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Résumé

La voie mitochondriale de I'apoptose est régulée par les protéines de la famille de Bcl-2. Bax et
Bak induisent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la libération de facteurs
apoptogéniques comme le cytochrome c. Cependant les mécanismes moléculaires impliqués dans les
étapes précoces du mécanisme d’action de Bax et de Bak restent mal connus. Les travaux présentés
ici montrent I'existence de récepteurs mitochondriaux directement impliqués dans les fonctions de Bax
et de Bak. Tom22 est le récepteur de Bax impliqué dans I'association de celui-ci a la mitochondrie lors
de l'apoptose. La metaxine 2 puis la metaxine 1 interagissent avec Bak respectivement en conditions
normales et apoptotiques. L’identification de ces partenaires mitochondriaux des protéines pro-
apoptotiques Bax et Bak permet de relier la machinerie d'importation des protéines de la membrane

externe a la régulation des fonctions de ces protéines.

Mots clés: Apopotose, Bax, Bak, mitochondries, complexes protéiques, perméabilisation, machinerie

d’importation

Abstract

The Bcl-2 family of proteins regulates the mitochondrial pathway of apoptosis. Bax and Bak
induce the permeabilization of the outer membrane and release of apoptogenic factors such as
cytochrome c. However the early molecular events involved in Bax/Bak-induced permeabilization
remain poorly understood. Here we have identified the mitochondrial receptors directly implicated in
Bax/Bak functions. Tom22 is the receptor of Bax and is involved in Bax association with mitochondria
during apoptosis. Metaxin 2 and metaxin 1 interact with Bak respectively in healthy condition and in
apoptotic condition. The identification of these new mitochondrial partners of Bax and Bak represents
a link between the import machinery of the mitochondrial outer membrane and the regulation of

Bax/Bak functions.
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INTRODUCTION

A. GENERALITES

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire trés conservé au sein de tous les organismes
multicellulaires. Ce processus est impliqué dans tous les stages du développement d'un individu et
reste essentiel dans sa vie adulte. Ce type de mort cellulaire se déroulant a un instant donné et en
une localisation précise au cours du développement a ét¢ nommé mort cellulaire programmée
illustrant ainsi la notion d’'un mécanisme mis en place par les cellules elles-mémes afin d’induire leur
propre mort. Ainsi, la mort cellulaire par apoptose s’inscrit en tant que réponse physiologique d’'une
cellule cible a un stimulus donné et s’oppose ainsi a une mort cellulaire par nécrose qui est le résultat
de traumatismes violents comme une lésion tissulaire et qui atteint des populations entiéres de
cellules.

Depuis la premiére description des changements de morphologie cellulaire au cours de
'apoptose incluant une perte d’intégritt de la membrane plasmique avec exposition de

phosphatidylsérine permettant le recrutement des macrophages, une condensation nucléaire, une



contraction cellulaire et un bourgeonnement cellulaire (ou « blebbing »), le réle de ce processus de
mort ainsi que les événements moléculaires se déroulant au cours de I'apoptose ont été trés
largement étudié (Kerr et al., 1972) (Vaux & Korsmeyer, 1999). |l faut noter que 'ensemble de ces
changements morphologiques observés conduit a la phagocytose des corps apoptotiques ainsi
formés par des macrophages évitant ainsi le déversement du contenu cellulaire et I'inflammation du
tissu environnant caractéristique de la mort par nécrose.

Ainsi le processus apoptotique est un mécanisme encodé génétiquement jouant un role crucial
dans I'embryogenése, dans la préservation de 'homéostasie des tissues et dans I'élimination des
cellules endommagées ou non souhaitées (Vaux & Korsmeyer, 1999). D'un point de vue
physiopathologique la dérégulation des voies de signalisation de ce mécanisme conduisant a un
excés ou une carence en apoptose est impliquée dans bon nombre de pathologies. Parmi ces
pathologies se trouvent des maladies auto-immunes et des problémes d’'immunodéficience, des
maladies neurodégénératives (comme la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la maladie

d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique) et également les cancers.

Les voies de signalisation apoptotiques sont sous le contrdle d’'une famille de protéines
appelées caspases. Les caspases sont une famille de protéases a cystéine clivant leur substrat aprés
un résidu aspartate (Nicholson, 1999). A ce jour douze caspases humaines ont été identifiées: les
caspases 1 a 10, la caspase 12 et la caspase 14 (Oliver & Vallette, 2005). Elles peuvent étre
groupées selon leur fonction. Le premier groupe intervient dans la maturation des cytokines et
comprend les caspases 1, 4, 5 et 10 (Los et al., 2003). Le second groupe incluant les caspases 2, 3,
6, 7, 8, 9 et 12 est chargé d’exécuter le programme apoptotique. Ce dernier groupe peut-étre
subdivisé en deux classes de caspases. Les caspases initiatrices (caspases 8 et 9) sont identifiables
par un long prodomaine avec des motifs d’interaction protéine-protéine comme le Death Effector
Domain (DED) ou le Caspase Recuitment Domain (CARD) impliqués dans la transduction de
différents signaux induisant leur activité protéolytique responsable de I'activation des caspases
effectrices (caspases 2, 3, 6 et 7) caractérisées par un court prodomaine et un manque d’activité
enzymatique intrinséque d’ou la nécessité d’'une activation par les caspases initiatrices (Salvesen &
Abrams, 2004). Les caspases effectrices sont responsables du clivage de la plupart des substrats
apoptotiques connus comme le DNA fragmentation factor 45, la poly-(ADP-ribose) polymérase ou
acinus.

En ce qui concerne les caspases initiatrices elles agissent au travers de deux voies
apoptotiques distinctes qui résultent toutes deux en I'activation des caspases effectrices (figure 1). La
voie des récepteurs de mort ou voie extrinséque est activée par liaison de ligands sur des récepteurs
de type récepteurs de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) et méne a I'activation de la caspase
8 (Ashkenazi, 2002). Une étude du groupe de Reed utilisant un systéme acellulaire a révélé
également que I'apoptose nécessitait 'apport d’une fraction mitochondriale (Newmeyer et al., 1994)
impliquant ainsi I'existence d’'une seconde voie de signalisation de I'apoptose. La voie mitochondriale
ou voie intrinséque initie I'activation de la caspase 9 au travers de la formation d’'un complexe

protéique appelé apoptosome. Cette voie est activée a la suite d’'un certain nombre de stimuli comme



la privation en facteur de croissance, les UV, I'hypoxie, I'action de toxines...(Nicholson, 1999)
L’ensemble de ces stimuli conduit a I'activation d’une famille de protéines, les protéines de la famille
de Bcl-2, qui régulent cette voie mitochondriale de 'apoptose (Antonsson, 2004). La voie intrinséque
peut également agir en tant que boucle d’amplification de la voie extrinséque de part la possibilité
d’activation de la protéine Bid, une protéine de la famille de Bcl-2, par la caspase 8 (Li et al., 1998).
Dans ce chapitre d’introduction I'accent sera mis principalement sur la voie intrinséque et le
réle central de la mitochondrie dans I'apoptose. Le rble crucial des protéines de la famille de Bcl-2

dans la régulation de cette voie, et dont est I'objet le travail qui sera présenté ensuite, y sera
également explicité.

VOIE DES RECEPTEURS DE MORT

LamamERETE Sy,
i

\ Ihh R—
N _ .

VOIE MITOCHONDRIALE

Fragmentation de " ADMN

Figure 1: Représentation schématique des voies extrinséques et intrinséques de I'apoptose et de la
cascade d’activation des caspases



B. LIBERATION DE FACTEURS APOPTOGENIQUES PAR LA MITOCHONDRIE AU
COURS DE L'APOPTOSE

Un des points cruciaux se produisant au cours de la voie mitochondriale de I'apoptose
correspond a la perte d’intégrité et a la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie.
Cest ce mécanisme de perméabilisation qui est sous le contréle la famille de Bcl-2 citée
précédemment (Kuwana & Newmeyer, 2003). Cette étape de perméabilisation et sa régulation
seront abordées dans les parties suivantes. Dans un premier temps il est important de savoir que la
conséquence de cette augmentation de perméabilité mitochondriale est la libération de facteurs
protéiques apoptogéniques contenus dans lI'espace intermembranaire et qui ont la capacité de
précipiter la mort cellulaire notamment en induisant I'activation des caspases (Saelens et al., 2004).
Ce sont ces différents facteurs apoptogéniques et leur réle qui vont étre décrits dans cette partie

illustrant ainsi le réle central que joue la mitochondrie dans le processus apoptotique.

1. Le cytochrome ¢

Le cytochrome c est, comme la plupart des protéines mitochondriales, le produit d’'un géne
nucléaire importé dans la mitochondrie sous la forme d'une apoprotéine via le complexe de
translocation de la membrane externe ou complexe TOM dont nous reparlerons ultérieurement
(Diekert et al., 2001). Une fois dans I'espace intermembranaire cet apocytochrome ¢ est converti en
holocytochrome ¢ fonctionnel sous I'action de la cytochrome ¢ héme lyase. La fonction primaire de
cette protéine est le transfert d’électron du complexe Il vers le complexe IV de la chaine respiratoire
au cours de la phosphorylation oxydative.

C’est I'holocytochrome c qui fut la premiére protéine identifiée en tant que facteur libéré par la
mitochondrie au cours de I'apoptose (Liu et al., 1996). De plus cette relocalisation vers le cytosol, qui
peut étre inhibée par la protéine anti-apoptotique Bcl-2, induit I'activation des caspases (Brustugun et
al., 1998) (Kluck et al., 1997a) (Kluck et al., 1997b). Cette libération survient précocement dans
I'étape de perméabilisation de la membrane externe. |l faut toutefois noter que le cytochrome c est
libéré selon un processus en deux étapes (Ott et al., 2002) d0 a la maniére dont il s’associe a la
membrane interne mitochondriale. En effet il existe deux pools de cytochrome c liés a la membrane

interne: un premier pool attaché faiblement a la membrane interne par des liaisons électrostatiques



avec des phospholipides anioniques, principalement la cardiolipine, et une seconde fraction fortement
liée par le biais d’interactions hydrophobes induisant un « enfouissement » partiel de la protéine dans
la membrane. Ainsi avant d’étre libéré sous une forme soluble vers le cytosol le cytochrome c doit étre
mobilisé au préalable, c’est a dire que les liaisons de celui-ci avec la membrane interne doivent étre
abolies ce qui représente le premier stade du processus en deux temps décrit dans le travail de Ott et
al. (2002). Cette mobilisation peut résulter, dans le cas de la fraction faiblement liée, de variations
électrostatiques tel qu’'une modification de pH ou de température alors que pour la fraction fortement
liée ceci doit résulter de I'altération de la structure membranaire induite par une péroxydation lipidique
par exemple.

Une fois présent dans le cytosol le cytochrome se lie a la protéine Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor-1) ce qui induit un changement de conformation dATP-dépendant aboutissant a
I'oligomérisation d’Apaf-1 sous la forme d’'un heptamére (Jiang & Wang, 2000). Ce complexe ainsi
formé facilite le recrutement de la procaspase 9 au travers d’interactions homotypiques entre les
domaines CARD et résulte ainsi dans la formation du complexe appelé apoptosome (Hengartner,
2000) (Strasser et al., 2000). La formation de 'apoptosome aboutit a I'activation autoprotéolytique de
la procaspase 9 qui ensuite active a son tour les caspases effectrices 3, 6 et 7 (Li et al., 1997). De
cette fagon la mitochondrie par l'intermédiaire de la libération du cytochrome c participe directement a

la cascade d’activation des caspases.

2. Smac/DIABLO

Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspases/Direct IAP Binding protein of Low
pl) fut la seconde protéine identifiée en tant que promoteur de lactivité caspase. Cependant
contrairement au cytochrome c ce facteur n’agit pas en tant qu’activateur direct de l'activité caspase
mais en antagonisant des inhibiteurs de caspases appelés IAPs pour Inhibitor of Apoptosis Proteins
(Du et al., 2000) (Verhagen et al., 2000).

a) Les IAPs
Afin de mieux comprendre l'impact du r6le de Smac dans le processus apoptotiques il est

nécessaire de s’attarder un peu sur ces IAPs qui sont une famille conservée de protéines inhibant
l'activité de certaines caspases (Deveraux et al., 1998) (Deveraux & Reed, 1999) (Holcik &
Korneluk, 2001) (Salvesen & Duckett, 2002). Huit membres sont connus chez les mammiféres
incluant X-IAP (X-chromosome-linked 1AP), NIAP (Neuronal 1AP), c-IAP1, c-IAP2, ILP-2 (IAP-like
protein 2), Bruce (BIR-repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme), survivin et ML-IAP/livin. Les
cibles de ces protéines sont exclusivement les caspases 3, 7 et 9. Les IAPs sont généralement
caractérisés par une répétition de trois motifs BIR (Baculoviral IAP Repeat), chacun de ces domaines
semblant exhiber une fonction particuliere. En effet le domaine BIR3 de X-IAP inhibe I'activité de la
caspase 9 active alors que la région « linker » entre les domaines BIR1 et BIR2 inhibe les caspases 3
et 7 (Shi, 2002) (Shiozaki et al., 2003). A contrario le domaine BIR unique de ML-IAP/livin inhibe les



caspases effectrices 3 et 7 (Kasof & Gomes, 2001) tandis que la survivin qui ne posséde elle aussi
gu’un seul domaine BIR n’inhibe aucune activité caspase in vifro mais semble jouer un role dans la
mitose (Altieri, 2001). En outre les protéines X-IAP, c-IAP1 et c-IAP2 posséde un domaine RING C-
terminal présentant une activité ubiquitine ligase impliquée dans la dégradation des protéines cibles
par le protéasome (Jesenberger & Jentsch, 2002) (Saelens et al., 2004).

b) Réle de Smac/DIABLO
En ce qui concerne la forme mature de Smac/DIABLO, elle contient une séquence N-terminale

de quatre résidus (Ala-Val-Pro-lle) qui forme un motif de liaison aux IAPs ou IBM (IAP binding motif).
Smac est libéré sous forme de dimére dans le cytosol ou il agit en tant que compétiteur des caspases
pour la liaison aux IAPs avec lesquels il se lie au travers d’'une interaction entre les domaines IBM et
BIR (Huang et al., 2003). Ceci aboutit donc a une potentialisation de I'activation des caspases par
levée d’'une inhibition dirigée contre celles-ci. Les IAPs via leur domaine RING peuvent induire ainsi la
dégradation de Smac par le protéasome (Hu & Yang, 2003). Il existe des variants connus de
Smac/DIABLO: Smac 3, similaire a Smac/DIABLO, qui se lie a XIAP puis induit sa dégradation par le
protéasome au travers d’'un mécanisme d’auto-ubiquitination (Fu et al., 2003) et Smac B qui ne
possede pas le signal d’adressage N-terminal et ne peut pas se lier aux IAPs mais qui posséde tout
de méme une fonction pro-apoptotiques qui sensibilise a la mort cellulaire par apoptose suite a des
stimulus de type ligand/récepteur de mort (Roberts et al., 2001). A ce jour aucune fonction de Smac
au niveau mitochondrial n’est connue, cependant sa fonction au cours de I'apoptose prévenant
linhibition des caspases par les IAPs est essentielle pour permettre une activation optimale des

caspases.

3. L’AIF (Apoptosis Inducing Factor)

Parmi les caractéristiques phénotypiques observées chez la cellule apoptotique se trouvent la
condensation de la chromatine et la dégradation de 'ADN nucléaire par clivage internucléosomal. Les
caspases effectrices sont en grande partie responsables de cette « apoptose nucléaire » puisqu’elles
permettent I'activation de protéines comme CAD (Caspase Activated DNase) qui produit les
fragments d’ADN, acinus qui stimule la dégradation et HELICARD dont I'activité hélicase favorise la
dégradation (Saelens et al., 2004).

Cependant il existe aussi une autre voie, indépendante des caspases, impliquée dans
I'apoptose nucléaire et modulée par la mitochondrie découverte en utilisant un systéme acellulaire de
coincubation de noyaux et de mitochondries (Zamzami et al., 1996). La protéine mitochondriale
responsable est I'AlF, libéré de I'espace intermembranaire au cours de I'apoptose, et ce fut le premier
facteur apoptogénique montrant une capacité a générer de grands fragments d’ADN nucléaire de 50

kb ainsi qu’'une condensation périphérique de la chromatine (Susin et al., 1999). Cependant 'AIF ne



semble pas pouvoir générer a lui seul une digestion aussi compléte que celle observée lors de
I'apoptose, cette digestion oligonucléosomale résultant essentiellement de I'action de CAD.

L’AIF est une flavoprotéine possédant une activité oxydoréductase non essentielle pour sa
fonction apoptotique. L’AIF mature (57 kDa) libéré lors de I'apoptose posséde une séquence
d’adressage nucléaire en C-terminal et posséde des charges électrostatiques positives fortes a sa
surface soutenant ainsi une capacité de ce facteur a interagir avec 'ADN aprés sa relocalisation dans
le noyau (Ye et al., 2002). Son role exact dans la mitochondrie est inconnu mais il est possible que
paradoxalement I'AlF, au travers de son activité oxydoréductase, exerce une protection contre la mort
cellulaire induite par le stress oxydatif (Klein et al., 2002). Le mécanisme par lequel 'AlIF provoque
les phénotypes nucléaires de I'apoptose reste également trés flou, cependant il a été observé que son
homoloque chez le nématode C. elegans, la protéine WAH-1, stimule I'activité d’'une autre protéine,
CPS-6, elle-méme homologue de I'endonucléase G, un autre facteur apoptogénique libéré par la

mitochondrie au cours de I'apoptose (Saelens et al., 2004).

4. ’endonucléase G

Cette protéine de 30 kDa relocalisée de I'espace intermembranaire vers le noyau au cours de
I'apoptose est capable d’induire la dégradation de TADN méme en absence d’activité caspase ou CAD
(Li et al., 2001). Cependant son activité exacte au niveau de 'ADN reste floue puisque 'on ne sait
pas vraiment si elle induit une digestion internucléosomale comme le décrit le travail du groupe de
Wang (2001) ou si elle produit de plus grands fragments d’ADN que CAD comme le suggére un autre
travail (van Loo et al., 2001). En outre il semble que I'endonucléase G puisse coopérer avec d’autres
exonucléases et la DNase | (Widlak et al., 2001) ce qui peut expliquer la dégradation compléte
observée par Li et al. (2001) et I'incapacité de cette protéine a générer seule cette digestion totale de
I’ADN observée par van Loo et al. (2001). Comme il a été dit précédemment chez le nématode C.
elegans la protéine CPS-6, homologue de 'endonucléase G coopére avec WAH-1, ’homologue de
I'AIF et elle posséde méme la capacité d’induire la dégradation internucléosomale de 'ADN de noyaux
issus de cellules de mammiféres (Parrish et al., 2001). L’endonucléase G apparait donc comme une
protéine importante dans le phénotype nucléaire apoptotique.

5. HtrA2/OMI

De la méme maniére que les facteurs décrits ci-dessus HtrA2/OMI est le produit d’'un géne
nucléaire importé dans la mitochondrie ou elle réside dans I'espace intermembranaire. Elle appartient
a une famille conservée de sérine protéases et présente une homologie de séquence et de structure
avec I'endoprotéase bactérienne HtrA/DegP de E. coli et jouant un rble dans la tolérance a la chaleur
et au stress oxydatif. HtrA/DegP agit en tant que chaperonne a température normale et présente une
activité serine protéase a température élevée impliquée dans I'élimination des protéines mal repliées
ou endommagées (Saelens et al., 2004).

La protéine HtrA2/OMI est libéré lors de la perméabilisation mitochondriale et posséde la

capacité d’interagir et d’antogoniser I'ensemble des IAPs excepté la survivin (Suzuki et al., 2001). En



effet comme Smac/DIABLO elle posséde un domaine IBM (Ala-Val-Pro-Ser) a son extrémité N-
terminale et sa fonction d’antagoniste des IAPs favorise la mise en place d’une activité caspase au
sein d’extraits cytosoliques (van Loo et al., 2002a). En outre son activité serine protéase semble
induire la mort indépendamment des caspases (Hegde et al., 2002). En plus de ses domaines IBM et
serine protéase, HtrA2/OMI posséde un domaine PDZ (Post-synaptic Disc-large Zone); ce type de
domaine étant impliqué dans les associations de type peptide/surface gouvernant des voies de
transduction du signal (Harrison, 1996). La résolution de la structure cristallographique de HirA2/OMI
a montré que cette protéine existe sous la forme d’'un assemblage homo-trimérique modulé par son
site catalytique formant ainsi une structure pyramidale avec les trois domaines IBM en haut et les trois
domaines PDZ en bas de la structure (Li et al., 2002). Le domaine permet de réguler I'activité serine
protéase en bloquant le site catalytique. Seule le trimére présente une fonction pro-apoptotique et de
fagon surprenante en l'absence des domaines de liaisons aux IAPs garde la méme capacité
apoptotique et a induire I'activation des caspases, ainsi HtrA2/OMI n’induit vraisemblablement pas la
mort uniquement du fait de sa capacité a lier les IAPs. Récemment une étude a montré que hPag, une
peroxydase cytosolique appartenant a la famille de TSA/AhpC surexprimée en cas de stress oxydatif,
interagit avec HtrA2/OMI (Hong et al., 2006). Le domaine C-terminal de hPag interagit avec le
domaine PDZ de HirA2/OMI induisant une augmentation de I'activité serine protéase. Ainsi HirA2/OMI
semble jouer un réle double au cours de I'apoptose, le premier étant lié a sa capacité a antagoniser
les IAPs, le second au travers de sa capacité a induire une mort cellulaire indépendante des caspases

mal caractérisée.

6. DDP/TIMM8a

La protéine DDP (Deafness/Dystonia Protein) est une protéine qui fut identifié¢e comme une
protéine mutée responsable du syndrome de Mohr-Tranebjaerg. Cette maladie fut ensuite identifiée
en tant que maladie d’origine mitochondriale et DDP comme I'homologue de la petite protéine Tim de
levure, Tim8p (Koehler et al., 1999). Les petites protéines Tim avec la translocase Tim22 forment le
complexe d’importation TIM22 (Translocase of Inner Membrane 22) situé dans la membrane interne
mitochondriale (Curran et al., 2002) (Koehler, 2004a). Comme les autres petites protéines Tim,
DDP/TIMM8a posséde deux motifs jumelés CX3C (cystéine-Xs-cystéine) essentiels pour sa fonction
de chaperonne de I'espace intermembranaire impliquée dans I'importation, 'assemblage et I'insertion
dans la membrane interne des précurseurs importés (Koehler, 2004b).

Dans I'espace intermembranaire TIMMS8a réside sous la forme d’'un complexe de 70 kDa formé
avec une autre petite protéine Tim, TIMM13b, selon un ratio 3:3 (Roesch et al., 2002). DDP/TIMM8a
fut identifié initialement comme protéine relarguée a la suite de 'ouverture du pore de perméabilité
transitoire ou PTP (Patterson et al., 2000). Cependant son réle dans I'apoptose n’a été déterminé
que récemment lors d’'une étude montrant que DDP/TIMM8a est libéré dans le cytosol au cours de
'apoptose ou elle interagit avec la protéine Drp-1 (Dynamin-related protein-1), une dynamine-like
GTPase impliquée dans la fission mitochondriale (Arnoult et al., 2005a). Cette interaction promeut le

recrutement de Drp-1 a la mitochondrie ou elle induit alors le processus de fission (Frank et al., 2001)



dont nous reparlerons ultérieurement. De fagon intéressante le partenaire mitochondrial de TIMM8a,
la protéine TIMM13b est également libéré aprés perméabilisation de la membrane externe par tBid
(Van Loo et al., 2002b), cependant le travail de Arnoult et al. ne montre pas d’interaction entre
TIMM13b et Drp-1.

7. Autres facteurs apoptogéniques mitochondriaux

Il existe d’autres facteurs libérés par la mitochondrie lors de I'apoptose. L’étude la plus récente
résulte de I'analyse de surnageants de mitochondries traitées par du tBid (van Loo et al., 2002b).
Parmi les autres protéines identifiées on trouve les candidats suivants: TACBP (Acyl-CoA-binding
protein), le WD-40 repeat tumor-specific antigen, Upf1, la PTB (polypyrimidine tract-binding protein) et
'adénylate kinse 2 (AK2). Concernant leur fonction exacte lors de I'apoptose, elle reste trés mal
connue. L’ACBP est un facteur décrit comme étant capable de réduire la concentration de calcium
nécessaire a I'activation des calpaines, des protéases capables d’activer par clivage des protéines de
la famille de Bcl-2 comme Bid (Chen et al., 2001) et Bax (Cartron et al., 2004a). Le motif WD-40 du
WD-40 repeat tumor-specific antigen est retrouvé dans Apaf-1 et est important pour la régulationde
I'activation de la caspase 9. Upf1 contrdle I'accumulation d’'un vaste nombre d’ARN messagers tandis
que la protéine PTB est un régulateur répresseur de splicing alternatif qui semble impliqué dans la
traduction de la caspase 2 fonctionnelle (van Loo et al., 2002b). Il faut noter toutefois que la
localisation mitochondriale de Upf1 et PTB n’est toujours pas confirmée. Quand a AK2 qui catalyse la
phophorylation réversible de nucléotides et pourrait peut-étre jouer un réle dans le maintien d’un
niveau d’ATP suffisant et nécessaire aux événements précoces de I'apoptose (Saelens et al., 2004).
Une autre protéine importante est libérée lors de la perméabilisation mitochondriale, il s’agit d’OPA1
(Dominant Optic Atrophy Protein 1) qui est, comme Drp-1, une dynamine-like GTPase jouant un rdle
dans le maintien de la structure de la membrane interne et dans le processus de fusion mitochondriale
(Arnoult et al., 2005b) (Karbowski & Youle, 2003) (Bossy-Wetzel et al., 2003). Comme nous allons
le voir ensuite cette libération est essentielle pour que le cytochrome c soit libéré de fagon optimale.

Comme nous avons pu le voir les facteurs apoptogéniques libérés par la mitochondrie
au cours de l'apoptose jouent des rbles essentiels et variés dans ce processus de mort
(figure 2). Ceci montre donc I'importance du réle de cet organite dans la mort cellulaire qui
est ainsi directement impliqgué dans la cascade d’activation des caspases, dans la
condensation de la chromatine, la dégradation de I'ADN ainsi que dans l'altération de sa
propre morphologie. La mitochondrie se place ainsi en tant qu’acteur central du processus

apoptotique.
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8. Cinétique des événements et de la libération des protéines apoptogéniques

Diverses études sur la cinétique de libération des protéines apoptogéniques ont montré que la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie au cours de I'apoptose ne conduit pas a
une libération massive de ces facteurs mais que ce mécanisme suit un timing bien défini. Ce timing
est ainsi en désaccord avec une des premiéres hypothéses selon laquelle la libération des facteurs
mitochondriaux pourrait étre d0 a I'ouverture du pore de perméabilité transitoire (PTP) entrainant la
perte du potentiel de membrane mitochondrial ou AWm, le gonflement de la membrane interne et
I'éclatement de la membrane externe. A ce jour il semble évident que ce phénomeéne correspond a
une séquence d’évenements suivants une cinétique bien précise que nous allons résumer ici.

Parmi les facteurs mitochondriaux apoptogénique le cytochrome c est celui qui a fait I'objet du
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Figure 2: Différents roles des facteurs apoptogéniques libérées par la mitochondrie au cours de

I'apoptose

mobilisé au préalable avant d’étre libéré, ceci étant di aux interactions entre cette protéine et la
membrane interne. Ainsi le premier événement se produisant lors de la perméabilisation
mitochondriale est une réorganisation structurale de la membrane interne. Des analyses de la
topologie de cette derniére ont permis de découvrir que celle-ci présente des crétes tubulaires formant
des invaginations de cette membrane. Ces crétes forment un compartiment isolé de I'espace
intermembranaire par des jonctions fermées et c’est au sein de ce compartiment qu'a lieu la
phosphorylation oxydative (Mannella et al., 2001). La plus grande partie du cytochrome c est donc
contenue dans ces crétes mitochondriales et lors de l'induction de I'apoptose par tBid, elles sont
remodelées de fagon a ce qu’il y ait ouverture des jonctions permettant l'ouverture de ce

compartiment vers la lumiére de I'espace intermembranaire (Scorrano et al., 2002). Ce remodelage
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semble lié a la libération dans le cytosol d’'un autre facteur, OPA1 qui joue un réle dans la fusion
mitochondriale mais également dans le maintien de la structure des crétes mitochondriales (Arnoult
et al., 2005b). La libération d’OPA1 facilite la libération du cytochrome c et ces deux protéines sont
co-libérées bien que la durée de translocation d’OPA1 soit plus longue. En réalité ce sont des
oligoméres d’OPA1 qui maintiennent les jonctions des crétes fortement closes et ces oligoméres sont
disruptés sous I'action de tBid (Frezza et al., 2006). En outre ce remodelage est accompagné par des
ouvertures transitoires du PTP, c’est ce qui a probablement amené a penser que le PTP pouvait étre
impliqué dans la libération du cytochrome c.

Aprés cette réorganisation ultrastructurale de la membrane interne, le cytochrome c peut étre
libéré de facon optimale. Sa libération se produit trés précocement suite a la perméabilisation de la
membrane externe. L’étude d'une protéine de fusion cytochrome c-GFP a permis de mettre en
évidence que la libération du cytochrome c précede I'exposition des phosphatidylsérines et la perte
d’intégrité de la membrane plasmique et se fait en 5 minutes quelques soit le stimulus apoptotique
utilisé (Goldstein et al., 2000). En outre cette libération n’est pas altérée au sein d’'une gamme de
température allant de 24 °C a 37 °C supportant ainsi le modéle d’une translocation au travers de la
membrane externe par un pore plutdét que par un systéme de type enzymatique. En outre I'utilisation
d’'un inhibiteur de caspase a large spectre, le ZVAD-fmk, ne change en rien la cinétique de libération
du cytochrome ¢ méme si dans ce cas le AWm est maintenu, ce qui exclu I'implication du PTP dans
ce processus. D’autres travaux ont validé ces résultats notamment en comparant les inducteurs de
perméabilisation mitochondriale que sont le TNFa, la staurosporine (STS) ou la valinomycine et leur
impact sur le mécanisme de libération du cytochrome c (Luetjens et al., 2001). Ces résultats
s’accordent avec ceux présentés par Goldstein et al. (2000) dans la mesure ou la cinétique de
libération de cytochrome c est similaire aprés traitement par TNFa ou STS, deux stimuli apoptotiques
connus. En revanche la valinomycine, un ionophore mitochondrial dont I'action est connue pour
entrainer I'ouverture de PTP, n’induit qu’une trés faible libération du cytochrome c d’ou la confirmation
que le PTP n’est pas le canal par lequel le cytochrome c est libéré. D’autres travaux confirment aussi
que la libération du cytochrome c et le gonflement mitochondrial sont deus événement temporellement
et fonctionnellement distincts. En effet I'utilisation de différents traitements sur des cellules HelLa (UV,
STS...) a permis de mettre en évidence que le gonflement mitochondrial survient environ 10 minutes
aprés la libération du cytochrome c (Gao et al., 2001). Un autre travail similaire montre que
effectivement que la perte du AWm n’est observé qu'une dizaine de minutes aprés la libération du
cytochrome c et qu’en outre I'utilisation de zVAD permet de maintenir le AWm sans affecter la
relocalisation du cytochrome ¢ (Waterhouse et al., 2006). De plus I'ajout d’ATP extra-mitochondrial
inhibe la dépolarisation mitochondriale induite par tBid sans modifier la translocation du cytochrome ¢
(Madesh et al., 2002). Ceci suggére donc que l'activité des caspases est nécessaire pour maintenir la
perte du AWm, or l'activation de celles-ci requiert au préalable la relocalisation du cytochrome ¢ vers
le cytoplasme.

Le timing de translocation vers le cytosol d’autres facteurs apoptogéniques a également été
étudié, en particulier pour Smac/DIABLO. La libération de ce dernier se fait simultanément avec le

cytochrome c et précéde la perte du AWm (Madesh et al., 2002). Cependant la libération de
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Smac/DIABLO dure environ quatre fois plus longtemps que celle du cytochrome c (Springs et al.,
2002) mais elle survient avant la fragmentation de 'ADN suggérant ainsi I'importance de ce facteur
dans la fragmentation de 'ADN induit par les caspases. La libération de Smac débute avec celle du
cytochrome c, la différence de cinétique entre les deux étant donc probablement di a leur différence
de taille (Rehm et al., 2003). Comme pour le cytochrome c, la libération de Smac est indépendante
de l'activité des caspases (Luetjens et al., 2001) (Lim et al., 2006) et une dépolarisation
mitochondriale significative n’est observée qu’a la suite de la déplétion compléte de la mitochondrie en
cytochrome ¢ et Smac/DIABLO.

Pour ce qui est des autres protéines libérées aprés la perméabilisation de la membrane externe
il existe peu de travaux les concernant. Cependant il apparait que les facteurs apoptogéniques
puissent étre divisés en deux classes: ceux dont la libération est indépendante des caspases et ceux
nécessitant la mise en place d'une activité caspase. En effet alors que le cytochrome c,
Smac/DIABLO et HirA2/OMI sont relocalisés précocement vers le cytosol indépendamment de
I'activation des caspases, la libération de I'AIF et de I'endonucléase G ne peut se faire qu’en présence
d’'une activité des caspases (Arnoult et al., 2003). De ce fait en bloquant I'activation des caspases,
par emploie de zZVAD-fmk ou de cellules déficientes en Apaf-1, 'AIF et 'endonucléase G restent dans
la mitochondrie alors que le cytochrome ¢, Smac/DIABLO et HirA2/OMI sont libérés normalement. En
outre ce travail appuie les résultats des cinétiques déja observées pour le cytochrome c et
Smac/DIABLO et montre que la libération de HirA2/OMI est plus tardive probablement & cause de sa
taille plus importante. Pour ce qui est de DDP/TIMM8a, il est co-libéré avec le cytochrome ¢ mais la
durée de sa libération est plus longue que pour ce dernier et est a peu prés équivalente a celle
d’OPA1. Comme nous l'avons déja dit, TIMM8a induit le recrutement de Drp-1 a la mitochondrie ce
qui provoque ensuite le processus de fragmentation mitochondriale. Cette fragmentation débute 10
minutes aprés la libération du cytochrome c et s’achéve au bout d’environ 20 minutes (Arnoult et al.,
2005b).

A partir de ces données il est possible de proposer un modéle temporel global des événements
impliqués dans la voie mitochondriale de I'apoptose et faisant suite a la perméabilisation induite par
les protéines pro-apoptotiques effectrices de la famille de Bcl-2 (figure 3). La premiéere étape est un
remodelage structural de la membrane interne par désassemblage des oligoméres d’'OPA1, ce qui
mobilise le cytochrome c¢ qui est alors rapidement libéré (figure 3B). De fagon simultanée a la
libération de cytochrome c¢, Smac/DIABLO, DDP/TIMM8a, OPA1 et un peu plus tardivement
HtrA2/OMI sont également libérés. La premiére conséquence de cette libération est I'activation des
caspases culminant avec I'activation des caspases effectrices 3, 6 et 7 (figure 3C). Une des premiéres
cibles des caspases effectrices est la sous-unité p75 du complexe | de la chaine de transport
d’électron de la mitochondrie aboutissant ainsi @ une perte du AWm (Ricci et al., 2004) et au
gonflement mitochondrial et endommageant des fonctions majeures de la mitochondrie. Paralleélement
a ceci le facteur DDP/TIMMS8a recrute Drp-1 a la mitochondrie et un processus de fragmentation
mitochondriale débute. Les caspases effectrices permettent également l'activation de protéines

comme CAD et acinus ainsi que la libération des facteurs mitochondriaux que sont I'AlIF et
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I'endonucléase G. Ces derniéres protéines citées se relocalisent dans le noyau ou elles provoquent
alors une condensation de la chromatine et la dégradation de 'ADN (figure 3C). Environ 20 minutes
aprés la libération compléte du cytochrome c, le réseau mitochondrial est presque totalement
fragmenté (figure 3C). A ce moment la I'ensemble des fonctions vitales de la cellule sont
irréversiblement endommagées, la membrane plasmique bourgeonne, conduisant a la formation de
corps apoptotiques, et expose des résidus de phosphatidylsérine sur la face extracellulaire permettant

I'élimination de la cellule mourante par des phagocytes.
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Figure 3: Evénements de la voie mitochondriale de I'apoptose. A) Légende. B) Mobilisation puis libération du
cytochrome c par remodelage des cristae. C) Libération des autres facteurs apoptogéniques comme
Smac/DIABLO, HtrA2/OMI potentialisant I'activation des caspases mais aussi de DDP/TIMM8a et OPA1 (2). Le
cytochrome c cytosolique participe a la formation de I'apoptosome (3). Ceci aboutit a I'activation des caspases
effectrices (4) qui a leur tour clivent leurs substrats et induisent la libération de I'AIF et de I'endonucléase G (5).
Enfin le recrutement de Drp-1 induit par DDP/TIMM8a conduit a la fragmentation du réseau mitochondrial (6).

(D’apres G. Bellot, F.M. Vallette & L. Oliver; “The implication(s) of mitochondrial permeability in the execution
phase of apoptosis.”, sous presse)
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C. REGULATION DE LA VOIE MITOCHONDRIALE DE L'APOPTOSE PAR LES
PROTEINES DE LA FAMILLE DE BCL-2

Comme il a déja été précisé la voie mitochondriale de I'apoptose est régulé par la famille des
protéines de la famille de Bcl-2. En effet cette famille protéique contréle cette voie apoptotique en
l'induisant ou en la réprimant et ce en fonction des différents types de stimuli apoptotiques. Au cours
de l'apoptose ce sont deux de ses membres, les protéines Bax et Bak, qui sont a l'origine de la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et donc de I'ensemble des événements

se produisant aprés cette perméabilisation.

1. Les protéines de la famille de Bcl-2

Ce sont donc les régulateurs centraux de la voie intrinséque de I'apoptose car ce sont ces
protéines qui contrélent 'augmentation de perméabilité mitochondriale (Cory & Adams, 2002). A ce
jour, chez les mammiféres, il existe environ une vingtaine de membres de la famille de Bcl-2 identifiés.
Ces protéines sont caractérisées par des domaines d’homologie a Bcl-2 ou domaines BH. Cette
famille de protéines peut étre subdivisée en deux sous-familles: les membres anti-apoptotiques et les
membres pro-apoptotiques. Au sein des protéines pro-apoptotiques deux autres classes de protéines
peuvent étre définies: les membres pro-apoptotiques a multidomaines et les protéines a BH3 unique
ou BOP (BH3 Only Proteins).

Les membres anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1, Boo/Divaet NR-13 sont
caractérisés par la présence de quatre domaines d’homologie a Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 et BH4). lIs
agissent en antagonisant I'action les protéines pro-apoptotiques (Antonsson et al., 1997) (Cheng et
al., 2001) et sont ainsi considérés comme des facteurs de survie. Le domaine BH4, qui n’existe que
dans cette classe de protéines, apparait étre impliqué dans leur activité anti-apoptotiques (Huang et
al., 1998).

Les protéines a BH3 unique comme leur nom l'indique sont caractérisées par la présence d’'un

seul domaine d’homologie a Bcl-2, le domaine BH3. Ce sont des senseurs de stress qui induisent
'apoptose en activant les protéines pro-apoptotiques a multidomaines ou en antagonisant les
membres anti-apoptotiques (Moreau et al., 2003) (Juin et al., 2005). Parmi les BOP se trouvent les
protéines Bid, Bad, Bim, Bik, Hrk, Bmf, Noxa, PUMA et BNIP3. Chacun de ces BOP peut étre activé
suivant un type particulier de stimulus (Huang & Strasser, 2000). Cependant ils sont incapables

d’induire 'apoptose en absence des membres pro-apoptotiques a multidomaines Bax et Bak.
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Le second groupe de protéines pro-apoptotiques inclus Bax, Bak, Bok et Bcl-xs. Bax et Bak

sont considérés comme étant les principaux effecteurs de I'apoptose contrélée par les protéines de la

famille de Bcl-2. Ces protéines contiennent trois domaines BH (BH1, BH2 et BH3). Bax et Bak sont les

acteurs essentiels de la voie mitochondriale de I'apoptose (Wei et al., 2001) et induisent tous les deux

la libération de cytochrome c (Degenhardt et al., 2002). L’extinction du géne de Bax confére une

résistance significative a l'apoptose alors que l'absence de Bak n’entraine que peut d’effet de

résistance. Cependant I'extinction des deux génes se traduit par une résistance totale des cellules aux

stimuli apoptotiques (Degenhardt et al., 2002) (Cartron et al., 2003a). Leur potentiel cytotoxique est

modulé par leur domaine BH3 (Chittenden et al., 1995a).
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2. Relation entre la structure et la fonction des protéines de la famille de Bcl-2

a) Structure

! BH3-unique

Une partie des résultats intéressants au sujet du mode de fonctionnement de ces protéines a

pu étre mis en évidence grace a la résolution de la structure tridimensionnelle de certains membres de
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la famille de Bcl-2 recouvrant les trois catégories de protéines retrouvées dans cette famille. La
détermination des structures des protéines comme Bcl-x, (Muchmore et al., 1996), Bcl-2 (Petros et
al., 2001), Bid (Chou et al., 1999) (McDonnell et al., 1999) et Bax (Suzuki et al., 2000) révéle que
ces protéines partagent une trés forte homologie structurale. En effet elles apparaissent toutes étre
composées de sept a neuf hélices a (Ha) malgré leurs fonctions différentes voire méme opposées. La
structure globale de ces protéines se présente sous la forme d’'une grappe globulaire d’Ha
amphipatiques recouvrant deux hélices centrales hydrophobes, pour les membres a multidomaines

ces hélices hydrophobes sont les Ha5 et Ha6.

b) Homologie avec les toxines bactériennes
De facgon trés intéressante la mise en évidence de ces structures a permis de découvrir que les

protéines de la famille de Bcl-2 partagent une homologie trés forte avec des toxines bactériennes
formant des pores, les aPFTs (a-pore-forming toxins), telles que la colicine E1, la colicine la et la
toxine diphtérique. Ces toxines contiennent un domaine de formation du pore de dix Ha dont deux
hélices centrales hydrophobes s’insérant précocement dans la membrane lors de la formation du pore
(Wiener et al., 1997) (Zakharov & Cramer, 2002a). Le mécanisme fonctionnel par lequel ces toxines
s’inserent dans les membranes requiert trois étapes: une étape d’adressage membranaire, une étape
de déploiement de la structure et enfin une étape d’insertion (Parker & Feil, 2005) (Tilley & Saibil,
2006). L’étape d’adressage se fait via un domaine spécifique de la toxine qui reconnait une protéine
de la membrane cible qui lui sert ainsi de récepteur. Ce type de mécanisme d’adressage est retrouvé
dans I'ensemble des classes de protéines formant des pores comme les aPFTs ou les BPFTs qui,
comme leur nom l'indique, ne se composent pas d’hélices a mais de feuillets 8. En démonstration de
la conservation de ce mécanisme d’adressage on peut méme citer 'exemple de toxines de type BPFT
mais a deux composantes, c’est a dire que la toxine elle-méme est formée de deux sous-unités. Dans
ce cas précis on trouve une sous-unité S possédant un domaine reconnaissant une protéine
membranaire et suite a I'adressage de cette protéine de classe S, la seconde sous-unité de classe F
contenant le domaine de formation du pore vient s’'insérer dans la membrane (Parker & Feil, 2005).
Pour les aPFTs elles possédent toutes le domaine d’adressage et le domaine de formation du pore au
sein de la méme séquence polypeptidique. Pour la seconde étape de déploiement des hélices
amphipatiques initiant I'insertion de la protéine dans la membrane selon un type de modéle appelé le
modéle de 'ombirelle, il résulte d’'un changement de conformation important de la protéine (Zakharov
& Cramer, 2002b). Cette modification structurale est assimilée a une activation de la toxine. De telles
modifications de structures peuvent étre induites par des variations de pH comme pour la colicine E1
qui forme des pores membranaires aprés une « activation acide » (Musse & Merrill, 2003). Ce type
de sensibilité au pH est trés conservé au sein des toxines bactériennes. L’insertion membranaire de la
toxine faisant suite & son activation conduit a son oligomérisation dans la membrane provoquant la
formation d’un pore (Parker & Feil, 2005).

En outre il est déja connu que certaines toxines bactériennes sont capables d’induire
I'apoptose. Pour exemple on peut citer I'aerolysine qui cible les lymphocytes T en interagissant avec

la protéine Thy-1, s'insére dans la membrane plasmique puis induit un influx de calcium, I'activation
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des caspases et la fragmentation de 'ADN (Nelson et al., 1999); I'action de cette toxine est inhibée
par Bcl-2. La toxine a de Staphylococcus aureus, une aPFT, est également un inducteur d’apoptose
(Menzies & Kourteva, 2000) et elle induit I'activation de la caspase 3 en activant la voie intrinséque
de I'apoptose c’est a dire par induction de la libération du cytochrome c et I'activation de la caspase 9
(Bantel et al., 2001). Une leukotoxine produite par Actinobacillus actinomycetemcomitans cible la
cellule en interagissant avec la protéine LFA-1 et induit également la libération de cytochrome c, la
perte du AWm et l'activation des caspases (Korostoff et al., 2000). Une autre toxine produite par
Staphylococcus aureus, la Panton-Valentine Leukocidin ou toxine PVL, une BPFT induit 'apoptose en
ciblant directement la mitochondrie ou elle induit la libération de cytochrome c et de Smac/DIABLO et
l'activation subséquente des caspases 9 et 3 (Genestier et al., 2005). Ainsi il apparait que des
toxines bactériennes sont capables d’induire I'apoptose de leurs cellules cibles ceci suggérant que les
protéines de la famille de Bcl-2 pourrait avoir adopter le méme mode de fonctionnement.

Et en effet les travaux effectués sur la famille de Bcl-2 montrent que ces protéines présentent,
en plus d’'une homologie structurale avec ces toxines, une homologie dans leur mode de
fonctionnement. Un point important est que des protéines telles que Bcl-2 (Schendel et al., 1997)
(Schlesinger et al., 1997) (Antonsson et al., 1997), Bcl-x, (Minn et al., 1997) et Bax (Schlesinger
et al., 1997) (Antonsson et al., 1997) induisent la formation de pores dans des membranes
lipidiques artificielles. La fonction de ces protéines impliquent que celles-ci doivent subir une activation
au préalable c’est a dire que Bax et Bak entre autres subissent un profond changement de
conformation avant de provoquer la perméabilisation mitochondriale (Desagher et al., 1999)
(Griffiths et al., 1999). Ce type de changement de conformation peut étre stimulé par des variations
de pH (Cartron et al., 2004b). De plus a I'image des toxines bactériennes, les protéines de la famille
de Bcl-2 sont capables de former des hétéro-oligomeres (Sattler et al., 1997) ou des homo-
oligoméres (Antonsson et al., 2000) (Antonsson et al., 2001) et I'oligomérisation de Bax et Bak est
nécessaire pour permeéabiliser la membrane externe mitochondriale (Antonsson et al., 2001)
(Mikhailov et al., 2003). L'hétéro-dimérisation de ces protéines implique une interaction entre le
domaine BH3 d’'une protéine pro-apoptotique et une plus large surface d’'un membre anti-apoptotique
incluant ces domaines BH1 et BH2 (Petros et al., 2004).

Ainsi que nous venons de le voir I'action des protéines de la famille de Bcl-2 ressemble
fortement a celle de certaines toxines bactériennes formant des pores et ainsi apporte une pierre
supplémentaire a la théorie de 'endosymbiose entre des archaebactéries et des cellules eucaryotes
expliquant I'origine des mitochondries. Les protéines de la famille de Bcl-2 pourraient alors étre le fruit
de l'évolution d'un transfert horizontal de génes entre les bactéries originelles et leur cellule héte
(Koonin & Aravind, 2002).

3. Régulation de la perméabilité mitochondriale par les protéines de la famille de Bcl-2 au
cours de 'apoptose
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a. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x_
La protéine Bcl-2 (B cell lymphoma gene 2) a été découverte aprés observation d’une

translocation chromosomique dans des cellules de lymphomes humains. La mise en évidence de son
réle inhibiteur de la mort cellulaire le définit en tant que proto-oncogéne. Ce fut le premier membre
identifié de cette famille de protéines. Il se localise au sien de trois endomembranes: la membrane
externe de I'enveloppe nucléaire, le réticulum endoplasmique et la membrane externe mitochondriale
(Krajewski et al., 1993) (Janiak et al., 1994) (Lithgow et al., 1994). Sa localisation majeure reste
toutefois la mitochondrie ou Bcl-2 est présente en tant que protéine intégrale. Initialement décrit
comme une protéine de la membrane interne (Hockenbery et al., 1990) il fut confirmé par la suite que
Bcl-2 cible spécifiquement la membrane externe mitochondriale via son Ha9 C-terminale (Nguyen et
al., 1993). Son adressage semble emprunter une voie similaire a celle du récepteur Mas70p de levure
et ses 22 résidus C-terminaux constituent un ancrage membranaire laissant le reste du corps de la
protéine exposée vers le cytosol. Plus récemment sa voie d’adressage mitochondriale a été décrite
plus précisément dans un modéle de levure. En réalité Bcl-2 est adressé a la membrane externe via
une interaction spécifique avec le récepteur d’'importation Tom20 (Motz et al., 2002). Cette interaction
est rendue possible par deux résidus lysine flanquants I'ancre C-terminale. Aucune interaction avec
d’autres protéines du complexe d’importation comme Tom22, Tom5 et Tom40 ne semble exister
suggérant qu’il n’y pas translocation de Bcl-2 au travers du pore d’importation général comme c’est le
cas pour la porine mitochondriale ou Tom40. Récemment il a été observé que Bcl-2 subit un
changement de conformation, pouvant étre induit par des BOP comme Bim, au cours de I'apoptose et
permettant ainsi l'insertion de ses deux hélices centrales Ha5 et Ha6 (Kim et al., 2004). De cette
fagon il semble que l'activité anti-apoptotique de Bcl-2 nécessite une étape de réarrangement
structural permettant une insertion plus compléte de Bcl-2 dans la membrane externe. Cette nouvelle
conformation de Bcl-2 serait alors requise pour la formation d’hétérodimeéres « inactifs » avec Bax et
Bak afin de prévenir leur homo-oligomérisation.

Contrairement a Bcl-2 la protéine Bcl-x_ est essentiellement cytosolique et une fraction mineure
est associée a la membrane mitochondriale en conditions normales (Hsu et al., 1997a). En revanche
lors de linduction du processus apoptotique Bcl-x_. se relocalise exclusivement sur la membrane
mitochondriale suggérant un changement de conformation de la protéine. Les résidus basiques situés
de part et dautre de I' Ha9 font de cette séquence une séquence compléte d’adressage
mitochondriale similaire aux séquences signales de la classe des protéines ancrées par le C-terminal
(Kaufmann et al., 2003). D’un point de vue structural 'Ha9 ainsi que les hélices Ha5 et Ha6 sont
capables de s’insérer dans des membranes suggérant que le changement de conformation serait
semblable a celui de Bcl-2 et résulterait dans l'insertion des hélices Ha5 et Ha6 dans la membrane
mitochondriale (Garcia-Saez et al., 2004). Plus récemment il a méme été proposé un modéle complet
de l'insertion de Bcl-x.. Ce modéle montre que cette protéine posséde trois formes stables: une forme
soluble, une forme ancrée par son domaine C-terminal dont le corps de la protéine reste semblable a
la forme soluble et une forme totalement déployée insérée dans la membrane externe (Thuduppathy
et al., 2006). Dans ce modéle la forme cytosolique serait maintenue dans un état soluble par une

liasison du C-terminal avec la poche réceptrice des domaines BH3 (Sattler et al., 1997) ou une

20



interaction avec un autre facteur cytosolique. Suivant un stimulus apoptotique une des premiéres
étapes du changement conformationnel aboutirait a I'exposition de I'ancre C-terminal conduisant a
'adressage de Bcl-x. a la mitochondrie et a son insertion via ce domaine transmembranaire. A ce
stade ce facteur anti-apoptotique serait compétant pour interagir avec les domaines BH3 des
protéines pro-apoptotiques comme Bax et Bak. Dans la derniere étape Bcl-x,_ serait totalement
déployé et s’inclurait complétement dans la membrane externe via une insertion par ses Ha5 et Ha6.
En revanche il est difficile de déterminer si cette derniére étape serait le résultat de
I’'hétérodimérisation ou s’il elle précéderait ce mécanisme.

Ainsi il apparait que ces protéines anti-apoptotiques agissent en subissant un changement de
conformation ce qui les rend compétentes pour former des hétérodimeres avec Bax et Bak empéchant

ainsi ces derniéres de s’homo-oligomériser et d’induire la perméabilisation mitochondriale.

b. Les protéines a BH3 unique: la protéine Bid
Dans les cellules saines la protéine Bid existe sous une forme cytosolique inactive. Lors de

I'induction apoptotique Bid peut étre clivé par la caspase 8 et sa forme tronquée, tBid, se relocalise a
la mitochondrie (Li et al., 1998). C’est ce clivage par la caspase 8, caspase initiatrice de la voie
extrinséque, qui permet de relier la voie des récepteurs de mort a la voie intrinséque. Aprés cette
étape de clivage tBid est capable d’activer les effecteurs pro-apoptotiques Bax (Moreau et al., 2003)
(Cartron et al., 2004c) et Bak (Wei et al., 2000). Ce clivage peut étre effectué par d’autres protéases
comme la calpaine (Chen et al., 2001) mais aussi Granzyme B. De fagon intéressante Granzyme B
induit la génération de deux formes de tBid, un produit de clivage direct (p15tBid) et un produit généré
indirectement résultat de I'activation de la caspase 8 par Granzyme B (p13tBid). En outre la forme
p15tBid active préférentiellement Bak alors que p13tBid active préférentiellement Bax (Cartron et al.,
2003a).

Sa structure globale est bien sdr similaire aux autres membres de la famille de Bcl-2 avec huit
Ha dont hélices centrales hydrophobes (McDonnell et al., 1999) (Chou et al., 1999). La différence ici
est que ces deux hélices centrales équivalentes au segment Ha5-Ha6 des autres protéines décrites
sont les hélices Ha6 et Ha7 (Garcia-Saez et al., 2005). Le segment clivé lors I'activation de Bid
correspond a ces deux premiéres hélices a. La derniére information est que Bid ne posséde pas de
domaine transmembranaire en C-terminal. |l apparait que tBid nécessite la présence de cardiolipine
pour étre adressé a la mitochondrie (Lutter et al., 2000). La cardiolipine est un phospholipide
spécifique de la mitochondrie ou on la retrouve dans la membrane interne et au niveau des sites de
contacts (McMillin & Dowhan, 2002). En outre il semble que tBid posséde une activité de transfert de
lipides (Degli Esposti et al., 2001) et se localise préférentiellement au niveau des sites de contact
(Lutter et al., 2001). Ce type d’activité et sa localisation conforte son action au niveau du remodelage
des crétes mitochondriales permettant la mobilisation du cytochrome c. En outre il semble exister une
coopération entre Bid, Bax et les cardiolipines lors de la perméabilisation membranaire induite par Bax
(Kuwana et al., 2002). Ce qui peut sembler paradoxal c’est que les cardiolipines sont métabolisées
lors du processus apoptotique ce qui rentre en accord avec le mécanisme de mobilisation du

cytochrome ¢ mais pas dans le cadre de la coopération entre Bid, Bax et ces phospholipides pour la
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formation de pores. En réalité il semble que tBid interagisse plutét avec des métabolites issus des
cardiolipines, notamment la monolysocardiolipine (Degli Esposti et al., 2003). Ces métabolites issus
de la dégradation des cardiolipines diffusent dans les membranes interne et externe au cours de
'apoptose et il est possible de supposer que la formation d’aires riches en monolysocardiolipine
induite par tBid permette de préparer la membrane a la formation de pores générés par Bax et Bak. Il
existe également une protéine de la membrane externe identifiée en tant que récepteur de tBid au
cours de l'apoptose, il s’agit de Mtch2 (Mitochondrial carrier homolog 2) dont le rble propre est
inconnu (Grinberg et al., 2005). La formation de ce complexe peut étre bloquée en surexprimant Bcl-
X_ et Bax se co-localise avec ce complexe. Ainsi la protéine Bid joue un rdle majeure dans I'activation
de Bax et de Bak mais également dans la mobilisation du cytochrome c de part son réle dans le
remodelage des cristae. Récemment il a été mis en évidence que la protéine a BH3 unique Bik, qui
agit au niveau du réticulum endoplasmique, induit aussi un remodelage des cristae dépendant du ca®
libéré par le réticulum et capté par la mitochondrie (Germain et al., 2005). Il semble donc que le rble
d’au moins certaines protéines a BH3 soit également d’'induire la mobilisation indépendamment de

leur action sur Bax et Bak.

c. perméabilisation de la membrane externe par Bax et Bak
Comme nous l'avons dit auparavant I'étape de perméabilisation est sous le controle des

protéines Bax et Bak dont nous reparlerons davantage dans la partie des résultats. La fonction de Bax
est celle qui a été le plus largement étudié. Bax est une protéine cytosolique en conditions non
apoptotiques bien qu’une faible fraction puisse étre retrouvé au niveau de la mitochondrie (Hsu et al.,
1997). Durant le processus apoptotique Bax est transloqué vers la mitochondrie ou il induit
'augmentation de la perméabilité mitochondriale initiant la libération des facteurs apoptogéniques
comme le cytochrome c (Degenhardt et al., 2002). Cette perméabilisation est associée a la formation
d’oligoméres de Bax (Antonsson et al., 2001). En outre Bax peut générer la formation de pores dans
des membranes artificielles (Schlesinger et al., 1997) et la formation de ces pores est inhibée par
Bcl-2 (Antonsson et al., 1997). L'oligomérisation de Bax est indispensable a la formation de pores
par Bax (Antonsson et al., 2000). |l faut également noter que des modélisations de protéines de la
famille de Bcl-2 réalisées a partir de la structure du cristal de Bcl-x. prédisent que c’est Bax qui
posseéde le plus grand potentiel d’insertion et vraisemblablement de formation de pores membranaires
(Aritomi et al., 1997). Comme les autres protéines de cette famille c’est une protéine globulaire de
neuf hélices a avec les deux hélices hydrophobes Ha5 et Ha6 enfouies dans le cceur de la protéine
(Suzuki et al., 2000). En outre la structure RMN de Bax révele que ces deux extrémités N et C-
terminales sont extrémement mobiles et comme nous le verrons par la suite ceci constitue un point
essentiel dans la régulation de la fonction de Bax. La relocalisation de Bax au cours de I'apoptose est
le résultat d’'un profond changement de conformation conduisant a son insertion par ses hélices Ha5
et Ha6 (Cartron et al., 2005). Ce sont également ces deux hélices Ha5 et Ha6 qui sont
indispensables pour la perméabilisation membranaire (Heimlich et al., 2004) et qui sont capables de

générer la formation de pores (Garcia-Saez et al., 2005) (Garcia-Saez et al., 2006).
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En ce qui concerne Bak il existe trés peu de données illustrant son mode de fonctionnement
ceci étant essentiellement d0 au manque de données structurales le concernant. Il a été initialement
identifié par clonage d’ADNc homologues de Bcl-2 (Chittenden et al., 1995b) (Kiefer et al., 1995)
mais aussi comme partenaire d’interaction de la protéine E1B 19K, un homologue viral de Bcl-2
(Farrow et al., 1995). Bien qu’étant homologue de Bak ces deux protéines ne semblent pas posséder
de réles redondants (Cartron et al., 2003a). Ces rbles non redondants de Bax et de Bak sont illustrés
par 'observation des phénotypes de souris knockout pour 'une ou l'autre des protéines. En effet les
souris Bak KO apparaissent étre tout a fait normales (Lindsten et al., 2000) alors que les souris Bax
KO présentent quelques anomalies phénotypiques comme une hyperplasie des thymocytes et des
cellules B ainsi qu’une infertilité des souris méles (Knudson et al., 1995). La premiére différence
observée entre Bak et Bax est leur différence de localisation. Alors que Bax est une protéine
cytosolique en conditions normales, son homologue pro-apoptotique Bak est constitutivement associé
a des endomembranes, majoritairement la membrane externe mitochondriale (Griffiths et al., 1999)
(Wei et al., 2000) mais aussi le réticulum endoplasmique (Scorrano et al., 2003). Lors du mécanisme
apoptotique Bak est activé, par tBid par exemple (Wei et al., 2000), et subit un changement de
conformation avant d’'induire la perméabilisation mitochondriale (Griffiths et al., 1999). Ce qui est
également connu c’est que dans des conditions non apoptotiques, Bak est contenu dans des
complexes de tailles trés variés allant de 43 a 5000 kDa et que lors du processus apoptotiques il se
réarrange par homo-oligomérisation en plus petits complexes allant de 67 a 700 kDa (Mikhailov et
al., 2003). En outre une analyse en gel bidimensionnel suggére que Bak existe fondamentalement
sous plusieurs isoformes indépendamment de son état d’activation, ceci conduisant & penser qu'il
peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles (Griffiths et al., 1999). Ces modifications
pourraient expliquer la vaste gamme de complexes dans laquelle Bak est contenu, au moins dans des
conditions non apoptotiques. Comme nous le verrons dans la partie résultat le statut « complexé » de
Bak est essentiel pour la fonction qu'il exerce.

En ce qui concerne le mécanisme méme dont ces protéines induisent I'augmentation de la
perméabilité mitochondriale plusieurs hypothéses furent proposées au moins en ce qui concerne la
perméabilisation induite par Bax. Parmi ces théories se trouve l'induction de I'ouverture du PTP par
Bax via une interaction directe avec des composants de ce complexe. Comme nous 'avons déja dit le
PTP induit un gonflement du compartiment matriciel de la mitochondrie provoquant a terme une
rupture de la membrane mitochondriale. Le PTP est composé de protéines de la membrane interne et
de la membrane externe comme I'ANT (Adenine Nucleotide Translocator), le VDAC (Voltage
Dependent Anionic Channel), I'hexokinase, la cyclophiline D et le PBR (Peripheral Benzodiazepin
Receptor). Il a notamment été observé que Bax pouvait interagir avec 'ANT (Marzo et al., 1998). Le
probléme de ce modeéle est qu’il implique une perméabilisation membranaire non spécifique ce qui ne
s’accorde pas avec la hiérarchisation précise des événements suivant cette perméabilisation dont
nous avons déja parlé. En outre une comparaison récente de la perméabilisation mitochondriale
induite par 'ouverture du PTP ou par Bax a permis de mettre en évidence que ces deux mécanismes
sont strictement distincts (Pouliquen et al., 2006). Une autre hypothése implique l'interaction directe

de Bax et de Bak avec le VDAC induisant la modulation de celui-ci (Shimizu et al., 1999). D’aprés ce
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travail Bax induirait une augmentation du niveau de conductance du VDAC permettant le passage du
cytochrome c alors que Bcl-x_ induirait la fermeture du VDAC (Shimizu et al., 2000). Cependant
d’autres travaux ont montré que Bax seul est capable d’induire la perméabilisation de membranes
artificielles et aucun autre travail n’a jamais validé cette hypothése. La derniére théorie est celle qui
est actuellement prédominante est celle de la formation de pores modulée par le niveau
d’oligomérisation de Bax et de Bak. En effet I'état oligomérique de Bax est associé a sa forme insérée
dans la mitochondrie (Gross et al., 1998) (Antonsson et al., 2001) et a sa capacité a former des
canaux dans des membranes artificielles (Antonsson et al., 2000). A partir de ces informations un
transport du cytochrome ¢ dépendant a été reproduit dans des liposomes. Les pores ainsi formés
montrent une taille variable dépendante de la concentration en Bax, un dimére de bax induisant la
formation d’un pore de 11 A alors que quatre molécules de Bax conduisent a la formation d’un pore de
22 A (Saito et al., 2000). En outre il semble que Bax puisse induire un stress de courbure au niveau
de bicouches lipidiques (Basanez et al., 1999). Cette troisieme hypothése implique donc que bax
oligomérisé conduit a la formation de pores lipidiques (Kuwana et al., 2002) (Terrones et al., 2004)
dont la formation serait principalement da a l'insertion des hélices Ha5 et Ha6 (Garcia-Saez et al.,
2005).

D. DYNAMIQUE DE LA MORPHOLOGIE MITOCHONDRIALE AU COURS DE
L’APOPTOSE

Comme nous I'avons dit précédemment le mécanisme apoptotique implique des changements
morphologiques de la mitochondrie. Le premier type de modification observé est le remodelage des
crétes mitochondriales permettant la mobilisation du cytochrome c¢ résultant vraisemblablement de
'action de tBid mais aussi de la perte de la protéine OPA1. En outre nous avons vus que la libération
du facteur DDP/TIMMS8a lors de la perrméabilisation mitochondriale peut induire une fragmentation
mitochondriale en permettant le recrutement du facteur Drp-1. L’intérét de réaliser une partie traitant
de cette fragmentation mitochondriale est que ce phénomene apparait étre régulé lui aussi par les
protéines de la famille de Bcl-2 et de plus, les fonctions émergentes des protéines régulant la
morphologie mitochondriale en tant que régulateurs potentiels du processus apoptotique montrent que
les altérations morphologiques de cet organelle sont importants pour le bon déroulement de la voie
intrinseéque de I'apoptose (Reed & Green, 2002) (Karbowski & Youle, 2003) (Bossy-Wetzel et al.,
2003) (Scorrano, 2003) (Oakes & Korsmeyer, 2004) (Scorrano, 2005) (Perfettini et al., 2005)
(Heath-Engel & Shore, 2006). Cependant avant d’en venir a I'implication de la fission mitochondriale
dans le processus de mort cellulaire il est nécessaire de rappeler brievement les informations connues

concernant les mécanismes régulant la morphologie mitochondriale.
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1. Régulation de la morphologie mitochondriale

Dans les cellules saines les mitochondries sont organisées en un réseau interconnecté qui
permet, entre autres choses, une répartition optimale de I'énergie produite ainsi qu’'une mobilisation
localisée du Ca®* dans la cellule (Karbowski & Youle, 2003). Ainsi les mitochondries sont des
organites dynamiques dont la morphologie et le nombre changent selon I'état physiologique de la
cellule. La configuration d’un tel réseau est régulée par une balance entre des événements de fission
et de fusion membranaires. Ces mécanismes sont cruciaux pour la ségrégation mitochondriale et
I'hérédité de 'ADN mitochondrial aprés division cellulaire (Hanekamp et al., 2002) (Scott et al., 2003)
(Gorsich & Shaw, 2004). Dans cette partie nous allons résumer ce qui est connu de la régulation de

ces processus de fission et de fusion chez les mammiféres.

a. La machinerie de fission mitochondriale
A ce jour deux protéines de mammiferes ont été identifiées en tant que régulateurs centraux du

mécanisme de fission mitochondriale: hFis1 (human Fission 1) et Drp-1 (Dynamin-related protein 1)
dont nous avons déja parlé précédemment (James et al., 2003) (Smirnova et al., 1998). La protéine
hFis1 est une protéine intégrale de la membrane externe mitochondriale ancrée par son domaine C-
terminal. Sa surexpression provoque l'apparence d’un réseau mitochondrial trés fragmenté et son
extinction induit une interconnexion trés importante des mitochondries (Stojanovski et al., 2004). Le
processus de scission est essentiellement sous le contrble de Drp-1, protéine cytosolique, qui
appartient a la superfamille des dynamines et qui est caractérisé par un domaine d’hydrolyse du GTP
et un domaine GED (GTPase effector/assembly domain) tous les deux essentiel dans le processus de
fission. La protéine Drp-1 présente un mode de fonctionnement similaire aux autres membres de cette
superfamille dont le membre le plus connu est la dynamine, protéine impliquée dans le recyclage des
vésicules synaptiques. Le domaine GED stimule I'hydrolyse du GTP aprés assemblage de la
dynamine en structures supramoléculaires (Sever et al., 2000) (Praefcke & McMahon, 2004). Le
modéle de scission induit par la dynamine nécessite 'assemblage de celle-ci en oligoméres exergant
une force mécanique de constriction de la membrane et initiant ainsi la fission de celle-ci (Hinshaw,
2000). Ainsi il a été observé que Drp-1 se relocalise vers la mitochondrie ou les oligomeres de Drp-1
s’assemble alors sous forme d’anneau initiant le mécanisme de fission membranaire (Smirnova et
al., 2001) (Zhang & Hinshaw, 2001) (Yoon et al., 2001) (Zhu et al., 2004). L’association de Drp-1
avec la mitochondrie nécessite une interaction de Drp-1 avec hFis1(Yoon et al., 2003) formant ainsi
des sites de scission (figure 5). En outre ce type de fonctionnement semble impliquer le recrutement
de cofacteurs par la forme de Drp-1 liée au GTP comme c’est le cas général pour d’autres GTPases
(Shaw & Nunnari, 2002). Parmi ces cofacteurs on peut citer la petite protéine G Rab32 qui régule ce
mécanisme de fission (Alto et al., 2002). Une autre protéine candidate peut étre 'endophiline B1 qui
joue un rdle dans la morphologie mitochondriale (Karbowski et al., 2004a) notamment en induisant
une courbure de membrane au travers son activité fatty acyl transferase (Schmidt et al., 1999)
(Farsad et al., 2001). Malgré ces connaissances il apparait donc clairement que le fonctionnement de

la machinerie de fission mitochondriale reste trés peu documenté.
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Figure 5: Schéma simplifié du processus de fission mitochondriale. Au sein de cellules saines la protéine Drp-1 est
recrutée a la mitochondrie (1), suite a un stimulus qui reste encore indéterminé, ou il interagit avec hFis1. Suite a
cette association Drp-1 s’assemble en oligoméres formant ainsi une structure de type anneau qui est supposé
stimuler une constriction membranaire aboutissant a la fission membranaire (2). Il est probable que d’autres
facteurs soient recrutés avec Drp-1 afin de réaliser ce processus. Lors du mécanisme apoptotique Drp-1 est
également recruté a la mitochondrie (par le biais de la libération de TIMM8a) ou se forment des « sites de scission
apoptotiques » contenant Drp-1 et hFis1 mais dans lesquels on retrouve aussi les protéines Bax et Bak ainsi que la
mitofusine 2 (3). Ceci provoque la fragmentation mitochondriale observée au cours du mécanisme apoptotique (4).

b. La machinerie de fusion mitochondriale
Ce mécanisme est lui aussi principalement modulé par des protéines de la superfamille des

dynamines. Ces dynamines sont les mitofusines 1 et 2 (Mfn1 et Mfn2) et la protéine OPA1 dont nous
avons déja parlé. Comme nous l'avons précédemment OPA1 est une protéine de la membrane
interne (Olichon et al., 2002) qui est un organisateur majeur de la structure des cristae (Olichon et
al., 2003) au méme titre qu’'une autre protéine, la mitofilline (John et al., 2005). Cependant OPA1
joue également un réle essentiel dans le processus de fusion mitochondriale (Griparic et al., 2004).
En ce qui concerne les mitofusines ce sont toutes deux des protéines modulant le processus de fusion
et également impliquées dans diverses pathologies (Santel, 2006). Leurs fonctions ne sont pas pour
autant totalement redondantes (Eura et al., 2003), fait notamment illustré par leur différence d’activité
d’hydrolyse du GTP (Ishihara et al., 2004). En outre les MEFs issues de souris Mfn1 KO ou Mfn2 KO

(souris non viables) présentent des altérations de morphologie mitochondriale qui sont bien distinctes
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mais avec des modifications plus importantes dans le cas des Mfn 1 KO (Chen et al., 2003) (Chen et
al., 2005).

En ce qui concerne le mécanisme de fusion lui-méme il apparait que OPA1 requiert la
présence de la mitofusine 1 pour induire la fusion mais pas de la mitofusine 2 (Cipolat et al., 2004).
Les mitofusines possédent la capacité de former des interactions homotypiques ou hétérotypiques
entre elles (Santel, 2006). Récemment il a été observé que la mitofusine 2 semble jouer un rble de
GTPase de signalisation plutét qu’un réle dans le mécanisme de fusion lui-méme (Neuspiel et al.,
2005). Ces protéines impliquées dans la fusion mitochondriale sont trés conservées au sein des
organismes (Westermann, 2003) et les homologues de OPA1 et de la mitofusine 1 chez la levure,
respectivement mgm1p et Fzo1p, induisent une fusion membranaire selon un mécanisme qui a été
décrit en partie. Ce processus nécessite une interaction indirecte entre mgm1 et Fzo1 qui est assurée
par l'intermédiaire d’'une troisieme protéine intégrale de la membrane externe nommée Ugo1 (Sesaki
et al., 2003). Dans ce cas, la protéine mgm1ancrée dans la membrane interne interagit avec la partie
de Ugo1 située dans I'espace intermembranaire, et la protéine de la membrane externe Fzo1 interagit
avec la partie cytosolique de Ugo1 (figure 6). Ce lien entre les deux membranes est essentiel pour la
fusion. Le modéle courant de fusion implique une premiére étape de docking de deux mitochondries
adjacentes qui est modulée par I'hnomodimérisation de Fzo1/Mfn1 (Pfanner et al., 2004). Les
membranes internes peuvent alors fusionner entre elles, cette étape ne nécessitant que de faibles
niveaux de GTP alors que la fusion des membranes internes nécessite de hauts niveaux de GTP
suggérant que I'activité GTPase des protéines mgm1/OPA1 et Fzo1/Mfn1 soit surtout requise pour les
dernieres étapes du processus de fusion (Meeusen et al., 2004). |l est possible que d'autres
cofacteurs soient requis mais ils ne sont pas connus et I’homologue de Ugo1 chez les mammiféres n'a

pas encore été identifié.
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Figure 6: Schéma représentant I'étape de docking de deux mitochondries adjacentes précédent le mécanisme de
fusion. La protéine OPA1, située au niveau de la membrane interne (IMM), forme un complexe avec Mfn1,
localisée dans la membrane externe (OMM) vraisemblablement par l'intermédiaire d’une protéine inconnue (X)
homologue de la protéine Ugo1 de levure. Les mitofusines présentes sur chaque mitochondrie s’assemblent
permettant ainsi le rapprochement des mitochondries et l'initiation du processus de fusion.

2. L’apoptose et la fragmentation mitochondriale

a. Implications des protéines de la machinerie de fission/fusion
L’augmentation du niveau de fission mitochondriale a été observé dans plusieurs voies

apoptotiques (Mancini et al., 1997) (Desagher & Martinou, 2000) (Frank et al., 2001). Le principal
élément de ce mécanisme de fragmentation est la protéine Drp-1 qui, comme nous l'avons vus
auparavant, est recruté a la mitochondrie lors du processus apoptotique ou il se localise au niveau de
sites de scission puis induit la fission mitochondriale et le gonflement mitochondrial (Frank et al.,

K38A inhibe I'apoptose et la fragmentation

2001). En outre la surexpression du dominant négatif Drp-1
mitochondriale alors que le swelling mitochondrial est augmenté. A partir de ces résultats I'hypothése
fut émise que Drp-1induisait la mobilisation du cytochrome c en induisant le gonflement de la
membrane interne et permettait la formation de vésicules de membrane externe contenant les
différents facteurs apoptogéniques libérés lors de I'apoptose. Toutefois ce modéle dans lequel la voie
Drp-1 est une voie de libération du cytochrome c ne s’accorde pas avec les aspects cinétiques de
libération des différents facteurs apoptogéniques et de plus il a été par la suite observé que la
fragmentation mitochondriale ne se produit qu'aprés la libération de certains facteurs dont le

cytochrome c et en aval de la perméabilisation induite par Bax et Bak (Arnoult et al., 2005b). Ce
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gonflement mitochondrial observé pourrait étre plutdét le résultat du remodelage des crétes
mitochondriales permettant la mobilisation du cytochrome ¢ (Scorrano et al., 2002).

L’'implication d’autres protéines régulant la morphologie mitochondriale a également été
rapportée. La protéine hFis1 induit 'apoptose lorsqu’elle est surexprimée (James et al., 2003) alors
que son absence induit une résistance a I'apoptose et semble inhiber la translocation de Bax (Lee et
al., 2004). D’'un autre c6té la surexpression de Fzo1/Mfn inhibe le relargage du cytochrome c alors
que l'extinction de son expression sensibilise au processus apoptotique (Sugioka et al., 2004). En
outre 'absence d’OPA1 augmente également la sensibilité a 'apoptose (Lee et al., 2004). Ceci est en
accord avec le blocage du processus de fusion observé lors de I'apoptose (Karbowski et al., 2004b)
et qui peut étre attribué a la relocalisation d’OPA1 aprés la perméabilisation mitochondriale (Arnoult
et al., 2005b). Ainsi il apparait que les facteurs impliqués dans le processus de fusion présente une
fonction favorisant la survie alors que les facteurs impliqués dans la fission agissent en tant que

promoteurs de la mort cellulaire.

b. Réle des protéines de la famille de Bcl-2
Cette famille de protéines, en plus de son rble dans la régulation de la perméabilité

mitochondrial, semble avoir une influence directe sur le contréle de la morphologie de cet organite.
Par exemple une surexpression de Bax stimule la désintégration du réseau mitochondrial et son
domaine BH3 semble étre impliqué dans ce phénoméne (Frank et al., 2001). De méme l'expression
de Bax dans trypanosoma brucei induit la scission de l'unique mitochondrie de cet organisme
(Esseiva et al., 2004). En outre certains sites mitochondriaux ou se localise Bax deviennent par la
suite des sites de scission (figure 5) dans lesquels Bax et Bak se trouvent colocalisés avec Drp-1 et
Mfn2 (Karbowski et al., 2002). La localisation de la mitofusine 2 dans ces sites est intéressante
puisqu’il a récemment été montré que son rble de signalisation pouvait bloquer l'activation de Bax
(Neuspiel et al., 2005). Une autre protéine impliquée dans la morphologie, I'endophiline B1 aussi
connue en tant que Bif-1 (Bax-interacting factor 1), joue un rdle dans I'activation de Bax. L’extinction
de l'expression de Bif-1 retarde I'activation de Bax et de Bak, la libération du cytochrome c et
I'activation de la caspase 3 (Takahashi et al., 2005).

Un travail récent réalisé a permis de montrer que des protéines de la famille de Bcl-2 du
modéle Caenorhabditis elegans, CED-9 (homologue du Bcl-2 de mammifére) et Egl-1 (protéine a BH3
unique), étaient capable de réguler la morphologie mitochondriale dans des cellules de mammiféres
(Delivani et al., 2006) suggérant ainsi que la relation entre les protéines de la famille de Bcl-2 et les
protéines régulant la morphologie du réseau mitochondrial est un mécanisme conservé au cours de
I’'évolution. Bien que CED-9 ne bloque pas la perméabilisation induite par Bax il promeut la fusion
mitochondriale. La protéine Egl-1 quand a elle induit une fragmentation du réseau mitochondrial
similaire a celle qu’il provoque chez C. elegans ou cette fission est dépendante de Drp-1 (Jagasia et
al., 2005). En outre pour confirmer ces résultats il apparait que la surexpression de Bcl-2 induit une
augmentation de la complexité structurale et du volume mitochondriaux qui est accord avec un role
potentiel de Bcl-2 en tant que promoteur du mécanisme de fusion et régulateur de I'organisation des

crétes mitochondriales (Kowaltowski et al., 2002). En outre Bcl-2 et Bcl-x_ interagissent avec la
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mitofusine 2 confortant ainsi leur réle dans I'organisation du réseau mitochondrial mais également le
réle de Mfn2 dans I'activation de Bax. Cependant il semble que leur réle dans la morphologie ne soit
pas redondants puisque les morphologies mitochondriales induites par surexpression de Bcl-2 ou de
Bcl-x, sont différentes (Delivani et al., 2006).

Bien que l'ensemble de ces résultats restent & un stade encore assez préliminaire ne
permettant pas de déterminer les mécanismes précisément mis en jeu, il apparait de plus en plus
évident qu’une régulation croisée des fonctions des protéines de la famille de Bcl-2 et des protéines

régissant la morphologie mitochondriale existe et joue un réle important lors de I'apoptose.

E. IMPORTATION DES PROTEINES DANS LA MITOCHONDRIE

Le nombre de protéines retrouvées au sein de la mitochondrie est a I'’heure actuelle estimé a
environ un millier de protéines dont une partie seulement a pu étre caractérisée au niveau moléculaire
(Taylor et al., 2003) (Sickmann et al., 2003) (Mootha et al., 2003). Bien que la mitochondrie posséde
son propre génome codant pour quelques protéines qui sont exportées et assemblées dans la
membrane interne (Gray et al., 1999), cela implique donc I'existence d’'une machinerie d'importation
protéique essentielle au bon fonctionnement de cet organelle. La mitochondrie étant un organite a
double membrane quatre compartiments sont susceptibles de recevoir les protéines traduites dans le
cytosol: la membrane externe, I'espace intermembranaire, la membrane interne et la matrice. Afin
d’assurer une localisation correcte des protéines mitochondriales codées par des génes nucléaires, la
mitochondrie dispose donc d’une machinerie protéique dédiée a l'importation, 'adressage dans le
compartiment concerné et l'assemblage de ces protéines mitochondriales. Il existe donc des
systémes de translocation des précurseurs protéiques importés : Le complexe TOM (Translocase of
the Quter Membrane) sur la membrane externe et les complexes TIM22 et TIM23 (Translocase of the
Inner Membrane) sur la membrane interne (Pfanner & Wiedemann, 2002). En outre se trouve sur
chacune des membranes mitochondriales un appareillage impliqué dans le transfert horizontale et
dans 'assemblage membranaire des protéines importées : sur les membranes externe et interne se
trouvent respectivement le complexe SAM (Sorting and Assembly Machinery) et le complexe PAM
(Presequence translocase-Associated Motor), tous deux fonctionnant étroitement avec les
translocases citées auparavant (Wiedemann et al.,, 2004). |l faut également noter la présence de
protéines chaperonnes dans le cytosol et dans I'espace intermembranaire intervenant dans la prise en
charge des précurseurs protéiques importés et prévenant leur agrégation. Ici nous ne traiterons que
des complexes TOM et SAM associés a la membrane externe mitochondriale et dont le role sera

important dans les chapitres suivants.
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1. Adressage des protéines mitochondriales

Les précurseurs protéiques importés au niveau de la mitochondrie possédent une séquence
signale appelée préséquence d’adressage mitochondriale. Le plus souvent cette séquence se situe en
N-terminal de la protéine (Neupert, 1997) (Pfanner et al., 1997) (Pfanner, 2000) et se caractérise par
une face chargée positivement tandis que l'autre face est hydrophobe (Abe et al., 2000). Cette
séquence est ensuite généralement clivée par des peptidases de I'espace intermebranaire ou
matricielles selon la localisation finale de la protéine (Gakh et al., 2002). Cependant il existe un
certain nombre d’exemples de précurseurs ne possédant pas de séquence signal clivable mais dont
linformation d’adressage se situe dans la séquence de la protéine mature. Parmi ces exemples on
trouve notamment des protéines de la membrane externe possédant un domaine transmembranaire
situé en position N ou C-terminal pour lesquelles I'information constituant le signal d’adressage est
contenu dans ce domaine et a proximité (Wattenberg & Lithgow, 2001) (Waizenegger et al., 2003).
Enfin pour d’autres protéines de la membrane interne on trouve également des séquences localisées

dans le coeur méme de la séquence du polypeptide importée (Brix et al., 1999).

2. Translocation des protéines de la membrane externe : le complexe TOM

Dans un premier temps les préprotéines importées sont prises en charges au niveau de la
membrane externe par le complexe TOM (figure 7). Ce systéme protéique est composé de sept sous-
unités et existe sous la forme d’'un complexe stable d’environ 400kDa (Dekker et al., 1996). Ces
différentes sous unités peuvent étre classées en trois catégories selon leur fonction au sein du
complexe : les récepteurs Tom20, Tom22 et Tom70; la protéine canal Tom40 et les petites protéines
Tom5, Tom6 et Tom7. L’essentiel des travaux sur le complexe TOM a été réalisé chez
Saccharomyces cerevisiae et Neurospora crassa. Cependant les homologues de ces protéines sont
connus chez les mammiféres ou le fonctionnement du complexe apparait étre trés conservé au sein
de ces différents organismes (Hoogenraad et al., 2002).

Parmi les composantes de ce complexe on trouve les récepteurs Tom20, Tom22 et Tom70.
Tom20 est ancré dans la membrane externe via un domaine transmembranaire N-terminal. Il interagit
préférentiellement avec les précurseurs possédant une préséquence N-terminale qui sont ensuite pris
en charge par Tom22 (Komiya et al., 1998). Le récepteur Tom70 existe sous la forme d’'un dimére et
reconnait les précurseurs possédant une séquence signale interne (Brix et al.,, 1999). En ce qui
concerne Tom22 c’est un récepteur multifonctionnel car il agit a la foi comme récepteur et comme
organisateur du complexe TOM (van Wilpe et al.,, 1999). Tom22 posséde un domaine N-terminal
cytosolique et un domaine transmembranaire C-terminal (Lithgow et al., 1994). Tom22 est un point
de convergence des préprotéines qui interagissent initialement avec Tom20 ou Tom70 lors de I'étape
de translocation au travers de la membrane externe (Ryan et al., 1999). En plus d’intervenir en tant

que récepteur, Tom22, via son domaine transmembranaire, permet de maintenir I'association entre
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les sous-unités Tom40 du complexe et semble méme réguler les événements d’ouverture et de
fermeture du canal (van Wilpe et al., 1999). En outre, a leur fonction de récepteur il faut également
souligner que ces trois protéines agissent également en tant que chaperonnes permettant de garder
les préprotéines dans un état non replié et évitant ainsi I'agrégation de celles-ci (Young et al., 2003)
(Yano et al., 2004).

Le cceur du complexe est constitué par la protéine Tom40 qui forme le pore de translocation au
travers duquel passent les précurseurs protéiques importés. Tom40 est I'élément central du General
Import Pore (GIP). Tom40 présente une structure en tonneau 3 contenant huit brins membranaires.
Sa reconstitution dans des vésicules lipidiques a permis de mettre en évidence que le Tom40 forme
un canal cationique d’environ 22 A de diamétre (Hill et al., 1998). En outre des expériences de
microscopie électronique et de reconstruction d'image ont permis de mettre en évidence que le
complexe forme une structure de 138 A contenant au moins deus pores de 20 A de diamétre
(Kunkele et al., 1998) (Ahting et al., 2001). Le modéle proposé actuellement implique qu’un canal est
donc formé par deux molécules de Tom40 et qu’un complexe TOM est lui constitué de deux a trois
canaux (Kunkele et al., 1998) (Model et al., 2002). La protéine Tom40 ne forme pas un pore passif
au travers duquel passeraient les préprotéines mais interagit physiquement avec le précurseur déplié
au cours de son importation prévenant ainsi son agrégation (Esaki et al., 2003). Tom40 joue donc lui
aussi un role de chaperonne guidant activement les protéines mitochondriales lors de leur importation.

En ce qui concerne les trois derniers composants de ce complexe il s’agit de petites protéines
TOM qui coordonnent la dynamique du canal d’importation. Tom5 interagit directement avec le
précurseur et permet son transfert entre les récepteurs et le pore de translocation (Dietmeier et al.,
1997). Tom6 et Tom7 interviennent dans I'assemblage et le désassemblage du complexe TOM lors
de I'importation d’'un précurseur protéique. Tom6 favorise I'interaction entre le complexe TOM et les
récepteurs Tom20 et Tom70 (Alconada et al, 1995) et permet de également de stabiliser
'association de Tom22 avec Tom40 (Dekker et al., 1998). Enfin Tom7 agit en antagoniste de la
fonction de Tom6 en favorisant la dissociation de Tom40 et des récepteurs Tom20 et Tom22
(Honlinger et al., 1996).

Il faut enfin noter que le complexe TOM est une structure qui évolue de fagon trés dynamique
au cours de la translocation d’un précurseur protéique destiné a étre assemblé dans la membrane
externe mitochondriale. Ceci se traduit par des changements d’état du complexe en fonction du site
d’interaction de la protéine importée avec les différents composants du complexes TOM (Rapaport et
al., 1998).
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Figure 7: La machinerie d’'importation de la membrane externe mitochondriale. a) les précurseurs importés sont
reconnus via leur signal d’adressage par les récepteurs Tom70, Tom 20 et Tom22 du complexe TOM. b) les
précurseurs a structures complexes telles que Tom40 ou VDAC transitent par le pore d'importation général puis
sont pris en charge par le complexe SAM qui assure leur assemblage dans la membrane externe. c) le précurseur

est alors replié dans une conformation adéquate au sein de la « cage » formé par les sous-unités Sam50. d) le
. précurseur ainsi assemblé est alors prés a étre intégré dans la membrane externe.

Assemblage des protéines dans la membrane externe : le complexe SAM

Jusqu’a derniérement il était communément admis que le complexe TOM avait pour réle non
seulement la translocation des protéines importées dans la mitochondrie mais était également en
charge du transfert horizontal et de 'assemblage des précurseurs adressée a la membrane externe.
Cependant récemment il a été montré I'existence d’'un complexe, le complexe SAM, chargé du

transfert horizontal et de 'assemblage des précurseurs protéiques de topologie complexe comme les
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protéines en tonneau B que sont Tom40, VDAC et Mdm10. A ce jour on connait au moins cinq
protéines impliquées dans la fonction de ce complexe chez la levure: Mas37, Sam35, Sam50/Tob55,
Mim1/Tom13 et Mdm10. La encore cette machinerie est une structure trés dynamique : pour exemple
des études sur 'assemblage de Tom40 montrent que ce dernier passe par deux complexes SAM
intermédiaires (Wiedemann et al., 2003) (Paschen et al., 2003). Le premier complexe, SAM I, est un
assemblage protéique de 250 kDa prenant en charge le précurseur Tom40 au sortir du complexe
TOM et probablement important pour l'insertion membranaire de ce dernier. SAM | est constitué du
précurseur importé ainsi que de Mas37, Sam35 et Sam50. Un second complexe de 100 kDa environ,
le SAM II, semble étre un intermédiaire non mature du complexe TOM nécessitant quelque(s)
étape(s) finale(s) d’'assemblage avec les autres protéines Tom pour former un complexe TOM mature.

Mas37 fut initialement décrit comme un récepteur de préprotéine impliqué dans l'importation
(Gratzer et al., 1995). Mas37 est inséré dans la membrane via un domaine transmembranaire C-
terminal et interagit avec Sam50. Le cceur méme du complexe est constitué par une protéine formant
elle-méme un tonneau f dans la membrane externe: c’est la protéine Sam50/Tob55, homologue de la
protéine bactérienne Omp85 appuyant ainsi le fait que cette voie est restée trés conservé au cours de
I'évolution (Paschen et al., 2003). Aprés Tom40, Sam50 est la seconde protéine de la membrane
externe mitochondriale a avoir été décrite comme étant essentielle pour la viabilité et la biogenése des
protéines de type tonneau B (Kozjak et al., 2003). Un Sam50 recombinant s’assemble sous la forme
d’'une large structure en anneau ayant un diameétre externe de 15 nm et un diamétre interne de 7 a 8
nm (Paschen et al, 2003). En outre I'étude de Paschen et al. montre que Sam50 s’insert
spontanément dans une bicouche lipidique dans laquelle il génére I'apparition d’un canal présentant
une treés large conductance de I'ordre de 3,5 a 4 nS. Le modéle proposé pour l'insertion des protéines
de structure complexe importées dans la membrane externe implique que la structure annulaire
formée par Sam50 formerait une sorte de cage dans laquelle les feuillets  du précurseur pourraient
adopter une conformation native ou presque avant d’étre intégré dans la membrane (figure 7). La
derniére sous-unité Sam35 est une protéine périphérique essentielle pour la viabilité et joue un rble
prépondérant avec Sam50 dans la formation du complexe intermédiaire SAM | (Milenkovic et al.,
2004).

En ce qui concerne la protéine Mdm10 (Mitochondrial distribution and morphology) elle fut
d’abord identifiée lors d'un criblage génétique de mutants de levure présentant des altérations de
morphologie mitochondriale. Il semblerait que Mdm10 puisse jouer un réle dans linteraction de la
mitochondrie avec le cytosquelette (Boldogh et al., 1998). Récemment il a été démontré que cette
protéine joue un rdle dans les étapes tardives d’'assemblage du complexe TOM en favorisant
I'association de Tom40 avec Tom22, Tom6 et Tom7 (Meisinger et al., 2004). Enfin Mim1, une petite
protéine intégrale de la membrane externe, joue elle aussi un role essentiel dans 'assemblage final
du complexe TOM (Waizenegger et al., 2005). En outre, le lien moléculaire entre les fonctions des
complexes TOM et SAM pourrait étre Tom7 qui promeut la ségrégation de Mdm10 et du corps du
complexe SAM (formé par Mas37, Sam35 et Sam50) lors de la biogenése de Tom40 et de la porine

mitochondriale (Meisinger et al., 2006).

34



Des homologues des protéines constituant le coeur du complexe SAM sont connus chez la
souris et chez 'homme. Le Sam50 humain a été découvert en méme temps que l'identification d’un
complexe SAM humain (Humphries et al., 2005). L’homologue de Mas37 est également connu chez
la souris et ’'homme puisqu’il s’agit d’'une protéine appelée metaxine 1. La metaxine fut identifié
initialement en tentant d’établir un modéle murin pour la maladie de Gaucher, une maladie lysosomale
due a une déficience enzymatique de la glucocérébrosidase, et apparait étre une protéine essentielle
dans le développement embryonnaire précoce de la souris (Bornstein et al., 1995). Le géne codant
pour la metaxine 1 est situé dans une région chromosomique riche en génes, dont les génes codant
pour la glucocérébrosidase et la thrombospondine 3, et des altérations du géne de la metaxine 1 sont
souvent associées aux recombinaisons chromosomiques impliquées dans la maladie de Gaucher
(Tayebi et al., 2001) (LaMarca et al., 2004). Bien que son role dans le complexe SAM de mammifére
ne soit pas démontré, des investigations sur le réle de cette protéine ont pu mettre en évidence que
c’est une protéine de la membrane externe mitochondriale possédant un domaine transmembranaire
C-terminal, homologue de Mas37, et jouant un rble évident dans limportation des protéines
(Armstrong et al.,, 1997) (Abdul et al, 2000). Enfin la metaxine 2 est reconnue comme étant
’homologue de Sam35 et a été décrite en tant que protéine périphérique localisée sur la face
cytosolique de la membrane externe mitochondriale et interagissant avec la metaxine 1 (Armstrong
et al., 1999).

F. PROBLEMATIQUE

Comme nous l'avons vu dans les parties précédentes, 'augmentation de perméabilité de la
membrane externe au cours de I'apoptose est induite par les protéines pro-apoptotiques effectrices
Bax et Bak. Bien qu’une théorie globale de leur mode de fonctionnement semble indiquer que ’homo-
oligomérisation de Bax et/ou de Bak génére la formation de pores, il reste un certain nombre de points
a éclaircir afin de parfaire cette théorie et de mieux connaitre les mécanismes moléculaires sous-
jacents. Le but du travail présenté ici fut de mettre en évidence des étapes précoces de la
perméabilisation mitochondriale induite Bax et Bak notamment en recherchant des partenaires
protéiques mitochondriaux potentiels de ces deux protéines autres que des protéines de la famille de
Bcl-2. La mise en évidence de ces étapes permettra ainsi de mieux appréhender le mode de
fonctionnement de ces protéines et sa régulation fine au niveau de la membrane externe de la

mitochondrie.
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MATERIEL ET METHODES
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A. BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. Construction des vecteurs d’expression de siRNA

Ce travail a été réalisé en utilisant le kit pSilencer hygro siRNA Expression Vector (Ambion) afin
de construire des vecteurs d’expression générant des shRNA utilisés par la suite pour obtenir des
modeles cellulaires dont I'expression des protéines metaxine 1, metaxine 2 ou Tom22 est diminuée.

Dans un premier temps les séquences des siRNA ciblant les ARN messagers d’intérét et les
séquences oligonucléotiques a synthétiser pour la construction des vecteurs sont déterminées a l'aide
du logiciel siRNA Design Tool (Ambion). Pour chaque protéine dont on veut abolir I'expression 3
siRNA sont réalisés. Les séquences ainsi établies sont répertoriées dans le tableau 1.

Pour un insert chacun des deux oligonucléotides, sens et antisens, est dilué a une concentration de 1
Mg/uL. Puis ils sont appariés afin de former l'insert; cette réaction d’annealing se fait dans un volume
de 25 pL comprenant 1 pL d’oligonucléotide sens, 1 yL d’oligonucléotide antisens et 23 uL de 1X DNA
Annealing Solution. Aprés avoir été chauffé a 90°C pendant 3 minutes la réaction est lentement
refroidie a 37°C puis incubée 1 heure. L'insert est ensuite dilué au 1/10° pour la réaction de ligation
qui est réalisé dans un volume final de 10 pL comprenant 1 pL d’insert, 1 yL de 10X T4 DNA Ligase
Buffer, 1 yL de vecteur linéarisé pSiIencerw 3.1-H1 hygro, 1 uL de T4 DNA ligase (5 U/ul) et 6 uL H,0.

La ligation est réalisée a 16°C sur la nuit.

2. Transformation de bactéries

Les bactéries utilisées pour I'étape de transformation sont la souche E.coli XL-1 Blue (souche
résistante a la tétracycline). La veille de la transformation une culture de bactéries XL-1 Blue est
lancée dans 3 mL de milieu LB liquide supplémenté en tétracycline a 10 pyg/mL (Luria Bertani :
tryptone 1% ; extrait de levure 0,5% ; NaCl 1% ; pH 7,0), cette culture est laissée sur la nuit sous
agitation a 37°C. Le lendemain 200 uL du starter de culture sont prélevés et additionnés a 10 mL de
milieu LB puis cette culture est a nouveau placée a 37°C sous agitation pendant 2 a 3 heures. Pour
une transformation 1 mL de suspension bactérienne est centrifugé a 5 minutes a 6500 rpm. Le culot
bactérien est repris dans 100 pL de TSS (pour 10 mL: milieu LB 0,5% DMSO, 1 g PolyEthyléne Glycol
6000, 0.125 g MgS0O,), mélangé a 0,5ug de plasmide ou 10 yL de produit de ligation, et placé sur
glace pendant 30 minutes. Un choc thermique est ensuite réalisé en plagant les bactéries 2 minutes
dans un bain-marie a 42°C puis en le replagant immédiatement sur glace. Les bactéries sont ensuite
additionnées a 900 pL de milieu SOC (tryptone 2%, extrait de levure 0,5%, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI,
10 mM MgSO,, 10 MgCl,, 10 mM glucose) puis incubée 1 heure a 37°C sous agitation avant d’étre
ensemencées en boite de Petri sur un milieu solide LB-agar complémenté avec I'antibiotique

correspondant au gene de résistance du plasmide utilisé. Les bactéries sont alors incubées sur la nuit
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a 37°C pour obtenir des clones bactériens qui seront ensuite analysés aprés extraction de 'ADN

plasmidque.

3. Production de plasmides

Les bactéries E.coli XL-1 blue sont cultivées en milieu LB en présence de l'antibiotique
correspondant au géne de résistance spécifique du plasmide avec lequel les bactéries ont été
transformées. L’extraction d’ADN plasmidique est réalisée avec le kit QIAprep® Spin Miniprep
(Qiagen) pour I'analyse du plasmide par digestion de restriction ou le kit Plasmid MidiKit (Qiagen) pour
la production en quantité importante et de meilleure qualité pour l'utilisation dans les protocoles de
transfection cellulaire ou synthése in vitro de protéines. Ce sont des protocoles de purification sur
colonne réalisés selon les indications précises du fournisseur. En général 2 mL de culture bactérienne

sont utilisés pour la réalisation de Miniprep et 100 mL pour la réalisation de Midiprep.

4. Vérification des plasmides par digestion de restriction

Les enzymes de restriction utilisées sont les enzymes NEB (New England Biolabs). En général
on réalise deux doubles digestions différentes pour vérifier si le plasmide purifié est celui que I'on
attend. Une double digestion de restriction est réalisée dans un volume de 10 uL: 1 ug de plasmide, 1
pL d’enzyme A, 1 uL d’enzyme B, 1 uL de tampon optimal pour I'activité des deux enzymes, H,O gsp
10 L. La réaction est ensuite incubée 90 minutes a 37°C. Le plasmide ainsi digéré est ensuite
analysé par séparation électrophorétique sur gel d’agarose. Les combinaisons d’enzymes de

restriction utilisées pour les plasmides pSilencer sont: BamHI/EcoRI et Hindlll/EcoRl.

B. CULTURE CELLULAIRE

1. Cellules

Les cultures cellulaires utilisées pour cette étude sont les GBM44 (culture primaire de
glioblastome), la lignée Du145 (carcinome de prostate) et la lignée HelLa (carcinome cervical). Les
GBM 44 et les HelLa sont cultivées dans un milieu RPMI-1640 (Sigma) supplémenté avec 100 U/mL
de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine (solution penicillin 10000 U/mL, streptomycin 10 mg/mL,
Sigma), 2 mM de L-glutamine (solution L-glutamine 200 mM, Sigma) et 10% de sérum de veau foetal
(Biowest). La lignée Du145 est cultivé en milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM 4500
mg/L glucose, Sigma) supplémenté de la méme fagcon que pour le milieu RPMI-1640. Les cellules
sont cultivées a 37°C en atmosphére 5% CO..

A partir de ces trois lignées de bases d’autres modeéles cellulaires ont été construits, ils sont

décrits dans le tableau 2. Ces cellules sont cultivées dans les mémes conditions que les lignées
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d’origine a I'exception des modéles transfectés avec les antisens Tom20 et Tom22 dont le milieu est

supplémenté avec 3% de glucose.

GBEM44 Dulds Hela
GREW44 DMulds Hel.a
GBM4d AS-Tom22 | Dulds shRNA SerH | Hela shRMNA SerH
GBM4d AS-Tom20 | Duld5 shENA Mitx]l | Hela shRNA Mitx|
GHM4d AS-Mixv] Hela shEMNA Tom22

GBMd4d As-Mixa

GBM44 A5 Bak

GBEM4d MixATm/C

Tableau 1: Lignées cellulaires utilisées au cours de ce travail. Les 3 lignées parentales
sont représentées ainsi que les cellules transfectées a partir de celles-ci.

2. Transfection

a. Electroporation
L’électroporateur utilisé est un Gene pulser® Il (Bio-Rad). Des cuves a électrodes Gene pulser®

cuvette (Bio-Rad) sont utilisées, I'écart des électrodes dans la cuve est de 0,4 cm. Avant toute chose
les cuves et le support de cuve de I'électroporateur sont placés dans la glace, au moins 30 minute
avant I'électroporation.

Les cellules sont dans un premier temps décollées par traitement avec une solution de trypsine-
EDTA (Sigma) puis comptées sur cellule de Mallassez. Aprés une centrifugation a 800 g pendant 5
minutes, le culot cellulaire est repris dans du milieu RPMI-1640 sans sérum de veau fcetal puis
centrifugé a nouveau 5 minutes a 800 g. Les cellules sont ensuite reprises avec le RPMI-1640 sans
sérum & une concentration de 1.10° cellules/mL. L’électroporation se fait en déposant 1.10° cellules
dans la cuve a électroporation ainsi que 5 a 10 yg de plasmides (selon la transfection réalisée). Pour
les trois lignées GBM44, Du145 et Hela, les différents réglages de [Iélectroporateur sont
respectivement 200 V et 250 uF, 250 V et 250 pF et enfin 230 V et 1000 pF. Les cellules sont alors

soumises a 2 pulsations électriques successives puis remise en milieu de culture complet.

39



b. Lipofection
Cette transfection est réalisée avec le kit Effectene® transfection reagent (Qiagen). Les cellules

sont ensemenceées la veille en boite 60 mm a raison de 250000 cellules par boites. Le jour de la
transfection le milieu des cellules est changé (4 mL pour une boite 60 mm). Pour une transfection 1 ug
de plasmide est mélangé a 150 uL de tampon EC, permettant le condensation de I'ADN, et 8 uL de
Enhancer. Aprés avoir été homogénéisée la solution est incubée 5 minutes a température ambiante
puis 25 pL de réactif Effectene y sont ajoutés. Le mélange est a nouveau incubé 5 a 10 minutes a
température ambiante. Les complexes d’ADN ainsi formés sont repris avec 1 mL de milieu de culture

puis déposés sur les cellules. Les cellules sont ensuite remises en conditions normales de culture.

3. Sélection des cellules transfectées

Pour chaque électroporation ou lipofection un contréle est réalisé pour lequel les cellules sont
transfectées mais sans aucun plasmide: ces cellules servent de population contréle de I'efficacité de
la sélection. Le début de la sélection se fait 24 heures aprés la transfection. Les agents de sélection
utilisés sont la néomycine, la puromycine et 'hygromycine (voir tableau 1). La néomycine est utilisée a
250 pg/mL, la puromycine a 600 ng/mL et 'hygromycine a 150 ug/mL. Afin d’obtenir des transfectants
stables les cellules sont cultivées en présence d’agent de sélection jusqu’a ce que la population

contrdle soit totalement morte.

4. Induction de 'apoptose

Plusieurs types de traitements sont utilisés pour induire l'apoptose. Classiquement les
protocoles les plus utilisés sont un traitement a 1 uM staurospaurine pendant 24 heures ou a 2 yg/mL

doxorubicine pendant 24 heures.

C. TECHNIQUES D’ISOLATION DE MITOCHONDRIES

1. Fractionnement subcellulaire

Pour obtenir un rendement correcte il faut partir d’au moins 20 boites de Petri 100 mm (Flacon)
a 80/90% de confluence. Les cellules sont grattées puis centrifugée a 750 g pendant 5 minutes. Les
cellules sont lavées deux fois supplémentaires dans 10 mL puis 1 mL de PBS et toujours centrifugées
5 minutes a 4°C. Le culot cellulaire est repris dans un volume de tampon CEB (250 mM sucrose, 50
mM Hepes pH 7,5, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 uM
cytochalasine B, 1 mM PMSF). Les cellules sont incubées 30 minutes sur glace puis cassées
mécaniquement a l'aide d’'un piston et d’un potter en verre de 2 mL (faire 50 allers-retours pour bien

broyer les cellules). Aprés une premiére centrifugation (750 g, 5 minutes) permettant d’éliminer les
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gros débris et les cellules non broyées le surnageant est récupéré puis centrifugé 15 minutes a 13000
g (4°C). Le culot récupérer correspond aux mitochondries, le surnageant subit alors une

ultracentrifugation a 100000 g 30 minutes permettant isoler la fraction cytosolique.

2. Purification de mitochondries de foie de rat BDIX

Toutes les opérations sont effectuées a 4°C (sur glace ou en chambre froide). Aprés avoie
prélevé le foie d’'un rat BDIX (environ 20g), ce dernier est découpé en morceaux puis broyé et
homogénéiser dans 40 mL de tampon 300 mM sucrose, 10 mM Hepés a l'aide d’un piston en téflon
tournant a 1000 tours/min (20 aller-retours). L’homogénat est ensuite centrifugé 10 minutes a 4°C a
1200 g. Le surnageant est a nouveau centrifugé selon les méme conditions afin d’éliminer totalement
tous les gros débris. Le surnageant est repris dans 50 mL de tampon sucrose-Hepés puis centrifugé
10 minutes a 4°C a 8700 g afin de récupérer la fraction mitochondriale. Le culot est décollé avec un
piston en téflon puis homogénéiser dans 100 mL de tampon sucrose-Hepés supplémenté avec 1 mM
PMSF. L’homogénat mitochondrial est ensuite centrifugé 10 minutes a 4°C a 8700 g. Le culot est
repris dans 50 mL de tampon sucrose-Hepés supplémenté en PMSF puis centrifugé a 1000 g 10
minutes a 4°C afin d’éliminer les cristaux de PMSF. Le surnageant est alors a nouveau centrifugé 10
minutes a 4°C a 8700 g et le culot mitochondrial est alors repris dans 2 mL de tampon 0,3 M mannitol,
5 mM MOPS, pH 7,2. Les mitochondries sont alors déposées sur un gradient de Percoll a quatre
couches (70%, 30%, 18% et 10%). Les gradients sont centrifugés 35 minutes a 4°C a 13500g. Les
mitochondries purifiées sont récupérées a l'interface 70% - 30% a l'aide d’'une pipette pasteur puis
reprises avec 5 mL de tampon mannitol MOPS et centrifugées 20 minutes a 4°C a 8700 g pour
éliminer le percoll. Les mitochondries sont ensuite avec du tampon mannitol MOPS puis dosées par la
méthode de Bradford.

D. BIOCHIMIE

1. Extraction de protéines

Pour une culture en boite de Petri 100 mm (Falcon) les cellules sont grattées dans 3 mL de PBS
puis centrifugées 5 minutes a 800 g a 4°C. Le culot est repris avec 100 a 200 uL de PBS selon la taille
du culot puis transféré dans un tube eppendorf 1,5 mL puis centrifugé a nouveau 5 minutes a 800 g a
4°C. Le culot est repris dans un tampon de lyse (PBS, 1% Nonidet P40, 0,1% SDS, 0,5% sodium
deoxycholate, cocktail d’inhibiteur de protéases Mini (Roche)) a raison de 500 pL pour un culot de 30
mg. Les cellules sont homogénéisées dans le tube eppendorf par 10 allers-retours avec un piston en
plastique est incubées sur glace 30 minutes. Les cellules sont a nouveau homogénéisées avec le
piston puis centrifugées 15 minutes a 4°C a 16000 g. Puis le surnageant est récupéré puis les

protéines sont dosées par la méthode de Bradford avec le réactif Bio-Rad protein assay (Bio-Rad).
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2. Electrophorése et western blot

a. SDS-PAGE
L’analyse par SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) permet de séparer les

protéines dénaturées et réduites en fonction de leur taille. Classiquement un échantillon est préparé a
partir de 50 ug d’extrait protéique suspendu dans un tampon dénaturant réducteur 2X (62,5 mM Tris-
HCI pH 6,8, 10% glycérol, 2% SDS, 10% B-mercaptoéthanol, bleu de bromophénol).

Les échantillons sont chargés sur un gel d’acrylamide/bisacrylamide composé d'un gel de
concentration (5% acrylamide/bisacrylamide, 125 mM Tris pH 6,8, 1% SDS, 1% ammonium
persulfate, Temed) et d’'un gel de séparation dont le pourcentage d’acrylamide est fonction de la taille
de la protéine étudiée. (10% acrylamide bis/acrylamide, 375 mM Tris pH 8,8, 1% SDS, 1%
ammonium persulfate, Temed).

La migration est réalisée a voltage constant de 200V dans un tampon d’électrophorése (25 mM

Tris, 192 mM glycine, 1% SDS) jusqu’a ce que le front de migration atteigne la limite inférieure du gel.

b. Transfert
Aprés la migration le gel est rincé 15 minutes dans du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM

glycine, 20% méthanol). Le transfert s’effectue sur une membrane de PVDF (Immobilon P, Millipore)
qui a été au préalable traitée au méthanol 30 secondes, rincée a I'eau 1 minute puis équilibrée 15
minutes dans du tampon de transfert. Un appareil de transfert en milieu semi-sec (Semidry blotter
2020, Apelex) est utilisé pour les analyses courantes. Les conditions classiques de transfert pour un
gel d’épaisseur 0,75 mm sont les suivantes: voltage constant 10V pendant 30 minutes. Ces conditions
peuvent varier selon la taille de la protéine analysée ou I'épaisseur du gel: pour des protéines
inférieures a 20 kDa le temps de transfert peut étre raccourci pour éviter que les protéines ne traverse
la membrane et pour un gel d’épaisseur 1 mm la durée de transfert optimale est de 40 minutes. Pour
les protéines de taille supérieure a 75 kDa et plus le transfert en milieu semi-sec ne permet pas un

transfert optimal et il est donc préférable de réaliser un transfert en milieu liquide.

c. Western blot
Aprés le transfert la membrane est saturée dans une solution de PBS, 5% lait pendant une

heure a température ambiante sous agitation. Elle est ensuite incubé 1 heure a 37°C avec un
anticorps primaire dilué dans une solution de PBS, 1% lait, 0.05% Tween20. La membrane est rincée
3 fois pendant 10 minutes dans la solution de PBS, 1% lait, 0.05% Tween20 avant d’étre a nouveau

incubé 1 heure a 37°C avec un anticorps secondaire couplé a une peroxydase. Aprés 3 nouveaux
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lavages la révélation par autoradiographie est réalisée par réaction de chimioluminescence (Kit ECL,

Amersham). La liste des principaux anticorps utilisés ici est listée dans le tableau 2.

espece dilution
Anticorps anti- hite fournissenr wB P
actine Mmouse Clemincon 1/ 100
cviochrome ¢ Nonse R&D Syslems 1/ 1000H)
Smac/DIABLO rabbit Frosci 1/ 100
Bax 2D2 mose Signi 1/ 100K
Bax 43-61 rabbit Dako 17300
Bax A21 rabbit Santa Cruz 125
Bak rabbit BD Pharmingen 1/ 1004 2 ul
Bel-xL IS Transduction Labs 1500 2pg
metaxine | guinea-pig P. Bomsiein 1L/500 2 pl
metaxine | monse Transduction Labs 17200 2 pg
metaxine 2 ribbil P. Bomslein 15000 2 ul
Yac2 moat Santa Cruz 2 pg
Cox IV MoSe Molecular Probes (Intercham) | 1/LOOK)
Tom22 s Sigma 1/ 10040
Tom22 goal Santa Cruz 1/ 10000
Tomd ribbit Santa Cruz 17200
F1-ATPase Mouse Molecular Probes (Interchim) | 1/160040
FBR chicken Sanofi 2pg
Bid rabbit R&D Systems 1500

Tableau 2: Liste des principaux anticorps utilisés au cours de ce travail. Les conditions
d’utilisation en western blot (WB) et en immunoprécipitations (IP) sont indiquées. Certains
de ces anticorps sont aussi utilisés dans les expérimentations de saturation de
mitochondries isolées décrites plus loin.

d. Analyse et quantification
La quantification des bandes ainsi révélées est effectuée a I'aide du logiciel IPLabgel (Signal

Analytics, Vienne, USA). Les intensités obtenues sont en général rapportées a un contrdle interne
(actine pour un extrait total, F1-ATPase ou VDAC pour un extrait mitochondrial).
3. Analyse des complexes mitochondriaux par gel 2D

Cette technique a été mise au point par Hermann Schagger (Schagger, 2001). Le principe est

de réaliser une électrophorése en 2 dimensions: la premiére migration est faite en conditions natives
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en utilisant la technique de BN-PAGE (Blue native polyacrylamide gel electrophoresis) pour séparer
les complexes et la seconde migration est réalisée en conditions dénaturantes classiques (SDS-

PAGE) afin de séparer les composantes de ces complexes.

a. Préparation des échantillons
Il faut utiliser des mitochondries isolées fraichement a partir de cultures cellulaires ou de foie de

rat. Aprés dosage protéique, pour un échantillon donné on part au minimum d’une quantité
équivalente a 200 ug de protéines mitochondriales.

Le culot de mitochondries est repris dans un tampon de resuspension (50 mM NaCl, 5 mM 6-
aminohexanoic acid, 50 mM imidazole, pH 7.0). Le volume de tampon doit étre adéquat pour obtenir
une solution a = 10 mg/ml de protéines. Les mitochondries sont ensuite solubilisées en ajoutant de la
digitonine (solution stock 10%) de sorte a avoir un rapport mg digitonine/mg protéines égal a 3 (soit
600 pg de digitonine pour 200 pg de protéines). Les mitochondries sont alors incubées 30 minutes sur
glace puis I'échantillon est centrifugé 20 minutes a 16000 g a 4°C pour éliminer la fraction non soluble.
On ajoute le bleu de coomassie dans I'échantillon (5% bleu de coomassie, 500 mM acide 6-

aminohexanoique) de sorte a avoir un ratio mg digitonine/ mg bleu de coomassie égal a 4.

b. Premiére dimension: BN-PAGE
Le gel de séparation est un gradient d’acrylamide de 5% (5% acrylamide, 25 mM imidazole, 0,5

M acide 6-aminohexanoique pH 7,0, APS 10%, TEMED) a 14% (14% acrylamide, 25 mM imidazole,
0,5 M acide 6-aminohexanoique pH 7,0, glycérol 3,3%, APS 10%, TEMED), ce qui permet une
séparation des complexes mitochondriaux de 1000 a 50 kDa. Le gel de concentration est un gel 4%
(4% acrylamide, 25 mM imidazole, 0,5 M acide 6-aminohexanoique pH 7,0, APS 10%, TEMED). Les
dimensions du montage de gel utilisé sont 14 cm * 22 cm * 1,5 mm. Le gradient est coulé a 4°C et
laissé a polymériser a 4°C pendant au moins 2h. Pour la migration 2 tampons sont utilisés: un tampon
cathodique (50 mM tricine, 7.5 mM imidazole, 0.002 % bleu de Coomassie, pH 7.0) et un tampon

anodique (25 mM imidazole, pH 7.0). La migration est réalisée sur la nuit a 4°C (10 mA, 500 V).

c. Seconde dimension: SDS-PAGE
Aprés la premiére migration chaque piste est découpée pour pouvoir étre utilisé individuellement

pour une seconde migration en conditions dénaturantes. Les pistes qui ne sont pas utilisées
immédiatement peuvent étre congelées et conservées a -80°C sans que cela n’altére la qualité de
I'échantillon, de plus les protéines sont préservées de la dégradation car I'acide 6-aminohexanoique
agit également en tant qu’inhibiteur de sérine protéases.

Dans un premier temps les complexes séparés lors de I'étape de BN-PAGE sont dénaturés en
plongeant les pistes dans un bain de 1% SDS, 1% B-mercaptoéthanol pendant 2h a température
ambiante sous agitation. La piste est ensuite lavée 2 fois 10 min dans un bain 1% SDS pour éliminer

le B-mercaptoéthanol qui inhiberait la polymérisation du gel d’acrylamide autour de la bande. La piste
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de BN-PAGE est alors insérée dans le montage du gel et sera utilisée comme une partie du gel de
concentration. Un gel de séparation a 12% d’acrylamide est utilisé et un gel de concentration 5% est

coulé autour de la piste de BN-PAGE. La migration est réalisée sur la nuit a 4°C (50mA, 200V).

d. Transfert et western blot
Le protocole est identique a celui décrit dans le paragraphe 2c.

e. Remarques
— Marqueur de poids moléculaires pour BN-PAGE :

Les marqueurs de poids moléculaire utilisés pour déterminer la taille des complexes protéiques
séparés en BN-PAGE sont I'apoferritine (900 kDa et 450 kDa), la thyroglobuline (670 kDa), I'uréase
(545 kDa et 272 kDa), la B-amylase (200 kDa) et la BSA (120 kDa et 66 kDa). Lors de la seconde
dimension ces protéines migrent comme suit: I'apoferritine donne des bandes de 20 et 22 kDa, la
thyroglobuline ne change pas, I'uréase migre a 90 kDa, la f-amylase migre a 56 kDa et la BSA donne
une bande a 66 kDa.

— Recristallisation de la digitonine :

Afin d’améliorer la solubilisation des complexes mitochondriaux, il peut étre intéressant
d’augmenter la pureté de la digitonine commerciale par une double recristallisation. Pour cela on
utilise la méthode décrite par Kun et al. (Kun et al., 1979). Brievement pour 6 g de digitonine il faut
ajouter 150 mL d’éthanol chaud (75°C) puis laisser refroidir sur glace pendant 20 minutes pour que les
cristaux précipitent. L’éthanol est ensuite éliminé puis I'opération précédente est recommencée une

seconde fois. Les cristaux ainsi obtenus sont ensuite séchés avant d’étre utilisés.

4. Immunoprécipitations

Les immunoprécipations sont réalisées a I'aide du Protein G immunoprecitpitation kit (Sigma).
Briévement on utilise au moins 200 pg de protéines pour un extrait mitochondrial ou au moins 500 pg
pour un lysat cellulaire total. La quantité de protéine est alors déposée dans une colonne avec la
quantité d’anticorps primaire adéquat pour I'analyse (voir tableau 2) puis on compléte a 500 pL avec le
tampon IP 1X. La colonne est placé sur un agitateur rotatif a 4°C sur la nuit. La résine Protein G-
agarose est alors ajouté dans la colonne (30 uL de résine lavé 3 fois avec 1 mL de tampon IP 1X),
I’échantillon est a nouveau incubé 6h (ou une nuit) a 4°C sou agitation. Le surnageant est éliminé par
centrifugation des colonnes (12000 g, 30 secondes). La résine est ensuite lavée 7 fois avec 500 L de
tampon IP 1X puis une huitiéme fois avec 500 uL de tampon IP 0,1X. L’élution des protéines se fait en

ajoutant 70 pL de tampon dénaturant 2X (le méme utilisé pour la préparation des échantillons en
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SDS-PAGE) mais sans B-mercaptoéthanol. Les colonnes sont chauffées 5 minutes a 95°C puis

centrifugées 1 minute a 12000 g.

5. Cross-linking

a. Cross-linking sur cellules entieres
L’agent de pontage utilisé est le DSS (disuccinimidyl subérate), un cross-linker hydrophobe

catalysant la formation de liaisons covalentes de 11,4 A entre deux amines primaires. Une solution
stock de DSS 100mM dilué dans du DMSO est préparée juste avant la réaction de cross-linking. Pour
une boite de Petri 100 mm (Falcon) a 80/90% de confluence, les cellules sont grattées puis lavées dans
du PBS stérile. Le culot cellulaire est ensuite repris dans 200 puL. de tampon de conjugaison PBS, 5
mM DSS. Les cellules sont incubées 30 minutes a température ambiante sous agitation. La réaction de
cross-linking est ensuite stoppée par ajout de Tris-HCI 2 M pH 7,5 (20 mM final) et incubation 15
minutes a température ambiante sous agitation. Les cellules sont centrifugées 5 minutes a 800 g puis

une extraction de protéines totales est réalisée.

b. Cross-linking sur mitochondries isolées
Le protocole est presque identique que celui utilisé pour les cellules entiéres. Il faut utiliser au

moins 200 pg de protéines mitochondriales. La différence se situe dans le tampon avec lequel est
réalisée la réaction qui peut étre soit un tampon MIB si ce sont des mitochondries issues d’un
fractionnement cellulaire, ou du TRB si les mitochondries ont été utilisées pour des tests acellulaires
auparavant. Une lyse avec un tampon Ripa est également nécessaire pour obtenir une meilleure

migration lors de I’analyse par électrophorése et western blot.

6. Peptide Scan

a. Synthése des peptides dérivés de la séquence de Bax
La séquence de la protéine Bax a été découpée en 91 peptides de douze résidus avec un

décalage de séquence de deux acides aminés entre chaque peptide. Les peptides ont été synthétisés
puis spotter sur une membrane Amino-PEGs5y,-UC540 par un synthétiseur de peptides MultiPep

(Intavis AG, Cologne, Allemagne).

b. Préparation du lysat de mitochondries
Dans un premier temps un lysat de mitochondries issues d’'un fractionnement cellulaire est

réalisé. Pour cela les mitochondries (2 mg) sont reprises dans un tampon de lyse 50 mM NaCl, 5 mM
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acide 6-hexanoique, 50 mM imidazole, CHAPS 1%, pH 7.0, bien homogénéisées puis incubées 30
minutes sur glace. Aprés une nouvelle homogénéisation le lysat est ensuite centrifugé 15 minutes a
16000 g pour éliminer la fraction insoluble. Le lysat ainsi recueilli est ensuite dilué dans 10 mL de PBS

stérile.

c. Révélation des interactions entre les peptides dérivés de la séquence de Bax et des
protéines mitochondriales

La membrane est tout d’abord réhydratée dans une solution de PBS puis saturée sous agitation
a température ambiante pendant 1 heure dans un bain de PBS, 5% BSA. La membrane est ensuite
placée dans un bain avec les 10 mL de lysat mitochondrial réalisé auparavant, I'incubation se fait a
4°C sous agitation sur une nuit. La suite du protocole se déroule comme un western blot classique. La
membrane est ensuite rincée rapidement dans du PBS puis incubée avec un anticorps primaire dilué
dans du PBS, 1% BSA, 0,05% Tween20 pendant une heure a 37°C. Apres 3 lavages de 10 minutes
dans du PBS, 1% BSA, 0.05% Tween20 la membrane est incubée a nouveau pendant une heure a
37°C avec un anticorps secondaire. Aprés trois derniers lavages (2 fois 20 minutes et 1 fois 10

minutes) le résultat est révélé par réaction de chimioluminescence et autoradiographie.

d. Analyse
Chaque spot est quantifié avec le logiciel IPLabgel (Signal Analytics, Vienne, USA) pour obtenir

une valeur brut de l'intensité pour chaque peptide dérivé de Bax. Puis les valeurs d’intensité de
chaque peptide recouvrant un acide aminé donné sont additionnées puis divisées par le nombre de
peptides correspondant afin d’obtenir une valeur de capacité d’interaction de chaque acide aminé de

la séquence de Bax avec la protéine mitochondriale analysée.

7. Tests acellulaires sur mitochondries isolées

Ces tests acellulaires sont réalisés pour analyser le mode d’association de protéines
radiomarquées sur des mitochondries isolées. En général ce sont les mitochondries de foie de rat
BDIX qui sont utilisées mais il est également possible de se servir de mitochondries issues d’un
fractionnement subcellulaire. La réaction est faite en tube Eppendorf 1,5 mL dans un volume final de
40 pL de tampon TRB (250 mM sucrose, 80 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM acide malique, 8 mM
acide succinique, 1 mM ATP-M92+, 20 mM MOPS, pH 7,5) permettant le maintien de la
phosphorylation oxydative et facilitant I'importation de protéines. Dans ce volume réactionnel sont
présents 100 ug de mitochondries ainsi que 4 fmol de la protéine radiomarquée au g que l'on
souhaite analyser. Les réactions sont ensuite incubées au bain-marie 1 heure a 30°C. Les
mitochondries sont ensuite centrifugées 10 minutes a 4°C a 6000 g. A ce moment le culot peut étre
récupéré tel quel et repris dans 10 uL de tampon dénaturant réducteur 2X: on parlera alors de test

d’association. L’autre solution est de soumettre le culot a un traitement alcalin permettant de vérifier si
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la protéine est inséré dans la membrane: cela sera alors un test d’insertion. Pour le traitement alcalin
le culot mitochondrial est resuspendu dans 100 uL de tampon carbonate de sodium (300 mM sucrose,
100 mM Na,COs;, pH 11,5) et incubé sur glace 30 minutes. Les mitochondries sont a nouveau
centrifugées 10 minutes a 4°C a 6000 g puis le culot est repris dans 10 pL de tampon dénaturant
réducteur 2X.

Les échantillons sont alors analysés par SDS-PAGE et le gel coloré au bleu de coomassie puis
séché et enfin exposé dans une cassette dotée d’un écran au phosphore (Molecular Dynamics)
pendant 1 a 2 semaines selon la « fraicheur » de la %53-méthinonine utilisée lors de la synthése de
protéines radiomarquées. L’écran est ensuite scanné par un Phosphorimager 445 S1 (Molecular
Dynamics) et les bandes correspondant a la protéine analysée sont quantifiées a I'aide du logiciel
IPLabgel (Signal Analytics, Vienne, USA).

Dans le cas de tests ou est réalisée une compétition entre la protéine radiomarquée et un
anticorps dirigé contre une protéine de la membrane externe mitochondriale, les mitochondries sont
saturées 30 minutes a 30°C avec l'anticorps avant d’ajouter la protéine marquée a la *°*S-méthinonine
et de réaliser une nouvelle incubation de 30 minutes a 30°C. Dans le cas d’'une compétition entre
deux protéines radiomarquées le principe est le méme avec une premiére incubation/saturation avec
la protéine compétitrice suivi d’'une incubation avec la protéine étudiée.

Il est possible de récupérer le surnageant de ces tests acellulaires, d’y ajouter 10 ug d’extrait
cytosolique de cellules saines et de mesurer ainsi la capacité du surnageant récolté a induire I'activité

DEVDase de I'extrait cytosolique.

8. Mesure d’activité DEVDase

La mesure de l'activité DEVDase, représentant notamment I'activité protéolytique des caspases
3 et 6, est utilisée en tant que marqueur de l'induction du mécanisme apoptotique. Cette mesure est
réalisée a l'aide du kit CaspASE Assay System, Fluorometric (Promega). Les mesures sont réalisées
en plaques 96 puits avec un volume réactionnel de 100 yL (32 yL de Caspase Assay Buffer, 2 uL de
DMSO, 10 uL de Dithiothréitol & 100mM, 10 ug d’extrait protéique cellulaire, H,O gqsp 98 pyL et 2 yL de
substrat Ac-DEVD-AMC a 10 mM). Avant d’ajouter le substrat le mélange réactionnel est incubé 30
minutes a 37°C. La fluorescence émise par le substrat clivé (longueur d’'onde d’excitation 365 nm,
longueur d’onde d’émission 465 nm) est ensuite mesurée toutes les 15 minutes pendant 2 heures a
I'aide d’un fluorimétre Fluoroskan Ascent FL (Thermo, Electron Corporation).

L’activité DEVDase spécifique d’'un échantillon est définie comme étant le rapport de la pente de

la courbe (fluo) = f(temps) sur la quantité de protéines utilisée pour la réaction.

9. Transcription/traduction in vitro de plasmides
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a. Synthése de protéines marquées a la **S-méthionine
Cette synthése in vitro est réalisé avec le kit TNT® T7/SP6 Coupled Reticulocyte Lysate System

(Promega). La transcription/traduction se fait dans un volume réactionnel de 50 yL (25 uL de lysat de
réticulocyte, 2 yL de tampon d’ARN polymérase 25X, 1 uL de mélange d’acides aminés sans
méthionine, 1 pL d’inhibiteur de ribonucléase RNasin® (Promega), 20 uCi soit 2 pL de *S-méthionine
(Amersham pharmacia), 1 uyL d’ARN polymerase TNT® (T7 ou SP6 selon le plasmide utilisé), 2 ug de
plasmides, H,O gsp 50 pL). La réaction de translation se fait au bain-marie pendant 90 minutes a
30°C.

b. Précipitation au TCA et quantification
Afin de doser la quantité de protéines radiomarquées synthétisées 2 pL de produit de traduction

sont dénaturés dans 250 pL de NaOH 1 M et incubés 10 minutes a 37°C. Puis les protéines sont
précipitées en ajoutant 1 mL de TCA 25% avant une incubation de 30 minutes sur glace. Le précipité
est ensuite récupéré sur des disques de fibre de verre Whatman GF/A imbibés auparavant avec 5 mL
de TCA 5 % puis laver 3 fois avec 5 mL de TCA 5 %. En paralléle 2 pL de produit de traduction non
précipité ont été déposés sur un autre disque pour avoir une valeur de la radioactivité totale du produit
de traduction. Apres avoir séché les filires sous lampe chaque disque est alors placé dans des tubes
a scintillation (Beckman) dans lequel sont ajoutés 4 mL de liquide a scintillation. La radioactivité est
alors comptée (en cpm) a l'aide du Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 2100 TR (Packard).

La quantité de protéines traduites ayant incorporées la *°S-méthionine se calcule alors de la
facon suivante: quantité de protéines traduites (fmol) = 1000*[(cpm total * 20 (pCi)/cpm

précipité)/nombre de méthionine dans la protéine traduite).

10. Purification de protéines His-taggées

Cette purification se fait a partir d’'un litre de culture bactérienne. Aprés avoir centrifugé la
culture (4000 g, 15 minutes) le culot bactérien est repris dans le tampon A (6 M chlorure de guanidine,
100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris, pH 8,0) a raison de 5 mL par gramme de bactéries. Aprés sonication
les bactéries sont agitées 1 heure a 4°C. Le lysat bactérien ainsi préparé est ensuite centrifugé 20
minutes a 10000 g et a 4°C. Le surnageant est ensuite incubé avec 4 mL de résine Ni-NTA (QIAGEN)
préalablement équilibré dans du tampon dans du tampon A et ce pendant 1 heure a 4°C sous
agitation.

La résine est ensuite récupérée aprées centrifugation (2000 g, 10 minutes) puis coulée dans une
colonne dont le débit est de 10 a 15 mL par heure. La résine est ensuite lavée avec 5 volumes de
tampon A, puis 5 volume de tampon B (8 M urée, 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris, pH 8,0) et enfin
avec du tampon C sur la nuit (8 M urée, 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris, pH 6,3). Enfin I'élution est
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réalisée avec du tampon C additionné de 250 mM imidazole et une vingtaine de fractions d’environ 2
mL (1 fraction toutes les 250 secondes) sont alors collectées. Puis pour déterminer les fractions dans
lesquelles se trouve la protéine purifiée un profil d’élution est réalisé en mesurant la densité optique
de chaque fraction a 280 nm. Les fractions correspondant au pic d’élution sont alors poolées puis 2
dialyses successives de 12 heures sont effectuées dans un volume de PBS 1000 fois supérieur au
volume d’élution récupérer. Aprés dosage par la méthode de Bradford la protéine purifiée peut étre
concentrée en utilisant systtme de tamisage moléculaire La protéine ainsi purifiée est ensuite
analysée sur gel d’acrylamide par coloration au nitrate d’argent et/ou bleu de coomassie ainsi qu’en

western blot.

11. Activation de Bax recombinant His-taggé par le pH et séparation des fractions
monomeériques et oligomériques

La protéine Bax recombinante est activée par le pH par une incubation dans un tampon 300 mM
NaCl , 50 mM NaH,POQO,, pH 6,0 sur glace pendant 90 minutes. Aprés cette incubation le pH est ajusté
a 7,4 par ajout de NaOH puis la solution contenant le Bax recombinant est alors filtré a I'aide d’'un tube
MicroCon YM 30 ( Millipore) contenant une membrane ayant un cut-off de 30000 Daltons. Cette
filtration est réalisée par centrifugation du tube MicroCon a 12000g pendant 15 minutes. La fraction
ayant traversée la membrane est définie comme étant la fraction monomérique, la fraction supérieure
étant la fraction oligomérique. Un contrble doit étre réalisé en filtrant du Bax non traité par le pH afin
de séparer les monomeéres non actifs et une fraction oligomérique contréle. Cette fraction
oligomérique existe méme sans traitement préalable a l'activation de Bax. La présence d’une telle
fraction peut s’expliquer par un mauvais repliement du Bax purifié lors de la dialyse, entrainant soit
une activation partielle du Bax purifié soit la formation d’agrégats protéiques. Le Bax ainsi préparé

peut ensuite étre utilisé pour des tests acellulaires.

12. Activation de protéines de la famille de Bcl-2 par la chaleur

En général ceci se fait a partir de protéines synthétisées in vitro marquées a la %3-méthionine
soit en vue d’une utilisation pour des tests acellulaires soit pour la formation de complexes entre deux
protéines suivie d’'une analyse par immunoprécipitation. La quantité requise de protéine est prélevée
et additionnée de TRB 4X afin de réaliser I'activation de la protéine dans du TRB 1X final ; les 4 fmol
de protéine ainsi activée pourront alors étre directement incorporés dans le tube réactionnel du test

acellulaire. L’étape d’activation se fait en incubant la protéine au bain-marie pendant 1 heure a 43°C.

13. Formation de complexes in vitro entre différentes protéines radiomarquées

Ce type de test est réalisé pour reproduire, dans un contexte soluble, la génération de

complexes susceptibles de se former au niveau de la membrane externe mitochondriale: par exemple
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il est possible de reproduire les interactions entre une protéine de la famille Bcl-2 préalablement
activée et un autre partenaire. Des protéines radiomarquées synthétisées in vitro avec le kit TNT®
T7/SP6 Coupled Reticulocyte Lysate System (voir 9.1) sont utilisées pour réaliser ce test. Les
conditions utilisées sont identiques a celles décrites pour les tests acellulaires sur mitochondries
isolées. Les protéines sont présentes en quantité équimolaire (10 fmol de chaque produit de
traduction) dans du tampon TRB, le volume réactionnel est de 50 ou 100 pL en fonction des volumes
de produit de traduction nécessaires. La réaction se fait au bain-marie a 30°C pendant une heure. Les

complexes ainsi formés sont ensuite analysés par immunoprécipitation.

RESULTATS ET DISCUSSIONS P.60
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CHAPITRE | : ETAPES PRECOCES DE L’ASSOCIATION DE LA PROTEINE
EFFECTRICE PRO-APOPTOTIQUE BAX AVEC LA MEMBRANE EXTERNE DE LA

MITOCHONDRIE: MISE EN EVIDENCE D'UN RECEPTEUR MITOCHONDRIAL DE
BAX
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A. Avant-propos

Parmi les membres pro-apoptotiques a multi-domaines de la famille de Bcl-2, le mécanisme de
la mort induite par Bax a été le plus largement étudié. Comme nous I'avons vu en introduction I'action
des effecteurs pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 comme Bax peut se découper en plusieurs
étapes: une étape d’activation, une étape de translocation, une étape d’oligomérisation et enfin une

étape de perméabilisation.

Rappelons d’abord que la structure RMN de Bax a permis de montrer que celui-ci est une
protéine globulaire composée de 9 hélices a dont les hélices Ha5 et Ha6 ainsi que le domaine BH3
sont enfouis dans le coeur de la protéine (Suzuki et al., 2000). En outre le domaine BH3 est caché
par la face hydrophobe de I'hélice Ha9 C-terminale qui expose ainsi ses acides aminés polaires vers
le cytosol. En revanche la résolution RMN de Bax révele que les extrémités N et C-terminales sont
des régions présentant une grande mobilité potentielle. Alors qu’en conditions normales Bax est une
protéine cytosolique (Hsu et al., 1997), lors de I'induction de I'apoptose Bax subi un changement de
conformation et se relocalise a la mitochondrie ou il provoque alors une augmentation de la
perméabilité mitochondriale et la libération de facteurs apoptogéniques (Degenhardt et al., 2002).
Cette étape de translocation a la mitochondrie est donc une étape trés précoce de I'action de Bax.

Ainsi Bax subit de profonds changements structuraux lors de son activation, ce qui conduit a
I'exposition de domaines spécifiques induisant sa localisation mitochondriale et son insertion dans la
membrane externe. L’implication de ces différents domaines dans la localisation mitochondriale de
Bax a fait 'objet de nombreux débats. L’activation de Bax implique un déploiement de I'Ha9 et un
changement de conformation de l'extrémité N-terminale (Nechushtan et al., 1999). Bien que le
domaine C-terminal de Bax fut d’abord décrit comme un domaine d'adressage et d’ancrage
transmembranaire comme c’est le cas pour Bcl-2 et Bcl-x,, des travaux ont montré par la suite que le
domaine N-terminal de Bax, composé des 20 premiers résidus de la protéine, est impliqué dans la
régulation de l'adressage de Bax a la mitochondrie; ce domaine a donc été appelé séquence
Apoptosis Regulating Targeting sequence ou ART (Goping et al., 1998) (Cartron et al., 2002a). En
outre d’autres études ont pu montré que la délétion de I'extrémité C-terminale de Bax n’altére ni la
capacité de ce dernier a s’associer avec la mitochondrie ni sa capacité a induire la mort par apoptose
(Tremblais et al., 1999) (Priault et al., 1999) (Oliver et al., 2000). Par la suite il a été démontré
qu’une séquence située dans la région N-terminale de I'Ha1 de Bax, c’est a dire immédiatement en
aval du domaine ART, contient un signal d’adressage mitochondrial (Cartron et al., 2003b). Ainsi il
apparait clairement que la partie N-terminale de Bax est essentiellement impliquée dans sa
localisation mitochondriale et que le déploiement de cette extrémité lors de I'activation de Bax conduit
a dévoiler une séquence d’adressage mitochondriale. Ceci est étayé par I'existence d’un variant de
Bax appelé Bax¥W dont les 19 premiers résidus sont absents et qui est une forme de Bax
constitutivement associée a la membrane externe mitochondriale avec une toxicité plus importante
que la forme canonique de Bax. Plus récemment la preuve a été apportée que l'adressage
mitochondrial et I'insertion membranaire de Bax sont médiés par des domaines distincts (Cartron et
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al., 2005). En effet il apparait ainsi que I'exposition du domaine ART permet de révéler la séquence
d’adressage située dans I'hélice a1 alors que I'extrémité C-terminale contrdle I'exposition des deux
hélices hydrophobes Ha5 et Ha6 qui sont les domaines d’insertion membranaire. De plus I'Ha1 est
impliquée dans l'activation de Bax via une interaction avec le domaine BH3 de la protéine Bid
(Cartron et al., 2004c).

A la suite de son association avec la membrane externe mitochondriale Bax s’insert alors dans
la membrane ou il forme des homo-oligomeéres. Cette aptitude a I'homo-oligomérisation est
directement liée a la capacité de Bax a former des pores responsables de l'augmentation de
perméabilité de la membrane externe mitochondriale lors du processus apoptotique (Antonsson et
al., 1997).

Bien que les modifications de la conformation de Bax lors de son activation et leur implication
dans la translocation a la mitochondrie commencent a étre bien décrites, les étapes les plus précoces
de cette association mitochondriale restent encore trés mal connues. En effet I'existence d’un signal
d’adressage mitochondrial dans la séquence de Bax au niveau de 'Ha1 suggére au moins une étape
non déterminée de prise en charge de Bax par la membrane externe plutdt qu’'une insertion directe via
le déploiement des hélices hydrophobes Ha5 et Ha6. En outre une telle prise en charge pourrait
impliquer I'existence de complexes intermédiaires précédent 'lhomo-oligomérisation et la formation de
pores dans la membrane externe. Le but du travail ci-apres fut de décrypter cette étape d’association
la plus précoce en recherchant comment Bax est pris en charge par la mitochondrie et la mise en

évidence de complexes protéiques associés a cette étape.
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B. Article : mise en évidence de Tom22, un récepteur appartenant au pore de translocation
de la membrane externe mitochondriale, en tant que récepteur de la protéine pro-
apoptotique Bax
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SUMMARY

The association of Bax with mitochondria is an essential step in the implamentation of
apoptosis. By using a bacterial two-hybrid assay and cross-linking strategies, we have
identified TOMZ22, a component of the translocase of the outer mitochondrial membrane
(TOM), as the mitochondrial receptor of Bax. Peptide mapping showed that the
interaction of Bax with TOM22 invclved the first alpha helix of Bax and possibly two
central alpha helices which are homclogous to the pore forming domains of some toxins.
Antibodies directed against TOM22 or an antisanse knock-down of the expression of
TOMZ22 specifically inhibited the assecciation of Bax with mitochendria and prevented Bax-
dependent apoptosiz. In yeast, a hapleid strain for TOM 22 exhibited a dzcreased
sxpression of TOM22 and mitechondrial association of ectopically expressad human Bax.
Our data provide a new perspective on the mechanism of association of Bax with

mitocheondria as it invelves a classical import pathway.



INTRODUCTION

Apoptosis iz a cell death program, which is central in many aspects to metazoan cell

L 2 proteins of the Bcol-2 family are key players in the

physiclogy and pathology
exacution phase of apoptosis and their main functions is to contral the release of
apoptogenic proteins. such as cytochrome © (cyt ) and Apoptosis Inducing Factor (AIF)
from tha mitochondria * %, The Bcl-2 family is composed of anti-apoptotic members such
as Bcl-2 and pro-apoptotic proteins such as Bax or Bak, which share several domains of

!, In addition to these proteins, a third Bo-2 related family of

homeology called BH
proteins have besen identified as major amplifiers andfinducers of apoptosis 4, The latter
family has a homology to Bol-2 limited to the BH2 domain and thus is called the BH2 only
nroteins *, The double knock-out of Bax and Bak renders cells completely resistant to cell
death 57, highlighting the essantial role of these proteins during apoptosis.

The determination of the sclution structure of Bax showead its arganization around % a-
helices (Hal to Ha%) * of which Ha2 contained most of the BH3 domain and Ha5 and
Has, a putative pore forming domain that has bsen shown to be inveolved in the
integration of Bax inte the membrane * **, Bax resides in an inactive state in the cytosal
in many resting cells and is translocated to the mitochondria at the onset of apoptosis '
This translocation is associated with major conformational changes in Bax as both the N-
and the C-termini become exposed facilitating its mitochondrial addressing and

- . 10, 12
membrane insertion

. Bax mitechondrial membrane insartion and cligomerization is
closely associated with the release into the cytoscl of several intermembrane space
proteins such as oyt o, Smac (second mitochondrial apoptotic factor) and AIF * 3, The
nature of the different stimuli involved in the activation or in the inhibition of Bax is still

largely wunknown although this step remains one of the most critical points of control of

the apoptotic program during which therapeutic interventions can be envisaged * ¥,

The mitochondrial targeting signals of Bcl-2 and Bcl-Xl have been unambiguously
assigned to their C-termini (C-T) ** ¥, Howewver, the situation seems to be more complex

for Bax since, despite the hemeclogy between the CT of Bel-2 and Bax, the C-T of Bax,



which encompasses the Ha%, doss not have conventional mitochondrial targeting
features as it cannct, single-handedly, support the translocation of a reporter protein to
the mitechondria Y. Howewer, mutation of specific aming acids or post-translational
modifications such as phospherylation can render this C-T competent for mitochondrial

# We have recantly shown that Bax contasins a functional mitochondrial-

addressing
addressing signal in its N-T, which encompasses Hal. Point mutaticns in the Hal of Bax

ar the over-expression of a chimera protein in which this helix was fused to the cytosalic

Red Fluorescence Protein (RFP) inhibited Bax-depandent apoptosis &,

We have attemptad to identify mitochondrial receptors to Bax and found that TOM2Z, a
receptor for nuclear encoded mitochondrial proteins, was a receptor for Bax Hal., The
functicnal inhibition of this interaction interfered with Bax mitochondrial addressing and

apoptosis underlining the impertance of this interaction in cell death,

RESULTS

The association of Bax with mitochondria is trypsin sensitive.

Once insarted into the mitechondrial membrans, Bax induced the formation of the so-
called mitochondrial membrane permeabilization (MMP) alons or in combination with
other proteins andfor lipids *'. Numerous study have shown that in a simple cell free
assay using isclated mitochondria and purified or in witre translated Bax could accurately
reproduce early events of the Bax-induced permeabilization of the mitochondria ** % #2
%5, In order to elucidate the receptors invalved in Bax association with mitochondria, we
subjected isclated mitochondria to a2 mild proteclysis by ftrypsin using a protocol
describad earlier for the identification of components of the cuter membrane import
machinery ¥ 7, Isolated rat liver mitochondria were treated with 0, 5 or 50 pg/ml trypsin
for 30 min at 4°C (ses experimental proceduras) before immuncblot analyses of selected

mitechondrial proteins. As shown in Fig. 1A, ths treatment of purified rat liver

mitochondria for 30 min at £°2C with trypsin (0 te 30 pa/ml). specifically degraded outer



membrane proteins with cytosclic exposed domains such as the peripheral
benzodiazepine receptor [PBR), the translocases of the outer membrane, TOMZ0 and
TOMZ2 but affect neither the voltage dependent anionic channel 1 (VDAC 1), an integral
outer membrans protein, intermembrane space proteins such as Smac/Diable or AIF nor

cyt ¢ and F1-ATPase, two inner membrane proteins,

The association of twe wariants of Bax with mock- and trypsin-treated isolated
mitochondria were assayed viz. Bax g, Bax g activated by a preincubation with truncated
form of Bid (p13-tBid]} * and Bax ‘¥, a variant, which corresponds to a deletion of the first
19 M-terminal amino acids of Bax o °°. We also used constructs in which the RFP was
fused to tweo putative mitochondrial targeting signals in Bax (i.e. Haol and Ho9) 7 &
With respect to the localization of these helices, the Hal of Bax was fused at the N-T of
the RFP to form a Hal-RFP censtruct while Ha%® and a Ha% mutant containing a single
delstion of 2184 V7 were fused to the C-T of RFP to form the RFP- Ha® and RFP- Ho®9

AS184 constructs.

The proteins weare synthesized in witro, labeled with 5 (IVT proteins) and incubated
with 50 pg of isclated mock- or trypsin-treated mitochondria and their association with
the ocrganelle was assayed by SDS-PAGE and autoradiography analysis of the
mitochondrial pellets. Bax o binds poorly to mitochondria in the call-free assay unless
activated by an apoptotic signal from £2id **. As shown in Fig. 1B, the low binding of Bax
a observed in mock-treated mitochondria was completely abelished by a 5 pg/ml trypsin
pretreatment. The mitechondrial association of Bax o was considerably enhanced cnce
activated by t2id and its binding was affected only by a 30 wg/ml trypsin pretreatment
{Fig. 1B). Similarly, the spontanecus association of Bax ¥ was unaffected at 5 pg/ml
trypsin but inhibited by a 30 wa/ml trypsin pretreatment (Fig. 1B). In additicn, the
proteclytic pretreatment affected the binding of Hal-RFP at 30 pg/ml, but not that of

RFP-Ha%45124 Bax (Fig. 1B) while the RFP-H a 9 was never seen to associate with



mitechondria under any of ouwr conditions., Of note, the cell free mitochondrial impeort of
chimarical proteins in which the prassquence of the nudear encoded human
mitochondrial protein COX 8 (subunit & of the cytochrome © oxydase) was fused to the M-
T of the RFP (precoxVIII-RFP), was impairad by the trypsin pretreatments of the

mitochondria [data not shown ).

Physical interaction between Bax and TOM22, a mitochondrial receptor

We have recently shown that the BH3 cnly proteins Bid and PUMA interactad with the
Hol of Bax using a bacterial two hybrid screen *, The physical interaction between Bax
Hol and these BH3 only proteins was confirmed by beoth structural and functional
analyses *, During this screening, we found that the mitochondrial protein TOM22 was
also capable of interacting with Bax Hal-RFP but not with RFP or the RFP-Ha% AS184 Bax
chimera (data not shown). TOM22 has been shown to be invalved in protein
translocation inte mitechendria and has a dual role, as it is a component of the general
insertion pore (GIP) together with the pore-forming protein TOM40 and, as such, is
involved in protein translocation across the mitechondrial outer membrane ¥, TOMZ22 is
also an import receptor for proteins lacking conventional mitechondrial presequences
and contains a large cytesclic domain, which has been shown to be sensitive to

protechysis # #,

All these data were consistent with a putative role for TOM22 as a mitechondrial recepter
of Bax., To strengthen this contenticn, we used several strategies including cell free
assays and in vitro analyses in resting or apoptotic cells. Firstly, we used a linear peptide
scan derived from epitope mapping * in which the whole seguence of Bax was
decomposed into 12mer peptides overlapping by 10 residuas covalently bound to a
nitrocellulose membrane. The membranes were incubated with mitochondrial extracts
and the presence of proteins bound to the Bax peptides was analyzed by immunoblots
[see experimental procedures). As shown in Fig. 2A, several domains of Bax wera

strongly labeled with anti-TOM22 antibodies: the central region of the Hal sequence



(namely KTGALLLO) and the short loop between the central helices HaS and Hue (namely
LCTEWPEL). Of note, these two seguances have been shown to be implicatad in the

%10 Interestingly. a

addressing and the insertion of Bax into mitochondrial membrans
weaker interaction was observed with the hydrophobic Ha% and the Z regicns flanking
the BH2 domain of Bax (Fig. 2A). Tha interaction of VDAC with Bax has been suggested
* but anly 2 faint association of Bax peptides with VDAC was observed under cur

cenditions (Fig. 2A), suggesting that the Bax/VDAC association doess not occur through

"lingar” primary sequences,

Secondly, cross-linking experiments werz performed to categorize the Bax/TOM22
interaction (Fig. 2B,C}). We used conditions (i.e. incubation time, concentrations of
proteins..} under which tBid activated Bax formead ordered oligomers in a cell frae aszay.
We find, by immunoprecipitation of the cross linked products, that TOM22 was present
only in the 38 kDa complex and absent in the €5 and the 85 kDa complexss (Fig. 2B).
The latter results confirmed the interaction of Bax with TOM2Z2 but also showed that it
was transient and detectable only in the first step of its cligomerization. We also used a
similar strategy with Bax w, Hol-RFPF and RFP-Ha% AS184 but with 2 different cross-
linkers (aither EGS or DSS). As shown in Fig. 2C, in the presence of either cross-linker,
the maolecular weight of Hal-RFP asscciated with mitochendria shifted from 20 to 48 kDa
and that of Bax w from 1% to 35 kDa. In contrast, no change in the apparent molecular
weight of RFP-Ha% AS184 was observed under the same conditions in the presence of
mitochondria (Fig. 2C) or higher amounts of proteins (data not shown). Since the
change in the apparent molecular weights was consistent with an association of thesa
proteins with TOM22, we immunoprecipitated tha cross-linked producks with antibodies
directed against human TOM22 or TOM 20, ancther receptor of the ocuter membrane
translocass, As zhown in Fig. 2C, Hal-RFP and Bax w cross-linked products were

immunoprecipitated with anti-TOM22 antibodies but not with anti-TOMZ20 antibodies.



Thirdly, to cenfirm the physical association between Bax o and TOM22 under more
physiclogical context, we immunoprecipitated TOM22 and Bax 2 from cellular extracts
obtained from resting or STS-treated {i.e. apoptotic) GBM Bax (+) cells ®, Western blots
analysis of proteins co-immunoprecipitatad with TOM22 or Bax a showed that in resting
cells TOMZ2 was associated with TOM40 and that it bacame associated with Bax o under
apoptotic conditions (fig. 2D). On the other hand, Bcl-2 was co-immuncoprecipitated with

Bax in resting cells and in apeoptotic cells (fig. 2D,

Involvement of TOM22 in the association of Bax with mitochondria and in
subsequent apoptosis

Import of precursor proteins into isclated mitochondria can be inhibited by antizsera
raised against components of the translocation machinery of the outer membrane ¥ %,
Wa saturated rat liver mitochondria sither with anti-TOMZ2 or with antibodies raised
against several other cuter membrane proteins (i.e, TOM20, and metaxin 1 . PER and
VDAC 1) and analyze the association of Bax a under these different conditions. As shown
in Fig. 3A, B, the preincubation of mitochondria with anti-TOM22 antibodies specifically
inhibited activated Bax « binding to mitochondria whereas other antibodies had no effect,
Similar results were cbtained with Bax w whilst the association of Baxa5184 to the
organalle was affected by neithar antibadiaz (Fig. 3B). As a positive control for protein
impaort into mitochondria, we used preCOX VIII-RFP construct and antibodies raised
against mitechendrial import receptors (i.e. TOM20, TOM22Z, Metaxin 1) inhibited its
association with mitochondria (Fig. 3B).

To address the guastion of the involvement of TOM22 in an in vitre model of induction of
apoptosis, we microinjected antibodies raised against TOMZ22 into rat glioma &1545 cell
line which express Bax a *, and then induced apoptosis with staurcsporine (5TS). The
STS-induced apoptosis was inhibited by anti-TOM2Z2 antibodies in a doss-depsndent
manner (Fig. $1). On the other hand, microinjecticn of antibodies directed against other
mitochondrial receptors (e.g. TOM20, metaxin 1, or PBR] did not affect STS-induced

apoptosis (Fig. 3C).



MNext we used human glioblastorma multiforme (GBM) cells deficient in Bax [Bax (-] GBM]
or expressing Bax a [Bax {+) GBM] °. These cells were microinjected with either control
Igia or anti-TOM22 antibodies. Microinjection of anti-TOM22 antibodies inhibited STS-
inducad apoptesis in Bax (+) GBM cells, while no differences in the low percentage of cell
death were detected between Bax (-] GBM cells injected with anti-TOMZ2Z2 and control

antibodies (Fig. 3D,

The decrease of the expression of TOM 22 abolished Bax association with
mitechondria in mammals and in yeast

To demonstrate further the functional rele of TOMZ22Z in Bax-dependent apoptosis, full-
length antisense TOM22 cDNA& was stably transfected into Bax (+) GBM cells to generate
TOMZ2 null cells {i.e. TOM22-A5), In yeast, the genes disruption of TOM2Z has been
reported to affect mitochondrial function *. Indesd, mitechondrial protein import in
TOMZ2-AS-treated GBEM cellz was severaly impaired (Fig. 4A) and the wiability of these
cells was reduced unless cultured in the presence of high levels of glucose (Fig. 52). We
chosa cell culture conditions under which TOM22-A5 calls ware still viable and expressed
similar amounts of mitechondrial proteine and other members of the Bol-2 family
comparable to that found in TOMZ2Z2 expressing cells (Fig. 4B). The subcallular
localization of Bax in STS-treated or in contrel TOM22-AS was analyzed by cell
fractionation (Fig. 4C} and by lassr confocal microscopy (Fig. $3).  Both methods
indicated that Bax was efficiently translocated from the cytosal to the mitochondria in
cells expressing TOM22 while this translocation was strongly inhibited in TOMZ22-A5 cells
{Fig. 4C; Fig 53). Of nots, no changas in the subcellular localization of Bod-2, Bol-Xl and
Bak were observed in TOM22-AS cells (Fig. S3), =suggesting the specificity of the
antisense treatment. In agreement with its role as Bax receptor, the lack of TOM22
reduced the amount of cell death caused by STS treatment in TOM22-AS Bax (+) GEM

cells to a level similar to that in Bax (-) GBM STS-treated cells (Fig. 4D). In contrast, the

reducad axpression of the mitochondrial import receptor TOMZ0 by  a similar antizense
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treatmant had little or ne influence on STS-induced apoptosis (Fig. 5). Of note. in
TOMZ2-A5 cells, the association of Bax ¥ but not that of Bax AS184 with mitochondria
was strongly inhibitad (Fig. 6), suggesting again that the two mitochondria-bound forms

of Bax interactad with different mitochendrial binding sites,

The heterclogous expressicn of human Bax in yeast has been useful to understand
molecular aspects of Bax/mitechondria interactions (* and references thersin). The

disruption of the gene TOMZZ is lethal in yeast *#

and thus we used a diploid strain,
heterozygote for TOMZ2, The expression of Bax ¥ which is capable of spontanecus
association with yeast mitochondria *', was achieved in TOMZ2Z2 +/+ and TOM22 +/-
strains, Western-blots guantification showed that mitocheondria isclated from the
heterozygote strain contained less TOMZZ than mitochondria isclated from the
corrasponding wild-type (Fig. 7a) and it contained less Bax ¥ at the mitochondria (Fig.
7b). Bax-T1740, a variant of Bax exhibits a strong binding to mitochondria in yeast (40)
and as shown in Fig. 7 cd, the time course of its mitochondrial association was
impaired in TOM22 +/- when comparad to that in the wild-type strain. These data are

consistent with the hypothesis that Tom22 is also required for Bax-binding to veast

mitochondria.

Discussion

Several models have been proposed to account for the mitochendrial permeability

inducad by Bax during apoptosis and in all of them the interaction of Bax with the

4. 8 wuwana et al. *!' have observed that Bax could

arganzlle plays an central role
induca a large permeabilization of liposocmes in tha absence of any proteins, Convarsely,
other results suggest that the pressnce of at least one mitochondrial protein was

2 It has

necessary for Bax to mediate cuter mitochondrial membrane permeabilization
been recently reported that an cuter membrane mitochondrial protein, the maodulator of

apoptosis-1 (MAP-1), is a critical effector of Bax function **. Indeed, we show in this work
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that the association of Bax with mitochondria requires TOM 22, a mitochondrial cuter
membrane protein, Howsver, as stated by Newmeyer and Ferguson-Miller *%, the latter
observations are not exclusive, since mitochondrial lipids could cocoperate with Bax and

mitechendrial proteins te form a mitochondrial receptor.

Like meost Bcol-2 family members, Bax has a C-T hydrophobic Ha%, which has been
hypothesized te be its transmembrane domain. However, unlike Bcl-2 and Bcl-%l, Bax-
HoS is not able to drive the mitochondrial binding of RFF ¥ '® apnd axperiments on
isolated mitochondria did no support a role for HaS in the mitochondrial addressing of
Bax ™% g have recently shown that mutations in Bax Hual abolished Bax o binding
to mitochondria in a cell-free assay, and inhibited Bax a-induced apoptosis in witro %
This result suggested that Hal played an essential rale in addressing Bax to mitochondria

and that the mechanisms of addressing of Bax to mitocchondria are consaquently distinct

fram that of Bcl-2 or Bol-X1.

In the present study, we have shown that Bax binding to mitochondria reguires a
protease sensitive partner (fig. 1), The two-hybrid approach allowed identifying TOM22
as a potential physical partner of Bax. This physical interaction was furthar confirmad on
isclated mitochondria by cross-linking studies (Fig. 2). The interaction Bax/TOM22 was
triggered by apoptosis, as shown from co-immunoprecipitation of the twe proteins in
STS-treated but not in contrel cells {Fig.2). Functionally, both the microinjection of anti-
TOMZ2 antibodies and the knocked-down expression of TOMZ22 led to the absance of
Bax-translocation and the inhibition of Bax-dependant apoptosis [Fig. 3). Similarly,
decreasing TOM22-exprassion in human and in veast cells, led to a significant decraase in
Bax-translocation [(Fig. 4,7). Our previous results suggested that Hzl was invelved in
the addressing of Bax to mitochondria but that the the membrane insertion domain of
Bax was carried out by HaS and Hes ¥, as previcusly shown by others ® #7, Quite
remarkably, TOM 22 can alsc bind to a region linking the Ha5 and Haé, suggesting that it

might also ba involved in the insartion of Bax in the cuter mitochondrial membrana (Fig.
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2). It should be noted that no evidence for an interaction between Bax Ha% and TOM22
was ever found, supporting our previous reports that Ha9 is not required for any step in

the whele process of Bax cytosol-to-mitochondria translocation,

The interaction between TOM2Z and Bax is transient, as revealed by kinetics in cross-
linking sxperiments (Fig.2), supporting the hypothesis that the association of Bax with
TOM complex is a first step towards the formation of anothar structure, containing Bax-

oligomer and possibly other mitochondrial targets #

. The possible involvemant of
components of the mitochondrial import machinery in the targeting of Bcl-2 have been
suggested by Mguyen =f al *® and it has been later reported that Bcol-2 interacts with

TOMZ20, a TOM-complex protein ** %

. These results suggest that TOM components could
play a major rele in the control of the mitochondrial localization of the proteins of the Bol-
2 family. It remains to analyze the molecular mechanisms by which TOM22 (and.
possibly, other components of the TOM complex) is involved in the apoptotic cuter
membrane permeabilization. Finally, since Bax also localize to the endoplasmic reticulum

to initiate apoptosis ¥, the mechanism of interaction of Bax with this crganelle is still to

be detarmined and in particular its relaticnship with the crganelle import apparatus.

Experimental procedures

Materials

Unless otherwise stated all cell culture material was cbtained from Invitrogen (Cergy
Pontoise, France). Monoclonal Bax antibody (clone 4F11) was from Immunotech
[Marseille, France]} and Monoclonal antibody directed against TOM22 was from Sigma (5t
Quentin Fallaviar, France). Antibodias raised against metaxin 1 and TOM20 were chtained
as described respectively in ** ¥ *, The mitochondrion-selective proba MitoTracker
Gresn-FM was obtained from Molecular Probes (Interchim, Montlucon. France). and
fluorogenic peptide Ac-DEVD-AMC was from Bachem (Voisins, France). Biochemical
reagents usad in this study were cbtained from Sigma.

Methods
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Acellular binding of IVT proteins fo mitochondria: Mitochondria were isclated from rat
liver and the association of radio labeled IVT proteins was psrformed as previously
dezcribad **. In competition sxperiments, antibodies (0 to 15 pg) were incubated with
mitechondriza at 37°C, 10 min prior to the addition of IVT proteins, Phophorimager
[A&mersham Bicsciences) was used to analyze radic labzled proteins present in the
mitochondrial pellet after SDS-PAGE separation.

Call Fractionation: TOM22-AS Bax (+) GBM calls {2x10%) were collected and centrifuged
at B00g for 10 min at £ °C, washed with ice-cold PBS and resuspended in CEE [viv)
{250 mM sucrose, 30 mM HEPES, pH 7.4, 50 mM KCI, 2 mM MgCl2, 1 mM dithiothreital,
10 pM cytechalasin B, 1 mM EGTA, and 1 mM PMSF). Cells were allowsd to swell for 20
min on ice. The cells were then homogenized with 30 strokes in 2 2-ml glass Dounce
homeogenizer. The homogenates were centrifuged at 300g for 10 min at £°C, and the
resulting supernatants were centrifuged for an additional 15 min at 13,0000 at £°C to
abtain the mitochondrial pellets (P132). These supernatants were then centrifugad at
100,000 for 20 min in an airfuge centrifuge {Beckman), and the resulting cytosaolic
fraction was further referred to as the 5100, The presence of Bax, actin and cytochrome
¢ oxidase {subunit I¥) was detacted in mitochondrial pellets and 5100 using standard
Western blot methods.

Caonfocal Analysis: The calls ware incubated for 30 min with 5 pgd/ml MitaTracker Graan-
FM at 27 °C and then fixed with 1:1 methancl/ acetonz for 15 min at -20 °C, After
saturation with 3% BSA in phosphate-buffered =aline, the cells were incubataed with
antibodies for 1 h at room temperaturs, After extensive washing, 2 second anti-mouse or
anti-rabbit 1g3 coupled to rhodamine was added overnight at 4 °C. Images were
collected wusing a Leica TCS NT microscope with a 63 X 1.3 MA Fluctar objective (Leica,
Rueil, France].

Induction of apoptesis in vitro: Apoptosis was induced in semi-confluent (S0-70%:) GBEM
culturas by the addition of 2 pM STS. Cell death was evaluated 24 h later as it

corraspondad in all cases to the maximum loss of cell viability., Apocptosis was guantified
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by measuring the release of LODH into the culture medium and the cellular DEVDass
activity, as previously describad &

Cross-linking. After incubation of mitochondria (30 pg) with IVT proteins for different
times, cross linkers D55 (dissuccinimidyl suberate) or EGS (ethylene glycolbis
succinimidylsuccinate) were added in the isctonic Hapes buffer at a final concentration of
5 mM in 1 ml. After a2 30 min-incubation at room temperature, the cross-linker was
quenched by the addition of 1 M Tris-HCl {pH 7.5). Subsaquently, mitcchondrial pellets
were analyzed in 12% SDS-PAGE gels, fellowed by Phospherlmager analysis. For
immunoprecipitation experiments, mitochondria wera sclubilized in 100 pyl Monidet P-40
[NP-40) isotonic lysis buffer (142.5 mM KCI, 3 mM MgCl2, 10 mM HEPES [pH 7.2], 1 mM
EDTA, 0.25% NP-40, 0.2 mM PMSF, 0.1% aprotinin, 1 pafml pspstatin and 1 pg/ml
leupepting, at 4°C for 30 min. Ten micrograms of anti-TOM22, anti-RFP, anti-Bax or anti-
TOMZ0 antibodies were added to each sample, mixed, and incubated on ice for 30 min.
Then 400 yl NP-40 buffer and 25 pl protein A-Sepharocse gel, were added and incubated
at 4°C overnight with gentle agitation. Immunoprecipitates wers collected by 2 10 min
centrifugation at 8,000g. washed thres times with 1 ml NP-40 buffer, and were
sclubilized with SDS before S0DS-PAGE and autoradicgraphy analysas.

Microinjection: Microinjection experiments wera performed as described in Cartron &f al,
% Briefly, cells were seadad on glass coverslips 24 h pricr microinjection using micro-
capillaries (femtotips II, Eppendorf] mounted on an automated microinjection system
{Eppendorf]. Antibodies at the indicated concentrations in PBS together with dextran (70
kDa)-conjugated lysine fixable Oregon green [0.5% final concentration; Melecular
Probes) as a co-injection marker were microinjected. Typically, 100 to 150 cells were
micrainjected using identical pressures (150 hPa) and times (0.1 ).

Peptide scan. Interaction of TOMZ22 and YDAC with Bax was done using 12mer peptides
and a two aming acid frama shift, generating 91 peptides. Peptides were spotted on an
Amino-PEGsa-UC540 membrane using a MultiPep peptide synthesizer (Intavis AG,
Cologne, Germany) at a loading capacity of 400 nmol/cm?®, After synthasis the membrane

was dried then the capped side-chains were deprotectad by cleavage for 2 houwrs with a
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cocktail containing 95% TFA, 3% tri-isopropyl, 2% Hz0. TFA was removed and the
membrane rinsed with dichloromethans, followed by ethancol and thenm H.0. The
membrane was dried before use, Mitochondria were lysad in 30 mM Nall, 3 mM &-
hexanoic acid, 50 mM imidazole, CHAPS 1%, pH 7.0 on ice for 30 min, then centrifuged
10 min at 16000g. Membranes weare saturated with 5% BSA-PBS, and then incubated
with 2 mg/ml mitochondrial extract. After which, it was washad three times with 1%
BSA-PBS then positive spots were revealed as primary antibodies palyclonal anti TOM22
and WDAC antibodies and secondary antibodies were revealed by the BM
chemiluminescence kit (Roche Diagnostics), The binding intensities of TOM22 or VDAC for
Bax-derived pepiides were determinad by quantification using IP-Lab Gel software
(Signal Analytics) and converted to sequence-specific normalized units. The intensities
obtained for each peptide covering a given aminc-acid were added and divided by the
number of peptidas,

Transfection of full length antisense TOM22and TOM 20. To inhibit the expression of
TOMZZ or TOM 20 in Bax (+) and Bax (-} GBM cells, cells were transfected with two
consacutive electroporations with 10 pg plasmid encoding for the anti-full langth
sequence of human TOM22 or TOM 20. The bulk of cells were selectad for 20 days with
250 pa/ml 5418 and frozen to aveid clenal bias. TOM22-A5 cells were culturad for no
longer than 5 days in high glucose medium (3%) before analysis in ocrder to avoid
viability loss dua to the lack of expression of TOM22,

Trypsin treatment of mitechondria: Mitochendria {1 mg) were treated with 5 or 50 pg
trypsin for 30 min at 0°C in 1 ml isctenic buffer {210 mM mannitol; 70 mM sucrose; 5
mM Hepas, pH 7.5 1 mM EDTA). At the end of the incubation, 5 pg bovine trypsin
pancreatic inhibitor and 1 mM phenylmathylsulfonyl fluoride [PMSF) was added. Contral
mitochondria wera treatad similarly using 50 pg bovine serum albumin (BSA) as a mock
treatmeant followed by incubation with 5 pg bovine trypsin pancreatic inhibitor and 1 mM
PMSF. INT proteins wera than added to treated or mock-treated mitochondria and their

binding to the organelle was analyzed as describad abowvea,
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Yeast experiments: The TOM22:kanM¥£ cassette was amplified by PCR from the genomic
DHA of the strain ¥22545 (Eurpscarf collection)., The PCR fragment was used to
transform the W303D diploid strain (mat afa, adeZfade?, his3/his3, lauZ/leu2, trpl/irpl,
urai/ura?) and salected for the resistance to geneticin {400 pg/mL). Since the complete
absence of TOM22 is lsthal, only the hetarozygote could survive. The presence of the
disruption cassette was wverified by PCR with one primar located in the promoter of
TOMZ2 and one located inside the gene kanME£. W302D and W303D-Atom2Z2 were
transformed with plasmids pYES3-Bax¥ and pYES3-Bax-T;0 * and selacted for growth
in the absence of uracile and tryptophan, respactively. These plasmids expressed these
active variants of Bax under the contrel of the regulatabla prometer GALI/10. Cells were
grown aercbically in a lactate-supplementad S0 madium and Bax-expression was
inducad by the additiom of 1% galactose. Cells were harvested, mitochondria were
isclated and quantifications of tha different mitochondrial proteins was donz by western-
blot analysis *°,
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Figure legends

Figure 1: Bax interacts with a proteinaceous receptor. A) Mild trypsin treatment of
mitochondria. Purified rat liver mitochondria (50 pg protein] were treated with increasing
concentrations of trypsin for 20 min at 4°C before immuncblot analysis of selected
mitechondrial protein. This immunoblot is representative of at least 5 indepsndent
experiments, B) Association of Bax construct with trypsin-treated mitochondria. INT
radic labeled Bax constructs were added to mitochondria, contrel (0) or treated with 3 or
S0 pg/ml trypsing I25% : 25% of the original input of INT proteins. This immunoblot

illustrates tha results of at least 5 independent experimants.

Figure 2: Bax interacts with TOM22. A) Binding of hTom22 to a peptide scan
consisting of 12-mers derived from Bax. Mitochondrial extracts were incubated with tha
peptides containing membrane as indicated in the experimental procedures. The
Interaction of Tom22 with peptides were revealed by immunoblotting analysis using anti-
human Tom22 antibody (clone 1C9-2, Sigma) (upper panel). As a negative control the
binding of ¥YDAC to the membrana was revealad by immunchblotting analysis using anti-
human VDAC antibady (anti-porin 21HL, Calbiochem). The binding intansitizs of Tem22
ar YDAC for Bax-derived peptides were determined by quantification using IPLab Gsl
software (Signal Analytics) and converted toc sequence-specific normalized units in the
graph. The intensities cbtained for each peptide covaring a2 given aminc-acid weare added
and divided by the number of peptides (TOM22: z-o; VDAC @ ----- . BY} 5 fmel. INT
activated Bax were incubated with 1 mg mitochondria at room temperature at the
indicated times (cont: Bax without mitochondria) before the addition of D35 and
washing., After resuspension, the mitochondrial pellets were subjected to
immunoprecipitation with either anti Bax or anti TOM 22 antibodies as describad in
experimental procedures. This autoradiography is representative of three independent
sxperimants C) Cross-linking experiments were performead after the incubation of IVT

**g-labeled Bax constructs wit hl mg mitochondria as described in B for 30 minutes,
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Mitcchondrial pellets were subjected to immuncprecipitation (IP} with 4pg of antibodies
directed against RFP, Bax, TOM22 or TOM20. Thizs avteradiography is representative of
three independent axperimants. DY) Interaction of Bax and TOMZ2 in untreated or STS-
treated Bax (+) GBM cells. Calls wers treatad with STS as described in Mathods section.
Cells wers sonicated and the resulting lysates were subjected to immunocprecipitation
with either anti-TOM22 or anti-Bax antibodies. The specificity of the immunoprecipitaticn
with anti-TOM22 antibodias was assessed by the presence of TOM40D in the
immunoprecipitated complex and that of anti-2ax by the presence of Bol-2. Nota that in
untreated cells, large amounts of Bol-2 wers immunoprecipitated with Bax, and that the
induction of apoptosis decreasad this association, Data illustrated are representative of 3

different experiments,

Figure 3: Antibodies directed against TOM22 specifically inhibit the binding of
Bax to mitochondria. A) Competiticn between increasing concentrations of antibodies
(from O to 15 pg) directad against a panal of mitochondrial outer membrane proteins and
the binding of IVT activated Bax a. Gel representative of 3 different experimants. B)
Quantification of the binding of Bax a, Bax vy, Bax AS184 Bax and preCOX VIII-RFP,
performed from 2 different experiments as that illustrated in &, using IPLab Gal software
[Signal Analytics). C) Rat glioma A13A5 cells, were microinjected with 15 pg antibodies
raised against selected receptors of the cuter membrane of mitochondria viz, PBR,
Metaxin 1 (Mtx), TOMZ20, TOMZ2Z and contrel IgGs prior to induction of apoptosis by 5TS.
Cell death was measured every 43 min. as described in experimental procedures., D)
Inhibiting concentrations of anti-TOM2Z2 (15 pa) { [l } were micreinjected into 100 to 150
human GEM cells expressing Bax or not [Bax (+) and Bax (-) GBEM] prior to the induction
of apoptosis by 2 uM S5TS, Non-immune 193 ( [] ) was used as a contral, Cell death was
followied and guantified described in experimental procedures, until almeost all Bax

[+)GEBM cells were dead.
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Figure 4: Effect of the transfection of full-length antisense TOM22 cDNA in Bax
(+) GBM cells. A) Confocal analysis of TOMZ22 expression and preCO¥ VIII-RFP
subcallular localization in human GBM calls treated with antisense TOMZ22 or not on day
5. B) The expressicn of key mitochondrial proteins and members of the Bol-2 family was
analyzed by Western blots in GBM cells, treated with TOM22 antisenses (-} and compared
to that cbserved in untreated cells {+]. Both cells ware grown in 2% glucose culture
medium. Data illustrated are representative of 2 different sxpariments. C) Subcellular
fractionation and immuncblet analyses of Bax in STS-treated (Apop) and untreated
{Rest) TOM22- and TOM22+ cells. Staining with antibodies raised against cytochrome c
oxidase (subunit IV: Cox) and actin werz used, respectively, as controls for
mitochendrial and cytosclic fractions. Data illustrated are representative of 3 different
experimants. I}) The response of TOM22- cellz to STS-induced apoptosis was compared
to that of TOM224+ cells expressing or not Bax. Apoptosis was guantified by measuring
cellular caspase activity (i.e. DEVDasa) and the percentage of trypan blue-positive cells.

Data illustrated are representative of 3 different expariments.

Figure 5: TOM20 AS treatment did not affect STS-induced apoptosis. A) The
expression of TOM20 was analyzed by immuncblots in GBM cells treated with TOM22 or
TOMZ0 antisensa and comparad to that in untreated cells. Data illustrated are
represantative of 3 different expariments. B} The response to STS-induced apoptosis was
compared between TOM20- and TOM20+ cells. Apoptosis was gquantified by measuring
cellular caspase activity (i.e. DEVDase)., Data (mean and SD) were calculated from 3

different sxperiments.

Figure 6: TOM22-AS treatment does not affect Bax AS184 translocation to
mitochondria but decreases its amplification of 5TS-induced apoptosis.

A) Confocal analysis of the subcellular localization of ectopically added Bax W and Bax
AS184 in Bax (-) GBM TOM22-AS (TOM22-) and Bax (-) GEM (TOM22+) cells. Overlay of

Bax (-] GBM cells transfected with Bax a and Bax AS5184 immunostained with Bax
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antibodies and MitoTracker green. Correlation factor [(CF), calculated from Metamorph
analyses as described in 18 , indicated that no significant changes in the subceallular
localization and in the amount of expressicn was observed for Bax AS184 in TOM22 {+]
ar in the TOM22 (-) cells, On the other hand, Bax ¥, which was essentially mitochondrial

in TOM22 (+) cells becomes cytosolic in TOM22- cells,

Figure 7: The knock down of the expression of TOM22 in yeast decrease Bax
binding to mitochondria: A) Wild-type dipleid W303D (TOM22 +/4) or the
heterczygots dipleid W303D-Atom22 (TOM2Z +/-) strains express different amount of
the protein TOM22 (TOM22p). YDAC was used an internal control. B-C) The two strains
transformed with pYES plasmids encoding for Bax ¥ (B} or Bax-TimD (C). Bax-
expression was achieved for 14 hours for Bax o (B) and at the indicated times for Bax-
Tyl [C). Mitechondria wera isolated and proteins were probed with a monoclonal
antibody against yeast WDAC [Melacular Prebes), polyclenal sera against Bax or yeast
Tom22p., Mon-saturated “Western Blots were scanned and guantified with Imagel
software. D) Calculation of the amount of Bax (relative to VDAC) bound to mitochondria
in the two strains. The average ratio of mitechondrial BaxTyzeD relative to WDAC was
calculated for each point and expressed relatively to the ratic TOM22/VDAC present in

the wild-type strain which was arbitrarily fixed at 1.
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Supplementary data

Figure S1: 100 to 150 rat glioma cells, 21545, were microinjected with 15 pg of nen

immunea Ig3 or increasing concentrations (0 te 15 pg) of antibodizs raised against
TOMZ22 and treated with 2 pM staurcsporine [STS). Cell dzath was assayed as

describad in Cartron et al. {2003} Mol Call Bial 23, 4701-12,

Figure S2: Cell viability of GEM and G2M TOM 22 antisense treated in the presance orin
the absence of high glucose in the culture medium. Cell death was monitored
using blue trypan coloration as describad in Cartron et al. {2003) Mol Call Bial 23,

4701-12, Data illustrated are representative of 2 differant experiments.

Figure 53: Subcellular localization of Bax, Bcl-Xl, Bcl-2 and Bak in STS-treated
or in untreated TOM22- and TOM22+ cells. Confocal analysis of the
intracellular localization of Bal-X1 (&), Bcl-2 (2) and Bak {C) in TOM22+ or TOM22-
cells, Pictures show Bcl-¥I, 2cl-2 or Bak staining in red and the mitochondrial
marker (MitoTracker) in green, as well as the overlay. Correlation factors (CF)

were calculated as described in Cartron et al. (2003) Mol Call Biol 23, 4701-12,
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C. Commentaires et résultats complémentaires

1. Tom22 est le récepteur mitochondrial de Bax

Comme nous l'avons vu en introduction plusieurs protéines de la membrane externe
mitochondriale comme le VDAC (Shimizu et al., 1999) ou 'ANT (Marzo et al., 1998) ont déja été

décrites comme possibles récepteurs de Bax. Plus récemment une autre protéine mitochondriale, la

protéine MAP-1 (Modulator of Apoptosis 1) a été décrite comme étant un effecteur crucial de la mort

cellulaire induite par Bax (Tan et al., 2005). Cependant aucun de ces travaux ne semble vraiment

apporter de véritables éclaircissements quant au mécanisme primordial de I'association de Bax avec

la membrane externe.
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Figure 1: Diminution de I'expression de Tom22 par siRNA dans des cellules HelLa. L’apoptose est induite par
traitement des cellules a la doxorubicine a 1 pg/mL pendant 20 heures. Les contréles utilisés sont les cellules
HelLa et des cellules HeLa ScrH exprimant un siRNA inerte. A) évaluation de la mort cellulaire par comptage
des cellules en bleu trypan. B) Mesure de I'activité caspase induite par le traitement a la doxorubicine. Les
niveaux de mortalité et d’activité caspase entre les cellules shRNA-Tom22 et les cellules contrdles sont

significativement différents, P<0,05.

Les travaux rapportés dans l'article présenté dans la partie précédente permettent de proposer

un mécanisme nouveau de la translocation de Bax. En effet un criblage par la technique de double
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hybride a ainsi permis d’identifier la protéine Tom22 en tant que protéine interagissant potentiellement
avec Bax. Comme il est explicité dans la partie E.2 de l'introduction, Tom22 appartient au complexe
de translocation TOM ou il y joue le réle de récepteur des précurseurs importés. Ceci suggere donc
que Bax, lors de son étape de relocalisation mitochondriale, doit emprunter un passage impliquant le
complexe d’importation TOM appuyant ainsi le fait que la séquence d’adressage située dans I'Ha1 est
une vraie préséquence d’adressage comparable en tout point a celles retrouvées classiquement dans
les protéines importées dans la mitochondrie. En outre bien que l'interaction entre Bax et Tom22 soit
transitoire comme le montrent les résultats de cross-linking (article, figure 2B), cette étape
d’association au récepteur Tom22 est essentielle pour I'étape subséquente de perméabilisation de la
membrane externe par Bax. En effet I'utilisation d’anticorps dirigés contre la protéine Tom22 pour
saturées des mitochondries isolées inhibe I'association de Bax sur la membrane externe (article,
figure 3A et 3B). D’un point de vue fonctionnel la microinjection de ces anticorps dans des cellules
GBM induites en apoptose se traduit par I'inhibition de la mort cellulaire (article, figure 3C et 3D,
figure S1). Ceci est confirmé par I'extinction de I'expression de Tom22 dans des cellules GBM par
transfection d’'un « full-length antisens » qui permet la disruption de I'étape précoce d’association de
Bax avec la mitochondrie dépendante de Tom22 et ainsi provoque une inhibition de I'apoptose Bax-
dépendante (article, figure 4). En outre il faut signaler que lextinction d’un autre récepteur
mitochondrial, la protéine Tom20, n’interfére pas avec la capacité de Bax a induire la mort cellulaire
(article, figure 5). Le méme type de résultat est obtenu dans un autre modéle cellulaire, les cellules
Hela, dans lequel I'expression de Tom22 a été diminuée par I'emploi de siRNA (figure 1). En effet les
cellules HeLa exprimant le siRNA dirigé contre Tom22 présentent une plus grande résistance a
'apoptose induite par un traitement a la doxorubicine. L’ensemble de ces résultats permet donc de
déduire que, lors de I'induction d’'un mécanisme apoptotique, le changement de conformation subit par
Bax et conduisant ainsi a son activation le conduit vers sa nouvelle localisation qu’est la membrane
externe de la mitochondrie au travers d’'une interaction avec un récepteur membranaire, la protéine
Tom22. Cette interaction est fondamentale pour la mise en place d’'une apoptose Bax-dépendante. De
plus il faut noter que cette voie qu’emprunte Bax pour s’associer a la mitochondrie est différente de
celle empruntée par la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui s’associe a la membrane externe par une
voie empruntant le récepteur Tom20 (Motz et al., 2002). L'ensemble de ces données semble conduire
a une implication importante du complexe d’'importation TOM dans l'association mitochondriale des

protéines de la famille de Bcl-2, au moins dans les cas de Bcl-2 et Bax.

2. Domaines de Bax interagissant avec Tom22

La mise en évidence des domaines de Bax impliqués dans l'interaction avec Tom22 par la
technique de peptide scan (article, figure 2A) au cours de laquelle le potentiel d’interaction de 91
peptides dérivés de la séquence de Bax avec Tom22 est déterminé révéle que deux séquences sont
principalement impliquées (voir 'annexe 1 pour une meilleure résolution de la figure 2A de l'article).
Ce résultat confirme donc la capacité qu’ont Bax et Tom22 d’interagir 'un avec l'autre. En revanche

cette méme expérience montre que Bax et le VDAC n’interagissent pas ensemble. En effet aucun
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signal révélant la présence de VDAC sur la membrane contenant les peptides dérivés de Bax n’est
détectable ce qui suggére qu'aucun de ces peptides n'a le potentiel pour interagir avec Bax
contrairement a ce qui est observé pour Tom22 (figure 2A, 2B). Afin de contrbler la spécificité des
interactions ainsi observées, des peptides dérivés de préséquences mitochondriales d’'importation ont
été utilisés en tant que contréles. Ces peptides contrbles sont dérivés des séquences signales de
l'aldéhyde déhydrogénase, de I'ornithine transcarbamylase et de la sous-unité IV de la cytochrome
oxydase. L’utilisation de ces contrbles montrent bien que Tom22 interagit avec ces peptides dérivés
de séquences signales comme il est attendu mais que le VDAC n’interagit pas avec ces peptides
contréles (figure 2C). Ce contrdle valide donc la spécificité de linteraction entre Tom22 et les
séquences peptidiques de Bax déposés sur la membrane ainsi que I'absence d’interaction observée
dans le cas du VDAC. Il faut toutefois noter dans le cas de Tom22 que les intensités de liaison
détectées au niveau des peptides dérivés de préséquences mitochondriales semblent moins
importantes que celles mesurées pour le test avec les peptides issus de Bax. Ceci peut s’expliquer
par le fait que ces préséquences ne sont pas complétes. En effet une préséquence d’adressage est
en générale composée de 20 a 30 résidus, cependant les limites de [l'utilisation du synthétiseur de
peptide n’ont pas permis la synthése compléte de telles séquences signales. Les peptides contrbles
représentent donc seulement une portion de préséquence correspondant a 12 résidus du signal
d’adressage expliquant donc ainsi que l'interaction avec Tom22 ne soit pas optimale. Dans la mesure
ou il n‘apparait aucune interaction potentielle entre VDAC et Bax, ces résultats semblent donc
invalider définitivement I'hypothése du groupe de Tsujimoto (1999) selon laquelle Bax, au travers

d’une interaction avec VDAC, modulerait la perméabilité mitochondriale.
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Figure 2: Peptide scan. A) analyse de l'interaction du VDAC avec les différents peptides dérivés de Bax. B)
interaction de Tom22 et de VDAC avec des peptides dérivés de préséquences mitochondriales. C) données
brutes de quantification du Tom22 ou du VDAC lié a chaque peptide dérivé de la séquence de Bax.

Comme il est dit dans le paragraphe précédent 'analyse des zones d’interaction entre Bax et
Tom22 a permis de mettre en évidence deux domaines de Bax présentant une forte affinité pour
Tom22. Le premier domaine ainsi trouvé est, sans surprise, I'hélice a1 qui renferme la séquence
d’adressage mitochondriale de Bax. Ceci permet donc de confirmer que Bax suite a son activation est

transloqué/importé vers la mitochondrie via le complexe TOM en tant que substrat du récepteur de
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préprotéines Tom22. Le second domaine de Bax ayant un fort potentiel d’interaction avec Tom22 est
également trés intéressant puisqu’il s’agit de la région reliant les hélices Ha5 et Ha6. Comme il a déja
été exposé précédemment ces deux hélices hydrophobes représentent le domaine d’insertion de Bax
dans la membrane mitochondriale et constituerait la base structurale des pores formés par Bax. Le
fait que la séquence « linker » entre ces deux hélices soit directement impliquée dans l'interaction
avec Tom22 permet d’envisager une voie d’insertion membranaire de Bax qui soit dépendante du
complexe TOM. Ceci suggére donc que la simple exposition de domaines hydrophobes suite a un
changement de conformation n’est pas suffisante pour conduire a I'insertion membranaire de Bax
mais que ce mécanisme peut nécessiter une prise en charge par la machinerie de translocation de la

membrane externe mitochondriale.

D. Mise en évidence de complexes protéiques mitochondriaux contenant Bax

1. Impact du statut d’oligomérisation de Bax sur sa capacité de perméabilisation

La propriété de Bax de former des homo-oligoméres dans la membrane externe mitochondriale
constitue le point fondamental pour I'étape de perméabilisation observée lors de l'apoptose
(Antonsson et al., 2000). Les oligoméres de Bax se forment uniquement dans un environnement
membranaire aprés induction de I'apoptose (Antonsson et al., 2001) et la dimérisation forcée de Bax
conduit inévitablement a son insertion membranaire (Gross et al., 1998). Les travaux de Antonsson
décrivant des complexes de haut poids moléculaires formés par Bax lors de I'apoptose ainsi que le
modéle de Saito dans lequel Bax forme des canaux différents selon son niveau d’oligomérisation
(Saito et al., 2000) suggérent qu’'une fois inséré, Bax doit étre a I'origine de la formation de plusieurs
types de structures.

Le but du travail suivant a été de mettre en évidence les différents types de complexes formés
par Bax précocement dans la membrane externe mitochondriale suivant sa relocalisation afin de
mieux comprendre I'évolution ultrastructurale que subit le Bax mitochondrial au cours de I'apoptose.
Dans un premier temps la capacité de fractions monomériques ou oligomériques de Bax activé par le
pH a induire la libération du cytochrome c a été testé sur des mitochondries isolées. Aprés avoir été
traité a pH 6,0, du Bax
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Figure 3: Etude du potentiel de perméabilisation de fractions monomériques ou oligomériques de Bax activé
a pH 6,0 sur mitochondries isolées de foie de rat. A) western-blot réalisé sur les surnageants des tests
acellulaires pour détecter la libération du cytochrome c selon le type de traitement subit par les mitochondries.
B) quantification du cytochrome c relargué dans les surnageants par des mitochondries non traitées ou
incubées avec une fraction monomérique ou oligomérique de Bax (0,1 nM). Aucune différence significative
n’est observé selon le type de traitement. C) quantification du cytochrome c relargué dans les surnageants
par des mitochondries non traitées ou incubées avec une fraction monomérique ou oligomérique de Bax (0,1
nM) qui a subit un prétraitement a pH 6,0 pour étre activé. Le niveau de cytochrome c libéré détecté est
significativement plus élévé pour les mitochondries traitées par Bax que pour le contrdle mais la différence est
également significative entre le traitement avec les monomeéres et le traitement par les oligoméres (P<0,05).

recombinant His-taggé a été filtré au travers d’'une membrane ayant un cut-off de 30 kDa pour séparer
la fraction monomérique et la fraction oligomérique. Dans le méme temps des fractions monomériques
et oligomériques contrbles de Bax non activé ont été isolées afin d’évaluer, lors des tests acellulaires,
le potentiel de perméabilisation intrinséque du Bax recombinant purifié résultant qui pourrait étre dd a
un mauvais repliement d’'une fraction de protéines purifiées lors de I'étape de renaturation (voir
matériel et méthodes). L'activité de ces fractions a ensuite été testée sur des mitochondries isolées,
puis évaluée en quantifiant les niveaux de cytochrome c relargués dans les surnageants des tests
acellulaires (figure 3). L’'analyse de ces surnageants par western blot (figure 3A) montre bien un
différentiel dans les quantités de cytochrome c libéré: trés faible dans les cas ou Bax n’a pas été
activé et nettement plus important lorsque Bax a subit un traitement a pH 6,0. Ceci est confirmé par la
quantification du cytochrome c¢ ainsi relargué (figure 3B) puisque dans le cas des fractions
monomériques et oligomériques de Bax non activé le niveau de cytochrome c libéré est négligeable
par rapport au surnageant contréle. En revanche quand du Bax traité a pH 6,0 est utilisé (figure 3C) la

quantité de cytochrome c libéré devient importante comme il est attendu mais ce qui est le plus
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intéressant c’est que l'on observe une différence significative de cytochrome c libéré entre un
surnageant de mitochondries traitées par du Bax monomérique traité au pH et un surnageant de
mitochondries traitées par une fraction oligomérique de Bax activé par le pH. Ainsi les oligomeéres de
Bax présentent un pouvoir de perméabilisation plus important que le monomére actif. De cette fagon,
en forgant I'oligomérisation de Bax par le pH avant de l'incuber avec des mitochondries et en le
comparant a lactivité d’'un Bax actif monomérique, il apparait que Bax semble s’assembler en
différents types de structures oligomériques. Ces différents complexes ne montrent pas la méme
capacité a perméabiliser la membrane externe mitochondriale comme le montre la figure 4, ce qui
reste en accord avec les modeles d’action de Bax les plus récemment décrits. En outre les niveaux de
perméabilité augmentant en paralléle du niveau d’oligomérisation de Bax s’accordent également avec
les cinétiques de libération distinctes observées pour les différents facteurs apoptogéniques de
'espace intermembranaire. En effet le travail de Saito ef al. (2000) montre que le dimére de Bax peut
former un canal d'un diamétre de 11 A alors gu’un tétramére forme un canal de 22 A susceptible
d’étre perméant au cytochrome c. Ce qu'il peut donc étre déduit c’est que Bax, une fois inséré, semble
induire la formation de pores dont la structure évolue au cours du temps ce qui résulte en une
augmentation de la perméabilité progressive se traduisant par la libération rapide de protéines de
petites tailles dans un premier temps (cytochrome c, DDP/TIMMB8a) et plus lente voire différée pour
des protéines de plus grande taille (Smac/DIABLO, HtrA2/OMI). Pour résumer, la perméabilisation
dépendante de Bax n’apparait pas étre la conséquence de la formation d’'un seul type de pore mais
plutdt la résultante d’'une structure évolutive menant a une augmentation croissante de la perméabilité

mitochondriale dans le temps.

2. Complexes mitochondriaux formés suivant la translocation de Bax

Dans la mesure ou l'activité de Bax semble impliquer plusieurs types de complexes, partant de
'étape d’association avec Tom22 puis impliquant I'hnomo-oligomérisation croissante liée a une
augmentation de la perméabilité, il est intéressant de mettre en évidence les entités protéiques
concernées dans le contexte de la membrane mitochondriale afin d’avoir une idée plus claire de
'évolution des mécanismes apoptotiques sous-jacents a la translocation de Bax. L’étude de ces
complexes formés précocement aprés la translocation de Bax a été réalisée en utilisant des
mitochondries isolées incubées avec du Bax recombinant ou du Bax recombinant activé par le pH; les
complexes mitochondriaux formés ont ensuite été analysés en utilisant une technique de gels en deux
dimensions permettant de séparer les complexes lors d’'une premiére électrophorése réalisée en
conditions natives suivie d’'une seconde électrophorése en conditions dénaturantes afin de séparer les

composants de ces complexes.
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Figure 4: Caractérisation des complexes protéiques mitochondriaux formés par Bax suite a sa translocation
dans la membrane externe. Les gels 2D sont réalisés a partir de tests acellulaires sur des mitochondries de
foie de rat; la séparation des complexes est réalisée par la technique de BN-PAGE puis aprés dénaturation
les différents composants des complexes sont séparés par SDS-PAGE. Trois conditions sont utilisées: une
condition avec des mitochondries seules permettant d’analyser le comportement du Bax endogéne, une
condition ou les mitochondries sont incubées avec 0,1 nM de Bax recombinant His-taggé et une derniére
conditions ou les mitochondries sont traitées avec 0,1 nM de Bax activé a pH 6,0 A) détection des complexes
mitochondriaux contenant Bax par western blot. B) détection des complexes mitochondriaux contenant
Tom22 par western blot. |l faut noter que les conditions de dénaturation entre la BN-PAGE et la SDS-PAGE
n’apparaissent pas comme étant optimales ce qui semble avoir pour conséquence de maintenir certaines
interactions fortes entre protéines et donc les protéines analysées apparaissent a plusieurs niveaux de poids
moléculaires, ces différentes formes sont notées M (monomére), D (dimére) et O (oligomere).

L’analyse des complexes ainsi réalisée a permis d’avoir une idée sur les types de complexes
contenant Bax. En effet 'analyse de Bax permet d’identifier plusieurs complexes au niveau de la
mitochondrie. Dans un premier temps I'analyse de seules mitochondries isolées a permis d’observer
le comportement de la fraction mitochondriale de Bax retrouvée sur la mitochondrie méme en
conditions non apoptotiques. En effet on retrouve le Bax endogéne présent essentiellement dans un
complexe d’environ 545 kDa puis trés minoritairement dans un complexe de 400 kDa et d’autres
complexes de plus bas poids moléculaire (figure 4A). Dans les conditions utilisées pour dénaturer les
complexes avant de réaliser la seconde séparation il faut noter que ces conditions ne permettent pas
une déanturation totale de tous les éléments des complexes observés; de cette facon il apparait que
des interactions que l'on peut qualifier de « fortes » entre deux protéines ou plus ne sont pas
dénaturées ce qui explique que le Bax détecté dans les 3 complexes migre a différents niveaux de

masses moléculaires. Ainsi le Bax du complexe de 545 kDa semble faire partie d’'un « sous-
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complexe » de 60 kDa tandis que celui du complexe de 400 kDa appartient a un « sous-complexe »
de 40 kDa qui semblerait donc représenter un dimére de Bax. Pour le reste du Bax endogéne il migre
essentiellement en tant que monomére aprés dénaturaration. Lorsque du Bax recombinant non activé
est ajouté aux mitochondries, les complexes observés sont les méme que pour le Bax endogéne mais
avec en plus deux complexes de haut poids moléculaire, de 700 kDa et 900 kDa environ, qui
apparaissent (figure 4A). Le « sous complexe » de 60 kDa est toujours présent dans le complexe de
545 kDa mais également dans les deux nouveaux complexes de 700 et 900 kDa, quand au dimeére de
40 kDa et au monomere ils sont toujours présents respectivement dans les complexes de 400 kDa et
de plus bas poids moléculaire. Dans ces conditions il y a donc trés peu de changement par rapport a
la situation du Bax endogéne méme au niveau de la quantité de Bax associé a la mitochondrie ce qui
est attendu compte tenu que le Bax recombinant n’a pas été activé. En outre les légéres différences
observées peuvent étre attribuées a I'apport exogéne de Bax recombinant et a une petite proportion
de ce dernier qui aurait été activé lors de la purification. Le plus intéressant se produit donc lorsque
les mitochondries sont traitées avec du Bax activé par le pH (figure 4A). On retrouve les complexes de
900, 700, 545 et 400 kDa alors que les complexes de plus faible poids moléculaire disparaissent
presque entierement. La proportion de complexes de 900 et 700 kDa est plus faible également que
dans le cas ou un Bax non actif est utilisé. Le bax activé s’accumule donc essentiellement dans les
complexes de 545 et 400 kDa sous la forme d’'un « sous-complexe » de 60 kDa dans le complexe de
545 kDa et d’'un dimére dans le complexe de 400 kD. Il peut étre postulé que le Bax du complexe de
400 kDa est bien dimérique car 'accumulation dans ce complexe est véritablement trés importante, or
des travaux précédents suggerent fortement que la forme active de Bax est essentiellement un homo-
dimére de Bax inséré dans la membrane mitochondriale (Gross et al., 1998).

L’analyse de la localisation du récepteur de Bax, Tom22, a également été réalisée dans les
mémes conditions que pour Bax. Dans le cas des mitochondries seules Tom22 se trouve
essentiellement dans les mémes complexes contenant le Bax endogéne: essentielement un complexe
de 545 kDa et un complexe de 400 kDa. Dans le cas du complexe de 545 kDa Tom22 appartient au
« sous-complexe » de 60 kDa qui serait donc composé au moins de Bax et Tom22. Dans le cas du
complexe de 400 kDa Tom22 est résolu essentiellement en tant que monomeére, donc peu lié, ce qui
soutient le fait que dans ce complexe la forme de Bax observé est bien une forme dimérique. Dans les
conditions ou les mitochondries sont incubées en présence de Bax non actif, Tom22 est retrouvé
également dans les mémes complexes que Bax sous la forme du « sous-complexe » de 60 kDa dans
les complexes de 900, 700 et 545 kDa et sous une forme monomérique dans le complexe de 400
kDa. Lorsque du Bax activé par le pH est incubé avec les mitochondries isolées, la protéine Tom22
suit la méme évolution observée pour Bax c’est a dire que les complexes de haut poids moléculaire
(900 et 700 kDa) diminuent et Tom22 est alors surtout observé dans le complexe de 545 kDa ou |l
interagit fortement avec Bax dans le « sous-complexe » de 60 kDa. Tom22 se retrouve aussi un peu
dans le complexe de 400 kDa ou il semble étre peu lié a Bax qui lui, dans ce complexe, se trouve
surtout sous forme dimérique. L’ensemble de ces résultats conduit donc a penser que Bax, dans un
premier temps s’associe a des complexes de haut poids moléculaire (900, 700 et 545 kDa) ou se

trouve son récepteur Tom22 avec lequel il interagit au sein d’'un « sous-comlexe » de 60 kDa. Cet
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intermédiaire de 60 kDa pourrait se composer d’'une molécule de Bax et de deux molécules de Tom22
ou inversement de deux molécules de Bax et une molécule de Tom22. Il est possible également
possible qu’une troisiéme protéine soit incluse dans cet intermédiaire de 60 kDa: parmi les candidats
possible on peut imaginer Bcl-2 qui interagit avec Tom20 et est donc susceptible de se trouver au
niveau du complexe TOM lors de la translocation de Bax. Ceci pourrait alors représenter un point de
régulation de lactivitt de Bax par la formation facilitte d’hétéro-diméres Bax/Bcl-2 d0 a un
rapprochement physique induit par la présence de leurs récepteurs respectifs dans le méme
complexe. En outre il semble que ces complexes de haut poids moléculaires évoluent plutdt dans le
sens de 'accumulation du complexe de 545 kDa au détriment des deux autres complexes de 900 et
700 kDa. Cela peut suggérer leur réle dans l'insertion membranaire de Bax de fagon assez semblable
au meécanisme observé lors de limportation et 'assemblage membranaire de protéines par le
complexe TOM. Afin de vérifier si le complexe TOM peut étre impliqué dans ces complexes de haut
poids moléculaires, la méme analyse que pour Bax et Tom22 a été réalisée pour la sous-unité canal
Tom40 qui forme avec Tom22 le coeur du complexe TOM (figure 5A). L’analyse de la localisation de
Tom40 sur des mitochondries isolées seules ou incubé avec du Bax recombinant non activé révéle
que Tom40 est retrouvé justement dans ces complexes de 900, 700 et 545 kDa avec une présence
majoritaire dans le complexe de 545 kDa (figure 5A). Ceci va donc dans le sens d’un réle important du
complexe TOM dans l'insertion membranaire d’'un Bax actif et également d’'une possible régulation par
Bcl-2 a ce niveau. Le résultat de la fonction de ces complexes, surtout le complexe de 545 kDa, serait
la formation d’'un complexe de 400 kDa contenant essentiellement du Bax dimérique qui serait lui
responsable de la perméabilisation membranaire. Si des hétérodiméres Bax/Bcl-2 sont formés au
niveau des complexes de haut poids moléculaires, il est possible d'imaginer que ces hétérodiméres

pourrait se retrouver aussi dans ce complexe de 400 kDa.

74



§s8 8
A) =]

53 S
4 4 & i

=B0kD

- «60kD

‘ ~40kD
Mitochondria

- - S0KD

‘ +~B0kD

’ «40kD

Mitochondria + His-Bax

(el 21; western blot Tomd(

culots surnageatits
B) )
—_— . =
" T T T e Triton X1 i o+ - +
1 2 monomer
~—— cromz voac ——— \qulwo!
2 -
Cyte —————————+ ) el - -

Figure 5: identification des complexes mitochondriaux contenant Tom40 et mise en évidence de complexes
formés par du Bax pré-activé au triton X100. A) gel 2D réalisées a partir de mitochondries de foie de rat et
détermination des complexes contenant Tom40. B) analyse des complexes formés dans des mitochondries
isolées de foie re rat par du bax pré-activé avec du triton X100. Localisation de Bax et Tom22 dans ces
complexes par la technique de gel 2D. Des complexes d’environ 600 kDa (1) et plus ainsi qu'un complexe
d’environ 400 kDa (2) sont ainsi retrouvés pour Bax ainsi qu’un complexe de 400/500 kDa (2) pour Tom22. C)
Analyse par western blot de la quantité de cytochrome c dans les culots mitochondriaux et dans les surnageants
des tests acellulaire afin d’évaluer I'activité de Bax traité au triton X100.
n
été traité avec 0,2 % de triton X100, condition de détergent qui a été décrite comme induisant les
changements de conformation précoces de Bax ainsi que sa dimérisation (Hsu & Youle, 1997) (Hsu
& Youle, 1998). L’analyse des complexes formés suite a I'incubation de mitochondries isolées avec
du Bax pré-activé avec du Triton X100 révele ainsi que Bax est retrouvé dans le méme types de
complexes que lors de son activation par le pH (figure 5B). Ainsi on retrouve Bax dans des complexes
de haut poids moléculaires avec une accumulation forte dans un complexe (noté 1 dans la figure 5B)
que I'on peut apparenter au complexe de 545 kDa identifier précédemment. Un second complexe
(noté 2 dans la figure 5B) peut quand a lui étre identifier comme étant celui de 400 kDa. Une faible
fraction de Bax est détecter dans les bas poids moléculaire et peut étre assimiler a une forme
monomeérique. En ce qui concerne Tom22 on le retrouve dans I'ensemble des complexes mais
essentiellement dans une zone comprenant les complexes ou Bax est retrouvé principalement (zone
notée 2 dans la figure 5B). Ainsi en utilisant un second type d’activation de Bax, les méme types de
complexes mitochondriaux sont retrouves.
Enfin dans le but de confirmer I'existence des complexes protéiques mis en évidence par

l'utilisation de mitochondries de foie de rat et de Bax recombinant, le méme type d’analyse par gel 2D
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a été réalisé mais cette fois a partir d’'un modéle plus physiologique puisque cela a été fait a partir de
mitochondries de cellules induites en apoptose par un traitement a la staurosporine. Les résultats
obtenus ainsi vont dans le méme sens que dans le cas des tests acellulaires (figure 6A). En effet en
ce qui concerne Bax on le retrouve dans des complexes de haut poids moléculaire avec une forte
accumulation dans un complexe que I'on associer au complexe de 545 kDa décrit précédemment. En
outre Tom22 est retrouvé aussi dans ces complexes de haut poids moléculaire et principalement dans
le complexe de 545 kDa ce qui est en parfait accord avec les résultats précédents. Pour ce qui est des
autres complexes contenant Bax on retrouve un complexe d’environ 400 kDa dans lequel on ne
détecte pas de Tom22 ce qui la encore concorde avec les résultats précédents pour lesquels Bax
activé s’accumulait essentiellement dans un complexe de 400 kDa. La différence majeure ici réside
dans le fait que I'on observe une grande quantité de Bax présente dans des complexes de bas poids
moléculaire. Ceci peut s’expliquer de plusieurs fagons, la premiére étant due principalement a la
différence entre systéme cellulaire et systéme acellulaire. Il est possible de que les conditions utilisées
pour analyser les mitochondries de cellules HelLa apoptotiques ne refletent pas le méme stade de

I'action de Bax. En effet il se peut que dans ce cas on se trouve
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Figure 6: Analyse par gels 2D réalisés a partir de mitochondries de cellules Hela traitées a la staurosporine.
A) Analyse par western blot de la localisation de Bax et Tom22 au sein de complexes mitochondriaux aprés
induction de 'apoptose. B) localisation de Bcl-2 dans les mitochondries de HelLa apoptotiques.

dans un stade plus précoce que celui des conditions acellulaires et que dans ce cas Bax ne s’est pas
encore assemblé en oligoméres de haut poids moléculaire. De fagon assez intéressante I'analyse de
Bcl-2 dans ces mitochondries suggére que cette protéine anti-apoptotique est essentiellement
présente au niveau des complexes de bas poids moléculaire ou Bax est retrouvé (figure 6B). Ceci
pourrait donc signifier que dans ces conditions on se trouve encore a un stade ou I'action de Bax est
encore tamponnée par Bcl-2 et donc que I'on se trouve dans des conditions d’association de Bax a la
mitochondrie plus précoce que dans les conditions des tests acellulaires. La formation d’hétéro-
diméres Bax/Bcl-2 constituerait alors un frein a 'assemblage de Bax en oligoméres de haut poids

moléculaires.
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E. Modéle d’association de Bax avec la mitochondrie au cours du processus apoptotique

A la vue des résultats énoncés ci-dessus il est possible de proposer une description du mode
d’association de Bax avec la mitochondrie lors de linduction de I'apoptose, son insertion et la
formation de pores (figure 7). Aprés avoir subi un changement de conformation dévoilant entre autre
son signal d’adressage mitochondrial localisé dans 'Ha1 Bax est relocalisé vers la mitochondrie ou il
interagit avec son récepteur Tom22 via son Ha1 et la région « linker » entre ses hélices Ha5 et Ha6. A
ce moment |a Bax serait pris en charge par le complexe TOM via son interaction avec Tom22, formant
des complexes de haut poids moléculaire et menant principalement a I'accumulation d’'un complexe
de 545 kDa. Ces gros complexes protéiques pourraient alors étre impliqués dans le mécanisme
d’insertion membranaire de Bax. C’est également a ce niveau que pourrait se situer un point de
régulation de l'activité de Bax au travers de la formation d’hétéro-diméres Bax/Bcl-2 au niveau du
complexe TOM car Bcl-2 interagit avec Tom20, un composant du complexe TOM. Les hétéro-diméres
ainsi formés constitueraient un frein a 'association de Bax en oligomeéres de haut poids moléculaires,
retrouvés au sein d’'un complexe de 400 kDa, et favoriseraient ainsi le maintien de Bax au sein
d’oligoméres de moindres tailles. L’existence du dimére Bax/Bcl-2 serait donc un frein a la formation
du complexe de 400 kDa. Cependant au fur et a mesure de I'accumulation de Bax au niveau de la
mitochondrie, le pouvoir tampon de Bcl-2 finirait par étre dissipé et Bax pourrait alors s’assembler
massivement au sein d’un complexe de 400 kDa constitué par I'association d’homo-diméres de Bax.
Ce complexe de 400 kDa entrainerait alors une augmentation conséquente de la perméabilité
mitochondriale résultant par la libération de facteurs apoptogéniques comme le cytochrome c et
Smac/DIABLO. Il a été également démontré que Bax posséde la capacité de s’auto-activer (Tan et
al., 2006) dans le sens ou un monomére de Bax inséré dans la membrane mitochondriale et exposant
son domaine BH3 vers le cytosol pourrait servir de récepteur a un monomére de Bax soluble et ainsi
induire I'activation et l'insertion de ce dernier. Ce mécanisme d’auto-activation peut-étre inhibé par
Bcl-2. De cette fagcon tant que Bcl-2 est capable de tamponner 'action de Bax, le systéme de prise en
charge de Bax par son récepteur Tom22 et le complexe TOM constituerait le moyen de maintenir
l'association de Bax avec la membrane externe mitochondriale jusqu’a ce que le ratio Bcl-2/Bax
mitochondrial soit en faveur de Bax favorisant donc son mécanisme d’auto-activation. Cela permettrait
de saturer le pouvoir anti-apoptotique du Bcl-2 mitochondrial et ensuite le phénoméne d’auto-
activation de Bax amplifierait I'association de Bax avec la mitochondrie et se traduirait par
'augmentation du niveau d’oligomérisation de Bax jusqu’a la formation d’'un complexe de 400 kDa
dont l'unité principale pourrait étre du Bax dimérique. Cette oligomérisation croissante serait alors
accompagnée en paralléle par 'augmentation progressive de la perméabilité mitochondriale.

Il faut noter également que ce modéle présente une forte homologie avec le mode d’action des
toxines bactériennes formant des pores. En effet Bax posséde un domaine de formation du pore et un
domaine de reconnaissance d’'une protéine membranaire. Suite a sa translocation il s'insére dans la
membrane mitochondriale, s’oligomérise et induit la formation de pores. Dans ce modéle 'homologie

avec le fonctionnement des toxines bactériennes est flagrante et Bax peut étre ainsi apparenté a une
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toxine endogéne produite par la cellule elle-méme. Ceci ferait donc du mécanisme apoptotique un

systéme adopté par les cellules inspiré directement du mécanisme de toxicité bactérienne.
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Figure 7: Modéle relatant le mode d’action de Bax. La forme soluble de Bax se relocalise a la
mitochondrie via l'interaction avec Tom22. Bax s’insére ensuite dans la membrane externe
avec l'aide possible du complexe TOM. Une fois Bax inséré, le mécanisme d’autoactivation
CHAPI rentre en jeu permettant I'amplification de I'oligomérisation de Bax. Les oligoméres de Bax

induisent alors la formation de pores membranaires.
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Perméabilité mitochondriale au cours de I’apoptose

81



A. Avant-propos

Comme nous lavons vu en introduction il existe plusieurs hypothéses concernant la
perméabilisation mitochondriale induite par Bax au cours de I'apoptose. Parmi celles-ci il a été cité
linteraction directe de Bax avec des composants du PTP comme 'ANT (Marzo et al., 1998) ou
encore la modulation de I'activité du VDAC par Bax via une interaction directe (Shimizu et al., 2000).
A T'heure actuelle cependant, I'idée prédominante, comme nous I'avons vus, est que 'augmentation
de la perméabilité mitochondriale est la conséquence de la formation de pores médiée par
I'oligomérisation de Bax (Antonsson et al., 2000) (Saito et al., 2000). Cependant, jusqu’a ce point,
'ensemble de ces résultats n’était que le fruit d’observations de la perméabilisation induite par Bax
dans un environnement membranaire artificiel. Ce n’est que récemment que l'observation fut faite
d’'une activité canal retrouvée dans des mitochondries apoptotiques et impliquée dans le mécanisme
apoptotique et la perméabilisation mitochondriale subséquente.

En effet une étude électrophysiologique de membranes de mitochondries issues de cellules
induites en apoptose a révélé I'apparition d’un canal de trés haute conductance (Pavlov et al., 2001).
Ce canal a été nommé MAC (Mitochondrial Apoptotic Channel) et ses niveaux de conductance les
plus élevés impliquent I'existence d’'un pore de 4 nm de diamétre ce qui représente un diamétre
suffisant pour permettre le passage du cytochrome c. En outre I'apparence de ce canal peut étre
prévenue par la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Une étude complémentaire a
permis de confirmer que le MAC posséde la capacité de permettre le passage du cytochrome ¢ (Guo
et al., 2004). Ces résultats suggerent donc que le MAC pourrait étre le canal par lequel le cytochrome
c serait libéré de la mitochondrie au cours de 'apoptose. L’étude suivante correspond a une étude du
MAC dans un modéle in vivo de mitochondries de foie de rat dont les hépatocytes ont été

massivement induits en apoptose.
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B. Article : Le MAC correspond a un événement tardif au cours de l'apoptose
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Theasi e part ki A e o aeresmanl wiih e of L PTF chan-
nil £ 35 371,

A e loni chnnrel wis specifleally ohaorvad In LAK (Toble
. In refereros bo thob reporksd proviously (26-250 W om-
Flderad b o o BAC fr millechkndria] opsplesis-Indueed chan-
nel. MAC dooorked br 17.6% of the dhannel reeonded fr
LAKZ (Tabk 1T BACrekted aebiviby was never detedted In
HC B or FLAR A Rhough Phie numiber of glya-ohim sonls alad for
HCL, HAM, and TAMZ wos slmilor (Table 1T HAC Indueed
lorgs eurrents ot ony ofoppliked pobentlls (Flg. &L A nen-
broves bemme more dectrienlly polardzed. the eurrent dow
thiraugh MAC rapkdly deaenssd, althoogh not o e, Ied]ml-
Irgy that channel conductanos subslnlbes wore fvored os the

rel bo currsst smplilcdss of ths kllersducting *
ke exparimenial duin i = 0o O ey eapering L0Celi 1 slsind uess PTP chanrel doanrs. Carredil

are of Lhs main pubmnducting:

alales, ree gk

membrangs voboge IDerases. The aamentaoltags relatlonshlp
wims Bund bo b Hnear tesen —80 ond +80mY (Flg 851, W
elormiredy = 805 = 08608 in = 1Z1a0d v = 276 = 044 n=2
{m = 180 In symmairial (150150 my HCL and In osynmetrl-
cal (15050 mu HOD eondlbbne, respecthaly. Romly Jdkd we
absarved krgsr canduelan leale iy = B8, n =2 Gnd v = 7
&, n = 1L Fron he £__ nsasurenant (Flg. 85 we dolor-
mied 0 P = 158 2 046 Indkmbing thol MAC porly
dlzerin ok d waen K ard C17. BAC wop dearly vallng: -
cpandent wkh a ball-sbnped P-volings relatlonsh ip (OFkg. G070
Wollngs-gating parmmeabars are ghan o Tobk TV, Volboge da-
pendenis was olmost aymneirol Gr pslile ond negabbve
membmine potentinks @ Ehe oonber of gokieg: dharges Tound
o modulate the HAC opznlng was chse bo & (Toble TV
Phormocekgloml regulnbion of MAC wm msnyed (Fi 7L
Tha ehnnml was nathorsanal b b obmooyos e (100 us, 0 =
31, nor o epdosporine A (1 g8, = = L EHImdor cooeaenbmn-
bhans of Co™* did motk modiy MAC elketroph ysldoglon] propar-
bz iniod sbwwn). On the canbrary, cyloehmoms « siabllized th
charrel (5 mees over 10 tdalsi In o very low sonducng sub-
slubs (Flg. 7, whieh refleels a bk of MAC by cyberhnoms .
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Fil. 6. Haziraph liulc;':llullrl:—
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Io R, 350
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MAC Properties—In apoptotke aultured cellr ard Bax-ex-
prassing yoast, MAC defimes o slightly iotlonk 2-n38 concuet-
aree chanrsl (35, 271, We have ussd condklors for ehonmsl
raeordings Menlol bo those desoribed o these studles, Our
cata confirm MLAC a2 an odbve nitodiordrinl charrsl. Fur-
ibarmang, our fiudy asinbilshes ook BLAC obsarvalln 5 not
rasbritis] 1o in vitre miodals of ol op opbasle bk s oleo prosont
In mibrtondria after ductlon of opopbosls ie wewo

MAC propares ore unlque aod onmralabed to thoss of othior
MOM resdont ehonmale. Iodesd, the blophyakml panimebar
cakailibad far BLAC {Iblks studyy, VOAC (this study ond Bk, 40
ard 41, oo Gr e proooeconduecting TOM chancal 420
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diffar @om one channel o onottar, FTP has o raporis] (o
parddpale In ntehodriol permaabllization through Aoe-
tiqinl Inlsractions of Bax wilh the ndenine rieksbids Lroonslo-
aalor @, 12, 130 fAlthough s birve oo dires el denice Lhat FTP
Iz rel In part or Wolally responeble Br MAC sodivEy, wo show
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oortrdl ord opopbobl: mEehorsdrin, B expoeled Our shudy
ghiorees that thils 12 nob Phe o,

BLAC conduclnns 18 chss o 3 0= To oar Enesdedge this
deflre the lorgesl dionml 2o G Hendfesd o Dving onlmal
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eber of 48 nm. Thlr value s eonslsent with e diMeslon of
ayledirame =, o raughly spherionl prolein whose diomsir s
s (0 3085 nm 44 Miloehandrinl poptide 2ams kb chan-
nils ord SEC 61 fbwo protan-condieting ehonmlas dispioy
strang bModos of ehonml eonduglono wixn arpessd o thelr
regpective mabebrates e milechondrial or apdoplienle rakle-
ulun pre-probelmes (46-47), Indleaing that the buneporbed
profeln plugs b chonnd. YWeshow (hat o Btk of corductance
Iz chaarvad whon MAC ks supafissd In the prasenos of eyto-
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C enrrenk Current basslires ars Ggured by the dierfnd dni,

chrome = Thies, wir data strongly suggest thol eytechrons «
Ineegts Iobo e BLAC dhannel Floally, b omoss 4 ooy bochin m
= or Ipeompme, which exhibdt Bodectrle point doso to That of
cytoehrome ¢ hove o effel on MAC activly, wo propose thot
MAC/cytoadirome « Inbaracthing rasult from structural rather
iban puraly ekiebrasioble, determinomte. MAC b volbagogule.

Thig conbradlcts the Inltlal MAC ehomowrizaion c285 bul 12
supporkesd by 4 Mber report (27). The axbsleros of on ekebril
polantinl poross the ouber mambenme 18 eontrovarsiol (425
Hormavar, Ehe openleg of one or seveml BLAC dudog miledwn-
drial permenbillznion will cortainly di2epobe =3t nembrmn
potanbol, thue pramobog the ehonoel ok Tull open coofr-
miablon. BLAC |5 4 mntdecthve chonnd. Ion megnllon by on
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abarved o previous m edteo dudles (32 6B These ore nok
abezled Inour condidons. This Indlolcs thol thalr ossecinbin
wiih o bochiordrin 12 lost durleg miloeandrlal puriCentin, o
mere lkely thiab é= vee opoplasl brigesrs physloks k)
dmnoanie of Bax that are Turther oo mesad o Ehe milbecon-
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driol membrones, thus prevanting k2 conlessanoe Inbo lorge
opatos.

In sur gudy, Enx elgonars Inaeass o slze fon 20 (o 40
EDn and Anolly to 80 kD In carly, Internedite, and ot
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383, Severul prudks hove demonstratesd the strong permeob -
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C. Commentaires et résultats complémentaires

Dans le modéle décrit dans [larticle ci-dessus le MAC est donc retrouvé dans des membranes
mitochondriales issues de foies apoptotiques de rats, ce qui confirme bien que I'existence de ce méga-canal dans
des conditions physiologiques d’induction de I'apoptose. Chose intéressante dans ce modeéle, la purification de
mitochondries de ces foies apoptotiques a mis en évidence I'existence de trois populations distinctes de
mitochondries séparées sur un gradient de percoll en fonction de leur densité. Parmi ces populations on trouve
une population de hautes densité (nommée HAM: Heavy Apoptotic Mitochondria) similaire en terme de densité a
la population mitochondriale issue d’'un foie sain (nommée HCM: Heavy Control Mitochondria). En plus de cette
population de haute densité deux autres population de plus faibles densités sont isolées: une population trés peu
denses constituées de mitochondries dont le volume a énormément augmenté (nommée LAM2: Light Apoptotic
Mitochondria 2) et une population dont la densité est intermédiaire a celles des fractions HAM et LAM2 (nommée
LAM1: Light Apoptotic Mitochondria 1).

L’activité électrophysiologique du MAC retrouvée dans ce modéle présente bien les mémes caractéristiques
identifiées dans les études précédentes réalisées a partir de membranes mitochondriales de cellules FL5.12
induites en apoptose. Sa conductance est proche de 3 nS ce qui correspondrait a un diametre de pore moyen de
4,6 nm. De plus la sensibilité au cytochrome c est retrouvée dans ce modele. Le fait de retrouver cette activité
MAC dans un nouveau modele dans des conditions d’induction d’apoptose permet de confirmer que le MAC est
bien une entité existante lors du mécanisme apoptotique impliquant la voie mitochondriale.

En ce qui concerne les trois populations de mitochondries apoptotiques isolées, elles semblent
correspondre a différents stades chronologiques de la voie mitochondriale de I'apoptose dans la mesure ou la
caractérisation biochimique de ces fractions montre une perte progressive du cytochrome ¢ de la fraction HAM
vers la fraction LAM2 (article, figure 3A). Ce qui est plus surprenant c’est que la signature de l'activité du MAC
n’est retrouvée uniquement que dans la fraction LAM2, or cette population mitochondriale présente déja un déficit
significatif en cytochrome c et 'analyse biochimique révéele que les fractions HAM et LAM1 ont déja perdu des
quantité conséquentes de cytochrome c. Ce résultat ne permet donc pas de dire que I'activité du MAC est
responsable de la libération du cytochrome c. Malgré tout, a la vue des résultats décrits dans ce modéle in vivo il
apparait que l'activité du MAC est un évenement tardif de la voie mitochondriale de I'apoptose qui possede la
capacité physique de laisser passer le cytochrome ¢ mais n’est vraisemblablement pas impliqué dans la libération
précoce de celui-ci.

En ce qui concerne l'identité moléculaire de ce canal, jusqu’a ce point aucune preuve n’avait été apportée.
Dans le cas de ce modéle de foie de rat apoptotique, une des hypothéses qui pouvait étre envisagée était le cas
d’'une modulation d’'une activité canal pré-existente sur la membrane externe de la mitochondrie, ce type de
modéle ayant déja été évoqué pour expliquer le mécanisme de perméabilisation dépendant de Bax. Parmi les
protéines possédant une activité canal sur la membrane externe on peut penser aux protéines VDAC et Tom40
qui sont des composants essentiels de cette méme membrane. Afin de vérifier si ce type d’hypothése pouvait
s’avérer plausible, une approche par cross-linking a été utilisée pour déceler une possible évolution du niveau de
complexation des protéines VDAC et Tom40 (figure 1). Pour le VDAC il n'est observé aucun changement de
masse moléculaire aprés cross-linking et pour aucune des fractions mitochondriales contréle (HCM) et

apoptotiques (HAM, LAM1 et LAM2). En ce qui concerne le Tom40 il n'y également que trés peu d’évolution au
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niveau de sa masse moléculaire aprés cross-linking bien que I'on observe un complexe de 50 kDa dans la
fraction HCM qui semble disparaitre dans les fractions apoptotiques. Ce complexe de 50 kDa pourrait étre un
complexe Tom40/Tom22 qui se dissocierait en partie au cours de I'évolution du phénotype HAM vers le
phénotype LAM2. Ceci pourrait s’accorder avec les résultats du chapitre | présentant l'interaction de Bax avec
Tom22. D’autres variations sont observées au niveau du monomére de Tom40 qui pourrait étre di a I'association
avec une petite protéine Tom. Bien que cela ne représente pas une preuve formelle, rien dans I'analyse des
résultats de cross-linking de VDAC et Tom40 ne permet d'imaginer une évolution au niveau de ces protéines

susceptible d’étre synonyme d’une potentielle modulation de leur activité au cours de I'apoptose.

HCM HAM LAMI1 LAM2 HCM HAM LAMI1 LAM2
110kDa —
94kDa —»
42kDa —» S0kDa —» o
- — -
-— PRy — 37kDa —— ¥ =

29kDa —»
26 kDa —»

Cross-linking: VDAC Cross-linking: Tom40

Figure 1: Analyse par cross-linking de I'évolution des protéines VDAC et Tom40 au sein des différentes fractions. Cross-
linking réalisé sur les mitochondries de foie de rat contréle (HCM) et apoptotiques (HAM, LAM1 et LAM2). Analyse de
I'évolution de complexes potentiels contenant les protéines VDAC (a droite) et Tom40 (a gauche). Le cross-linker utilisé est
le DSS a 1 mM.

En revanche la perte progressive du cytochrome c et I'apparition du MAC coincide avec I'augmentation du
niveau d’oligmeérisation du Bax mitochondrial (article, figure 3B). Effectivement le MAC n’est présent que dans la
fraction LAM2 mais c’est aussi cette fraction qui posséde le plus haut niveau d’oligomérisation de Bax. Ceci
pourrait donc constituer un lien entre le MAC et Bax. Dans une étude plus récente il a en effet été démontré que
Bax est un composant du MAC, plus précisément ce sont des oligoméres de Bax qui sont retrouvés en tant que
composants du MAC (Dejean et al., 2005). En outre dans cette étude l'utilisation de cellules déficientes en Bax
montre que I'absence n’est pas suffisante pour bloquer 'apparition du MAC au cours de I'apoptose et que seules
des cellules déficientes en Bax et Bak ne présentent pas d’activité MAC lorsqu’elles sont induites en apoptose.
Ceci suggere donc que Bak aussi serait susceptible d’étre a I'origine d’'une activité MAC. Ceci correspond bien
également aux résultats obtenus dans le modéle de foie de rat apoptotique ou I'on observe, comme pour Bax,
une augmentation du niveau d’oligomérisation de Bak au sein des différentes fractions mitochondriales isolées et
culminant dans la population LAM2 (figure 2). Donc le plus haut niveau d’oligomérisation de Bak coincide
également avec I'apparition du MAC. Ceci rentre donc bien également dans le cadre de I'étude de Dejean et al.

Montrant que Bak serait également impliqué dans la formation du MAC.
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Figure 2: Analyse par cross-linking de I'oligomérisation de Bak. Cross-linking réalisé sur les mitochondries de foie de rat
contréle (HCM) et apoptotiques (HAM, LAM1 et LAM2). Analyse de I'évolution du niveau d’oligomérisation de Bak. Le
cross-linker utilisé est le DSS a 1 mM.

Donc comme il vient d’étre énoncé et a la lumiére des résultats obtenus par le groupe de K. Kinnally on
peut donc conclure que lactivitt MAC est bien une activité apparaissant au cours de l'apoptose et qui est
directement liée a la formation d’oligoméres de Bax et de Bak qui sont les composants essentiels de ce canal.
Bien que I'on distingue bien des homo-oligomeres de Bax et de Bak qui soient liées a I'apparition du MAC, il reste
difficile de déterminer si chaque type d’homo-oligomére, en conditions physiologiques, peut générer une activité
MAC ou si le MAC est le résultat d’'une coopération entre ces deux types d’oligoméres. Le travail du groupe de K.
Kinnally a permis de mettre en évidence que les oligoméres de Bax peuvent générer une activité similaire au
MAC. En outre comme I'absence de Bax ne bloque pas I'apparition du MAC, il semble clair que Bak joue un rdle
dans la formation de ce méga-canal, d’autant que I'absence de Bax et de Bak prévient totalement I'apparition du
canal. Il aurait été intéressant dans ce travail d’inclure I'utilisation d’'un modéle de cellules déficientes en Bak.
Cependant leurs résultats montrent que I'immunodéplétion de Bax semble également provoquer presque
totalement la disparition de l'activité du MAC, ce qui peut s’expliquer par le fait qu’en immunoprécipitant Bax ils
entrainent également du Bak. Donc en terme d’organisation moléculaire du MAC il semblerait que son
fonctionnement serait plutot le résultat d’'une coopération entre les deux types d’homo-oligoméres. Bien qu’il ne
semble pas exister d’hétéro-dimére Bax/Bak, il a déja été rapporté qu’'une association entre les oligoméres de
Bax et de Bak soit possible (Mikhailov et al., 2003).

En revanche en ce qui concerne le réle du MAC dans la libération du cytochrome c, cela reste plus
controversé. A la vue des résultats de notre modele de foie de rat, il apparait clairement que le cytochrome c est
libéré avant que le MAC apparaisse. Cette observation a été rendue possible par la purification de trois

populations bien distinctes de mitochondries apoptotiques qui a priori peuvent cohabiter au sein d’'une méme
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cellule mais qui représentent trois stades chronologiques distincts de la voie mitochondriale de I'apoptose.
L’ensemble de ces résultats conduit a conclure que l'activité MAC est un événement tardif de la voie intrinséque
qui n’est pas impliqué dans la libération du cytochrome ¢ qui a lieu trés précocement lors de la mort cellulaire.
L’explication possible est que I'apparition du MAC est probablement liée a des trés hauts degrés d’oligomérisation
de Bax et de Bak alors que des niveaux d’oligomérisation plus faibles sont suffisants pour induire la libération de

cytochrome c sans pour autant induire I'apparition d’une activité de type MAC.

CHAPITRE IlI

Association de Bak a la mitochondrie: mise en évidence
de nouveaux partenaires protéiques et mécanisme

moléculaire de la mort induite par Bak
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A. Avant-propos

Comme il a été explicité en introduction, le mode d’action par lequel Bak induit la mort cellulaire est trés peu
documenté comparé a Bax. |l est d'ores et déja connu que lors de I'apoptose Bak subi un changement de
conformation dévoilant son domaine N-terminal et son domaine BH1 (Griffiths et al., 2001). En outre, tout
comme Bax, Bak posséde la capacité de s’auto-activer aprés induction du processus apoptotique (Ruffolo &
Shore, 2003). Cependant bien qu’homologues pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 des études ont montré que
Bax et Bak ne possédent pas des réles redondants lors d’'une induction apoptotique (Cartron et al., 2003a). La
premiére différence flagrante se situe au niveau de la localisation de Bak qui est retrouvé surtout sur la
membrane externe de la mitochondrie en conditions normales et en conditions apoptotiques (Griffiths et al.,
1999) (Wei et al., 2000). Cette localisation au niveau de la membrane dont il cause la perméabilisation lors de
'apoptose est surprenante car les premiéres études portant sur Bak ont montré que I'expression forcée de Bak
ectopique dans des fibroblastes et des neurones sympathiques induit une apoptose rapide et massive des
cellules (Chittenden et al., 1995b) (Farrow et al., 1995). Ceci n’est pas observé lors d’'une surexpression de Bax
ce qui suggére donc que Bak, méme en conditions non apoptotiques, n’est pas complétement inactif
contrairement a la forme soluble monomérique de Bax. Ces observations impliquent donc I'existence de facteurs
mitochondriaux permettant de bloquer l'activité pro-apoptotique intrinséque de Bak et le maintenant ainsi dans un
état inactif au niveau de la membrane externe. Ainsi des rapports montrent que Bak réside au sein de gros
complexes mitochondriaux en conditions non apoptotiques (Mikhailov et al., 2003).

Ce n’est que récemment que certains rapports ont permis d’avancer un certains nombre d’explications sur
la fagcon dont Bak est fortement régulé au niveau de la membrane externe mitochondriale en conditions non
apoptotiques au travers d’interactions impliquant d’autres facteurs protéiques. La premiére catégorie de facteurs
impliqués dans cette régulation négative correspond a des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. En
effet dans des conditions normales Bak semble étre maintenu dans un état inactif par les protéines Mcl-1 et la
fraction mitochondriale de Bcl-x, (Griffiths et al., 1999) (Willis et al., 2005). La disruption de ces hétéro-diméres
au cours de l'apoptose nécessiterait alors l'intervention de protéines a BH3 (Moreau et al., 2003) et en effet le
travail de Willis et al. (2005) démontre que la protéine @ BH3 Noxa interagit avec Mcl-1 et induit sa dégradation
par le protéasome, libérant ainsi Bak de son partenaire antagoniste. En revanche le complexe Bcl-x /Bak serait
dissocié par l'entremise d’'une autre protéine a BH3 que Noxa puisque celle-ci n’interagit pas avec Bcl-x.. Le
candidat potentiel pour la dissociation de I'hétéro-dimére Bcl-x,/Bak pourrait étre la forme tronquée de Bid qui est
capable d’activer la protéine Bak (Wei et al., 2000) (Ruffolo & Shore, 2003) (Cartron et al., 2003a) et sachant
que le changement de conformation de Bak est suivi de la dissociation de Bak et de Bcl-x_ (Griffiths et al., 2001).
En outre il semblerait que le changement de conformation de Bak lors de son activation augmente la possibilité
de formation d’hétéro-diméres Bcl-2/Bak (Ruffolo & Shore, 2003). L'ensemble de ces résultats suggére donc que
Bak apparait étre tres fortement régulé, en conditions normales et apoptotiques, par les membres anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2. Cependant un autre type de régulation négative de lactivité de Bak
n’impliquant pas de membres de la famille de Bcl-2 a également été mis en évidence récemment. En effet des
expériences de cross-linking ont permis l'identification d’'un complexe de 60 kDa composé de Bak et de I'isoforme
2 du VDAC (Cheng et al., 2003). Ce complexe existe en conditions non-apoptotiques et est dissocié lors de

l'activation de Bak par une protéine a BH3 comme tBid par exemple. En outre il apparait que les domaines BH3
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et BH1 de Bak soit impliqué dans la formation de ce complexe. L’analyse de la fonctionnalité du complexe
Bak/VDAC2, par I'utilisation de cellules dont I'expression de VDAC2 est éteinte, révéle que ces cellules sont plus
sensibles a l'induction de l'apoptose par traitement a la straurosporine et présentent une accélération de la
libération du cytochrome c. Ainsi la protéine VDAC2 apparait également en tant que régulateur de I'activité de
Bak. Il semble exister un autre type de régulation de Bak et impliquant son homologue pro-apoptotique Bax. En
effet comme il a été décrit précédemment Bax et Bak forment des homo-oligoméres aprés avoir été activés au
cours de I'apoptose et bien qu’aucun hétéro-oligomére Bax/Bak ne semble exister il apparait malgré tout qu’une
association entre les deux types d’homo-oligoméres puisse étre observée (Mikhailov et al., 2003). Le plus
remarquable dans cette observation faite par Mikhailov et al. est que la déplétion en ATP par hypoxie de cellules
Bax™ résulte en une disparition des homo-oligoméres de Bak ainsi qu'une trés forte inhibition de la libération de
cytochrome c. En revanche dans le cas de l'utilisation de cellules Bak™, I'oligomérisation de Bax est seulement
retardée et le processus apoptotique se déroule normalement. Ces résultats semblent donc suggérer que dans
une condition hypoxique Bax semble exercer sur Bak un role de régulateur fonctionnel. De plus une étude
récente montre que la déficience en Bax induit une diminution de la formation du complexe Bak/VDAC2
(Chandra et al., 2005). Cette étude soutient le fait que Bak devient I'effecteur pro-apoptotique majeur en cas
d’'absence de Bax comme il a déja été décrit auparavant (Cartron et al., 2003a). Ainsi la déficience en Bax
entrainant une moindre régulation de Bak par VDAC2 il est possible d’émettre I'hypothése qu’il existe une
régulation Bax-dépendante de la fonction et de I'association mitochondriale de Bak.

Pour résumer les faits connus sur Bak il faut donc noter que celui-ci est régulé et/ou séquestré de facon
trés importante au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, ceci étant probablement da au fait de sa
capacité intrinséque a induire la mort cellulaire sans avoir été activé. Cette régulation étroite de la fonction de Bak
est certainement une des raisons pour lesquelles sa capacité a induire I'apoptose apparait moins efficaces que
celle de Bax. Néanmoins Bak semble agir de fagon synergique avec Bax pour former des pores dans la
membrane externe mitochondriale. Le travail présenté ci-aprés a donc pour but essentiel d’étudier la maniere
précise dont Bak s’associe avec la mitochondrie en conditions normales et en conditions apoptotiques avec en
point de mire la mise en évidence de récepteurs mitochondriaux potentiels de cette protéine comme il a été
réalisé pour I'étude de Bax et Tom22. Le second but recherché est de mettre en évidence les points clés de la
mort induite par Bak se produisant précocement suite a I'activation de ce dernier et ceci en vue de proposer un

modeéle de mécanisme moléculaire précoce de I'apoptose Bak-dépendante.
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Figure 1: Régulation de Bak sur la membrane externe de la mitochondrie. L’action de tBid permet de disrupter le
complexe VDAC2/Bak et potentiellement I'hétéro-dimere Bcl-x./Bak tandis que Noxa permet la dissociation de
I'hétéro-dimeére Mcl-1/Bak entrainant la dégradation de Mcl-1 par le protéasome. Le Bak ainsi libéré et activé peut
s’oligomériser pour induire la formation de pores membranaires cependant I'action de la forme active de Bak peut
également étre antagonisé par la formation d’un hétéro-dimére Bcl-2/Bak.

B. Mise en évidence de nouveaux partenaires mitochondriaux de Bak

1. Criblage par tests acellulaires de partenaires protéiques potentiels de Bak

Une premiére approche a été faite en étudiant 'association de Bak radiomarqué avec des mitochondries
isolées incubées au préalable avec des quantitées non saturantes (2 ug) ou saturantes (15 ug) d’anticorps dirigés
contre diverses protéines de la membrane externe de la mitochondrie et ce en vue de bloquer les sites potentiels
nécessaires a l'association de Bak. Parmi les protéines ainsi testées se trouvent le récepteur mitochondrial aux
benzodiazépines (PBR), les récepteurs Tom20 et Tom22 du complexe TOM qui sont respectivement des
partenaires de Bcl-2 et Bax, et les metaxines 1 et 2 décrites originellement comme potentiels récepteurs de

précurseurs protéiques importés dans la mitochondrie et ainsi lié au processus d’'importation.
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Figure 2: Association de Bak radiomarqué sur des mitochondries isolées de foie de rat pré-incubées avec des
anticorps ciblant diverses protéines de la membrane externe. Le Bak utilisé pour I'association est ajouté aux
mitochondries tel quel aprés sa synthése in vitro ou est activé au préalable par du tBid.

Ces tests acellulaires ont permis d’observer que I'association de Bak n’est pas sensible a la saturation
préalable du PBR, de Tom20, de Tom22 et de la metaxine 1 (figure 1). En revanche le Bak natif ne s’associe plus
a des mitochondries saturées par un anticorps anti-metaxine 2, ceci suggérant ainsi un réle de la metaxine 2 dans
la localisation mitochondriale de Bak en conditions normales. En revanche lorsque des conditions de type
apoptotique sont simulées par l'activation préalable de Bak par la forme p15 tronquée de Bid, le profil
d’association de Bak sur ces mémes tests acellulaires change. En effet bien que Bak reste toujours insensible a
la saturation du PBR et des récepteurs Tom, il devient également capable de s’associer aux mitochondries
isolées saturées par I'anti-metaxine 2. Dans le cas de I'activation par p15-tBid I'inhibtion de I'association de Bak
intervient lorsque les mitochondries ont été saturées par un anticorps anti-metaxine 1 (figure 1).

Ainsi ces tests acellulaires permettent de mettre en évidence un nouveau couple de protéines impliquées
dans l'association de Bak avec la membrane externe mitochondriale: les metaxines 1 et 2. Bien que le fait de
rajouter du Bak sur les mitochondries ne reproduise pas exactement des conditions physiologiques pour
lesquelles celui-ci est constituvemnt localisé sur la mitochondrie, ces résultats indiquent néanmoins que ces
protéines ont un lien avec dans le mécanisme d’association de Bak avec la membrane externe. Dans la mesure
ou tBid a été décrit comme induisant le changement de conformation de Bak au cours de I'apoptose il apparait
que ce changement de conformation ou activation peut se traduire également par un changement de partenaire
protéique lors de l'induction du processus apoptotique: Bak interagit préférentiellement avec la metaxine 2 en
condition non apoptotique et la modification structurale subie au cours de son activation le conduit a se
désengager de sa liaison avec son premier partenaire protéique et privilégie alors une interaction avec la
metaxine 1.

Comme il a été décrit dans l'introduction les metaxines sont un couple protéique dont une, la metaxine 1,
est ancrée dans la membrane externe par un domaine transmembranaire et interagit avec la metaxine 2 qui elle
est une protéine périphérique (Armstrong et al., 1999). Des investigations sur le réle de la metaxine 1 ont montré
que celle-ci est impliquée dans le mécanisme d’importation mitochondrial (Armstrong et al., 1997). En outre la
metaxine 1 et la metaxine 2 apparaissent étre respectivement les homologues des protéines Mas37 et Sama35,
identifiées chez la levure, et appartenant au complexe SAM chargé du transfert horizontal et de I'assemblage
dans la membrane externe de certains précurseurs importés via le complexe de translocation TOM. Les
metaxines selon toute vraissemblance appartiennent donc a la machinerie globale d'importation de la membrane

externe composée des complexes TOM et SAM. Ceci est un point intéressant car il apparait ainsi que cette
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machinerie d’importation constitue un point de convergence des protéines pro-apoptotiques effectrices Bax et Bak
qui donc interagissent respectivement avec Tom22 et les metaxines. Ceci semble méme pouvoir se généraliser a
d'autres membres de cette famille puisque Bcl-2 est un partenaire protéique de Tom20. Bien que cette
convergence vers la machinerie d’importation puisse représenter un point commun entre Bax et Bak, leur
partenaires protéiques distincts et appartenant a des complexes différents indiquent cependant que le mécanisme
par lequel ils s’associent avec la mitochondrie sont différents. Cela évoque également des mécanismes
moléculaires différents impliqués dans l'insertion membranaire de Bak et de Bax lors des étapes précoces de la
voie mitochondriale de l'apoptose et précédant les processus d’auto-activation, d’oligomérisation et de
perméabilisation. Ces premiers résultats semblent donc appuyer les réles non redondants que peuvent présenter
Bax et de Bak au cours de I'apoptose.

2. Recherche de domaines de Bak impliqués dans son association avec la mitochondrie

Afin d’avoir une meilleure idée sur la maniere dont Bak s’associe avec la mitochondrie et/ou ses récepteurs
potentiels, de nouveaux tests d’association avec des mitochondries issues de cellules de glioblastome déficientes
en Bax et en Bak ont été réalisés pour comparer I'association d’'un Bak wild-type a I'association de diverses
formes tronquées ou mutées de Bak. Ces formes de Bak sont des formes délétées de la partie N-terminale

4189 "de la partie C-terminale (Bak“‘) et un mutant du domaine BH1

(Bak™), des 69 premiers résidus (Bak
(double mutation E120K-N124S; Bak™™'). L'association de ces diverses formes a été testée sur des
mitochondries isolées seules ou saturées au préalable par des anticorps anti-metaxine 1 ou 2 ou anti-VDAC2.
L’insertion membranaire de ces diverses formes de Bak a également été vérifiée par un traitement alcalin suivant

I'étape d’association.
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Figure 3: Association de Bak et des ses formes délétées ou mutées sur des mitochondries de GBM déficientes en
Bax et en Bak. A) Association de différentes formes de Bak sur des mitochondries isolées seules ou saturées soit
par un anticorps anti-metaxine 1, anti-metaxine 2 ou anti-VDAC2. L’insertion membranaire est également évaluée
par traitement alcalin. B) Méme étude que précédemment mais réalisée avec un prétraitement des différentes
formes de Bak par du p15-tBid.

Comme le montre les résultats obtenus (figure 3A), le Bak full-length s’associe sur mitochondries seules ou
saturées par I'anticorps anti-metaxine 1 mais pas dans le cas d’'une saturation par un anti-metaxine 2 ou un anti-
VDAC2. Le traitement alcalin nous indique également que Bak est inséré dans la membrane mitochondriale
lorsque I'on observe une association, suggérant ainsi qu’en conditions non-apoptotiques Bak est déja intégré
dans la membrane confirmant son son statut de protéine intégrale de la membrane mitochondriale déja décrit.
Dans les tests acellulaires effectués avec les formes Bak“" et Bak®'™® il est observé que celles-ci se comportent

M he posséde plus la capacité de s’associer a la

exactement comme le Bak full-length. Le mutant Bak
mitochondrie. Enfin le Bak“® semble pouvoir s’associer a la mitochondrie sauf si il y a saturation préalable par des
anticorps anti-metaxine 2 ou anti-VDAC2 mais le traitement alcalin indique que cette forme n’est plus insérée

dans la membrane mitochondriale.
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Lorsque I'on étudie la capacité de s’associer a la mitochondrie d’'un Bak full length traité par du p15-tBid,
l'observation confirme que la saturation des sites VDAC2 et metaxine 2 n’a plus d’effet inhibiteur sur son
association et que seule une saturation des sites metaxine 1 bloque I'association de la forme activée de Bak.
Comme observé précédemment les formes Bak™" et Bak“"®® suivent le méme schéma d’association que le Bak

mBH1

full length activé. Le mutant Bak reste incapable de s’associer avec la mitochondrie dans tous les cas de

figure. Enfin pour la forme Bak"® traitée par du p15-tBid elle se comporte exactement comme le mutant Bak™®"!
alors qu’en abscence d’activation elle apparait étre compétente pour s’associer a la mitochondrie mais incapable
de s’y insérer.

Ces résultats nous apprennent plusieurs choses, la premiére étant que I'association décrite par le groupe
de Korsmeyer entre Bak et le VDAC2 y est reproduite puisque la saturation de mitochondries par un anticorps
dirigé contre le VDAC2 empéche l'association mitochondriale de Bak mais pas celle de Bak activé par p15-tBid.
Les autres informations viennent de la comparaison entre I'association du Bak full length et celles des formes
tronquées ou mutées. La délétion de la partie N-terminale de Bak n’entraine pas de modification concernant sa
capacité a s’associer a la mitochondrie et a s’insérer dans la membrane ce qui constitue une premiére différence
importante avec Bax. En effet 'étude de la forme de Bax délétée de son N-terminal ou du variant Bax ¥ montre
que cela entraine une augmentation de son association mitochondriale et ainsi une relocalisation de Bax du
cytosol vers la mitochondrie. Ceci n’est pas le cas pour Bak suggerant ainsi que sa partie N-terminale n’est pas
impliquée dans la régulation de son association. Dans le cas de Bak“'™®® le méme résultat que précédemment est
observé. La délétion des 69 premiers résidus de Bak correspond a une délétion de son extrémité N-terminale et
de sa premiere hélice a ou Hal. Ce Bak tronqué a été réalisé afin de le comparer avec le mécanisme
d’association de Bax impliquant une séquence d’adressage située dans son Ha1. Dans le cas de Bax la délétion
de 'Ha1 conduit a une incapacité de celui-ci de s'associer avec la mitochondrie. Dans la mesure ou Bak“'*®®
s’associe et s’insert toujours de fagon comparable a un Bak full length ceci conduit donc a dire que contrairement
a Bax il n’y a pas de séquence d’adressage mitochondriale dans I'Ha1 de Bak.

La mutation du domaine BH1 de Bak entraine une perte totale de la capacité de ce dernier a s’associer et
s’insérer dans la membrane mitochondriale. Dans leur étude sur l'interaction de Bak avec le VDAC2 Cheng et al.
avaient déja observé, en utilisant des systémes cellulaires murins exprimant des mutants de Bak, que la mutation
du BH3 empéche la formation du complexe mais aussi que la mutation du BH1 réduit drastiquement la quantité
de complexe Bak/VDAC2. Ces résultats semblent donc suggérer que le BH1 jouerait plus un rdle dans
l'interaction de Bak avec ses partenaires protéiques mitochondriaux que dans I'adressage méme de celui-ci a la
membrane mitochondriale. Ceci peut étre supporter par le fait que le changement de conformation de Bak lors de
'apoptose conduit a I'exposition de son domaine BH1, or selon les structures protéiques connues de Bax et Bcl-x.
ce domaine recouvre une partie de 'Ha5 de ces protéines. On sait également que I’'Ha5 avec 'Ha6 constitue le
domaine de formation du pore de ces protéines, le dévoilement du BH1 de Bak lors de son activation pourrait
donc refléter le déploiement de ces hélices lors l'insertion membranaire de Bak dans sa forme apoptogénique.
Dans la mesure ou Bak présente une capacité intrinséque a induire la mort et qu’il apparait étre neutralisé au
niveau mitochondrial par des interactions mettant en jeu d’autres protéines, il est possible d'imaginer que ces
interactions pourraient impliquer le domaine BH1 de Bak formant ainsi une sorte de verrou empéchant l'insertion

des hélices capables d'induire la formation de pores membranaires et la perméabilisation mitochondriale
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résultante. Cette forme de cadenas ne serait ainsi ouverte que lors de linteraction de Bak avec des activateurs
comme tBid libérant ainsi le potentiel apoptogénique de Bak.

Enfin pour ce qui est du domaine C-terminal de Bak il semble que celui-ci puiise bien jouer un rbéle dans
'association mitochondriale mais d’une fagon différente que le domaine BH1. En effet le Bak"“® non actif peut
s’associer a la mitochondrie et cette association est inhibée par des anticorps dirigés contre le VDAC2 et la
metaxine 2 mais lorsque 'on vérifie son statut de protéine intégrale par traitement alcalin alors il apparait que le
Bak®® n'est plus inséré et se comporte donc comme une protéine périphérique associée a la membrane externe
par le biais d’interactions avec des protéines mitochondriales. Le domaine C-terminal de Bak étant
remarquablement hydrophobe, il peut s'insérer dans une membrane lipidique et son rdle en tant que possible
domaine d’ancrage transmembranaire a déja été évoqué (Martinez-Senac et al., 2002). Ceci semble se
confirmer a la vue de résultats des tests acellulaires qui suggérent ainsi que le Bak en conditions non
apoptotiques est ancré dans la membrane par son domaine C-terminal et que ce domaine n’est pas impliqué
dans les interactions de Bak avec la metaxine 2 et le VDAC2. Ce comportement de Bak"“® se trouve modifié
lorsqu’il est activé au préalable par du p15-tBid puisque dans ce cas il ne peut méme plus s’associer a la
mitochondrie ce qui suggére un rdle important du C-terminal de Bak dans sa fontion pro-apoptotique. Ceci peut
s’expliquer de deux fagons, la premiére étant que le domaine C-terminal joue un role essentiel dans l'insertion de
la forme active de Bak mais ceci ne s’accorde pas totalement aux modéles décrits pour Bcl-2, Bcl-x, et Bax qui
montrent que lors du processus apoptotique le changement de conformation subit par ces protéines conduit a
l'insertion de celles-ci essentiellement par le biais de leurs hélices Ha5 et Ha6 (Kim et al., 2004) (Cartron et al.,
2005) (Thuduppathy et al., 2006). En outre leur implication dans la formation du pore généré par Bax suggére
fortement que Bak doit suivre le méme type de schéma pour induire la perméabilisation mitochondriale.
Cependant il ne peut étre totalement exclu que I'ancre membranaire représentée par le C-terminal soit essntiel
pour que ces deux hélices puissent s’insérer et se positionner dans la membrane mitochondriale de fagon a
induire la formation de pores. La seconde explication concernant le réle du domaine C-terminal de Bak pourrait
étre son implication dans linteraction avec la metaxine 1, le partenaire de Bak activé, expliquant ainsi le
différentiel d’association entre le Bak“ non traité et le Bak’ traité par tBid.

Enfin pour ce qui est de 'adressage méme de Bak a la mitochondrie, ces résultats montrent que le domaine
N-terminal et I'Ha1 ne sont pas impliqués contrairement & son homologue Bax. Il semble plus probable que cet
adressage soit médié par le C-terminal comme le suggére fortement I'étude realisée sur celui-ci par Martinez-
Senac et al.. En outre les résultats des tests acellulaires montrent que la délétion de ce domaine entraine un
changement au niveau de I'association mitochondriale de Bak méme si ce dernier est tout de méme retrouvé sur
la membrane. Tout ceci semble donc indiquer que la séquence d’adressage de Bak pourrait se situer au niveau
de I'extrémité C-terminale comme c'est le cas pour Bcl-2 et Bcl-x.. La raison pour laquelle notre Bak“® serait
s’associerait tout de méme a la mitochondrie pourrait résulter du fait que la délétion du seul domaine
transmembranaire n’élimine pas totalement la séquence d’adressage, il a en effet été démontré que les
séquences responsable de I'adressage de Bcl-2 et Bcl-x, sont constituées par leur domaine transmembranaire
mais également par d’autres résidus situés de chaque cbdté de ce domaine. Le domaine BH1 pourrait étre
impliqué également mais cela semble peu probable a la vue des données connues pour les autres membres de la

famille de Bcl-2.
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Globalement ces premiers résultats ont permis d’identifier deux nouveaux partenaires protéiques de Bak,
les metaxines 1 et 2. Une des informations essentielle est que I'une de ces protéines, la metaxine 2, interagit
avec un Bak non activé tandis que la seconde, la metaxine 1, interagit avec un Bak actif. En outre I'existence du
complexe Bak/VDAC2 est confirmée dans un autre modéle que le modéle murin dans lequel il a été initialement
décrit. Un autre point important est que Bak, comme Bax, utilise des protéines appartenant a la machinerie
d’importation de la membrane externe, cependant ’homologie entre les deux protéines pro-apoptotique s’arréte la
puisque ils n'utilisent pas les mémes récepteurs mitochondriaux qui eux se localisent dans des complexes
différents. Un autre point de divergence concerne l'adressage mitochondrial de ces protéines qui implique
l'intervention du domaine N-terminal et 'Ha1 dans le cas de Bax alors que pour Bak cela semblerait mettre en jeu
son domaine transmembranaire C-terminal. En outre alors que Bax et Bcl-2 sont adressés a la mitochondrie par
lintermédiaire de composants du complexe TOM, voie classique utilisée par les protéines a localisation
mitochondriale, il apparait que Bak est adressé de maniére peu conventionnelle via son interaction avec les
metaxines. Ceci permet de dire que les différences observées entre les partenaires mitochondriaux respectifs de
Bax et de Bak apportent encore plus de poids a l'idée de non redondance de leurs activités pro-apoptotiques
respectives. Dans la mesure ou il a été observé que linteraction entre Bax et Tom22 est essentielle pour la
fonction de Bayx, il est a présent essentiel de rechercher 'impact que I'interaction de Bak avec les metaxines peut

avoir au niveau de sa fonction pro-apoptotique.

C. Implications fonctionnelles de l'interaction de Bak avec les metaxines

1. Mise en évidence du role des metaxines dans I'association mitochondriale de Bak dans des modéles
cellulaires

Le premier modeéle cellulaire choisi pour valider ces résultats est un modéle de cellules de glioblastome
multiforme déficentes en Bax au sein desquelles il a été montré que le processus apoptotique était médié par Bak
(Cartron et al., 2003a). Afin de mettre en évidence le systéme d’interaction de Bak avec les metaxines dans un
systeme cellulaire et son implication fonctionnelle dans I'apoptose Bak-dépendante, I'expression de la metaxine 1
(GBM AS-Mtx1) ou de la metaxine 2 (GBM AS-Mtx2) a été éteinte dans ces cellules par expression d’une
séquence full length antisens du messager de ces protéines a I'image de ce qui a été fait pour Tom22, le
récepteur de Bax. L’expression de ces antisens permet d’obtenir une extinction totale de ces protéines (figure
4A). Bien gu’initialement le metaxine 2 ait été décrite comme une protéine périphérique partenaire dela metaxine
1, il faut noter ici qu’elle semble posséder d’autres partenaires puisque comme le montre la figure 4A, dans les
GBM AS-Mtx1 la metaxine 2 reste mitochondriale en absence de metaxine 1 et seul un traitement alcalin permet
de la dissocier de la membrane mitochondriale. Ceci suggére donc I'existence d’autres protéines liées au couple
metaxine 1 et metaxine 2, faisant de celles-ci des composants d’un plus vaste complexe. Comme il est décrit
dans lintroduction parmi les candidats possibles, le Sam50 humain semble étre le meilleur puisqu’avec les

metaxines il constituerait le complexe SAM humain.
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Figure 4: Eutde fonctionnelle de I'interaction de Bak avec les metaxines dans les modéles GBM AS-Mtx2 et GBM
AS-Mtx1. A) Analyse par western blot de I'expression metaxines 1 et 2 dans des fractions mitochondriales de GBM
(wt), de GBM AS-Mix1 (AS Mtx1) ou de GBM AS-Mtx2 (AS Mtx2). Les mitochondries ont subi un traitement alcalin
(T) ou non. B) Fractionnement subcellulaire et analyse de la localisation de Bak en conditions normales ou
apoptotiques (induction a la staurosporine) dans les différents modeles cellulaires. C) Microscopie confocale réalisée
sur les différents modéles cellulaires en conditions normales ou apoptotiques (induction a la staurosporine). Les
mitochondries sont marquées en vert et Bak en rouge. L’activitt DEVDase a été mesurée également dans les

différents modeéles cellulaires.

Des expériences de fractionnement subcellulaire sur ces différents modéles exprimant ou non les
metaxines en conditions saines ou apoptotiques permettent de valider I'existence et I'importance de linteraction
et ces deux nouveaux partenaires mitochondriaux que sont la metaxine 1 et la metaxine 2 (figure 4B). En effet
dans les GBM parentales, on retrouve bien du Bak dans la fraction mitochondriale qu’il y ait eu induction de la

mort cellulaire ou non. En revanche la méme approche sur les cellules GBM AS-Mtx1 conduit a I'observation que
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Bak est bien mitochondrial en conditions non apoptotiques mais qu’il se relocalise au niveau du cytosol lors de
linduction de l'apoptose par un traitement a la staurosporine. Pour ce qui est des GBM AS-Mtx2 c’est en
conditions normales que Bak se retrouve dans la fraction cytosolique et lorsque les cellules sont traitées a la
staurosporine, Bak se relocalise de fagon étonnante au niveau de la mitochondrie. Le marquage intracellulaire de
Bak et des mitochondries (figure 4C) confirme bien les résultats de fractionnement subcellulaire puisque dans les
GBM AS-Mtx2 non apoptotiques Bak se relocalise dans le cytosol et retrouve une localisation mitochondriale
lorsque les cellules sont traitées a la staurosporine. A l'inverse dans les GBM AS-Mtx1 Bak reste mitochondrial
dans les non-apoptotiques alors que durant le processus de mort cellulaire il se relocalise vers le cytosol. En
outre la mesure de I'activité DEVDase induite lors de I'apoptose de ces différents modéles cellulaires montre que
les GBM AS-Mtx2 présentent une activité caspase similaire a celle des GBM parentales alors que les GBM AS-
Mtx1 ne montrent aucune activité DEVDase. Ceci est une information importante car cela signifie que la metaxine
1 joue un rdle dans la fonction de Bak semblable a celui que joue Tom22 pour Bax en tant que partenaire
essentiel.

Ainsi le couple metaxine 1/metaxine 2 apparait jouer un réle important dans la fonction pro-apoptotique de
Bak. Un des premiers points observé est que la metaxine 2 semble jouer un réle primordial dans I'association
primaire de Bak avec la mitochondrie. En effet la déplétion en metaxine 2 conduit a la relocalisation massive de
Bak vers le cytosol et si une fraction de Bak reste mitochondriale elle semble étre trés minoritaire a la vue des
résultats de fractionnement subcellulaire. Ceci suggére donc que les autres partenaires connus de Bak sur la
membrane mitochondriale ne soient pas suffisants pour maintenir sa localisation en absence de metaxine 2.
Pourtant les test acellulaires montrent également qu'en bloquant le VDAC2, Bak ne se relocalise plus a la
mitochondrie. Ceci peut s’expliquer du fait des conditions acellulaires mais il est aussi possible d’'imaginer que les
metaxines, Bak et VDAC2 se trouvent au niveau des mémes sites membranaires, le bloquage induit par
l'utilisation d’anticorps anti-VDAC2 pouvant ains étre a l'origine d’un bloquage des sites metaxine 2 par un
mécanisme de type encombrement stérique. Dans un tel systeme il peut étre envisagé que Bak serait adressé a
la mitochondrie via la metaxine 2 qui lui servirait de récepteur sur la membrane externe et, dans la mesure ou
'absence de metaxine 2 ne sensibilise pas les cellules a une apoptose Bak-dépendante contrairement a ce qui
est décrit pour le VDACZ2, ce dernier pourrait alors venir interagir avec Bak et verrouiller ainsi le systéme, inhibant
ainsi I'activité cytotoxique intrinséque de Bak. Il est possible de penser que Mcl-1 et Bcl-x" puissent intervenir a ce
niveau mais compte tenu des connaissances du mode de fonctionnement des protéines de la famille de Bcl-2 il
semble plus vraisemblable que les hétérodimeres Mcl-1/Bak et Bcl-x-/Bak décrits au niveau de la mitochondries
soient des entités membranaires indépendantes des interactions entre Bak et la meatxine 2 et le VDAC2. Ces
hétérodiméres se formeraient donc plutét en aval de I'adressage de Bak via la metaxine 2 et/ou de son interaction
avec le VDAC2. A la suite de l'activation de Bak lors de I'apoptose I'inhibition induite par le VDAC2 est levée ainsi
que linteraction avec la metaxine 2 et dans ce cas la metaxine 1 devient le récepteur de la forme active de Bak.
Ceci est observé dans les GBM AS-Mtx2 ou le Bak cytosolique redevient mitochondrial et tue la cellule aprés un
stimulus apoptotique, suggérant ainsi que la metaxine 1 est suffisante pour relocaliser une forme de Bak active a
la mitochondrie. En outre 'absence de metaxine 1 entrainant un bloquage de l'apoptose induite par Bak, il

apparait que ce récepteur posséde un réle indispensable dans la fonction pro-apoptotique de Bak.
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2. Roéle fondamental de la metaxine 1 dans la fonction pro-apoptotique de Bak
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Figure 5: Diminution de I'expression de la metaxine 1 par expression de shRNA dans deux autres
modeéles cellulaires. A) Analyse par western blot et quantification de I'expression de la metaxine 1
dans les Du145 transfectées avec un shRNA controle (Du145 ScrH) et avec un shRNA-metaxine 1
(Du145 shRNA-Mtx1). B) Sensibilit¢ des cellules Du145 ScrH et des Du145 shRNA-Mtx1 a un
traitement a la staurosporine (0.5 uM). Les Du145 shRNA-Mtx1 présentent un taux de mortalité moins
important que les cellules contréles (P<0.05). C) Implication fonctionnelle de la diminution de
I'expression du shRNA-Mtx1 dans un modéle de cellules Hela traitées ou non a la doxorubicine
(2ug/mL). Evaluation de la sensibilité au traitement a la doxorubicine (a2 gauche) et mesure de
I'acitivité caspase induite par le traitement (a droite).

Dans un premier temps, pour examiner que ce rble de la metaxine 1 n’était pas simplement di au modéle
cellulaire de GBM Bax déficient utilisé, une approche par ARN interférence a été utilisée dans d’autres modeéles
de cellules et I'impact sur la mort cellulaire aprés induction apoptotique a été vérifiee. Dans un modéle de Du145,
cellules également déficientes en Bax, la diminution de moitié de I'expression de la metaxine 1 (figure 5A)
entraine une diminution significative de la mortalité cellulaire observée aprés un traitement a la staurosporine
(figure 5B). De la méme facon la diminution d’expression de la metaxine 1 dans les cellules HelLa, possédant
cette fois-ci les deux protéines effectrices pro-apoptotiques Bax et Bak, entraine les mémes conséquences. En
effet un traitement par un autre stimulus apoptotique, la doxorubicine, de ces cellules HeLa montre qu’une
moindre expression de la metaxine 1 induit une mortalité moindre de ces cellules (figure 5C, gauche). De plus

cette plus grande résistance est bien liée a une résistance a I'apoptose puisque les cellules HeLa shRNA Mtx1
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présente une activité caspase plus faible que les cellules contréles HelLa ScrH aprés traitement a la doxorubicine
(figure 5C, droite). Ainsi il y a bien confirmation d’un réle de la metaxine 1 dans le processus apoptotique qui peut
donc étre généralisé a plusieurs modéles cellulaires. L'implication de la metaxine 1 dans le processus de mort
cellulaire a en fait déja été observée dans un travail antérieur. En effet en générant des lignées résistantes a la
mort induite par le TNFa, un groupe a pu mettre en évidence qu’une des lignées résistantes correspondait a une
lignée dont le géne codant pour la metaxine 1 était disrupté (Wang et al., 2001). En outre la localisation
mitochondriale de la metaxine est essentielle pour son réle dans la mort cellulaire. En effet il avait déja été
observé que l'utilisation d’'une forme de la metaxine 1 délétée de ces domaines transmembranaire et C-terminal
(Mtx1 ATm/C), ne pouvant plus se localiser a la mitochondrie, perturbait ainsi complétement son réle dans
limportation des protéines (Armstrong et al., 1997). Dans la mort induite par le TNFa, la surexpression de la
Mtx1 ATm/C résulte en un effet dominant négatif puisqu’elle conféere la méme résistance au TNFa que celle
observée lors de la disruption du géne de la metaxine 1.

Donc dans un second, afin de confirmer le réle de la metaxine 1 dans I'apoptose induite par Bak, le
dominant négatif a été surexprimé dans les cellules de glioblastome déficientes en Bax (GBM Mtx1 ATm/C) et la
sensibilité a I'apoptose induite par la staurosporine a ensuite été évalué (figure 6). Comme l'on s’y attendait les
GBM Mtx1 ATm/C présentent une mortalité peu importante suite au traitemment par la staurosporine, aussi faible
qu’en absence de traitament (figure 6A). En outre la mesure de l'activité caspase induite apres cette induction
apoptotiques révele que la surexpression de la Mtx1 ATm/C entraine un bloquage complet de la cascade
d’activation des caspases (figure 6B). Ainsi la surexpression du dominant négatif de la metaxine 1 dans ces
cellules déficientes en Bax conduit a une résistance totale de ces cellules a I'apoptose, résistance équivalente a
celle observé dans des cellules doubles déficentes en Bax et Bak. La metaxine 1 est donc bien un élément

essentiel de la mort Bak-dépendante.
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Figure 6: Effet de la surexpression de la Mix1ATm/C dans des cellules de glioblastomes déficientes
en Bax. A) Pourcentage de cellules mortes aprés traitement des GBM ou des GBM MtxATm/C a la
staurosporine. B) Mesure de l'activité DEVDase générée au sein de ces mémes cellules aprés
induction par la staurosporine.
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Enfin afin de bien s’assurer du réle direct que joue la metaxine 1 sur la fonction de bak, des tests
acellulaires ont été réalisés en utilisant du Bak radiomarqué activé ou non en compétition avec des quantités
croissantes de Mtx1ATm/C (figure 7). Ainsi un Bak non activé au préalable reste capable de s’associer
indépendemment de la dose de Mix1ATm/C et la quantité de Bak associé a la mitochondrie reste inchangée
(figure 7A et 7B). En outre un traitement alcalin montre que le niveau d’insertion de Bak ne varie pas non plus
comme le montrent la révélation autoradiographique ainsi que la quantification de Bak dans les différentes
conditions (figure 7A et 7B). Ainsi le dominant négatif n’a aucun effet sur l'association et linsertion
mitochondriales d’'un Bak non-actif. En revanche lorsque Bak est activé au préalable par du p15tBid son niveau
d’association et par conséquence son niveau d’insertion sont largement réduits par la Mtx1ATm/C (figure 7A et
7B). On peut noter toutefois en voyant les gels (figure 7A) que la forme tronquée de la metaxine 1, bien que ne
possédant plus le domaine permettant son insertion mitochondriale, reste capable de s’associer a la mitochondrie
et cette association est logiquement presque complétement éliminer lors d'un traitement alcalin. Ceci suggere
donc l'existence d’autres partenaires protéiques interagissant probablement avec la partie cytosolique de la
metaxine 1. En effet la metaxine 2 étant une protéine périphérique interagissant avec la metaxine 1 cela
n’explique pas de fagon satisfaisante I'association de Mix1ATm/C avec la mitochondrie. En outre nous avons pu
observer que dans les cellules n'ayant pas de metaxine 1, la metaxine 2 reste localisé a la mitochondrie. On peut
donc en conclure que les metaxines sont vraissemblablement des composants d’'un plus vaste complexe
comprenant par exemple la protéine Sam50 dont nous avons parlé dans l'introduction. A ceci 'on peut rajouter
que la capacité des surnageants des tests acellulaires réalisés avec du Bak activé par p15tBid a induire
l'activation des caspases issues d’un cytosol de cellules non-apoptotiques est diminué fortement en présence de
concentrations croissantes du dominant négatif (figure 7C) ce quis’accorde bien avec le phénotype de résistance
observé dans les GBM Mtx1ATm/C. Afin de généraliser le mécanisme observé lors de cette compétition entre le
Bak actif et la Mtx1ATm/C, un autre type d’activation de Bak a été réalisé: une activation de Bak par la chaleur
(43 °C) avant de l'incuber avec les mitochondries isolées. Dans ce cas encore la compétition générée par 'ajout
du dominant négatif permet de diminuer le niveau d’association de Bak a la mitochondrie (figure 7D). L’'ensemble
de ces résultats confirment ainsi I'idée que le rbéle de la metaxine 1 se comporte réellement en tant que pivot du
mécanisme de mort induit par Bak. La metaxine 1 est donc un point de régulation fondamental du mécanisme
apoptotique dépendant de Bak et joue ainsi un role primordial dans I'insertion membranaire de celui-ci dans sa

conformation apoptotique induisant la perméabilisation mitochondriale.
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Figure 7: Effet de la compétition induite par ajout de Mtx1 ATm/C sur I'association de Bak activé ou non. A)
Niveau d’association et d’insertion (traitement alcalin) de Bak ou de Bak activé par p15tBid en fonction des
quantités croissantes de Mtx1 ATm/C ajoutées. B) Quantification du Bak mitochondrial associé et inséré a
partir des autoradiographies comme celles observées en A. C) Activit¢ DEVDase induite par I'ajout des
surnageants des tests acellulaires a des cytosols issus de cellules normales. D) Effet de quantités
croissantes de Mtx1 ATm/C sur I'association de Bak activé par la chaleur.
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D. Mise en évidence des complexes mitochondriaux contenant Bak et les Metaxines

La derniére étape de ce travail sur Bak est une observation des complexes mitochondriaux contenant Bak
et ceux contenant les metaxines ainsi que I'évolution de ces complexes lorsque le processus apoptotique est
induit. Cette analyse a été réalisée par gel 2D sur des échantillons de mitochondries de cellules Hel a traitées ou

non a la staurosporine.
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Figure 8: Analyse par gels 2D des complexes mitochondriaux contenant Bax et les metaxines en conditions
controles ou apoptotiques. A) Analyse réalisée sur des mitochondries de cellules HelLa en conditions
contrdles. Les fleches indiquent les signaux correspondant a la metaxine 2 ou a la metaxine 1. Les deux
types de tailles observées pour chacune des metaxines peuvent correspondre a la protéine monomérique et
a la protéine associée a la seconde metaxine, résultat d’'une dénaturation non optimale. L’astérisque
correspond a un signal de Bak n’ayant pas disparu aprés la déshybridation. B) Analyse réalisée sur des
mitochondries de cellules Hela traitées a la staurosprine. Pour Bak deux tailles différentes sont détectées
résultant d’'une dénaturation non optimale, ces tailles correspondent au monomére et possiblement a un
dimeére de Bak pour la bande la plus haute. Le méme type de signal est obtenu pour la metaxine 1.

L’analyse réalisée ci-dessus montre qu’en condition non apoptotique Bak se trouve au sein d’'une vaste
gamme de complexes dont la taille varie de 70 a 900 kDa (figure 8A) comme il déja été démontré par ailleurs
(Mikhailov et al., 2003) (Chandra et al., 2005). Dans ces conditions 'analyse des metaxines révele que ces
protéines se distribuent également au sein d'une gamme de complexes dont la taille varie de 130 a 900 kDa. La
distribution des metaxines est strictement identique montant ainsi que ces protéines interagissant I'une avec
l'autre sont retrouvées dans les mémes complexes. Comme nous l'avons dit précédemment lors de I'apoptose

Bak se redistribue sous forme de plus petits complexes et plus précisément Bak semble converger vers un type
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de complexe de 150 a 250 kDa (Chandra et al., 2005). De facon intéressante c’est dans ce type de complexe
que la protéine VDAC2 se localise. Ici, a la suite d’'un traitement la staurosporine, Bak se redistribue au sein de
plus petits complexes allant d’environ 100 a 250/300 kDa ce qui est donc bien en accord avec les observations
existantes. En outre lorsque I'on observe les metaxines il apparait que ces dernieres subissent le méme type de
réarrangement que Bak et convergent vers ce type de complexe de taille d’environ 100 a 300 kDa. Ainsi ces
résultats montrent que les complexes contenant Bak et les metaxines 1 et 2, similaires en taille en conditions
contréles, subissent le méme type de redistribution lors du processus apoptotiques en convergeant vers un type
de complexe particulier associé au rdle pro-apoptotique de Bak. Ceci conforte les résultats obtenus
précédemment concluant a I'existence d’'un complexe entre Bak et les metaxines et au roéle fondamental que

jouent les metaxines, surtout la metaxine 1, dans la fonction apoptotique de Bak.

E. Modéle du mécanisme des interactions Bak/metaxines 1 et 2

Ce travail sur la protéine Bak a donc permis de mettre en évidence deux nouveaux partenaires protéiques
de la membrane externe mitochondriale interagissant avec la protéine Bak: les metaxines 1 et 2. Le modéle décrit
par ces résultats indique que Bak interagit avec la metaxine 2 dans des conditions non apoptotiques. Lors de
l'induction de I'apoptose et suite a I'activation de Bak, I'association Bak/metaxine 2 est disruptée et Bak interagit
alors avec la metaxine 1 dont le réle est indispensable a l'insertion membranaire du Bak activé et donc a son
activité pro-apoptotique (figure 9A). Parallélement a ce mécanisme les complexes contenant Bak et les metaxines
1 et 2 subissent un réarrangement moléculaire convergeant vers la formation d’'un complexe de 150/300 kDa dont
la présence est associée a I'activité pro-apoptotique de Bak et ou I'on peut s’attendre a trouver des oligoméres de
Bak.

A partir de ce modéle il peut étre envisagé un second modeéle ou apparait I'association de Bak avec
d’autres protéines de la membrane externe, notamment le VDAC2 qui réprime la fonction de Bak. Ce modéle peut
étre imaginé dans la mesure ou les résultats énoncés ci-dessus montrent que linteraction de Bak avec la
metaxine 1 est obligatoire pour qu’'un mécanisme d’apoptose médiée par Bak puisse avoir lieu. Dans ce modéle
I'association Bak/metaxine 2 serait verouillée par I'interaction entre Bak et la protéine VDAC2. Lors de l'activation
de Bak conduisant a la disruption du complexe Bak/VDAC2, Bak devient alors libre d’'interagir avec la metaxine 1
ce qui permet son insertion puis son oligomérisation dans la membrane externe. Il est possible également
d’étendre ce modeéle et de remplacer le VDAC2 par les autres partenaires connus de Bak comme Bcl-x, et Mcl-1.

Un troiséme modéle plus complexe peut également étre imaginé en tenant compte du fait que les
metaxines semblent appartenir au complexe SAM de mammifére et devraient donc se trouver dans un complexe
contenant également la protéine Sam50. Sam50 forme une large structure qui pourrait fonctionner comme une
cage permettant I'insertion des précurseurs a structure en tonneau (3. Dans ce modeéle Bak subirait les mémes
variations que dans les modéles précédents en interagissant successivement avec la metaxine 2 en condition
normale puis avec la metaxine 1 lors de son activation. La différence pourrait étre que Bak pourrait étre pris en
charge par la protéine Sam50 pour la formation du pore induit par Bak (figure 9C). Ce modéle pourrait également
se rapprocher du modéle du MAC. En effet a ce jour il n’a pas été démontré formellement que le MAC pouvait

exister dans un modéle ou seule la protéine pro-apoptotique Bak est absente et la seule absence de Bax
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(utilisation de cellules Bax KO) ne prévient pas I'apparition du MAC. En outre la découverte de Sam50 et des
structures qu’il forme spontanément dans des membranes artificielles montre que cette protéine s’assemble sous
la forme d’une large structure en anneau ayant un diamétre externe de 15 nm et un diamétre interne de 7 a 8 nm
(Paschen et al, 2003). En outre cet assemblage de Sam50 présente dans ces conditions une activité
électrophysiologique similaire a celle décrite pour le MAC. Dans ce modéle il est donc possible d’'imaginer que
Bak pourrait moduler d’'une fagon ou d’'une autre la structure de I'anneau formé par 'assemblage de Sam50
créant ainsi un nouveau pore de trés large conductance dans la membrane externe mitochondriale qui pourrait

alors se révéler étre le MAC.
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Figure 9: Modéles du mécanisme de perméabilisation induit par Bak. A) Modele découlant des résultats
décrits dans le chapitre Ill. B) Modéle du verrouillage de I'association Bak/metaxine 2 par le VDAC2. Ce
modele peut s’étendre a des prtéines telles que Bcl-x. et Mcl-1 qui interagissent avec Bak. C) Modele
incluant le réle du Sam50 dans la perméabilisation dépendante de Bak. Ce modele peut également refléter
une modulation de la structure formée par Sam50 aboutissant a une activité de type MAC.
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CONCLUSION

Les résultats décrits dans le travail qui a été présenté dans ce manuscrit apportent des
informations essentielles quand au mode de perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie par les protéines Bax et Bak au cours de I'apoptose. L’'un des points importants est que

ces deux protéines nécessitent l'interaction avec des protéines appartenant a la machinerie
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d’'importation des protéines de la membrane externe: Tom22 pour Bax et le couple des metaxines 1 et
2 pour Bak. La différence de partenaires mitochondriaux ajoute encore un peu plus a I'idée de non
redondance des fonctions de Bax et de Bak. Les interactions de Bax et de Bak respectivement avec
Tom?22 et la metaxine 1 sont de plus essentielles pour la fonction apoptotique de ces protéines. I
apparait donc que ces interactions constituent un point de régulation majeur des deux protéines pro-
apoptotiques effectrices de la famille de Bcl-2. Ceci constitue donc une nouvelle voie de réguation de
ces protéines qui peut étre étendue a d’autres membres de la famille de Bcl-2. En effet comme nous
'avons déja dit auparavant il est connu que la protéine Bcl-2 interagit avec le récepteur Tom20 du
complexe TOM. En outre, trés récemment, il a été démontré que la protéine Mcl-1 interagissait avec
un autre récepteur du complexe TOM: la protéine Tom70 (Chou et al., 2006). Ainsi c’est bien une
nouvelle voie de régulation de 'ensemble des protéines de la famille de Bcl-2 par les protéines de la
machinerie d’importation protéique de la membrane externe qui semble voir le jour. Le contrOle exercé
par ces protéines semblerait se faire au niveau de I'insertion des protéines de la famille de Bcl-2 dans
la membrane puisqu’en absence de ces protéines impliquées dans I'import l'insertion membranaire
des protéines régulant la perméabilité mitochondriale ne se fait plus, au moins dans les cas de Bax et
de Bak. Pour Bak la différence est qu'il n’est pas lié¢ au complexe TOM mais au complexe SAM, un fait
intéressant puisqu’il se trouve proche physiquement d’'une structure formée par la protéine Sam50 qui
potentiellement peut représenter un pore membranaire de trés grande taille.

La famille des protéines impliquées dans la machinerie d’'importation de la membrane externe
semble étre une seconde famille de protéines mitochondriales jouant un rdle dans la régulation de
I'activité des protéines de la famille de Bcl-2. En effet comme nous I'avons vus en introduction une
autre famille de protéines semblant réguler la fonction des protéines de la famille de Bcl-2 correspond
aux protéines contrdlant la morphologie mitochondriale. Cependant dans ce second cas, des
protéines comme Bax, Bak, Bcl-x,, Bcl-2 ou Bid semblent intervenir aussi dans la régulation de la
fonction des protéines régulant la morphologie de la mitochondrie.

Un dernier fait qui est frappant est ’'homologie de fonction des protéines Bax et Bak, en plus
d’'une homologie structurale, avec le mode d’action des toxines bactériennes de type colicines. La
ressemblance est impressionnante surtout lorsque I'on observe la protéine Bax. En effet ces toxines
et Bax sont caractérisées par un domaine de formation du pore ainsi qu’'un domaine d’interaction avec
une protéine membranaire. Ces protéines peuvent étre activées par des stimuli semblables induisant
leur relocalisation membranaire, leur insertion, leur homo-oligomérisation et la formation d’'un pore. Il
est donc possible de penser que le systéme de régulation de I'apoptose par les protéines de la famille
de Bcl-2 est le résultat de I'évolution d’'un systéme initial issue de I'endosymbiose primitive entre la
cellule eucaryote et une archaebactérie et adapté par les cellules eucaryotes enfin d’en faire un
systeme de mort finement controlé.

Finalement ce travail montre que la fonction des protéines Bax et Bak, et a priori celle des
autres membres de cette famille de protéine, est étroitement contrélée par des protéines de la
machinerie d'import de la membrane externe. Ce nouveau type de régulation montre a quel point le
mécanisme de perméabilisation mitochondriale induite lors de I'apoptose est complexe et que bons

nombres de points concernant ce processus restent encore a éclaircir.
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ANNEXE

Cette annexe reprend les résultats du peptide scan, technique utilisée dans le chapitre | pour
déterminer les domaines de Bax interagissant avec la protéine Tom22. Cette annexe offre une
résolution meilleure que celle de l'article ou des résultats complémentaires. La partie A montre a
nouveau l'ensemble des résultats bruts obtenus pour I'analyse de l'interaction Bax/Tom22 avec le
contrble négatif réalisé avec le VDAC: révélation des membranes et histogrammes représentants
l'intensité brut de liaison de Tom22 ou VDAC2 avec chaque peptide dérivé de la séquence de Bax. La
partie B, I'analyse faite a partir des résultats bruts, représente lintensité moyenne de liaison de

chaque acide aminé de Bax avec Tom22 ou VDAC2.
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Identification de nouveaux récepteurs mitochondriaux impliqués dans I’association des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak avec la membrane externe au cours de I'apoptose ;

mise en évidence d’un nouveau systéme de régulation

La voie mitochondriale de I'apoptose est régulée par les protéines de la famille de Bcl-2. Bax et
Bak induisent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la libération de facteurs
apoptogéniques comme le cytochrome c. Cependant les mécanismes moléculaires impliqués dans les
étapes précoces du mécanisme d’action de Bax et de Bak restent mal connus. Les travaux présentés
ici montrent I'existence de récepteurs mitochondriaux directement impliqués dans les fonctions de Bax
et de Bak. Tom22 est le récepteur de Bax impliqué dans 'association de celui-ci a la mitochondrie lors
de l'apoptose. La metaxine 2 puis la metaxine 1 interagissent avec Bak respectivement en conditions
normales et apoptotiques. L’identification de ces partenaires mitochondriaux des protéines pro-
apoptotiques Bax et Bak permet de relier la machinerie d'importation des protéines de la membrane
externe a la régulation des fonctions de ces protéines.

Mots clés: Apoptose, mitochondrie, Bax/Bak, complexes protéiques, importation de protéines,

perméabilisation

Identification of new mitochondrial receptors involved in the association of the pro-apoptotic
proteins Bax and Bak with the outer membrane during apoptosis; identification of a new

regulation system

The Bcl-2 family of proteins regulates the mitochondrial pathway of apoptosis. Bax and Bak
induce the permeabilization of the outer membrane and release of apoptogenic factors such as
cytochrome c. However the early molecular events involved in Bax/Bak-induced permeabilization
remain poorly understood. Here we have identified the mitochondrial receptors directly implicated in
Bax/Bak functions. Tom22 is the receptor of Bax and is involved in Bax association with mitochondria
during apoptosis. Metaxin 2 and metaxin 1 interact with Bak respectively in healthy condition and in
apoptotic condition. The identification of these new mitochondrial partners of Bax and Bak represents
a link between the import machinery of the mitochondrial outer membrane and the regulation of
Bax/Bak functions.

Key words: Apoptosis, mitochondria, Bax/Bak, complex, protein import, permeabilization

1 Rue Basile Valentin, appartement 931
44100 Nantes
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