteurs des protéines kinases. En effet, les jonctions communicantes ou jonctions
intercellulaires de type gap permettent des échanges directs d’informations moléculaires
entre les cellules voisines au sein des tissus et organes. Les JICGs sont formées par le
rassemblement d’un grand nombre de canaux qui mettent en relation le cytoplasme de
cellules adjacentes. Les canaux des JICGs sont formés de deux parties identiques: les
connexons. Un connexon est composé de six protéines transmembranaires appelées
connexines. Les jonctions intercellulaires de type gap (jonctions lacunaires) assurent la
coordination des activités cellulaires et la synchronisation de certaines fonctions
cellulaires telles que la propagation de ’excitation dans le muscle cardiaque et le muscle
lisse et les sécrétions glandulaires. Les JICGs participent aussi au contrdle de la

multiplication cellulaire.

La perte de la communication via les jonctions intercellulaires de type gap est un
trait commun aux cellules transformées et la restauration du couplage intercellulaire est
associée a une diminution de la tumorogénicité. Donc, 1’absence ou la rupture des
communications intercellulaires médiées par les JICGs conduit a I’isolement des cellules,

leur permet d’échapper aux contrdles des cellules environnantes, et conduit & divers



dysfonctionnements et pathologies, notamment les anomalies du développement

embryonnaire et le cancer.

Le neuroblastome est un des cancers le plus fréquent chez les enfants en bas 4ges
(Brodeur et al. 2000). Il a comme origine les neurones du systéme nerveux périphérique.
Dans la plupart des cas, chez les enfants diagnostiqués avant I’4ge d’un an, ces tumeurs
sont bénignes et régressent sans aucun traitement. Cependant chez les enfants plus &gés,
le taux de survie a long terme est de 15 % seulement. Lorsque diagnostiqué chez des
enfants de plus d’une année, le neuroblastome est traité par chimiothérapie et
radiothérapie (Brodeur et al. 2000). Cependant, cette tumeur présente une résistance
accrue aux médicaments et elle est de plus en plus difficile a soigner (Lovat et al. 2001).
Le contrdle de la prolifération par élimination des cellules cancéreuses est toujours le seul
moyen de traiter cette maladie dans les stades avancés (Brodeur et al. 2000; Grosfeld.
1999).

Plusieurs lignes d’évidence appuient I’implication des JICGs dans le contrdle de
la prolifération : pratiquement tous les cancers présentent une altération des JICGs
(Yamasaki et al. 1999a; 1999b; 1999c), la transfection de certains Cxs dans les cellules
tumorales induit un arrét de croissance (Mehta et al. 1992; Rose et al. 1993), les
promoteurs tumoraux tel que le TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate), ainsi que
certains oncogénes inhibent les JICGs (Trosko et al. 2000a; Yamasaki et al. 1999a). Par
contre, les substances anti-cancérigénes restaurent les JICGs (Hossain et al. 1999; Trosko
et al. 2000a). Le traitement des tumeurs par des substances capables de rétablir les
jonctions communicantes entre les cellules malignes et les cellules normales avoisinantes
aboutit 4 la suppression du caractére malin (Yamasaki et al. 1996,1999b; 1999c). Ces
observations semblent donc confirmer I’hypothése que le rétablissement des

communications entre les deux types cellulaires inhibent le phénotype tumoral.

En tenant compte des données-ci-dessus et dans le but d’envisager une autre cible
thérapeutique pour le traitement des neuroblastomes, il était nécessaire, dans un premier

temps, d’explorer 1’état des jonctions intercellulaires de type gap dans la lignée de



neuroblastome humain IMR-32. Dans un deuxiéme temps, dans le cas ou les JICGs y
étaient déficientes, il serait important de déterminer les mécanismes qui les régulent et
d’étudier si la restauration de la fonction des JICGs est associée a une décroissance des
crittres de tumorogénicité. Les recherches présentées dans le cadre de cette thése
constituent a différents niveaux une contribution expérimentale et théorique a
I’identification des différentes voies de signalisation impliquées dans la modulation des

JICGs dans une lignée agressive de cellules de neuroblastomes humain.



OBJECTIF DU PROJET



Les différents traitements utilisés dans le contrdle de la prolifération des
neuroblastomes ne sont pas efficaces principalement a cause de 1’hétérogénéité des
tumeurs et donc de leur réponse a la chimiothérapie. Le but de ce travail est
identification des mécanismes de signalisation cellulaire qui régulent les
communications intercellulaires et I’utilisation de cette information pour contréler la
prolifération du neuroblastome dans un modéle cellulaire humain. L’importance des
études réalisées pour déterminer le niveau d’altération des jonctions gap dans les cellules
de neuroblastome IMR-32 et les normaliser, réside dans la contribution des échanges
intercellulaires via les jonctions intercellulaires de type gap a la signalisation, la

différenciation et 1’homéostasie.

Le premier objectif de ce projet était I’identification de la ou des connexines
présentes dans le modéle cellulaire d’IMR-32 utilisé et d’explorer I’altération potentielle
de la fonction des JICGs. Les techniques utilisées ont été: l'immunobuvardage pour
identifier le profil d’expression et de phosphorylation de la Cx43, I'immunocytochimie
en epi-fluorescence pour déterminer la localisation de la Cx43 (membranaire ou
cytoplasmique) et enfin la technique de chargement par grattage en présence d’un
colorant fluorescent pour mesurer le niveau de communication jonctionnelle dans les

cellules IMR-32.

Le deuxiéme objectif consistait a étudier les différentes voies capables de rétablir
la perméabilité jonctionnelle dans le cas d’une altération. Puisque les neuroblastomes
sont originaires de cellules embryonnaires, qui sont bloquées durant leur développement
embryonnaire (Matthay et al. 1995a; 1995b), I’induction de la différenciation était une
cible évidente pour le rétablissement des communications intercellulaires. Ainsi les
principales étapes projetées étaient: 1) établir des conditions de cultures et de traitements
optimales pour I’induction de la différenciation morphologique et moléculaire dans la
lignée de neuroblastome humaine IMR-32 en utilisant plusieurs inducteurs de
différenciation seuls ou en combinaison. 2) Mesurer I’effet de la différenciation sur
l‘expression des marqueurs neuronaux et sur les critéres de tumorogénicité des cellules

IMR-32. 3) Mesurer I’effet de la différenciation sur la régulation de I’expression et de la



localisation de la Cx43 ainsi que sur la fonctionnalité des jonctions intercellulaires de

type gap.

Le troisiéme objectif était I’identification des voies de signalisation qui
interviennent dans la régulation des JICGs. En effet, un grand nombre de signaux
(oncogénes, autocrine, facteurs de croissance, neurotransmetteurs et hormones) régulent
le niveau des communications intercellulaires en activant les protéines kinases (Lau et al.
1996). Certaines de ces kinases phosphorylent les connexines dans la partie carboxy-
terminale située dans le cytoplasme ou plusieurs sites de phosphorylation ont été
identifiés. Pour arriver 4 cemer notre objectif, notre approche consistait a identifier la ou
les voies qui affecte (nt) les jonctions intercellulaires de type gap. Pour ce faire, nous
avons procédé par I’inhibition spécifique de la PKC, de la ERK1/2 et de la p38 afin
d’identifier celles qui sont impliquées dans la régulation des jonctions intercellulaires de
type gap. Les techniques d’immunobuvardage, d’immunofluorescence et de chargement
par grattage seront utilisées pour caractériser la fonction des jonctions intercellulaires
aprés traitement par ces inhibiteurs. De plus, la question de la contribution possible de

cette régulation & un arrét de la prolifération ou a ’apoptose sera abordée.

Dans le méme ordre d’idées, nous avons exploré si la céramide, un messager
secondaire naturel des cellules neuronale, connu pour induire la croissance et/ou induire
I’apoptose est impliquée dans la régulation des jonctions intercellulaires de type gap.
Ainsi, ce quatriéme objectif nous a permis d’étudier I’effet de différentes concentrations
de céramides exogénes sur ’induction de I’arrét de la prolifération ou de 1’apoptose dans
les cellules IMR-32. De plus, nous avons tenté d’identifier les voies de signalisations
empruntée par la céramide ainsi que son effet sur I’expression et la localisation de la

connexine 43 et sur la fonction des jonctions intercellulaires de type gap.



1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1 Le cancer

Le cancer se caractérise par une prolifération cellulaire incontrélée, une perte de
la différenciation et I’absence de la mort cellulaire programmée. En général, I’arrét de la
prolifération cellulaire, ’entrée dans un processus de différenciation ou dans un
programme de mort cellulaire (apoptose) résultent de I’intégration au niveau cellulaire de
multiples signaux qui stimulent ou freinent la division cellulaire. Dans les conditions
normales dans I’organisme adulte, la prolifération des cellules est un processus
strictement contrdlé, qui permet seulement la réparation de certains tissus ou leur
renouvellement. Dans le cas de la peau par exemple, le remplacement des cellules
mortes se fait grdce a la multiplication des cellules souches, qui acquicrent
progressivement les caractéristiques des cellules matures de 1’épiderme et perdent la
capacité a se diviser. Cette stabilité du tissu est régulée par des interactions trés étroites
entre les cellules. Or, dans le cas du cancer, cette stabilité ou homéostasie est rompue:
la prolifération cellulaire qui aboutit & la formation d’une tumeur ne s’accompagne pas
d’un processus de différenciation compatible avec la fonction du tissu d’origine. Il est
donc important de comprendre ce qui fait qu’a un moment donné, une cellule ne répond
plus aux nécessités de I’organe, mais se multiplie sans cesse jusqu’a engendrer une

tumeur.

1.2 Les Neuroblastomes

Le neuroblastome est la plus fréquente tumeur solide de I’enfant entre 0 et 5 ans
(Voute et al. 1984) et représente la seconde cause de mortalité de cette tranche d’age
aprés les accidents domestiques. Il représente 20 % des cancers de 1’enfant et son
incidence est de 1/7500. Le neuroblastome a comme origine les neurones du systéme
nerveux périphérique issus de la créte neurale. Il provient de cellule neuronales
embryonnaires du cou, du thorax, de I’abdomen ou du bassin. Le neuroblastome est
souvent présent au moment de la naissance, mais les symptdmes ne font habituellement

leur apparition que plus tard lorsque la tumeur progresse. Approximativement 70 % des
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patients meurent de cette maladie méme avec des traitements chimiothérapeutiques
sévéres (Evans et al. 1980). La tumeur montre une grande variabilité allant d’une
régression spontanée a une forme maligne agressive (Brodeur et al, 1989). Les causes de
cette maladie sont inconnues mais plusieurs facteurs environnementaux ont été associés
au risque d’augmentation de cette maladie, incluant I’exposition prénatale a certains
produits chimiques comme I’alcool, ou le phénobarbitol ou a un certain type de
traitement médicinal contre les infections vaginales durant les mois de grossesse de la
mére (Black et al. 1999). La tumeur sécréte des substances appelées acide
vanilymandélique (VMA) et acide homovanilique (HVA) qui sont des métabolites de
’adrénaline et de la noradrénaline et sont excrétés dans I’urine et permettent la détection

précoce de la tumeur (Grosfeld, 1998).

Certains neuroblastomes chez les bébés de moins d’un an disparaissent
spontanément, méme ceux qui sont étendus. Il arrive a ’occasion que cette tumeur se
transforme en lésion bénigne suite & sa différenciation ou se propage ailleurs dans le
corps, particulierement aux ganglions lymphatiques, a la moelle osseuse, au foie, aux os,
aux tissus qui entourent ’orbite et a la peau (Castleberry et al. 1997; Grosfeld et al.
1993; Matthay et al. 1995b, 1999a). Chez les enfants de plus de un an au moment du
diagnostic de neuroblastome, 70 pour cent ont une maladie de stade avancé qui s’est
propagée a distance du site primaire (Brodeur, 2000). Les patients atteints de
neuroblastome sont classés en différents groupes selon le stade de la maladie et les
caractéristiques de la tumeur (Black et al. 1999) (Table 1.1 et 1.2). Les enfants aux
stades I-III, jouissent d’un bon pronostic (tumeur localisée) et sont guérissables par la
chirurgie seule. Par contre, les enfants avec une maladie disséminée au diagnostic stade
IV ont généralement le plus mauvais pronostic et profiteront de la chimiothérapie, de la

chirurgie et occasionnellement de la radiothérapie (Hartmann et al.1997; Grosfeld, 1998).

1.2.1 Les caractéristiques génétiques et chromosomiques des neuroblastomes

Le neuroblastome est une tumeur qui a une biologie et des caractéristiques

génétiques diversifiées. Ainsi, un neuroblastome de stade avancé chez un enfant de moins



Table 1.1 Définition des différents stades de neuroblastome

Stade Définition

[ Tumeur limitée a I’organe ou a la structure d’origine

I1 Tumeur dépassant la structure ou I’organe d’origine, mais ne
dépassant pas la limite médiane (colonne vertébrale). Les ganglions
régionaux du méme coté peuvent étre atteints

I1 Tumeur dépassant la ligne médiane. Les ganglions dans la méme
cavité peuvent €tre atteints

I\Y Présence de métastases a distance

IVS Stade I ou IT avec métastases a la moelle osseuse et (ou) sous cutanée

et (ou) au foie (sans évidence d’atteinte osseuse)

(Castel et al. 1999)
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Table 1.2 Classification des neuroblastomes selon leurs caractéristiques
génétiques et cliniques

Caractéristiques

Pronostic

Ploidie

Perte d’hétérozygocité

du chromosome 1p

Nombre de N-Myc

Stade

Age

Type
1 2 3
Bon Intermédiaire Mauvais
Hyperploide Quasi diploide Quasi diploide
Absente Absente Présente
Normal Normal Augmenté
L II, IVS oL Iv Tous
Moins de 12 mois Tout age Tout age

(Brodeur et al. 1992)
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d’un an n’aura pas le méme pronostic que s’il était présent chez un enfant plus 4gé
(Brodeur et al. 1989). L’histologie de ces tumeurs démontre la présence de cellules
immatures, voisinant avec des cellules ganglionnaires différenciées ayant perdu la
capacité de se multiplier (Ross et al. 2001). Cette tumeur présente plusieurs anormalités
in vitro et in vivo (Foley et al. 1991) comme une amplification du géne N-myc (Brodeur,
1993, Brodeur, 1995a; 1995b; Nakagawara et al. 1992), une délétion 1p du chromosome
1 (Brodeur et al. 1997a; 1997b) ou une altération du récepteur de NGF (Eggert et al.
2000a; 2000b).

1.2.1.1 Les anomalies chromosomiques

Parmi les altérations génétiques des neuroblastomes on peut distinguer trois
entités différentes: 1. les tumeurs présentant une large délétion du chromosome 1p
associée a une amplification de l'oncogéne N-myc et 4 une sur-représentation du 17q. Ce
sont des tumeurs qui présentent un pronostic redoutable lié notamment au caractére
d'emblée métastatique de la maladie, 2. les tumeurs présentant une petite délétion du
chromosome 1p sans amplification de N-myc mais qui présentent également un pronostic
défavorable, 3. les tumeurs ne présentant ni amplification de N-myc, ni délétion du 1p,
qui peuvent étre soit localisées (bon pronostic), soit métastatiques (mauvais pronostic),
sans qu'il existe actuellement de marqueurs permettant d'apprécier cette agressivité
clinique qui demeure variable (O’Neill et al. 2001, Brodeur et al.1997a). Jusqu’a 70 %
des patients atteints de neuroblastome présentent une perte de I’hétérozygocité du
chromosome 1p et du bras long des chromosomes 13 et 14 (Brodeur et al. 1997a). Le
locus 1p36 est le site de délétion le plus commun chez les neuroblastomes (Brodeur et al.
1997a), il peut représenter le site des génes suppresseurs, qui lorsque affecté par une
délétion ou une translocation induit une tumeur maligne en permettant ’amplification du
geéne N-myc (Black et al. 1999; Li al. 1992; Grosfeld et al.1993; Seegar et al. 1985).



1.2.1.1.1 L’amplification du N-myc

La famille d’oncogénes myc code pour les protéines des facteurs de transcription
N-Myc, c-Myc et L-Myc qui sont impliquées d’une part, dansla régulation de la
prolifération et de la différenciation cellulaire (Cole et al. 1999; Obaya et al. 1999; Ferrer
et al. 2000) et d’autre part dans I’apoptose (Hoffman et al. 1998; Prendergast, 1999). Les
protéines N-Myc, c-Myc et L-Myc sont largement exprimées dans les tissus et organes
adultes et en voie de développement. La fonction de N-myc dans les cellules
neuroépithéliales dépend largement du type cellulaire et de son stade de développement
(Bernard et al. 1992; Sawai et al. 1993; Wakamatsu et al. 1997). 30 % des tumeurs de
patients atteints du neuroblastome montrent une amplification de I’oncogéne N-myc, qui
est associée a un stage avancé de la maladie et liée 4 un pronostic défavorable (Grosfeld,
1999; Black et al. 1999; Matthay, 1995a; 1999a). Environ 90 % des tumeurs qui
présentent une amplification du N-myc deviennent résistantes a la thérapie (Zehnbuer et
al. 1988). La démonstration de [’amplification de I’oncogéne N-myc dans la
transformation des cellules de neuroblastomes reste indirecte. Cependant, I’inhibition de
’ARN messager de N-myc par un antisense en culture, inhibe complétement le pouvoir
tumorogéne et permet le retour des cellules & un phénotype normal (Negroni et al. 1991;
Galderisi et al. 1999a; Galderisi et al. 1999b).

1.2.1.1.2 L’altération de TrkA

L’altération moléculaire et génétique des cellules de la créte neurale peut
contribuer a leur transformation en cellules malignes. Les facteurs neutrophiques et leurs
récepteurs ont été impliqués dans la pathogenicité des neuroblastomes mais leurs réles
restent inconnus (Baker et al. 1989). La succession d’événements conduisant a la
prolifération ou au déclenchement de la différenciation dans les cellules de la créte
neurale est régulée entre autres par les facteurs neutrophiques parmi les plus importants,
le NGF (nerve growth factor), le BDNF (brain derived neutrophic factor) et le NT-3
(neutrophin-3) a travers leurs récepteurs respectifs, TrkA, TrkB et TrkC (Chao, 1992;



Kogner et al. 1993; Aoyama et al. 2001). Le TrkA est le récepteur de haute affinité de
NGF (Eggert et al. 2000c, Eggert et al. 2001). Il est largement exprimé dans les
neuroblastomes qui ont un pronostic favorable (Brodeur et al.1997b). Il est impliqué dans
’induction de la différenciation chez les neuroblastomes et participe de cette fagon 4 la
régression spontanée de la tumeur (Aoyama et al. 2001). Les cellules de neuroblastome
présentent plusieurs anomalies du récepteur de facteur de croissance NGF (Nakagawara
et al. 1994). Plusieurs études in vitro ont démontré que le TrkA est souvent non
fonctionnel méme s’il est exprimé, cela peut étre attribué & une déficience dans la
transmission de son signal en réponse a son ligand le NGF. La transfection du TrkA dans
les cellules de neuroblastomes SH-SYS5Y entraine la différenciation de ces cellules en
réponse au NGF (Eggert et al. 2000a; 2000b) et I’inhibition de leur caractére tumorigéne.
De plus I’expression de TrkA dans les neuroblastomes est inversement proportionnelle &
I’expression de N-Myc (Brodeur et al. 1997a). Finalement, comprendre la signalisation
cellulaires 4 la base de ces altérations des neuroblastomes permettra d’établir de
nouvelles solutions au traitement du neuroblastome et ainsi renverser le phénotype

tumorogéne.

1.2.2 Le traitement des neuroblastomes

Le dépistage du neuroblastome est rendu possible grace a la propriété de cette
tumeur de sécréter des catécolamines dans plus de 85 % des cas (Black et al. 1999).
Lorsque le neuroblastome est diagnostiqué aprés I’dge d’un an, la maladie est
fréquemment systémique et les approches thérapeutiques modernes permettent a moins
de 25 % des enfants atteints de vaincre leur cancer (Grosfeld, 1998; Ross et al. 2001). Le
potentiel évolutif, et donc le pronostic, est dépendant, pour des raisons non élucidées,
de I’4ge: plus I’enfant est jeune, meilleur est le pronostic, avec un seuil situé
schématiquement autour de 12 mois (Black et al. 1999). Dans les premiers mois de vie,
des régressions et guérisons spontanées sont possibles, et le caractére métastatique est
beaucoup moins grave qu’aprés 12 mois (Eggert et al. 2000c; Eggert et al. 2000b). La
chimiothérapie, la radiothérapie et la chirurgie sont les trois armes classiques du

traitement de ces cancers (Grosfeld, 1999; Brodeur, 2000).



1.2.2.1 La chirurgie

Il existerait plusieurs formes de la maladie au potentiel évolutif distinct : tumeurs
de bas grade de malignité (L, IL, IVS) dont la plupart se comportent plutdét comme des
tumeurs bénignes. Ces tumeurs sont caractérisées par des anomalies génétiques et
moléculaires comme une anomalie du chromosome 1, la présence d’une seule copie de
N-myc, une expression élevée de TrkA et une activité enzymatique normale de I’énolase
spécifique des neurones (Eggert et al. 2000d; Nickerson et al. 2000; DuBois et al. 1999).
Le traitement privilégié dans ce cas est la chirurgie qui produit a elle seule des taux de
survie sans maladie a long terme sans récurrence chez plus de 90 % des enfants atteints
d’un neuroblastome localisé (Kaneko et al. 1997; Grosfeld et al. 1993). La chirurgie est
parfois impossible a cause de ’emplacement de la tumeur ou par crainte de lésions des

tissus cérébraux essentiels (Kaneko et al. 1997).

1.2.2.2 La radiothérapie

La radiothérapie est utilisée pour le traitement des enfants dans le cas ou la
maladie a atteint le stade III etV en prenant en considération la taille de la tumeur, sa
localisation ainsi que I’dge de I’enfant atteint. L’utilisation de la radiothérapie est
limitée en raison de la crainte de séquelles. L'indication de la radiothérapie reste
I"amplification de N-myc (Deacon et al. 1985; Cheug et al. 1994). Pour les enfants avec
des tumeurs au stade IV ou ceux présentant une rechute systémique, 2 1’obtention d’une
rémission compléte ou quasi compléte, il a été suggéré d’utiliser des anticorps anti-

neuroblastome radiologiquement marques (Deacon et al. 1985; Cheug et al. 1994).
1.2.2.3 La chimiothérapie et la transplantation
La chimiothérapie est souvent indispensable puisque 60 % des patients de plus de

un an sont métastatiques au diagnostic (stades IV). Le traitement standard des

neuroblastomes métastatiques comporte une combinaison de plusieurs agents comme la
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doxorubicine, le cyclophosphamide, le carboplatine, I’iproplatine, ’acide rétinoique, la
vincristine ...etc. (Pritchard et al. 1986; Lovat et al. 1997). La persistance d’un
envahissement médullaire a la fin de la chimiothérapie ainsi que la résistance multiple
aux drogues sont les principaux facteurs de risque des tumeurs & mauvais pronostic
(Brodeur, 1993). Pour les enfants réfractaires au traitement, ayant une rechute
systémique, il est présentement suggéré de leurs offrir une chimiothérapie lourde suivie

d’une autogreffe des cellules souches de la moelle osseuse (Grosfeld, 1999).

1.2.2.4 La régression spontanée

La caractéristique la plus fascinante des neuroblastomes est leur régression
spontanée spécifique du stade IVS. En effet, la plupart des neuroblastomes de ce stade
particulier présentent une régression spontanée en ganglioneuroma, tumeurs plus
bénignes. Cette caractéristique a été largement étudiée. Plusieurs chercheurs ont attribué
ce phénomeéne soit & ’induction de la différenciation ou 4 I’apoptose (Teitz et al. 2001;
Ambros et al. 2001). En effet, ’hypothése proposée postule que ces tumeurs sont
généralement bloquées durant leur processus de différenciation embryonnaire par un
mécanisme encore inconnu (Brodeur, 2000; Brown et al. 1998). 11 a été aussi suggéré que
ces tumeurs détiennent encore les propriétés moléculaires et cellulaires pour entreprendre
une différenciation qui aboutira dans des conditions appropriées soit 4 la formation de
neurones, soit 4 la mort programmée des cellules de neuroblastes comme 1’élimination
durant le développement embryonnaire du systtme nerveux périphérique des
neuroblastes en excés (Lovat et al. 1997; Boix et al. 1997; Ronca et al. 1997; Encinas et
al. 2000; Guarneri et al. 2000; Malik et al. 2000).

L’induction de la différenciation et/ou de I’apoptose a été souvent étudiée dans les
lignées de neuroblastomes. Il semble donc que P’exploration d’une voie qui régit le
maintient de I’homéostasie cellulaire et moléculaire et ainsi permet la régulation de la
prolifération, de la différenciation et de ’apoptose serait judicieuse. En effet, les
jonctions communicantes de type gap sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie

au niveau des tissus et des organes. La perte de communication cellulaire isole les
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cellules de stimuli externes qui les maintient en état de différenciation et les entraine 2 la
prolifération et ainsi la formation des tumeurs (Trosko et al. 2000a; 2000b; Phipps et al.
1997).

1.2.3 Origine et caractéristiques des cellules IMR-32

Le modele de lignée cellulaire utilisé dans ce travail est la lignée cellulaire de
neuroblastome humain IMR-32. Les cellules IMR-32 dérivent d’une masse abdominale
de neuroblastome formée dans un feetus male de 13 mois (Tumilowicz et al. 1970). Des
cultures cellulaires contenant les cellules non différenciées ont été établies a partir d’une
culture primaire (Tumilowicz et al. 1970). En général, la tumeur de neuroblastome est
formée d’un mélange hétérogéne de trois types de cellules: cellules de type-N de forme
neurales, de type-S (Schwann-like) de forme épithéliale et finalement le type I pour
intermédiaire qui est un mélange de type S et N. Les cellules IMR-32 sont de type I et
donc formées de deux types cellulaires soit des fibroblastes et des neuroblastes (Ross et
al. 2001).

La lignée des cellules IMR-32 est caractérisée par une amplification du géne N-
myc ainsi que par une sur-expression du géne mdm2 et une séquestration cytoplasmique
de la forme sauvage de la protéine p33 (Marechal; 1997; Moll et al. 1996; Keshelava et
al. 2001). En effet, les cellules IMR-32 contiennent 25 copies de N-myc (Brodeur et al.
1989). D’aprés les études de Azar et al. (1994) ces cellules ne répondent pas au NGF
méme si elles expriment son récepteur le TrkA. Ceci est attribué a4 I’absence
d’autophosphorylation de TrkA consécutive & sa liaison avec le ligand le NGF, ce qui
peut €tre dii 4 une anomalie moléculaire du récepteur TrkA (Tanaka et al. 1995; Tang et
al. 2001). De plus, plusieurs caractéristiques font des cellules IMR-32 un modéle
attrayant pour I’étude des événements cellulaires majeurs comme la différenciation,
I’apoptose et la prolifération cellulaire: leur immortalité, la grande quantité de matériel
disponible, la croissance et le maintien aisé dans un ¢tat non différencié, la manipulation
possible de leur composition geénétique, I'induction de la différenciation par une

modification des conditions de culture.
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1.3 L’implication possible des communications intercellulaires de type
gap dans le neuroblastome

Le fonctionnement normal de tout organisme multicellulaire dépend de la
coordination et de la synchronisation des réponses aux stimulus externes des cellules qui
composent les organes (Trosko et al. 2000a). Cette coordination implique un systéme de
communication grice auquel chaque cellule est informée de l'activité des cellules
voisines (Trosko et al. 1998a). Ce systéme consiste en les jonctions intercellulaires de
type gap. Les JICGs sont impliquées dans de nombreux processus fondamentaux, du
développement embryonnaire 4 I’homéostasie des tissus et des organes adultes. Elles
assurent la coordination des activités cellulaires et la synchronisation des réponses
tissulaires (Yamasaki et al. 1996). Les JICGs sont constituées par des protéines
transmembranaires, les connexines qui généralement s’associent en 6 pour former un
canal permettant le passage de petites molécules d’une cellule a ’autre assurant ainsi un

couplage intercellulaire (Yamasaki et al. 1999a; 1999c).
1.3.1 Les altérations des jonctions de type gap et les syndromes associés

Les JICGs sont impliquées de fagon trés importante dans la régulation de
’homéostasie et de la quiescence, le développement embryonnaire, la synchronisation
des battements du cceur et les sécrétions glandulaires (Risek et al. 1990, Kelsell et al.
2001a; 2001b). Les mutations de certaines Cxs sont a l'origine de nombreuses maladies
humaines héréditaires telles que, la cataracte (Shiels et al. 1998), la surdité profonde
(Mignon et al.1996; Sculerati et al. 2000; Kenna et al. 2001), I’infertilité (Simon et al.
1997), Iarythmie (Simon et al. 1998; Kirchhoff et al. 1998), la maladie d'hétérotaxie
viscéroatriale (Syndrome D'Ivemark) (Britz-Cunningham et al. 1995). Les enfants atteints
de cette derniére maladie présentent des mutations ponctuelles de la Cx43, entrainant le
plus souvent la substitution du résidu Ser** par un résidu proline (Britz-Cunningham et
al. 1995). La maladie neuro-dégénérative de Charcot-Marie et Tooth se caractérise par
des mutations ponctuelles diverses de la Cx32 pouvant survenir tout au long de la
molécule et qui empéchent I'établissement de canaux jonctionnels compétents (Bergoffen

et al. 1993, Seeman et al. 2001; Dubourg et al. 2001). L’altération de la fonction des
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JICGs en I’absence de mutation contribue a un grand nombre de maladies comme le
diabéte, ’hypertension, la neuro-dégénération, 1’altération des fonctions rénales et le
dysfonctionnement érectile (Melman et al. 2001; Gutstein et al. 2001; Simon et al.1999).
En outre, ’expression forcée des génes de connexines a I’intérieur de plusieurs lignées
cellulaires a permis le rétablissement des JICGs et la suppression de la croissance

tumorale tel que montré dans la Table 1.3.

1.3.2 Les jonctions gap et le cancer

Les jonctions communicantes sont des composantes importantes dans le maintien
de la stabilité tissulaire puisqu'elles permettent aux cellules d'un méme tissu de
communiquer directement grice a un échange direct de leurs contenus, principalement,
des messagers secondaires qui régulent les protéines kinases. Or, dans le cas du cancer
cette homéostasie est rompue. La prolifération cellulaire qui aboutit 4 la formation d'une
tumeur ne s'accompagne pas d'un processus de différenciation compatible avec la
fonction du tissu d'origine. Plusieurs études in vitro ont démontré l'influence des cellules
normales avoisinantes sur la croissance des tumeurs (Enomoto et al. 1984, Yamasaki et
al. 1999a; 1999b). Stoker et al. (1966) ont observé qu’en co-culture, les cellules normales
contrdlent la prolifération des cellules tumorales et ils proposent le role possible des
JICGs dans ce phénoméne. Lors du traitement in vitro de cellules de rongeurs avec de la
TPA (une substance tumorogeénique), a des doses non toxiques, les communications par
les jonctions gap sont réduites (Murray et al. 1979; Trosko et al. 1979; Mesnil et al. 1993;
Chaumontet et al. 1997; Stahl et al. 2000). Cela suggére qu'une inhibition des
communications par des substances cancérigénes favorise l'isolement des cellules
précancéreuses (Table 1.4). En effet, Yamasaki et al. (1987) ont montré que la diffusion
des substances de faible poids moléculaire ne se réalisait qu'entre les cellules malignes et
ne débordait pas dans les cellules normales adjacentes  cause de ’absence de jonctions
communicantes entre deux types cellulaires. Le traitement des tumeurs par des substances
capables de rétablir les jonctions communicantes entre les cellules malignes et les cellules
normales avoisinantes (AMP cyclique, acide rétinoique, dexamethasone) aboutit a la

suppression du caractére malin (Yamasaki et al. 1988; Li et al. 1998).
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Table 1.3 Effet suppresseur de tumeur induit par I’expression de génes de
connexines

Inhibition de la

croissance
Géne de connexine Lignées cellulaires Connexine normalement  In In
transfecté transcrite vitro vivo
Connexine 32 Hépatome humain Connexine 32 - +
Connexine 43 Fibroblastes de souris Connexine 43 + +
Gliome de rat Connexine 43 - -
Cellules Hela Connexine 26 - -
Connexine 40 Cellules Hela Connexine 26 - -
Connexine 26 Cellules Hela Connexine 26 + +

L’effet suppresseur de tumeur semble dépendre du type de connexine normalement
exprimé
(Yamazaki et al. 1999)
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Table 1.4 Exemples de mécanismes impliqués dans la modulation des jonctions
intercellulaires de type gap observées dans des tumeurs ou induits par des agents

promoteurs de tumeurs

________.__—-—-—-—___._.__.____._._.-

Mécanismes

-

——e—————

Type de tumeurs ou de facteurs

rat -

Mutation des genes de connexines

Aberration au niveau de
I’expression des génes des
connexines

Réduction de I’expression
protéique de la connexine

Phosphorylation aberrante de la
connexine

Localisation aberrante dela
connexine (cytoplasmique)

Absence de molécules d’ adhésion

Tumeur primaire du foie de
Cellules cancéreuses de pournon

Tumeur primaire humaine du foie
(apparence de la Cx43)

Tumeur primaire du foie de rat (réduction
de la Cx32)

Cellules cancéreuses de la vessie chez
I’humain

Tumeur de la vessie chez le rat

Tumeurs humaines variées
Tumeur de la peau chez la souris
Tumeur du foie chez le rat

Par des agents promoteurs de tumeur
(TPA, DDT, endosulfane ...)
Par des oncogenes

Tumeur primaire humaine du foie
Tumeur primaire du foie de rat

Par des agents promoteurs de tumeur
dans le foie de rat

Par des agents promoteurs de tumeur
dans les cellules en culture

Tumeur des cellules de Ja peau chez la
souris

(Yamzaki, 1996)
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Ces observations semblent donc confirmer I’hypothése que la présence de
communication entre les deux types cellulaires inhibe le phénotype tumoral. Cette
hypothése a été renforcée par le fait que le géne de la connexine 26 (Cx26) n’est plus
exprimé dans certains cancers du sein. Le géne de la Cx26 pourrait étre un suppresseur de
tumeur ou (anti-oncogéne), c’est a dire un géne dont I’inactivation est un événement clé
dans la cancérogenése de certains tissus (Mesnil et al. 1997; Temme et al. 1997). On
retiendra que I’altération de la communication intercellulaire est un phénoméne commun

a presque tous les cancers.

1.3.3 Les génes des connexines

Au cours des derniéres années il y a eu un progrés énorme dans I’identification et
la caractérisation de nouveaux génes de connexines. L’ADN complémentaire codant pour
la Cx32 dans le rat ainsi que dans le foie humain a été clonée en 1986 (Kumar et al.
1986; Paul, 1986). La Cx43 et la Cx26 ont été découvertes il y a plusieurs années
respectivement dans le cceur et le foie de rat (Beyer et al. 1989; Zhang et al. 1994).
Jusqu’a maintenant 13 génes de connexines ont été identifiés appartenant a 2 groupes
différents. Le groupe a. comprend 9 génes et le groupes § comprend 6 génes. Le groupe
a comprend les connexines comportant une boucle cytoplasmique courte soit: la Cx33, la
Cx37, la Cx40, la Cx43, la Cx45, la Cx46, la Cx50 et la Cx57, alors que le groupe f
comprend les connexines comportant une boucle cytoplasmique plus longue soit: la
Cx26, la Cx30, la Cx30.3, 1a Cx31 et la Cx32 (O’Brien et al. 1996; Manthey et al. 1999;
Teubner et al. 2000).

La plupart des génes des connexines sont localisés sur des chromosomes
différents (Meda, 1996). Chez I’humaine, les génes codant pour les Cx26, Cx32 et Cx43
se trouvent respectivement sur les chromosomes 13, X et 6, et il y a un pseudogéne pour
la Cx43 sur le chromosome 5. Cependant, les génes codant pour les Cx37 et Cx40 se
trouvent tous les deux sur le chromosome 1, et ceux codant pour les Cx26 et Cx46 sur le
chromosome 13 (Miller et al. 1988; Meda, 1996; Neuhaus et al. 1995; Sohl et al. 1996).

Tous les génes des connexines étudiés 4 ce jour montrent une structure similaire
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comportant deux exons séparés par un long intron (Fishman et al. 1991; Young et al.
2001) Le petit exon (a peu prés 100 paires de bases) code pour une séquence protéique
non-transcrite, il est séparé du deuxiéme exon par un long intron (6000-8000 paires de
bases) qui contient un site accepteur d’épissage en amont du codon du début. Le
deuxiéme exon contient en un bloc toute la séquence codante pour la protéine. Les
promoteurs du géne de la Cx43 de différentes origines soit humain, rat et souris ont été
clonés (Sullivan et al. 1993; De Leon et al. 1994; Chen et al. 1995). Les 3 promoteurs
contiennent une boite TATA située en amont du codon d’initiation et plusieurs
activateurs de protéines de transcription comme les sites AP-1 et AP-2 (Trosko et al.
1998a; 1998b).

1.3.4 Les connexines

Les connexines sont les protéines qui forment les jonctions intercellulaires de type
gap. Dans la membrane cellulaire, elles sont arrangées en hexaméres appelés connexons
(Unger et al. 1997). Le canal de type gap situé dans la membrane plasmique résulte de
I’association de deux demi-canaux identiques ou connexons, donnés séparément par
chacune des cellules participantes (Figure 1.1) (Sosinsky, 1996). Le groupement des
canaux constitue la plaque jonctionnelle qui est assez facilement identifiable en

microscopie électronique (Unger et al. 1997).

La distribution des connexines varie au cours du développement et avec 1’état
fonctionnel du tissu ou de l'organe (Veenstra, 2001) (Table 1.5). Chacune des Cxs a son
propre patron d’expression d’un type cellulaire 3 1’autre (Veenstra, 1996; Cao et al.
1998). Certaines Cxs sont produites par de trés nombreux types cellulaires, alors que
d'autres ont une distribution beaucoup plus restreinte, généralement plus d’une connexine
est exprimé par cellule (Plum et al. 2000; Lo et al 2000). En effet, le patron d’expression
peut tre large, c’est le cas de la Cx43 qui est présente dans plusieurs tissus et organes ou
plus spécifique, comme la Cx56 qui est restreinte aux cellules de Ia lentille cornéenne et
la Cx33 aux cellules de Sertoli (Rousset, 1996). Chaque connexine est définie par la

masse moléculaire de sa chaine polypeptidique en kDa (ex. Cx26, Cx32, Cx43...). Elles
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Canal jonctionnel

Hemi-
connexon

Lispace
b intercellulaire

Connexine

Membrane cellule 2

Kumar et al.1996

Figure 1.1 Schéma de la structure du canal jonctionnel de type gap et
de la connexine



Table 1.5 La famille des connexines

Connexine

Cx50

Cx46

Cx45

Cx43

Cx40

Cx38
Cx37

Cx33

Cx32

Cx31.1

Cx31

Cx30.3
Cx26

Poids moléculaire

Organe d’expression

(kDa)

49.6 Fibres du cristallin, cellules épithéliales
de la cornée

46.0 Fibres du cristallin, cellules musculaires
cardiaques

45.7 Cellules musculaires cardiaques, cellules
du blastoscytes, cellules épithéliales du
poumon

43.0 Cellules musculaires cardiaques, cellules
musculaires lisses, cellules sécrétrices des
glandes endocrines, kératinocytes

40 Certaines cellules endothéliales, cellules
du blastocytes, cellules du systéme de
conduction cardiaque

37.8 Embryon

37.6 Certaines cellules endothéliales, certains
kératinocytes et les cellules musculaires
cardiaques

329 Quelques cellules testiculaires

32.0 Hépatocytes, cellules sécrétrices des
glandes exocrines, certains neurones,
oligodendrocytes, cellules de schwan

31.1 Kératinocytes, cellules des épithéliums
stratifiés

31.0 Kératinocytes, cellules des blastocytes,
cellules du trophoectoderme placentaire

303 Blastocytes, certains kératinocytes

26.5 Hépatocytes, cellules sécrétrices de

glandes endocrines et exocrines, certains
kératinocytes, cellules de 1’épithélium
intestinal

(Kumar et al. 1996)
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ont leurs extrémités amine et carboxy-terminales dans le cytoplasme et comportent quatre
portions hydrophobes (M1, M2, M3 et M4) reliées les unes aux autres par une boucle
cytoplasmique et deux boucles intercellulaires (Figure 1.1). Les boucles extracellulaires
sont impliquées dans la liaison entre connexons (Goodenoogh et al. 1996). Les
différentes connexines différent entre elles par la composition de leur extrémité carboxy-
terminale (Goodenoogh et al. 1996). La Cx26 est la plus petite connexine puisque sa
région carboxy-terminale ne posséde que 18 acides aminés comparativement a 191 acides
aminés pour la Cx46. L’extrémité C-terminale de la Cx43 est la mieux étudiée. Cette
région comporte des résidus phosphorylables par des protéines kinases comme, la MAP
kinase, la PKC et la PKA. Ces derniéres sont impliquées dans la régulation des canaux

de type gap (Cooper et al. 2000; Hertzberg et al. 2000).

1.3.4.1 La connexine 43

La Cx43 est la connexine la plus étudiée. Elle est largement distribuée dans une
grande variété de cellules et tissus incluant, les cellules épithéliales, les macrophages, les
cellules endothéliales, les astrocytes, le myocarde, les fibroblastes et autres tissus lisses et
connectifs (Beyer et al. 1993; Lo et al. 1997; Makarenkova et al. 1997). La Cx43 est en
particulier exprimée dans toutes les glandes endocrines (antéhypophyse, parathyroide,
pancréas, corticosurrénales, thyroide, testicules, ovaires), seule ou avec une ou plusieurs
autres connexines (Munari-Silem et al. 1996). La thyroide exprime par exemple la Cx43
et la Cx32. Au contraire, dans le pancréas endocrine, on ne détecte que la Cx43 (Rousset
1996; Zhao et al. 1999). Les cellules embryonnaires de la créte neurale expriment la
Cx43 et la Cx46 durant leurs migrations, et leurs survies dépendent de la présence des
JICGs (Huang et al. 1998; Bannerman et al. 2000). La délétion du géne de la Cx43 chez
la souris conduit & la mort de cette derniére par suite d’une malformation cardiaque, ce
type de mal formation cardiaque se retrouve également chez I’humain (Chen et al. 1995;
Ewart et al. 1997; Ya et al. 1998).
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1.3.5 Les canaux jonctionnels

Structurellement les JICGs sont constituées par des canaux intercellulaires
hydrophiles qui présentent une faible résistance et une conductance élevée (Trosko et al.
2000a). Jusqu'a maintenant il n’y a aucune évidence montrant I’interaction des jonctions
de type gap avec d’autres structures intracellulaires. Toutefois, les molécules d’adhésion
intercellulaires tel que les cadherines qui sont requises pour le maintien d’une interaction
physique des membranes plasmiques des cellules voisines donc, nécessaire au couplage
des demi-canaux ou connexons (Hertig et al. 1996). Chaque connexon comporte un
espace central hydrophile de 2 4 4 nm de diamétre. La reconnaissance entre connexons
opposés est déterminée par la structure de leur domaine intercellulaire et par le type de
connexine qui les forment (Bruzzone et al. 1996; Falk, 2000). Les canaux intercellulaires
sont définis comme homomériques ou héteromériques selon qu'ils sont formés d'une ou

de plusieurs connexines (Thomas et al. 1998).

1.3.5.1 La perméabilité des canaux jonctionnels

Les Cxs forment un canal montrant des degrés différents de perméabilité, de
sélection ionique et de taille de molécules transférées, indiquant que 1’expression de I'une
ou I’autre des connexines n’est pas fonctionnellement équivalente (Bruzzone et al. 1996).
Les pores des canaux sont perméables aux molécules dont la masse moléculaire et le
diamétre n’excédent pas 1000 Da et 1.5 nm. Malgré cette limitation de taille, de
nombreuses molécules telles que des ions, des acides aminés, des nucléotides, des co-
facteurs vitaminiques, des métabolites de phospho-inositides, des sucres et des seconds
messagers traversent les canaux des JICGs (Saez et al. 1989; 1993; Goodenough et al.
1996).

Les JICGs présentent une perméabilité différente selon leur composition en
connexines ainsi les JICGs formés par la Cx43 permettent le transfert du jaune de Lucifer

et de I’iodure de propodium, alors que les JICGs formés de Cx32 ne laissent passer que
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le jaune de Lucifer. La sélection dépend du poids moléculaire du composé et de sa charge
(Trosko et al. 2000b). Par la nature des molécules circulantes, les canaux de type gap
régulent la transmission des messagers secondaires, effecteurs de protéine kinases et
régulent ainsi I’activité de ces enzymes clés de la signalisation. En contre partie, comme
les connexines sont un substrat pour les protéines kinases, un grand nombre de signaux
(autocrine, facteurs de croissance, hormones et neurotransmetteurs) régulent le niveau des
communications intercellulaires en contrdlant indirectement leur niveau de
phosphorylation. On comprendra ainsi le role majeur que les canaux gap peuvent jouer
dans I’organisation des processus cellulaires et tissulaires (Phipps et al. 1997; Yamasaki
et al. 1996; Trosko et al. 1998b).

1.3.5.2 La fonction des canaux jonctionnels

Par opposition a d'autres formes de communication intercellulaire, le couplage par
les jonctions gap permet I'équilibrer les gradients ionique et/ou moléculaire entre cellules
voisines (Meda, 1996). Lorsque la concentration a I'équilibre atteint un seuil pour
l'activation d'un mécanisme effecteur, plusieurs fonctions peuvent dés lors étre modifiées
simultanément dans toutes les cellules communicantes, assurant par-la un large
recrutement de cellules fonctionnant de facon coordonnée (Saez et al. 1989). Le role
principal des JICGs est vraisemblablement le contrdle des concentrations des messagers a
travers les groupes de cellules. Il existe cependant d’autres fonctions physiologiques
attribuées aux JICGs: la conduction des ondes électriques pour la coordination des
contractions a travers des cellules excitées (contractions utérines, épilepsie) (Miyoshi,
1996). Chez certains tissus dépourvus de vaisseaux sanguins comme la cornée, elles
représentent la seule voie de nutrition de ces cellules (White et al. 2000). Les JICGs
propagent les stimulus hormonaux aux cellules non actives et régulent le développement
embryonnaire (Trosko et al. 2000a; 2000b; Temme et al. 1997).

Il a été démontré récemment que, Daltération de l'expression génique d'une
connexine durant 'embryogenése conduit & plusieurs anomalies (Gasparini et al. 2000).

Les JICGs sont aussi impliquées dans la croissance cellulaire. Cette fonction est
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inversement corrélée a la différenciation (Yamasaki et al. 1999a). La preuve de
implication des JICGs dans la prolifération cellulaire est basée sur trois observations
expérimentales: 1- La relation inverse entre la capacité de croissance et la communication
dans les cellules tumorales, 2- L’inhibition de leur croissance par la restauration des
JICGs dans les cellules transfectées par des génes de connexine, 3- La stimulation de la
croissance en présence de certains mitogénes qui réduisent I’expression des JICGs,
d’autre part I’inhibition de la croissance cellulaire augmente le couplage par les JICGs.
Le mécanisme par lequel les JICGs régulent la prolifération cellulaire n’est pas
entiérement élucidé. 11 dépend de la régulation des connexines et de I’age du tissu ou

organe (Krutovskikh, 2000).

1.3.5.3 La régulation des canaux jonctionnels

La communication via les JICGs est régulée a plusieurs niveaux: la transcription
du géne de la Cx, I’assemblage des Cxs en connexons, le transport & la membrane
plasmique, I’assemblage de connexons en canaux jonctionnels, I’ouverture et la fermeture
du canal jonctionnel, le désassemblage des JICGs et la dégradation des connexines par
voie protéosomique et/ou lysosomique (Laird et al. 1995; 1996; VanSlyke et al. 2000a;
2000b). La phosphorylation est le principal mécanisme de régulation. Toutes les
connexines peuvent étre phosphorylées exceptée la Cx26 (Saez et al. 1990). La
phosphorylation contrdle différents niveaux tel que la translocation de la Cx de ’appareil
de Golgi 4 la membrane. Laird et al. ont trouvé que la Cx43 traverse I’appareil de Golgi
et ont suggéré que la premiére phosphorylation conditionne la translocation dans le
cytoplasme. En utilisant certains inhibiteurs du trafic protéique Musil et al. ont conclu
que I’oligomerisation de la Cx43 en connexons se produit aprés son départ du réticulum
endoplasmique (Musil et al. 1993). Le mécanisme par lequel les connexons sont délivrés
a la membrane plasmique est controversé (Guerrier et al. 1995; Laird et al. 1996). Pour la
Cx43, deux étapes de phosphorylation au moins sont connues: le transfert du cytoplasme
vers la membrane plasmique et le contr6le du canal aprés localisation des connexons a la
surface cellulaire (Laird et al. 1996; Musil et al. 1991).
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Un grand nombre de signaux (oncogénes, autocrines, facteurs de croissance,
neurotransmetteurs et hormones) régulent 1’ouverture du canal, donc le niveau de la
communication intercellulaire en activant les protéines kinases des récepteurs de la voie

de la transduction et les cascades de signalisation (Lau et al. 1996).

Plusieurs études ont démontré que les Cxs peuvent étre phosphorylées par
plusieurs protéines kinases dans la partie carboxy-terminale située dans le cytoplasme ou
plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés (Beyer et al. 1993; Lampe et al.
2000). La phosphorylation des résidus serine, thréonine et tyrosine est la seule
modification post-traductionnelle qui a été détectée dans les connexines (Filson et al.
1990; Saez et al. 1993; Rivedal et al. 2001). Les protéines kinases suivantes sont
impliquées dans la phosphorylation des Cxs: PKC, PKA, MAPK et la Src-kinase (Figure
1.2). Elles altérent la perméabilité des JICGs (Lampe et al. 2000). L’ester du phorbol
(TPA) active spécifiquement la PKC, augmente la phosphorylation de la Cx43 et diminue
les JICGs en agissant d’une part sur la perméabilité jonctionnelle et d’autres part sur
I’assemblage des connexines en connexons dans une grande variété de cellules (Lampe,
1994; Lampe et al. 2000). La stimulation des cellules épithéliales par 'EGF (facteur de
croissance épidermique) active le récepteur tyrosine kinase induisant une importante
altération des JICGs suivie d’une augmentation de la phosphorylation de résidus serine
(Ser’®, Ser’” et Ser™) de la Cx43 suivie d’une déphosphorylation (Kanemitsu et al.
1993; Rivedal et al. 2001). Le récepteur EGF n'agit pas directement, mais active une
cascade aboutissant & [’activation de la MAP kinase qui est responsable de la
phosphorylation des serines (Lau et al. 1996). Hossain et al. ont démontré que le PDGF
induit une rapide inhibition des JICGs dans les cellules épithéliales de foie de rat
(Hossain et al. 1999). L’action de PDGF est reliée a une hyperphospharylation de la Cx43
par l'action combinée de la PKC et de la MAPK (Hossain et al. 1999).

En résumé la communication via les JICGs est un phénoméne régulé: les canaux
existent sous deux conformations ouverts ou fermés. L’exploration des mécanismes
d’actions de certains régulateurs des voies de signalisations connus tel que la PKA, la

PKC, la MAPK et d’autres moins connu tel que la céramide va
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Figure 1.2. Représentations schématiques de quelques voies de signalisation impliquées
dans la régulation des jonctions intercellulaires de type gap
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permettre d’élucider les voies nécessaires au controle du couplage jonctionnel et la
régulation des phénomenes qui lui ont associés tel que la prolifération, la différenciation

et I’apoptose.

1.3.5.3.1 La protéine kinase A

La phosphorylation par les protéines kinases est probablement la voie
métabolique la plus étudiée a I’heure actuelle, ayant servi dans les années 50 de premier
modele d’étude concernant la transmission d’un signal hormonal. Il s’agissait en effet de
’étude des effets de la noradrénaline sur la glycogénolyse au niveau de cellules
hépatiques. Ces recherches ont permis & Sutherland, leur auteur, de développer le concept
de messager secondaire qui lui a valu le prix Nobel de médecine en 1960. Dans ce
systéme, [’activation d’un récepteur membranaire par un premier messager (la
noradrénaline) induit dans le cytoplasme des cellules cibles la production d’un messager
secondaire qui a son tour va activer différents processus intervenant dans D’effet de
I’hormone (Sutherland et al. 1966). L’identification de la glycogene phosphorylase kinase
kinase, nommée plus tard protéine kinase dépendante du cAMP (PKA) et son activation
par la cAMP (Walsh et al. 1968), a conduit a I’élaboration de deux concepts
fondamentaux soit, le systéme des cascades kinasiques et le concept du messager
secondaire (Smith et al. 1999). La PKA régule plusieurs fonctions vitales dont: le
métabolisme énergétique, la transcription génétique, la prolifération et la différenciation

cellulaire, la sécrétion, la contractilité et la motilité (Taylor et al. 1999a, 1999b).

La PKA est composée de deux sous unités, une sous unité régulatrice et une sous
unité catalytique associées en un holoenzyme inactif. La sous unité régulatrice (R) est
représentée par deux isoformes o et p (Rla, RIp et Rila, RIIB),00 alors que la sous
unité catalytique (C) comprend 3 isoformes a., P et y (Sandberg et al. 2001). En absence
de la cAMP I’enzyme existe sous forme d’un holoenzyme tétramerique inactif (Sandberg
et al. 2001). Les deux sous famille de PKA sont déterminées par leur sous unité R (Smith
et al. 1999). La sous unité de type I n’est pas autophosphorylable est nécessite la présence

de Mg?* et d’ATP pour former un complexe avec la sous unité C. A ’opposé, la sous
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unité R de type II, est autophosphorylable et ne nécessite pas la présence de Mg et

d’ATP pour former un complexe (Smith et al. 1999).

Dépendamment du type cellulaire, la cAMP est générée par ’activation de
I’adenylyl cyclase qui répond & plusieurs stimulis (Sandberg et al. 2001). L’association de
la cAMP avec la sous unité R du complexe enzymatique, provoque une diminution de
|affinité des sous unités R pour les sous unités C, et induit un changement
conformationnel qui cause la dissociation du tétramére en dimere de sous unités
régulatrices et de sous unités catalytiques actives. (Newlon et al. 2001). Les sous unités
catalytiques ont plusieurs substrats connus (Zetterquist et al. 1976). Leurs cibles varient
suivant le type cellulaire et plus précisément la nature des protéines exprimées dans ces
cellules. La sous unité C de la PKA permet la phosphorylation de plusieurs protéines
cytoplasmiques comme la glycogéne synthase (Parker et al. 1997), la pyruvate kinase
(Hjelmquist et al. 1974), la phosphofructokinase 11 (Murray et al. 1984), ’inhibiteur I de
la protéine phosphatase (Cohen et al. 1977) et toutes les protéines du foie qui contribuent
3 I’immobilisation du glycogéne (Smith et al. 1999). La fonction la plus importante de la
PKA est I'entrée de la sous unite catalytique dans le noyau ce qui induit la
phosphorylation de la protéine CREB (cAMP - regulated enhancer binding protein) qui se
lie a I’élément régulateur de la cAMP (CRE) et par consequent ’activation de la

transcription de plusieurs genes (Singh et al. 2001).

1.3.5.3.1.1 La protéine kinase A et la différenciation

La différenciation cellulaire se caractérise par la disparition, dans une population
cellulaire embryonnaire, de certains des caractéres morphologiques propres a la souche
dont elle dérive et qui s’accompagne d’une spécialisation dans la fonction (Gomez et al.
1998; Girgert et al. 2000). Chez les neuroblastomes, plusieurs composés chimiques et
biologiques comme la cAMP peuvent induire une diminution de la prolifération, ce qui
permet 1’acquisition progressive de nouveaux caractéres morphologiques et moléculaires,
habituellement en rapport avec une spécialisation fonctionnelle (Reynolds, 2000a; Malik
et al. 2000; Hewson et al. 2000; Hovland et al. 2001).
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La mise en évidence morphologique de la différenciation dans les
neuroblastomes est toujours possible, mais la différenciation moléculaire est le seul
critére valable. On peut I’évaluer d’une part par 1’observation de la diminution de la
multiplication cellulaire ainsi que par la mesure de certains marqueurs de différenciation
neuronale dont: les neurofilaments, ’énolase spécifique des neurones, les enzymes
nécessaires 4 la sécrétion des neurotransmetteurs tel que 1’acétylcholinestérase et la

tyrosine hydroxylase (Brodeur et al. 1997).

L’amplification de N-myc ainsi que I’expression de TrkA et de H-ras servent
comme des indicateurs de I’évaluation de la maladie de neuroblastome. Tandis que la sur-
expression de N-myc sert comme un marqueur de pronostic défavorable, celles de TrkA
et de H-ras sert comme marqueurs d’un pronostic favorable (Malik et al. 2000). Le 8-Br-
CAMP un analogue perméable du cAMP permet d’induire la différenciation des cellules
cancéreuses humaines dont le taux de divisions ralentit et provoque une diminution

simultanée de la tumorogénicité (Kato et al. 1994; Naderi et al. 2000).

La différenciation des neuroblastomes par le 8-Br-cAMP est accompagnée de
changements morphologiques concernant principalement I’extension des neurites et des
changements dans 1’expression de certains marqueurs neuronaux. Ces derniers incluent
les neurofilaments (chaines légéres, moyenne et grande) et la tyrosine hydroxylase, une
enzyme critique dans la synthése des cathécholamines et ’acétylcholinestérase (Misawa
et al. 1993; Kim et al. 1994). L’inactivation du géne codant pour la sous unité C de la
PKA bloque totalement le processus de différenciation. La transfection de cette souche
PKA-nulle avec le géne sauvage rétablit la capacité des cellules a se différencier (Burgen
et al. 2000).

1.3.5.3.1.2 La p53 et les neuroblastomes

Il existe dans notre organisme un subtil équilibre entre la division et la mort

cellulaire qui est rompu dans les cancers en général. La faculté de prolifération
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anarchique des cellules cancéreuses résulte le plus souvent de la modification de leur
génome, qui touche principalement les oncogénes et les suppresseurs de tumeur
(Weinberg, 1995; Levine, 1997; Sherr, 1996). Le géne p53 un suppresseur de tumeur est
muté dans environ 60 % des cancers (Corvi et al. 1997). Il code pour une
phosphoprotéine de 393 acides aminés, de poids moléculaire 53 kDa. Deux rodles
particuliers sont dévolus & cette protéine: I’arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la
phase S dans les cellules normales et dans celles dont I’ADN est endommagé, et la mort
cellulaire programmée ou apoptose (Gottlieb et al. 1996; Ko et al. 1996; Levine, 1997).
La protéine p53 se lie a des séquences spécifiques de I’ADN. C’est un facteur de
transcription aboutissant & une interaction avec le cycle cellulaire par I’intermédiaire d’un
geéne appelé WAF1/Cipl codant pour la protéine p21 inhibitrice de la kinase CDK2. La
division cellulaire est bloquée avant la synthése de I’ADN et permet de réparer

d’éventuels dommages (Levine, 1997).

L’activité de la p53 est régulée par une autre protéine la Mdm?2, fréquemment sur-
exprimée dans les neuroblastomes (Corvi et al. 1997). Le géne mdm?2 code pour une
phosphoprotéine nucléaire de 491 acides aminés et 4 protéines présentant des délétions
dans les parties N et C terminales. La protéine compléte a des fonctions indépendantes de
la p53 qui donnent un avantage de croissance aux cellules en inactivant la protéine onco-
suppressive pRb (protéine du retinoblastome). La pRb phosphorylée active le facteur de

transcription E2F permettant le passage des cellules de la phase G1 a la phase S.

La liaison de Mdm?2 a la p53, fait sortir cette derniére du noyau cellulaire et la
signale a un complexe protéique, appelé protéosome qui la dégrade (Haupt et al. 1997). 11
a été démontré que la protéine pS3 sauvage est séquestrée dans le cytoplasme des NB et
cela aussi bien dans les biopsies que chez les lignées cellulaires non différenciées (Moll
et al. 1996). Le mécanisme par lequel la p53 est séquestrée reste inconnu. On pense que
I’induction de la différenciation est associée dans les neuroblastomes a la re-localisation
de la p53 dans le noyau. Comme la p53 est impliquée & la fois dans le contrdle du cycle

cellulaire des cellules normales et tumorales et dans 1’apoptose, la connaissance du
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mécanisme qui régule sa sous-localisation pourrait étre un paramétre important dans la

thérapie des neuroblastomes.

1.3.5.3.1.3 La régulation des jonctions intercellulaires de
type gap par la protéine kinase A

L’activation de la PKA par la cAMP permet I’augmentation de la stabilité et de la
transcription des genes qui codent pour les jonctions intercellulaires de type gap
(Carystinos et al. 1999). Le flux entre différents états cellulaires (prolifération,
différenciation) est régulé en partie par la PKA qui induit la modulation des jonctions
intercellulaires de type gap qui en retour contrdlent I’arrét de la croissance cellulaire ainsi
que I’induction de la différenciation (Trosko et al. 2000b). Le traitement in vitro avec des
analogues perméables de la cAMP induit I’arrét de la prolifération en bloquant le cycle
cellulaire a la phase Gy, un processus souvent lié a la présence des JICGs (Trosko et al.
2000a). Le processus de différenciation induit par le 8-Br-cAMP durant le
développement embryonnaire est associé a la modulation de I’expression et de la fonction

des JICGs (Trosko et al. 2000a; Warner-Cramer et al. 2001).

1.3.5.3.2 Les rétinoides

La vitamine A et ses dérivés actifs (acide tout trans rétinoique, acide 9-cis
rétinoique) régulent de nombreux processus physiologiques incluant le développement, la
morphogenése, la croissance, le métabolisme et ’homéostasie cellulaire (Niles et al.
2000). Malgré leur importance établie dans ces processus biologiques, les rétinoides
n’ont été utilisés que récemment en thérapie anti-cancéreuse (Lovat et al. 2001). Leurs
effets sur la différenciation cellulaire, avec ou sans D’apport d’autres agents
différenciateurs (cytokines, facteurs de croissance, interféron) ou sur 1’apoptose sont de
plus en plus documentés (Lovat et al. 2001). L’action des acides rétinoiques implique
leurs liaisons & leurs récepteurs spécifiques. Deux classes de récepteurs nucléaires
d’acides rétinoiques ont été identifiées, RAR et RXR, comportant chacune trois
isoformes (RAR a, B, y et RXR a, B, 7). Ces récepteurs se dimérisent en homo ou

hétérodiméres et agissent comme médiateur de la régulation de l'expression des génes



38

(Ishikawa et al. 1990; Mattei et al. 1991; Hoopes et al. 1992; Niles et al. 2000). La
spécificité de liaison des isoformes o, B et y ne réside qu'au niveau de quelques acides
aminés (Ostrowski et al. 1998; Scafonas et al. 1997; Renaud et al. 1995; Tairis et al.
1995).

Les récepteurs RARs lient I’acide tout frans rétinoique (tRA) et ’acide 9-cis
rétinoique (CRA), alors que les récepteurs RXRs lient uniquement ’acide 9-cis rétinoique
(Miller et al. 2001; Lovat et al. 2001). Le transport de 1’acide rétinoique du cytoplasme
jusqu’au noyau se fait par une protéine cellulaire de liaison appelé CRABPII (cellular
retinoic acid-binding protein type II) (Gaub et al. 1998; Niles et al. 2000). L'activation de
la transcription par les récepteurs nucléaires requiert la formation d'interactions
protéine:protéine directes ou indirectes avec un complexe multi-protéique,

transcriptionnellement actif (Magni et al. 2000).

1.3.5.3.2.1 Les rétinoides et la différenciation

Les rétinoides sont des composés prometteurs en chimiothérapie aussi bien pour
la prévention que pour le traitement des cancers (Chambon, 1996; Nile, 1998). Le chef de
file des rétinoides naturels est le tRA utilisé en chimiothérapie depuis 1994 pour le
traitement de la leucémie promyélocytaire aigué, tout comme 1’acide 9-cis-rétinoique
(Piedrafita et al. 1997; Nau et al. 1995; 1996). Aprés le succés obtenu dans le traitement
de la leucémie promyélocytaire (Castaigne et al. 1993), un nombre croissant de tumeurs

et d’hémopathie ont bénéficié d’essais cliniques.

Les résultats encourageants obtenus dans la plupart de ces cas montrent 1’intérét
potentiel de I’utilisation des rétinoides dans ce type de thérapie. Par ailleurs, le tRA et
I’acide 13-cis-rétinoique sont utilisés couramment pour le traitement de certaines
affections dermatologiques comme le psoriasis ou I’acné (Reynolds, 2000a; 2000b). Dans

les deux indications, ’activité thérapeutique du tRA repose sur sa capacité 4 moduler la
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prolifération et la différenciation cellulaires, qu’il s’agisse de cellules normales ou

malignes (Grummer et al. 2000a; Grummer et al. 2000b; Magni et al. 2000).

L’interaction des rétinoides avec leurs récepteurs et leur capacité a induire la
différenciation dans les neuroblastomes in vitro et in vivo a grandement influencé la
pharmacologie anti-tumorale (Giannini et al. 1997a; Giannini et al. 1997b; Morriss-Kay
et al. 1999). Le mécanisme a travers lequel le tRA induit la différenciation n’est pas
complétement élucidé (Niles et al. 2000). Dans certaines lignées cellulaires, 1’induction
de la différenciation par le tRA nécessite la régulation de certaines kinases (Yen et al.
1998). Habituellement, cette voie de signalisation est associée a celle des facteurs de
croissance activant la voie des MAP kinases et la prolifération, toutefois, la stimulation
de la MAP Kinase par les facteurs de croissance est temporaire tandis que celle
provoquée par le tRA est soutenue (Kharbanda et al. 1994; Niles et al. 2000). Dans les
neuroblastomes, ol a été mis en évidence le géne N-myc, et son amplification, le tRA
semble diminuer I’expression de ce géne surtout en présence de I’interferon y (Wada et

al. 1997; Chambry et al. 1998).

1.3.5.3.22 L’acide rétinoique et les jonctions
intercellulaires de type gap

La communication cellulaire & travers les JICGs peut étre modulée par plusieurs
agents : les agents promoteurs de tumeur qui dans la plupart des cas diminuent la
communication cellulaire tandis que les agents de différenciation induisent
’augmentation de la communication cellulaire (Clairmont et al. 1996b). Dans plusieurs
lignées cellulaires, il a été démontré que le traitement par I’acide rétinoique a des niveaux
physiologiques induit une augmentation de la communication cellulaire. Cette
augmentation est associée & une élévation des connexines au niveau de la transcription et
de la traduction (Hossain et al. 1994a; Hossain et al. 1994b; Hanusch et al. 1995;
Clairemont et al. 1996b; Carystinos et al. 2001). Dans le cas des tumeurs solides, le
traitement avec 1’acide rétinoique induit une diminution de la croissance cellulaire et une
induction de la différenciation corrélée avec une restauration de la communication
cellulaire (Holder et al. 1993; Carystinos et al. 2001).
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1.3.5.3.3 La protéine kinase C

La famille des protéines kinases C (PKC) comprend onze isoenzymes chez les
mammiféres (Dempsey et al. 2000). Cette famille de protéines étant impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire et participe ainsi au contréle de I’activité biologique. Les
PKCs sont impliquées dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de
I’émission des neurites dans plusieurs types de cellules incluant, les cellules nerveuses
(Nishizuka et al. 1995; Steinberg et al. 1995; Carter, 2000). Les PKCs sont des
serines/thréonines kinases découvertes en 1977 par Nishizuka et ses confréres (Takai et
al. 1996; Inoue et al. 1999; 2000). Ces protéines kinases catalysent le transfére d’un
groupement phosphate de I’ATP au groupement hydroxyle des résidus serine ou/et
thréonine des protéines impliquées dans les voies de la signalisation cellulaire
(Simkhovich et al. 1998).

Les isoformes des PKCs différent par leur structure primaire (Dempsey et al.
2000). Elles sont classées en trois groupes, selon leurs activateurs et leurs similarités
structurales (Watters et al. 1999). Les protéines kinases conventionnelles ou classiques
(cPKC) qui comportent les PKC a, BI, BII et y, nécessitent la présence du Ca’* et de
lipides (diacylglycérol (DAG), le phorbol ester et la phosphatidylsérine (PS)) pour leur
activation. Les protéines kinases nouvelles (nPKC) qui regroupent les isoformes 9, €, n
et 0, sont indépendantes du Ca?*, mais comme les cPKC, nécessitent la présence de
lipides (DAG et PS) pour leurs activation. Et finalement, Les protéines kinases atypiques
(aPKC) qui comportent les isoformes { et A, ne sont activées que par le PS un effecteur
obligatoire de chaque isoforme (pour revue voir Hofman et al. 1997; 2001; Mellor et al.
1998).

La structure des PKCs comporte une chaine polypeptidique unique, divisée en 4
régions conservées a travers les différentes isoformes (C1, C2, C3 et C4) et 5 régions
variables qui varient d’une isoenzyme a ’autre (V1, V2, V3, V4 et V5) (Way et al.
2000). Chaque isoenzyme posséde a l'extrémité N-terminale un domaine régulateur et a

l'extrémité carboxyle un domaine catalytique (Newton, 1997). Le domaine catalytique
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(C) catalyse la phosphorylation des résidus serines et thréonines, alors que le domaine
régulateur (R) controle (inhibe/active) le domaine C via des interactions intramoléculaires
(Parissenti et al., 1998). Le domaine R contient entre autre une région d’auto-inhibition
(pseudosubstrat), ainsi que les régions C1 et C2. Le role de la région C1 est de complexer
le DAG et le phorbol ester (excepté pour les aPKC). La région C2, correspond au site de
fixation des phospholipides (phosphatidylsérine) et du Ca** (seulement pour les cPKC).
A noter que le Ca®* est complexé dans une poche formée de résidus aspartates. De plus,
des expériences ont démontré que chez les nPKC, dont I’activité n’est pas affectée par le
Ca?*, cette poche aspartate est absente (Newton, 1997, Johnson et al. 2000). Le domaine
C contient la région C3, site de fixation de I’ATP, dont la séquence nucléotidique est
conservée dans la plupart des PKCs. Le domaine C comprend aussi la région C4,

correspondant au site actif de ’enzyme (Way et al. 2000).

Les PKCs sont activées par le DAG qui est généré par plusieurs phospholipases
(Carricaburu et al. 2001). L’activation des PKCs requiert le retrait du pseudosubstrat qui
occulte le site actif de I’enzyme ce qui permet au substrat de se fixer et d’étre
phosphorylé (Rybczynska et al. 2000). Ce changement conformationel est accompli
lorsque le DAG ou le PS, de la membrane, sont complexés avec les domaines C1 et C2 et
que ’enzyme est phosphorylé a des sites précis. Il faut noter que les cPKC nécessitent
aussi la chélation du Ca?* au domaine C2, ce qui augmente I’affinité allostérique de ce
domaine pour le phosphatidylsérine (Newton et al. 1997). L’activation de la PKC est
associée a une translocation de ’enzyme du cytoplasme vers la membrane et une

autophosphorylation du domaine C (Newton, 1997; Hofmann, 2001).

Les isoformes de PKC sont différemment impliquées dans la régulation des
mécanismes cellulaire (Toker, 1998). La sur-expression de la PKCe est liée a la
différenciation (Zeidman et al. 1999a) ainsi qu’a la formation de tumeur, ce qui explique
sa classification comme oncogéne (Cacace et al. 1996; 1993). La PKCS peut jouer
différents roles soient, un supprésseur de tumeur (Lu et al. 1997), un exécuteur du
programme d’apoptose (Deacon et al. 1997) et un régulateur du transport des ions Na-K-
2CI (Liedtke et al. 1997a; 1997b; Saharinen et al. 1997). Les PKC Alpha et Zeta sont
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souvent liées a la prolifération cellulaire et a la suppression du programme d’apoptose

(Deacon et al. 1997; Watters et al. 1999; Cesaro et al. 2001).

1.3.5.3.3.1 La protéine kinase C et ’apoptose

L’apoptose est un processus génétiquement controlé jouant un réle fondamental
dans I’homéostasie cellulaire et le développement du systéme nerveux (Oppenheim et al.
1991a; 1991b). De nombreux signaux tant physiologiques que pathologiques,
extracellulaires ou intracellulaires (drogues cytotoxiques, déprivation en facteur de
croissance, p53, etc...), sont capables d’induire I’apoptose dans de nombreux types

cellulaires (Blagosklonny, 2000a; 2000b; Cerda et al. 2001).

L’apoptose est personnalisée par la présence d’une condensation cellulaire
accompagnée d’une fragmentation de la chromatine. Il s’ensuit une fragmentation
nucléaire et cellulaire et I’apparition de corps apoptotiques contenant des fragments de
cytosole contracté, des fragments de noyau et quelques organites qui seront phagocytés
(pour revue voir Nicholson et al. 1997a; Xie et al. 2000). Au contraire, le phénoméne
définit comme nécrose se caractérise par une augmentation rapide du volume cellulaire,
la perte précoce de I’intégrité membranaire et mitochondriale et le relargage du contenu
lysosomial provoquant une réaction inflammatoire au niveau du tissu environnant (Xie et
al. 2000). Une apoptose inefficace, résultant d’anomalie génétique (telles que les
mutations de p53 ou une sur-expression de c-myc ou de Bcl2), a été associée au
développement de pathologies telles que les maladies auto-immunes ou le cancer. A
I’inverse, un excés d’apoptose est symptomatique de maladies telles que les maladies
neurodégénératives comme les maladies de Parkinson et d’Alzheimer ou le sida (Burke
et al. 1998; Guo et al. 1998; Guo et al. 1999; Duan et al. 1999). En dépit de la diversité
des signaux inducteurs d’apoptose au nombre desquels la protéine p53 et le facteur de
transcription NF-xB, la plupart des cellules engagées dans le processus apoptotique
aboutissent & I’activation irréversible de protéases a cystéine appelées caspases (pour
cystéine aspartate protéase), bien qu’il existe d’autres déterminants importants de
I’apoptose (Gorman et al. 1998; Thornberry et al. 1998a; 1998b; Green et al. 1998).



Divers travaux suggérent que les PKCs soient impliquées dans le processus
apoptotique (Woo et al. 1996; Heidkamp et al. 2001). Toutefois, I’effet régulateur de la
PKC sur I’apoptose reste toujours controversé. En effet, dépendamment de la lignée
cellulaire et du type du stimulus, la PKC peut agir comme inductrice ou inhibitrice de la
mort cellulaire (Leszczynski et al. 1996; Zhuang et al. 1998a; 1998b). Dans les cellules
HL-60 I’inhibition de la PKC augmente le processus apoptotique et I’activation de la
PKC par exposition au PMA (phorbol-12-myristate 13-acetate) inhibe la mort cellulaire
induite par les inhibiteurs de la topoisomérase I et II (Jarvis et al. 1996; Zhuang et al.
1998b). 1l a également été observé, que I'inhibition de la PKC avec des inhibiteurs non-
spécifiques comme le H7 ou la staurosporine provoque 1’apoptose dans de nombreux
types cellulaires (Toker, 1998, Behrens et al. 1999, Hofmann, 2001). C’est seulement
depuis que les chercheurs s’intéressent a I’activité des isoformes de PKC que la question
commence a se clarifier. De maniére générale, les isoformes des classes cPKCs et aPKCs
sont associées a la survie, tandis que les nPKCs, particuliérement 1’isoforme delta, sont

associés a I’apoptose (Nishizuka et al. 1995; Mak et al. 2001).

1.3.5.3.3.2 La protéine kinase C et les jonctions
intercellulaires de type gap

Une des fonctions importante de la PKC est de réguler les jonctions
intercellulaires de types gap par phosphorylation des connexines (Godwin et al. 1993;
Budunova et al. 1994). En 1989, Takeda apporte la preuve que dans les hépatocytes, la
régulation des PKCs augmente I’incorporation du *?P dans la Cx32 suggérant que la PKC
peut phosphoryler des acides aminées juste a coté de ceux phosphorylés par la PKA. En
utilisant des peptides synthétiques correspondant & la région C-terminale de la Cx32, ils
ont démontré que c’est le résidu Ser” qui est phosphorylé par la PKC (Saez et al. 1998).
En général, dans les cellules contenant une forme non phosphorylée de la Cx43, la
stimulation de la PKC avec le TPA engendre une diminution de la communication
cellulaire et une augmentation de la phosphorylation de la Cx43. A I’opposé, dans les

cellules ou la forme phosphorylée de la Cx43 est déja dominante le TPA augmente la
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communication cellulaire mais ne cause aucun effet sur la phosphorylation de la Cx43
(Saez et al. 1998; Saez et al. 1997; Berthoud et al. 1993). La modulation directe de
I’expression des connexines par les PKC Alpha et Epsilon a aussi été observée dans le

cceur humain (Doble et al. 2000; Bowling et al. 2001).

1.3.5.3.4 La famille des MAP kinases

Les MAP-kinases (mitogen activated proteins kinases) sont un ensemble de
protéine-kinases comprenant 3 groupes: Les ERKs (extracellular signal regulated
kinases), la c-Jun terminal kinase (JNK) (stress activated protein kinase) et la p38 MAP
kinase (p38) (Bennett et al. 1997; Burgen, 2000). Les MAP-kinases s'activent les unes les
autres en cascade, par exemple, la MAP-kinase est activée par une MAP-kinase-kinase,
elle-méme activée par d'autres: MAP-kinase-kinase, MAP-kinase-kinase-kinase
(Bogoyevitch, 2000). Les MAP kinases sont le point de convergence de différentes voies
de signalisation. Activées, celles-ci transmettent en aval les signaux en phosphorylant
différentes protéines cytoplasmiques et nucléaires dont des protéines kinases et des
protéines contrdlant l'expression des génes codant, entre autre, pour la synthése de
cytokines (Cobb, 1999). Dans les cellules neuronales, la voie de signalisation des MAP
kinases est couplée a certains facteurs de croissance comme le EGF qui stimule la
croissance cellulaire et le NGF (facteur de croissance neuronale) qui agit 4 la fois sur la
survie et la progression de la différenciation cellulaire (Burgen, 2000). L’activation de la
ERK1/2 MAP kinase implique la phosphorylation de résidus thréonine et serine et la
formation d’un complexe multiprotéique. Il en résulte un transfert de la forme
phosphorylée des ERKs dans le noyau et I’activation de 1’expression de génes spécifiques
(Ono et al. 2000; Olsson et al. 2001).

Les MAP kinases sont classées en fonction de leurs modes d’activations et de la
nature des acides aminés qui forment leurs sites d’activations (Burgen, 2000). Les MAP
kinases de type ERK 1/2 sont activées par le TPA et par des facteurs de croissance comme
PEGF (Haneda et al. 1999). Les MAP kinases c-Jun et les p38 sont activées par un

certain nombre de protéines de stress et par des cytokines (Sluss et al. 1994; Meilke et al.
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2000; Pawson et al. 1997). Une des voies d’activation de ERK1/2 passe par Ras qui joue
un réle important dans la transduction des signaux provenant des récepteurs tyrosine
kinase. Par des intermédiaires le signal aboutit a la protéine Ras en l'activant sous la
forme fixant le GTP (Jelinek et al. 1996; Morrison et al. 1997). Ceci provoque un
changement de conformation de la protéine, la rendant capable d'interagir avec Raf
(Kosako et al. 1992; Zheng et al. 1993a; 1993b). Activé, Raf phosphoryle et active les
deux protéines kinases MEK 1/2 et déclenche ensuite la voie compléte des MAP kinases
en phosphorylant les résidus tyrosines et thréonines de ERK1/2 (Michaud et al. 1997).
Une fois ’ERK1/2 activée, sa localisation subcellulaire est modifiée, I’enzyme
s’accumule dans le noyau en quelques dizaines de minutes. Il a été montré que cette re-
localisation nucléaire était nécessaire a la reprise du cycle cellulaire en réponse aux
stimuli mitogéniques (Cook et al. 1997; Brondello et al. 1997; Camps et al. 1998a;
1998b). Une fois dans le noyau les ERK/MAPK phosphorylent des facteurs trans-
activateurs (Cobb, 1999).

Les p38 kinases représentent une famille de 4 kinases homologues qui dérivent de
génes différents soit, la p38a. (Han et al. 1997), la p38B (Jiang et al. 1996), la p38y
(Cuenda et al. 1997) et la p388 (Goedert et al. 1997a; Goedert et al. 1997b; Wang et al.
1997). Les p38 kinases sont exprimées dans plusieurs tissus incluant le cerveau, elles sont
phosphorylées sur les résidus thréonine 180 et tyrosine 182 par 1’intermédiaire d’une
cascade de signalisation comprenant les MAP kinase kinases MKK3 et MKKG6
(Raingeaud et al. 1995; Mielke et al. 2000; Derijard et al. 1995; Lin et al. 1995;
Raingeaud et al. 1996). Les MAP kinase kinases MKK3 et MKK6 activent différemment
les isoformes des p38 kinases. La MKK6 active la p38a., 1a p38p et la p38y tandis que la
MKK3 active seulement la p38a et la p38y (Enslen et al. 1998). L’activation de la p38
kinase entraine la phosphorylation de plusieurs substrats cytoplasmiques comme la
MAPKAP3 et la MAPKAPS5 (MAP kinase activated protein kinase) (McLaughlin et al.
1996; Reynolds et al. 1997; Ni et al. 1998) et la Mnk1/2 (MAP kinase interacting kinase)
(Han et al. 1997; Wang et al. 1998. Mielke et al. 2000).

1.3.5.3.4.1 La famille des MAP kinases et I’apoptose
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Les inhibiteurs spécifiques de la voie de transduction du signal via la voie des
MAP kinases fournissent un outil précieux qui permet de préciser la ou les voies
impliquées dans I’apoptose (ERK, JNK. p38 ou l'ensemble de ces MAP kinases)
(Flamigni et al. 2001a; Flamigni et al. 2001b). Le r6le que peuvent jouer les différentes
voies de signalisations dans I’induction de 1'apoptose a été le sujet de nombreux travaux .
Généralement, la p44/42 MAP kinase, qui est activée par des facteurs de croissance a été
considérée comme un médiateur de la survie cellulaire (Dent et al. 1998; Bonni et al.
1999). A opposé, la p38 qui est activée par des cytokines et certains facteurs de stress
semble favoriser ’apoptose dans plusieurs modeles cellulaires (Berra et al. 1998;
Birkenkamp et al. 1999; Jun et al. 1999a; 1999b). Cependant, le role exact de la p38 reste
toujours controversé (Kong et al. 2000). En effet, tous les chercheurs n’interprétent pas
de la méme fagon l’implication de la p38 dans Pinduction ou la progression de
I’apoptose : pour certains la p38 jouent un rdle pro-apoptotique, alors que pour d’autres,

elle influence la survie cellulaire (Kong et al. 2000; Herrera et al. 2001).

La p38 joue un role dans I’apoptose induite par I’oxyde nitrique et le cis-platine
dans les neurones en provoquant la translocation de la protéine Bax dans les
mitochondries et contribue a I’induction de I’apoptose par les radiations ionisantes dans
les cellules de kératinocytes en provoquant la libération du cytochrome C dans le
cytoplasme (Huot et al. 1998; Ghatan et al. 2000). Certains travaux récents démontrent
également la capacité de la p38 a jouer un rdle important dans 1’induction de I’apoptose
(Herrera et al. 2001; Flamigni et al. 2001a). En effet, de nombreux stimuli qui induisent
’apoptose activent la p38, cette activation est synchronisée avec les modifications
morphologiques de la chromatine (Frasch et al. 1998; Karahashi et al. 2000).

1.3.5.3.4.2 La famille des MAP kinases et les jonctions
intercellulaires de type gap

La partie C-terminale de la Cx43 renferme des sites de phosphorylation pour de
nombreuses protéines kinases connues, incluant la PKC, La PKA, la Src kinase et la
MAP kinase (Lau et al 1992). Ces protéines kinases phosphorylent la Cx43 et pourraient

influencer la porosité des JICGs (Hossain et al. 1999). Divers travaux suggérent que la
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régulation des JICGs est corrélée a une phosphorylation post-transcriptionnelle de la
Cx43 (Warmn-Cramer et al. 2001). Ainsi, la phosphorylation des résidus serine, thréonine
et/ou tyrosine a été associée a une diminution des JICGs (Cai et al. 1998; Bruce-Staskal
et al. 2001). In vitro, la phosphorylation de la Cx43 au niveau du résidu serine semble
mettre en jeu entre autres, les MAP kinases activées par 'EGF (Warn-Cramer et al.
1998). En effet, Warn-Cramer et al. (1998) ont mis en évidence I’implication de la voie
de signalisation de Ras/Raf/MEK/MAP kinase dans la phosphorylation de la Cx43. La
phosphorylation de la Cx43 dans ce cas se produit, au niveau de trois résidus serine soit :
la Ser”®, Ser”” et Ser™™ (Warn-Cramer et al. 1998; Warn-Cramer et al. 2001). Dans les
cellules épithéliales il a été rapporté que la MAPK est responsable de
I’hyperphosphorylation de la Cx43 et I’inhibition des jonctions cellulaires de type gap
(Hossain et al. 1999).

1.3.5.3.5 Les céramides

La céramide, ou N-acyl-sphingosine, est un médiateur sphingolipidique généré
sous l'effet de certains agonistes par la voie de signalisation dite voie
sphingomyéline-céramide ou par synthése de novo (Tavarani et al. 2000). La voie
sphingomyéline-céramide consiste en I'hydrolyse par une sphingomyélinase neutre et/ou
acide de la sphingomyéline avec génération concomitante de céramide (Johns et al. 1999;
Han et al. 2000). La voie de transmission du signal dite "voie sphingomyéline-céramide"
apparait chez certains phénotypes comme une voie majeure de signalisation
intracellulaire, qui serait impliquée dans la médiation de phénoménes biologiques aussi
fondamentaux que la prolifération, la différenciation ou la mort cellulaire par apoptose
(Pahlavani et al. 2000; Levade et al. 1999). De nombreux agents extracellulaires, dont le
TNF (facteur de nécrose tumorale), IFN-gamma (interféron gamma), daunorubucine, et
les radiations ionisantes (des agents utilisés dans la thérapie des neuroblastomes), peuvent
stimuler cette voie en induisant I’hydrolyse de la sphingomyéline et la production, de
céramide (comme messager secondaire lipidique et un autre produit la phosphocholine)

(pour revue voir Liu et al., 1999; Nardini et al. 2001).
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La céramide est impliquée dans plusieurs maladies. En effet, plusieurs études ont
démontré qu’elle joue un rdle central dans le développement de plusieurs maladies
humaine incluant: ’athérosclérose, 1’inflammation, la résistance a I’insuline, le diabéte et
les maladies neurodégéneratives (Hannun et al. 1994; Mathias et al. 1998; Nardini et al.
2001). En accord avec ces études, d’autres résultats ont démontré que la concentration de
céramide augmente sensiblement lors de I’infection des lymphocytes T par le virus du
HIV, suggérant, un réle potentiel de ce lipide dans la progression de ’acquisition du
syndrome d’immunodéficience (Van Veldhoven et al. 1992; Rivas et al. 1993; Nardini et
al. 2001).

La voie de la céramide induit la signalisation cellulaire en activant diverses
cibles cellulaires incluant certaines isoformes de la PKC, des MAP kinases, des
phosphatases, des facteurs de transcription et des oncogénes (Raf, Myc et Rb) (Ballou et
al. 1996; Hannun et al. 1996; Mathias et al. 1998; Huwiler et al. 2001; Riboni et al. 2001)
(Figure 1.3). La concentration intracellulaire de céramide est aussi strictement régulée a
cause de la dualité de son effet qui, dépendamment de la dose, induit des effets différents
(Pahlavani et al. 2000). Plusieurs analogues de la céramide on été utilisés in vitro. Ces
analogues ont généralement des courtes chaines d’acides gras, comme la C2, la C6 et la
C8-céramide (pour revue voir Mathias et al. 1998). La C2-céramide (N-
acétylsphingosine) a cause de sa courte chaine d’acides gras, est plus perméable
comparée aux céramides naturelles qui ont des chaines plus longues (Liu et al. 1999).
L’exposition des cellules a la C2-céramide mimique I’effet d’une élévation de céramide
endogéne et permet donc de produire la concentration en céramide nécessaire a
Pinduction d’une réponse cellulaire contrblée soit I’effet apoptotique ou 1’arrét de la

prolifération (Han et al. 2000).
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1.3.5.3.5.1 Les céramides et ’apoptose

L’induction et la régulation de l'apoptose n'est pas uniquement liée a I'activité des
protéines de la famille de Bcl-2, de la p53 et des caspases (Snider et al. 1997; Salvesen et
al. 1997; Zhivotovsky et al. 1999). Il existe d'autres déterminants importants de la voie
d'apoptose au nombre desquels la céramide (Hannun et al. 2000; Engdal et al. 2001). En
1993, Obeid et al. ont démontré que la C2-céramide induit une perturbation du
cytosquelette, une altération de la réplication et de la réparation de I’ADN, une
fragmentation nucléaire et la désintégration de la cellule, qui sont des caractéristiques
typiques de 1’apoptose. Ces résultats ont été confirmés par divers travaux démontrant que
la céramide est impliquée dans le processus apoptotique (Harada-Shiba et al. 1998;
Sillence, 2001; Vanblitterswijk et al. 2001). En effet, de nombreux facteurs de stress
comme les radiations ionisantes et le H,O, (peroxyde d'hydrogéne) induisent I’apoptose
en association avec une augmentation rapide de la céramide endogéne (Verheij et al.

1998; Liu et al. 1999).

La céramide induit l'apoptose par une voie indépendante de la voie de
signalisation de la pS3 par activation de la caspase 3 (Yoshimora et al. 1998). Cette
derniére active alors, la cascade pro-apoptotique de la kinase JNK/SAP (Cuvillier et al.
1998; Maurer et al. 1999). D’autres résultats plus récents ont montré que I’augmentation
de la concentration de céramide dans des cultures primaires de neurones, induit une
production mitochondriale de radicaux libres. Cet événement est immédiatement suivi de
la translocation du facteur de transcription NF-kB dans le noyau. Ceci suggére que la
production des radicaux libres et I’activation de NF-kB sont des événements précoces du
processus apoptotique, alors que le dysfonctionnement mitochondrial est un processus
plus tardif (Nardini et al. 2001). Le r6le du facteur de transcription NF-kB dans le
processus apoptotique induit par les céramides reste encore trés controversé et peut aller
d’un rdle protecteur & un réle activateur, et dépend probablement du phénotype cellulaire
(Aggarwal et al. 1997; Nardini et al. 2001).
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1.3.5.3.5.2 Les céramides et la protéine kinase C

Plusieurs faits suggérent I’implication des certaines isoformes de PKC dans la
transmission du signal induit par les céramides (Liu et al. 1999). En effet, Certains
activateurs de PKCs comme les esters de phorbol et le diacyl glycérol inhibent I’abilité de
la céramide a induire I’apoptose, tandis que certains inhibiteurs de PKC augmentent cet
effet (Levade et al. 1999). Jusqu’a maintenant, peu de travaux ont été faits sur 1’étude du
role de la PKC dans la régulation de la production de céramide (Han et al. 2000). Certains
inhibiteurs de la PKC agissent sur la sphingomyélinase neutre, ce qui suggére que la PKC
joue un rdle important en régulant I’activité basale de la sphingomyélinase (Chmura et al.
1996a; 1996b; Chmura et al. 1997). Ces observations coincident avec d’autres études qui
rapportent que le TPA inhibe la génération de la céramide ainsi que I’induction de
Papoptose dans les cellules endothéliales irradiées (Goldkorn et al. 1998; Garzotto et
al.1998). Certains travaux démontrent également la capacité de la céramide a prévenir la
translocation des protéines G et des phospholipases D du cytoplasme jusqu’a la
membrane (Abousalham et al. 1997; Chen et al. 2000). En effet, la céramide inhibe la
capacité du phorbol ester d’induire P’activation de la phospholipase D mais sans
empécher la translocation de la PKC (Venable et al. 1996). Enfin, de fagon générale,
divers travaux rapportent que plusieurs isoformes de PKC (Alpha, Beta, Delta, Epsilon et
Zeta) sont impliquées dans la voie de signalisation induite par la céramide, cependant,
I'implication d’une ou I’autre des isoformes semble spécifique du phénotype cellulaire
(Abousalham et al. 1997; Tanabe et al. 1998; Galve-Roperh et al. 1997; Han et al. 2000).

1.3.5.3.5.2 Les céramides et la famille des MAP kinases

Les cascades des MAPK kinases interviennent au niveau de différentes étapes de
la transduction du signal depuis la surface de la cellule jusqu'au noyau (Flamigni et al.
2001a; Flamigni et al. 2001b). La premiére voie est fortement stimulée par des signaux de
croissance conduit & l'activation des MAPK/ERK kinases et traduit un message
mitogénique. Les autres voies sont principalement activées en réponse a différents stress

cellulaires, tels que les coupures de I'ADN ou l'action du TNFa, et conduisent a
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l'activation des SAPK/JNK et des p38 kinases (Robinson et al.1997; Dhanasekaran, 1998;
Dhanasekaran et al. 1998). La céramide semble induire [’activation des voies de
signalisation de ERK/MAPK (Gulbins et al. 1996a; Gulbins et al. 1996b; Modur et al.
1996). En effet, le traitement de certaines lignées cellulaires avec la céramide provoque
une augmentation intracellulaire de I’activité des ERKs (Suchard et al.1997; Liu et al.
1999; Conway et al. 2000).

Par ailleurs, d’autres études ont également rapporté que I’induction de I’apoptose
par les céramides est spécifiquement liée a I’activation de la voie de signalisation
Rafl/ERK (Suchard et al. 1997; Blazquez et al. 2000). Ces observations sont compatibles
avec le fait que la céramide est un cofacteur lipidique qui agit indirectement sur
I’activation de la voie de signalisation de ERK/MAP kinase (Basu et al. 1998; Guzman et
al. 2001). Toutefois, ’activation des voies de signalisation des MAP kinases par les
céramides parait trés complexe et implique plusieurs signaux ainsi que la réponse de

certaines protéines spécifiques (Liu et al. 2001).

1.3.5.3.5.2 Les céramides et les jonctions intercellulaires
de type gap

L’importance que jouent les jonctions intercellulaires de type gap ainsi que les
céramides dans les différents processus physiologiques nous améne a penser a I’existence
potentielle d’un lien entre les deux. En effet, les céramides et les JICGs jouent des rdles
communs dans plusieurs réponses cellulaires comme I’apoptose, la différenciation
cellulaire et I’arrét du cycle cellulaire. Donc, il apparait important d’identifier si des liens
relient ces deux mécanismes directement ou indirectement et si la régulation de la voie de
signalisation par les céramides et le contrdle des jonctions intercellulaires de type gap

relévent de processus communs.



2. MATERIELS ET METHODES
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2.1 Culture des cellules IMR-32

2.1.1 Conditions générales

Les cellules IMR-32 et les cellules C6 ont été cultivées selon le protocole établi
par Tumilowicz et al. (1970). Les cellules sont cultivées & 37 °C, dans une atmosphére
contenant 5 % de CO», et dans un milieu complet MEM ou "Minimum essentiel medium’,
(Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) contenant 10 % de sérum feetal bovin (FBS)
(Gibco BRL), préalablement inactivé 30 min & 56 °C, ainsi que 100 U/ml de pénicilline,
100 pg/ml de streptomycine, 0.24 pg/ml de gentamycine, 1 % de pyruvate de sodium
(100 mM), 1 % de sodium nucléosides, 1 % d’acides aminés non essentiels et 1 % de

glutamine (100 mM) (Gibco BRL).

Lors de la trypsinisation et du passage des cellules, le milieu de culture est retiré
des boites de Pétri (Gibco BRL) et les cellules sont lavées une fois avec une solution
saline tamponnée (PBS sans calcium ni magnésium) (Gibco BRL) et incubées 1 min a 37
°C en présence de 0.5 ml d'une solution de trypsine 0.25 % p/v-EDTA 5 mM (Gibco
BRL). La réaction de trypsinisation est arrétée par addition d'un volume équivalent de
milieu complet. Les cellules sont ensuite récupérées dans un tube conique par
centrifugation &4 1000 (centrifugeuse Beckman GPR) pendant 5 min. Les cellules sont
comptées avec un hémacytométre sous un microscope optique par la méthode
d’exclusion du trypan bleu puis réensemencées a raison de 2 x 10* et/ou 1x 10° cellules
dans des plaques de six puits, des fioles de 25 cm? ou des boites de pétri de 100 mm

(Gibco BRL), selon le type d’expérience.
2.1.2 Evaluation de la prolifération cellulaire

Les cellules sont mises en culture comme indiqué dans le paragraphe précédent

dans des plaques de 96 puits (Sarstedt) contenant 2x10* cellules par puits. Les cellules
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sont rincées 2 fois avec 250 pl de PBS. Ensuite, 100 pl de tampon de lyse (0.02 % de
SDS dans 1x SSC) préparé a partir d’une solution stock de 20 x SSC (157.3 g de NaCl et
88.2 g d’acétate de sodium, préalablement maintenue & la température de la piece) est
ajouté dans tous les puits exceptés ceux réservés a I’ADN standard. Les plaques sont
ensuite incubées a 37 °C pour 1 heure. Aprés I’incubation, 100 pul d’ADN (40 pg/ml) est
ajoutée aux puits réservés a I’ADN standard. Un volume de 100 pl du réactif de Hoechst
33258 (4.0 pg/ml dans 1 X SSC) (Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis, Mo,
USA) est ajouté a chacun des puits de la plaque et le tout est agité doucement pendant 5
min & 37 °C. Le nombre des cellules est déduit de I’intensité de fluorescence mesurée aux
longueurs d’onde suivantes : excitation 355 nm et émission 460 nm avec le CytoFluor™
2300/2350. L'intensité de fluorescence est directement corrélée a la quantité d’ADN (le -
réactif de Hoechst fluorescent quand il est lié & I’ADN) et donc indirectement
proportionnel au nombre de cellules. Des courbes standards permettent de connaitre le

nombre de cellules par rapport aux mesures d’intensité de fluorescence.
2.1.3 Différenciation cellulaire

La différenciation neuronale des cellules IMR-32 est établie de la fagon suivante.
Au jour zéro du protocole de différenciation, 1x10° cellules IMR-32 sont ensemencées
dans des pétris de culture ou dans des fioles de 25 cm? dans le milien MEM contenant 10
% de FBS. Aprés 24 heures d'incubation, le milieu de culture est retiré et remplacé par un
milieu contenant soit 0.5 mM de 8-Br-cAMP (Boehringer Mannheim, Dorval, Québec,
Canada) ou 1 pM d'acide trans rétinoique (tRA) (Sigma-Aldrich Chemical Company) ou
la combinaison des deux. Les cellules IMR-32 traitées sont incubées pendant des durées

croissantes selon les expériences.

2.1.4 Traitement cellulaire

Environ 5 x 10° cellules sont ensemencées dans des boites de pétris de 100 mm de
diamétre, cultivées a 37 °C, et traitées 24 heures plus tard. Les inhibiteurs suivant ont été
utilisés durant ce travail: Bisindolylmaleimide GF 109203X (4.0 uM), Go6983 (1 uM),
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Go6976 (160 nM), TPA (100 nM), H7 (200 pM); staurosporine (250 nM); SB202190
(25 uM ); PD98059 (25 uM) et C2-céramide (25 et 100 uM). L’accroissement des
populations cellulaires est analysé a différents temps de traitement et cela apres
exposition aux effecteurs cités ci-dessus tel que décrit dans les sections 2.1.1 et 2.1.2.
Pour les traitements combinés, les cellules sont traitées durant 24 heures par des solutions
d’effecteurs, aux concentrations données ci-dessus, suivi d’un traitement par un second

effecteur exemple la C2-céramide.

2.2 Technique de cytométrie de flux

Les cellules traitées et non traitées sont trypsinisées et énumérées tel que décrit
plus haut. Les cellules sont ensuite reparties a raison de 1x10° dans des tubes a essai,
lavées deux fois avec un tampon phosphate PBS contenant 1 % d’albumine de sérum
bovin (BSA) (Boehringer Mannheim, Dorval, Québec, Canada) et 0.02 % d'azide de
sodium (Sigma-Aldrich Chemical Company) centrifugées a 500 x ga 4 °C pendant 5 min
et fixées par une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur la
glace. Les cellules fixées sont ensuite lavées avec la solution de PBS/BSA deux fois
comme décrit auparavant. Aprés la préparation de I’anticorps aux dilutions adéquates
(Table 2.1), on ajoute un volume de 100 pl d’anticorps primaire par tube. L’ensemble est
incubé a la température de la piéce pendant 30 min. Les cellules sont lavées deux fois
avec le tampon précédant et mises en présence de 100 pl du second anticorps conjugué a
la fluorescéine (FITC) (Chemicon International Inc., Tenecula, Ca, USA) puis incubées a
la température de la piéce pendant 30 min & ’abri de la lumiére. Les cellules sont de
nouveau lavées deux fois pour éliminer I’excés d’anticorps, resuspendues dans le méme

tampon et conservées & I’obscurité jusqu’a leur analyse.

2.3 Immunofluorescence

Les cellules sont cultivées dans des boites de pétri de 35 mm de diamétre sur des

lamelles (Bellco Glass, Inc. Vineland, NJ, USA). Les lamelles sont préalablement traitées
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au NaOH 1 M pendant 4 heures. Aprés neutralisation avec une solution HCl 1 N et
lavage a I’eau distillée courante pendant 30 min, elles sont stérilisées au four a une
température de 125 °C pendant 4 heures. Les cellules sont cultivées sur les lamelles et
incubées a 37 °C jusqu’a sub-confluence. Aprés lavage au PBS, les cellules sont fixées
avec une solution de 4 % paraformaldéhyde dans du PBS (Sigma-Aldrich Chemical
Company) pendant 20 min. Les sites non spécifiques sont bloqués avec une solution de
BSA 1 % (p/v) dans du PBS. Les cellules sont ensuite exposées & une solution
d’anticorps primaires, dilués aux concentrations adéquates dans du PBS (Table 2.1),
pendant 1 heure a 37 °C. Aprés 3 lavages au PBS les cellules sont exposées a I’anticorps
secondaire anti-immunoglobuline couplé a un fluochrome Alexa (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, USA) dilué dans du PBS pendant 1 heure 4 37 °C. Aprés 3 lavages et séchages,
les lamelles sont déposées sur une goutte de milieu de montage (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, USA). Les cellules sont examinées a 1’aide d’un microscope a épi-fluorescence
et contraste de phase (IMT2-NIC2 Olympus ou UFX-DX Nikon ) ou bien a I’aide d’un
microscope confocale équipé d'un microscope MRC-1000 (Bio-Rad) qui posséde 2
lasers: laser U.V. (Argon Ion): excitation : 351 nm, 488 nm et 514 nm, laser visible
(Krypton Argon): excitation: 488 nm, 568 nm et 633 nm. Ensuite, les cellules sont
photographiées en utilisant une combinaison appropriée de filtres, pour la détection du

fluochrome utilisé, & 1’aide d’un caméra 35 mm équipé d’un film Ektaktachrome 400.

2.4 Reconnaissance de I’apoptose par la méthode de Hoechst

Par cette méthode, on utilise le fait que I’apoptose s’accompagne d’une
condensation de ’ADN. Les cellules contrdle ou traitées avec les différents effecteurs
sont rincées avec du PBS, et fixées par 4 % paraphormaldéhyde dans du PBS pendant 20
min. Aprés 3 lavages au PBS les cellules sont exposées 4 une solution de 1 pg/ml du
fluorochrome de Hoechst 33258 dilué dans du PBS pendant 10 min. Les cellules ont été
ensuite lavées 3 fois avec du PBS pendant 5 min et examinées a 1’aide d’un microscope a
épi-fluorescence et contraste de phase (IMT2-NIC2 Olympus) équipé du filtre approprié

et associé a un programme d’imagerie (Image-Pro Plus 3).
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Table 2.1 Les différents types d’anticorps utilisés, leurs provenances et leurs

dilutions pour la cytométrie de flux, I'immunofluorescence et I’'immunobuvardage

Nom Dilutions Provenance

Anti-N-Myc 1:250 Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, USA
Anti-PKC 1:250 "

Anti-TrkA 1:250 "

Anti-p53 1:250 "

Anti-p21 1:250 "

Anti-Mdm2 1:250 "

Anti-Cx43 1:250 Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, USA
Anti-Cx43 1:50 Zymed Lab., San Francisco, Ca, USA
Anti- NSE 1:50 Chemicon International Inc., Tenecula, Ca, USA
Anti-NF 200 et 68 1:50 "

Anti-H-ras 1:50 "
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2.5 Analyse des communications intercellulaires par la technique du

“scrape loading”

L’évaluation directe de la perméabilité des jonctions intercellulaires de type gap
est effectuée a I’aide d’un colorant fluorescent de faible poids moléculaire le jaune de
Lucifer (445) (Sigma-Aldrich Chemical Company), auquel les cellules sont
imperméables (Trosko et al. 2000a; 2000b). La monocouche de cellules est lésée par une
entaille faite par un scalpel dans la couche cellulaire en présence d’une solution de 0.5 %
de jaune de Lucifer dissout dans du PBS et incubée a I’abri de la lumiére pendant 10 min.
Les cellules l1ésées se chargent de colorant fluorescent qui ne peut se propager aux
cellules avoisinantes qu’a travers les canaux intercellulaires de types gap. Aprés 3
lavages au PBS, les cellules sont fixées avec une solution de 4 % paraphormaldéhyde
dilué dans du PBS pendant 30 min et lavées 3 fois avec du PBS. L’ensemble est examiné

au microscope a épi-fluorescence tel que décrit a la section 2.3.

2.6 Technique d’incorporation des anticorps

Les cellules (1 x 10%) sont mises en suspension dans 30 pl du milieu MEM sans
sérum contenant 10 pl d’anticorps anti-PKC et 20 pl de solution hypertonique composée
d’un mélange de polyéthyléne glycol (PEG) et de sucrose selon les instructions du
vendeur (Molecular Probes, Inc., Eugene, USA). Le tout est ensuite incubé pendant 10
min a une température de 37 °C. Un volume de 1 ml d'une solution hypotonique (milieu
cellulaire sans sérum et eau déionisée dans un rapport de 6 : 4) est ensuite ajouté. Le tout
est transféré, dans un tube conique contenant 2 ml de la solution hypotonique, pour
ensuite étre incubé 2 min a 37 °C et centrifugé 2 min 4 2000 g (Beckman GPR). Enfin, le
surnageant est retiré et les cellules sont resuspendues dans du milieu de culture MEM

(voir Figure 2.1).
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Figure 2.1 Représentation de la technique de la lyse osmotique des vésicules
pinocytiques

(A) Les cellules sont cultivées dans du milieu (MEM). (B) Le milieu est remplacé par la

solution hypertonique (contenant l'anticorps), ce qui favorise la formation de vésicules,

qui transportent l'anticorps, (C) Ensuite, les cellules sont exposées & une solution

hypotonique, ce qui fait éclater les vésicules dans la cellule. (D) Finalement, les cellules

incorpore l'anticorps et peuvent étre remises en culture.

2.7 Extraction des protéines et immunobuvardage

2.7.1 Extractions des connexines

Les cellules sont cultivées tel que décrit dans la section 2.1. A confluence, les
cellules sont lavées avec du PBS sans Ca®* et Mg®*. Les connexines sont extraites par la
technique de Brissette et al. (1991). Les cellules sont lysées par 0.375 ml de tampon de
lyse hypotonique (0.1 M NaHCOs3, pH 7.0) contenant différent inhibiteurs de protéases et
de phosphatases (1 mM de phénylméthylsulfonylfluorure, 1 mM d’orthovanadate de
sodium, 10 mM de pyrophosphate de sodium et 1 mM de leupeptine). A I’aide d’une
mini-spatule caoutchoutée les cellules sont ensuite transférées dans un tube eppendorf.
Un volume de 0.375 ml de NaOH 40 mM fraichement préparé est ajouté a chaque tube.
L’ensemble est bien mélangé, incubé sur la glace pendant 30 min et centrifugé a 14 000 g
pendant 30 min. Les culots cellulaires sont relavés avec le tampon NaHCO; telle que

décrit auparavant puis recentrifugés pendant 30 min. La quantification des protéines est
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effectuée selon la méthode de Bradford (1976), en utilisant le réactif commercial de Bio-

Rad selon les instructions du fournisseur (Bio-Rad, Mississauga, Ont. Canada).
2.7.2 Extraction des protéines

Les cellules sont traitées tel que décrit dans la section 2.1.4. Aprés 24 heures
d’incubation dans un milieu complet, les cellules sont rincées avec du PBS sans Ca®™ et
Mg?*. Le PBS est retiré, les cellules sont grattées dans 0.6 ml du tampon RIPA (1 %
Nonidet P-40; 0.5 % sodium déoxycholate et 0.1 % SDS) contenant les inhibiteurs
leupeptine 0.7 pg/ml, aprotinine 30 pg/ml et phénylméthylsulfonylfluorure 20 pg/ml
(Sigma-Aldrich Chemical Company). La suspension de cellules est ensuite incubée
pendant 30 min sur la glace et centrifugée a 14 000 g pendant 20 min. Les surnageants

des extraits cellulaires représentent 1’extrait cellulaire total.

2.7.3 Immunoprécipitation

Les cellules traitées et non traitées sont lavées avec du PBS sans Ca** et Mg,
puis lysées par 1 ml de tampon de lyse (50 mM Hepes, pH 7.5; 1 % Triton X-100; 50
mM NaCl, 1 mM de phénylméthylsulfonylfluorure, 1 mM d’orthovanadate de sodium, 10
mM de pyrophosphate de sodium et 1 mM de leupeptine) et incubées sur la glace pendant
10 min. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation & 10 000 g pendant 10 min.
La quantification des protéines est effectuée selon la méthode de Bradford, tel que décrit
auparavant (section 2.7.1), et 1 ml d’extrait cellulaire et incubé en présence de 1 ug
d’anticorps anti-connexine 43 (Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, USA) pendant
1 heure a 4 °C. Le complexe formé est récupéré par précipitation avec la protéine A-
agarose (Santa Cruz Biotechnology Inc.) et lavé 4 fois avec le tampon RIPA (1 %
Nonidet P-40; 0.5 % sodium déoxycholate et 0.1 % SDS, 0.7 pg/ml, aprotinine 30 pg/ml
et phénylméthylsulfonylfluorure 20 pg/ml) (Sigma-Aldrich Chemical Company).
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2.7.4 Klectrophorése des protéines (SDS-PAGE)

Les protéines sont séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS) selon la méthode de Laemmli (Laemmli et
al. 1985). Un gel de séparation de 12.5 % est préparé avec un mélange d’acrylamide:
bisacrylamide (30:1), (Bio-Rad) dans un tampon contenant 0.1 % (p/v) SDS, 0.375 M
Tris-HCI, pH 8.8; 0.03 % (v/v) TEMED et 0.07 % (p/v) persulfate d’ammonium. Avant
d’étre déposés sur le gel, les échantillons resuspendus dans du tampon de chargement
(0.625 M Tris pH 6.8 contenant 2 % (p/v) SDS, 5 % (p/v) B-mercaptoethanol, 10 % (v/v)
glycérol et 0.02 % (p/v) de bleu de bromophénol) ont été chauffés a 100 °C pendant 1
min, puis chargés sur le gel de compaction (5 % de polyacrylamide dans 0.5 M Tris pH
6.8, 0.03 % (v/v) TEMED et 0.07 % (p/v) persulfate d’ammonium). L’électrophorése est
réalisée dans un tampon contenant 0.025 M tris-HCI pH 8.3, 0.2 M glycine et 0.1 % (p/v)
SDS pendant une période de 60 min a 100 mvolts.

2.7.5 Electrotransfert

L’électrophorése terminé, les gels de polyacrylamides sont ensuite transférés sur
une membrane de nitrocellulose en utilisant un appareil trans-blot (Trans-Blot transfer
mini,Bio-Rad, Mississauga, Ont. Canada). Le transfert de protéine est effectué sous un
voltage constant de 100 volts pendant 60 min dans un tampon de transfert (25 mM
Tris-HCl, 192 mM glycine, 20 % MeOH) de pH 8.2.

2.7.6 Immunodétection

La membrane de nitrocellulose est incubée 4 la température ambiante pendant 30
min a la température de la piéce dans une solution de 1 % d’albumine bovine dans du
TBST (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.05 % Tween-20). Cette solution de blocage
est ensuite remplacée par la solution d’anticorps primaire dilué dans un tampon TBST et

mise & incuber avec la membrane pendant 1 heure a la température de la piéce. Aprés 3
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lavages de 5 min avec du TBST afin d'enlever toute trace d’excés d'anticorps primaire, la
membrane est exposée a I’anticorps secondaire anti-IgG conjugué a la phosphatase
alcaline, dilué¢ 1:5000 dans du TBST, puis incubée a la température ambiante durant 1
heure avec agitation. La membrane est ensuite lavée 3 fois pendant 5 min avec le tampon
TBST puis transférée dans une solution de substrat chromogéne (2 mg nitro-tetrazolium
blue et 4 mg de 5 bromo, 4 chloro, 3 indolylphosphate dans 20 ml de tampon de réaction
(100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl1,, 0.02 % sodium azide) pour la
révélation. Aprés une incubation de 4 a 10 min & la température ambiante la réaction est
arrétée par immersion dans une solution d’acide acétique a 5 %. L’analyse

densitométrique est réalisée avec le logiciel Image-Pro Plus 3.

2.8 Extraction de ’ARN et analyses par RT-PCR

2.8.1 Extraction de PARN

Les cellules d’IMR-32 sont cultivées dans des plaques de pétri et traitées comme
décrit plus haut. Apres la période de traitement appropriée, les cellules sont lavées avec
du PBS, préparé avec de I’eau traitée avec du diéthylpyrocarbonate (DEPC) pour
inactiver les ARNases et récoltées avec un policeman dans des tubes eppendorff de 1.5
ml dans des conditions dépourvus d’ARNases. L’ARN est extraite & I’aide du kit de
Qiagen Rneasy pour I’isolation de I’ARN total des cellules eucaryotiques et des tissus
selon les recommandations du fournisseur (Qiagen, Canada). Briévement, 600 pl de
tampon de lyse RTL est ajouté aux cellules et I’ensemble est homogénéisé par passage a
travers une seringue de 21 jauge 10 fois sur la glace. Ensuite, 600 pl d’une solution
d’éthanole 70 % est ajoutée a I’homogénat. Le tout est mélangé puis appliqué a une
colonne RNeasy et centrifugé 15 secondes & 10 000 g. La méme colonne est lavée avec
700 pl du tampon de lavage RW1 par une centrifugation de 15 secondes a 10 000 g. La
colonne est placée dans un tube de collection de 2 ml et lavée deux fois avec 500 pl de
tampon de lavage RPE. Finalement, la colonne est transférée dans un nouveau tube de

collection de 1.5 ml et ’ARN est éluée avec 30 pl d’eau traitée au DEPC par une
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centrifugation de 1 min & 10 000 g. L’ARN obtenu est quantifié par mesure de
I’absorbance a 260 et 4 280 nm. Une unité de densité optique est considérée égale a 40
pg/ml d’ARN. Le rapport de 260/280 pour tous les échantillons d’ARN est supérieur ou
égal a 1.9, indiquant la pureté de I’ARN obtenu.

2.8.2 Traitement de PARN total

Afin d’enlever toute trace d’ADN génomique qui peut contaminer I’ARN totale,
10 unités de Dnase I dans son tampon approprié (Boehringer Mannheim) sont ajoutée a
chaque 5 pg d’ARN puis le tout est incubé 4 37 °C pour 1 heure. Avant de procéder au

RT-PCR, la DNAse est inactivée par une incubation 4 65 °C pour 15 min.
2.8.3 Analyses par RT-PCR
2.8.3.1 Préparation de ’ADN complémentaire (ADNCc)

A partir de I’ARN obtenue, I’ ADNc est synthétisé en utilisant les amorces random
et la transcriptase inverse du kit d’ Amersham Pharmacia Biotech selon les instructions du
fournisseur (Amersham Pharmacia Biotech, Canada). Briévement, 2 pg d’ARN total est
placé dans un tube et ramené & un volume de 8 pl par addition d’eau traitée avec du
DEPC. Ensuite, la solution d’ARN est incubée & 65 °C pendant 10 min et placée sur de la
glace. Le mélange de réaction «Bulk first stranded ¢c-DNA » qui contient déja les
oligonucléotides, la reverse transcriptase, le Mg*" et le tampon sont ensuite homogénéisés
et 5 pl est ajouté a la solution d’ARN ainsi que 1 pl de DTT et 1 ul des amorces Random
pd (N)s. L’ensemble est mélangé par pipettage et incubé a 37 °C pour 1 heure. La

premiére chaine d’ ADNCc est ainsi formée.
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2.8.3.2 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La premiére chaine d’ADNc obtenue est chauffée a 90 °C pendant 5 min pour
dénaturer le brin duplex ARN-ADNCc et inactiver la transcriptase inverse. Le tout est
refroidi sur la glace. 15 pl d’ADNc sont ajoutés au mélange réactionnel qui contient une
concentration finale de 10 mM Tris-Hcl, pH 8.3, 50 mM KCL, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
de chacun des oligonucléotides dATP, dGTP, dCTP et dTTP, 0.5 mM de chacune des
amorces du géne humain de la Cx43 (Amorce 5’GCGTGAGGAAAGTACCAAAC 3’ et
I’amorce 3’GGGCAACCTTGAGTCTTCC 5°), et 2.5 U de la Taq polymerase
(Pharmacia), dans un volume finale de 20 pl. Le mélange est chauffé a 95 °C pendant 30
sec dans un thermocycler de marque Perkin-Elmer-Cetus. L’amplification comporte 35
cycles séquentiels a 95 °C pendant 20 secondes, 58 °C pendant 40 secondes et 72 °C
pendant 40 secondes, suivi d’une incubation pour 7 min 4 72 °C. Les produits de PCR
sont analysés par une électrophorese sur gel d’agarose a 1.5 % sous un voltage de 100 V
pendant 30 min en présence de Bromure d’Ethidium. Les gels sont photographiés par un
film Kodak 1700. La taille attendue du fragment amplifié par les amorces utilisées est de

506 bp.

2.9 Analyse statistique

Les valeurs sont rapportées sous formes de moyenne + écart type. L’analyse de
variance a un critére de classification (ANOVA) suivi du test de Tukey ou bien le Test-t
de Student ont été utilisés pour analysés les donnés. Une valeur p < 0.05 a été considérée

comme significatif.



3. RESULTATS
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3.1 L’expression des connexines et la fonction des JICGs dans les
cellules IMR-32

Durant l'embryogenése les neuroblastes du systéme nerveux périphérique d’ou
dérivent les neuroblastomes expriment la Cx43, la Cx26 et, aprés la naissance, la Cx32
(Rozental et al. 1998). Le patron cinétique de I'expression de ces connexines ainsi que

leurs fonctions sont régulées selon le stade embryonnaire (Bruzzone et al. 1997).

Le but de ce travail étant d’étudier les JICGs dans la lignée de neuroblastome
IMR-32, nous avons commencé par détecter la présence des connexines protéines qui
forment les JICGs dans cette lignée cellulaire. L'expression de la connexine 43 a ét¢
démontrée dans les cellules de neuroblastome IMR-32. L'analyse par immunobuvardage
de la Cx43 d’un extrait cellulaire d’IMR-32 en prolifération a montré que ces cellules
expriment la Cx43 (Figure 3.1A, 3.1B). Dans la Figure 3.1B, nous avons utilisé un
anticorps (Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, USA) qui ne précipite qu’une seule
forme de connexine dont la masse moléculaire correspond 2 la forme non phosphorylée
(NP) (43 kDa) (Orsino et al. 1996; Kanemitsu et al. 1997). Dans la Figure 3.1A ou un
anticorps reconnaissant la forme non phosphorylée et les deux formes phosphorylées P1
et P2 est utilisé (Zymed Laboratories, San Francisco, Ca, USA) (Hosny et al 1998,
Martin et al. 1998), on observe trois bandes, soit la forme non phosphorylée et les deux

formes phosphorylées.

Puisque, cette phosphorylation suggére ’implication potentielle des protéines
kinases dans la régulation des JICGs dans ces cellules et que les formes phosphorylées
ont été souvent associées a une fermeture des JICGs nous avons, étudié la fonction des
JICGs par la technique de chargement par grattage. Cette technique consiste & léser les
cellules en culture par un ou deux traits de scalpel et de les incuber dans une solution
contenant un colorant fluorescent de petit poids moléculaire (jaune de Lucifer) auquel les
cellules ne sont pas perméables. Ainsi, seules les cellules lésées vont se charger en
colorant. Le passage du colorant vers les cellules voisines ne peut se faire que par les
jonctions intercellulaires de type gap. Le chargement par le fluorochrome jaune de

Lucifer par incision des cellules IMR-32 en prolifération a montré que juste les cellules
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Figure 3.1 Profil d’expression de la connexine 43 dans les cellules de neuroblastome
IMR-32

(A) Analyse par immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules de
neuroblastome IMR-32, (B) immunoprécipitation de la Cx43 dans les extraits des cellules
de neuroblastome IMR-32.

Détection de 1’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 (1) et dans les cellules
gliales C6 transfectées par la Cx43 (contrdle positif) (2).

25 pg d’extraits protéiques d’IMR-32 et C6 sont soumis & une électrophorése
dénaturante, transférés sur une membrane de nitrocellulose, révélés par
immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique anti-Cx43 reconnaissant la
forme non phosphorylée (NP) et les deux formes phosphorylées P1 et P2 (A) (Zymed
Lab., San Francisco, Ca, USA) ou juste la forme non phosphorylée (B) (Santa Cruz
Biotechnology Inc. Santa Cruz, USA) et détectés par un anticorps secondaire conjugué a
la phosphatase alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.7).
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lésées deviennent fluorescentes sous le microscope et non les cellules avoisinantes
(Figure 3.2). Ces résultats suggérent que les JICGs ne sont pas fonctionnelles dans la

lignée de neuroblastome IMR-32 malgré 1’expression de la Cx43.

Le dysfonctionnement de la communication cellulaire peut étre di soit a un
blocage au niveau de I’ouverture du canal lui-méme soit & 1’absence des protéines

(connexines) formant les canaux au niveau membranaire.

En utilisant la technique d’immunofluorescence nous avons déterminé la
localisation intracellulaire de la Cx43 dans les cellules d’IMR-32 en prolifération. La
Figure 3.3 indique que la Cx43 est absente de la membrane plasmique et est présente
dans le cytoplasme au niveau de la partie perinucléaire. Ceci suggére que les JICGs sont
défectueux dans les cellules IMR-32 a cause d’une altération de la localisation

intracellulaire de la Cx43.

3.2 L’induction de la différenciation dans les cellules IMR-32

Afin d’établir un modéle de différenciation des neuroblastomes, nous avons testé
I’effet de plusieurs composés inducteur de différenciation sur la lignée de neuroblastome
IMR-32. Plusieurs composés sont connus pour induire la différenciation dans les
neuroblastomes in vitro et in vivo. Parmi ces composés, on retrouve particuliérement les
rétinoides et les analogues de la cyclique AMP (Reynolds, 2000a; Malik et al. 2000;
Hewson et al. 2000; Hovland et al. 2001). Nous avons testé les effets de ces composants
seuls ou en combinaison sur la différenciation morphologique et moléculaire des cellules
de neuroblastomes IMR-32 afin de déterminer les conditions de culture et de traitements
optimaux pour induire la différenciation dans cette lignée. Sur le plan morphologique, un
traitement avec le tRA a une concentration de 1 uM pendant une semaine induit la
formation de neurites (Figure 3.4B) par comparaison avec le contrdle non traité (Figure
3.4A). Ce traitement induit aussi une diminution de la prolifération cellulaire d’environ

70+£5.4% (Figure 3.5). Une formation plus importante de neurites a
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Figure 3.2 Evaluation des communications intercellulaires dans les cellules de
neuroblastome IMR-32 en prolifération

L’évaluation directe du degré d’échange intercellulaire est effectuée a I’aide d’un
colorant le jaune de Lucifer. Les cultures cellulaires sont lésées par une entaille et
exposées pendant 10 min & une solution de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Apres
lavage au PBS, les cellules sont fixées dans une solution de 4 % paraformaldéhyde dans
le PBS pendant 20 min, lavées et montées dans un milieu de montage. L’ensemble est
examiné avec un microscope Nikon équipé du filtre approprié et photographié avec un
film kodak ektachrome 400 en contraste de phase en (A) et en épifluorescence en (B) tel
que décrit dans matériel et méthode (section 2.5). Barre: 25 pm.
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Figure 3.3 Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation de la
Cx43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans
la section matériels et méthodes. Les cellules fixées sont incubées avec un anticorps
primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire conjugué au fluorochrome Alexa.
Ensuite, les cellules sont montées, examinées avec un microscope Nikon équipé du filtre
approprié et photographiées avec un film kodak ektatachrome 400 en contraste de phase
en (A) et en épifluorescence en (B) tel que décrit dans matériels et méthodes (section
2.3). Barre: 6 um.
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Figure 3.4 Effet des inducteurs de la différenciation sur la morphologie des cellules
de neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie a contraste de phase de la morphologie des cellules de
neuroblastome IMR-32 non traitées en (A), traitées pendant une semaine avec 1 pM de
tRA (B), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (C) et la combinaison des deux (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.1.3).
Les cellules sont observées et photographiées en microscopie a contraste de phase. Barre:
50 pm.
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Figure 3.5 Effet des inducteurs de la différenciation sur la prolifération des cellules
de neuroblastome IMR-32

L’évaluation de la croissance des cellules de neuroblastome IMR-32 traitées avec: 1 uM
de tRA, 0.5 mM de 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux.

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm® dans des
conditions standards. 24 heures apreés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Le décompte cellulaire est fait a 1’aide d’un
hématocytomeétre sous un microscope a contraste de phase tel que décrit dans matériels et
méthodes (sections 2.1.2 et 2.1.3). Les données représentent les moyennes et les écarts-
types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significatif par rapport
au contrdle (* = p < 0.05, *** = p <0.0001).
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été observée lors du traitement par 0.5 mM de 8-Bromo-cyclique AMP (8-Br-cAMP), un
analogue perméable du cAMP qui mime son action endogéne (Figure 3.4C). L’exposition
des cellules au 8-Br-cAMP induit une diminution de la prolifération comparable a celle
induite par le tRA. La combinaison du 8-Br-cAMP et du tRA induit un effet additifs
d’une part sur la différenciation morphologique (Figure 3.4D), d’autre part sur la
diminution de la prolifération cellulaire (Figure 3.5). En effet, ce traitement combiné
induit la formation de neurites plus longs et une morphologie qui est semblable a celle
des neurones matures (Figure 3.4D). De plus, le traitement continu des cellules par le 8-
Br-cAMP en combinaison avec le tRA pendant une plus longue période (25 jours),
entraine une augmentation de la différenciation morphologique et moléculaire tel que

montré dans la section 3.4.

3.3 Caractérisation de la différenciation moléculaire dans les cellules
d'IMR-32

Les cellules neuronales partagent entre elles plusieurs propriétés communes: i- une
morphologie caractéristique: présence de neurites, axones et dendrites, dont la formation
dépend de l'action des cdnes de croissances et suppose des réorganisations
cytosquelettiques sous-jacentes, ii- I’apparition de macromolécules spécifiques et iii- le
retrait définitif et irréversible du cycle cellulaire (Reynolds, 2000a; Malik et al. 2000).
Comme 1’arrét de la division cellulaire n’est pas obligatoire a I’établissement de la
morphologie neuronale (Gomez et al. 1998), la caractérisation de la différenciation sur le

plan moléculaire était nécessaire.

3.3.1 Expression des marqueurs neuronaux

Les cellules de neuroblastomes sont originaires des cellules souches de
neuroblastes qui se différencient en neurones au cours du développement (Brodeur,
2000). Nous avons étudié l'expression de deux types de marqueurs neuronales dans les
cellules IMR-32 en cours de la différenciation. Ceux du cytosquelette tels que les
neurofilaments 200 (NF 200) et 68 (NF 68), des marqueurs caractéristiques des neurones

du systéme nerveux périphérique, et ceux qui caractérisent la fonction neuronale tel que
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I’énolase spécifique des neurones (NSE), la tyrosine hydroxylase (TH) et
I'acétylcholinésterase (ACTH). La toxine tétanique a été aussi utilisée pour confirmer la

nature neuronale de ces cellules.

L'expression des NF 200 et NF 68 dans les cellules différenciées et non
différenciées a été détectée par immunobuvardage et par cytométrie de flux en utilisant
des anticorps spécifiques contre ces deux protéines. La Figure 3.6 et la Figure 3.7
montrent que la différenciation morphologique induite par le 8-Br-cAMP et/ou le tRA est
accompagnée par une augmentation de l'expression des marqueurs neuronaux NF 200 et
NF 68. Le méme effet additif entre le 8-Br-cAMP et le tRA a été observé dans
l'expression des neurofilaments. L'expression des autres marqueurs de différenciation
comme la NSE (Figures 3.8 et 3.9), la toxine tétanique (TT) (Figure 3.9), 'ACTH et la

TH (Figure 3.10) montrent la méme augmentation aprés 7 jours de traitement.

3.3.2 Expression des marqueurs cliniques

L'oncogéne N-myc est amplifié dans les neuroblastomes en général. La lignée
d'IMR-32 présente 25 copies de cet oncogéne (Galderisi et al. 1999b; Galderisi et al.
1999¢c; Cole et al. 1999; Obaya et al. 1999;). L'expression de l'oncogéne N-myc est
utilisée dans les tests cliniques pour déterminer le stade de tumorogénicité de cette
tumeur (Schwab et al. 1993; Ferrer et al. 2000). Dans nos expériences, l'expression de N-
myc diminue de moitié dans les cellules d'IMR-32 traitées avec le 8-Br-cAMP en
combinaison avec le tRA (Figure 3.11). Le traitement avec le tRA a un effet non
significatif sur la régulation de l'expression de N-myc (p > 0.05; n=3). De plus, les
cellules IMR-32 traitées par une combinaison du 8-Br-cAMP et de tRA pendant sept
jours continuent d'exprimer le N-myc méme si la prolifération de ces cellules devient tres
réduite. Cet effet sur l'expression de N-myc est accompagné par une diminution de la
prolifération mesurée par l'expression du PCNA par la cytométrie de Flux (Figure 3.11).
Le PCNA est une protéine du cycle cellulaire qui est utilisée en clinique pour déterminer

le taux de prolifération dans les tumeurs.
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Figure 3.6 Effet des inducteurs de différenciation sur le profil d’expression des
neurofilaments 200 et 68 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage des NF 200 et 68 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées
avec différents inducteurs de différenciation. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de I’expression des NF 200 et 68 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et
“ traitées pendant une semaine avec 1 uM de tRA (2), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (3) et la
combinaison des deux (4).
Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Ensuite, les cellules sont lysées et 25 pg de protéines
totales obtenues sont séparées par électrophorése dénaturante puis transférées sur une
membrane de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage avec des anticorps
polyclonaux spécifiques anti-NF 200 et anti-NF 68 et détectées par un anticorps
secondaire conjugué a la phosphatase alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes
(section 2.7). Les profils densitométriques sont obtenus en utilisant le software Image
Pro. Les données représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en
triplicata. Astérisque: différence significatif par rapport au contrdle (* =p <0.05,** =p
<0.001).
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Figure 3.7 Evaluation par cytométrie de flux de I'expression des neurofilaments 200
et 68 en réponse aux inducteurs de différenciation dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules traitées et non traitées (contrdle) sont fixées
dans une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur glace. Les
cellules fixées sont lavées et incubées en présence des anticorps primaires anti-NF 200 et
anti-NF 68. Aprés une incubation de 30 min, les cellules sont lavées deux fois et mises en
présence d'anticorps secondaires conjugués a la fluorescéine tel que décrit dans matériels
et méthodes (section 2.2). Les cellules marquées sont analysées par cytométrie de flux
(FACS). L'intensité moyenne de fluorescence est directement corrélée & la quantité
d’antigéne présent dans chaque cellule. Les données représentent les moyennes et les
écarts-types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par
rapport au contrdle (* = p <0.05, ** = p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.8 Effet des inducteurs de la différenciation sur le profil d’expression de
Pénolase spécifique des neurones dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la NSE dans les extraits des cellules IMR-32 traitées avec
différents inducteurs de différenciation. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de 1’expression de la NSE dans les cellules IMR-32 non traitées en (1) et
traitées pendant une semaine avec 1 pM de tRA en (2), 0.5 mM de 8-Br-cAMP en (3) et
]a combinaison des deux en 4).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures apres, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Ensuite, les cellules sont lysées et 25 K8 de protéines
totales obtenues sont séparées par électrophorése dénaturante puis transférées sur une
membrane de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage avec un anticorps
polyclonal spécifique anti-NSE et détectées par un anticorps secondaire conjuguée a la
phosphatase alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.7). Les profils
densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image Pro. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significatif par rapport au contrdle (* =p <0.05,** =p< 0.001).
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Figure 3.9 Evaluation par cytométrie de flux de I'expression de I’énolase spécifique
des neurones et de la toxine tétanique en réponse a certains inducteurs de
différenciation dans les cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules traitées et non traitées (contrdle) sont fixées
dans une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur la glace. Les
cellules fixées sont lavées avec du PBS et incubées en présence d’anticorps primaires
anti-énolase spécifique des neurones ou anti-toxine tétanique. Aprés une incubation de 30
min, les cellules sont lavées deux fois et mises en présence d’anticorps secondaires
conjugués a la fluorescéine (FITC) tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.2).
Les cellules marquées sont analysées par cytométrie de flux en utilisant les filtres
appropriés. L'intensité moyenne de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d'antigéne présent dans chaque cellule. Les données représentent les moyennes et les
écarts-types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par
rapport au contrdle (* = p <0.05, ** =p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.10 Evaluation par cytométrie de flux de I'expression de
I'acétylcholinestérase et de la tyrosine hydroxylase en réponse a certains inducteurs
de différenciation dans les cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules traitées et non traitées (contréle) sont fixées
dans une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur la glace. Les
cellules fixées sont lavées puis incubées en présence des anticorps primaires anti-
acétylcholinestérase ou anti-tyrosine hydroxylase. Aprés une incubation de 30 min 4 4 oc,
les cellules sont lavées deux fois et mises en présence d’anticorps secondaires conjugués
4 la fluorescéine tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.2). Les cellules
marquées sont analysées par cytométrie de flux. L'intensité moyenne de fluorescence est
directement corrélée a la quantité d'antigéne présent dans chaque cellule. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significative par rapport au contréle (p <0.0001; n = 3).
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Figure 3.11 Evaluation par cytométrie de flux de I'expression de la PCNA et de N-
myc en réponse a certains inducteurs de différenciation dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules traitées et non traitées (contrdle) sont fixées
dans une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur la glace. Les
cellules fixées sont lavées et incubées en présence des anticorps primaires anti-PCNA ou
anti-N-Myc. Aprés une incubation de 30 min a 4 9C, les cellules sont lavées deux fois et
mises en présence d’anticorps secondaires conjugués a la fluorescéine tel que décrit dans
matériels et méthodes (section 2.2). Les cellules marquées sont analysées par cytométrie
de flux. L'intensité moyenne de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d'antigéne présent dans chaque cellule. Les données représentent les moyennes et les
écarts-types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par
rapport au contrdle (* = p <0.05, ** =p < 0.001, *** = p <0.0001).
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Un autre marqueur utilisé dans les tests cliniques est le TrkA. Ce dernier est le
récepteur de haute affinité du facteur de croissance neural (NGF). Le traitement avec le
8-Br-cAMP seul ou en combinaison avec le tRA induit une augmentation de I’expression
de TrkA (Figure 3.12). Comme pour le TrkA, le profil d’expression de H-ras, un autre
marqueur de bon pronostic chez les neuroblastomes, montre aussi une augmentation de
cette protéine dans les cellules de neuroblastome traitées avec le 8-Br-cAMP seul ou en

combinaison avec le tRA (Fig. 3.12).

3.3.3 Induction de la différenciation et expression de la p53 dans la lignée de
neuroblastome IMR-32

L'activité de la protéine p53 est régulée trés étroitement par le produit du proto-
oncogene cellulaire mdm2, une phosphoprotéine nucléaire qui se lie & la p53 et inhibe
plusieurs de ses activités biochimiques et biologiques (Corvi et al. 1997). La protéine
Mdm?2 est surexprimée dans plusieurs lignées de neuroblastome et elle est associée & une
augmentation de leur pouvoir tumorogeéne (Corvi et al. 1997). Contrairement aux autres
types de cancers, les neuroblastomes expriment la p53 sous forme sauvage (non-mutée)
(Moll et al.1995). Par contre, cette protéine est retrouvée séquestrée dans le cytoplasme et
donc absente du noyau ou elle exécute normalement son réle de régulateur du cycle
cellulaire (pour revue voir Tweddle et al. 2001). L’absence de p53 du noyau est
caractéristique des neuroblastomes et a été souvent liée a leur prolifération excessive

(Goldman et al. 1996).

L'effet du traitement par le 8-Br-cAMP et le tRA sur la localisation de la p53 est
étudié dans les conditions de culture induisant la différenciation, afin de déterminer le
role possible de la p53 dans la réduction de la prolifération résultant de la progression de
la différenciation des cellules IMR-32. Aprés seulement 24 heures de traitement, on
observe un transfert de la p53 vers le noyau dans un faible pourcentage de cellules. Ceci a
été démontré par immunolocalisation en utilisant un anticorps contre la p53 lié au

fluorochrome de rhodamine (rouge). Le noyau a été coloré par un chromophore
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Figure 3.12 Evaluation par cytométrie de flux de 'expression du TrkA et du H-ras
en réponse 2 certains inducteurs de différenciation dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pyM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules traitées et non traitées (controle) sont fixées
dans une solution de méthanol/acide acétique 95 % / 5 % pendant 5 min sur glace. Les
cellules fixées sont lavées et incubées en présence des anticorps primaires anti-TrkA ou
anti-H-ras. Aprés une incubation de 30 min, les cellules sont lavées deux fois et mises en
présence d’anticorps secondaires conjugués a la fluorescéine (FITC) tel que décrit dans
matériels et méthodes (section 2.2). Les cellules marquées sont analysées par cytométrie
de flux. L'intensit¢ moyenne de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d'antigéne présent dans chaque cellule. Les données représentent les moyennes et les
écarts-types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par
rapport au contrdle (* = p <0.05, ** =p <0.001, ***=p< 0.0001).
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spécifique du noyau le Topol qui fluoresce en vert alors que la rhodamine fluoresce en

rouge (Figure 3.13).

La microscopie confocale a permis de détecter la localisation cellulaire de la p53
et d’identifier le noyau qui est coloré au Topo1 (Figure 3.13) un fluorochrome qui se lie a
I’ADN. La Figure 3.13A met en évidence la séquestration de la p53 dans le cytoplasme et
son absence du noyau puisque le cytoplasme est coloré en rouge et le noyau en vert. Le
traitement des cellules de neuroblastome IMR-32 avec le 8-Br-cAMP pendant 24 heures
provoque le transfert de la p53 vers le noyau tel que démontré par la coloration jaune du
noyau Figure 3.13B qui représente le mélange de la couleur verte du Topo 1 et celle de

la p53 1ié a la rhodamine.

En immunofluorescence, apres un traitement de 7 jours, nous avons observé que
la p53 continue d’étre transférée du cytoplasme vers le noyau sans toutefois qu’elle ne
soit complétement absente du cytoplasme (Figure 3.14). Le 8-Br-cAMP permet donc le
rétablissement de la localisation de la p53, normalement séquestrée dans le cytoplasme
dans les cellules de neuroblastome IMR-32. Ce transfert est progressif et semble étre
parall¢le a la diminution de la prolifération observée lors d’un traitement de 24 heures en
présence de 8-Br-cAMP. Le 8-Br-cAMP semble donc induire une diminution de la

croissance cellulaire en rétablissant probablement la localisation de la p53.

La réduction du taux de prolifération peut aussi contribuer au progrés de la
différenciation cellulaire observé lors du traitement avec le 8-Br-cAMP. En effet, la p53
est normalement retrouvée en trés faible quantité dans les cellules normales (Konikova et
al. 2001; Downing et al. 2001) ou elle a une demi-vie trés courte (McKenzie et al. 1999).
Par contre, d'aprés nos résultats, la p53 de type sauvage est présente en grande quantité
dans les cellules de neuroblastomes au stade prolifératif indiquant probablement que le
mécanisme de dégradation de cette protéine est déréglé dans ce type de cellules. Dans nos
expériences, |'analyse par immunobuvardage de la protéine p53 dans les cellules IMR-32

montre une grande accumulation de cette derniére dans les cellules en prolifération
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Figure 3.13 Mise en évidence par microscopie confocale de I'effet du 8-Br-cAMP sur
la sous-localisation cellulaire de la protéine pS3 dans les cellules de neuroblastome
IMR-32

Examen par microscopie confocale de la sous-localisation cellulaire de la p53 dans les
cellules de neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant 24 heures avec 0.5
mM de 8-Br-cAMP (B).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm® dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont incubées dans un milieu culture
additionné de 0.5 mM 8-Br-cAMP. 24 heures aprés, les cellules sont lavées et fixées tel
que décrit dans matériels et méthodes (section 2.3). Les cellules fixées sont incubées
avec un anticorps primaire anti-p53 suivi d’un anticorps secondaire couplé a un
fluochrome Alexa en présence du fluorochrome spécifique du noyau Topol pendant 30
min. Ensuite, les cellules sont lavées, montées et examinées a 1’aide d’un microscope
confocale. Barre: 12 pm.
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Figure 3.14 Mise en évidence par immunofluorescence de I'effet des inducteurs dela
différenciation sur la sous-localisation cellulaire de la p53 dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie a épi-fluorescence de la sous-localisation de la p53 dans les
cellules de neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant une semaine par |
pM de tRA (B), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (C) et de la combinaison des deux (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures apreés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM de tRA, 0.5 mM de 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous
les deux jours pendant une semaine. Les cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans
matériels et méthodes (section 2.3). Les cellules fixées sont lavées et incubées avec un
anticorps primaire anti-p53 suivi d’un anticorps secondaire couplé a un fluochrome
Alexa. Ensuite, les cellules sont montées, examinées avec un microscope Nikon équipé
du filtre approprié et photographi¢es en épi-fluorescence avec un film kodak
ektatachrome 400. Barres: 12 pm (A, B); 8 pm (C), 6 pm (D).
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(contréle), alors que les cellules IMR-32 différenciées avec le 8-Br-cAMP seul ou en

combinaison avec le tRA montrent un niveau plus bas de p53 (Figure 3.15).

Parallélement aux travaux ci-dessus, nous avons démontré également de fagon
qualitative une accumulation de la protéine Mdm2 par immunofluorescence, dans les
cellules IMR-32 non différenciées (Figure 3.16A) comparativement a celles traitées avec
le 8-Br-cAMP ou le tRA individuellement (Fig. 3.16B, C) ou a celles traitées par la
combinaison du 8-Br-cAMP et du tRA (Figure 3.16D).

Cette étude nous a permis d'établir un modéle de différenciation neuronale basé sur
lutilisation de la lignée de neuroblastome IMR-32 que nous avons utilisé
subséquemment pour étudier la contribution potentielle des communications
intercellulaires de type gap dans la régulation des processus de prolifération et de

différenciation.

3.4. Différenciation a court terme et jonctions communicantes de type
gap dans la lignée de neuroblastome IMR-32

Les JICGs sont régulées durant la différenciation cellulaire du systeme nerveux
périphérique (Trosko et al. 2000a; 2000b), le mécanisme moléculaire de cette régulation
reste inconnu. Nous avons montré que les JICGs sont non fonctionnels dans la lignée de
neuroblastomes IMR-32 malgré ’expression de la Cx43 sous ses formes phosphorylées
et non phosphorylées (Figure 3.1 et 3.2). L’établissement d'un modéle de différenciation
cellulaire de neuroblastome, nous a permis d’étudier les JICGs au cours de la
différenciation. Nous avons trouvé que l'incubation avec le 8-Br-cAMP induit une
régulation positive de I'expression de la Cx43 tel que démontré par immunobuvardage
(Figure 3.17). Le traitement combiné de 8-Br-cAMP et de tRA augmente davantage
l'expression de la Cx43 non phosphorylée et de la forme phosphorylée P1 (Figure 3.17).
Cette augmentation de l'expression de la Cx43 est due a une augmentation de la
transcription puisque nous avons observé de fagon qualitative une élévation apparente de

I'ARN messager correspondant (Figure 3.18).
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Figure 3.15 Effet des inducteurs de la différenciation sur le profil d’expression de la
protéine p53 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la p53 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées avec
différents inducteurs de différenciation. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de I’expression de la p53 dans les cellules IMR-32 non traités (1) et traitées
pendant une semaine par 1 pM de tRA (2), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (3) ou de la
combinaison des deux (4).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 100 mm® dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 uM de tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les deux
jours pendant une semaine. Ensuite, les cellules sont lysées et 25 pg de protéines totales
obtenues sont séparées par électrophorése dénaturante puis transférées sur une membrane
de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal
spécifique anti-p53 et détectées par un anticorps secondaire conjugué a la phosphatase
alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.7). Les profils
densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image Pro. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significatif par rapport au contréle (** = p < 0.001, *** = p <
0.0001).
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Figure 3.16 Mise en évidence par immunofluorescence de I'effet des inducteurs de la
différenciation sur la sous-localisation cellulaire du Mdm2 dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie a épi-fluorescence de la sous-localisation de la protéine Mdm2
dans les cellules de neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant une
semaine par | pM de tRA (B), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (C) ou la combinaison des deux
(D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 pM de tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les deux
jours pendant une semaine. Les cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans matériels
et méthodes (section 2.3). Les cellules fixées sont incubées avec un anticorps primaire
anti-Mdm?2 suivi d’un anticorps secondaire couplé a un fluochrome Alexa. Ensuite, les
cellules sont montées, examinées avec un microscope Nikon €quipé du filtre approprié et
photographiées en épi-fluorescence avec un film kodak ektatachrome 400. Barres: 12 pm
(A, B, C); 8 pm (D).
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Figure 3.17 Effet des inducteurs de la différenciation sur le profil d’expression de la
connexine 43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées avec
différents inducteurs de différenciation. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de 1’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et traitées
pendant une semaine avec 1 pM de tRA (2), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (3) ou la
combinaison des deux (4).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures apreés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 pM de tRA, 0.5 mM de 8-Br-cAMP ou la combinaison des deux tous les deux jours
pendant une semaine. Ensuite, les cellules sont lysées et 25 pg de protéines totales
obtenues sont séparées par électrophorése dénaturante puis transférées sur une membrane
de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal
spécifique anti-Cx43 et détectées par un anticorps secondaire conjuguée 4 la phosphatase
alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.7). Les profils
densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image Pro. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significatif par rapport au contrdle (* = p < 0.05, ** = p < 0.001,
*¥% = p <0.0001).
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Figure 3.18 Effet des inducteurs de la différenciation sur le profil de transcription
de la connexine 43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Analyses de la transcription de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées
avec différents inducteurs de différenciation. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de la transcription de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et
traitées pendant une semaine avec | uM de tRA (2), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (3) ou la
combinaison des deux (4).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM tRA, 0.5 mM de 8-Br-cAMP ou la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Ensuite, ’ARN total est extrait des cellules
différenciées et non différenciées en utilisant le kit de Qiagen. L’ARN total est utilisé
pour préparer I’ADNc en utilisant le kit de Pharmacia. Le géne de la Cx43 et celui de
[’actine sont ensuite amplifiés par une réaction de PCR en utilisant les amorces déduites
du géne humain de la Cx43 selon les conditions expérimentales décrites dans matériels et
méthodes (section 2.8). Un méme volume du produit de PCR est soumis & une
électrophorése sur gel d’agarose & 1.5 % en présence de bromure d’éthidium sous un
voltage de 100 V pendant 30 min. Ensuite le gel est visualisé sous UV et photographié en
utilisant un film Polaroid Kodak 1700. Les profils densitométriques sont mesurés en
utilisant le software Image Pro. Les données représentent les moyennes et les écarts-types
de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significatif par rapport au
controle (* = p <0.05, ** =p <0.001).
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Tel que décrit auparavant (section 3.1) la méthode de chargement par grattage a
permis d’évaluer ’effet de la différenciation sur les communications intercellulaires.
L'induction de la différenciation induit aussi une augmentation de la perméabilité des
canaux jonctionnels (Figure 3.19). L'effet additif du traitement combiné de 8-Br-cAMP et
de tRA sur I’induction de la différenciation est observé aussi au niveau de la perméabilité
des canaux jonctionnels puisqu’on observe une amplification des communications

intercellulaires dans les cellules traitées avec le cAMP/tRA (Figure 3.19D).

Nous avons démontré auparavant (section 3.1) que les cellules dIMR-32 sont
déficientes en communication via les jonctions communicantes de type gap et que cette
altération est due a une localisation aberrante de la Cx43 au niveau du cytoplasme et a
son absence de la membrane cellulaire. L'induction de la différenciation par un traitement
avec le 8-Br-cAMP ou encore la combinaison du 8-Br-cAMP et de tRA, induit une
augmentation de la perméabilité des jonctions communicantes et une augmentation de
l'expression de la Cx43. D’aprés la Figure 3.20, cette augmentation de la perméabilité
jonctionnelle est due & une re-localisation de la Cx43 au niveau membranaire aprés
traitement avec le 8-Br-cAMP (Figure 3.20E, F, G, H). Le tRA n'a pas d'effet direct sur la
re-localisation de la Cx43 au niveau membranaire (Figures 3.20C, D) mais induit une

augmentation de la transcription du géne de la Cx43 (Figure 3.18).

3.5. Différenciation prolongée et jonctions communicantes de type gap
dans la lignée de neuroblastome IMR-32

Le patron d’expression des connexines ainsi que le niveau de perméabilité des
JICGs change au sein du méme tissu au cours du développement embryonnaire (Trosko
et al. 2000a; 2000b). La Cx43 et la Cx26 prédominent dans les tissus embryonnaires. A
une certaine période du développement, les cellules du PNS, arrétent d'exprimer la Cx43
et elle est remplacée par une autre connexine probablement la Cx32. Cette dernicre est
associée au maintien de I’homéostasie cellulaire (Bruzzone et al. 1996; Rozental et al.
1998).
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Figure 3.19 Effet des inducteurs de la différenciation sur la communication
intercellulaire dans les cellules de neuroblastomes IMR-32

L’évaluation de la communication intercellulaire dans les cellules IMR-32 non traités (A)
et traitées pendant une semaine avec 1 pM de tRA (B), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (C) ou la
combinaison des deux (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm? dans les
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou de la combinaison des deux tous les deux jours
pendant une semaine. Les cultures cellulaires sont lésées par une entaille et exposées
pendant 10 min & une solution de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Aprés lavages
au PBS, les cellules sont fixées avec une solution 4 % paraformaldéhyde dans du PBS
pendant 20 min, lavées et montées dans un milieu de montage. L’ensemble est examiné
avec un microscope Nikon équipé du filtre approprié et photographié en épi-fluorescence
avec un film kodak ektatachrome 400 tel que décrit dans matériels et méthodes (section
2.5). Barre: 50 pm.
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Figure 3.20 Mise en évidence par immunofluorescence de I'effet des inducteurs de la
différenciation cellulaire sur la sous-localisation de la Cx43 dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie & épi-fluorescence de la sous-localisation de la Cx43 dans les
cellules de neuroblastomes IMR-32 non traitées (A, B) et traitées pendant une semaine
avec 1 pM de tRA (C, D), 0.5 mM de 8-Br-cAMP (E, F) ou une combinaison des deux
(G, H).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 uM tRA, de 0.5 mM 8-Br-cAMP ou la combinaison des deux tous les
deux jours pendant une semaine. Les cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans
matériels et méthodes (section 2.1.3). Les cellules fixées sont incubées avec un anticorps
primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire couplé au fluochrome Alexa. Ensuite,
les cellules sont lavées, montées et examinées avec un microscope Nikon équipé du filtre
approprié et photographié avec un film kodak ektachrome 400 en contraste de phase (A,
C, E, G, I) et en épi-fluorescence (B, D, F, H, J). Barres: 6 um (A, B, C,D); 8 um (E, F,
G, H).
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Afin de mesurer l'effet cinétique de la différenciation sur les JICGs, les cellules
d'IMR-32 ont été traitées par le 8-Br-cAMP et le tRA tous les 2 a 3 jours pour des
périodes de 10, 15 et 20 jours. Aprés 25 jours, les cellules ont commencé a montrer des
signes de mortalité et nous avons observe une différenciation optimale (Figure 3.21D)
avec une élongation des neurites montrant des cellules neurales avec de longs axones

(Figures 3.21B, C, D).

Cette différenciation morphologique a été accompagnée d’une augmentation de
l'expression de la Cx43 tel que montré par la technique d’immunobuvardage (Figure
3.22). Cependant ni la Cx26 ni la Cx32 n’ont été détectées ni par immunobuvardage ni
par RT-PCR (résultats non montrés). Parallélement, nous avons observé qualitativement
une élévation du transcrit de la Cx43 au cours de la différenciation (Figure 3.23). Cette
élévation peut étre due soit a4 une augmentation de la stabilit¢ du messager soit & une
augmentation de la transcription ou les deux a la fois. Nous avons aussi montré que plus
la différenciation progresse plus la perméabilité des jonctions intercellulaires de type gap
augmente et qu'aprés 21 jours de traitement la perméabilité jonctionnelle est a son
maximum (Figure 3.24). En effet, aprés cette période de traitement le fluochrome jaune
de Lucifer atteint presque toutes les couches cellulaires (Figure 3.24F) et ne reste pas
localisé uniquement dans les cellules lésées tel est le cas du contrdle (Figure 3.24A).
Cette augmentation du couplage cellulaire durant la différenciation semble due a une re-
localisation de la Cx43 sur la membrane cellulaire. Cet effet atteint son maximum vers 15
jours de traitement (Figure 3.25H). Aprés ceite période, presque la totalité de la
coloration immunologique (immunostaining) se retrouve sur la membrane plasmique et

disparait de la partie cytoplasmique (Figure 3.25J).

Nous avons déterminé que la capacité d’induire la différenciation par le 8-Br-
cAMP et/ou le tRA en activant entre autre la PKA va de pair avec la capacité de rétablir
progressivement la localisation des connexines sur la membrane plasmique. Les jonctions
intercellulaires de type gap étant régulées par d’autres protéines kinases, la suite logique
de notre travail, était de déterminer I’effet de certaines protéines kinases sur la régulation

de ce type de communication cellulaire.
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Figure 3.21 Evolution cinétique de la différenciation dans les cellules de
neuroblastome IMR-32 traitées par la combinaison de 8-Br-cAMP et de l'acide tout
trans rétinoique

Examen par microscopie a contraste de phase de la morphologie des neuroblastomes
IMR-32 non traitées (A), traitées par une combinaison de 0.5 mM de 8-Br-cAMP et de 1
uM tRA pendant 5 jours (B), 10 jours (C) et 20 jours (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm?’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 1 pM tRA et de 0.5 mM 8-Br-cAMP tous les deux jours pendant vingt cinq
jours. Les cellules sont examinées et photographiées en microscopie  contraste de phase.
Barre: 50 pm.
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Figure 3.22 Evolution cinétique du profil d’expression de la connexine 43 dans les
cellules de neuroblastome IMR-32 traitées par la combinaison de 8-Br-cAMP et de
I'acide tout frans rétinoique

(A) Immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées par une
combinaison de 8-Br-cAMP et de tRA. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de ’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et traitées
par une combinaison de 0.5 mM 8-Br-cAMP et de 1 uM tRA pendant 5 jours (2), 10
jours (3), 15 jours (4) et 20 jours (5).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées 4 une densité de 1x10° par 100 mm? dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 uM tRA et de 0.5 mM de 8-Br-cAMP tous les deux jours pendant vingt cinq jours.
Ensuite, les cellules sont lysées et 25 pg de protéines totales obtenues sont séparées par
électrophorése dénaturante puis transférées sur une membrane de nitrocellulose et
révélées par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique anti-Cx43 et
détectées par un anticorps secondaire conjugué a la phosphatase alcaline tel que décrit
dans matériels et méthodes (section 2.7). Les profils densitométriques sont réalisés en
utilisant le software Image Pro. Les données représentent les moyennes et les écarts-types
de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significatif par rapport au
contrdle (* =p < 0.05, ** = p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.23 Evolution cinétique du profil de transcription de la connexine 43 dans
les cellules de neuroblastome IMR-32 traitées par la combinaison de 8-Br-cAMP et
de I'acide tout frans rétinoique

(A) Analyses de la transcription de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées
par une combinaison de 8-Br-cAMP et de tRA. (B) profils densitométriques
correspondants.

Détection de la transcription de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et
traitées avec une combinaison de 0.5 mM 8-Br-cAMP et de 1 uM tRA pendant 5 jours
(2), 10 jours (3), 15 jours (4) et 20 jours (5).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 100 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 pM tRA et de 0.5 mM de 8-Br-cAMP tous les deux jours pendant vingt cinq jours.
Ensuite, ’ARN total est extrait des cellules différenciées et non différenciées en utilisant
le kit de Qiagen. L’ ARN total obtenue est utilisé pour préparer de I’ADN complémentaire
en utilisant le kit de Pharmacia. Le géne de la Cx43 et celui de I’actin sont ensuite
amplifié par une réaction de PCR en utilisant les amorces déduites du géne humain de la
Cx43 selon les conditions expérimentales décrites matériels et méthodes (section 2.8). Un
méme volume du produit de PCR est soumis a une électrophorése sur gel d’agarose a 1.5
% en présence de bromure d’éthidium sous un voltage de 100 V pendant 30 min. Ensuite
le gel est visualisé sous UV et photographié en utilisant un film Polaroid Kodak 1700.
Les profils densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image Pro. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significatif par rapport au contrdle (* = p <0.05, ** = p <0.001).
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Figure 3.24 Evolution cinétique des communications intercellulaires dans les cellules
de neuroblastome IMR-32 traitées par la combinaison du 8-Br-cAMP et de I'acide
tout frans rétinoique

L’évaluation des communications intercellulaires dans les cellules IMR-32 non traitées
(A) et traitées par une combinaison de 0.5 mM de 8-Br-cAMP et de 1 uM tRA pendant 5
jours (B), 10 jours (C), 15 jours (D), 20 jours (E) et 25 jours (F).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 pM tRA et de 0.5 mM 8-Br-cAMP tous les deux jours pendant vingt cing jours. Les
cultures cellulaires sont 1ésées par une entaille et exposées pendant 10 min & une solution
de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Aprés lavages au PBS, les cellules sont fixées
dans une solution de 4 % paraphormaldéhyde dans du PBS pendant 20 min 2 la
température de la piéce, lavées et montées dans un milieu de montage. L’ensemble est
examiné avec un microscope Nikon équipé du filtre approprié¢ et photographié en €épi-
fluorescence avec un film kodak ektatachrome 400 tel que décrit dans matériels et
méthodes (section 2.5). Barre: 50 pm.
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Figure 3.25 Evolution cinétique de la sous-localisation cellulaire de la Cx43 dans les
cellules de neuroblastome IMR-32 traitées par la combinaison du 8-Br-cAMP et de
I'acide tout frans rétinoique

Examen par microscopie a épi-fluorescence de la sous-localisation de la Cx43 dans les
cellules de neuroblastome IMR-32 non traitées (A, B) et traitées par une combinaison de
0.5 mM 8-Br-cAMP et de 1 pM tRA pendant 5 jours (C, D), 10 jours (E, F), 15 jours (G,
H) et 20 jours (1, J).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu additionné
de 1 uM tRA et de 0.5 mM 8-Br-cAMP tous les deux jours pendant vingt cinq jours. Les
cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.3). Les
cellules fixées sont incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps
secondaire couplé a un fluochrome Alexa. Ensuite, les cellules sont lavées, montées et
examinées avec un microscope Nikon équipé du filtre approprié et photographi¢es avec
un film kodak ektatachrome 400 en contraste de phase (A, C, E, G, I) et en épi-
fluorescence (B, D, F, H, J). Barre: 8 um.
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3.6 Protéine kinase C et jonctions intercellulaires de type gap

D’aprés la littérature, la Cx43 renferme plusieurs sites de phosphorylation au
niveau de la partie C-terminale. Ces sites sont des consensus d’acides aminés particuliers
qui conditionnent la phosphorylation par la PKA, la PKC, la MAPK ou la tyrosine kinase
pp60stc (Laird et al. 1995, 1996). Nous avons montré, que la PKA est impliquée dans la
régulation de I’expression des JICGs dans la lignée de neuroblastome IMR-32. Dans la
suite de nos travaux nous cherchions a cerner le réle de la PKC dans cette régulation.
Ainsi, nous avons utilisé des inhibiteurs de la PKC connu pour induire la différenciation
dans les neuroblastomes. Parmi ces inhibiteurs non-spécifiques, la staurosporine et le H7
sont connus pour induire une différenciation morphologique suivi de l'apoptose chez
différentes lignées de neuroblastomes (Bursztajn et al. 2001; Lopez et al. 2000). Le
Go06976 quant a lui, est un inhibiteur spécifique des isoformes du groupe des PKCs
conventionnelles (Rossner et al. 2001). La dose réponse de cet inhibiteur a &té déterminée
en mesurant son effet sur la prolifération des populations cellulaires. Ainsi, nos résultats
indiquent que 140 nM de Go6976 est la dose la plus significative ou I'effet est maximum
sur la limitation de la prolifération cellulaire sans qu'il y ait de signes de toxicité (p <

0.0001; n = 3) (Figure 3.26).

Les cellules dIMR-32 ont été traitées pendant 7 jours avec 140 nM de Go6976 et
nous avons remarqué une réduction de la prolifération cellulaire de presque 60 % par
rapport au contrdle aprés 5 jours de traitement (Figure 3.27). L’inhibition exercée par
Go6976 est réversible, c’est pourquoi on note une augmentation de la population
cellulaire avec le temps et que le pourcentage d’inhibition par rapport au contrdle décroit.
La microscopie de fluorescence en présence du réactif de Hoescht n'a montré aucune
condensation de la chromatine au niveau du noyau (Figure 3.28). A cause de cette
observation, il est plausible de penser que cette diminution de la prolifération induite par
Go6976 n'est pas due  l'induction de 1'apoptose mais plutdt 4 un délai dans la croissance

cellulaire.
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Figure 3.26 Effet d’une dose croissante de I'inhibiteur de PKC Go06976 sur la
prolifération des cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 0 a 200 nM de Go6976 plus tard une période de 48 heures. Le décompte
cellulaire est fait 4 1’aide d’un hémacytométre par la méthode d’exclusion du trypan bleu
sous un microscope a contraste de phase. Les données représentent les moyennes et les
écarts-types de 2 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par
rapport au contrdle (** = p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.27 Effet d'une dose de 140 nM de G06976 sur la prolifération des cellules
de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées 4 une densité de 1x10° par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 140 nM de Go6976 pendant 1 & 7 jours. Le décompte cellulaire est
fait 4 I'aide d’un hémacytométre par la méthode d’exclusion du trypan bleu sous un
microscope a contraste de phase. Les données représentent les moyennes et les €carts-
types de 2 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par rapport
au contrdle (* = p <0.05, ** = p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.28 Détection de ’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec I'inhibiteur des cPKCs G06976, par exposition au réactif de Hoechst

Examen par microscopie a épi-fluorescence de I’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées par 140 nM de Go6976 pendant 1
jours (B), 2 jours (C), 3 jours (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 140 nM de Go6976 pendant 1 a 3 jours. Les cellules sont lavées et
fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4). Ensuite, Les cellules fixées
sont lavées et incubées dans une solution contenant 1 pg/ml du fluorochrome de Hoechst
33258 dans du PBS pendant 10 min. Les cellules sont examinées et photographiées en
épifluorescence avec un microscope Olympus équipé du filtre approprié. Barre: 25 pm.
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Dans le cas des inhibiteurs non spécifiques, le H7 et la staurosporine induisent un
arrét de la prolifération et une réduction du nombre de cellules (Figure 3.29) dd a
linduction de I'apoptose aprés vingt quatre heures de traitement tel que montré par la
condensation de la chromatine au niveau du noyau (Figure 3.30). Nous avons vérifié
leffet de ces inhibiteurs sur les JICGs. Au niveau de l'expression de la Cx43, ni la
staurosporine, ni le H7 ni le Go6976 ne semblent avoir d'effet (Figure 3.31). Cependant,
nos travaux montrent que I’inhibiteur Go6976 induit I’ouverture des pores des JICGs
chez les IMR-32 aprés vingt quatre heures de traitement tel que montré par la technique
de chargement par grattage en présence du colorant jaune de Lucifer (Figure 3.32D). La
staurosporine et le H7 induisent par contre une ouverture moins prononcée des canaux
jonctionnels (Figure 3.32B, C). Cette augmentation de la perméabilité jonctionnelle est
accompagnée par une re-localisation de la Cx43 sur la membrane plasmique (Figure

3.33).

37 La MAP kinase et la régulation des JICGs dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

La famille des MAPKs comprend entre autres les ERK1/2 et la p38 (Bennett et al.
1997; Burgen, 2000). En utilisant les inhibiteurs spécifiques pour chacune de ces deux
MAUP kinases, nous avons voulu déterminer si elles sont impliqués dans la régulation des
JICGs dans la lignée de neuroblastome IMR32.

Les deux inhibiteurs spécifiques de ces MAPKs utilisés sont celui de ERK1/2,
PD98059 (Tavarani et al. 2000) et celui de la p38, SB202190 (Tavarani et al. 2000). Les
effets de ces inhibiteurs sur la prolifération, l'apoptose et les jonctions intercellulaires de
type gap ont été étudiés. Ces processus constituent les points terminaux des voies
métaboliques considérées dans ce projet. Les résultats obtenus présentés sur la Figure
3.34 montrent qu'a des concentrations de 25a 50 pM les deux inhibiteurs, soit le
SB202190 et le PD98059, exercent une réduction de la prolifération cellulaire d’environ

50%. A 25 uM le SB202190, induit une diminution de croissance qui se poursuit jusqu’a
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Figure 3.29 Effet des inhibiteurs de PKCs, H7 et staurosporine sur la prolifération
des cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 100 nM de staurosporine ou 100 uM de H7 pendant 0 a 36 heures.
Le décompte cellulaire est fait 4 I’aide d’un hémacytométre par la méthode d’exclusion
du trypan bleu sous un microscope a contraste de phase. Les données représentent les
moyennes et les écarts-types de 2 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence
significatif par rapport au contrdle (** = p <0.001, *** =p < 0.0001).
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Figure 3.30 Détection de 1’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec les inhibiteurs de PKC H7 et staurosporine, par exposition au réactif
de Hoechst

Examen par microscopie a épi-fluorescence de I’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant 24 heures avec 100 nM de
staurosporine (B) ou 100 uM de H7 (C).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 100 nM de staurosporine ou 100 pM de H7 pendant 24 heures dans
les conditions de culture standards. Ensuite, Les cellules sont lavées et fixées tel que
décrit dans matériels et méthodes (section 2.4). Les cellules fixées sont lavées, montées et
incubées avec une solution de 1 pg/ml du fluorochrome de Hoechst 33258 dans du PBS
pendant 10 min. Les cellules sont examinées et photographiées en épifluorescence avec
un microscope Olympus équipé du filtre approprié. Barre = 25 pm.
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Figure 3.31 Effet des inhibiteurs de PKC sur le profil d’expression de la connexine
43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées avec
différents inhibiteurs de PKCs. (B) profils densitométriques correspondants.

Détection de 1’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et traitées
pendant 24 heures avec 100 nM de staurosporine (2), 100 uM de H7 (3) ou 140 nM de
Go6976 (4).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10° par 100 mm” dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 100 nM de staurosporine, 100 uM de H7 ou 140 nM de Go6976.
Ensuite, les cellules sont lysées et 25 pg de protéines totales obtenues sont séparées par
électrophorése dénaturante puis transférées sur une membrane de nitrocellulose et
révélées par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique anti-Cx43 et
détectées par un anticorps secondaire conjugué a la phosphatase alcaline tel que décrit
dans matériels et méthodes (section 2.7). Les profils densitométriques sont réalisés en
utilisant le software Image Pro.
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Figure 3.32 Effet des inhibiteurs de PKC sur la communication intercellulaire dans
les cellules de neuroblastome IMR-32

L’évaluation de la communication intercellulaire des populations de cellules IMR-32 non
traités (A) et traitées pendant 24 heures avec 100 nM de staurosporine (B), 100 uM de H7
(C) ou 140 nM de Go6976 (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu culture
additionné de 100 nM de staurosporine, 100 uM de H7 ou 140 nM de Go6976. Les
cultures cellulaires sont lavées et lésées par une entaille et exposées pendant 10 min & une
solution de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Aprés lavage au PBS, les cellules
sont fixées avec une solution a 4 % paraformaldéhyde dans du PBS pendant 20 min,
lavées et montées dans un milieu de montage. L’ensemble est examiné avec un
microscope Nikon équipé du filtre approprié et photographié en épi-fluorescence avec un
film kodak ektatachrome 400 tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.5).
Barre: 25 pm.
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Figure 3.33 Mise en évidence par immunofluorescence de I'effet de inhibiteur des
c¢PKCs Go06976 sur la sous-localisation cellulaire de la Cx43 dans les cellules de
neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie d’épi-fluorescence de la sous-localisation de la Cx43 dans les
cellules neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant 24 heures avec 140
nM de Go6976 (B).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’® dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné par 140 nM de Go6976 pendant 24 heures. Les cellules sont lavées et
fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.3). Les cellules fixées sont
lavées et incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
couplé au fluorochrome Alexa. Ensuite, les cellules sont montées, examinées avec un
microscope Nikon équipé du filtre approprié et photographiées en épi-fluorescence avec
un film kodak ektatachrome 400. Barre: 6 pm.
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Figure 3.34 Effet d’une dose croissante des inhibiteurs de la MAP kinase PD98059 et
SB202190 sur la prolifération des cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées 4 une densité de 1x10° par 20 mm?’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionné de 5 4 50 uM de PD98059 ou de 5 a 50 uM de SB202190 pendant une période
de 48 heures dans les conditions standards de culture. Le décompte cellulaire est fait a
’aide d’un hémacytométre sous un microscope a contraste de phase. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 2 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significative par rapport au contréle (* = p <0.05, ** = p <0.001,
**¥ =p <0.0001).
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une chute importante du nombre de cellules. Par contre, l'inhibition de la ERK1/2 a un
effet transitoire sur la réduction de la prolifération cellulaire parce que I’inhibition est
réversible dans le temps (Figure 3.35). Puisque cette régulation de la croissance cellulaire
peut étre due soit a la modulation du cycle cellulaire ou encore & l'induction de la mort
cellulaire par apoptose. Nous avons répondu a cette question par le test du fluorochrome
Hoescht. En effet, ce test permet d’observer la condensation de la chromatine

caractéristique de l'apoptose.

Les cellules d'TMR-32 ne montrent pas de signes d’apoptose aprés 1, 2 et 3 jours
d’incubation en présence de 25 uM de PD98059 (Figure 3.36), alors qu’aprés une
incubation de juste 24 heures avec 25 pM SB202190, une condensation de la chromatine
est observée et elle est 4 son maximum autour du troisiéme jour (Fig. 3.37C, D). L'effet
de I’inhibition des MAP kinases sur l'expression de la Cx43 a été étudié et celle-ci n’est
affectée ni par PD98059 ni par SB202190 (Figure 3.38). Seul I'inhibiteur SB202190
induit une augmentation de la perméabilité et une translocation de la Cx43 du cytoplasme
vers la membrane (Figure 3.39C et Figure 3.40C) alors que I’inhibiteur PD98059 n'a pas
d’effet ni sur le couplage cellulaire par les JICGs ni sur la re-localisation de la Cx43

(Figure 3.39B et Figure 3.40B).

3.8 Les céramides et la régulation des JICGs dans les cellules IMR-32

Comme les autres effecteurs et messagers secondaires de la signalisation, les
céramides diffuses dans les tissus & travers les JICGs (Trosko et al. 2000a). Les
céramides agissent comme molécule de signalisation pour activer plusieurs de cascades
de signalisation incluant les kinases (MAPK et PKC) et les effecteurs du cycle cellulaire
(Rb et c-myc) (Pahlavani et al. 2000; Levade et al. 1999). Les céramides sont connues
pour leur participation active dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la

différenciation et de la mort cellulaire programmée (Ballou et al. 1996).
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Figure 3.35 Effet de 25 pM PD98059 et de 25 pM SB202190 sur la prolifération des
cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 20 mm’® dans les
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu culture
additionné de 25 pM de PD98059 ou de 25 pM de SB202190 pendant 1 a 3 jours. Le
décompte cellulaire est fait 4 I’aide d’un hémacytométre par la méthode d’exclusion du
trypan sous un microscope a contraste de phase. Les données représentent les moyennes
et les écarts-types de 2 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significatif
par rapport au contrdle (* = p <0.05, ** =p <0.001, *** = p <0.0001).
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Figure 3.36 Détection de I’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec I’inhibiteur de MAP kinase PD98059, par exposition au réactif de
Hoechst

Examen par microscopie a épi-fluorescence de I’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées avec 25 uM de PD98059 pendant 1
jour (B), 2 jours (C), 3 jours (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm?’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu culture
additionné de 25 uM de PD98059 pendant 1 & 3 jours. Les cellules sont lavées et fixées
tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4). Ensuite, les cellules fixées sont
incubées dans une solution contenant 1 pg/ml du fluorochrome de Hoechst 33258 dans
du PBS pendant 10 min. Les cellules sont examinées avec un microscope Olympus
équipé du filtre approprié et photographiées en épifluorescence. Barre: 25 pm.
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Figure 3.37 Détection de ’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec l’inhibiteur de MAP kinase SB202190, par exposition au réactif de
Hoechst

Examen par microscopie a contraste de phase de I’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées avec 25 pM de SB202190 pendant 1
jour (B), 2 jours (C), 3 jours (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures aprés, les cellules sont traitées avec un milieu de culture
additionnée de 25 uM SB202190 pendant 1 4 3 jours. Les cellules sont lavées et fixées tel
que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4). Ensuite, les cellules fixées sont
incubées avec une solution contenant 1 pg/ml du fluorochrome de Hoechst 33258 dans
du PBS pendant 10 min. Les cellules sont examinées et photographiées en
épifluorescence avec un microscope Olympus équipé du filtre appropri€. Barre: 25 pm.
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Figure 3.38 Effet de Pinhibition spécifique des MAPKs ERK1/2 et p38 sur le profil
d’expression de la connexine 43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées avec des
inhibiteurs spécifiques des MAP kinases. (B) profils densitométriques correspondants.
Détection de 1’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et traitées
pendant 48 heures avec 25 pM de PD98059 (2) ou 25 uM de SB202190 (3).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 100 mm? dans des
conditions standards. 48 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 25 pM PD98059 ou de 25 uM SB202190. Ensuite, les cellules sont
lysées et 25 pg de protéines totales obtenues sont séparées par électrophorése dénaturante
puis transférées sur une membrane de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage
avec un anticorps polyclonal spécifique anti-Cx43 et détectées par un anticorps
secondaire conjugué a la phosphatase alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes
(section 2.7). Les profils densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image
Pro.
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Figure 3.39 Effet de Pinhibition spécifique des MAPKs ERK1/2 et p38 sur la
communication intercellulaire dans les cellules de neuroblastome IMR-32

I’évaluation de la communication intercellulaire des cellules IMR-32 non traitées (A) et
traitées pendant 48 heures par 25 uM de PD98059 (B) ou 25 uM de SB202190 (C).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu
additionné de 25 pM PD98059 ou de 25 uM SB202190 pendant 48 heures. Les cultures
cellulaires sont lavées et lésées par une entaille et exposées pendant 10 min a une solution
de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Aprés lavages au PBS, les cellules sont fixées
avec une solution 2 4 % paraphormaldéhyde dans du PBS pendant 20 min, lavées et
montées dans un milieu de montage. L’ensemble est examiné avec un microscope Nikon
équipé du filtre approprié et photographi¢ en épi-fluorescence avec un film kodak
ektatachrome 400 tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.5). Barre: 25 pm.
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Figure 3.40 Effet de Pinhibition de la p38 MAP kinase sur la sous-localisation
cellulaire de la Cx43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

Examen par microscopie & contraste de phase de la sous-localisation de la Cx43 dans les
cellules neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées pendant 48 heures avec 25
uM SB202190. (B).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées avec un milieu de
culture additionné de 25 uM SB202190 pendant 48 heures. Les cellules sont lavées et
fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.3). Les cellules fixées sont
lavées et incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
couplé au fluorochrome Alexa. Ensuite, les cellules sont montées, examinées avec un
microscope Nikon équipé du filtre approprié¢ et photographiées en épi-fluorescence avec
un film kodak ektatachrome 400. Barre: 8 pm (A), 6 pm (B).
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3.8.1 Implication des céramides dans ’apoptose

Nous avons étudié l'effet des céramides sur la prolifération, la différenciation,
l'apoptose ainsi que sur les jonctions intercellulaires de type gap dans la lignée de
neuroblastomes IMR-32. Pour ce faire, afin de cerner le role des céramides, les analogues
présentant des propri€tés physico-chimiques similaires a celles des céramides naturelles
ont été étudiés. Les analogues des céramides a courte chaine aliphatique sont les plus
actifs biologiquement (Tavarani et al. 2000). Nous avons utilisé dans cette étude la C2-
cér ou la C6-cér a quatre concentrations finales soient, 12.5, 25, 50 et 100 pM. L'effet des
céramides a été mesuré par ’estimation de la viabilité cellulaire par la technique de
mesure de 'ADN total des populations tel que décrit dans matériel et méthodes (section
2.1.2).

Les cellules d’IMR-32 traitées par 12.5 uM de C6-cér ont montré une viabilité de
40+3.6% aprés 24 heures, de 10+1.2% apres 48 heures alors qu'a des doses plus fortes
soit & 25, 50 et 100 uM les cellules n’ont pas survécu au traitement dés les premiéres
heures (Figure 3.41). Sur le plan morphologique, les cellules traitées avec C6-cér, méme
a des doses faibles, ont montré des signes de nécrose et de toxicité représentés par une
augmentation rapide du volume cellulaire et la perte de I’intégrite membranaire (résultats
non montrés). L'autre céramide utilisé est la C2-cér. A des faibles doses (12.5 - 50 pM)
les cellules IMR-32 traitées par la C2-cér ne montrent aucun signe de toxicité dans nos
conditions expérimentales. Les cellules incubées avec 12.5 uM de C2-cér montrent
cependant une réduction de la croissance cellulaire de 5+0.3% aprés 24 heures, 15+1.2%
aprés 48 heures et 20+2.2% apres 72 heures alors que des concentrations plus élevées 25,
50 et 100 uM inhibent la prolifération cellulaire d’au moins la moitié aprés 72 heures.
Les cellules traitées avec des doses plus élevées, soient 50 a 100 uM montrent une trés

forte mortalité aprés 72 heures (Figure 3.42).

La diminution de la croissance cellulaire observée dans les cellules IMR-32
traitées avec la C2-cér pouvait résulter soit d’un arrét du cycle cellulaire soit de

I’activation de la voie de I’apoptose dans une partie de la population. Afin de vérifier
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Figure 3.41 Effet d’une dose croissante de C6-céramide sur la viabilité des cellules
de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 2x10°? dans des plaques de 96
puits. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées dans un milieu de culture avec 10 %
sérum additionné d’une dose croissante de C6-cér (12.5 a 100 uM) pendant 1 & 3 jours.
Les cellules sont ensuite lavées et lysées et un volume de 100 pl d’une solution contenant
4 pg/ml du réactif de Hoechst 33258 dans du PBS est ajoute a chacun des puits et le tout
est incubé pendant 5 min a 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.1.2).
I’intensité de fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes: excitation 355
nm et émission 460 nm. L'intensité de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d’ ADN et donc indirectement au nombre de cellules. Le nombre des cellules est calculé a
partir d’une courbe standard. Les données représentent les moyennes et les écarts-types
de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par rapport au
contrdle (** =p <0.001, ***=p < 0.0001).
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Figure 3.42 Effet d’une dose croissante de C2-céramide sur la viabilité des cellules
de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 2x10° dans des plaques de 96
puits. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées dans un milieu de culture avec 10 %
sérum additionné d’une dose croissante de C2-cér (10 a 100 pM) pendant 1 a 3 jours. Les
cellules sont ensuite lavées et lysées et un volume de 100 pl d’une solution contenant 4
pg/ml du réactif de Hoechst 33258 dans du PBS est ajouté a chacun des puits et le tout
est incubé pendant 5 min & 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.1.2).
L’intensité de fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes: excitation 355
nm et émission 460 nm. L'intensité de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d’ADN et donc indirectement au nombre de cellules. Le nombre des cellules est calculé a
partir d’une courbe standard. Les données représentent les moyennes et les écarts-types
de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par rapport au
contrdle (** =p <0.001).
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cela, nous avons observé les cellules traitées par la C2-cér pour détecter les signes
d'apoptose. Les résultats des Figures 3.43 et 3.44 montrent que les cellules traitées par 25
pM de C2-cér ne montrent aucun signe d'apoptose méme apres 72 heures d’incubation,
donc la réduction observée du nombre de cellules est probablement due & un arrét de la
prolifération cellulaire. Cependant, & des concentrations plus élevées de C2-cér (50 a 100
M) l'apoptose est induite aprés 24 heures et le nombre de cellules apoptotiques continue
d’augmenter aprés 48 heures et 72 heures tel que cela a été démontré apres exposition des
cellules au réactif de Hoescht. Ainsi, la condensation de la chromatine caractéristique de

la mort cellulaire programmée apparait au bout d’une journée de traitement avec 100 pM

de C2-cér (Figure 3.45).

Les Figures 3.43, 3.44 et 3.45, montrent qu’une concentration de 100 uM de C2-cér
induit l'apoptose dans les cellules de neuroblastomes IMR-32 tel que montré par la

condensation de la chromatine aprés exposition des cellules au fluochrome Hoechst

33258.

3.8.2 Implication des céramides dans le ralentissement de activité mitotique

Les résultats antérieurs (section 3.7.1) ont montré que le ralentissement de la
prolifération semble étre influencé par la concentration de céramide présente dans le
milieu de culture. En général, la réduction ou le ralentissement de la prolifération peut
impliquer entre autre des protéines kinases qui contribuent 2 la régulation indirecte de la
prolifération cellulaire tel que les MAPKs et la PKC (Blazquez et al. 2000; Willaime et
al. 2001).

En vue d’identifier les voies de signalisation empruntées par les céramides, nous
avons essayé d’identifier les protéines kinases clés impliquées dans la réduction de la
prolifération des cellules de neuroblastome IMR-32 induite par une concentration de 25
uM de C2-cér. En premier lieu, I'implication de la voie de la MAPK a ét¢ vérifiée en pré-
incubant les cellules avec les inhibiteurs de ERK1/2 soit le PD98059 ou avec l'inhibiteur
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Figure 3.43 Détection de P’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec des doses croissantes de C2-céramide, par exposition au réactif de
Hoechst

Examen par microscopie a épi-fluorescence de I’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées par des doses croissantes de C2-
céramides 25 puM (B), 50 pM (C) ou 100 pM (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées 4 une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées par un milieu de
culture avec 10 % sérum additionné de C2-cér (25 & 100 pM) pendant 24 heures. Les
cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4).
Ensuite, les cellules fixées sont lavées et incubées dans une solution contenant 1 pg/ml du
fluorochrome de Hoechst 33258 dans du PBS pendant 10 min & 37 °C. Les cellules sont
examinées et photographiées avec un microscope Olympus 4 épifluorescence équipé du
filtre approprié. Barre: 25 pm.
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Figure 3.44 Détection de I’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec 25 pM de C2-céramide, par exposition au réactif de Hoechst

Examen par microscopie a contraste de phase de l’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées avec 25 pM de C2-cér pendant 1
jours (B), 2 jours (C) et 3 jours (D).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées par un milieu de
culture avec 10 % sérum additionné de 25 pM de C2-cér pendant 1 & 3 jours. Les cellules
sont lavées et fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4). Ensuite, les
cellules fixées sont lavées et incubées dans une solution contenant 1 pg/ml du
fluorochrome de Hoechst 33258 dans du PBS pendant 10 min & 37 °C. Les cellules sont
examinées et photographiées avec un microscope Olympus & épifluorescence équipé du
filtre approprié. Barre: 25 pm.
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Figure 3.45 Détection de I’apoptose dans les cellules de neuroblastome IMR-32
traitées avec 100 uM de C2-céramide, par exposition au réactif de Hoechst

Examen par microscopie & contraste de phase de l’apoptose dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32 non traitées (A) et traitées avec 100 pM de C2-céramide pendant
1 jours (B) et 2 jours (C).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10* par 20 mm” dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées par un milieu de
culture avec 10 % sérum additionné de 100 uM C2-céramide pendant 1 & 3 jours. Les
cellules sont lavées et fixées tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.4).
Ensuite, les cellules fixées sont lavées et incubées dans une solution contenant 1 pg/ml
du fluorochrome de Hoechst 33258 dans du PBS pendant 10 min & 37 °C. Les cellules
sont examinées et photographiées avec un microscope Olympus & épifluorescence équipé
du filtre approprié. Barre: 25 pum.
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de la p38 soit le SB202190 pendant 24 heures afin d'inhiber la kinase correspondante.
Ces cellules ont été ensuite traitées par la C2-cér a une concentration de 25 pM pour 72
heures. La viabilité cellulaire a été mesurée afin de comparer les effets des divers

traitements par rapport aux contrdles correspondants.

Ainsi tel qu’illustré dans la Figure 3.46, l'inhibition de ERK1/2 résulte en une
diminution de la prolifération de 58+6.2%, celle causé par le C2-cér est de 53+4.9% alors
que la combinaison de Cer-C2 et PD98059 montre un effet additif qui atteint 90+9.7%.
Ceci suggére que les céramides et ERK1/2 empruntent deux voies de signalisatipns
différentes pour affecter la taille des populations traitées. Le méme effet a été observé en
présence du SB202190 (Figure 3.46). Ainsi, la C2-cér ne semble emprunter ni la voie de
la ERK1/2 ni celle de la p38 pour induire ’effet observé. Dans le but de déterminer si la
PKC est impliquée dans la régulation négative de la prolifération cellulaire induite par la
C2-cér et d’identifier les isozymes de PKC responsables. Nous avons pré-incubé les
cellules avec un inhibiteur non-spécifique de la PKC soit le Bisindolylmaleimide (Bis)
qui inhibe toutes les PKCs mais aussi la PKA et des inhibieurs plus spécifiques a des
groupes d'isozymes des PKCs, soit le Go6983 qui inhibe presque toutes les PKCs (Alpha,
Beta, Delta, Epsilon et Zeta) et le Go6976 qui inhibe seulement les PKCs (Alpha, Beta et
Mu). Les cellules d'TMR-32 ont été incubées pendant 3 jours avec l'inhibiteur de PKC
correspondant ou avec la C2-cér individuellement ou en combinaison et l'effet de ces
traitements sur la taille des populations cellulaires est mesuré. Les résultats de la Figure
3.47 montrent que la viabilité des cellules traitées pendant 72 heures avec 25 pM C2-cér
est de 45+6.4%, celles qui sont traitées avec I’inhibiteur non-spécifique Bis présentent
une viabilité de 48+5.2% alors que le traitement combiné de Bis et de C2-cér induit une
viabilité presque similaire a celle résultant de I’exposition au Bis seul. Ceci suggere que
les voies de signalisations empruntées par la C2-cér et celles inhibées par Bis pourraient

avoir un élément commun.

Afin de confirmer si la PKC est associée a P’effet observé, nous avons utilisé des
inhibiteurs plus spécifiques des PKCs soit le Go6983 et le Go6976 individuellement ou

en combinaison avec la C2-cér. Leur effet sur I’accroissement de la population de cellules
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Figure 3.46 Effet d’inhibiteurs des MAP kinases seuls ou en combinaison avec la
C2-céramide sur la viabilité des cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées 4 une densité de 2x10° dans des plaques de 96
puits. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées dans un milieu de culture additionné
de 25 uM SB202190 ou de 25 pM PD98059 pendant 24 heures. Un traitement
supplémentaire de 25 pM de la C2-cér est ajoutée et le tout est incubé pendant 48 heures.
Les cellules sont ensuite lavées et lysées et un volume de 100 pl d’une solution contenant
4 pg/ml du réactif de Hoechst 33258 dans du PBS est ajouté a4 chacun des puits et incubé
pendant 5 min & 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.1.2).
L’intensité de fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes: excitation 355
nm et émission 460 nm. L'intensité de fluorescence est directement corrélée a la quantité
d’ADN et donc indirectement proportionnelle au nombre de cellules. Le nombre de
cellules est calculé a partir de courbes standards. Les données représentent les moyennes
et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative
entre le traitement individuel et le traitement combiné (* = p < 0.05, ** = p <0.001, ***
=p < 0.0001).
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Figure 3.47 Effet des inhibiteurs des PKCs seuls ou en combinaison avec la C2-
céramide sur la viabilité des cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 2x10° dans des plaques de 96
puits. 24 heures aprés, les cellules sont traitées dans un milieu de culture additionné de 1
uM de Go6983; de 140 nM de Go6976 ou de 4 uM de Bis pendant 24 heures. Un
traitement supplémentaire de 25 pM de C2-céramide est ajouté et le tout est incubé
pendant 48 heures. Les cellules sont ensuite lavées et lysées et un volume de 100 pl d’une
solution contenant 4 pg/ml du réactif de Hoechst 33258 dans du PBS est ajoute 4 chacun
des puits et incubé pendant 5 min & 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes
(section 2.1.2). L’intensité de fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes:
excitation 355 nm et émission 460 nm. L'intensité de fluorescence est directement
corrélée a la quantité d’ADN et donc indirectement proportionnelle au nombre de
cellules. Le nombre des cellules est calculé a partir de courbe standard. Les données
représentent les moyennes et les écarts-types de 3 expériences faites en triplicata.
Astérisque: différence significative par rapport au contrdle (* =p < 0.05,** =p < 0.001,
*** =p <0.0001).
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IMR-32 a été mesuré. L’analyse des résultats de la Figure 3.47 a permis de montrer que
les effets de la combinaison de ces inhibiteurs avec la C2-cér ne sont pas additifs. Ceci
suggére de fagon indirecte que la voie de signalisation de la PKC est probablement
impliquée dans la régulation négative de la prolifération induite par la C2-Cér et
probablement qu’un ou des membre (s) de la classe d'enzymes des cPKCs inhibé (es) par

le Go6976 contribue a la modulation de la croissance.

3.8.2.1 Implication de la PKC dans la régulation de la prolifération
induite par la céramide
La famille des PKCs est impliquée dans plusieurs processus biologique incluant la
prolifération, la différenciation et l'apoptose (Willaime et al. 2001). L’action des PKCs
dépend du type cellulaire, ce qui explique la diversité des isoformes de PKCs (Toker,
1998; Zeidman et al. 1999a).

L’étape suivante a été de rechercher I’implication des isoformes de PKC dans la
voie apoptotique déclenchée par la C2-Cér. Afin de déterminer exactement les types
d'isoenzymes de PKC impliqués dans la modulation de la croissance induite par C2-cér,
nous les avons inhibées individuellement en introduisant dans les cellules un anticorps
spécifique de chacune des isoenzymes par la technique de pinocytose tel que décrit dans
la partic matériels et méthodes (section 2.6). Nous avons d’abord démontré que
I’anticorps anti-PKC Alpha était bien introduit dans les cellules. Pour ce faire, une
immunohistochimie montrant la localisation de I’anticorps Anti-PKC Alpha dans le

cytoplasme des cellules IMR-32 est présentée dans la Figure 3.48D.

L'effet de l'inhibition de chaque type d’isoenzyme de PKC sur la prolifération
cellulaire des IMR-32 a été évalué en parallele. La Figure 3.49 illustre Deffet de
I’inhibition des isoformes de PKC sur la croissance des populations de cellules de
neuroblastome IMR-32. Les anticorps de différentes isozymes de PKC soit, les anticorps
contre les PKC Alpha, Betal, Betall, Epsilon, Mu et Zeta sont introduits individuellement
dans les cellules par pinocytose et la viabilité des cellules est mesurée. Les PKC alpha et

Betall semblent avoir un effet de régulation négative sur la prolifération puisque
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Figure 3.48 Mise en évidence par immunofluorescence de Dlincorporation de
Panticorps anti-PKC Alpha dans les cellules de neuroblastome IMR-32 par la
technique d’endocytose

Examen par microscopie a épi-fluorescence des cellules IMR-32 traitées par la technique
d’endocytose en absence (A, B) et en présence de I’anticorps anti-PKC Alpha (C, D).

Les cellules sont trypsinisées, comptées et 1x10° cellules sont resuspendues dans 30 pl
du milieu MEM sans sérum contenant 10 pl d’anticorps anti-PKC Alpha et/ou 20 pl de
solution hypertonique composée d’un mélange de polyéthyléne glycol (PEG) et de
sucrose, le tout est incubé pendant 12 min a la température de la piéce. Ensuite, les
cellules sont ensemencées a une densité de 1x10% dans du milieu standards. 24 heures
aprés, les cellules sont fixées et exposées a un anticorps secondaire conjugué a la
rhodamine tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.6). Les cellules sont
montées, examinées avec un microscope Nikon équipé du filtre approprié et
photographiées avec un film kodak ektatachrome 400 en contraste de phase (A, C) et en
épi-fluorescence (B, D). Barre: 50 pm.






131

Figure 3.49 Effet de I'inhibition spécifique des isoformes de PKCs sur la viabilité des
cellules de neuroblastome IMR-32

Les cellules sont trypsinisées, comptées et 1x108 cellules sont remises en suspension dans
30 pl du milieu MEM sans sérum contenant 10 pl d’anticorps anti-PKC Alpha et 20 pl de
solution hypertonique composée d’un mélange de polyéthylene glycol (PEG) et de
sucrose, le tout est incubé pendant 12 min & la température de la piéce selon les
instructions du vendeur. Les cellules sont ensemencées a une densité de 2x10° dans des
plaques de 96 puits et incubées dans du milieu standard pendant 1 a 3 jours. Les cellules
sont ensuite lavées et lysées et un volume de 100 pl d’une solution contenant 4 pg/ml du
réactif de Hoechst 33258 dans du PBS est ajouté a chacun des puits et incubé pendant 5
min a 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.2.1). L’intensité de
fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes: excitation 355 nm et émission
460 nm. L'intensité de fluorescence est directement corrélée a la quantité d’ADN et donc
indirectement au nombre de cellules. Le nombre des cellules est calculé & partir d’une
courbe standard. Les données représentent les moyennes et les écarts-types de 3
expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative par rapport au
contrdle (* =p <0.05, ** = p < 0.001, *** = p <0.0001).
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I’inhibition de la PKC Alpha ou de la PKC Betall réduit la prolifération cellulaire de
28+6.2% aprés deux jours et de 50+5.3% aprés 3 jours de culture par comparaison avec
les cellules contrdles soumises & la pinocytose sans introduction d’anticorps (p < 0.001;
n=3) (Figure 3.49). Par contre, I’inhibition de la PKC Betal a un effet moindre sur la
régulation négative de la prolifération cellulaire. En effet, I’inhibition de la PKC Betal
induit une réduction de la prolifération cellulaire de ’ordre de 10+1.5% seulement apres
2 jours et de 15+2.3% aprés 3 jours de culture cellulaire. L’introduction des anticorps de
PKC Mu, Zéta ou Epsilon ne semble pas affecter la prolifération cellulaire des IMR-32
puisque la croissance des cellules contenant ces anticorps est comparable a celle du

contrdle (Figure 3.49).

3.8.2.1.1 Implication de la PKC Alpha dans la régulation de
la prolifération induite par la céramide

Une pré-incubation de 24 heures des cellules IMR-32 en présence de Go6976 qui inhibe
les PKC Alpha, Beta et Mu (Figure 3.47) semblent limiter la croissance cellulaire causée
par le traitement avec le C2-cér. Nous avons vérifié si ces cellules répondent de la méme
facon a une pré-inhibition individuelle de 24 heures de chaque isoforme de PKC avant
I’addition au milieu de culture de 25 puM de C2-cér. Pour cette étude, les cellules dans
lesquels des anticorps anti-PKCs sont introduite individuellement, sont incubées en
présence de 25 uM de C2-Cér durant 2 jours et leur viabilité est mesurée. Les résultats de
la Figure 3.50 montrent que les cellules d’IMR-32 ou I’isoforme de PKC Alpha est
inactivée, ne répondent plus au C2-cér par une régulation négative supplémentaire de la
croissance cellulaire. Par contre, I’inactivation de la PKC Betall qui montre un effet
négatif sur la prolifération cellulaire ne parait pas impliquée dans la voie des céramides
puisque le traitement par le C2-cér apres inactivation de Betall a un effet additif (p <
0.001; n=3) sur la viabilité¢ des cellules d’IMR-32 suggérant ’indépendance des deux
voies. De plus, les isoformes de PKC Betal, Epsilon, Mu et Zeta, ne semblent jouer aucun
rble dans I’arrét de prolifération induit par la C2-cér. En effet, le traitement par le C2-cér
aprés inactivation de chacune de ces isoformes de PKCs (Betal, Epsilon, Mu et Zeta) a un

effet additif sur le contrdle de la prolifération cellulaire (Figure 3.50).
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Figure 3.50 Identification des isoformes de PKCs impliquées dans la modulation de
la croissance induite par ’exposition des cellules de neuroblastome IMR-32 a la C-2-
céramide

Les cellules sont trypsinisées, comptées et 1x108 cellules sont remises en suspension dans
30 pl du milieu MEM sans sérum contenant 10 pl d’anticorps anti-PKC Alpha, Betal,
Betall, Mu et 20 pl de solution hypertonique composée d’un mélange de polyéthyléne
glycol (PEG) et de sucrose, le tout est incubé pendant 12 min a la température de la
piéce. Ensuite, les cellules sont resuspendues dans du milieu standard et ensemencees a
une densité de 2x10° dans des plaques de 96 puits. 24 heures aprés, les cellules sont
traitées avec un milieu contenant 25 pM de C2-céramide. Aprés 48 heures d’incubation a
37 °C, les cellules sont lysées et un volume de 100 pl d’une solution de 4 pg/ml du réactif
de Hoechst 33258 est ajoutée & chacun des puits de la plaque et le tout est incubé pendant
5 min a 37 °C tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.6). L’intensité de
fluorescence est mesurée aux longueurs d’onde suivantes: excitation 355 nm et émission
460 nm. L'intensité de fluorescence est directement corrélée 2 la quantité d’ADN et donc
indirectement au nombre de cellules. Le nombre des cellules est calculé a partir d’une
courbe standard. Les données représentent les moyennes et les écarts-types de 3
expériences faites en triplicata. Astérisque: différence significative entre le traitement
individuel et le traitement combiné (** = p < 0.001).
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3.9 Les céramides et les jonctions intercellulaires de type gap

Pour examiner le rdle des céramides sur les JICGs dans les cellules IMR-32, les
cellules sont incubées en présence de 1’analogue synthétique perméable de la céramide
(C2-cér). Le C2-cér mimique 1’élévation de la céramide endogéne (Tavarani et al. 2000).
L’effet de C2-cér sur les JICGs a été vérifié au niveau de I’expression de la Cx43, au

niveau de sa phosphorylation et finalement, au niveau de la perméabilité des canaux de

type gap.

La Figure 3.51, montre le profil d’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32
non traitées et traitées par une concentration finale de 25 pM et 100 pM de C2-céramide
respectivement. Nous avons observé que le niveau d’expression et de phosphorylation de
la Cx43 est indépendant de la concentration de C2-Cér utilisée. En effet, ni la
concentration de C2-Cér qui induit I’arrét de la prolifération (25 uM) ni celle qui induit
I’apoptose (100 uM) n’affecte le niveau d’expression et de phosphorylation de la Cx43
aprés 24 heures de traitement (Figure 3.51). L’analyse des densitogrammes
correspondants montre des profils d’expression presque similaires (Figure 3.51B). Afin
de distinguer, si I’induction de I’apoptose ou la diminution de la prolifération par la C2-
céramide est associée 4 une modulation de la perméabilité des jonctions intercellulaires
de type gap, nous avons utilisé la technique du chargement par grattage : “Scrape
Loading”. Le chargement du colorant jaune de Lucifer par incision des cellules non
traitées (CT) et traitées avec 25 puM et 100 pM de C2-Cér, a montré un effet
proportionnel. En effet, la distribution de colorant se fait de la méme maniére dans les
cellules témoins que dans les cellules traitées et cela quelle que soit la concentration
utilisée (Figure 3.52A, B, C).
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Figure 3.51 Effet de doses croissantes de C2-céramide sur le profil d’expression de
la connexine 43 dans les cellules de neuroblastome IMR-32

(A) Immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules IMR-32 traitées par des
doses croissantes de C2-cér, (B) profils densitométriques correspondants.

Détection de 1’expression de la Cx43 dans les cellules IMR-32 non traitées (1) et traitées
pendant 24 heures avec 25 pM en (2) et 100 uM de C2-cér en 3).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées & une densité de 1x10° par 100 mm?’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées dans un milieu de
culture additionné de 25 pM ou de 100 uM de C2-cér. Ensuite, les cellules sont lysées et
25 pg de protéines totales obtenues sont séparces par électrophorése dénaturante puis
transférées sur une membrane de nitrocellulose et révélées par immunobuvardage avec un
anticorps polyclonal spécifique anti-Cx43 et détectées par un anticorps secondaire
conjugué  la phosphatase alcaline tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.7).
Les profils densitométriques sont réalisés en utilisant le software Image Pro.
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Figure 3.52 Effet de doses croissantes de C2-céramide sur la communication
intercellulaire dans les cellules de neuroblastome IMR-32

L’évaluation de la communication intercellulaire des cellules IMR-32 non traitées (A) et
traitées pendant 24 heures avec 25 uM (B) et 100 pM de C2-cér (C).

Les cellules IMR-32 sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm’ dans des
conditions standards. 24 heures plus tard, les cellules sont traitées dans un milieu de
culture additionné de 25 pM ou de 100 pM C2-cér pendant 24 heures. Les cultures
cellulaires sont lavées et 1ésées par une entaille et exposées pendant 10 min & une solution
de 0.5 % de jaune de Lucifer dans du PBS. Aprés lavages au PBS, les cellules sont fixées
avec une solution a 4 % paraphormaldéhyde dans du PBS pendant 20 min, lavées et
montées dans un milieu de montage. L’ensemble est examiné avec un microscope Nikon
équipé du filtre approprié et photographié en épi-fluorescence avec un film kodak
ektatachrome 400 tel que décrit dans matériels et méthodes (section 2.5). Barre: 25 pm.






4. DISCUSSION
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4.1 Les JICGs dans les neuroblastomes

Les cellules de neuroblastome humain IMR-32 présentent non seulement une
déficience des jonctions intercellulaires de type gap, mais expriment en outre une
connexine, la Cx43 caractéristique de I’état embryonnaire des neurones (Figures 3.1 et
3.2). La Cx43 se trouve dans toutes les souches embryonnaires dérivées de la créte
neurale (Makarenkova et al. 1999; Lo et al. 1997) tel que démontré dans les neuroblastes,
cellules souches, d'ou dérivent les neuroblastomes (Lo et al. 1997; LoTurco et al. 1991).
Cependant, la Cx43 est absente dans les cellules neuronales adultes du systéme nerveux
périphérique (Bruzzone et al.1997). Le patron d’expression de la Cx43 varie durant le
développement normal du systéme nerveux périphérique (Bruzzone et al. 1997), elle est
exprimée au début du développement embryonnaire ou elle permet la communication
cellulaire a travers les JICGs avant la formation des synapses (Nadarajah et al. 1997;
1999). La Cx26 est aussi présente durant les premiers stades embryonnaires et continue
d’assurer la communication cellulaire entre les cellules neurales et les cellules de soutien
telles que les cellules de Schwann et les cellules gliales (Rozental et al. 1998). La Cx43
disparait 4 la naissance et elle est remplacé par la Cx32 dans les neurones de souris
(Bruzzone et al. 1997). Dans nos expériences, le fait que les cellules IMR-32 expriment
seulement la Cx43, tend & démontrer que ces cellules sont probablement bloquées au
cours de leurs développement embryonnaires et n’ont pas pu progresser dans leur

différenciation.

D’aprés la littérature, les JICGs sont fonctionnelles chez les neuroblastes durant
les premiers stages embryonnaires (LoTurco et al. 1991 ). Les cellules de neuroblastome
IMR-32 par contre, présentent une perméabilité cellulaire trés réduite tel que démontré
par la technique du chargement par grattage du colorant jaune de Lucifer (Figure 3.2).
Par contre, la perte du couplage cellulaire a travers les JICGs est une caractéristique
commune des cellules transformées qui ont perdu le contrdle de la prolifération et les
mécanismes du maintient de la différenciation cellulaire tel est le cas dans les cellules
rénales et ovariennes tumorales ou les JICGs sont déficientes (Hanna et al. 1999;
Noguchi et al. 1999).
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La communication cellulaire est régulée a plusieurs niveaux: la transcription du
géne de la Cx, I’assemblage des Cxs en connexons, le transfert des Cxs du cytoplasme a
la membrane plasmique, ’assemblage de connexons en canaux jonctionnels, la
perméabilité du canal jonctionnel, le désassemblage des JICGs et la dégradation des
connexines par voie protéosomique ou lysosomique (Laird et al. 1996; Laird et al. 1995,
Lampe et al. 2000). Les études d'immunolocalisation nous ont montré une localisation
aberrante de la Cx43 au niveau cytoplasmique (Figure 3.3). En effet, la Cx43 est présente
non pas au niveau de la membrane plasmique, comme c'est le cas dans les cellules
normales, mais au niveau du cytoplasme plus particuliérement au niveau péri-nucléaire
séquestrée dans le réticulum endoplasmique ou encore dans I'appareil de Golgi. Cette
méme localisation aberrante des Cxs et I’altération des JICGs a été confirmée dans une
autre lignée de neuroblastme humain SH-SYSY (Belbaraka, 2002). Plusieurs autres
phénotypes de cellules transformées ont montré une localisation aberrante des Cxs, citons
I'exemple des cellules ovariennes et rénales (Hanna et al. 1999; Noguchi et al. 1999;
Hossein et al. 1999).

Dans ce travail, nous avons démontré que la Cx43est présente sous ses formes
phosphorylées P1 et P2 (Figure 3.1A). Cependant, les kinases responsables de ces
phosphorylations restent inconnues. La phosphorylation est le principal mécanisme post-
traductionnel de régulation des communications cellulaires (Musil et al. 2000; Lampe et
al. 2000). Toutes les connexines peuvent étre phosphorylées exceptée la Cx26 (Saez et al.
1990). La phosphorylation contrdle différentes étapes de la formation et de la fonction
des canaux tel que la translocation de la Cx de I’appareil de Golgi 4 la membrane. Laird
et al. (1995) ont trouvé que la Cx43 traverse I’appareil de Golgi et ont suggéré que la
premiére phosphorylation conditionne 1’assemblage des connexines en connexons dans
I’appareil de Golgi. En utilisant certains inhibiteurs du trafic protéique Musil et al. (1993)
concluent que 1’oligomérisation de la Cx43 en connexons se produit aprés son départ du
réticulum endoplasmique. Le mécanisme par lequel les connexons sont délivrés & la
membrane plasmique reste inconnu (Guerrier et al. 1995; Laird et al. 1996). Pour la

Cx43, plusieurs étapes impliquant la phosphorylation sont connues: 1’assemblage des
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connexines en connexons, le transfert des Cxs du cytoplasme vers la membrane
plasmique, le contrdle de la perméabilité du canal aprés la localisation des connexons a la
surface cellulaire et finalement la dégradation des connexines par protéosome ou
lysosome (Laird et al. 1996; Musil et al. 1991; Musil et al. 2000; Warn-Cramer et al.
1998; 2001).

4.2 Les jonctions intercellulaires de type gap et la différenciation
cellulaire

Les JICGs jouent un rdle primordial dans le contrble de 1’équilibre entre la
prolifération et de la différenciation cellulaire d'un tissu ou d’un organe. Cet équilibre est
rompu dans les cellules tumorales, la prolifération cellulaire aboutit & la formation d'une
tumeur et ne s'accompagne pas d'un processus de différenciation compatible avec la
fonction du tissu d'origine (Omori et al. 2001; Lampe et al. 2000). La progression et le
maintien de D’état de différenciation cellulaire et la fonction des communications
cellulaires sont des processus interdépendants (Phipps et al. 1997). Les neuroblastomes
qui conservent intacts leurs systémes inducteurs de différenciation constituent un modele
de choix. Comme les connexines sont des éléments importants de ce processus, nous

avons étudié leur comportement au cours de la différenciation des cellules IMR-32.

4.2.1 Induction et caractérisation de la différenciation chez la lignée de
neuroblastome IMR-32

Le NB dérive de cellules de la créte neurale immature (Chambery et al. 2000).

Ces cellules peuvent étre induites a se différencier in vitro (Cooper et al. 1991) et in vivo

(Castleberry et al. 1997; Black et al.1999). La différenciation neuronale est mesurée en se

basant sur quatre critéres principaux. 1) le critére de la différenciation morphologique,

évalué par I'extension des neurites, 2) la régulation négative de la prolifération cellulaire,

3) le critére de la différenciation moléculaire caractérisée par I'expression des marqueurs

de différenciation neuronaux et finalement 4) la sortie finale du cycle cellulaire, un critére

qui n’est pas souvent utilisé lors des études de la différenciation cellulaire (Chambery et
al. 2000).
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Plusieurs modéles ont été utilisés pour étudier la différenciation neuronale dans le
PNS, ceux-ci incluent des cellules moins agressives, comme celles de la lignée SH-SYS5Y
issue d’un neuroblastome humain, les cellules de rat PC-12, un model de neurone
sympathique adrénergique (Farooqui, 1994; Boglari et al. 2001; Castillo et al. 2001) et les
cellules murines P19, des cellules de carcinomes embryonnaires qui lorsque traitées avec
I'acide rétinoique donne naissance a des neurones et des cellules gliales (McBurney et al.
1993a; Armour et al. 1999). Les cellules d'IMR-32 représentent un autre type de
neuroblastomes humain, plus agressif puisqu'elles ont 25 copies de I’oncogéne N-myc et
le récepteur de facteur de croissance NGF défectueux (O’Neill et al. 2001, Brodeur et
al.1997a). Elles présentent donc un autre modéle de différenciation cellulaire.
L’induction de la différenciation dans cette lignée est basée sur le traitement avec le tRA
et le 8-Br-cAMP. Contrairement aux cellules SH-SYS5Y et PC-12 dont la différenciation
est basée sur I’activation du récepteur du facteur de croissance neuronale (Castillo et al.

2001; Macleod et al. 2001).

4.2.1.1 Effet de la différenciation cellulaire sur la croissance cellulaire

Les cellules dTMR-32 ont été induites a se différencier en utilisant soit un
analogue de la cyclique AMP (8-Br-cAMP), soit 'acide tout frans rétinoique (tRA) soit
les deux en combinaison (8-Br-cAMP et tRA) (Figure 3.4). Le tRA est un produit naturel
dérivé de la vitamine A qui joue un rdle primordial durant le développement
embryonnaire (Morris-Kay et al. 1999). Il a été utilisé en clinique dans le traitement des

neuroblastomes et d'autres cancers tel que la leucémie (Reynold, 2000).

Les résultats des Figures 3.4 et 3.5 montrent que le traitement des cellules IMR-
32 par le tRA pendant 7 jours a pour effet de ralentir la prolifération cellulaire avec
émission de quelque neurites. Cette observation est confirmée par les résultats de la
Figure 3.11 qui montrent une diminution de l'expression du PCNA, donc de la
prolifération cellulaire. Il a été rapporté que le tRA agit sur les neuroblastomes soit en
induisant I’arrét de la prolifération accompagné d'une émission de neurites in vifro ou

encore en induisant I'apoptose et la mort cellulaire (Giannini et al. 1997a). L’acide
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rétinoique dans ces formes frans et cis induit aussi la différenciation cellulaire des
cellules P19 (McBurney et al. 1993b; Armour et al. 1999) ainsi que dans d'autres types de
neuroblastomes humain incluant les cellules SH-SY5Y et LAN-5 (Lovat et al. 1994;
Grummer et al. 2000a; Seidenfaden et al. 2001). De plus, I’isomére cis a plus d'effet sur
la régulation négative de la prolifération que son isomére /rans dans ces cellules (Redfern
et al. 1994; 1995). Cependant, cet isomére se montre plus toxique dans le traitement des

neuroblastomes (Lovat et al. 2001).

L'acide rétinoique exerce en général son effet en se liant a ses récepteurs
nucléaires et en modulant ainsi l'expression génique des molécules clés du cycle
cellulaire (Grummer et al. 2000a; Seidenfaden et al. 2001). En effet, les récepteurs de
l'acide rétinoique fonctionnent en diméres et modulent l'activité transcriptionelle en
interagissant avec la séquence d'ADN qui contient les éléments de réponse de l'acide
rétinoique (Niles, 2000). Les différents isomeéres ont des affinités différentes avec leur
récepteurs, alors que le RAR se lie spécifiquement avec le tRA et le cRA, RXR a de
Paffinité juste avec le cRA (Redfern, 1995). Dans les cellules LAN-5, le cRA peut
induire la différenciation et l'apoptose (Han et al. 1995). La réponse des cellules au tRA
dépend du type de cellules et des conditions de traitement (Armour et al. 1999; Lovat et
al. 2001). Cependant, dans la plupart des cellules, le tRA agit en bloquant la progression
du cycle cellulaire dans la phase G1 en modulant I'expression des protéines régulant le
cycle cellulaire (Armour et al. 1999). Dans les cellules de neuroblastome humaine SH-
SY5Y, le traitement avec l'acide rétinoique induit une augmentation de l'expression de
l'inhibiteur de la kinase dependente de la cycline (CDK) p27 sans affecter la p21 (Matsuo
et al. 1998). Dans un autre type de cellules, les cellules épithéliales, l'acide rétinoique
induit un arrét de la croissance cellulaire en réduisant le niveau de la cycline D1 au
niveau protéique et non pas au niveau messager. Ce phénoméne est dit & une induction de

la dégradation de la cycline D1 par un systéme protéomique (Lagenfeld et al. 1997).

Le traitement des cellules de neuroblastome IMR-32 avec le 8-Br-cAMP entraine
aussi une extension des neurites, une diminution de la prolifération et une expression de

marqueurs neuronaux de différenciation (Figures 3.4, 3.5 et 3.11). Le 8-Br-cAMP est un
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analogue de cAMP qui est perméable & la membrane. Le 8-Br-cAMP active la PKA dont
I’unité régulatrice a son tour active la transcription de géne impliqué dans la régulation du
cycle cellulaire et dans la différenciation (Thorin-Trescases et al. 2001). Les cellules
traitées avec le 8-Br-cAMP montrent une diminution de la prolifération de presque 50 %
lorsque comparée au contrdle et une diminution d’environ 75 % de I’expression de

PCNA (Figures 3.5 et 3.11).

Il est connu que le 8-Br-cAMP active la PKA en induisant l'expression
différentielle des isoformes de PKA qui régulent la prolifération cellulaire (Cho-Chung et
al. 2000; Thorin-Trescases et al. 2001). Une augmentation de l'expression de I’unit¢
régulatrice RI de la PKA est associée a la transformation cellulaire et a l'activation de la
prolifération alors que la stimulation de l'expression de I’unité régulatrice RII est associée
4 I'inhibition de la croissance cellulaire et a la différenciation (Kim et al. 2000a; 2000b).
Le 8-Br-cAMP et le dibutyryl-cAMP se sont montrés responsables de I’arrét de la
prolifération et l'activation de la différenciation dans plusieurs cellules de neuroblastomes
(Prasad et al. 1994; Yokozaki et al. 1992). En général, le 8-Br-cAMP arréte la croissance
de plusieurs autres lignées selon au moins deux mécanismes. Premiérement, le 8-Br-
cAMP induit une diminution de l'expression de la cycline D1 qui est associée
normalement avec la kinase dépendante de la cycline 4/6 (CDK4, CDK®6) (Trosko et al.
1998a). Deuxiémement, le 8-Br-cAMP augmente l'expression de I’inhibiteur de la kinase
dépendante des cyclines, p27 (Kato, 1999) ainsi que son accumulation intracellulaire
(Shen et al. 2000). De plus, ’augmentation de la cAMP intracellulaire dans les cellules
néoplasiques induit I’arrét de la croissance cellulaire & travers une activation de la p27 ou
encore une diminution de la cycline D1 (Trosko et al. 1998b). Le 8-Br-cAMP peut aussi

induire une accumulation de la cycline B1 (Kurokawa et al. 1998).

L’étude de la combinaison du 8-Br-cAMP et du tRA sur I’induction de la
différenciation des cellules de neuroblastomes IMR32 a montré un effet synergique sur la
régulation négative de la croissance cellulaire (Figures 3.5 et 3.11). Ce phénoméne peut
étre expliqué par une activation de deux mécanismes impliquant un effet additif du 8-Br-

cAMP et du tRA sur I’arrét de la prolifération. En effet, le tRA et le 8-Br-cAMP ont tous
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les deux étés reconnus comme modulateurs des protéines clés du cycle cellulaire a travers
la régulation de I’expression des cyclines et des kinases CDKs (Niles et al. 2000; Kato.
1999).

42.1.2 Effet de la différenciation cellulaire sur la morphologie
cellulaire et moléculaire

Aprés avoir démontré que le traitement des cellules IMR-32 par le tRA, le 8-Br-
cAMP et surtout la combinaison des deux induit une diminution de la prolifération
cellulaire, nous avons vérifié si cette limitation de division cellulaire s’accompagne de la

différenciation morphologique.

Les cellules traitées avec une combinaison de tRA et de 8-Br-cAMP montrent une
différenciation morphologique plus avancée avec formation de neurites et une apparition
d’un phénotype neuronale lorsque comparées avec celles traitées pendant 7 jours avec le
8-Br-cAMP ou le tRA seul (Figure 3.4). En effet, la morphologie étoilée et la présence de
neurites assurant la connexion des cellules apporte une preuve de la différenciation
morphologique des cellules de neuroblastomes IMR-32 en neurones (Figure 3.4). La
formation des neurites est un phénoméne réversible tant que les cellules n’ont pas

définitivement quitté le cycle de division cellulaire (Gomez et al. 1998).

Des études ont montré que le 8-Br-cAMP provoque une réorganisation du
cytosquelette dans plusieurs lignées cellulaires tel que les fibroblastes de souris, les
cellules leucémiques humaines et les cellules issues des lignées de neuroblastome humain
SH-SY5Y et SK-NSH (Mena et al. 1995; Galderisi et al. 1999c; Girgert et al. 2000).
Dans les cellules neurales, la 8-Br-cAMP exerce un contrdle sur l'initiation de neurites
(Mena et al. 1995). En effet, dans les cellules PC-12, le traitement par la cAMP induit
Iinitiation de la formation des neurites, impliquant une réorganisation du cytosquelette
qui est indépendant de la synthése de I'ARN et de la synthése de nouvelles protéines
(Weisenhorn et al.1999; Boss et al. 2001; Waltereit et al. 2001).
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L'acide rétinoique induit la formation des neurites chez certains types de cellules
de neuroblastomes. Le mécanisme est encore mal élucidé (Reynolds, 2000a).
Morphologiquement, le tRA a des effets différents sur les cellules de neuroblastomes
selon leurs types. En général, le traitement des cellules de type N avec le tRA induit
I’élongation des processus neuronaux incluant les axons et les dendrites (Gudas et al.
1994) alors que les cellules de type S perdent leur adhérence et deviennent apoptotiques
(Rozzo et al. 1997). Les cellules d'IMR-32 sont de types I (intermédiaire) qui est un
mélange des cellules de type S et de type N.

Nous avons aussi noté (Figure 3.4) que la combinaison du 8-Br-cAMP avec le
{RA a un effet additif sur I’émission des neurites et ’expression des marqueurs de
différenciation lorsque comparée avec les traitements individuels. Ceci est probablement
df a Peffet synergique exercé par ces deux composés sur I’induction de la différenciation.
La combinaison de 8-Br-cAMP et du tRA a un effet sur la diminution de la résistance au
tRA observée dans les cellules d’IMR-32 (Carystinos et al. 2001).

4.2.1.3 Effet de Pinduction de la différenciation sur ’expression des
marqueurs neuronaux

L’élongation des neurites et la diminution de la croissance cellulaire observées
lors du traitement des cellules de neuroblastomes IMR-32 par une combinaison de 8-Br-
cAMP et de tRA peuvent étre considérées comme des preuves de la différenciation
morphologique de ces cellules (Figure 3.4). Toutefois, il était nécessaire de confirmer le
progrés dans le programme de différenciation par la mesure de D’expression des
marqueurs neuronaux spécifiques comme: les neurofilaments, ’énolase spécifique des

neurones, |’acétylcholinestérase, la toxine tétanique et la tyrosine hydroxylase.

D’aprés les résultats obtenus par cytométrie de flux et immunobuvardage (Figures
3.6 et 3.7), ’expression des neurofilaments 200 et 68 est optimale lorsque les cellules
IMR-32 sont traitées avec la combinaison de 8-Br-cAMP et tRA. Les neurofilaments sont
des protéines du cytosquelette exprimées dans les cellules neurales. Il y a trois différents

types de neurofilaments qui différent par leurs poids moléculaires et leur expression au
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cours de la différenciation, les NF 200, les NF 145 et les NF 68. Contrairement aux
cellules de neuroblastomes IMR-32 qui expriment les neurofilaments en petite quantité, a
cause de leur origine maligne a caractére embryonnaire, les neurones normaux expriment
davantage de protéines de neurofilaments. L’augmentation du profil d’expression du
neurofilament 200 dans les cellules IMR-32 différenciées par la combinaison de 8-Br-
cAMP et de tRA est caractéristique de I’évolution des neurites en axones (Galdersi et al.
1999; Girgert et al. 2000). Il est connu que le traitement par le tRA induit I'expression des
molécules N-CAM (Shapiro et al. 1997; Gubkina et al. 2001). Des molécules d’adhésion
présentes dans le cytosquette des cellules d’origines neuronales. Ces protéines jouent un

role clé dans la différenciation neuronale (Shapiro et al. 1997; Gubkina et al. 2001).

La différenciation des cellules humaines IMR-32 par le tRA et le 8-Br-cAMP
permet donc une augmentation des marqueurs neuronaux du cytosquelette. Il est
intéressant de vérifier si les cellules IMR-32 traitées avec le 8-Br-cAMP et le tRA seul ou
en combinaison expriment d’autres marqueurs caractéristiques des neurones. Nous avons
montré que le profil d’expression ainsi que 1’expression de I’énolase spécifique des
neurones (NSE) augmente nettement dans les cellules traitées avec le 8-Br-cAMP et le
tRA et surtout dans les cellules traitées avec la combinaison du 8-Br-cAMP et du tRA
lorsque comparé aux contrdles non traités (Figures 3.8 et 3.9). La NSE est une enzyme
intracytoplasmique importante dans le maintien de la fonction des neurones (Abdennebi
et al. 2000). Les cellules de neuroblastome expriment aussi la NSE mais a un niveau plus
bas que les neurones normaux (Abdennebi et al. 2000). La NSE est utilisée en clinique
comme un marqueur de diagnostic des neuroblastomes. En effet, les neuroblastes de la
tumeur ayant un taux de renouvellement rapide, les morts cellulaires sont nombreuses et
ces cellules lysées larguent dans le sang circulant la NSE (Grosfeld, 1999; Castel et al.
1999). L’augmentation de la NSE est évocatrice, mais non spécifique, de la présence de
neuroblastome, certains néphroblastomes peuvent également s’accompagner d’une teneur
élevé en NSE (Bossart et al. 1989; Abdennebi et al. 2000).

Les résultats obtenus aprés traitement des cellules de neuroblastome IMR-32 avec

le 8-Br-cAMP seul ou en combinaison avec le tRA montrent une augmentation de
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I’expression de I’acétylcholinestérase (Figure 3.10). De part leur origine, les cellules
d’IMR-32 ont la possibilité d’exprimer des propriétés adrénergiques et cholinergiques.
L’acétylcholinestérase est une enzyme clé qui se trouve dans les terminaisons nerveuses
et qui permet la dégradation de I’acétylcholine en choline et en acétate lors de la
transmission de I’influx nerveux (Wan et al. 2000; Choi et al. 2001). II est donc évident
que I’expression de 1’acétylcholinestérase augmente durant la différenciation neuronale.
Cette augmentation a été attribuée a une augmentation de la stabilisation de son ARNm
dans les cellules murines P19 (Coleman et al. 1996). L’induction de la différenciation des
neurones de souris par une combinaison de la dibutyryl cyclique AMP et de tRA a
montré une augmentation de I’activité de ’acétylcholinestérase avec un effet additif de
ces deux agents (Jankowska et al. 1997). De plus, dans la lignée de neuroblastome LAN-
5, le traitement avec le tRA ou le cRA semble suffisant pour induire une différenciation
accompagnée par une augmentation de I’activité de 1’acétylcholinestérase (Han et al.

1995).

Les cellules de neuroblastome IMR-32 traitées avec le 8-Br-cAMP, seul ou en
combinaison avec le tRA montrent aussi une augmentation de 1’expression de la tyrosine
hydroxylase (Figure 3.10). Par contre, le traitement avec le tRA n’a aucun effet sur le
niveau d’expression de la tyrosine hydroxylase (Figure 3.10). Ces résultats sont
comparables & ceux retrouvés dans la littérature ou il a ét¢ montré que le niveau de la
tyrosine hydroxylase augmente avec I’avancement de la différenciation neuronale induite
par des analogues de la cAMP et non pas par I’acide rétinoique dans les lignées de
neuroblastome humain CHP-126, CHP-134, IMR-32, NB-69 et LAN-5 (Gupta et al.
1985; Ikeda et al. 1994). La tyrosine hydroxylase est une enzyme caractéristique des
neurones adrénergiques. Méme si la tyrosine hydroxylase est présente dans plusieurs
lignées de neuroblastomes (IMR-32, LAN-2, SK-NSH et LAN-5), son niveau
d’expression ne dépasse pas 0.5 2 5 % de celui des neurones adrénergiques (West et al.
1977). En général, il est connu que la cAMP et I’augmentation de I’activité de la PKA
sont responsables du changement de la fonction cholinergique a la fonction adrénergique

dans les neurones (Kim et al. 1994; Ginns et al. 1988).
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Ainsi, le traitement au tRA seul a peu d’effet sur la différenciation morphologique
et moléculaire des cellules IMR-32 méme s’il contribue a 1’arrét de la prolifération
cellulaire. Ce dernier effet est connu pour créer des conditions favorables a la
différenciation. L’augmentation de la cAMP intracellulaire par ’ajout du 8-Br-cAMP par
contre, induit aussi une limitation de la prolifération cellulaire et une différenciation au
niveau moléculaire et morphologique plus prononcée. Enfin, la combinaison des deux
agents conduit & un degré plus élevé de différenciation neuronale et un arrét presque
complet de la prolifération. En conclusion, I’élévation de la cAMP intracellulaire associé
3 Peffet de tRA est une condition presque nécessaire au progrés de la maturation des

cellules de neuroblastome IMR-32 en cellules a caractére neuronal.

4.2.1.4 Effet de la différenciation sur les marqueurs tumoraux

Le N-myc est amplifié dans la lignée de neuroblastome IMR-32. En effet, ces
cellules possédent 25 copies du géne N-myc, ce qui entraine une sur-expression accrue de
la protéine N-Myc (Azar et al. 1991). Le N-myc comme son homologue c-myc sont
impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et 1’apoptose
(Matsunaga et al. 1998). D’apres les résultats obtenus (Figure 3.11), le traitement des
cellules IMR-32 avec le 8-Br-cAMP seul et surtout en combinaison avec le tRA entraine
une diminution de 1’expression de la protéine N-myc. La régulation de la protéine N-myc
s’accompagne d’une diminution de la croissance cellulaire telle que démontrée
quantitativement par 1’expression de la protéine PCNA un autre marqueur classique des
tumeurs (Figure 3.11). En général, Le N-myc agit sur la régulation du cycle cellulaire par
une réduction de la phase G1 (Aubry et al. 2000). L’inhibition de I’expression de N-myc
par un oligonucléotide anti-sens résulte en une suppression de la prolifération et une
induction de la différenciation (Galderisi et al. 1999¢c). De plus, I’expression de N-myc
diminue durant la différenciation des tumeurs du neuroectoderme tel que les
médulloblastomes (Moriuchi et al. 1997). La protéine N-Myc a été également impliquée
dans la mobilité cellulaire ce qui contribue  la production de métastases chez les patients
atteints de neuroblastome (Brodeur et al. 1997b). Ces patients chez qui le N-myc est
amplifié ont des tumeurs extrémement invasives qui produisent des métastases trés

distantes (Brodeur et al. 1997b). En effet, des études ont rapporte qu’une réduction de
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I’expression de N-myc par un traitement au tRA permet une réduction du degré de la
mobilité cellulaire dans la lignée cellulaire d’IMR-32 (Zaizen et al. 1998). De plus, dans
une tentative d’identification des génes impliqués dans la différenciation cellulaire des
neuroblastomes, 1’équipe de Hovland et al. (2001) a rapport¢ qu’une augmentation
intracellulaire du niveau de la cAMP dans les cellules de neuroblastomes de souris NB-2,

régule de fagon négative le géne de N-myc.

Contrairement & 1’oncogéne N-myc qui est associé a un pronostic défavorable, le
TrkA, le récepteur de haute affinité de NGF est largement exprimé dans les
neuroblastomes dont le pronostic est favorable (Brodeur et al. 1997). Le NGF joue un
role primordial dans la différenciation embryonnaire des neuroblastomes (pour revue voir
Nakagawara, 2001). Les cellules IMR-32 contrairement a d’autres types de cellules de
neuroblastomes ne répondent pas au NGF, le récepteur du NGF ¢tant défectueux (Azar et

al. 1994).

Les résultats de la Figure 3.12 montrent une augmentation de I’expression de
TrkA dans les cellules IMR-32 traitées avec le 8-Br-cAMP, le tRA et la combinaison des
deux. Dans les cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y et celle du rat PC-12 ou le
TrkA est fonctionnel, le traitement avec le 8-Br-cAMP et le NGF résulte en une induction
de la différenciation terminale. Le retrait du NGF des cellules SH-SYSY terminalement
différenciées induit I’apoptose (Lambeng et al. 2001; Belbaraka, 2002). De plus, les
cellules PC-12 différenciées avec une combinaison de NGF et de 8-Br-cAMP deviennent
dépendantes de ces facteurs pour leur survie, indiquant que la voie du cAMP peut se
substituer & celle évoquée par le NGF dans le maintient de la survie des cellules PC-12
(Lambeng et al. 2001; Wang et al. 1998).

La potentialisation du niveau d’expression de TrkA observée lors du traitement
des cellules IMR-32 avec la combinaison de 8-Br-cAMP et de tRA (Figure 3.12) suggere
une implication de la voie de signalisation induite par ’acide rétinoique. En effet, les
études de Xie et al. (1997) avaient déja montré que durant la différenciation des lignées

cellulaires leucémiques K562 et KG-1 par I’acide rétinoique, un accroissement de
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I’expression de TrkA a été observée, indiquant la possibilité de I’implication de la voie de
signalisation NGF/TtkA dans la différenciation induite par I’acide rétinoique dans les
neuroblastomes ou le TrkA est fonctionnel (Xie et al, 1997; Lucarelli et al. 1994).
Certaines études ont montré que le pré-traitement des cellules primaires astrogliales par le
cAMP, entraine une augmentation du messager (’ARNm) d’un autre récepteur de

neutrophines, le TrkB (Condorelli et al. 1994).

Comme le TrkA, le niveau de H-ras augmente aussi lors du traitement des cellules
IMR-32 avec le 8-Br-cAMP seul ou en combinaison avec le tRA tandis que le tRA seul
n’a pas d’effet sur son niveau d’expression (Figure 3.12). Le H-ras est une protéine
membranaire qui a une activité intrinséque de GTPase (pour revue voir Jones et al. 2001).
Cette protéine est trés importante dans la régulation de la différenciation et la
prolifération cellulaire dans plusieurs types de cellules (Hall et al. 2002). Le H-ras est
utilisé en clinique comme marqueur de neuroblastome avec un pronostic favorable
(Tanaka et al. 1998). Le mécanisme de I’implication de H-ras dans la différenciation des
neuroblastomes en général et des IMR-32 en particulier reste inconnu. Cependant, le
traitement des cellules de neuroblastome SK-N-SH par le NGF entraine une activation du
p21ras, indiquant ’implication de la voie de signalisation de H-ras dans la différenciation
des neuroblastomes induite par le NGF (Burchill et al. 1995a). Par contre, I’induction de
la différenciation par le tRA dans les cellules IMR-32 ne semble pas impliquer
’activation de H-ras (Burchill et al. 1995b).

4.2.1.5 p53 et différenciation cellulaire

1l est généralement connu que le géne de p53 est muté dans environ 60 % des
cancers (Tweddle et al. 2001; Keshelava et al. 2001). La protéine p53 est impliquée d’une
part, dans I’arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S dans les cellules
normales et d’autre part dans ’apoptose dans les cellules dont I’ADN est endommagée
(Keshelava et al. 2000).
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Dans ce travail, le contrdle de la prolifération observé dans les cellules IMR-32
lors de leur traitement avec le 8-Br-cAMP, le tRA ou la combinaison des deux a été
surtout attribué a une régulation du cycle cellulaire (comme expliqué dans la section
4.2.1.1). La question du rdle de la p53 dans ce contexte se pose car la protéine p53 se
trouve séquestrée dans le cytoplasme des lignées cellulaires de neuroblastomes en
général. Plusieurs études ont démontré la localisation aberrante de la p53 dans le
cytoplasme et son absence du noyau dans les biopsies de neuroblastomes peu différenciés
et dans des lignées cellulaires incluant la lignée cellulaire SH-SY5Y (McKenzie et al.
1999; Grosfeld, 1999). Selon les expériences illustrées par les Figures 3.13 et 3.14, la p53
retrouve sa localisation nucléaire partielle aprés un traitement de 24 heures par le 8-Br-
cAMP et quasi-compléte aprés un traitement de 7 jours par le 8-Br-cAMP, le tRA ou la
combinaison des deux. Nous supposons que cette re-localisation de la p53 pourrait

témoigner ainsi d'une reprise de la fonction de la p53 comme gardien du génome.

Le traitement des cellules IMR-32 avec le 8-Br-cAMP seul ou en combinaison
avec le tRA contribue a réduire le niveau d'accumulation de la protéine p53 tel que
montré par immunobuvardage (Figure 3.15). La re-localisation partielle de la p53 dans le
noyau lors de activation de la PKA par le 8-Br-cAMP dans les cellules IMR-32 peut
&tre associée 4 la limitation de la prolifération. Les études faites dans les cellules SH-
SY5Y ont montré que I’acide rétinoique et le H7 (un inhibiteur non-spécifique de PKC)
provoquent aussi une réduction semblable de I’expression de la p53 et une accumulation
de celle-ci dans le noyau. Cela est accompagné dans le cas de ’acide rétinoique par une
¢lévation de ’expression du Bcl-2 une molécule pro-apoptotique (Tieu et al. 1999; Ronca
etal. 1997, 1999).

Normalement la p53 est maintenue & un niveau trés bas dans les cellules normales
et se déplace du noyau vers le cytoplasme ou elle est dégradée par ubiquitination par
l'intermédiaire du proto-oncogéne Mdm?2 (Isaacs et al. 2001). Le Mdm?2 est amplifié dans
quelques lignées de neuroblastomes (Rodriguez-Lopez et al. 2001). La protéine Mdm2
est accumulée dans les cellules IMR-32 non traitées (Figure 3.16A). Cependant, son

niveau d’amplification diminue dans les cellules IMR-32 traitées avec le 8-Br-cAMP seul
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ou en combinaison avec le tRA (Figure 3.16C, D). Le fait que le déplacement de la p53
du noyau vers le cytoplasme soit effectué par l'intermédiaire de la protéine Mdm2 (Moll
et al. 2000) suggére que ’amplification de Mdm?2 est responsable du déséquilibre du
transport de la p53 vers le cytoplasme. L’action de 8-Br-cAMP se situerait probablement
dans la réduction de I’accumulation du Mdm2, qui ainsi réduit, n’est plus capable de

déplacer toutes la p53 vers le cytoplasme et laisse une partie dans le noyau.

Récemment, des études de Rodriguez-Lopez et al. (2001) ont montré que
I’éctoposide, un agent thérapeutique qui induit I’apoptose par translocation de la p53 vers
le noyau dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y qui expriment un faible taux de
Mdm2. L’éctoposide est cependant inefficace dans le traitement des neuroblastomes SH-
EP1 qui expriment un taux élevé de la protéine Mdm2 (Rodriguez-Lopez et al. 2001).
L’inhibition de Mdm?2 au niveau de ’ARN messager par un oligonucléotide anti-sens
dans les cellules SH-EP1 permet une re-localisation de la p53 au niveau du noyau et un

déclenchement de la mort cellulaire programmée (Rodriguez-Lopez et al. 2001).

4.3 Effet de la différenciation sur le couplage cellulaire dans la lignée de
neuroblastome IMR-32

L’implication des JICGs dans I’induction de la différenciation a été rapportée par
plusieurs groupes de recherche (Fromaget et al. 1992; Trosko et al. 2000a; 2000b;
Carystinos et al. 2001). En particulier, les JICGs se sont révélées importantes dans la
régulation de la différenciation lors du développement embryonnaire et cela méme avant

la formation des synapses (Bruzzone et al. 1996; Lo, 1999; 2000).
4.3.1 Expression de la Cx43 et fonction des JICGs

Les cellules d’IMR-32 sont déficientes en terme de communication via les
jonctions intercellulaires de type gap tel que montré dans la section 3.1. Les résultats de
la Figure 3.17 montrent que l'induction de la différenciation par le 8-Br-cAMP seul ou en
combinaison avec le tRA engendre une augmentation de I’expression de la Cx43 dans sa
forme non phosphorylée et ses formes phosphorylées P1 et P2 durant la progression vers

la différenciation. Cette augmentation est probablement due & une régulation positive du
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niveau d’expression de la PKA puisqu’elle est observée en réponse a I’exposition des
cellules au 8-Br-cAMP. En effet, le géne de la Cx43 contient un élément de réponse a la
PKA (Trosko et al. 1998). Cet élément de réponse est probablement activé par ’unité
catalytique de la PKA qui pénétre dans le noyau et induit l'activation de ’expression de la
Cx43 (Trosko et al. 2000a). Des résultats semblables ont été rapportés par Carystinos et
al. (2001), dans un travail de collaboration avec notre laboratoire. De plus, des études de
Banoub et al. (1996), ont montré que I’exposition au 8-Br-cAMP augmente le niveau
d'expression de la Cx43 et son assemblage en canaux jonctionnels dans les cellules
épithéliales du poumon. L'augmentation de l'expression de la Cx43 observé dans notre
travail a été attribuée a l'augmentation du niveau de transcription puisque nous avons

observé une augmentation qualitative du taux message d'ARN de la Cx43 (Figure 3.18).

Les résultats des Figures 3.17, 3.18 et 3.19, montrent également que l'induction de
la différenciation cellulaire par le tRA, entraine une augmentation de l'expression et de la
transcription de la Cx43 accompagnée par une restauration de la communication
intercellulaire dans les cellules IMR-32. La restauration des jonctions intercellulaires de
type gap par ’exposition aux rétinoides a fait I’objet d’études dans plusieurs types
cellulaires. Les résultats ont montré un profil de réponse spécifique a chaque phénotype.
Par exemple, 1’acide rétinoique augmente I’expression des jonctions intercellulaires de
type gap dans les cellules épithéliales de rat et dans les cellules de tératocarcinome
embryonnaire de souris F9 (Trosko et al. 2000a), et prévient la perte de la fonction des
JICGs en augmentant I’expression de la Cx43 sans affecter son état de phosphorylation
dans les cellules MDCK exposées au TPA, un ester de phorbol connu pour son abilité a
bloquer les JICGs (Watanabe et al.1999). De plus, la modulation de la Cx43 dans les
cellules F9 aprés traitement par le tRA, affecte le messager et la protéine de la Cx43
(Clairemont et al. 1996b). L’étude de la séquence du promoteur du géne de la Cx43
humain, de rat et de souris a montré ’absence d’élément de réponse (RARE) (Yu et al.
1994, De Leon et al. 1994; Sullivan et al. 1993), confirmant le peu d’effet observé en
réponse 4 un traitement individuel au tRA des cellules IMR-32 (Figures 3.19B et 3.20C,
D).
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Nous avons montré aussi que le traitement des cellules IMR-32 par le 8-Br-
cAMP seul ou en combinaison avec le tRA provoque la restauration des JICGs en
induisant une re-localisation de la Cx43 du cytoplasme vers la membrane plasmique. En
effet, les études d’immunolocalisation des cellules IMR-32 non traitées ont démontré que
la Cx43 se retrouve séquestrée dans le cytoplasme (Figures 3.20A,B). L’induction de la
différenciation par un traitement avec le 8-Br-cAMP seul ou en combinaison avec le tRA
entraine un transfert de la Cx43 du cytoplasme vers la membrane plasmique (Figures
3.20.E, F, G, H) alors que le tRA seul a peu d'effet sur le trafic de la Cx43 (Figures
3.20C, D). Ceci est en accord avec le travail de Watanabe et al. (1999) qui ont montré
que les composés carcinogénes réduisent la quantité de Cx43 associée a la membrane
cytoplasmique et augmentent la partie associée au noyau alors que les agents
différenciateurs augmentent la quantité de Cx43 associée a la membrane cytoplasmique.
D’autres études, ont aussi rapporté que le traitement des cellules épithéliales du rein par
le tRA permet le rétablissement de la fonction des communications intercellulaires de
type gap en normalisant la distribution de la Cx43 au niveau de la membrane (Trosko et
al. 2000a; 2000b).

D’aprés les résultats montrés dans les Figures 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, c'est le
traitement combiné de 8-Br-cAMP et de tRA qui montre le plus d'efficacité a la fois pour
augmenter le niveau de la transcription de la Cx43 et son transfert du cytoplasme vers la
membrane plasmique ot elle pourra former des canaux jonctionnels et assurer la

communication intercellulaire des cellules de neuroblastomes IMR-32.

4.3.2 Effet de la combinaison du 8-Br-cAMP et avec le tRA sur Pévolution des
jonctions intercellulaires de type gap

La différenciation des cellules d'IMR-32 a été induite durant la premiére €tape

pour seulement 7 jours et cette différenciation s’est accompagnée d’un rétablissement des

communications intercellulaires (Figure 3.19). Il nous a paru nécessaire d’étudier les

JICGs dans les cellules dIMR-32 durant la différenciation prolongée qui mime différents

stages du développement embryonnaire du SNP. En effet, le patron d'expression des
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connexines et la fonction des JICGs sont modulés durant la différenciation des cellules

neuronales (Trosko et al. 2000a).

L'expression des connexines comme rapportée dans la revue de littérature est
spécifique & chaque tissu (Zhao et al. 1999; Trosko et al. 2000a; 2000b) et change au sein
du méme tissu du développement embryonnaire au tissu terminalement différencié
(Bruzzone et al. 1996; Trosko et al. 1998b; Wiszniewski et al. 2000). La Cx43 prédomine
dans les tissus embryonnaires. A une certaine période du développement, dans les
cellules du systéme nerveux périphérique, la Cx43 armréte de s'exprimer et elle est
remplacée par une autre connexine qui est associée au maintien de I’homéostasie
cellulaire du tissu. Les auteurs ne s’accordent pas sur la nature de cette derniére, qui peut
étre la Cx26, la Cx32 ou la Cx36 ((Bruzzone et al. 1996; Rozental et al. 1998). Par
contre, il y a consensus concernant la disparition de la Cx43 aprés différenciation
terminale et arrét définitif du cycle cellulaire (Nadarajah et al. 1997; 1999; Trosko et al.
2000b).

Dans nos conditions de culture in vitro (Figure 3.21), la différenciation des
cellules IMR-32 a été possible jusqu’a un maximum de 25 jours. Apres cette période, les
cellules commencent & mourir par perte d’adhésion. Les cellules d'IMR-32 présentent une
morphologie étoilée avec extension de plusieurs neurites et formation de pseudo-ganglion
aprés une différenciation de 25 jours (Figure 3.21). Cette différenciation s’accompagne
d’une augmentation du niveau d'expression de la Cx43 (Figure 3.22) di a une
augmentation du niveau de la transcription tel que montré qualitativement dans la Figure
3.23. De plus, presque toutes les cellules différenciées communiquent par couplage
intercellulaire (Figure 3.24) grice a une re-localisation compléte de la Cx43 sur la
membrane plasmique (Figure 3.25). Donc, la différenciation prolongée a un effet
semblable & celui observé a court terme et nous n'avons pas pu vraisemblablement
atteindre 1'état de différenciation terminale ol la Cx43 disparait et est remplacée par une
autre connexine. Ces résultats différent donc de ceux trouvés dans la littérature, durant le

développement embryonnaire (Naus et al. 1997; Trosko et al. 2000b).
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Les neuroblastes sont couplés avec une perte ou encore une réduction des JICGs
qui est associée 4 la différenciation terminale (Bani-Yaghoub, 1999; Cepeda et al. 1993).
De plus, une diminution dans I’expression des connexines et des JICGs a été rapportée
durant la différenciation in vitro de deux lignées cellulaires, de tératocarcinomes de
souris P19 et humaines NT2 (Naus et al. 1997; Trosko et al. 2000b). Au moins trois
situations peuvent expliquer I’augmentation de la communication cellulaire lors de la
différenciation des cellules IMR-32. D’abord, les IMR-32 sont probablement dans un état
de différenciation neuronales ot les JICGs sont établies comme dans les neuroblastes
primaires normaux mais ou la différenciation terminale n’a pas pu étre atteinte. Donc,
malgré I’expression des marqueurs de différenciation, les cellules d'IMR-32 n’ont pu
sortir complétement du cycle cellulaire et atteindre le stade de différenciation dit
"terminal”. Il pourrait s’agir également du fait que les IMR-32 n'expriment pas d’autres
types de connexines contrairement aux neuroblastes qui expriment les Cx26 et Cx32 a la
fin de leur différenciation embryonnaire (Bruzzone et al. 1996; Rozental et al. 1998).
Finalement, le systéme étudié reste un modele in vitro ou les interactions avec d’autres
cellules du systétme nerveux tel que les cellules de soutien sont absentes (Trosko et al.
2000b). Les cellules de soutien sont probablement impliquées dans le maintien de la
différenciation terminale. En effet, il a été rapporté que les neuroblastomes qui
contiennent un grand nombre de cellules de Schwann régressent spontanément (Girgert et
al. 2000).

L’ensemble de nos résultats (Figure 3.22, 3.23, 3.24, 3.25) montre que la
différenciation va de paire avec le rétablissement du couplage jonctionnel dans les
cellules IMR-32. En effet, des études de transfection du géne de la connexine 43 dans les
cellules de neuroblastome de souris Neuro-2a ont montré que la présence de la Cx43 dans
les cellules Neuro-2a n’est pas suffisante, il faut qu’elle soit localisée dans la membrane.
Cette re-localisation ne peut s’effectuer que lorsque ces cellules sont induites a se
différencier en présence de 1’acide rétinoique (Loewenstein et al. 1966; Yamasaki et al.
1996). Ceci confirme, ce que nous avons constaté chez les cellules IMR-32, ou
I’expression de la Cx43 a elle seule ne permet pas la diminution de la croissance

cellulaire (Figures 3.1 et 3.5).
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11 est possible alors de suggérer que le transfert de la Cx43 de la membrane vers le
noyau est un élément majeur dans la pathologie des neuroblastomes. La re-localisation
compléte de la Cx43 vers la membrane plasmique et surtout I’ouverture des pores
nécessite au moins 10 jours de traitement avec le 8-Br-cAMP et le tRA (Figure 3.25).
L’identification des kinases clés capables d’induire rapidement le transfert de la Cx43 de
la membrane vers le noyau serait un atout pour le contrdle de 'homéostasie cellulaire

dans la pathologie des neuroblastomes.

4.4 Régulation des JICGs dans la lignée de neuroblastome humain
IMR-32

Plusieurs études ont démontré que la Cx43 est phosphorylée par des protéines
kinases dans la partie carboxy-terminale située dans le cytoplasme ou plusieurs sites de
phosphorylation ont été identifiés (Beyer et al. 1995; Lampe et al. 2000). La
phosphorylation des résidus serine, thréonine et tyrosine est la seule modification post-
traductionnelle qui a été détectée dans les connexines (Filson et al. 1990; Crow et al.
1990; Saez et al. 1993; Lin et al. 2001). Les protéines kinases suivantes sont impliquées
dans la phosphorylation des Cxs: PKC, PKA et MAPK (Lampe et al. 2000). Etant donné
leur role dans la signalisation cellulaire, ces kinases ont €té des condidates potentielles
dans la régulation des JICGs (Kwak et al. 1995; Lampe et al. 2000). L’inhibitions de
chacune de ces kinases va probablement permettre 1’identification des voies de
signalisations qui participent a la prolifération et au couplage intercellulaires des cellules
IMR-32.

4.4.1 Effet de la PKC sur les JICGs

Tel que cité dans la revue bibliographique, la PKC représente une famille d’au
moins 12 kinases serine/thréonine (Ventura et al. 2001; Barry et al. 2001) qui participent
aux événements de transduction de signaux en réponse aux stimulus hormonaux,
neuronaux ou encore aux facteurs de croissance (Shindo et al. 2001; Inoue et al. 1999;

2000). Afin de déterminer I’implication de la PKC en général et de ses isoformes
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spécifiques en particulier dans la régulation des JICGs chez les cellules d’IMR-32, des
inhibiteurs de PKC montrant différents degrés de spécificité ont été utilisés. Les
inhibiteurs utilisés sont la staurosporine, le H7 et le Go6976. La staurosporine et le H7
sont des inhibiteurs de la PKC et d’autres protéines kinases telles que, la PKA, la PKG, la
calmoduline kinase, la kinase de la chaine légére de myosine et la p60src (Shibuya et al.
2001). Ils sont utilisés dans le but d’étudier d’une fagon générale I’effet de I’inhibition
non spécifique des kinases impliquées dans la régulation des mécanismes
transductionnels des JICGs. La staurosporine et le H7 induisent une diminution de la
croissance cellulaire qui est reliée & ’apparition de la mort cellulaire programmée comme
¢’est montré dans les Figures 3.29 et 3.30. L’induction de I’apoptose par la staurosporine
est un trait général observé chez presque tous les types de cellules en culture incluant les
cellules de neuroblastome (Bursztajn et al. 2001; Lopez et al. 2000). Le H7 induit
également 1’apoptose dans plusieurs lignées de neuroblastomes humains incluant les
IMR-32 (Nonaka et al. 1998; Lopez et al. 2000). Ces deux inhibiteurs de la PKC
empruntent des mécanismes différents pour induire la mort programmé. Le H7 induit la
re-localisation de la p53 au niveau du noyau, contrairement a la staurosporine (Tieu et al.
1999; Felipo et al. 1990). Puisque la p53 est impliquée dans la régulation de I’apoptose,
le H7 induit ’apoptose dans les neuroblastomes par une voie dépendante de la p53 (Tieu
et al. 1999). La staurosporine, quand 2 elle, emprunte une voie indépendante de la p53
(Felipo et al. 1990).

L’arrét de la prolifération cellulaire lors du traitement par le H7 ou la
staurosporine est jumelé & une augmentation de la perméabilité jonctionnelle d’environ
20 % (Figure 3.32). Les JICGs sont probablement impliquées dans la régulation des
signaux cellulaires et participent ainsi a ’arrét de la prolifération ou de I’apoptose
(Yamasaki et al. 1999a). Toutefois, les cellules d’IMR-32 traitées par le H7 et la
staurosporine ne montrent aucune augmentation de 1’expression de la Cx43 dans sa forme
non phosphorylée et ses formes phosphorylées et la teneur des cellules en Cx43 apparait
semblable a celle des cellules contrdles (Figure 3.31). L’augmentation du couplage
jonctionnel observé lors du traitement par ces deux inhibiteurs (Figures 3.32 ) semble étre

reliée & une re-localisation d’une partie de la Cx43 du cytoplasme vers le noyau. L’effet
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de la staurosporine et du H7 peut étre dii & leurs effets différentiels sur I’inhibition des

isoformes de PKC ou encore I’inhibition d’autres kinases.

Méme si la spécificité d'inhibition de la staurosporine pour la PKC et ses
isoformes reste faible, la staurosporine a servi de base & la synthése d’autres composés
plus spécifiques de la PKC. Le Go6976 est un indocarbazole dérivée de la staurosporine
(Dempsey et al. 2000). Ce composé montre une bonne sélectivité pour la PKC et permet
une discrimination entre les isoformes conventionnelle (cPKC) et les nouvelles (nPKC).
En effet, le Go6976 inhibe de fagon spécifique les isoformes de PKC Alpha, Beta et Mu.
Les cellules IMR-32 expriment entre autres les PKC Alpha, Beta et Mu (Zeidman et
al.1999a; 1999b). L’analyse des résultats des Figures 3.32 et 3.33, a permis de montrer
que ’inhibition de ces isoformes par le Go6976 induit une augmentation accrue de la
perméabilité jonctionnelle associée a une re-localisation de la Cx43 sur la membrane
plasmique. De plus, les résultats de la prolifération cellulaire (Figures 3.26 et 3.27)
démontrent une limitation de la croissance chez les cellules IMR-32 traitées par le
Go6976, un phénoméne qui n’est pas relié¢ a I’apoptose, mais plutdt a un ralentissement
des divisions cellulaires tel que montré dans la Figure 3.28. Cela suggére que la
régulation de la prolifération cellulaire par la PKC est associée a une modulation des
jonctions intercellulaires de type gap puisque I’inhibition des isoformes de PKC Alpha,
Beta et Mu par le Go6976 exerce un contrdle négatif sur la prolifération des cellules
IMR-32. Ce processus se retrouve associé a I’ouverture des canaux de type gap et a la re-

localisation de la Cx43 sur la membrane (Figures 32 et 33).

La régulation des JICGs par le Go6976 ne se situe pas au niveau de I’expression
de la Cx43 elle-méme puisque nous avons montré que le traitement des cellules IMR-32
par le Go6976 n’a aucun effet sur la régulation de ’expression de la Cx43 (Figure 3.31).
Cependant, les PKCs Alpha, Beta et/ou Mu modulent les JICGs au niveau du transfert de
la Cx43 du cytoplasme vers la membrane plasmique et au niveau de la perméabilité du

canal jonctionnel (Figure 3.32, 3.33).
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Plusieurs études ont rapporté que la PKC est impliquée directement dans la
régulation des JICGs (Doble et al. 2000; Lampe et al. 2000; Bowling et al. 2001). En
effet, le traitement de plusieurs lignées cellulaires par le TPA, un activateur de la PKC
induit une élévation de la croissance cellulaire et une fermeture des jonctions cellulaires
de type gap (Trosko et al. 2000a; Husoy et al. 2001; Lampe et al. 2000). De plus,
I’inhibition de la PKC Alpha, Beta et Mu par le Go6976 influence la prolifération
cellulaire dans plusieurs lignées de neuroblastomes incluant, les cellules SH-SY5Y,
LAN-2, LAN-5 et SK-NBE (Svensson et al. 2000; Zeidman et al. 1999a; 1999b; Dean et
al. 1996).

Les travaux de Zeidman et al. (1999a; 1999b) montrent que la suppression de la
croissance causée par la PKC est due a I’inhibition des isoformes classiques et
particuliérement celles de la PKC Alpha et Beta. Le mécanisme d’action de ces isoformes
de PKC sur la prolifération reste encore inconnu. Toutefois, dans ce travail nous avons
observé que I’inhibition spécifique de ces isoformes induit I’inhibition de la prolifération
cellulaire reliée a une re-localisation de la Cx43 sur de la membrane et une restauration
de la perméabilité des canaux jonctionnels de type gap (Figure 3.32 et 3.33). Ces
observations suggérent l'implication des isoformes Alpha et/ou Beta et/ou Mu dans la
modulation de la prolifération cellulaire comme cela a été démontré pour d’autres
isoformes de PKC (Dempsey et al. 2000; Wagner et al. 2001; Mandil et al. 2001; Jao et
al. 2001).

4.4.2 Effet de 1a MAPK sur les JICGs

La famille des MAPKs comprend trois voies principales soit celles de la ERK1/2,
de la JNK/SAPK et de la p38 (Bennett et al. 1997; Burgen, 2000). Chaque MAPK est
impliquée dans un ou plusieurs processus cellulaires particuliers (Kong et al. 2000). Alors
que, la ERK1/2, qui est activée par des facteurs de croissance a été impliquée dans la
prolifération et la différenciation cellulaire (Dent et al. 1998; Bonni et al. 1999), la p38

qui est activée par des cytokines et une variété de stress a été impliquée dans ’apoptose
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dans plusieurs modéles cellulaires (Berra et al. 1998; Birkenkamp et al. 1999; Jun et al.

1999). Le role exact de la p38 n’est pas encore élucidé (Kong et al. 2000).

D’aprés les résultats obtenus lors de I’inhibition de la p38 par le SB202190 et de
la ERK1/2 par le PD98059 (Figures 3.39 et 3.40), seule la p38 parait étre impliquée dans
la régulation des jonctions intercellulaires de types gap dans les cellules de
neuroblastome IMR-32. En effet, 1'inhibition de la p38 induit une ouverture des canaux
jonctionnels tel que démontré par la technique de chargement par grattage, tandis que
l'inhibition de la ERK1/2 ne semble pas avoir n'a d'effet sur l'ouverture du canal
jonctionnel (Figure 3.39). Cette élévation du couplage cellulaire a la suite du traitement
avec l'inhibiteur de la p38 SB202190 n'implique aucunement une augmentation de

I'expression de la Cx43 tel que montré dans la Figure 3.38.

L'implication des MAPKs dans la régulation des JICGs est rapportée a plusieurs
reprises dans la littérature (Hossain et al. 1999; Kim et al. 1999; Vikhamar et al. 1998).
L'activation de la cascade de la MAPK a été reliée a une diminution de la fonction des
JICGs (Hossain et al. 1999). En effet, les cellules épithéliales de foie de rat montrent une
diminution de la perméabilité jonctionnelle aprés traitement par I’EGF (facteur de
croissance épidermique). Cet effet se situe au niveau de la phosphorylation de la Cx43
par la MAPK (Warn-Cramer et al. 1998; Vikhamar et al. 1998). Il a été rapporté que la
phosphorylation in vivo de la Cx43 par la MAPK est situé au niveau des résidus Ser™,
Ser’™ et Ser’® lors d'un traitement par le EGF (Warn-Cramer, 1996). Un effet similaire

est observé aprés un traitement par le PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes)
(Hossein et al. 1999).

L'inhibition spécifique de la p38 par le SB202190 permet la re-localisation de la
Cx43 de la membrane plasmique vers le noyau accompagnée par I’ ouverture du canal gap
(Figure 3.39, 3.40). De plus, le traitement des cellules IMR-32 avec I’inhibiteur
spécifique de la p38 le SB202190, induit un arrét de la prolifération cellulaire associé a la
mort cellulaire programmée (Figure 3.35, 3.36 et 3.37). Ceci semble indiquer que

I’apoptose induite lors de I’inhibition de la p38 passe probablement par la régulation des
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JICGs. Cependant, cette hypothése a besoin de plus d’évidences directes pour étre
confirmée. Cette diminution de la croissance cellulaire due a I’apoptose semble étre relice
a une augmentation de la perméabilité jonctionnelle causée par la re-localisation de la

Cx43 sur la membrane plasmique (Figure 3.39, 3.40).

Plusieurs composés modulent la perméabilité jonctionnelle. Ces composes
comprennent entre autres, les rétinoides, les flavonoides, les caroténes et les analogues de
la cAMP (Trosko et al. 2000a; Yamasaki et al. 1999b). Leurs mécanismes d'action sur les
JICGs ne sont pas complétement élucidés. Puisque la p38 est impliquée dans la régulation
de plusieurs processus cellulaires, l'action de ces composés emprunte probablement cette
voie de signalisation ou encore comme démontré plus haut la voie de l'inhibition des
isoformes classiques de la PKC de fagon directe ou indirecte. En effet, le groupe des p38
kinases est impliqué dans l'inflammation, la régulation de la croissance cellulaire, la
différenciation, le contrdle du cycle cellulaire et la mort programmée (Okamoto et al.
200; Thrane et al. 200; Teng, 2001). A ’opposé de ce qui est observé avec la p38, la
ERK1/2 ne semble pas avoir d'effet ni sur I'expression de la Cx43 ni sur la perméabilité
jonctionnelle (Figures 3.38 et 3.39). Il est possible de déduire que la régulation du
couplage jonctionnel dans les cellules de neuroblastome IMR-32 passe par des voies de

signalisations spécifiques dépendamment du signal pergu.
4.5 Les céramides et le couplage cellulaire

Les céramides sont impliquées dans la régulation de plusieurs processus
cellulaires tels que la différenciation, I’inhibition de la croissance ou/et la mort cellulaire
programmée (Komatsu et al. 2001; Ruvolo et al. 2001). En effet, elles agissent comme
des messagers secondaires qui transmettent les stimulus d'agents extracellulaires en
activant diverses cibles incluant: les protéines kinases C, les MAP kinases et certains
oncogénes (Ballou et al. 1996; Hannun, 1996; 2000; Mathias et al. 1998; Huwiler et al.
2000 Riboni et al. 2001). Deux analogues synthétiques de la céramide on été utilisés dans

ce travail, soit le C2-cér et le C6-cér (pour revue voir Mathias et al. 1998).
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Les résultats de la Figure 3.42 montrent que le traitement des cellules IMR-32 par
la C2-céramide entraine une diminution de la croissance cellulaire dépendamment de la
dose utilisée. Cette diminution de la prolifération peut étre due soit a un arrét de la
prolifération, soit au déclenchement de I’apoptose. En présence de fluorochrome
Hoechst, nous avons observé les changements morphologiques du noyau caractéristiques
de I’apoptose. Ceci suggére qu’a une dose de 25 pM de C2-cér les cellules d’IMR-32 ne
montrent pas des signes d’apoptose, alors qu’a des doses de 50 4 100 pM de C2-cér, ces
cellules présentent une compaction de leur chromatine, caractéristique dile au

déclenchement de la mort cellulaire programmée (Figure 3.43, 3.44 et 3.45).

Un comportement similaire a été aussi observé dans d’autres lignées cellulaires,.
En effet, il a été montré que la C2-cér induit I'apoptose dans les cellules du cancer de la
prostate LNCaP & une concentration de 50 uM et un arrét de la prolifération cellulaire a
une dose plus faible (Engedal et al. 2001). Dans les cellules leucémiques, les céramides et
spécialement la C2-cér se sont montrées responsables de l'induction de l'apoptose et de
I’arrét du cycle cellulaire dans la phase GO/G1 (Obeid et al. 1993; Jayadev, et al. 1995).
A I’opposé de ce qui est observé avec le C2-cér, la toxicité consécutive a I’exposition a la
C6-cér s’exerce a des doses trés faibles de 1’ordre de 10 uM (Figure 3.41). Dans notre
modéle expérimental, nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus sur les effets
des céramides in vivo (Pahlavani et al. 2000). En effet, la concentration intracellulaire de
céramide est strictement contrdlée, a cause de la dualité de son effet, qui en fonction de la
concentration endogéne peut induire I’apoptose ou l'arrét de la croissance cellulaire
(Pahlavani et al. 2000).

La voie de signalisation empruntée par les céramides lors de I’induction de
I’apoptose dans les neuroblastomes d’origine humaine SH-SYSY a été étudiée par
Tavarini et al. (2000). Ces chercheurs ont découvert que c’est la voie de la MAPK, plus
spécifiquement, celle de sa sous famille p38 qui est impliquée dans I’apoptose induite par
les céramides (Tavarini et al. 2000). L’étude de la signalisation de la C2-cér a été donc
limitée dans ce travail a I’effet d'une concentration exogéne de 25 pM, qui inhibe la

croissance cellulaire.
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En général, arrét de la prolifération peut impliquer directement/ou indirectement
certaines kinases clés telles que la MAPK et/ou la PKC (Liu et al. 1999; Levade et al.
1999). Ces kinases modulent elles-mémes l'expression génétique des génes impliqués
dans la prolifération cellulaire ou encore activent de fagon indirecte les signaux
cellulaires qui contrdlent la prolifération (Liu et al. 1999; Levade et al. 1999).
L’implication de la voie de la MAPK dans I’arrét de la prolifération induite par une dose
de 25 pM de C2-cér été étudiée. Les résultats de la Figure 3.46 montrent que la C2-cér
n'emprunte ni la voie de ERK1/2 ni celle de la p38 pour induire I’arrét de la prolifération
observée puisque les inhibiteurs spécifiques de ces deux voies ont un effet additif sur la

croissance des cellules traitées par la C2-cér.

Plusieurs auteurs suggérent I’implication de certains isoformes de PKC dans la
transmission du signal induit par les céramides (Abousalham et al. 1997; Tanabe et al.
1998; Galve-Roperh et al. 1997; Han et al. 2000; Liu et al. 1999). En effet, certains
activateurs de la PKC comme les esters de phorbol et le diacyl glycérol inhibent I’habilité
de la céramide a induire I’apoptose, tandis que certains inhibiteurs de PKC augmentent
cet effet (Levade et al. 1999). Afin de distinguer si la voie de signalisation des PKCs est
associée a cette diminution de la croissance cellulaire, des inhibiteurs spécifiques des
PKCs soit le Go6983 et le Go6976 seuls ou en combinaison avec la C2-cér ont été

utilisés.

L’analyse des résultats de la Figure 3.47 a permis de démontrer de fagon indirecte
que la voie de signalisation de la PKC est probablement impliquée dans la régulation
négative de la prolifération induite par la C2-Cér et plus précisément les isoformes de
PKC inhibées spécifiquement par le Go6976 soit les PKCs Alpha, Beta et/ou Mu . Dans
la littérature, des expériences similaires ont montré que les céramides ont un role direct
dans I’inhibition des PKC dans les cellules de plaquettes sanguines (Hannun et al. 1986)
et dans les cellules HL-60 (Merrill et al. 1986).

Afin d’examiner I’implication des isoformes de PKC Alpha, Beta et/ou Mu dans

la régulation de la prolifération induite par la C2-cér, une approche plus spécifique a été
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empruntée. Cette approche consistait & inhiber de fagon spécifique ces isoformes par
incorporation individuelle d’anticorps contre chacune de ces isoformes de PKC dans les
cellules IMR-32 par la méthode d’endocytose, suivie par un traitement a la C2-cér et a
mesurer leurs effets sur la diminution de la croissance cellulaire. Les résultats de la
Figure 3.50 montrent que la diminution de la prolifération exercée par la C2-cér n’est pas

additive a celle exercée par I’inhibition de la PKC Alpha. Ainsi, la C2-cér emprunte la

voie de signalisation de la PKC Alpha pour limiter la prolifération dans les cellules IMR-

32.

11 a été rapporté que la C6-céramide est responsable de l'inhibition de Iactivité de
la PKC Alpha dans les cellules leucémiques humaines, Molt-4 (Lee et al. 1996). De plus,
ces auteurs ont montré que la céramide active des phosphatases et cause une translocation
de la PKC Alpha sur la membrane plasmique (Lee et al. 1996). 1 est possible que la C2-
cér inactive la PKC Alpha par déphosphorylation ainsi que cela a été démontré pour la
C6-cér dans les cellules leucémiques humaines (Lee et al. 1996). Ces résultats semblent
indiquer que la PKC Alpha, constitue une des étapes au cours de I’inhibition de la
prolifération des cellules IMR-32 par la C2-cér. Il est en effet reconnu que la PKC Alpha

est activée dans les cellules en cours de prolifération (Fournier et al. 2001).

Les jonctions communicantes sont impliquées dans le contrdle de la croissance
cellulaire et la différenciation dans plusieurs types cellulaires (Yamasaki et al. 2000,
Trosko et al. 2000b). Le but de cette derniére partie du travail était d'étudier 1’implication
de la voie de signalisation des céramides dans la régulation des jonctions intercellulaires
de type gap au cours de la prolifération et de I’induction de 1’apoptose. Tel que montré
par la technique de chargement par grattage la C2-cér ne semble avoir aucun effet sur le
couplage cellulaire via les jonctions intercellulaires de type gap, et ceci quelles que soient
les concentrations utilisées 25 ou 100 pM (Figure 3.52). Cela semble démontrer que la
régulation de la croissance cellulaire par les céramides & courtes chaines tel que la C2-cér

n'est pas médiée par les jonctions intercellulaires de type gap.



166

L'ensemble de ces résultats suggére que la re-localisation de la Cx 43 sur la
membrane plasmique ainsi que I’ouverture des canaux jonctionnels sont conditionnés par

I’inhibition de la p38 et de la PKC Alpha, Beta et/ou Mu et par ’activation de la PKA.



5. CONCLUSIONS
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Dans ce travail, nous nous sommes consacrés a I’étude des jonctions
intercellulaires de types gap en utilisant comme modele expérimental in vitro les cellules
de neuroblastomes humaines IMR-32. Nous avons démontré que ces cellules expriment
seulement la Cx43, caractéristique de 1’état embryonnaire, dans ses formes phosphorylées
et sa forme non phosphorylée, et que les JICGs sont déficientes. Les cellules de
neuroblastome IMR-32 présentent, en effet, des jonctions intercellulaires de type gap non
fonctionnelles. Ceci est dii a laltération de la localisation de la Cx43 au niveau
cytoplasmique probablement dans I’appareil de Golgi ou dans le réticulum

endoplasmique et de son absence de la membrane plasmique.

Les neuroblastomes sont originaires de cellules embryonnaires qui sont bloquées
durant leur développement & des stades divers de leur programme de différenciation
(Matthay et al. 1995a; 1995b; 1999a). In vitro, nous avons montré que le traitement
combiné avec le 8-Br-cAMP et le tRA module non seulement la morphologie cellulaire
en transformant les cellules d'une forme épithéliale 4 une forme neurale, mais agit aussi
au niveau moléculaire en activant les génes responsables de la morphologie et de la
fonction neuronales. De plus, ce traitement limite la croissance cellulaire, diminue
I’expression de l'oncogéne N-myc qui est normalement amplifié dans les cellules de
neuroblastomes IMR-32. En outre, ce traitement induit une augmentation de I’expression
du récepteur neutrophique TrkA et de I'oncogéne H-ras, deux marqueurs caractéristiques

d’un bon pronostic chez les patients atteints du neuroblastome.

L’induction de la différenciation par le traitement combiné de 8-Br-cAMP et de
{RA induit aussi une re-localisation nucléaire normale de la p53 initialement retrouvée
séquestrée dans le cytoplasme et un rétablissement de son mécanisme de dégradation par
le pro-oncogéne Mdm2. Ces critéres, soit l'émission des neurites, la limitation de la
prolifération cellulaire accompagnée d’une diminution de I’expression de I’oncogéne N-
myc et de l'expression des marqueurs moléculaires neuronaux sont les caractéristiques
d'une progression normale de la différenciation neuronale dans le systéme nerveux
périphérique. Ces résultats nous permettent de conclure que des cellules de

neuroblastomes trés agressives (comme celle de la lignée IMR-32) sont cependant
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capables de progresser dans leur programme de maturation moyennant un traitement
adéquat. Cette progression s’accompagne d’un retour 4 une croissance et une

morphologie quasi-réguliére.

Nous avons aussi démontré que chez les cellules de neuroblastome IMR-32,
I’induction de la différenciation morphologique et moléculaire par un traitement avec une
combinaison du 8-Br-cAMP et du tRA augmente le profil d’expression de la Cx43,
module les JICGs et contribue a I'ouverture des canaux jonctionnels. Cette augmentation
du couplage cellulaire durant la différenciation a été retrouvée reliée a la distribution
spatiale de la Cx43 qui se re-localise sur la membrane cellulaire ou elle peut former des

canaux de type gap.

D’aprés la littérature, les jonctions communicantes de types gap peuvent étre
régulées par plusieurs protéines kinases dont la PKA qui est activée lors de ’induction de
la différenciation (Trosko et al. 2000b; Lampe et al. 2000). En effet, la Cx43 renferme
plusieurs sites de phosphorylation au niveau de la partie C-terminale. Ces sites sont des
consensus d’acides aminés pour la phosphorylation par la PKA, la PKC, la MAPK et
l'oncogéne pp60src (Elcock et al. 2000; Doble et al. 2000). Dans le but de confirmer
I’implication d’une ou l’autre de ces kinases dans I’induction de la différenciation des
cellules de neuroblastomes IMR-32, nous avons démontré que I’inhibition de la PKC en
général et des PKC Alpha, Beta et My, en particulier par I’inhibiteur spécifique Go6976,
a permis la re-localisation de la Cx43 sur la membrane plasmique ainsi que
I’augmentation de la perméabilité jonctionnelle. Ceci suggere que les JICGs sont régulées
par les PKCs Alpha et/ou Beta et/ou Mu soit au niveau de l'assemblage de la connexines
en connexons, et/ou celui du transfert des connexons de 1’appareil de Golgi a la
membrane plasmique. Cependant, ]a PKC, contrairement & la PKA, n'a pas d'effet sur la

régulation de I’expression de la Cx43.

Les études réalisées sur I’effet de la famille des MAP kinases soit la ERK1/2 et la
p38 sur la modulation des jonctions intercellulaires de types gap ont révélé que seule la

p38 est impliquée dans la régulation des jonctions gap dans les cellules de
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neuroblastomes IMR-32. En effet, Iinhibition de la p38 par son inhibiteur spécifique
SB202190 entraine une augmentation de la perméabilité jonctionnelle et une
translocation de la Cx43 du cytoplasme vers la membrane, associée a I'induction de
I’apoptose. La ERK1/2, par contre, ne semblent pas avoir d’effet ni sur le couplage

cellulaire ni sur la localisation de la Cx43.

Dans la thérapie des neuroblastomes, deux stratégies peuvent étre privilégiées:
I’induction de la différenciation et Iinduction de ’apoptose. Les céramides sont des
produits naturels du métabolisme des cellules neurales qui contribuent a 1’un ou ’autre de
ces processus selon leurs concentrations intracellulaires. La voie des céramides a donc
été explorée dans les neuroblastomes. L’effet de C2-cér sur la prolifération, I'apoptose et
la modulation des jonctions intercellulaires de types gap a été étudiée dans la lignée de
neuroblastomes IMR-32. Nous avons confirmé que 1’effet des céramides dépend de la
concentration exogéne utilisée. En effet, une concentration de 25 pM de C2-Cér induit un
arrét de la prolifération tandis qu’une concentration de 100 pM induit I’apoptose. En
plus, nos résultats indiquent que I’action de 25 pM de C2-cér sur la régulation de la
prolifération des cellules IMR-32 se fait a travers la voie de signalisation de la PKC

Alpha.

Afin de compléter cette étude, il a été essentiel de vérifier si l'effet des céramides
sur la prolifération et l'apoptose passe par les JICGs comme c'est le cas d'autres
composés. Nous avons trouvé que ni la concentration de C2-cér qui induit I’arrét de la
croissance (25 pM), ni celle qui entraine la mort cellulaire programmée (100 uM) ne
provoquent de changement au niveau de I’expression de la Cx43 et de la perméabilité
jonctionnelle. Ceci suggére que |’effet des céramides ne passe pas a travers les JICGs

pour induire ces événements cellulaires.

Méme si le traitement du neuroblastome n’est encore qu’une perspective
lointaine, ces travaux ont d’ores et déja des conséquences directes. Jusqu’ici, beaucoup
de cas d’échec dans le traitement des neuroblastomes avaient des causes inconnues. Les

études réalisées sur les lignées de neuroblastome révélent une aberration de la localisation
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de la Cx43 qui pourrait expliquer certains cas de rejet de la chimiothérapie. Toutefois, les
fonctions physiologiques des communications jonctionnelles et les mécanismes
moléculaires qui lient les changements de ces communications a ceux de diverses
fonctions cellulaires sont mal comprises. De méme, nous savons encore peu de chose sur
les rapports qui existent entre les communications cellulaires et les nombreux autres

mécanismes qui coordonnent le fonctionnement des tumeurs.

Les observations récentes réalisées sur les neuroblastomes suggérent cependant
qu’une localisation adéquate des connexines est fondamentale dans le rétablissement du
couplage jonctionnel et de I’homéostasie cellulaire qui lui est associée. Notre étude a
permis d’orienter les recherches destinées a élucider chacun des mécanismes qui
contrdlent et lient les JICGs & la croissance. A plus long terme, ces conclusions
permettront de cibler les voies métaboliques qui conduisent au contrdle de la prolifération

des cellules de neuroblastomes via les communications intercellulaires.
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