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Résumé de la thèse :  

L’apoptose est un processus cellulaire fondamental pour l’homéostasie tissulaire. Ce type de 

mort cellulaire est sous le contrôle des protéines de la famille Bcl-2 qui régulent la perméabilité 

de la membrane externe de la mitochondrie. Cependant, au-delà de leur rôle dans le contrôle de 

l’apoptose, les protéines de la famille Bcl-2 peuvent intervenir dans d’autres processus tels que 

le cycle cellulaire ou le métabolisme.  

Au sein du laboratoire, nous nous intéressons tout particulièrement aux rôles non-apoptotiques 

des protéines Bcl-2 au cours du développement embryonnaire. Grâce à l’utilisation du poisson 

zèbre, nous avons pu montrer que les protéines de la famille Bcl-2 contrôlent différents 

processus au cours du développement grâce à leur capacité à réguler l’homéostasie calcique.  

En effet, nous avons montré que la protéine anti-apoptotique Nrz participe au remodelage du 

cytosquelette d’actine au cours de l’épibolie en régulant la concentration de calcium 

cytosolique par son interaction avec le récepteur à l’IP3 (IP3R). Nous avons de plus pu montrer 

que Nrz diminue la sortie de calcium du réticulum endoplasmique en inhibant la fixation de 

l’IP3 sur son récepteur.  

Nous avons également identifié un nouveau membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, Bcl-

wav, spécifiquement exprimée chez les poissons et le xénope. Cette protéine participe à la 

régulation de l’homéostasie calcique mitochondriale en interagissant avec VDAC. Nous avons 

de plus montré que cette activité est essentielle pour les mouvements de convergence et 

d’extension au cours du développement embryonnaire précoce du poisson zèbre. 

 

Apoptosis is a key cellular process for tissue homeostasis. Apoptotic cell death is under 

control of Bcl-2 family proteins which regulate outer mitochondrial membrane permeability. 

However, beyond their role in apoptosis, Bcl-2 family proteins are also involved in other 

cellular processes such as cell cycle or metabolism. 

In our laboratory we are interested in non-apoptotic functions of Bcl-2 family proteins in 

embryonic development. Using zebrafish model we have shown that Bcl-2 proteins control 

different processes during early development thanks to their ability to regulate calcium 

homeostasis. 

Indeed, we have shown that the anti-apoptotic protein Nrz participates in actin cytoskeleton 

remodeling during epiboly by regulating cytosolic calcium concentration via an interaction 

with the IP3 receptor (IP3R). We have also demonstrated that Nrz decreases calcium release 

from the endoplasmic reticulum by inhibiting IP3 fixation on its receptor. 
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We have furthermore identified a new pro-apoptotic member of Bcl-2 family, Bcl-wav which 

is expressed only in fish and frogs. This protein regulates mitochondrial calcium homeostasis 

by interacting with VDAC. We have moreover shown that this activity is essential for 

convergence and extension movements during early zebrafish development 
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1 LA FAMILLE DES PROTÉINES BCL-2 

La famille Bcl-2 est un ensemble de protéines intracellulaires jouant un rôle clé dans le 

contrôle de l’apoptose. De plus, il apparait aujourd’hui qu’elles interviennent également dans 

d’autres processus cellulaires. Leur dysfonctionnement est souvent associé à la progression 

tumorale et aux désordres neurodégénératifs. Depuis la découverte du membre canonique de 

la famille, Bcl-2, il y a une trentaine d’années des homologues de cette protéine ont été 

caractérisés dans de nombreuses espèces mais les mécanismes moléculaires régissant leur 

activité, apoptotique ou non restent encore mal définis. Ici, nous présenterons principalement 

les protéines caractérisées chez les mammifères. 

1.1 Découverte 

L’étude des réarrangements chromosomiques fréquemment observés dans les 

lymphomes B humains a conduit à la découverte du gène bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-

2). Ainsi, Tsujimoto et collaborateurs mirent en évidence la translocation d’une région du 

chromosome 18 (q21), contenant bcl-2, vers le chromosome 14 (q32) (Tsujimoto et al., 1985). 

Cette translocation place bcl-2 sous la dépendance du promoteur de la chaîne lourde de 

l’immunoglobuline (IgH) conduisant à la surexpression de Bcl-2 par activation 

transcriptionnelle (Figure 1) (Bakhshi et al., 1985; Cleary et al., 1986).  

 

 
Figure 1 : Translocation du gène bcl2 

Dans la majorité des lymphomes B, le gène bcl-2 est transloqué du chromosome 18 au 

chromosome 14. Il est alors sous l’influence du promoteur de l’IgH conduisant à la 

surexpression de la protéine Bcl-2. 
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Par analogie avec les gènes c-myc ou cyclin D1, bcl-2 fut d’abord considéré comme un 

simple oncogène conduisant à une prolifération cellulaire incontrôlée. Cependant, en 1988, 

Vaux et ses collaborateurs, démontrèrent que le produit du gène bcl-2 définissait une nouvelle 

classe d’oncogènes, favorisant la survie de cellules lymphoïdes en absence du facteur de 

croissance Interleukine-3 (IL-3) (Vaux et al., 1988). Deux ans plus tard, il a montré que la 

protéine Bcl-2 est localisée au niveau des membranes intracellulaires (mitochondrie et 

réticulum endoplasmique) et est capable d’inhiber l’apoptose (Hockenbery et al., 1990). La 

protéine Bcl-2 fut ainsi caractérisée comme le membre fondateur d’une nouvelle catégorie de 

facteurs capables de moduler la mort cellulaire. 

Bcl-2 fut ensuite identifiée comme l’homologue du suppresseur d’apoptose Ced-9 

caractérisé chez C.elegans (Vaux et al., 1992; Hengartner and Horvitz, 1994) mettant ainsi en 

lumière la conservation évolutive de la machinerie apoptotique, et rendant possible son étude 

comparative entre le nématode et l’humain. Par la suite, le premier homologue de la famille, 

Bax, fut mis en évidence. Bax fut identifié par sa capacité à s’hétérodimériser avec Bcl-2 et à 

induire l’apoptose (Oltvai et al., 1993). Ainsi très vite, le ratio Bcl-2/Bax est apparu comme 

un déterminant essentiel de la susceptibilité de la cellule à l’apoptose (Korsmeyer et al., 1993; 

Oltvai et al., 1993). 

1.2 Classification et structure 

L’alignement des séquences des membres de la famille Bcl-2 a permis d’identifier des 

séquences conservées d’acides aminés qui ont été appelées domaines BH pour « Bcl-2 

Homology » (Reed et al., 1996). 

Les protéines Bcl-2 possèdent de un à quatre domaines BH et, d’une manière générale, sur la 

base de la présence ou non de ces domaines ainsi que de leur rôle dans l’apoptose, ces 

protéines peuvent être réparties en trois sous familles : les protéines anti-apoptotiques multi-

domaines, les protéines pro-apoptotiques multi-domaines et les protéines pro-apoptotiques à 

BH3-seulement (Figure 2). Des orthologues de différents membres de la famille Bcl-2 sont 

retrouvés chez tous les vertébrés et des homologues de ces protéines sont également présents 

chez les invertébrés comme la drosophile et le nématode (Figure 2). Ici nous n’aborderons 

que les protéines présentes chez les vertébrés et plus particulièrement celles exprimées chez 

l’homme et la souris puisque ces espèces représentent les principaux modèles d’études de 

cette famille de protéines 
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Figure 2 : Classification des protéines de la famille Bcl-2 

Représentation schématique de la structure primaire des différents membres de la famille des 

protéines Bcl-2 chez les mammifères. Ces protéines sont classées en 3 groupes : les protéines 

anti-apoptotiques, les pro-apoptotiques multi-domaines et les pro-apoptotiques à BH3 

seulement. Les domaines BH et transmembranaires (TM) sont représentés (d’après 

Aouacheria et al., 2012). 
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1.2.1 Les protéines anti-apoptotiques multi-domaines  
En plus de Bcl-2, cinq autres protéines anti-apoptotiques multi-domaines ont été 

décrites : Bcl-xL (ou Bcl2l1) (Boise et al., 1993), Mcl-1 (ou Bcl2l3) (Kozopas et al., 1993), 

Bfl-1 (ou Bcl2A1) (Lin et al., 1993; Choi et al., 1995), Bcl-w (ou Bcl2l2) (Gibson et al., 

1996) et Bcl2l10 (ou Nrh/Nr13, Diva/Boo, Bcl-B) (Gillet et al., 1995). Ces protéines 

contiennent 4 domaines d’homologie BH. Ces membres sont principalement caractérisés par 

leur capacité à inhiber l’apoptose, et par la présence d’une région N-terminale plus ou moins 

longue, comprenant une ou plusieurs hélices alpha ainsi que le domaine BH4. Ce domaine, 

qui correspond à une hélice α amphipatique, a été identifié sur la base d’un alignement de 

séquences entre Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w (Reed et al., 1996)  ; son existence est ambiguë dans 

le cas de Bfl1, Bcl2l10 et Mcl-1. De plus, il est intéressant de noter que le domaine BH4 est le 

moins conservé de tous les domaines BH (Aouacheria et al., 2005). Cette région N-terminale, 

et en particulier le domaine BH4, semblent très importants pour l’activité anti-apoptotique de 

ces protéines. En effet, des mutants de la protéine Bcl-2, dépourvus du domaine BH4, ne sont 

plus capables de bloquer l’apoptose (Hanada et al., 1995; Huang et al., 1998). Ceci est 

également le cas pour les protéines Bcl-xL (Clem et al., 1998) et Bcl2l10 (Zhang et al., 2001). 

De plus, le clivage du domaine BH4 peut également convertir une protéine anti-apoptotique 

en un facteur pro-apoptotique comme dans le cas de Bcl-2 (Cheng et al., 1997; Kirsch et al., 

1999), Bcl-xL (Clem et al., 1998; Basañez et al., 2001) et Bfl-1 (Kucharczak et al., 2005). 

À l’exception de Bfl-1, toutes ces protéines contiennent également à leur extrémité C-

terminale, un domaine transmembranaire (TM) formé par une hélice  hydrophobe. Ce 

domaine permet l’insertion des protéines Bcl-2 dans les membranes des organites 

intracellulaires. En absence du domaine TM, les protéines Bcl-2 sont solubles et cytosoliques.  

Ainsi, Bcl-2 est localisée dans les membranes externes de la mitochondrie et du noyau ainsi 

que dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE) (Krajewski et al., 1993). Il a aussi 

été montré que la protéine Bcl-2 pouvait être détectée au niveau nucléaire dans les cellules 

HeLa (Barboule et al., 2009). Cependant le mécanisme de translocation de Bcl-2 dans le 

noyau reste à définir. 

Mcl-1 est également localisée au niveau de la membrane externe mitochondriale ainsi que 

dans les fractions membranaires du RE, de l’appareil de Golgi et des lysosomes et 

partiellement dans le cytoplasme (Yang et al., 1995). Mcl-1 peut aussi se localiser au niveau 

nucléaire (Pawlikowska et al., 2010). De plus, Mcl-1 semble aussi se localiser dans la matrice 
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mitochondriale où elle participerait au métabolisme énergétique comme nous le verrons dans 

la partie 1.7.1 (Perciavalle et al., 2012). 

Bcl-xL est quant à elle majoritairement cytosolique bien qu’une partie soit également présente 

dans les membranes (Hsu et al., 1997b). Dans le cytosol, Bcl-xL s’organise sous forme 

d’homo-dimère ce qui lui permet de masquer son domaine hydrophobe et d’être ainsi soluble 

(Jeong et al., 2004). 

Finalement, Bcl-w est principalement localisée à la mitochondrie et minoritairement à 

l’enveloppe nucléaire (O’Reilly et al., 2001) alors que Bcl2l10 est localisée à la mitochondrie 

et au RE (Guillemin et al., 2009).  

1.2.2 Les protéines pro-apoptotiques multi-domaines 

Les protéines pro-apoptotiques multi-domaines sont au nombre de trois : Bax, Bak et 

Bok. Ces protéines furent dans un premier temps caractérisées par la présence de trois 

domaines BH (1 à 3) et l’absence de domaine BH4. Cependant, l’alignement des protéines 

Bcl-2 sur la base de leur structure a révélé un motif BH4 conservé et présents dans les 

protéines pro-apoptotiques multi-domaines (Kvansakul et al., 2008; Aouacheria et al., 2012). 

Ces protéines contiennent également un domaine TM en C-terminal. 

Les protéines Bax et Bak sont considérées comme les effecteurs de l’apoptose du fait 

de leur action à la mitochondrie où leur oligomérisation promeut la perméabilisation de la 

membrane externe (Voir la partie 1.3.3.2).  

En absence de stress, Bax est très majoritairement localisée dans le cytosol (Hsu et al., 

1997b). En revanche, après induction de l’apoptose, Bax se relocalise au niveau des 

mitochondries notamment grâce à son domaine TM C-terminal (Wolter et al., 1997). 

Récemment il a été montré qu’en fait Bax serait en permanence déplacée de la mitochondrie 

vers le cytosol par Bcl-xL en absence de stimulus apoptotique (Edlich et al., 2011). Une autre 

étude a cependant montré que Bcl-xL n’interviendrait pas dans cette redistribution de Bax du 

de la mitochondrie vers le cytosol. Les auteurs suggèrent qu’en présence de signaux de survie 

Bax est constitutivement en transit entre la mitochondrie et le cytosol et que lors de la 

disparition de ces signaux Bax se localiserait à la mitochondrie où elle pourrait être activée si 

le stress se poursuit (Schellenberg et al., 2013). Finalement en plus de cette localisation 

dynamique entre le cytosol et la mitochondrie, Bax est également retrouvée au niveau du RE 

où elle peut aussi induire l’apoptose (Zong et al., 2003).  

Bak est quant à elle, une protéine résidente des membranes de la mitochondrie et du RE grâce 

à son domaine TM (Zong et al., 2003). La localisation de Bak à la mitochondrie semble être 
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sous la dépendance de son interaction avec le canal VDAC2. Cette interaction inhibe 

l’oligomérisation de Bak, et donc l’apoptose (Cheng et al., 2003), mais elle est 

paradoxalement requise pour la mort cellulaire puisque VDAC2 semble nécessaire à 

l’adressage mitochondrial des protéines Bak néo-synthétisées (Roy et al., 2009a). 

Finalement, Bok qui est exprimée spécifiquement dans les gonades (Hsu et al., 1997a), aurait 

une localisation cytoplasmique et se redistribuerait au niveau nucléaire lors de l’apoptose 

induite par p53 en réponses aux dommages à l’ADN (Yakovlev et al., 2004). Le mécanisme 

d’action de Bok semble ainsi distinct de celui de Bax et Bak bien qu’elles partagent une 

certaine homologie de structure et de séquence. 

1.2.3 Les protéines pro-apoptotiques à BH3-seulement 
Comme leur nom l’indique les protéines à BH3-seulement ne possèdent que le 

domaine d’homologie BH3. Il existe 8 membres à BH3 seulement : Bid, Bad, Bim, Bmf, 

Noxa, Puma, Bik et Hrk. Les membres à BH3-seulement se comportent comme des « senseurs 

de mort » qui engagent la cellule vers l’apoptose en réponse à un stress. 

Bad et Bid sont toutes les deux localisées dans le cytosol sous forme inactive (Zha et al., 

1996; Li et al., 1998). Lors d’un stimulus apoptotiques ces protéines sont activées et 

redirigées vers la mitochondrie.  

Bim et Bmf sont également des protéines cytosoliques mais elles possèdent la particularité 

d’être associées aux microtubules et aux microfilaments d’actine respectivement (Puthalakath 

et al., 1999, 2001). Ces protéines sont donc considérées comme les sentinelles de la 

dynamique du cytosquelette.  

L’expression de Puma et Noxa est activée au niveau transcriptionnel par la protéine p53 (Oda 

et al., 2000; Nakano and Vousden, 2001). Ces protéines se localisent directement à la 

mitochondrie pour favoriser l’apoptose. 

Finalement, Bik et Hrk possèdent un domaine hydrophobe C-terminal qui leur permet d’être 

présentes dans les membranes intracellulaires (Boyd et al., 1995; Inohara et al., 1997). Bik est 

notamment largement localisée au RE (Germain et al., 2002).  
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 Protéine Localisation subcellulaire 

A
nt

i-a
po

pt
ot

iq
ue

s 

Bcl-2 MME, RE, membrane nucléaire externe, noyau 

Bcl-xL Cytosol, MME, RE, membrane nucléaire externe 

Mcl-1 MME, RE, appareil de Golgi, lysosome, cytoplasme, noyau, matrice mitochondriale 

Bfl-1 Cytosol 

Bcl2l10 MME, RE 

Bcl-w MME, membrane nucléaire externe 

Pr
o-

ap
op

to
tiq

ue
s 

M
ul

tid
om

ai
ne

 

Bax Cytosol, MME, RE 

Bak MME, RE 

Bok Cytosol, noyau 

B
H

3-
se

ul
em

en
t 

Bad Cytosol 

Bid Cytosol 

Bim Cytosol (associées aux microtubules) 

Bmf Cytosol (associées aux microfilaments d’actine) 

Puma MME 

Noxa MME 

Bik RE, MME  

Hrk MME, RE 

 

Tableau 1 : Tableau récapitulatif de la localisation subcellulaire des membres de la 
famille Bcl-2 

 

1.2.4 Structure des protéines Bcl-2 
De manière surprenante, malgré leurs divergences de structure primaire et leurs 

fonctions opposées, les membres multi-domaines de la famille Bcl-2 présentent des structures 

tridimensionnelles très similaires. En effet, ces protéines possèdent une structure globulaire 

composée de 6 à 8 hélices . Les hélices centrales α5 et α6 sont enfouies au cœur de la 
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structure (Figure 3). De plus, le domaine TM en C-terminal correspond généralement à la 

dernière hélice de la protéine. Les domaines, BH1, BH2 et BH3 forment une poche 

hydrophobe à l’intérieur de laquelle le domaine BH3 d’une autre protéine peut se lier (Sattler 

et al., 1997; Petros et al., 2004). Mcl-1, en plus de cette structure globulaire, possède un long 

domaine N-terminal non structuré en amont de son domaine BH4 contenant notamment un 

domaine PEST jouant un rôle dans la stabilité de la protéine.  

La protéine Bid bien que classée dans le groupe des BH3-seulement présente le même 

repliement que les protéines à multi-domaines et est composée de huit hélices α (Figure 3) 

(Chou et al., 1999; McDonnell et al., 1999). Ainsi, Bid est considéré comme un membre à 

part de la classe des BH3-seulement. En effet, en plus d’une similarité structurale, elle semble 

également partager des similitudes fonctionnelles avec Bax notamment au niveau du 

mécanisme d’insertion dans la membrane externe mitochondriale (Billen et al., 2008). 

 
Figure 3 : Structure 3D des protéines de la famille Bcl-2 

De gauche à droite sont représentés un membre de chaque sous famille. Bcl-xL, à gauche, 

membre anti-apoptotique, Bid, au centre, membre pro-apoptotique à BH3-seulement et enfin 

Bax, membre pro-apoptotique multi-domaines. Le domaine TM de Bax replié dans la poche 

hydrophobe est indiqué en orange. Les structures 3D sont très similaires (d’après Yan et al., 

2005). 

1.3 Implications des protéines Bcl-2 dans l’apoptose 

1.3.1 L’apoptose 

1.3.1.1 Généralités 
L’apoptose est un type spécifique de mort cellulaire programmée se produisant dans les 

tissus des organismes multicellulaires, en conditions physiologiques ou pathologiques. Cette 

mort cellulaire est en équilibre constant avec la prolifération cellulaire, permettant ainsi la 
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régulation du nombre de cellules d’un tissu ou d’un organisme. L’apoptose joue un rôle 

déterminant dans l’embryogénèse, dans l’homéostasie tissulaire ou encore dans le 

fonctionnement du système immunitaire. Le dérèglement du processus d’apoptose ou de son 

contrôle est à l’origine de nombreuses maladies comme par exemple le cancer lors d’un 

défaut d’apoptose (Hanahan and Weinberg, 2000) ou les maladies neurodégénératives ou 

auto-immunes lors d’un excès d’apoptose (Eguchi, 2001; Mattson, 2004). 

Le programme de mort cellulaire par apoptose se déroule selon trois phases : (1) la 

phase d’initiation, étape réversible, résultant de la perception par la cellule de signaux 

apoptotiques. L’apoptose peut être induite par des signaux d’origines diverses, physiologiques 

ou pathologiques, intra- ou extracellulaires. La carence en facteurs de croissance essentiels, 

l’activation de certains récepteurs membranaires (TNF, Fas) ou nucléaires (corticoïdes), 

certaines infections virales ou bactériennes, les agressions physico-chimiques (irradiations, 

drogues…) peuvent être à l’origine de l’initiation du programme apoptotique. (2) La phase de 

régulation où les cellules intègrent les « signaux de mort » grâce à l’intervention de 

médiateurs intracellulaires anti- ou pro-apoptotiques comme les protéines de la famille Bcl-2. 

Selon son type et le contexte dans lequel se trouve la cellule lors de la perception du stimulus, 

elle est orientée soit vers la survie soit vers la mort. (3) La phase d’exécution où les cellules 

s’engagent dans l’apoptose de manière irréversible.  

Il existe deux voies pouvant conduire à l’apoptose des cellules : 

La première, dite voie extrinsèque, fait intervenir des récepteurs de mort qui permettent la 

transduction de signaux externes de mort.  

La deuxième, dite voie intrinsèque, qui met la mitochondrie au centre des évènements 

apoptotiques, conduit à la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et au 

relargage de facteurs apoptogènes.  

Ces deux voies aboutissent à l’activation des principaux effecteurs de la mort cellulaire 

programmée : les caspases. 

1.3.1.2 Les caspases 
Les études génétiques conduites chez C.elegans ont mis en évidence le rôle central de 

protéases particulières, les caspases (Cysteinyl-ASPartate-cleaving proteASES) au cours de 

l’apoptose (Li and Yuan, 2008). Ce sont des protéases intracellulaires à cystéine qui 

appartiennent à la famille des protéases ICE (Interleukine-1β Converting Enzyme). Toutes les 

caspases ont une structure tridimensionnelle conservée et sont synthétisées sous forme de 

précurseurs inactifs ou zymogènes, composés d’un pro-domaine N-terminal de taille variable, 
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suivi du domaine catalytique (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). L’activation des caspases 

peut nécessiter un clivage pour démasquer le site catalytique. Les caspases sont 

principalement localisées dans le cytoplasme, mais elles peuvent aussi être retrouvées au 

niveau du noyau, de la mitochondrie et du RE. À ce jour, 14 caspases ont été identifiées chez 

les mammifères et classées en trois groupes : les caspases de l’inflammation (caspases 1, 4, 5 

et 14), les caspases « apoptotiques » initiatrices (2, 8, 9, 10 et 12) et les caspases 

« apoptotiques » effectrices (3, 6 et 7). Les caspases 11 et 13 n’ont pas d’homologues 

identifiés chez l’humain. Dans ce manuscrit les caspases de l’inflammation ne seront pas 

traitées. 

1.3.1.2.1 Les caspases initiatrices 

Les caspases initiatrices constituent le point central de l’entrée en apoptose d’une 

cellule. Une fois activées, elles déclenchent la cascade protéolytique conduisant à la mort de 

la cellule. Elles sont caractérisées par la présence d’un long domaine N-terminal. Ce pro-

domaine est composé de domaines d’interaction, également appelés domaines de recrutement, 

interagissant avec d’autres caspases et avec des protéines adaptatrices. Les caspases 8 et 10 

possèdent deux domaines DED (Death Effector Domain) en N-terminal alors que les caspases 

2, 9 et 12 possèdent un domaine CARD (CAspase-Recruitment Domain). Ces modules 

guident l’oligomérisation des caspases initiatrices, nécessaire à leur propre activation 

(Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). En effet, elles existent à l’état inactif sous forme de 

monomère et leur activation est dépendante de leur dimérisation, mais ne nécessite pas 

obligatoirement d’étape de clivage. Au sein de chacune des voies d’activation de l’apoptose, 

l’activation des caspases initiatrices nécessite l’intervention d’une protéine adaptatrice 

participant à l’assemblage d’un complexe d’initiation de la mort cellulaire. C’est au sein de ce 

complexe que la caspase initiatrice va s’auto-activer, suite à son oligomérisation.  

1.3.1.2.2 Les caspases effectrices 

Les caspases effectrices interviennent en aval des caspases initiatrices et ont pour cible 

des composants essentiels à la survie de la cellule. Parmi ces caspases, on compte les caspases 

3, 6 et 7. Elles se distinguent par l’absence de domaine de recrutement présent dans les 

caspases initiatrices. Ces caspases effectrices sont présentes sous forme inactive dans la 

cellule. Elles sont activées par clivage protéolytique par les caspases initiatrices (Pop and 

Salvesen, 2009). Ces caspases agissent en cascade et peuvent également activer des caspases 

plus en amont afin d’amplifier le processus protéolytique. La caspase 3 joue un rôle central 

dans l’exécution de l’apoptose en étant activée à la fois par les caspases initiatrices 8 et 9. De 
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plus, elle a la capacité de s’auto-activer. Son activation aboutit au clivage d’un nombre 

important des constituants cellulaires vitaux. L’activation de la caspase 3 est souvent 

considérée comme un point de non-retour de l’apoptose. Les principaux substrats de la 

caspase 3 sont des protéines du cytosquelette, des facteurs anti-apoptotiques, des enzymes du 

métabolisme et de nombreuses nucléases. Par exemple, la protéolyse du domaine inhibiteur de 

l’endonucléase CAD (ICAD) conduit à l’activation de CAD et donc à la fragmentation de 

l’ADN, un critère typique de l’apoptose. À ce jour, environ 400 substrats de caspases ont été 

caractérisés, et classés dans une banque de données (www.casbah.ie). 

1.3.2 La voie extrinsèque de l’apoptose 
Chez les mammifères, la voie extrinsèque de l’apoptose, ou voie des récepteurs de 

mort, est impliquée dans l’élimination des cellules indésirables au cours du développement 

embryonnaire et lors de l’immuno-surveillance anti-tumorale. La voie des récepteurs de mort 

est initiée par des facteurs externes à la cellule, et commence par l’activation d’un récepteur 

(liaison à son ligand) au niveau de la surface cellulaire. Ces récepteurs transmembranaires 

appartiennent tous à la superfamille du TNF. Cette famille compte une trentaine de membres 

et comprend à la fois les récepteurs et leurs ligands naturels (Aggarwal, 2003). 

Les récepteurs sont composés de trois domaines : un extracellulaire, un 

transmembranaire et un intracellulaire. Le domaine extracellulaire est caractérisé par la 

présence d’un ou plusieurs domaines riches en cystéines favorisant la liaison entre le ligand et 

son récepteur. La région intracellulaire possède un domaine cytosolique conservé appelé 

domaine de mort (DD : Death Domain), capable d’interagir avec d’autres composants de la 

machinerie apoptotique. Les ligands de ces récepteurs sont également des molécules 

transmembranaires impliquant des interactions cellule/cellule pour permettre la fixation du 

ligand sur son récepteur.  

La transduction du signal par les récepteurs de mort est initiée par l’oligomérisation du 

récepteur, sous forme de trimère, via son domaine DD (Curtin and Cotter, 2003; Mollinedo 

and Gajate, 2006). De façon générale, cette oligomérisation entraine un réarrangement 

membranaire qui mène au recrutement de protéines adaptatrices possédant aussi un domaine 

DD. Ces protéines adaptatrices, comme FADD (FAS-associated Death Domain protein), 

possèdent de plus un domaine effecteur de mort (DED : Death Effector Domain) capable 

d’interagir avec les caspases initiatrices (Caspases 2, 8 et 10) (Berglund et al., 2000), qui 

contiennent aussi des domaines homologues DED au niveau de leurs pro-domaines. Le 

recrutement des caspases au niveau du complexe des récepteurs de mort forme le DISC 
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(Death-Inducing Signaling Complex) et provoque l’auto-activation de la caspase-8, qui 

élimine son pro-domaine, et se retrouve libéré sous forme active dans le cytosol (Micheau and 

Tschopp, 2003). À partir de ce moment, deux voies sont ouvertes en fonction du type 

cellulaire : soit, la caspase 8 va activer directement la caspase 3, soit elle va cliver la protéine 

à BH3-seulement Bid (Figure 4). 

En effet, le domaine BH3 de Bid est précédé d’une longue boucle d’une quarantaine 

d’acides aminés contenant des sites de clivage à la caspase-8. Une fois activée, la caspase-8 

clive alors Bid en « truncated Bid » noté tBid (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). Bid est 

normalement cytosolique mais le clivage protéolytique de Bid conduit à l’exposition d’un 

résidu glycine, qui est rapidement myristoylé, adressant tBid à la mitochondrie (Zha et al., 

2000). Une fois à la mitochondrie, tBid active à son tour Bax et Bak reliant ainsi la voie des 

récepteurs de mort à la voie intrinsèque de l’apoptose 

 

 
Figure 4 : La voie des récepteurs de mort, exemple de FasL et Fas 

FasL se lie à son récepteur Fas favorisant sa trimérisation via ses domaines DD et le 

recrutement de la molécule adaptatrice FADD au niveau du domaine intracellulaire du 

récepteur. FADD recrute à son tour la procaspase 8 par l’intermédiaire de son domaine 



26 
 

DED. L’ensemble forme le DISC favorisant la dimérisation et l’activation de la caspase 8. 

L’auto-clivage de la caspase 8 conduit à l’activation de la caspase 3 et la mort cellulaire. 

1.3.3 La voie intrinsèque de l’apoptose 
La voie intrinsèque, ou voie mitochondriale, peut être activée suite à divers signaux 

comme les radiations ionisantes, les médicaments utilisés en chimiothérapie, les infections 

virales, les dommages à l’ADN ou encore la privation de facteurs de croissance. Cette voie se 

caractérise par la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MME) soit par les 

protéines Bax et Bak soit par l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondrial 

(PTP). Le premier mécanisme est entièrement sous la dépendance des protéines Bcl-2 et 

repose sur l’activation des protéines pro-apoptotiques alors que le second fait principalement 

intervenir le calcium. Cependant les protéines de la famille Bcl-2 pouvant réguler les flux 

calciques, elles contrôlent également dans une certaine mesure l’ouverture du PTP. Dans tous 

les cas, la perméabilisation de la MME aboutit à la libération vers le cytosol de facteurs 

apoptogènes de l’espace inter-membranaire mitochondrial (EIM). Ces facteurs activent par la 

suite les caspases pour aboutir à la mort cellulaire (Figure 5). 

1.3.3.1 Principaux facteurs apoptogènes 

1.3.3.1.1 Le cytochrome c 

Le cytochrome c est une petite hémoprotéine (environ 12 kDa) chargée positivement 

et localisé dans l’EIM. Le cytochrome c est synthétisé dans le cytosol, puis est ransporté dans 

la mitochondrie où il acquiert un groupement hèminique. Dans l’EIM, le cytochrome c 

intervient dans le transport des électrons de la chaine respiratoire entre les complexes III et 

IV. 

Son rôle dans la mort cellulaire programmée est clairement établi aussi bien in vitro qu’in vivo 

(Kluck et al., 1997; Li et al., 1997; Yang et al., 1997; Brustugun et al., 1998; Garland and 

Rudin, 1998). Une fois libéré dans le cytosol, le cytochrome c interagit, en présence d’ATP, 

avec la protéine Apaf-1 (Apoptosis Protease Activating Factor-1) Il s’agit d’une protéine 

cytosolique de 130 kDa, qui possède un domaine CARD homologue à celui de la caspase-9 

(Zou et al., 1997). Le cytochrome c forme donc un complexe avec Apaf-1 mais aussi avec la 

pro-caspase 9. Ce complexe appelé « apoptosome » conduit à l’activation de la caspase 

initiatrice 9 de façon ATP-dépendant (Acehan et al., 2002). Une fois activée la caspase-9 clive 

la caspase-3 conduisant à l’apoptose des cellules. 
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De plus, il a été montré que le cytochrome c libéré, pouvait également interagir avec d’autres 

protéines intracellulaires afin d’induire l’apoptose. En effet, le cytochrome c peut se lier aux 

membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et ainsi inhiber leur effet anti-apoptotique 

(Moradi-Améli et al., 2002). Il serait également capable d’interagir avec le récepteur à 

l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) situé au RE provoquant alors un relargage massif du 

calcium fatal pour la cellule (Boehning et al., 2003) (Voir aussi partie 2.5.6). 

1.3.3.1.2 L’AIF 

L’AIF (Apoptosis-inducing Factor) est une protéine de 57 kDa, située au niveau de 

l’EIM (Susin et al., 1999). Comme le cytochrome c, l’AIF est codée par un gène nucléaire et 

importée à la mitochondrie. Une fois libérée dans le cytosol, l’AIF migre dans le noyau où 

elle se lie à l’ADN. Cette liaison à l’ADN induit une condensation périphérique de la 

chromatine et une fragmentation de l’ADN. Cette fragmentation ferait intervenir des 

endonucléases comme CAD ou l’Endonucléase G (Wang et al., 2002). 

1.3.3.1.3 L’Endonucléase G 

L’endonucléase G (EndoG) est une nucléase mitochondriale de 30 kDa codée par un 

gène nucléaire qui interviendrait dans la réplication de l’ADN mitochondrial. Au cours de 

l’apoptose, EndoG est libérée de la mitochondrie vers le noyau où elle va cliver l’ADN en 

fragments nucléosomiques (Li et al., 2001). 

1.3.3.1.4 Les inhibiteurs des IAP 

Les IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) sont des inhibiteurs intracellulaires des 

caspases qui peuvent empêcher l’activation des pro-caspases et inhiber les caspases déjà 

activées (Srinivasula and Ashwell, 2008).  

Lors du déclenchement de l’apoptose les IAPs peuvent être inhibées par des protéines libérées 

par la mitochondrie notamment les protéines Smac/Diablo et Htra2/Omi. La première se lie 

aux IAPs empêchant leur interaction avec les caspases (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000) 

alors que la seconde clive les IAPs les rendant alors inactives (Verhagen et al., 2002).   
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Figure 5 : Représentation de la voie mitochondriale apoptotique 

Au cours de l’apoptose, la perméabilisation de la mitochondrie entraine la libération de 

facteurs apoptogènes dans le cytosol aboutissant à l’activation de la caspase 3 et la mort 

cellulaire. D’un autre côté, des nucléases (EndoG, AIF et CAD) sont transloquées au noyau 

et dégradent l’ADN en fragments inter-nucléosomiques. Smac/Diablo et Htra2/Omi inhibent 

les IAPs. Le cytochrome c participe à la formation de l’apoptose. Les voies intrinsèque et 

extrinsèque sont connectées par la protéine pro-apoptotique tBid. 
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1.3.3.2 Voie dépendante de Bax et Bak 

1.3.3.2.1 Activation des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak 

En absence de stress, les membres pro-apoptotiques sont inhibés par l’interaction de 

leur domaine BH3 avec la poche hydrophobe (domaines BH1, BH2 et BH3) formée au sein 

des protéines anti-apoptotiques (Petros et al., 2004). Selon le modèle dit du « rhéostat », 

(Korsmeyer et al., 1993), une inhibition de l’activité des membres anti-apoptotiques ou une 

surexpression des membres pro-apoptotiques conduit à un équilibre en faveur des protéines 

pro-apoptotiques aboutissant à l’apoptose. Suite à un stress, les membres pro-apoptotiques de 

type BH3-seulement sont activés et initient la cascade apoptotique en induisant l’activation de 

Bax et Bak résultant d’un changement conformationnel. Deux modèles ont été proposés pour 

expliquer le mode d’action des BH3-seulement dans l’activation des protéines pro-

apoptotiques multi-domaines : le modèle d’activation directe et celui d’activation indirecte. 

1.3.3.2.1.1 Modèle d’activation directe 

Ce modèle se base sur l’existence de deux types de protéines à BH3-seulement : les 

activateurs et les sensibilisateurs. Alors que les activateurs semblent interagir avec tous les 

membres anti-apoptotiques, les sensibilisateurs posséderaient en revanche un profil 

d’interaction plus restreint (Figure 6) (Chen et al., 2005; Certo et al., 2006; Rautureau et al., 

2012). 

Le premier groupe composé de Bid, Bim et Puma serait capable de se lier avec les 

protéines pro-apoptotiques Bax et Bak et de les activer directement. En effet, des études ont 

montré que ces trois protéines ou leurs domaines BH3 sont capables d’induire directement 

l’oligomérisation de Bax (Kuwana et al., 2002; Letai et al., 2002; Gallenne et al., 2009). Cette 

année, le changement de conformation de Bax induit par la fixation du domaine BH3 de Bid 

et Bim a d’ailleurs pu être observé par cristallographie confirmant leur capacité à activer 

directement les membres pro-apoptotiques multi-domaines (Czabotar et al., 2013). Dans ce 

modèle, les protéines activatrices seraient séquestrées par les membres anti-apoptotiques. 

Suite à un stress, le deuxième groupe des BH3-seulement, les sensibilisateurs, seraient alors 

activés et permettraient de libérer les activateurs en interagissant avec les protéines anti-

apoptotiques (Figure 7) (Chipuk and Green, 2008).  

Récemment, une équipe a affirmé avoir prouvé la validité de ce modèle en montrant 

que des souris triple knockout pour bid/bim/puma présentent le même phénotype que les 

souris double knockout pour bax/bak (Ren et al., 2010). De plus, les auteurs montrent que les 

cellules issues de ces souris sont résistantes à de nombreux stimuli apoptotiques. Cependant, 
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les conclusions de cette étude ont été remises en question dans un éditorial affirmant que le 

phénotype des souris triple knockout bim/bid/puma est moins sévère que celui des souris 

double knockout bax/bak et que les cellules issues des premières souris sont moins résistantes 

à l’apoptose que celles issues des secondes (Villunger et al., 2011). D’après les auteurs 

certains résultats seraient mêmes plutôt en faveur du modèle d’activation indirecte. 

 
Figure 6 : Modèle d’interaction entre les membres pro-apoptotiques à BH3 seulement et 

les membres anti-apoptotiques 

Bid, Puma et Bid seraient des interacteurs ubiquitaires tandis que Bad, Bmf, Bik, Hrk et Noxa 

seraient des interacteurs sélectifs. 

 

1.3.3.2.1.2 Le modèle d’activation indirecte 

Dans ce modèle, les BH3-seulement n’activeraient pas directement les protéines 

Bax/Bak, mais agiraient en neutralisant les protéines anti-apoptotiques, libérant ainsi Bax et 

Bak. De nouveau, les membres à BH3-seulement sont divisés en deux sous-groupes, les 

protéines de type Bim (Bim, Bid, Puma) capables d’interagir et d’inhiber tous les membres 

anti-apoptotiques, tandis que celles de type Bad (Bad, Bik, Hrk, Noxa etBmf), ont un profil 

d’interaction plus restreint mais correspondant à celui du modèle direct (Figure 6).  

Dans ce modèle, Bax et Bak existeraient sous deux conformations : une conformation 

ouverte où leur BH3 est exposé et une conformation fermée où il est masqué (Willis et al., 

2007). Dans les cellules saines, les protéines Bax et Bak en conformation ouverte seraient 
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séquestrées par les membres anti-apoptotiques alors que les protéines en conformation fermée 

seraient libres mais inactives. Après activation du processus d’apoptose, un membre à BH3-

seulement romprait l’interaction de Bax/Bak avec les membres anti-apoptotiques. Ainsi 

libérées, Bax/Bak en conformation ouverte, seraient libres d’interagir avec un monomère de 

Bax ou Bak en conformation fermée et de l’activer, conduisant à l’oligomérisation de ces 

protéines dans la MME et à la sortie du cytochrome c (Figure 7) (Willis et al., 2007).  

Chaque modèle possède des preuves expérimentales permettant de l’étayer. Il a donc 

été proposé récemment que ces deux modèles pourraient coexister. Ainsi les protéines de type 

Bad ne feraient que libérer Bax et Bak des anti-apoptotiques alors les protéines de type  Bim 

après les avoir libérer permettrait aussi leur activation (Mérino et al., 2009).  

 

 
Figure 7 : Les modèles d’activation directe et indirecte 

Représentation schématique des modèles d’activation directe et indirecte des membres pro-

apoptotiques multi-domaines (d’après Giam et al., 2008). 

 

1.3.3.2.2 Perméabilisation de la membrane mitochondriale externe par Bax et Bak 

Une fois activées les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak participent à la 

perméabilisation de la MME permettant ainsi le relargage des facteurs apoptogènes 

responsable de l’activation des caspases. Bax et Bak sont requis pour la perméabilisation de la 

MME puisque l’invalidation de ces deux protéines prévient l’apoptose induite par de 

nombreux stimuli (Wei et al., 2001). L’activation de Bax et Bak s’accompagne de 
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changements conformationnels permettant leur oligomérisation (Eskes et al., 2000; Wei et al., 

2000). Cette étape d’oligomérisation est essentielle pour induire la perméabilisation de la 

MME puisque des mutants de Bax et Bak ne pouvant plus s’oligomériser perdent leur 

capacité à induire l’apoptose (George et al., 2007; Dewson et al., 2008). Bax et Bak semblent 

se dimériser grâce à une interaction entre le domaine BH3 d’un monomère et les hélices 4 et 

5 d’un autre monomère. Les dimères pourraient ensuite s’associer entre eux par une 

interaction entre les hélices 6 des différentes sous-unités. De plus, Bax et Bak pourraient 

former des hétéro-oligomères (Dewson et al., 2008, 2009, 2012). Finalement, il est intéressant 

de noter que l’oligomérisation de Bax semble également facilitée par Drp-1, un composant 

essentiel de la machinerie de fission de la mitochondrie (Montessuit et al., 2010). 

 Le mécanisme permettant la perméabilisation de la MME par Bax et Bak fait toujours 

l’objet de nombreuses recherches. À ce jour, deux principaux modèles non mutuellement 

exclusifs ont été proposés : la formation de canaux protéiques et la formation de pores 

lipidiques. 

1.3.3.2.2.1 Formation de canaux protéiques  

L’hypothèse selon laquelle Bax et Bak pourraient former des pores protéiques dans la 

MME provient de leur similarité structurale avec des toxines bactériennes connues pour 

former des pores (Suzuki et al., 2000). Bax peut d’ailleurs former des canaux dans des 

membranes artificielles (Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al., 1997). Ainsi, il a été 

proposé que Bax et Bak puissent s’assembler dans la MME pour former le canal MAC 

(Mitochondria apoptosis-induced channel) permettant le passage de molécules de l’EIM vers 

le cytosol (Dejean et al., 2005). Bax et Bak sont bien capables de former un tel canal dans des 

mitochondries isolées mais sa taille ne semble pas suffisante pour laisser passer toutes les 

protéines relarguées par la mitochondrie au cours de l’apoptose (Martinez-Caballero et al., 

2009). 

Il a été également proposé que Bax et Bak puissent s’associer à des canaux 

mitochondriaux comme le PTP ou VDAC. Cependant, l’invalidation de la Cyclophiline D, un 

acteur essentiel de l’ouverture du PTP, ou des trois isoformes de VDAC n’empêche pas la 

perméabilisation de la MME écartant un rôle pour ces canaux dans le perméabilisation induite 

par Bax et Bak (Baines et al., 2005, 2007). 

1.3.3.2.2.2 Formation de pores lipidiques 

Le deuxième modèle proposé suggère que Bax et Bak s’associent aux lipides de la 

MME entrainant une déformation de la membrane et la formation d’un pore lipidique 
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(Basañez et al., 2002; Kuwana et al., 2002).Cette hypothèse est corroborée par des études 

structurales des pores formés par Bax en bicouche lipidique (Qian et al., 2008; Schafer et al., 

2009; Xu et al., 2013). Cependant, les preuves de l’existence de pores lipidiques dans des 

mitochondries sont, à ce jour, inexistantes  

1.3.3.3 Voie dépendante du calcium 

1.3.3.3.1 Ouverture du PTP 

Le PTP est un pore protéique mitochondrial qui est ouvert en réponse à une 

augmentation de la concentration de calcium dans la mitochondrie. Son ouverture est 

également stimulée par le phosphate inorganique et les acides gras (Rasola and Bernardi, 

2007). L’existence de ce pore est communément acceptée, en revanche son identité 

moléculaire est toujours inconnue bien qu’une étude récente suggère que l’ATP synthase 

F0/F1 mitochondriale pourrait former le PTP (Giorgio et al., 2013). La seule protéine admise 

pour jouer un rôle dans l’ouverture du PTP est la Cyclophiline D qui activerait l’ouverture du 

pore après fixation sur ce dernier. Par ailleurs, il apparait clairement que l’ouverture du PTP 

est entièrement dépendante du calcium présent dans la matrice mitochondriale (Bernardi, 

2013). 

La mitochondrie joue un rôle tampon vis à vis l’augmentation de la concentration 

cytosolique de calcium en recapturant en permanence ces ions qui sont notamment essentiels 

pour le fonctionnement du métabolisme oxydatif (Hajnóczky et al., 1995; Robb-Gaspers et 

al., 1998). A ce titre, la mitochondrie et le RE, principal réservoir de calcium pour la cellule, 

sont étroitement liés (Shore and Tata, 1977; Meier et al., 1981) et semblent même 

physiquement associés au niveau de domaines particuliers, les MAM (Mitochondria-

associated membranes) (Vance, 1990). Les MAM sont enrichies en protéines 

transmembranaires reliant les deux organelles, telles que PACS-2 ou la Mitofusin-2, mais 

aussi en IP3R, l’un des principaux canaux calcique du RE (Simmen et al., 2005; de Brito and 

Scorrano, 2008). Ces points de contact jouent donc un rôle essentiel dans le transfert de 

calcium entre le RE et la mitochondrie (Rizzuto et al., 1993, 1998). Dans les MAM, l’IP3R 

semble appartenir à un complexe comprenant également la protéine Grp75 et le canal 

mitochondrial VDAC (Szabadkai et al., 2006). Ce dernier est impliqué entre autres dans le 

transport des ions calcium à travers la MME (Gincel et al., 2001; Rapizzi et al., 2002). Au 

niveau de ces points de contacts la concentration en calcium peut atteindre des concentrations 

beaucoup plus élevées que dans le cytosol (Csordás et al., 2010), ce qui coïncide avec une 

fonction spécialisée des MAM dans les échanges calciques RE/mitochondrie. En effet, 
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l’uniporteur calcique mitochondrial (MCU pour Mitochondrial Calcium Uniporter) qui permet 

le passage du calcium de l’EIM vers la matrice mitochondriale nécessite de hautes 

concentrations de calcium pour s’ouvrir (Baughman et al., 2011; De Stefani et al., 2011). 

Ainsi, le calcium relargué depuis le RE peut rapidement être recapté par la mitochondrie au 

niveau des MAM grâce à l’action combiné de VDAC et MCU (Figure 8) (Giorgi et al., 

2009).  

En plus du canal MCU, le calcium peut transiter de l’EIM vers la matrice par le mécanisme 

RaM (Rapid uptake Mode). Le RaM permet une entrée rapide de calcium dans la matrice 

mais ce mécanisme est en revanche inhibé par des hautes concentrations de calcium 

cytosolique (Gunter et al., 2004). Ceci suggère qu’il existe deux modes d’entrée du calcium 

dans la matrice mitochondriale qui sont différentiellemment activés selon la concentration 

cytosolique de calcium (Figure 8).  

La sortie du calcium de la matrice mitochondriale s’effectue va trois mécanismes : des 

échanges Na+/Ca2+ et H+/Ca2+ et l’ouverture transitoire du PTP (Figure 8). Les antiports 

Na+/Ca2+ et H+/Ca2+ sont décrit depuis longtemps mais l’identité des échangeurs n’a été 

identifiée que récemment (Jiang et al., 2009; Palty et al., 2010). En plus de ces échanges 

d’ions, l’ouverture transitoire du PTP semble jouer un rôle dans la sortie de calcium depuis la 

mitochondrie. (Hüser and Blatter, 1999; Petronilli et al., 1999). Ce relargage de calcium par le 

PTP pourrait participer à la signalisation calcique notamment dans les neurones et les 

cardiomyocytes (Elrod et al., 2010; Barsukova et al., 2011). 

De nombreux types de stress et notamment ceux touchant le RE provoquent une 

augmentation massive de la concentration cytosolique de calcium. L’IP3R est d’ailleurs 

impliqué dans l’induction de l’apoptose par certains de ces stimuli puisque son invalidation 

réduit considérablement la mort cellulaire (Jayaraman and Marks, 1997; Sugawara et al., 

1997; Szalai et al., 1999; Blackshaw et al., 2000). Du fait de sa proximité avec le RE, la 

mitochondrie fait alors face à de très hautes quantités de calcium qui mettent à contribution 

ses mécanismes tampon. Cependant, alors que le calcium est un élément indispensable au bon 

fonctionnement de la mitochondrie, une surcharge de calcium s’avère en revanche fatale. En 

effet, l’accumulation de calcium dans la matrice mitochondriale conduit à l’ouverture 

persistante du PTP qui permet alors le passage dans l’EIM de nombreuses molécules 

possédant une taille inférieure à 15 kDa. Ceci entraine alors la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale interne, causant l’arrêt de la phosphorylation oxydative, le gonflement de la 

matrice mitochondriale et finalement la rupture de la MME conduisant au relargage des 

facteurs apoptogènes dans le cytosol (Hajnóczky et al., 2006; Rasola and Bernardi, 2011).  
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Les protéines de la famille Bcl-2 ne sont donc pas directement impliquées dans la 

régulation de l’ouverture du PTP. Cependant, comme nous le verrons dans la partie 1.4, du 

fait de leur capacité à réguler l’homéostasie calcique au niveau du RE et de la mitochondrie, 

les protéines Bcl-2 peuvent également contrôler ce mode de perméabilisation de la MME.  

 

 
Figure 8 : Homéostasie calcique du RE et de la mitochondrie 

Dans le RE, principale réserve de calcium, le calcium est séquestré par différents protéines 

dont des chaperonnes et des protéines disulfide isomérases (PDI) impliquées dans le 

repliement des protéines. Le calcium entre dans le RE par l’action de pompe ATPase SERCA. 

L’efflux de calcium au RE se fait par des canaux calciques dont l’IP3R, et par des fuites 

passives. L’association du RE avec la mitochondrie, via PACS-2, Mfn-2 mais aussi Grp-75 

liant l’IP3R à VDAC, favorise les échanges calciques entre les deux organelles. L’entrée de 

calcium dans la mitochondrie se fait par VDAC au niveau de la MME puis par MCU ou le 

RaM au niveau de la membrane interne. L’efflux de calcium est réalisé par les échangeurs 

Na+/Ca2+ et H+/Ca2+ ainsi que par l’ouverture transitoire du PTP. 
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1.3.3.3.2 Induction de l’apoptose indépendamment du PTP. 

En plus de promouvoir l’ouverture du PTP, une augmentation de calcium cytosolique 

peut également aboutir à l’activation des protéines Bax et Bak. En effet, les calpaïnes, qui 

sont des protéases à cystéine activées par liaison au calcium, sont capables de cliver différents 

membres de la famille Bcl-2. Ainsi, Bid peut être clivée en t-Bid par la μ-calpaïne induisant 

alors l’apoptose de façon dépendante de Bax (Chen et al., 2001). De plus, Bcl-2, Bcl-xL et 

Bfl-1 sont également clivées par la μ-calpaïne. Ce clivage diminue l’activité anti-apoptotique 

de Bcl-xL et convertit Bcl-2 et Bfl-1 en protéines pro-apoptotiques capables d’induire le 

relargage de cytochrome indépendamment de Bax (Gil-Parrado et al., 2002; Valero et al., 

2012). Bax semble également clivée par la μ-calpaïne aboutissant à une forme 

constitutivement active de Bax ne pouvant plus être inhibée par Bcl-2 (Gao and Dou, 2000).   

Une augmentation de la concentration cytosolique de calcium peut aussi induire 

l’activation de Bad. En conditions physiologiques, Bad est phosphorylée ce qui permet sa 

séquestration par les protéines 14-3-3 (Datta et al., 2000). Cependant, l’augmentation de 

calcium dans le cytosol peut par ailleurs activer la calcineurine (ou PP2B), une phosphatase 

calcium-dépendante, qui déphosphoryle Bad rompant ainsi l’association avec 14-3-3 et lui 

permettant d’activer Bax (Wang et al., 1999). De façon intéressante, une faible élévation du 

niveau de calcium semble au contraire activer la CaMKK (Ca2+/Calmodulin dependent 

protein kinase kinase) qui induit la phosphorylation de Bad par la PKB et promeut donc la 

survie cellulaire (Yano et al., 1998).  

Finalement il faut noter que l’augmentation de calcium dans le cytosol peut également 

induire l’apoptose de façon indépendante de la mitochondrie via la caspase-12. Cette dernière 

est une caspase initiatrice qui est localisée au RE (Nakagawa et al., 2000; Yoneda et al., 

2001). La caspase-12 peut être clivée par les μ- et m-calpaïnes ce qui entraîne son activation 

et le clivage successif de caspases effectrices induisant alors l’apoptose sans perméabilisation 

de la MME (Tan et al., 2006; Martinez et al., 2010). 

1.4 Contrôle de l’homéostasie calcique par les Bcl-2 

1.4.1 Au niveau du RE 
Le concept selon lequel les protéines de la famille Bcl-2 peuvent se localiser au niveau 

du RE (Krajewski et al., 1993) et contrôler l’apoptose via la régulation de l’homéostasie 

calcique a émergé il y a 20 ans. Cependant, malgré le nombre croissant d’études sur le sujet, 
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les mécanismes permettant aux protéines Bcl-2 d’exercer cette fonction restent obscurs et 

sujet à controverse.  

Le RE est l’un des sites majeurs de repliement, de modification et de trafic des protéines mais 

aussi le principal réservoir de calcium de la cellule. La concentration de calcium au sein du 

RE est extrêmement élevée comparée à celle dans le cytosol (~100 μM pour le RE contre 50-

100 nM pour le cytosol). Dans le RE, le calcium est tamponné en se liant à la calréticuline et à 

la calséquestrine ainsi qu’à des chaperonnes (calnexine, Grp78, Grp94) ou à des protéines 

disulfide isomérases dont la liaison au calcium régule l’activité dans le repliement des 

protéines (Mekahli et al., 2011). La concentration luminale de calcium est régulée par 

différents mécanismes de capture/libération. Ainsi, l’entrée de calcium dans le RE est réalisée 

par la pompe SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) qui permet le passage 

du calcium du cytosol vers la lumière du RE de façon ATP-dépendante. L’entrée de calcium 

est compensée par deux voies de sortie : les canaux calciques et la fuite passive de calcium. 

Les canaux calciques du RE sont les récepteurs à la ryanodine (RyR) et à l’inositol 1,4,5-

trisphosphate (IP3R). Ces canaux ne sont ouverts que lorsqu’ils sont activés et permettent la 

génération de signaux calciques qui sont intégrées dans le cytosol pour induire une réponse 

cellulaire dépendante de l’amplitude et de la fréquence de ces signaux. En plus des canaux 

calciques il semble qu’il se produise une fuite de calcium au niveau du RE. Différents 

candidats, comme les translocons (Van Coppenolle et al., 2004) ou les présenilines (Tu et al., 

2006) ont été proposés pour exercer cette fonction mais le mécanisme permettant la fuite 

passive n’est pas complètement compris (Figure 8).  

1.4.1.1 Régulation par les membres anti-apoptotiques 
La première observation suggérant un rôle pour Bcl-2 dans l’homéostasie calcique date 

de 1993 (Baffy et al., 1993). Les auteurs ont démontré que dans des cellules hématopoïétiques 

dépendantes de l’IL-3, le retrait d’IL-3 induit l’apoptose par un transfert de calcium du RE 

vers la mitochondrie. Dans ce modèle, la surexpression de Bcl-2 prévient l’apoptose et bloque 

ce transfert de calcium. De plus, les auteurs ont observé que la quantité de calcium présente 

dans le RE n’est pas altérée par la surexpression de Bcl-2 suggérant que cette dernière agit sur 

la sortie du calcium du RE. L’année suivante deux autres études sont arrivées à la même 

conclusion. La première a montré que Bcl-2 prévient l’augmentation de calcium dans le 

cytosol induite par le retrait de sérum sur des cellules NIH3T3 (Magnelli et al., 1994). La 

seconde a rapporté que Bcl-2 inhibe l’apoptose induite par la thapsigargine, un inhibiteur de la 

pompe SERCA (Lam et al., 1994). Dans cette dernière étude, Bcl-2 réduit l’efflux de calcium 
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depuis le RE sans altérer la quantité de calcium dans la lumière du RE. Un effet similaire de 

Bcl-2 fut également observé après le traitement de cellules par l’H2O2 suggérant que Bcl-2 est 

capable de réduire la sortie de calcium depuis le RE pour prévenir l’apoptose induite par 

différents stress (Distelhorst et al., 1996; Ichimiya et al., 1998). Cependant d’autres études ont 

suggéré que Bcl-2 est capable d’augmenter la recapture du calcium par le RE ainsi que la 

concentration luminale de calcium. He et collaborateurs ont montré que la surexpression de 

Bcl-2 maintient le stock calcique du RE quand SERCA est inhibée ou quand la concentration 

extracellulaire de calcium est réduite (He et al., 1997). Bcl-2 n’étant pas capable de prévenir 

l’inhibition de SERCA dans cette étude, les auteurs ont donc conclu que Bcl-2 pourrait 

directement stimuler la recapture de calcium par le RE. D’autres études ont également montré 

que la surexpression de Bcl-2 augmente la quantité de calcium dans le RE bien qu’ici cela 

provienne d’une expression accrue de SERCA (Kuo et al., 1998; Zhu et al., 1999). Cependant, 

Kuo et collaborateurs ont tout de même observé une interaction entre Bcl-2 et SERCA qui 

pourrait favoriser l’activité de cette pompe calcique. Cette interaction a aussi été suggérée 

dans l’ovocyte de xénope où Bcl-2 désensibilise SERCA à la thapsigargine grâce à son 

domaine BH4 (Kobrinsky and Kirchberger, 2001). Ainsi, toutes ces études suggèrent que Bcl-

2 agit en diminuant la quantité de calcium dans le cytosol soit en réduisant la sortie de 

calcium du RE soit en augmentant sa recapture ce qui protègerait la mitochondrie d’une 

surcharge de calcium (Figure 9A).  

Un autre mécanisme d’action pour Bcl-2 a émergé en 2000 quand deux groupes ont 

montré que Bcl-2 pouvait au contraire réduire la quantité de calcium dans le RE (Foyouzi-

Youssefi et al., 2000; Pinton et al., 2000). Ces deux groupes ont démontré que la 

surexpression de Bcl-2 réduit la sortie de calcium à travers le canal IP3R du fait d’une 

diminution de la quantité de calcium dans le RE consécutive à l’augmentation des fuites 

passives de calcium à travers la membrane du RE (Foyouzi-Youssefi et al., 2000; Pinton et 

al., 2000). Dans ces deux études les auteurs attribuent cet effet de Bcl-2 à sa capacité à former 

des canaux ioniques ce qui permettrait la fuite du calcium luminal. Cette hypothèse est 

cependant mise à mal par le fait qu’une protéine Bcl-2 chimère contenant le domaine de 

formation de pore de Bax a le même effet que Bcl-2 sur l’homéostasie calcique du RE (Chami 

et al., 2004). Il a aussi été montré que Bcl-2 peut réduire l’expression de SERCA et de la 

Calréticuline pour diminuer la quantité de calcium dans le RE (Vanden Abeele et al., 2002). 

Une autre étude suggère que Bcl-2 pourrait interagir avec SERCA et la déstabiliser (Dremina 

et al., 2004). Finalement, une dernière étude a proposé que l’interaction de Bcl-2 avec les 

protéines à BH3-seulement est requise pour la réduction du stock de calcium du RE (Bassik et 
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al., 2004). En effet, il semble qu’une forme non phosphorylable de Bcl-2 soit plus efficace 

que la protéine sauvage à cet égard et ces auteurs ont montré que la phosphorylation de Bcl-2 

modifie son interaction avec les protéines à BH3-seulement perturbant alors son effet sur la 

trafic du calcium réticulaire. Le mécanisme permettant au complexe Bcl-2/BH3-seulement de 

diminuer la quantité de calcium dans le RE n’est toutefois pas décrit. Dans leur ensemble ces 

études suggèrent qu’en diminuant le stock de calcium du RE, Bcl-2 prévient une sortie 

massive de calcium lors d’un stress, protégeant ainsi la mitochondrie d’une surcharge calcique 

(Figure 9B). L’augmentation des fuites de calcium pourrait aussi avoir un effet pro-survie en 

favorisant le métabolisme mitochondrial ou encore en induisant la phosphorylation de Bad par 

la CaMKKII. Cependant le mécanisme permettant à Bcl-2 d’exercer une telle fonction n’est 

pas clairement établi.  

Enfin, il a été proposé que Bcl-2 et Bcl-xL interagissent directement avec l’IP3R pour 

moduler son activité bien que leur site d’interaction sur le récepteur et leur mécanisme 

d’action soient différents (Voir partie 2.5.5.6 pour plus de détails). Ainsi, Bcl-2 semble 

inhiber la sortie de calcium par l’IP3R de façon dépendante de son domaine BH4 (Chen et al., 

2004; Hanson et al., 2008; Rong et al., 2008). De plus, le domaine BH4 de Bcl-2 à lui seul est 

capable de réguler le canal calcique (Figure 9A) (Rong et al., 2009). Bcl-xL semble quant à 

lui exercer un effet pro-survie en rendant l’IP3R plus sensible à de faibles concentrations du 

ligand endogène IP3 ce qui augmenterait les oscillations de calcium dans le cytosol et 

activerait le métabolisme mitochondrial (Figure 9C) (White et al., 2005; Li et al., 2007).  

1.4.1.2 Régulation par les membres pro-apoptotiques.  
Les protéines pro-apoptotiques peuvent elles aussi se localiser au RE et jouer sur 

l’homéostasie calcique. La première observation d’un tel rôle fut réalisée par Pan et 

collaborateurs qui montrèrent que la surexpression de Bax dans des cellules CHO induit 

l’apoptose en provoquant une déplétion du calcium luminal (Pan et al., 2001). Il a été montré 

par la suite que Bax et Bak peuvent se localiser au RE pour induire une sortie massive de 

calcium provoquant alors le relargage du cytochrome c mitochondrial (Nutt et al., 2002b). 

Bax semble d’ailleurs requis pour l’induction de l’apoptose calcium-dépendante car les 

cellules déficientes pour Bax ne présentent pas de réduction du stock de calcium réticulaire en 

réponse à la staurosporine contrairement aux cellules contrôle (Nutt et al., 2002a). De plus, il 

semble que lors d’un stress du RE, Bax et Bak puissent s’oligomériser dans la membrane du 

RE provoquant alors l’activation de la caspase-12. L’expression ciblée de Bak au RE est 

d’ailleurs suffisante pour induire la déplétion du stock de calcium du RE et l’activation de la 
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caspase-12 même en absence de Bax et Bak (Zong et al., 2003). Bak localisée au RE peut 

également être activée par Bim et Puma et ainsi induire le relargage de cytochrome c en partie 

en favorisant une sortie massive de calcium du RE (Klee et al., 2009). Ainsi, une fois activées, 

Bax et Bak pourraient promouvoir la sortie du calcium luminal vers le cytosol. De plus, Bik 

est également capable de se localiser dans la membrane du RE et d’y induire l’apoptose 

(Germain et al., 2002). Plus récemment, il a été montré que Bik peut induire la sortie du 

calcium luminal en favorisant la localisation et l’oligomérisation de Bax et Bak au niveau du 

RE (Figure 9A) (Mathai et al., 2005). 

 

 
Figure 9 : Contrôle de l’homéostasie calcique par les protéines Bcl-2 au RE 

(A) Dans ce modèle, les membres anti-apoptotiques agissent en diminuant la concentration de 

calcium cytosolique en interagissant soit avec l’IP3R soit avec SERCA alors que les membres 

pro-apoptotiques ont l’effet opposé. (B) Dans ce modèle, les membres anti-apoptotiques 

agissent en diminuant la concentration de calcium dans le RE alors que les pro-apoptotiques 

contrent cet effet. (C) Dans ce modèle les anti-apoptotiques favorisent la survie cellulaire en 

augmentant le relargage de calcium vers la mitochondrie 

 

Cependant, des résultats contradictoires existent aussi concernant l’effet des membres 

pro-apoptotiques sur l’homéostasie calcique du RE. En effet, dans des cellules déficientes 



41 
 

pour Bax et Bak une réduction importante de la quantité de calcium dans le RE a été observée 

(Scorrano et al., 2003). Ceci suggère que Bax et Bak augmentent le stock de calcium 

réticulaire ce qui induirait un relargage plus massif de calcium lors d’un stress. Ce groupe a 

par la suite montré que dans les cellules déficientes pour Bax et Bak, l’IP3R est en fait hyper-

phosphorylé (Oakes et al., 2005). Cet état du récepteur le rendrait plus sensible à de faibles 

concentrations de ligand, augmentant le relargage de calcium et diminuant ainsi la quantité de 

calcium dans le RE. Dans ces cellules, l’interaction entre Bcl-2 et l’IP3R est augmentée et ces 

auteurs ont montré que l’invalidation de Bcl-2 prévient l’hyper-phosphorylation de l’IP3R 

(Oakes et al., 2005). Ainsi, les auteurs suggèrent que Bcl-2 diminuerait le stock de calcium du 

RE en augmentant la phosphorylation de l’IP3R alors que Bax et Bak, en interagissant avec 

Bcl-2, contreraient cet effet (Figure 9B).   

1.4.2 Au niveau mitochondrial 
Comme indiqué dans la partie 1.3.3.3 la mitochondrie joue un rôle central dans 

l’homéostasie calcique en « tamponnant » le calcium cytosolique. Dans la mitochondrie, le 

calcium augmente le taux de production de NADH et l’activité de l’ATP synthase ainsi que 

celle des déshydrogénases du cycle de Krebs (Gunter et al., 2000). Cependant, une quantité 

excessive de calcium dans la mitochondrie conduit à l’ouverture du PTP et à l’apoptose. 

Ayant un rôle avéré dans le contrôle de la mort cellulaire à la mitochondrie, les protéines de la 

famille Bcl-2 également capables de réguler l’homéostasie calcique mitochondriale. 

Cependant, comme au niveau du RE, leur rôle au niveau de la mitochondrie ne fait pas l’objet 

d’un consensus. 

La première indication d’un rôle de Bcl-2 dans l’homéostasie calcique mitochondriale 

a été fournie par une étude portant sur des neurones. Dans ce modèle, la surexpression de Bcl-

2 permet aux mitochondries de recapturer plus de calcium sans relargage de cytochrome c 

suggérant que Bcl-2 protège les mitochondries d’une surcharge calcique (Murphy et al., 

1996). Des résultats similaires montrant que Bcl-2 augmente la capacité des mitochondries à 

stocker du calcium ont été obtenus dans d’autres modèles (Ichimiya et al., 1998; Zhu et al., 

1999; Hirata et al., 2012). Cet effet pourrait provenir du fait que Bcl-2 diminue l’activité de 

l’échangeur Na+/ Ca2+  réduisant ainsi l’efflux de calcium depuis la mitochondrie (Zhu et al., 

2001). Cependant, d’autres études ont montré que Bcl-2 n’a pas d’effet sur la recapture du 

calcium par la mitochondrie (Bassik et al., 2004) ou même qu’elle réduit ce processus 

(Hanson et al., 2008). 
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En ce qui concerne les membres pro-apoptotiques seules quelques études suggèrent qu’ils 

jouent un rôle dans l’homéostasie calcique mitochondriale. Bax peut par exemple favoriser le 

relargage de cytochrome c induit par le calcium sur des mitochondries isolées suggérant que 

cette protéine pourrait contribuer à l’entrée de calcium dans la matrice (Gogvadze et al., 

2001). Une autre étude a également conclu que Bax et Bak augmentent la concentration de 

calcium dans la mitochondrie (Nutt et al., 2002b). A l’inverse il a été suggéré que Bax 

pourrait promouvoir la libération de calcium de la mitochondrie pour induire des vagues de 

calcium dans la cellule et ainsi amplifier la réponse apoptotique (Figure 10A) (Carvalho et 

al., 2004).  

Le mécanisme permettant aux protéines de la famille Bcl-2 de réguler la concentration 

de calcium dans la mitochondrie n’est pas clairement décrit. Néanmoins, une hypothèse 

s’appuie sur le fait que ces protéines sont capables d’interagir avec VDAC. Ce canal est la 

protéine la plus abondante de la MME et il participe activement à l’import du calcium vers 

l’EIM (Rizzuto et al., 2009). VDAC existe sous deux états, un état ouvert où il est 

principalement perméable aux anions et aux métabolites et un état fermé où les cations, et en 

particulier le calcium, peuvent librement passer au travers du canal (Shoshan-Barmatz and 

Gincel, 2003; Tan and Colombini, 2007). La première étude relatant une interaction entre 

VDAC et les membres de la famille Bcl-2 a démontré que Bcl-xL, Bax et Bak peuvent 

interagir avec le canal. Alors que Bcl-xL semble fermer VDAC, Bax et Bak au contraire 

ouvrirait le canal (Shimizu et al., 1999). La même équipe a ensuite montré que le domaine 

BH4 de Bcl-2 et Bcl-xL est requis pour que ces protéines exercent leur effet inhibiteur sur 

l’ouverture de VDAC (Shimizu et al., 2000). Bim pourrait également interagir avec VDAC et 

favoriser son ouverture (Sugiyama et al., 2002). Finalement, Bcl-xL semble promouvoir la 

fermeture du canal en interagissant avec le domaine N-terminal de VDAC (Arbel et al., 2012) 

et une étude récente montre que l’interaction de Bcl-xL avec le canal favorise l’entrée de 

calcium dans la mitochondrie (Huang et al., 2013). Ainsi, dans ce modèle, les protéines anti-

apoptotiques semblent plutôt favoriser l’entrée de calcium dans la mitochondrie alors que les 

pro-apoptotiques ont l’effet inverse (Figure 10A).  

Ces résultats sont en désaccord avec une série d’études qui attribue des effets opposés aux 

membres de la famille Bcl-2 sur l’ouverture de VDAC. Ainsi, il a été montré que Bcl-xL 

favorise l’ouverture du canal (Vander Heiden et al., 2001) alors que t-Bid pourrait au 

contraire induire sa fermeture (Rostovtseva et al., 2004). De plus, il a récemment été montré 

qu’une forme de Bcl-xL ciblée à la mitochondrie protège les cellules contre des stress 

induisant une augmentation massive de calcium dans le cytosol (Eno et al., 2012). Ceci 
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suggère que Bcl-xL pourrait empêcher l’entrée de calcium dans la mitochondrie en ouvrant 

VDAC. Finalement il a été proposé que Bad puisse réguler VDAC pour favoriser l’apoptose 

dépendante du calcium. En effet, Bad semble capable d’induire l’apoptose indépendamment 

de Bax et Bak en favorisant l’ouverture du PTP lors d’une augmentation de la concentration 

de calcium cytosolique (Roy et al., 2009b). Dans ce cas, les auteurs montrent que Bad cible 

Bcl-xL et réduit son interaction avec VDAC. Ainsi en rompant l’association Bcl-xL/VDAC, 

Bad pourrait favoriser la fermeture de VDAC et donc l’entrée de calcium dans la 

mitochondrie (Figure 10B).  

 

 
Figure 10 : Contrôle de l’homéostasie calcique mitochondriale par les protéines Bcl-2  

(A) Dans ce modèle, les membres anti-apoptotiques augmente la capacité de la mitochondrie 

à stocker le calcium alors que les pro-apoptotiques pourraient favoriser le relargage de 

calcium. (B) Dans ce modèle, les membres anti-apoptotiques agissent en diminuant l’entrée 

de calcium dans la mitochondrie alors que les pro-apoptotiques ont l’effet opposé. 

 

1.5 Régulation des protéines Bcl-2 par phosphorylation 

Étant donné leur rôle dans le destin de la cellule, les protéines de la famille Bcl-2 se 

doivent d’être finement régulées. Comme nous l’avons vu les interactions entre membres de 

la famille constituent une part importante de la régulation de l’activité des protéines Bcl-2. Il 

existe cependant d’autres mécanismes permettant un contrôle fin de l’expression et de 

l’activité de ces protéines. Ainsi, l’expression des protéines de la famille Bcl-2 est sous la 

dépendance de nombreux facteurs de transcription qui peuvent être activés ou réprimés selon 

l’état dans lequel se trouve la cellule. De plus, de nombreux membres de la famille subissent 

un épissage alternatif qui peut modifier l’activité de la protéine résultante. Enfin, les protéines 

Bcl-2 sont régulées au niveau post-traductionnelle tout particulièrement par phosphorylation. 
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Dans ce manuscrit nous n’aborderons que ce dernier mécanisme de régulation qui semble 

jouer un rôle essentielle dans l’activité et la stabilité des protéines Bcl-2. 

1.5.1 Régulation des protéines anti-apoptotiques 
Parmi les protéines anti-apoptotiques, il est clairement établi que Bcl2, Bcl-xL et Mcl-

1 peuvent être régulées par phosphorylation.  

Bien que de nombreuses études rapportent une phosphorylation de Bcl-2, l’effet de 

cette modification post-traductionnelle est toujours sujet à controverse. Les sites de 

phosphorylation de Bcl-2 sont en revanche bien décrits et il apparait que cette protéine est 

phosphorylée sur une boucle non-structurée située entre ses domaines BH4 et BH3.  

Plusieurs études ont montré que la phosphorylation de Bcl-2 réduit son activité anti-

apoptotique. Différentes kinases semblent jouer ce rôle comme Raf-1 (Blagosklonny et al., 

1997) ou la PKA qui induit une perte d’interaction entre Bcl-2 et Bax (Srivastava et al., 1998). 

JNK diminue également l’activité de Bcl-2 en phosphorylant les résidus T69, S70 et S87 dans 

la boucle non-structurée (Srivastava et al., 1999; Yamamoto et al., 1999). La diminution de 

l’activité anti-apoptotique de Bcl-2 par phosphorylation est aussi attribuée entre autres à 

CDK1 (Pathan et al., 2001; Terrano et al., 2009), mTOR (Asnaghi et al., 2004) ou ERK 

(Tamura et al., 2004). De façon intéressante, la phosphorylation de Bcl-2 sur les résidus T69, 

S70 et S87 semblent également contrôler son activité au RE puisqu’un mutant non-

phosphorylable est plus efficace que la protéine sauvage pour réduire la sortie de calcium 

depuis le RE (Bassik et al., 2004). 

Cependant, une série d’études suggère au contraire que la phosphorylation de Bcl-2 serait 

importante pour son activité anti-apoptotique. Ainsi, en phosphorylant le résidu S70 la PKC 

semble favoriser l’activité de Bcl-2, cet effet étant contré par la phosphatase PP2A en 

condition de stress (Ito et al., 1997; Ruvolo et al., 1998, 1999). Le même groupe a par la suite 

montré par des approches de mutagénèse que la phosphorylation coordonnées des résidus 

T69, S70 et S87 augmente la capacité de Bcl-2 à prévenir l’apoptose induite par différents 

stress (Deng et al., 2004). Ainsi, dans leur ensemble, ces résultats s’accordent sur une 

phosphorylation de Bcl-2 sur les résidus T69, S70 et S87 mais l’effet de cette phosphorylation 

reste encore à être clairement établi. 

Bcl-xL est également phosphorylée sur la boucle située entre ses domaines BH4 et 

BH3. À l’inverse de Bcl-2 toutes les études menées sur la phosphorylation de Bcl-xL 

s’accordent sur une diminution de l’activité anti-apoptotique de cette protéine. Ainsi, JNK 

phosphoryle Bcl-xL sur le résidu S62, diminuant son interaction avec Bax (Basu and Haldar, 
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2003; Upreti et al., 2008), et sur le résidu T47 pour favoriser l’apoptose lors d’un stress de 

l’ADN (Kharbanda et al., 2000). Bcl-xL est également phosphorylée sur les résidus S49 et 

S62 lors du cycle cellulaire par les Polo Kinases 3 et 1 respectivement (Wang et al., 2011, 

2012) suggérant que cette modification post-traductionnelle pourrait jouer un rôle essentiel 

pour la fonction de Bcl-xL dans le contrôle du cycle cellulaire (Voir partie 1.7.3).  

Mcl-1 quant à elle contient, entre les résidus 104 et 175, une région PEST, présente 

dans les protéines avec une courte durée de vie, et il apparait que la phosphorylation de 

résidus dans cette région régule la dégradation de Mcl-1. Ainsi, la phosphorylation du résidu 

T163 par ERK1/2 augmente la durée de vie de Mcl-1 (Domina et al., 2004; Zhao et al., 2009) 

alors que celle du résidu S159 par GSK3 favorise sa dégradation par le protéasome (Maurer et 

al., 2006; Zhao et al., 2007). Finalement, la phosphorylation du résidu S162 semble contrôler 

la stabilité de Mcl-1 mais aussi pour sa localisation ainsi que son activité. En effet la mutation 

S162A diminue la stabilité de la protéine, abroge la localisation mitochondriale de Mcl-1 et 

réduit sa capacité à prévenir l’apoptose induite par l’activation de Bak (Thomas et al., 2012). 

1.5.2 Régulation des protéines pro-apoptotiques 
L’activité pro-apoptotique de Bax semble également régulée par phosphorylation. 

Ainsi, Akt et la PKC  semblent phosphoryler Bax sur le résidu S184 pour l’inactiver en 

favorisant sa localisation cytosolique et son interaction avec Mcl-1, Bcl-xL et Bfl-1 (Gardai et 

al., 2004; Xin et al., 2007). Ce résidu est par ailleurs déphosphorylé par PP2A ce qui induit 

alors un changement conformationnel de Bax favorisant son insertion dans la MME et 

réduisant son interaction avec Bcl-2 (Xin and Deng, 2006). En revanche, la phosphorylation 

du résidu S163 par la GSK3 (Linseman et al., 2004) ou du résidu T187 par JNK et p38 (Kim 

et al., 2006) induit la relocalisation à la mitochondrie suggérant que Bax peut également être 

activée par phosphorylation.  

Bak est également phosphorylée sur plusieurs résidus (Griffiths et al., 1999) mais 

longtemps l’effet de ces phosphorylations est resté inconnu. Récemment un modèle suggérant 

que la déphosphorylation de Bak est impliquée dans son activation a été proposé. Ainsi, lors 

de l’induction de l’apoptose, le résidu Y108 semble déphosphorylé par la protéine tyrosine 

phosphatase PTPN5 (Fox et al., 2010). Cette déphosphorylation est nécessaire mais non 

suffisante pour l’activation et l’oligomérisation de Bak suggérant qu’elle constitue une étape 

d’initiation à l’activation de la protéine pro-apoptotique (Fox et al., 2010). Par la suite le 

même groupe a montré que lors d’un stress la protéine phosphatase PP2A déphosphoryle le 

résidu S117 ce qui permettrai la fixation des protéines à BH3-seulement mais aussi la 
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dimérisation de Bak (Azad et al., 2012). Cependant, ce modèle est remis en cause par une 

étude toute récente qui montre que la phosphorylation de Bak est à peine détectable dans 

plusieurs lignées cellulaires et que cette phosphorylation n’est pas altérée lors de l’apoptose 

(Tran et al., 2013).  

L’activité de la protéine à BH3-seulement Bad est essentiellement régulée par 

phosphorylation. En effet, il a été montré qu’en présence de facteurs de survie, Bad est 

phosphorylée sur les résidus S112 et S136 ce qui favorise son interaction avec les protéines 

14-3-3 aux dépens de Bcl-xL. (Zha et al., 1996). Il a par la suite été montré qu’Akt 

phosphoryle le résidu S136 (Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997; Blume-Jensen et al., 

1998) alors que le résidu S112 est phosphorylé par RSK1 (Bonni et al., 1999; Tan et al., 1999) 

et la PKA (Harada et al., 1999) entre autres. Ces deux dernières kinases semblent également 

phosphoryler le résidu S155 pour inhiber l’interaction de Bad avec Bcl-xL  (Tan et al., 2000). 

Ainsi, la phosphorylation conjointe de trois résidus sérines de Bad permet sa séquestration 

dans le cytosol par 14-3-3 et la perte de son interaction avec Bcl-xL. À l’inverse Bad est 

activée par déphosphorylation et il a été montré que la calcineurine (Wang et al., 1999) et 

PP1  (Ayllón et al., 2000) peuvent jouer ce rôle. Bcl-2 (Ayllón et al., 2001), Bcl-xL et Bcl-w 

(Ayllón et al., 2002) semblent d’ailleurs favoriser l’association de PP1  avec Bad.  

En revanche, Bad semble également activé par phosphorylation. Ainsi CDK1 peut 

phosphoryler le résidu S128 induisant une diminution de l’interaction de 14-3-3 avec Bad 

phosphorylée sur le résidu S136 (Konishi et al., 2002).  

Finalement Bad peut être méthylée par la méthyl-transférase PRMT1 sur les résidus R131 et 

R133 ce qui inhibe la phosphorylation du résidu S136 et favorise donc l’activation de Bad 

(Sakamaki et al., 2011).  

D’autres protéines à BH3-seulement sont régulées par phosphorylation. Ainsi ERK1/2 

phosphoryle Bim favorisant sa dégradation par le protéasome (Ley et al., 2003; Luciano et al., 

2003) et diminuant sa capacité à interagir avec Bax (Harada et al., 2004), Mcl-1 et Bcl-xL 

(Ewings et al., 2007). A l’inverse, JNK favorise l’activité pro-apoptique de Bim (Putcha et al., 

2003) notamment en réduisant son interaction avec le cytosquelette (Lei and Davis, 2003). 

Bid quant à elle est phosphorylée par les Caséine Kinases I et II, ce qui diminue son clivage 

par la caspase-8 et donc sa capacité à induire l’apoptose (Desagher et al., 2001). Enfin, la 

phosphorylation de Bik sur ses résidus T33 et S35 augmente son activité pro-apoptotique 

(Verma et al., 2001) alors que celle de son résidu S124 par ERK1/2 favorise sa dégradation 

par le protéasome (Lopez et al., 2012). De la même façon, Puma est dégradée suite à la 

phosphorylation de son résidu S10 (Fricker et al., 2010).  



47 
 

1.6 Implications des protéines Bcl-2 dans le développement et 

la vie adulte : contribution de la génétique chez la souris 

L’apoptose joue un rôle essentiel au cours de la maturation des gamètes et tout au long 

du développement embryonnaire en contribuant notamment à la formation de différents 

organes et structures comme le système nerveux ou les doigts (Brill et al., 1999). À ce titre les 

protéines de la famille Bcl-2 sont impliquées dans l’embryogénèse et l’étude des souris 

déficientes pour différents membres de la famille a permis d’établir certains rôles spécifiques 

pour ces protéines dans le développement embryonnaire mais aussi dans la vie adulte. 

1.6.1 Membres anti-apoptotiques 
Les profils d’expression des membres anti-apoptotiques sont complexes et varient 

selon le type et le stade de différenciation cellulaire (Hockenbery et al., 1991; Krajewski et 

al., 1994b, 1995, 1996). L’étude de souris transgéniques, déficientes pour les gènes anti-

apoptotiques, a permis de montrer des rôles spécifiques pour ces protéines au cours du 

développement embryonnaire et dans l’homéostasie de certains types cellulaires. 

Les souris déficientes pour Bcl-2 se développent normalement, mais elles sont plus 

petites que les souris sauvages et la moitié d’entre elles meurt à l’âge de 6 semaines. Cette 

protéine est essentielle au développement normal du rein, pour la pigmentation des 

mélanocytes ainsi que pour la survie des lymphocytes T et B (Nakayama et al., 1993, 1994; 

Veis et al., 1993). 

L’invalidation de bcl-xl ou de mcl-1 conduit à la mort des embryons respectivement au 13ème 

jour de l’embryogénèse ou lors de l’implantation du zygote. Des études basées sur 

l’invalidation conditionnelle de ces gènes, montrent que Bcl-xL est nécessaire à la survie des 

cellules immatures au cours du développement neuronal et hématopoïétique (Motoyama et al., 

1995; Wagner et al., 2000). D’autre part, Mcl-1 qui est indispensable à l’implantation de 

l’embryon (Rinkenberger and Horning, 2000), joue un rôle important dans le développement 

et le maintien du pool des cellules hématopoïétiques (Opferman et al., 2003) ainsi que dans la 

maturation des neutrophiles, mais pas dans celle des macrophages (Dzhagalov et al., 2007). 

Les souris déficientes pour bcl-w présentent un développement normal à l’exception des 

mâles qui sont stériles. En effet, la perte de bcl-w conduit à une désorganisation des tubes 

séminifères associée à une production de spermatozoïdes non matures (Print et al., 1998). 
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L’invalidation de A1a, une des quatre isoformes de Bfl-1/A1 chez la souris, mène à un 

phénotype quasiment normal à l’exception d’une apoptose spontanée des neutrophiles 

(Hamasaki et al., 1998). 

1.6.2 Membres pro-apoptotiques 
Les profils d’expression de Bax et Bak sont relativement ubiquitaires (Krajewski et al., 

1994a, 1996). En revanche, Bok semble être exprimée de façon restreinte aux gonades et aux 

ovaires (Hsu et al., 1997a). 

Les modèles de souris transgéniques montrent que l’inactivation de bax, n’affecte que 

partiellement l’apoptose (Knudson et al., 1995) alors que celle de bak n’a pas d’effet apparent 

(Lindsten et al., 2000) suggérant une redondance fonctionnelle pour ces deux protéines. 

Néanmoins, le double knock-out (DKO) conduit à de nombreux défauts de développement et 

à la mort périnatale des souris. Seuls 10% des animaux DKO bax/bak survivent jusqu’à l’âge 

adulte, mais ces souris présentent de multiples défauts dans leur développement, dont 

notamment l’accumulation de cellules excédentaires dans le système hématopoïétique 

(Lindsten et al., 2000).  

Concernant les protéines à BH3-seulement, les souris déficientes pour un gène donné 

présentent peu d’anomalies phénotypiques suggérant un rôle redondant entre les différents 

membres BH3-seulement. Le phénotype des souris bim -/- est le plus marqué avec une 

perturbation du développement des lymphocytes T, une accumulation de cellules lymphoïdes 

et myéloïdes et l’apparition de maladies auto-immunes rénales, dues à un défaut d’apoptose 

(Bouillet et al., 1999, 2002). Les études des souris déficientes pour noxa, puma et bid ont 

montré que les protéines Noxa et Puma jouent un rôle dans l’apoptose induite par la protéine 

suppresseur de tumeur p53 alors que la protéine Bid est requise pour l’apoptose des 

hépatocytes induite par le ligand Fas (Yin et al., 1999; Cory and Adams, 2002). Enfin, les 

souris déficientes pour bad, bik, hrk et bmf présentent des phénotypes normaux, ce qui 

suggère que ces protéines n’ont pas d’effets prédominants ou ont des rôles redondants 

(Strasser, 2005).  

1.7 Rôle non-apoptotiques des protéines de la famille Bcl-2 

Tous les phénotypes décrits chez la souris ne peuvent s’expliquer uniquement par des 

défauts d’apoptose suggérant que les protéines de la famille Bcl-2 pourraient participer à 

d’autres processus cellulaires. Ainsi, un nombre croissant d’études met en avant des fonctions 

distinctes de l’apoptose pour les protéines Bcl-2, faisant émerger l’idée que ces dernières sont 
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en fait des facteurs multitâches dans la cellule. Nous présenterons ici quelques-uns de leurs 

rôles non-apoptotiques les mieux décrits des protéines Bcl-2.  

1.7.1 Métabolisme  
Du fait de leur localisation mitochondriale et de leur capacité à réguler l’homéostasie 

calcique les protéines de la famille Bcl-2 semblent capables d’agir sur le métabolisme 

glycolytique et oxydatif de la cellule.  

Dans un premier temps, il été montré que Bcl-2, en augmentant la capacité de stockage de 

calcium de la mitochondrie, accroit le potentiel transmembranaire de la mitochondrie 

suggérant une augmentation du fonctionnement de la chaine respiratoire (Zhu et al., 1999). Le 

même groupe a par la suite montré que l’augmentation de la concentration de calcium dans la 

matrice mitochondriale lors de la surexpression de Bcl-2 s’accompagne d’une production 

accrue de NADH et d’une oxydation plus importante du pyruvate (Zhu et al., 2001). Ainsi, 

ces résultats suggèrent que par sa capacité à réguler l’homéostasie calcique, Bcl-2 favorise le 

métabolisme oxydatif et donc la production d’ATP dans la mitochondrie.  

Plus récemment il a été montré que la surexpression de Bcl-2 augmente la respiration 

mitochondriale et l’activité de la cytochrome c oxydase (COX) (Chen and Pervaiz, 2007). Ces 

auteurs ont par la suite démontré que Bcl-2 interagit en fait avec la sous-unité Va de la COX 

augmentant sa localisation à la mitochondrie (Chen and Pervaiz, 2010). De façon intéressante, 

de récentes études montrent que Bcl-xL peut se localiser à la membrane mitochondriale 

interne où elle interagit avec l’ATP synthase FO/F1 (Alavian et al., 2011; Chen et al., 2011). 

Il semble que Bcl-xL accroit l’activité de l’ATP synthase notamment en augmentant le 

transport net de protons par FO/F1 (Alavian et al., 2011). Ainsi, Bcl-2 et Bcl-xL pourraient 

coopérer pour favoriser la respiration mitochondriale et la production d’ATP, l’un en 

augmentant le transfert d’électrons au niveau de la COX et donc le transfert de protons vers 

l’EIM, l’autre en favorisant le transport de protons vers la matrice par FO/F1 augmentant ainsi 

la production d’ATP. 

Mcl-1 semble quant à elle essentielle au fonctionnement du métabolisme 

mitochondrial. En effet, il a été montré que Mcl-1 possède dans sa partie N-terminale une 

séquence de localisation mitochondriale permettant son import dans la matrice (Perciavalle et 

al., 2012). L’invalidation de Mcl-1 s’accompagne d’une perturbation de la morphologie 

mitochondriale mais aussi d’une diminution significative de la consommation d’oxygène et de 

la production d’ATP qui peuvent être restaurées par la réexpression de Mcl-1 dans la matrice. 

Ces dysfonctionnements du métabolisme mitochondrial sont dus à une diminution de 
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l’expression de la sous-unité II de la COX ainsi qu’à une réduction de l’oligomérisation de 

l’ATP synthase (Perciavalle et al., 2012). Ainsi, Mcl-1 semble jouer un rôle crucial dans la 

formation de la chaîne respiratoire et il apparait que ce rôle est bien distinct de son activité 

anti-apoptotique puisque la forme matricielle n’est en revanche pas capable de prévenir la 

mort cellulaire. 

Finalement, la protéine à BH3-seulement Bad semble aussi à même de réguler le 

métabolisme énergétique de la cellule. En effet, dans les hépatocytes Bad appartient à un 

complexe mitochondrial contenant notamment la glucokinase (GK), une isoforme de 

l’hexokinase principalement exprimée dans les hépatocytes et les ilots  pancréatiques 

(Danial et al., 2003). L’association de ce complexe à la mitochondrie est dépendante de Bad 

et la phosphorylation de cette dernière est requise pour son interaction avec la GK. 

L’invalidation de Bad entraîne une diminution de la respiration mitochondriale en présence de 

glucose mais aussi une réduction de la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les ilots 

et une intolérance au glucose des hépatocytes (Danial et al., 2003, 2008). Ainsi, Bad semble 

jouer un rôle important dans le métabolisme du glucose et dans le couplage de la glycolyse 

avec la phosphorylation oxydative. De plus, Bad peut également interagir avec la phospho-

fructokinase-1 (PFK-1). Cette interaction est indépendante de la phosphorylation de Bad. En 

revanche la phosphorylation de Bad sur le résidu T201 par JNK augmente l’activité de la 

PFK-1 et le taux de glycolyse (Deng et al., 2008).  

Dans leur ensemble ces résultats suggèrent donc que les protéines de la famille Bcl-2 

sont capables de réguler le métabolisme cellulaire en intervenant tant au niveau des premières 

étapes de la glycolyse qu’à la fin de la phosphorylation oxydative.  

1.7.2 Dynamique mitochondriale 
La mitochondrie est une organelle dynamique qui se divise et fusionne en permanence. 

La fusion mitochondriale est sous le contrôle de GTPases : les mitofusines (Mfn) 1 et 2 et 

Opa1. Mfn 1 et 2 permettent la fusion de la membrane externe alors qu’Opa1 favorise la 

fusion de la membrane interne. La fission est également régulée par une GTPase, Drp-1 qui 

est recrutée à la mitochondrie par le biais des protéines Fis1 ou Mff (Westermann, 2010). La 

dynamique mitochondriale et notamment la fusion semble jouer un rôle dans le 

déclenchement de l’apoptose puisque Drp-1 semble faciliter l’oligomérisation de Bax et le 

relargage de cytochrome c (Montessuit et al., 2010). Cependant il apparait que les protéines 

de la famille Bcl-2 sont également capables de réguler la dynamique mitochondriale dans des 

cellules saines. En effet, Bax et Bak semblent requis pour la fusion mitochondriale puisque 
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l’invalidation de ces deux protéines inhibe considérablement ce processus. Bax semble 

d’ailleurs directement activer Mfn2 (Karbowski et al., 2006; Hoppins et al., 2011). Bak 

interagit pour sa part avec Mfn1 et 2 (Brooks et al., 2007). Bcl-xL joue également un rôle 

dans la dynamique mitochondriale puisqu’elle accélère les processus de fusion et de fission 

(Berman et al., 2009). De plus, il a été montré que la surexpression de Bcl-xL mais aussi de 

CED-9, l’homologue de Bcl-2 chez C. elegans, augmente la fusion mitochondriale 

probablement en agissant sur Mfn2 avec laquelle elles interagissent (Delivani et al., 2006; Tan 

et al., 2008; Rolland et al., 2009). Finalement les protéines à BH3-seulement pourraient aussi 

être impliquées dans la dynamique mitochondriale. En effet, l’association d’EGL-1, l’unique 

BH3-seulement de C. elegans, avec CED-9 favorise l’interaction de cette dernière avec Drp-1 

plutôt qu’avec Mfn-2 induisant alors une augmentation de la fission mitochondriale (Lu et al., 

2011).  

1.7.3 Cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire est le processus par lequel les cellules se divisent. Le cycle est 

divisé en 4 phases : G1, S, G2 (formant ensemble l’interphase) et M, la mitose. Entre la fin de 

la mitose et la phase G1, les cellules peuvent entrer en quiescence, ou phase G0, où elles 

arrêtent de se diviser. D’un point de vue moléculaire, le cycle cellulaire est principalement 

régulé par les cyclines et les CDKs (cyclin-dependent kinases) qui s’associent en différents 

complexes conduisant les phases du cycle cellulaire. 

L’implication des protéines de la famille Bcl-2 dans le cycle cellulaire a été 

rapidement suggéré après leur découverte puisque la surexpression de Bcl-2, en plus d’inhiber 

l’apoptose, arrête les cellules en phase G1 (Vaux et al., 1988). Par la suite il a été montré que 

les cellules déficientes pour Bcl-2 ont un cycle cellulaire accéléré alors que la surexpression 

de Bcl-2 retarde la transition G0/S. Cet effet est attribué à une augmentation de p27, un 

inhibiteur des CDK, et à une diminution d’activité du facteur de transcription NFAT (nuclear 

factor of activated T-cells) (Linette et al., 1996). De la même façon Bcl-xL retarde la 

transition G0/S (Reilly et al., 1996) et il apparait que les protéines anti-apoptotiques favorisent 

l’expression de p27 et donc l’inhibition des CDKs requise pour la progression de la phase G1 

(Greider et al., 2002). L’effet des anti-apoptotiques sur le cycle cellulaire peut être contré par 

Bax et Bak (Reilly et al., 1996; Janumyan et al., 2003) et la surexpression de Bax favorise 

l’entrée en phase S du fait d’une diminution de la quantité de p27 (Brady et al., 1996). Ainsi, 

les protéines anti et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 semblent exercer un effet opposé sur 

le cycle cellulaire en régulant le niveau de p27.  
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Il a été montré que l’action des protéines anti-apoptotiques sur le cycle cellulaire peut 

être dissociée de leur rôle dans l’apoptose. En effet, la mutation d’un résidu tyrosine conservé 

dans le domaine BH4 de Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w ne modifie pas leur capacité à se lier aux pro-

apoptotiques mais elle abolit en revanche leur effet sur le cycle cellulaire (Huang et al., 1997). 

De façon intéressante cette mutation perturbe aussi la capacité de Bcl-2 à diminuer le 

relargage de calcium par l’IP3R (Monaco et al., 2012b). Par ailleurs, la réduction de la 

quantité de calcium dans le RE induit un arrêt du cycle cellulaire en G1 dû à une 

augmentation du niveau de p27 (Chen et al., 1999). Ceci coïncide avec le fait que les cellules 

déficientes pour Bax et Bak, connues pour avoir un stock de calcium du réticulaire diminué, 

possèdent une quantité plus importante de p27 et sont plus lentes à entrer en phase S 

(Janumyan et al., 2008). Ainsi la capacité des protéines de la famille Bcl-2 à réguler les flux 

calciques depuis le RE pourrait être responsable de leur activité dans le cycle cellulaire. Cette 

idée est renforcée par le fait que lors du cycle cellulaire la kinase calcium-dépendante CamKII 

active la voie MEK/ERK qui phosphoryle p27 et induit sa dégradation par le protéasome (Li 

et al., 2009). Ainsi, les protéines anti-apoptotiques en diminuant la sortie de calcium du RE, 

soit en inhibant l’IP3R soit en réduisant le stock de calcium, pourraient prévenir l’activation 

de la CamKII favorisant la stabilité de p27 et donc l’inhibition des CDK. Les protéines pro-

apoptotiques ayant l’effet inverse sur les flux calciques au RE favoriseraient au contraire la 

dégradation de p27 et accéléreraient alors le cycle cellulaire. 

1.7.4 Plasticité neuronale 
La plasticité neuronale, ou neuroplasticité, fait référence aux changements de 

structure, de fonction et d’organisation du réseau de neurones. Ce phénomène se produit au 

cours du développement du système nerveux mais aussi lors de l’apprentissage ou de la 

mémorisation. La neuroplasticité est rendue possible par la formation de nouvelles synapses et 

requiert donc que des neurites s’étendent pour rejoindre le lieu de formation de ces nouvelles 

synapses. 

Bcl-2 est fortement exprimée dans le système nerveux central (SNC) au cours du 

développement et son expression diminue quand les neurones perdent leur capacité à former 

des nouveaux axones (Cho et al., 2005). De plus, chez l’adulte alors que l’expression de Bcl-2 

diminue dans le SNC, elle reste maintenue dans des structures où la neurogénèse post-natale a 

lieu comme dans le gyrus denté de l’hippocampe (Merry et al., 1994). Ces résultats suggèrent 

que Bcl-2 peut jouer un rôle dans la plasticité neuronale et il a effectivement été montré que 

Bcl-2 favorise la croissance et la régénération des neurites. Ainsi, la surexpression de Bcl-2 
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dans des neurones du SNC promeut la croissance des axones (Oh et al., 1996) alors que son 

invalidation conduit à une diminution de l’élongation axonale (Chen et al., 1997; Hilton et al., 

1997). De façon intéressante il a été montré que l’effet de Bcl-2 sur l’élongation des neurones 

dépend de sa localisation au RE où il agit pour favoriser l’activité de ERK et le programme 

transcriptionnel dépendant de CREB (Jiao et al., 2005). Dans cette étude les auteurs montrent 

que dans les neurones Bcl-2 réduit la recapture du calcium par le RE, probablement en 

agissant sur SERCA, induisant alors une augmentation de la concentration cytosolique de 

calcium (Jiao et al., 2005). L’activation de ERK et de CREB est un élément essentiel de 

l’extension des neurites et ces protéines peuvent être activées par l’augmentation de la 

concentration de calcium dans le cytosol via les CaMKs (Waltereit and Weller, 2003). Un 

autre groupe a également montré que Bcl-2 diminue la recapture du calcium par le RE dans 

des cellules PC12 (Hirata et al., 2012) suggérant que Bcl-2 agirait dans les neurones du SNC 

en favorisant une augmentation du calcium cytosolique pour initier le programme 

transcriptionnel CREB-dépendant. D’ailleurs il a été montré que Bcl-2 et Bcl-xL favorisent 

l’expression de c-fos, un gène cible de CREB nécessaire à l’élongation axonale (Gal et al., 

2009). Cependant, une étude sur des neurones du ganglion spiral révèle que dans ce modèle la 

surexpression de Bcl-2 inhibe la croissance des neurites (Hansen et al., 2006). Ce groupe a par 

la suite montré que cet effet est observé que Bcl-2 soit localisée à la mitochondrie ou au RE 

(Renton et al., 2010). Les auteurs proposent que cette différence d’effet de Bcl-2 entre les 

neurones du SNC et ceux du ganglion spiral puisse venir du fait que chaque type de neurones 

requiert une concentration de calcium optimale pour l’élongation des neurites (Henley and 

Poo, 2004). Ainsi, dans les neurones du ganglion spiral, Bcl-2, en agissant à la mitochondrie 

et au RE, modifierait l’homéostasie calcique de façon à inhiber la croissance des neurites.  

Finalement, il est intéressant de noter que la modulation de l’expression de Bcl-2 chez 

des souris s’accompagne de l’apparition de pathologies où la plasticité neuronale est altérée 

comme l’anxiété ou les troubles bipolaires (Rondi-Reig et al., 1997; Lien et al., 2008). Par 

ailleurs un polymorphisme de Bcl-2 modifiant sa capacité à réguler l’IP3R a pu être mis en 

évidence chez des patients atteints de troubles bipolaires (Machado-Vieira et al., 2011; 

Uemura et al., 2011). 

1.7.5 Activation des lymphocytes 
L’activation des lymphocytes se fait après la fixation d’un antigène sur les récepteurs 

des cellules T (TCR : T-cell receptor) ou des cellules B (BCR : B-cell receptor). Cette fixation 

est suivie d’une augmentation de la concentration de calcium cytosolique avec dans un 
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premier temps un relargage de calcium via l’IP3R suivi d’une entrée de calcium depuis le 

milieu extérieur par les canaux CRAC (Calcium-release activated calcium channels) qui sont 

activés lors du vidage des stocks de calcium intracellulaires (Winslow et al., 2003). Cette 

augmentation de calcium dans le cytosol permet l’activation de la calcineurine qui va 

déphosphoryler NFAT induisant son transport dans le noyau et l’initiation d’un programme 

transcriptionnel nécessaire à l’activation des lymphocytes. 

Au-delà de leur fonction de sélection des lymphocytes par apoptose (Rathmell and 

Thompson, 2002), les protéines de la famille Bcl-2 semblent jouer un rôle dans l’activation 

des lymphocytes du fait de leur capacité à réguler les flux calciques. En particulier la protéine 

Bim apparait comme essentielle pour l’activation des lymphocytes T. En effet, les cellules T 

des souris déficientes pour Bim présentent un défaut d’activation (Ludwinski et al., 2009). 

Ceci est corrélé à une diminution du relargage de calcium après l’activation du TCR 

conduisant à une réduction de la déphosphorylation de NFAT. Les auteurs ont montré que 

l’absence de Bim augmente en fait l’interaction de Bcl-2 avec l’IP3R. Ainsi, lors de la fixation 

de l’antigène sur le TCR, Bim serait requis pour rompre l’interaction entre Bcl-2 et l’IP3R afin 

de permettre un relargage plus important de calcium depuis le RE.  

De plus, il semble que Bax et Bak soient impliquées dans la prolifération des lymphocytes T. 

En effet, des lymphocytes invalidés pour Bax et Bak prolifèrent beaucoup moins que les 

lymphocytes contrôles après l’engagement du TCR (Jones et al., 2007). Les auteurs ont 

observé une diminution du relargage de calcium du RE après l’activation du TCR et cet effet 

serait dû à une réduction de la quantité de calcium dans le RE dans les cellules déficientes 

pour Bax et Bak.   

1.7.6 Migration et invasion cellulaire 
La dérégulation de l’expression des protéines Bcl-2 est souvent associée à la 

transformation des cellules cancéreuses leur permettant ainsi d’échapper à l’apoptose. 

Cependant, certaines études montrent que les protéines de la famille Bcl-2 pourraient aussi 

réguler la migration et l’invasion cellulaire lors de la progression tumorale.  

Ainsi, la surexpression de Bcl-2 augmente le potentiel métastatique de cellules de cancer du 

sein in vivo et favorise leur migration et leur invasion in vitro (Del Bufalo et al., 1997). Le 

même effet est observé dans des cellules de gliome et ici la surexpression de Bcl-2 

s’accompagne d’une augmentation d’expression des MMP (matrix metalloproteinases) 2 et 9 

(Wick et al., 1998). Les MMP sont des enzymes capables de cliver des composants de la 

matrice extracellulaire et à ce titre elles favorisent la formation de métastase en dégradant la 
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lame basale (Bauvois, 2012). De la même façon, la surexpression de Bcl-2 dans des cellules 

de cancer du poumon favorise la formation du complexe de régulation transcriptionnel AP-1 

augmentant ainsi l’expression et l’activité de MMP-2 (Choi et al., 2005). Bcl-2 semble 

également augmenter l’activité du facteur de transcription NF-κB favorisant l’expression de 

MMP-9 dans d’autres lignées de cellules cancéreuses (Wang et al., 2007, 2008). Cependant, 

le mécanisme permettant à Bcl-2 d’activer ces facteurs de transcription n’a pas été décrit. 
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2 LE RÉCEPTEUR À L’IP3  

Les récepteurs à l’inositol 1,4,5 trisphosphate (IP3R) constituent avec les récepteurs à 

ryanodine (RyR) les principaux canaux calciques impliqués dans la libération de calcium 

depuis les stocks intracellulaires et plus particulièrement du RE.  

2.1 Découverte 

Au cours des années 60 de nombreuses études ont rapporté une augmentation de la 

concentration cytosolique de calcium en réponse à différents stimuli extracellulaires (Dikstein 

et al., 1963; Grodsky and Bennett, 1966; Milner and Hales, 1967; Ozawa and Ebashi, 1967). 

Cette augmentation fut tout d’abord attribuée à une entrée de calcium depuis le milieu 

extracellulaire (Rasmussen, 1970). Cependant, l’étude de l’action de la 5-hydroxytryptamine 

(5-HT) sur la glande salivaire d’insecte a révélé qu’un stimulus extracellulaire peut induire un 

relargage de calcium depuis les stocks intracellulaires (Prince et al., 1972). Quelques années 

plus tard, Michell fit remarquer dans une revue que de nombreux récepteurs décrits pour 

induire une augmentation de calcium cytosolique étaient également décrits comme activant 

l’hydrolyse des phosphatidylinositols (Michell, 1975). Cette observation permit par la suite 

d’établir que ces récepteurs favorisaient la synthèse d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et que 

ce produit était responsable de la libération du calcium des stocks intracellulaires et plus 

particulièrement du RE (Berridge, 1983; Streb et al., 1983; Joseph et al., 1984; Prentki et al., 

1984, 1985; Volpe et al., 1985; Delfert et al., 1986). Cependant, il restait encore à identifier le 

mécanisme permettant à l’IP3 de mobiliser le calcium. 

Il fut tout d’abord établi que l’IP3 est capable de se lier à un récepteur dans la cellule 

(Spät et al., 1986) mais également qu’il active un canal calcique au niveau du réticulum 

sarcoplasmique de muscle lisse aortique (Ehrlich and Watras, 1988). L’identité moléculaire de 

ce canal calcique liant l’IP3 fut finalement découverte en 1989 lorsque l’équipe de K. 

Mikoshiba clona l’ADNc codant pour la protéine P400 (Furuichi et al., 1989). Cette protéine 

fut initialement décrite comme une protéine caractéristique des cellules de Purkinje du cortex 

cérébelleux puisqu’elle est absente chez les souris mutantes staggerer présentant une 

dégénérescence des cellules de Purkinje (Mikoshiba et al., 1979). L’idée que P400 puisse être 

le récepteur à l’IP3 émergea suite à l’observation d’absence de signaux calciques dans les 

cellules de Purkinje des souris staggerer (Crepel et al., 1984). Par la suite, le clonage de p400 

et la caractérisation de la protéine associée permirent d’identifier chez cette dernière une 
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activité de liaison de l’IP3, une région transmembranaire en C-terminal et une structure 

secondaire prédite proche de celle du récepteur à la ryanodine déjà connu pour transporter le 

calcium (Furuichi et al., 1989; Mignery et al., 1989). Des immuno-marquages établirent 

ensuite que P400/IP3R est localisée au RE (Otsu et al., 1990; Satoh et al., 1990). Finalement, 

il fut montré que la protéine purifiée agit comme un canal calcique en liposome (Ferris et al., 

1990) ou en bicouche lipidique (Maeda et al., 1991) alors que la surexpression de P400/IP3R 

en cellules augmente l’activité de liaison à l’IP3 et le relargage de calcium du RE (Miyawaki 

et al., 1990). 

Par la suite, deux autres isoformes de l’IP3R furent caractérisées (Südhof et al., 1991; 

Blondel et al., 1993). Les récepteurs à l’IP3 sont ainsi de grosses protéines de 2749, 2701 et 

2670 acides aminés pour les isoformes murines 1, 2 et 3 respectivement. L’IP3R2 partage 

69% d’homologie avec l’IP3R1 et 64% avec l’IP3R3 alors que ce dernier possède 62% 

d’homologie avec l’IP3R1 (Südhof et al., 1991; Blondel et al., 1993). Les trois isoformes sont 

exprimées dans tous les tissus bien qu’une isoforme puisse être prépondérante dans certains 

types cellulaires. C’est notamment le cas dans le système nerveux central où l’IP3R1 et 3 sont 

retrouvés dans les neurones alors que l’IP3R2 est exprimé exclusivement dans les cellules 

gliales (Vermassen et al., 2004b).  

L’IP3R1 possède de plus trois variants d’épissage. La première région d’épissage S1 se 

situe entre les résidus 318 et 332. La deuxième région S2 est comprise entre les résidus 1693 

et 1731 et la troisième région S3 entre les résidus 918 et 926. L’IP3R2 possède pour sa part un 

site d’épissage entre les résidus 176 et 208 alors qu’aucun variant n’a été décrit pour l’IP3R3 

(Foskett et al., 2007). 

2.2 Signalisation calcique dépendante de l’IP3R 

L’IP3R est donc un canal calcique qui est activé en réponse à la synthèse d’IP3 dans la 

cellule. La synthèse d’IP3 est sous la dépendance de la phospholipase C (PLC) qui catalyse la 

transformation du lipide membranaire phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en IP3, qui 

diffuse dans le cytosol, et en diacylglycérol (DAG), qui reste ancré à la membrane plasmique. 

La PLC est activée par de nombreux stimuli et principalement par la fixation d’un ligand sur 

les récepteurs couplés aux protéines G ou les récepteurs tyrosine kinase (Figure 11). La 

quantité d’IP3 produite dépend ainsi de la quantité d’agoniste fixé sur les récepteurs 

membranaires ce qui va influer sur la signalisation calcique et donc sur la réponse cellulaire 

mise en place. En effet, la fixation de l’IP3 sur l’IP3R se traduit par une augmentation de la 

concentration cytosolique de calcium mais celle-ci peut varier en amplitude et en fréquence 
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selon la force du stimulus extracellulaire. Ceci, allié aux différences de distribution et de 

quantité des protéines liant le calcium et servant d’effecteur au signal calcique selon les 

cellules, permet la mise en place d’un large éventail de réponses cellulaires induites par le 

calcium.  

 

 
Figure 11 : Signalisation calcique IP3R-dépendante 

La synthèse d’IP3 est activée après liaison d’un ligand sur un récepteur couplé à la protéine 

G. Cette dernière active la PLC qui catalyse la transformation du PIP2 en IP3 et DAG, qui 

peut à son tour activer la PKC. Selon la quantité d’IP3 produite, l’IP3R va produire différents 

signaux calciques qui varient en amplitude et en fréquence.  

 

Les signaux calciques induits par l’IP3 sont donc variés. De faibles quantités d’IP3 

provoquent la génération de « spots » de calcium (Figure 11). Ces spots semblent provoqués 

par l’ouverture de façon aléatoire et autonome de canaux individuels induisant une faible 

augmentation très localisée de la concentration de calcium durant moins de 140 ms avec une 

amplitude inférieure à 40 nM. L’augmentation de la concentration d’IP3 induit la formation de 

« nuages » de calcium qui sont également assez localisés (6μm) avec une amplitude variant de 

50 à 600 nM pour une durée d’environ 1 s. Ces nuages de calcium font intervenir plusieurs 
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canaux généralement organisés en cluster dans les membranes du RE. L’ouverture 

coordonnée de ces canaux semble être provoquée par la libération de calcium à travers 

quelques canaux du cluster ce qui a pour effet d’augmenter le perméabilité des canaux voisins 

par le phénomène de libération de calcium induit par le calcium (CICR pour calcium-induced 

calcium release) (Figure 11). Une augmentation accrue de la concentration d’IP3 peut enfin 

conduire à la formation d’une « vague » de calcium résultant d’une succession de « nuages » 

de calcium se propageant dans toute la cellule par induction de CICR d’un cluster à l’autre 

(Figure 11) (Berridge et al., 2003; Foskett et al., 2007; Taylor and Tovey, 2010). 

2.3 Structure et organisation de l’IP3R 

Les récepteurs à l’IP3R forment des homo- ou des hétérotetramères dans la membrane 

du RE (Mignery and Südhof, 1990; Maeda et al., 1991; Joseph et al., 1995a; Monkawa et al., 

1995). Chaque monomère est composé de 4 régions principales, chacune jouant un rôle dans 

le fonctionnement du récepteur : une région N-terminale impliquée dans la fixation du ligand, 

une partie centrale spécialisée dans la régulation et la transduction du signal, une région 

transmembranaire permettant le passage du calcium et enfin une région C-terminale impliquée 

dans l’oligomérisation du récepteur (Figure 12). A l’exception du domaine de formation du 

canal qui est membranaire, tous les autres domaines de l’IP3R sont localisés du côté 

cytosolique de la membrane du RE (Michikawa et al., 1994). L’organisation des domaines 

fonctionnels étant la même pour les trois isoformes, l’IP3R1 de souris (le mieux caractérisé) 

sera utilisé comme référence par la suite. 

 

 
Figure 12 : Organisation fonctionnelle du récepteur à l’IP3 

L’IP3R est composé de quatre principales régions. La partie N-terminale est impliquée dans 

la fixation du ligand, la partie centrale dans la régulation de l’activité du canal alors qu’en 

C-terminal on trouve la région de formation du canal et une région impliquée dans 

l’oligomérisation du récepteur. L’isoforme 1 murine de l’IP3R est utilisée comme référence. 
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2.3.1 La région de liaison de l’IP3 

La partie N-terminale de l’IP3R1 comprise entre les résidus 1 à 578 est associée à la 

fixation de l’IP3 sur son récepteur. Cette région peut toutefois être séparée en deux domaines 

distincts.  

2.3.1.1 Le domaine de liaison de l’IP3 
L’analyse par mutagénèse et délétion de l’IP3R1 a permis d’identifier la région 

minimale requise pour la fixation de l’IP3 entre les résidus 226 à 578 (Yoshikawa et al., 1996, 

1999a). Cette région contient de nombreux résidus basiques dont plusieurs sont importants 

pour la liaison de l’IP3. En particulier trois d’entre eux, les résidus arginine 265 et 511 et le 

résidu lysine 508, sont essentiels puisque leur mutation abolit complétement la fixation du 

ligand sur le récepteur (Yoshikawa et al., 1996). La résolution de la structure cristalline de ce 

domaine en complexe avec l’IP3 a ensuite permis de caractériser plus précisément la liaison 

du ligand avec le récepteur (Bosanac et al., 2002). 

Le domaine de liaison de l’IP3 est composé de deux domaines asymétriques orientés 

perpendiculairement l’un par rapport à l’autre. Le premier, le domaine , est composé de brins 

 organisés en domaine -trèfle ( -trefoil) alors que le second, le domaine , est composé 

d’hélices  adoptant un repliement de type répétition armadillo (Figure 13A). À l’interface de 

ces deux domaines il se crée une poche hautement chargée positivement permettant la fixation 

de l’IP3. Dans cette poche, onze acides aminés ont pu être identifiés comme participant à la 

reconnaissance du ligand. Le groupement 4-phosphate de l’IP3 interagit principalement avec 

des résidus du domaine  (les résidus R265, T266, T267, G268, R269 et K569) alors que le 

groupement 5-phosphate interagit préférentiellement avec des résidus du domaine  (R265, 

R269, R504, K508, R511 et Y567). En revanche, le groupement 1-phosphate n’interagit 

qu’avec deux résidus du domaine  (R568 et K569) (Figure 13B). Ces résultats concordent 

avec plusieurs études décrivant un rôle moindre du groupement 1-phosphate dans la fixation 

de l’IP3 (Wilcox et al., 1998; Sureshan et al., 2009). Ainsi, l’inositol 4,5-bisphosphate est 

capable d’induire une sortie de calcium via le canal IP3R bien que son affinité pour le 

récepteur soit inférieure à celle de l’IP3 (Lu et al., 1994). En revanche, ni l’inositol 1,4-

bisphosphate ni l’inositol 1,5-bisphosphate ne sont capables d’activer IP3R (Lu et al., 1994; 

Bello et al., 2007). À l’exception du résidu G268 tous les autres acides aminés impliqués dans 

la fixation du ligand sont conservés dans les 3 isoformes de l’IP3R. L’affinité de l’IP3 pour ce 

seul domaine est par ailleurs similaire pour les trois isoformes alors qu’elle diffère pour les 
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isoformes entières indiquant qu’un autre domaine du récepteur régule la fixation du ligand 

(Iwai et al., 2007). 

En plus de la poche de fixation de l’IP3, l’étude structurale du domaine de liaison à 

l’IP3 a révélé la présence à la surface de ce domaine de 2 régions conservées qui contiennent 

notamment 2 sites potentiels de fixation de Ca2+ (Bosanac et al., 2002). L’un serait formé par 

les résidus E246, E425, D426 et E248 et l’autre par les résidus E283, E285, D444 et D448 

(Figure 13A). Ces régions conservées pourraient également servir à l’interaction avec des 

partenaires ou avec d’autres régions du récepteur comme le domaine suppresseur qui compose 

la deuxième partie du domaine N-terminale de liaison de l’IP3. 

 

 
Figure 13 : Représentation 3D du domaine de liaison de l’IP3 

(A) Structure 3D du domaine de liaison obtenue par cristallographie montrant le domaine  

organisé en domaine -trèfle et le domaine  composé d’hélices  adoptant un repliement de 

type répétition armadillo. (B) Représentation du site de liaison de l’IP3. Les résidus impliqués 

dans l’interaction sont indiqués (d’après Bosanac et al., 2002). 
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2.3.1.2 Le domaine suppresseur 
Les 225 premiers acides aminés de l’IP3R1 jouent un rôle suppresseur pour la fixation 

de l’IP3 sur le récepteur puisque la délétion de ce domaine s’accompagne d’une augmentation 

significative de la liaison de l’IP3 sur le récepteur (Yoshikawa et al., 1996, 1999a). Ce 

domaine est par ailleurs responsable de la différence d’affinité pour l’IP3 des trois isoformes 

de l’IP3R. Ainsi alors que le domaine de liaison à l’IP3 des trois isoformes possède un Kd pour 

l’IP3 variant entre 1,5 et 2 nM selon l’isoforme, la présence du domaine suppresseur modifie 

l’affinité de la région de liaison à l’IP3 qui affiche alors des Kd de 49,5 nM (IP3R1), 14 nM 

(IP3R2) et 163 nM (IP3R3). En revanche et de façon surprenante le domaine suppresseur de 

chaque isoforme n’est pas le seul déterminant de l’affinité d’une isoforme donnée. En effet, 

des protéines chimères contenant le domaine de liaison à l’IP3 d’une isoforme fusionné au 

domaine suppresseur d’une autre isoforme ne possèdent pas la même affinité que la région de 

liaison à l’IP3 dont le domaine suppresseur est issu. Ceci indique qu’il existe une coopération 

entre le domaine suppresseur et le domaine de liaison à l’IP3 afin de déterminer l’affinité du 

récepteur pour son ligand (Iwai et al., 2007). Il a d’ailleurs été montré que le domaine 

suppresseur interagit directement avec le domaine de liaison à l’IP3 (Bultynck et al., 2004). 

La structure cristalline du domaine suppresseur a également pu être déterminée. Le 

domaine suppresseur est composé d’un domaine structuré en -trèfle, le domaine « tête », 

dont émerge, entre les brins  4 et 5, une structure hélice-boucle-hélice, le domaine « bras » 

(Bosanac et al., 2005). L’interaction avec le domaine de liaison de l’IP3 semble être 

principalement réalisée par le domaine « tête » puisque la délétion du domaine « bras » ne 

modifie que peu le Kd pour l’IP3. Sept acides aminés conservés dans les 3 isoformes d’IP3R 

ont par ailleurs pu être identifié comme étant essentiel au rôle suppresseur de ce domaine. Ces 

résidus (L30, L32, V33, D34, R36, R54 et K127) sont tous situés sur la surface du domaine 

« tête » (Figure 14A) (Bosanac et al., 2005). La résolution de la structure cristalline de 

l’ensemble du domaine de liaison de l’IP3 a montré que le domaine suppresseur interagit avec 

les domaine  et le  du domaine de liaison de l’IP3 sur la face opposée au site de fixation de 

l’IP3, formant les interfaces  et respectivement (Seo et al., 2012). L’interface  est 

stabilisée par un réseau d’interactions hydrophobes et électrostatiques alors que des 

interactions hydrophobes et un pont salin stabilisent l’interface . Les résidus impliqués dans 

le rôle suppresseur semblent tous appartenir à l’interface (Figure 14B) (Seo et al., 2012). 
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Figure 14 : Représentation 3D du domaine suppresseur 

(A) Structure 3D du domaine suppresseur obtenue par cristallographie. Les résidus impliqués 

dans l’interaction avec le domaine de liaison de l’IP3 sont indiqués (d’après Bosanac et al., 

2005). (B)  Structure 3D de la région de liaison de l’IP3 obtenue par cristallographie. Le 

résidu Y167 impliqué dans l’ouverture du canal est indiqué (d’après Seo et al., 2012). 

 

De façon intéressante, en plus de son rôle de modulation de l’affinité pour l’IP3, le 

domaine suppresseur est également essentiel pour l’ouverture du canal. En effet, la délétion 

du domaine suppresseur produit un récepteur capable de lier l’IP3 mais non-fonctionnel 

(Uchida et al., 2003). Il a par ailleurs été montré que le domaine suppresseur interagit de 

façon non-covalente avec l’extrémité C-terminale du récepteur (Joseph et al., 1995b; 

Yoshikawa et al., 1999b). Cette interaction s’effectue via un résidu hydrophobe dans le 

domaine suppresseur (Y167 pour IP3R1 et W168 pour IP3R2/3) et il a été montré que la 

mutation de ce résidu en alanine abolit l’interaction entre les deux domaines ainsi que le 

relargage de calcium par le canal (Chan et al., 2010; Yamazaki et al., 2010). Le couplage 

entre le domaine suppresseur et le domaine canal est donc un élément essentiel du mécanisme 
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d’ouverture du canal IP3R. Le résidu Y167 se situe dans une boucle à la surface du domaine 

suppresseur mais sur la face opposée aux résidus impliqués dans la régulation de l’affinité de 

l’IP3 (Figure 14B). Il a d’ailleurs été montré que ces deux fonctions sont bien distinctes 

puisque la mutation des résidus L30, L32, V33, D34, R36, R54 et K127 n’a que peu d’effet 

sur l’ouverture du canal et inversement la mutation du résidu Y167 n’a pas d’effet sur 

l’affinité du récepteur pour l’IP3 (Yamazaki et al., 2010). Finalement, il semble qu’au sein des 

tétramères le domaine suppresseur d’un monomère interagisse avec le domaine C-terminal 

d’une autre sous-unité plutôt qu’avec le domaine C-terminal de sa propre sous-unité 

(Boehning and Joseph, 2000a).  

2.3.2 Le domaine de modulation  
Le domaine de liaison de l’IP3 et le domaine de formation du canal sont séparés par 

une large région de 1700 acides aminés (578-2279). Ce domaine est le lieu de nombreuses 

interactions avec des partenaires capables de moduler l’activité de l’IP3R. Cet aspect est 

développé plus en détails dans la partie 2.5.  

En plus de cet aspect de modulation du signal, il semble que cette région du récepteur 

est également impliquée dans la transduction du signal du domaine de liaison de l’IP3 à la 

région canal. En effet, la délétion de la région comprise entre les résidus 651 et 1130 donne un 

récepteur capable de lier l’IP3 et possédant un repliement similaire à celui de l’IP3R sauvage 

mais ayant perdu son activité de canal calcique (Uchida et al., 2003). 

Il existe peu d’informations sur la structure de ce domaine. Cependant, l’analyse de sa 

séquence suggère la présence d’une haute proportion d’hélices  et d’un repliement en motif 

de type armadillo dans la continuité du domaine de liaison de l’IP3 allant du résidu 413 au 

résidu 1740 (Bosanac et al., 2002). Enfin, des études réalisées par microscopie électronique 

suggèrent que ce domaine possède une structure globulaire ce qui participerait à donner une 

forme compacte aux tétramères.  

2.3.3 Le domaine de formation du canal 
Différentes études ayant pour but d’étudier la topologie de l’IP3R ont permis d’établir 

que celui-ci possède 6 domaines transmembranaires localisés dans la région C-terminale du 

récepteur (Michikawa et al., 1994; Joseph et al., 1997; Galvan et al., 1999). Ces hélices 

transmembranaires (TM) sont situées entre les résidus 2279 et 2589 et plus précisément entre 

les résidus : 2279-2294 (TM1), 2308-2326 (TM2), 2352-2372 (TM3), 2391-2407 (TM4), 

2240-2462 (TM5) et 2570-2589 (TM6). L’expression ectopique de ce domaine dans des 
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cellules en culture génère un canal calcique qui n’est cependant plus régulé aboutissant à la 

déplétion du stock de calcium luminal (Nakayama et al., 2004). Cette région du récepteur 

semble donc impliquée dans la formation du canal calcique. Il faut cependant noter que les 

canaux formés par l’IP3R sont peu sélectifs pour le calcium par rapport aux autres cations 

divalents et qu’ils peuvent aussi transporter des cations monovalents (Williams et al., 2001). Il 

semble donc que ce soit la présence d’un fort gradient de calcium entre la lumière du RE et le 

cytosol comparativement aux autres gradients ioniques existants qui fasse de fait de l’IP3R un 

canal calcique. 

Les deux premières hélices TM1 et TM2 semblent impliquées dans l’adressage du 

récepteur au RE puisqu’elles sont suffisantes pour assurer la localisation de l’IP3R dans ce 

compartiment (Galvan et al., 1999). Il s’agirait même plus particulièrement d’une séquence 

d’environ 30 acides aminés, comprenant la fin de l’hélice TM1 et l’hélice TM2, qui permette 

cet adressage (Pantazaka and Taylor, 2010). Le rôle des hélices TM3 et 4 n’est pas réellement 

décrit. Cependant, il apparait que la boucle située entre les hélices TM4 et 5 est essentielle 

pour l’interaction entre le domaine suppresseur et la partie C-terminale du récepteur ainsi que 

pour l’activation du récepteur (Schug and Joseph, 2006).  

De leur côté, les hélices TM5 et 6 semblent impliquées dans la formation du canal. En 

effet, la délétion des 4 premières hélices donne un canal possédant une conductivité et une 

sélectivité comparable à celui du récepteur entier bien que son ouverture ne soit plus régulée 

par la fixation du ligand (Ramos-Franco et al., 1999). Jusqu’à présent la structure du domaine 

de formation du canal de l’IP3R n’a pu être résolue ce qui rend incertain l’organisation des 

hélices TM permettant la formation d’un pore. Cependant, la topologie et l’organisation du 

récepteur suggèrent que l’IP3R appartiendrait, avec le RyR, à une superfamille de canaux 

ioniques possédant 6 hélices transmembranaires et formant des tétramères. Parmi cette 

superfamille on retrouverait entre autres le canal à potassium bactérien KcsA dont la structure 

a été résolue (Doyle et al., 1998). Cette structure a été utilisée pour modéliser le pore formé 

par l’IP3R et le RyR. Ainsi sur la base d’homologie de séquence et de prédiction de structure 

secondaire, d’aire de surface, d’hydrophobicité et de potentiel électrostatique il semble que les 

hélices TM5 et 6 de l’IP3R et du RyR adoptent une structure similaire à celles du canal KcsA 

(Shah and Sowdhamini, 2001; Welch et al., 2004). Ce modèle a d’ailleurs permis de réaliser 

des simulations de dynamique moléculaire qui rendent bien compte de la perméabilité du RyR 

(Welch et al., 2004).  

Ainsi, dans le cas du canal KcsA chaque monomère fournit 2 hélices TM, proches en 

séquence des hélices TM5 et 6 de l’IP3R, qui s’assemblent pour former un canal avec un pore 
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central au sein du tétramère (Figure 15). Ce canal est plus large au niveau de la région 

d’entrée de l’ion et se resserre vers la sortie. Le pore est formé par la région comprise entre les 

deux hélices TM grâce à la présence d’une région structurée en hélice . Cette région 

comprend également une séquence jouant le rôle de filtre sélectif pour le passage des ions 

(Doyle et al., 1998).  

 

 
Figure 15 : Représentation schématique du canal de l’IP3R 

Deux sous-unités sont représentées. L’association des hélices a5 et 6 de chaque sous-unité 

permettrait la formation du canal avec la boucle entre ces deux hélices qui joue un rôle clé 

grâce à la présence d’une hélice permettant la formation d’un pore et d’un filtre sélectif 

permettant d’assurer une spécificité relative pour le calcium (d’après Bosanac et al., 2004). 

 

Dans le cas de l’IP3R, une région de formation de pore a été prédite entre les hélices 

TM5 et 6 (Michikawa et al., 1994). Cette région est bien conservée dans les 3 isoformes de 

l’IP3R et du RyR. De plus une séquence filtre conservée a pu être identifiée (GGGVGD) par 

homologie avec celle décrite dans le RyR (GGGIGD) (Figure 15) (Lynch et al., 1999; Zhao 

et al., 1999). Il a d’ailleurs été proposé que le résidu valine soit impliqué dans la perméation 

aux ions monovalents puisque sa mutation en isoleucine augmente la conductivité du canal 

pour le potassium sans modifier la sélectivité du calcium par rapport au potassium. À 

l’inverse, le résidu aspartate régulerait la sélectivité au calcium car sa mutation en glutamate 

rend le canal non-sélectif sans modifier la conductivité de celui-ci (Boehning et al., 2001). De 

façon intéressante la mutation de cet aspartate en alanine ou en asparagine rend le canal 

imperméable au calcium (Boehning and Joseph, 2000b). De plus, la mutation en alanine de 
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résidus dans l’hélice (C2533A et G2541A) ainsi que dans le filtre (G2545A, G2546A, et 

G2547A) rend le récepteur incapable de s’ouvrir (Schug et al., 2008). Enfin, deux résidus 

d’isoleucine (I2588 et I2589) situés à l’extrémité de l’hélice TM6 au niveau de l’interface 

membrane-cytosol semblent également essentiels pour l’ouverture du canal puisque leur 

mutation en alanine rend le canal inactif (Bhanumathy et al., 2012). 

Finalement, l’IP3R possède une région de 50 acides aminés située dans la lumière du 

RE entre l’hélice TM5 et le domaine de formation du pore qui n’est pas présente dans le canal 

KcsA ou le RyR (Michikawa et al., 1994). Cette région est riche en résidus acides suggérant 

un site de haute affinité pour le calcium (Sienaert et al., 1996) et contient de plus deux sites de 

glycosylation (Michikawa et al., 1994). Cette région étant absente dans le RyR il est peu 

probable qu’elle participe à la formation du canal. De plus il a été montré qu’une protéine 

chimère contenant la partie cytosolique de l’IP3R et le domaine transmembranaire du RyR est 

capable d’être activée par l’IP3 (Seo et al., 2012). Cependant le site de fixation du calcium 

pourrait jouer un rôle régulateur de l’activité du canal.  

2.3.4 Le domaine de couplage 
La partie C-terminale du récepteur, composée d’environ 160 acides aminés (résidus 

2590 à 2749), est située du côté cytoplasmique de la membrane du RE du fait du nombre pair 

d’hélices TM de l’IP3R (Michikawa et al., 1994). Ce domaine semble impliqué dans 

l’oligomérisation du récepteur en partenariat avec les hélices TM5 et 6. En effet, il a été 

montré que la présence du domaine transmembranaire et de la partie C-terminale est requise 

pour la formation de tétramères (Miyawaki et al., 1991; Joseph et al., 1997). En revanche, 

l’IP3R amputé de son domaine transmembranaire forme tout de même des dimères (Miyawaki 

et al., 1991). La région permettant cette dimérisation a été identifiée entre les résidus 2629 et 

2654 puisque cette région est capable de se dimériser indépendamment du reste du récepteur 

(Galvan and Mignery, 2002). Cependant, il a également été montré qu’un mutant de l’IP3R 

amputé de son domaine C-terminal, mais contenant les hélices TM5 et 6, est capable de 

s’associer avec le récepteur sauvage (Galvan et al., 1999). Ces résultats ont permis de 

proposer un modèle d’oligomérisation dans lequel les hélices TM5 et 6 de deux monomères 

s’assembleraient lors du transport du récepteur dans la membrane afin de créer des dimères. 

L’interaction entre domaines C-terminaux au niveau des résidus 2629-2654 permettrait 

ensuite la formation de tétramères sous la forme de dimères de dimères (Galvan and Mignery, 

2002). Cette structure pourrait par ailleurs être stabilisée par la formation d’une structure 

coiled-coil entre les résidus 2694-2721 de chaque monomère. Cette région, bien conservée 
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parmi les isoformes de l’IP3R, semble structurée en hélice  d’après une étude en dichroïsme 

circulaire et elle est capable de s’assembler en tétramères in vitro (Schug and Joseph, 2006). 

La région 2694-2721 est par ailleurs essentielle au fonctionnement du récepteur puisque la 

délétion du domaine C-terminal à partir du résidu 2629 rend le récepteur incapable de 

transporter le calcium (Schug and Joseph, 2006). 

Plusieurs résidus critiques ont également pu être identifiés dans le domaine de 

couplage. Ainsi, deux résidus cystéine (C2610 et C2613) sont essentiels au fonctionnement du 

récepteur puisque leur mutation en alanine abroge l’ouverture du canal (Uchida et al., 2003). 

De façon intéressante, ces résidus sont conservés dans les 3 isoformes de l’IP3R et du RyR 

suggérant un rôle clé de ces résidus cystéine dans le fonctionnement des canaux calciques. De 

la même façon la mutation de deux résidus histidine (H2630 et H2635) et d’un résidu arginine 

(R2596) en alanine abolissent le fonctionnement de l’IP3R (Bhanumathy et al., 2012).  

Finalement, le domaine C-terminal de couplage est capable d’interagir directement 

avec la boucle située entre les hélices TM4 et 5 (Bhanumathy et al., 2012).  Cependant, tous 

les résidus du domaine de couplage identifiés comme étant essentiels pour l’ouverture du 

canal ne semblent pas impliqués dans cette interaction. En revanche, le résidu C2613 ainsi 

que les résidus H2630 et H2635 semblent important pour assurer l’association entre le 

domaine de liaison de l’IP3 et la partie C-terminale du récepteur. De façon surprenante la 

mutation de ces trois résidus affecte également la fixation de l’IP3 sur le récepteur soulignant 

la complexité d’organisation du récepteur et l’inter-connectivité existant entre tous les 

domaines de l’IP3R (Uchida et al., 2003; Bhanumathy et al., 2012) 

2.3.5 Structure quaternaire 
Le récepteur à l’IP3 s’organise en tétramère au sein des membranes du RE. Cependant, 

sa grande taille (~300 kDa pour chaque sous-unité) ainsi que son insertion dans la membrane 

représentent des obstacles majeurs à la détermination de la structure 3D du récepteur entier. 

De plus il est très difficile d’obtenir une grande quantité de protéines recombinantes 

fonctionnelles et organisées en tétramères ce qui empêche l’utilisation des techniques de 

cristallographie ou de RMN du solide pour déterminer la structure quaternaire de l’IP3R. Par 

conséquent toutes les études portant sur l’organisation des tétramères d’IP3R ont été réalisées 

par cryomicroscopie électronique sur des protéines purifiées par immuno-affinité à partir de 

tissus riches en IP3R. Grace à cette approche cinq structures tétramériques différentes ont été 

proposées au début des années 2000. Toutes ces structures s’accordent sur le fait que le canal 

comporte 2 régions morphologiquement distinctes, un domaine cytoplasmique et un domaine 



69 
 

canal transmembranaire. De plus il semble que les tétramères possèdent une symétrie d’ordre 

4.  

Jiang et collaborateurs ont été les premiers à établir une structure quaternaire de l’IP3R 

(Jiang et al., 2002). La structure obtenue est compacte et est composée de deux domaines 

asymétriques, le plus petit représentant la région transmembranaire et le plus gros au-dessus 

correspondant aux régions cytosoliques. Ce dernier domaine présente 4 protrusions émergeant 

vers l’extérieur qui pourraient être les domaines de liaison à l’IP3 (Figure 16). Cependant, à 

l’époque de cette étude la structure 3D du domaine de liaison de l’IP3 n’ayant pas encore été 

déterminée, cette hypothèse n’a pu être validée. 

 

 
Figure 16 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par Jiang  

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

côté et de la face luminale. La localisation supposée des différentes régions est indiquée 

(d’après Jiang et al., 2002). 

 

La structure déterminée par da Fonseca et collaborateurs possède l’aspect d’une 

« fleur » (da Fonseca et al., 2003). Un petit domaine d’aspect carré et correspondant à la 

« tige » semble contenir le domaine canal. Au-dessus se situe le domaine cytoplasmique 

comprenant les « pétales » et le « stigmate ». De fines connections relient la « tige » aux 

« pétales » et les « pétales » au « stigmate ». Dans ce modèle, le domaine de liaison de l’IP3 

est situé dans le « stigmate » et donc à l’intérieur du tétramère alors que les « pétales » 

contiendraient le domaine de modulation (Figure 17). 
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Figure 17 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par da 

Fonseca 

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

la face luminale (A), cytosolique (B) et de côté(C). La localisation supposée des différentes 

régions est indiquée (d’après da Fonseca et al., 2003). 

 

L’étude menée par Sato et collaborateurs propose une structure en forme de 

« montgolfière » avec le « ballon » contenant le domaine cytosolique et la « nacelle » le 

domaine canal (Sato et al., 2004). Dans cette structure, les auteurs ont identifié de nombreuses 

cavités internes dans la région cytosolique ainsi que des structures en forme de L à sa surface. 

Les auteurs ont pu docker le domaine de liaison dans ces structures en forme de L bien que 

cela nécessite un changement de conformation du domaine (Figure 18).  

 

 
Figure 18 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par Sato 

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

côté (A), de la face cytosolique (B) et de la face luminale (C). Le docking du domaine de 

liaison de l’IP3 est représenté (D). La localisation supposée des différentes régions est 

indiquée (d’après Sato et al., 2004). 
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Seryshava et collaborateurs ont déterminé une structure plus large et plus ouverte 

possédant une forme de moulin avec un domaine central carré et 4 « pointes » incurvées 

émergeantes (Serysheva et al., 2003). La région du canal serait comprise dans un cube au-

dessus duquel se situe la région cytosolique. Dans cette étude les auteurs ont « docké » la 

structure 3D du domaine de liaison de l’IP3 et en ont déduit qu’il se situerait dans les 

« pointes » émergeantes. Ils ont par ailleurs proposé que le domaine suppresseur soit situé à 

proximité du domaine de couplage (Figure 19). 

 

 
Figure 19 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par 

Serysheva 

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

la face cytosolique (A), de côté (B), de la face luminale (C) et en coupe frontale (D). Le 

docking du domaine de liaison de l’IP3 est représenté (E). La localisation supposée des 

différentes régions est indiquée (d’après Serysheva et al., 2003). 

 

Finalement, Hamada et collaborateurs ont déterminé la structure quaternaire de l’IP3R 

en absence et en présence de calcium (Hamada et al., 2003). En absence de calcium, l’IP3R 

adopterait une conformation « carrée » ayant l’aspect d’un « champignon ». La région 

cytosolique formée par un large domaine carré est reliée au domaine canal par 4 ponts. En 

présence de calcium, les auteurs observent un changement de conformation avec le domaine 

cytosolique qui adopte une forme de moulin avec 4 domaines émergeant du cœur central du 

tétramère. Le calcium étant un co-activateur de l’IP3R, les auteurs proposent que ce 
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changement de conformation corresponde au passage à un état ouvert du canal. Les auteurs 

suggèrent également que le domaine de liaison de l’IP3 est situé à la périphérie du 

« champignon » dans l’état fermé et dans les « hélices » du « moulin » dans la conformation 

ouverte avec le calcium (Figure 20). 

 

 
Figure 20 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par 

Hamada 

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

la face cytosolique ou de côté. Dans ce modèle la fixation de calcium induit un changement de 

conformation du tétramère. Le docking du domaine de liaison de l’IP3 est représenté. La 

localisation supposée des différentes régions est indiquée (d’après Hamada et al., 2003). 

 

Cependant une étude récente remet en question toutes ces structures puisque les 

auteurs y affirment que dans les études précédentes le bruit observé en cryomicroscopie 

électronique est trop important pour obtenir une structure fiable (Ludtke et al., 2011). Grâce à 

l’amélioration des techniques de microscopie électronique les auteurs ont ainsi pu déterminer 

une structure quaternaire de l’IP3R avec une résolution de l’ordre du nm alors que les études 

précédentes avaient une résolution de 20 à 30 nm. Cette structure a par ailleurs été validée par 

différentes méthodes informatiques déjà utilisées pour la validation de structures 3D obtenues 

par cryomicroscopie électronique (Murray et al., 2013). Il apparait donc que les tétramères 

d’IP3R adoptent une forme de « champignon » contenant deux régions de forme carrée 

connectées entre elles par de fines tiges. Le plus grand domaine correspond à la partie 

cytosolique tandis que le plus petit comprend le domaine canal. Dans cette structure les 
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domaines de liaison de l’IP3 et de formation du canal ne semblent pas directement reliés. 

Cependant, au niveau du domaine cytosolique, les auteurs observent la présence d’une 

« prise » semblant relier les quatre sous unités entre elles et plongeant vers la membrane 

(Figure 21).  

 

 
Figure 21 : Représentation 3D de la structure quaternaire de l’IP3R proposé par Ludtke 

Structure 3D d’un tétramère d’IP3R obtenue par cryomicroscopie électronique et observée de 

côté (A), en coupe frontale (B), de la face cytosolique (C) et de la face luminale (D). La 

région du canal est indiquée. Dans ce modèle, les hélices du domine de formation du canal 

ont été placées dans le domaine transmembranaire (d’après Ludtke et al., 2011). 

2.4 Activation du canal  

Le mécanisme d’ouverture du canal n’est à ce jour pas clairement établi. Cependant, 

les études de mutagénèse ainsi que de récentes avancés dans la modélisation du domaine N-

terminal ont permis d’élaborer certaines hypothèses expliquant comment la fixation de l’IP3 

sur le domaine de liaison peut activer l’ouverture du canal situé quelques 2000 acides aminés 

plus loin. 

2.4.1 Fixation de l’IP3 
Une étude récente a permis d’identifier les changements conformationnels du domaine 

N-terminal de liaison de l’IP3 induits par la fixation du ligand (Seo et al., 2012). En effet, dans 

cette étude les auteurs ont résolu la structure 3D du domaine N-terminal, comprenant le 
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domaine suppresseur et le domaine de liaison de l’IP3, en absence et en présence d’IP3 avec 

une résolution de 3 et 3,6 Å respectivement. La fixation du ligand induit tout d’abord un 

rapprochement des domaines  et  du domaine de liaison de l’IP3 avec une réduction 

d’environ 8° de l’angle entre les deux domaines. Ce résultat confirme donc un mécanisme 

suggéré auparavant par d’autres études (Chan et al., 2007; Sureshan et al., 2009). De plus, 

cette étude montre qu’après la fixation du ligand le domaine suppresseur et le domaine de 

liaison de l’IP3 restent associés. Alors que les interactions de l’interface  changent très peu, 

le domaine suppresseur s’éloigne en revanche du domaine de liaison au niveau de l’interface 

. L’attachement au niveau de l’interface  amène le domaine suppresseur à effectuer une 

rotation d’environ 9° ce qui entraine notamment une translation de la boucle contenant le 

résidu Y167 (dénommée boucle HS). Ainsi ce résidu se déplace d’environ 3,7 Å ce qui 

pourrait représenter une étape cruciale dans la transduction du signal vers le pore puisqu’il a 

été montré que le résidu Y167 est essentiel pour l’ouverture du canal (Figure 22) (Chan et al., 

2010; Yamazaki et al., 2010).  

 

 
Figure 22 : Changement structural de la région de liaison de l’IP3 après fixation de l’IP3 

Représentation 3D de la région de liaison de l’IP3 et des changements structuraux induits par 

la fixation du ligand. La boucle HS contenant notamment le résidu Y167 est indiquée (d’après 

(Seo et al., 2012). 
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Afin de comprendre comment la fixation de l’IP3 sur le domaine de liaison peut 

entrainer l’ouverture du canal, la structure du domaine de liaison de l’IP3 a été « dockée » 

dans la structure quaternaire obtenue en 2011 par Ludtke et collaborateurs (Seo et al., 2012). 

Les résultats obtenus suggèrent qu’en réalité le domaine N-terminal ne semble pas capable 

d’interagir directement avec le domaine canal comme cela avait été suggéré (Schug and 

Joseph, 2006). En effet, les domaines de liaison de l’IP3 se situeraient à la surface de la région 

cytoplasmique. Cet arrangement permet un accès pour l’IP3 par le haut du tétramère mais cela 

place en revanche le domaine de liaison à environ 60 Å de la région transmembranaire. 

Cependant, les auteurs ont pu observer de façon intéressante que la boucle HS de chaque 

sous-unité entre en contact avec la région  du domaine de liaison de la sous-unité voisine 

(Figure 23). Ainsi, les auteurs proposent que lors de la fixation du ligand, la réorientation de 

la boucle HS et la perte d’interaction au niveau de l’interface  conduit également à la perte 

d’interaction entre sous-unités produisant une réorganisation complète de la partie apicale du 

récepteur.  

 

 
Figure 23 : Docking de la région de liaison de l’IP3 dans la structure quaternaire de 

l’IP3R 

(A) Docking de la région de liaison de l’IP3 dans la structure quaternaire obtenue par Ludtke 

et collaborateurs. (B) Organisation des domaines N-terminaux des sous-unités du tétramère, 

la boucle HS est indiquée et semble interagir avec le domaine N-terminal de la sous-unité 

voisine (d’après Seo et al., 2012).  
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2.4.2 Ouverture du canal 
Ces récentes avancées structurales couplées aux études de mutagénèses abordées dans 

la partie 2.3 ont permis l’élaboration d’un modèle expliquant comment la fixation de l’IP3 

pourrait induire l’ouverture du canal (Bhanumathy et al., 2012). Ce modèle se base sur 

l’hypothèse que le domaine de couplage C-terminal se projette tout le long de la partie 

cytosolique du tétramère dans sa portion centrale. Cette hypothèse est corroborée par une 

étude portant sur l’accessibilité de résidus cystéine dans ce domaine de l’IP3R (Anyatonwu et 

al., 2010). De plus la structure 3D du canal à potassium KcsA révèle que dans ce canal la 

queue C-terminale se projette vers le cytosol (Uysal et al., 2009). Ceci permettrait également 

d’expliquer comment le domaine de liaison de l’IP3 peut interagir avec la partie C-terminale 

du récepteur (Yoshikawa et al., 1999b; Boehning and Joseph, 2000a) malgré la distance 

séparant ce premier du domaine transmembranaire. Le domaine de couplage se projetterait 

donc vers le haut du tétramère établissant alors une liaison avec la partie N-terminale du 

récepteur (Figure 24).  

Le domaine de couplage interagit également avec la boucle située entre les domaines 

TM4 et 5 (Bhanumathy et al., 2012). Le domaine coiled-coil prédit dans le domaine de 

couplage pourrait donc assurer l’interaction entre les régions N- et C-terminales puisque sa 

délétion abolit cette association et rend le canal inactif (Schug and Joseph, 2006). Ainsi, le 

changement conformationnel induit par la fixation de l’IP3 au niveau du domaine N-terminal 

pourrait être transmis à la région transmembranaire par le domaine de couplage. Ce dernier 

modifierait alors la position de la boucle entre les hélices TM4 et 5 ce qui pourrait entrainer 

l’ouverture du canal formé par les hélices TM5 et 6 (Figure 24). Cependant, aucun des 

résidus identifiés dans le domaine de couplage comme étant essentiel à l’ouverture du canal 

(C2610, C2613, H2630 et H2635) n’est impliqué dans l’interaction avec la boucle du domaine 

transmembranaire mais leur mutation diminue tout de même l’association du domaine N-

terminal avec la partie C-terminale du récepteur (Bhanumathy et al., 2012).  
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Figure 24 : Modèle d’ouverture du canal  

Le domaine de couplage émergerait vers l’intérieur du canal. La fixation de l’IP3 induirait 

l’ouverture du canal par la transmission du signal via le domaine de couplage et le domaine 

de modulation pour induire un changement de conformation des hélices a5 et 6 et donc 

l’ouverture du canal (d’après Bhanumathy et al., 2012). 

 

Ce mécanisme est en revanche remis en question par le fait qu’une protéine chimère 

contenant la partie C-terminale du RyR associée au reste de l’IP3R reste fonctionnelle et 

activée par l’IP3 (Seo et al., 2012). En effet, la queue C-terminale du RyR est plus courte et ne 

possède pas de domaine coiled-coil prédit. L’interaction du domaine de couplage avec le 

domaine N-terminal ne peut donc pas à elle seule expliquer l’ouverture du canal. Ainsi le 

domaine central de modulation doit également jouer un rôle essentiel en interagissant par 

exemple avec les résidus clés du domaine de couplage. Cependant, très peu d’informations 

existent sur les interactions que ce domaine peut avoir avec le reste du récepteur laissant pour 

le moment le mécanisme d’ouverture du canal non élucidé. 

2.5 Régulation de l’activité de l’IP3R 

Le calcium étant un second messager contrôlant un très large éventail de processus 

cellulaires, il apparait essentiel que sa concentration cytosolique soit strictement contrôlée. 

Ceci passe à priori par une régulation très fine de l’activité de l’IP3R. Le récepteur est régulé 

par des interactions avec différentes protéines mais aussi par phosphorylation. Ici, nous ne 
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présenterons qu’une partie des protéines impliquées dans le contrôle de la perméabilité du 

canal. L’ensemble des régulateurs décrits dans la littérature est présenté dans le tableau 2. 

 

 

Régulateur Fonction 

Site 
d’interaction/ 
phosphorylati

on/ clivage 

Effet sur l’IP3R Références 

D
om

ai
ne

 su
pp

re
ss

eu
r 

Calmoduline 
(CaM) 

Régulateur Ca2+-
dépendant ou non de 

l’activité de 
nombreuses protéines 

49-81; 106-128 Diminue la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Hirota et al., 1999b; 
Michikawa et al., 1999; 

Missiaen et al., 1999, 2000; 
Adkins et al., 2000; Sienaert 

et al., 2002) 

CaMKII 

Ser/Thr Kinase 
dépendante du 

calcium et de la 
calmoduline 

T150 Diminue la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Yamamoto et al., 1989; 
Ferris et al., 1991b; Zhu et 
al., 1996; Bare et al., 2005; 

Maxwell et al., 2012) 

Homer Protéine 
d’échafaudage 49-53 

Favorise 
l’association de 
l’IP3R avec un 

récepteur couplé à la 
protéine G 

(Tu et al., 1998) 

RACK1 

Protéine de liaison 
pour la PKC avec 

certains de ces 
substrats 

90-110 Augmente l’affinité 
de l’IP3R pour l’IP3 

(Patterson et al., 2004) 

CaBP, CIB1 Protéines liant le 
calcium ? Diminue la sortie de 

calcium via l’IP3R 

(Yang et al., 2002; Haynes et 
al., 2004; Kasri et al., 2004b; 
White et al., 2006; Li et al., 

2009, 2013) 

D
om

ai
ne

 d
e 

lia
is

on
 d

e 
l’I

P 3
 

IRBIT Inhibiteur de la 
fixation d’IP3 

Résidus 
impliqués dans 

la liaison de 
l’IP3 

Inhibition de la 
liaison de l’IP3  

(Ando et al., 2003, 2006; 
Devogelaere et al., 2006) 

ATP Nucléotide 
triphosphate 

Résidus 
impliqués dans 

la liaison de 
l’IP3 

Inhibition de la 
liaison de l’IP3  

(Maeda et al., 1991; Maes et 
al., 2000) 

Fyn Tyrosine Kinase Y353 

Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 et diminue 

l’inhibition par le 
calcium 

(Jayaraman et al., 1996; Cui 
et al., 2004; deSouza et al., 

2007) 

CDK1 Ser/Thr Kinase S421 Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 

(Malathi et al., 2003, 2005; 
Sun et al., 2009) 

ERK1/2 Ser/Thr Kinase S436 Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 

(Bai et al., 2006; Lee et al., 
2006; Sun et al., 2009) 
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D
om

ai
ne

 d
e 

m
od

ul
at

io
n 

RACK1 

Protéine de liaison 
pour la PKC avec 

certains de ces 
substrats 

580-600 Augmente l’affinité 
de l’IP3R pour l’IP3 

(Patterson et al., 2004) 

CDK1 Ser/Thr Kinase T799; T1155 Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 

(Malathi et al., 2003, 2005; 
Sun et al., 2009) 

ERK1/2 Ser/Thr Kinase T945 Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 

(Bai et al., 2006; Lee et al., 
2006; Sun et al., 2009) 

GAPDH 
Oxydation du 

glycéraldéhyde 3-
phosphate 

981-1000 

Production de NADH 
par GAPDH 

augmente l’activité de 
l’IP3R 

(Kaplin et al., 1996; Patterson 
et al., 2005) 

DANGER Régulation de 
l’IP3R 923-1581 

Augmente l’inhibition 
de l’IP3R par le 

calcium 
(Van Rossum et al., 2006) 

AKAP9 Protéine d’ancrage 
pour la PKA 1251-1287 

Permet la 
phosphorylation de 
l’IP3R par la PKA 

(Tu et al., 2004) 

Bcl-2 Inhibiteur de 
l’apoptose 1347-1426 Diminue la sortie de 

calcium via l’IP3R 

(Chen et al., 2004; Hanson et 
al., 2008; Rong et al., 2008, 

2009) 

CARP ? 1387-1647 Réduit l’affinité de 
l’IP3R pour l’IP3 

(Hirota et al., 2003) 

CaM 

Régulateur Ca2+-
dépendant ou non 

de l’activité de 
nombreuses 

protéines 

1564-1585 Diminue la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Hirota et al., 1999b; 
Michikawa et al., 1999; 

Missiaen et al., 1999, 2000; 
Adkins et al., 2000; Sienaert 

et al., 2002) 

PKA Ser/Thr Kinase S1589; S1755 Augmente la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Ferris et al., 1991a; 
Hajnóczky et al., 1993; 

Nakade et al., 1994; 
Wojcikiewicz and Luo, 1998; 
DeSouza et al., 2002; Tang et 

al., 2003b) 

PP1  Ser/Thr 
Phosphatase S1589; S1755 Diminue la sortie de 

calcium via l’IP3R (Tang et al., 2003b) 

ATP Nucléotide 
triphosphate 

1773-1778; 
2016-2021 

Augmente la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Ferris et al., 1990; Maeda et 
al., 1991; Bezprozvanny and 

Ehrlich, 1993; Missiaen et al., 
1997; Mak et al., 1999, 

2001b; Foskett et al., 2007) 

Caspase-3 
Protéase impliquée 
dans l’exécution de 

l’apoptose 
1888-1892 Clivage de l’IP3R au 

cours de l’apoptose 
(Hirota et al., 1999a; Haug et 
al., 2000; Nakayama et al., 
2004; Verbert et al., 2008) 
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D
om

ai
ne

 d
u 

ca
na

l 

ERp44 
Repliement des 

protéines dans le 
RE 

2463-2528 Diminue la sortie de 
calcium via l’IP3R (Higo et al., 2005) 

Chromogranines 
Génération 
vésicules de 

sécrétion 
2550-2569 Augmente la sortie de 

calcium via l’IP3R 

(Yoo and Lewis, 2000; Yoo 
et al., 2000; Thrower et al., 

2002, 2003; Choe et al., 
2004) 

D
om

ai
ne

 d
e 

co
up

la
ge

 

Cytochrome c 

Transfert des 
électrons dans la 

chaine respiratoire. 
Participe à 
l’apoptose 

2621-2636 
Abolit l’effet 

inhibiteur du calcium 
sur l’IP3R 

(Boehning et al., 2003, 2005) 

Bcl-xL ; Mcl-1 Inhibiteur de 
l’apoptose ? Sensibilise l’IP3R à 

l’IP3 
(White et al., 2005; Li et al., 
2007; Eckenrode et al., 2010) 

Huntingtin 
Impliquée dans la 

maladie 
d’Huntington 

? Augmente la sortie de 
calcium via l’IP3R (Tang et al., 2003a, 2004) 

PLK1 Ser/Thr Kinase S2656 Sensibilise l’IP3R à 
l’IP3 

(Ito et al., 2008; 
Vanderheyden et al., 2009) 

Akt Ser/Thr Kinase S2681 Diminue la sortie de 
calcium via l’IP3R 

(Khan et al., 2006; Marchi et 
al., 2008; Szado et al., 2008) 

PP2A Ser/Thr 
Phosphatase S2681 Augmente la sortie de 

calcium via l’IP3R (Giorgi et al., 2010) 

 

Tableau 2 : Régulateurs de l’activité de l’IP3R 

Les différentes protéines connues pour réguler l’activité de l’IP3R sont présentées en fonction 

du domaine de l’IP3R avec lequel elles interagissent. Lorsque cela est décrit le site 

d’interaction est précisé. 

2.5.1 Régulation par le calcium 
La fixation de l’IP3 sur le récepteur est nécessaire pour son activation mais l’ouverture 

du canal nécessite également la présence de calcium qui joue un rôle de co-activateur (Finch 

et al., 1991; Marchant and Taylor, 1997). Le calcium cytosolique possède par ailleurs un effet 

biphasique sur l’ouverture du canal. Ainsi une faible augmentation de la concentration en 

calcium stimule la réponse à l’IP3 alors qu’une concentration calcique plus importante inhibe 

le récepteur (Finch et al., 1991; Marshall and Taylor, 1993). Les 3 isoformes de l’IP3R sont 

régulées de façon biphasique par le calcium bien que quelques différences existent. Ainsi, le 
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calcium semble activer l’IP3R1 avec une coopérativité positive permettant l’ouverture du 

canal sur une étroite gamme de concentration relativement élevée de calcium suggérant que 

l’IP3R1 pourrait principalement participer au CICR. L’activation de l’IP3R3 par le calcium est 

en revanche moins coopérative et se produit à des concentrations inférieures laissant penser 

que cette isoforme permettrait plutôt un relargage de calcium quand la concentration d’IP3 

augmente (Foskett et al., 2007). 

2.5.1.1 Mécanisme de régulation par le calcium 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’effet biphasique du calcium 

sur le récepteur. Ces mécanismes s’accordent sur l’existence d’au moins 2 types de sites de 

liaison du calcium sur le récepteur, l’un de haute affinité et l’autre de faible affinité.  

Le premier mécanisme, proposé par l’équipe de C.W. Taylor, est basé sur l’analyse 

d’études réalisées par la méthode de superfusion rapide permettant une mesure rapide (de 

l’ordre de 10 ms) de la sortie de calcium après ajout d’IP3 (Marchant and Taylor, 1997; 

Adkins and Taylor, 1999; Swatton and Taylor, 2002). Sur la base de leurs résultats, le groupe 

de C.W Taylor propose un mécanisme selon lequel en absence d’IP3 le calcium se lie sur un 

site inhibiteur de haute affinité afin de garder le canal fermé. La fixation de l’IP3 diminuerait 

alors l’affinité du site inhibiteur tout en révélant un site activateur permettant l’ouverture du 

canal. Le calcium ne pourrait alors inhiber l’IP3R qu’après détachement de l’IP3 ou lorsque 

l’IP3 est absent et ainsi le calcium sortant d’un récepteur inhiberait l’activité de ses voisins 

plutôt que la sienne. 

Le deuxième modèle proposé par le groupe de J.K Foskett s’appuie sur des études 

réalisées en patch-clamp sur des membranes nucléaires (Mak et al., 1998, 2001a, 2003). En 

s’appuyant sur leurs résultats et sur le modèle allostérique de Monod-Wyman-Changeux, les 

auteurs ont proposé plusieurs modèles qu’ils ont soumis à différents calculs afin d’obtenir des 

valeurs de probabilité d’ouverture en fonction des concentrations d’IP3 et de Ca2+. Ces calculs 

leur ont alors permis de sélectionner un modèle allostérique de régulation de l’ouverture du 

canal par le calcium et l’IP3. Dans le modèle retenu, chaque monomère possède 3 sites de 

fixation de calcium dont un seul est sensible à la liaison de l’IP3. Ce site dépendant de l’IP3 

possèderait une haute affinité pour le calcium et serait inhibiteur en l’absence d’IP3 alors que 

la fixation de l’IP3 rendrait ce site activateur. De plus chaque sous-unité possèderait 

également un site inhibiteur de faible affinité pour le calcium qui serait responsable de 

l’inhibition de l’IP3R en présence de haute concentration de Ca2+. L’activité de ce site ne 

dépendrait pas de la fixation de l’IP3 sur le récepteur. Finalement, les auteurs proposent 
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l’existence d’un troisième site de fixation de calcium qui serait également indépendant de la 

liaison de l’IP3. Ce site d’affinité moyenne serait responsable des différences de coopérativité 

observées pour l’activation par le calcium selon les isoformes (Mak et al., 1998, 2001a).  

Finalement, un dernier modèle a récemment été proposé par le groupe de K. 

Mikoshiba (Shinohara et al., 2011). Contrairement aux modèles précédents, celui-ci n’est pas 

basé sur la mesure de relargage de calcium mais sur l’observation des changements 

conformationnels des tétramères induits par l’IP3 et par le calcium. À partir de leurs données, 

les auteurs ont proposé un modèle dans lequel il existe 4 sites de liaison de calcium, 2 sites 

activateurs de faible affinité et 2 sites inhibiteurs de haute affinité. La liaison du calcium se 

ferait de façon séquentielle avec la fixation simultanée de 2 ions Ca2+ sur les sites activateurs 

en premier lieu puis sur les sites inhibiteurs ensuite. La fixation de 3 ou 4 ions Ca2+ 

empêcherait alors la fixation de l’IP3 sur le récepteur. Cependant l’IP3 pourrait se fixer sur le 

récepteur dont les deux sites activateurs seraient occupés et inversement la fixation de l’IP3 

permettrait la fixation du calcium sur les sites activateurs. En revanche, la présence d’IP3 

empêcherait la liaison du calcium sur les sites inhibiteurs. Les auteurs proposent que la 

compétition entre la fixation de l’IP3 et la fixation du calcium sur les sites inhibiteurs est 

responsable de l’effet biphasique du calcium sur l’IP3R.  

2.5.1.2 Sites de liaison du calcium 
Bien que la présence de différents sites de fixation de calcium dans l’IP3R semble 

nécessaire pour rendre compte de la régulation du canal par cet ion, l’identité de ces sites reste 

encore aujourd’hui assez floue. Au moins 7 sites de liaison de calcium ont été identifiés sur la 

partie cytosolique du récepteur (Sienaert et al., 1996, 1997). Aucun de ces sites ne présente de 

motifs EF-hand ou d’autres motifs connus pour lier le calcium, cependant ils possèdent tous 

un groupe de résidus chargés négativement.  

Deux de ces sites (résidus 304-381 et 378-450) sont situés dans le domaine de liaison 

de l’IP3. De façon intéressante, lors de la résolution de la structure 3D de ce domaine, 

Bosanac et collaborateurs ont suggéré l’existence de 2 sites possibles de liaison de calcium 

dénommés CaI (E246, E425, D426, E428) et CaII (E283, E285, D444, D448). La mutation 

ponctuelle de plusieurs résidus acides dans la région 378-450 a montré que cette région n’est 

pas impliquée dans l’activation du canal par le calcium puisqu’aucune des mutations étudiées 

ne modifie celle-ci (Joseph et al., 2005). Cependant, il apparait que les régions CaI et CaII 

pourraient jouer un rôle dans l’inhibition par le calcium. En effet, la mutation D444N réduit 

considérablement l’inhibition du canal par le calcium, la mutation D442N ayant le même effet 
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(Joseph et al., 2005). Bien que le résidu 442 ne soit pas prédit comme appartenant au site 

CaII, il pourrait tout de même jouer un rôle dans la fixation du calcium au niveau de ce site 

étant donné sa proximité avec le résidu 444. Ainsi, le site CaII pourrait être impliqué dans 

l’inhibition du canal par le calcium bien qu’un effet direct de la fixation de calcium sur ce site 

reste encore à démontrer. De façon surprenante, la mutation de résidus appartenant au 

domaine CaI (D426N et E428Q) augmente au contraire l’effet inhibiteur du calcium (Joseph 

et al., 2005). Ceci suggère que ce site n’est pas directement impliqué dans l’inhibition par le 

calcium mais il pourrait cependant interagir avec une autre région du récepteur importante 

pour la régulation négative par le calcium. 

Les autres sites décrits se situent tous dans le domaine central de modulation. Le site 

1347-1426 ne semble pas impliqué dans la régulation par le calcium puisque la mutation de 4 

résidus acides conservés dans cette région (D1347N, E1393Q, E1404N et E1418Q) n’altère 

pas la sensibilité au calcium du canal (Joseph et al., 2005). Un résidu glutamate situé à la fin 

du domaine central semble toutefois important pour la régulation du canal par le calcium. En 

effet, la mutation de ce résidu (E2100) modifie la sensibilité du récepteur au calcium à la fois 

pour l’activation et l’inhibition et diminue l’affinité de la région environnante (1932-2270) 

pour le calcium (Miyakawa et al., 2001; Tu et al., 2003). Ces résultats suggèrent que le résidu 

E2100 pourrait appartenir à la fois aux sites activateur et inhibiteur ou bien pourrait faire 

partie du site dépendent de l’IP3 décrit par le groupe de J.K. Foskett (voir partie 2.5.1.1).  

Finalement, un site de liaison au calcium a également été décrit sur la face luminale du 

récepteur (Sienaert et al., 1996, 1997). Peu après la découverte de l’IP3R il a été proposé un 

rôle pour le calcium luminal dans le relargage « quantique » du calcium par l’IP3R (Irvine, 

1990) suggérant que la diminution de la quantité de calcium dans le RE pourrait être 

« sentie » par le récepteur qui se refermerait alors avant que le stock ne soit vidé. Cependant 

les preuves expérimentales d’un tel mécanisme sont pour le moment absentes. En effet, bien 

que certaines études montrent qu’une augmentation de la quantité de calcium dans les stocks 

intracellulaires augmente la sensibilité de l’IP3R à l’IP3 (Parys et al., 1993; Missiaen et al., 

1994; Combettes et al., 1996; Tanimura and Turner, 1996), d’autres suggèrent au contraire 

une diminution d’activité de l’IP3R lorsque la concentration luminale de calcium est 

augmentée (Bezprozvanny and Ehrlich, 1994; Thrower et al., 2000). Plus récemment, il a 

même été suggéré que le calcium luminal n’affecterait l’activité d’IP3R que du seul fait de 

l’augmentation importante de la concentration locale de calcium cytosolique à proximité du 

canal induite par le flux de calcium dirigé par la concentration luminale de calcium (Vais et 

al., 2012). 
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2.5.2 Régulation par l’ATP 
L’ATP est capable de réguler l’activité de l’IP3R de façon dépendante de sa 

concentration. Ainsi, des concentrations sub-millimolaires d’ATP favorisent l’ouverture de 

l’IP3R alors que des concentrations plus élevées d’ATP le maintiennent fermé (Ferris et al., 

1990; Maeda et al., 1991; Bezprozvanny and Ehrlich, 1993; Missiaen et al., 1997). L’effet 

inhibiteur de l’ATP a été attribué à sa capacité à inhiber de façon compétitive la liaison de 

l’IP3 sur son site de fixation. Ainsi, les groupements phosphates de l’ATP pourraient interagir 

avec les résidus de l’IP3R impliqués dans l’interaction avec les groupements phosphates de 

l’IP3 (Maeda et al., 1991; Maes et al., 2000). L’effet activateur de l’ATP semble quant à lui 

reposer sur une régulation allostérique du récepteur qui augmenterait sa sensibilité au calcium. 

En effet, en absence d’ATP, les isoformes 1 et 3 de l’IP3R sont régulées de façon identique 

par le calcium alors qu’en présence d’ATP le calcium n’a pas le même effet sur ces deux 

isoformes (Foskett et al., 2007). De façon intéressante il apparait que l’ATP ne possède pas la 

même affinité pour ces deux isoformes (Maes et al., 2000). Ceci est attribué à une différence 

de sites de liaison de l’ATP entre l’isoforme 1 et 3 de l’IP3R. En effet, deux sites de fixation 

d’ATP (séquence riche en glycine : GxGxxG) ont pu être identifiés dans le domaine central de 

modulation. L’un, nommé ATPA et situé entre les résidus 1773 et 1778, n’est présent que 

dans l’isoforme 1 alors que l’autre, ATPB situé entre les résidus 2016-2021, est présent dans 

les trois isoformes d’IP3R (Maes et al., 1999). Il faut également noter que le variant 

d’épissage S2- de l’IP3R1 possède un site supplémentaire de fixation de l’ATP (ATPC). La 

contribution de ce site à la régulation du canal par l’ATP n’est cependant pas éclairement 

établie. L’affinité apparente des IP3R1 et 3 pour l’ATP est d’environ 300 μM (Mak et al., 

1999, 2001b) ce qui de façon intéressante coïncide avec la concentration cytosolique d’ATP 

libre (400-600 μM). Ainsi l’IP3R semble en mesure de détecter des variations de la 

concentration d’ATP. Le relargage de calcium pourrait donc dépendre de l’état métabolique 

de la cellule.  

2.5.3 Régulation par la calmoduline 
La calmoduline (CaM) est une protéine cytosolique liant le calcium qui agit comme un 

régulateur Ca2+-dépendant de nombreuses protéines. La CaM peut se lier à ses partenaires 

sous sa forme liée au calcium (CaCaM) ou sans calcium (ApoCaM).  

Il a été montré que la surexpression de la CaM inhibe le relargage de calcium par 

l’IP3R dans des cellules en cultures (Missiaen et al., 1999, 2000; Adkins et al., 2000). La CaM 

inhibe également l’IP3R reconstitué dans des bicouches lipidiques ou des liposomes (Hirota et 
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al., 1999b; Michikawa et al., 1999). Dans ces études la CaM inhibe l’IP3R en présence de 

concentrations élevées de Ca2+ sans affecter son activité à faible concentration de Ca2+. La 

CaM pourrait ainsi participer à la régulation biphasique qu’exerce le calcium sur l’IP3R et 

plus particulièrement à l’inhibition du canal. Il existe un site de liaison de la CaCaM dans la 

partie centrale du récepteur (1564-1585). Ce site n’est en revanche présent que dans les 

isoformes 1 et 2 de l’IP3R (Yamada et al., 1995; Lin et al., 2000). De plus, la mutation 

W1557A, abolissant l’interaction avec la CaCaM, n’a pas d’effet sur l’inhibition de l’IP3R ni 

par le calcium ni par la CaM (Zhang and Joseph, 2001; Nosyreva et al., 2002). Ainsi, ce site 

ne semble pas responsable de l’inhibition de l’IP3R par la CaM et jusqu’à présent il n’existe 

pas d’autres données permettant d’éclaircir ce mécanisme.  

De plus il a été montré que la CaM inhibe la fixation de l’IP3 sur l’IP3R de façon 

indépendante du calcium (Patel et al., 1997; Cardy and Taylor, 1998; Sipma et al., 1999). Le 

site de liaison de l’ApoCaM semble se situer dans le domaine suppresseur (Adkins et al., 

2000). De plus, il a été montré que des peptides correspondant aux régions 49-81 et 106-128 

de l’IP3R1 se lient à l’ApoCaM et sont capables de lever l’inhibition exercée par la CaM sur 

la fixation de l’IP3, suggérant que ces deux régions pourraient former un site de liaison à 

l’ApoCaM (Sienaert et al., 2002). Cependant et de façon surprenante, une forme mutée de la 

CaM ne fixant pas le calcium est capable d’inhiber le relargage de calcium via IP3R mais 

uniquement en présence de haute concentrations de calcium. Cette inhibition passerait 

également par une interaction avec le domaine N-terminal. Ainsi, la CaM pourrait inhiber le 

canal de façon dépendante du calcium sans pour autant fixer ce dernier (Kasri et al., 2004a). 

De façon intéressante, un motif 1-8-14 de liaison à la CaM a récemment été décrit dans le 

domaine suppresseur. Ce motif semble important pour l’activité du canal (Sun et al., 2013). 

L’interaction de la CaM avec ce motif pourrait être responsable de son activité inhibitrice de 

l’IP3R. Ainsi, bien qu’un rôle inhibiteur de la CaM sur l’IP3R soit clairement établi, le 

mécanisme sous-jacent reste encore à éclaircir. 

2.5.4 Régulation par IRBIT 
IRBIT (IP3R Binding protein released with Inositol 1,4,5-Trisphosphate) a été 

identifiée lors d’une étude ayant pour but de découvrir des partenaires de l’IP3R dont 

l’interaction pourrait être régulée par l’IP3. IRBIT est ainsi caractérisée par sa capacité à être 

relarguée de l’IP3R après fixation de l’IP3 (Ando et al., 2003). IRBIT possède un domaine C-

terminal possédant 50% d’homologie avec la S-adenosylhomocysteine hydrolase (AHCY). 

Cependant IRBIT ne semble pas avoir d’activité hydrolase. De plus IRBIT possède une 
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région PDZ-ligand en C-terminal (Devogelaere et al., 2006). La partie N-terminale d’IRBIT 

n’est en revanche homologue à aucune protéine connue mais elle arbore une région riche en 

résidus sérine, sept sites potentiels de phosphorylation (Ando et al., 2003) ainsi qu’un motif 

PEST (Devogelaere et al., 2006). IRBIT interagit avec le domaine N-terminal de liaison de 

l’IP3 de l’IP3R et il apparait qu’IRBIT est dissociée de l’IP3R par des concentrations 

physiologiques d’IP3 (Ando et al., 2003). Cependant, alors qu’une étude a montré qu’IRBIT 

peut interagir avec le domaine de liaison de l’IP3 (Ando et al., 2003) une autre suggère que le 

domaine suppresseur est également nécessaire pour l’interaction (Devogelaere et al., 2006). 

L’interaction d’IRBIT avec le domaine N-terminal de l’IP3R dépend principalement de son 

domaine N-terminal bien que le domaine PDZ-ligand semble important pour stabiliser 

l’interaction probablement en se liant au domaine suppresseur (Ando et al., 2003; 

Devogelaere et al., 2006).  

IRBIT inhibe la fixation d’IP3 sur son récepteur entrainant ainsi une diminution du 

relargage de calcium par l’IP3R dans des cellules perméabilisées (Devogelaere et al., 2006). 

Ces résultats ont été confirmés en microsomes, où l’ajout d’IRBIT diminue la sortie de 

calcium en réponse à l’IP3, mais aussi dans des cellules intactes où l’invalidation d’IRBIT 

s’accompagne d’une augmentation de la sortie de calcium en réponse à l’IP3 (Ando et al., 

2006). Dans cette dernière étude il a de plus été montré qu’IRBIT partage le même site de 

fixation que l’IP3 dans le domaine N-terminal de l’IP3R. En effet, la mutation de 10 des 12 

résidus impliqués dans la liaison de l’IP3 (R241, K249, R269, R504, R506, K508, R511, 

Y567, R568, et K569) abolit l’interaction d’IRBIT avec l’IP3R. Ainsi IRBIT semble agir en 

entrant en compétition avec l’IP3 au niveau d’un site commun de fixation (Ando et al., 2006). 

La fixation d’IRBIT semble par ailleurs dépendante de sa phosphorylation avec les résidus 

sérine 68, 71 et 74 jouant un rôle crucial puisque leur mutation abroge l’interaction avec 

l’IP3R (Ando et al., 2006). De plus le traitement d’IRBIT par la phosphatase alcaline ou la 

mutation S68A diminue son rôle inhibiteur sur la fixation de l’IP3 montrant que la 

phosphorylation d’IRBIT est essentielle pour son activité sur l’IP3R (Ando et al., 2006).  

La phosphorylation d’IRBIT dépend en partie de la caséine kinase I (CKI). Cette 

sérine/thréonine kinase phosphoryle ses substrats sur le dernier résidu du motif pS-X-X-S/T 

où pS représente un résidu sérine phosphorylé. Ainsi CK1 peut phosphoryler IRBIT lorsque le 

résidu S68 est déjà phosphorylé par une autre kinase (Ando et al., 2006). Le résidu S68 

appartient à un site potentiel de phosphorylation par la Protéine Kinase D (PKD) et cette 

kinase est bien capable de phosphoryler IRBIT in vitro (Devogelaere et al., 2007). De plus, 

alors que la CK1 n’est pas capable de phosphoryler IRBIT in vitro, la combinaison de la PKD 



87 
 

et de la CK1 s’accompagne d’une phosphorylation synergique d’IRBIT. Cette synergie est 

abolie par la mutation S68A suggérant fortement que la phosphorylation du résidu S68 par la 

PKD est un signal pour la phosphorylation des résidus suivants par la CK1 (Devogelaere et 

al., 2007). Ainsi les auteurs ont pu montrer par spectrométrie de masse que les résidus S68, 

S71 et S74 sont bien phosphorylés après incubation avec la PKD et la CK1. En revanche, les 

résidus suivants S77 et S80, également présent dans un site de phosphorylation potentiel par 

la CK1, ne sont pas phosphorylés dans ce test (Devogelaere et al., 2007). La phosphorylation 

de ces trois résidus pourrait ainsi mimer les 3 groupements phosphates de l’IP3 bien que la 

phosphorylation des résidus S71 et S74 semble suffisante pour inhiber la fixation de l’IP3 

(Devogelaere et al., 2007). Cette étude a également identifié la Protéine Phosphatase 1 (PP1) 

comme un régulateur potentiel de l’activité d’IRBIT sur l’IP3R. En effet, la PP1 interagit avec 

IRBIT et semble capable de promouvoir spécifiquement la déphosphorylation du résidu S68. 

Ceci semble avoir un effet sur l’activité d’IP3R puisque un mutant d’IRBIT n’interagissant 

plus avec la PP1, interagit plus avec l’IP3R que la forme sauvage in cellulo (Devogelaere et 

al., 2007). Ainsi, la PP1 et la PKD pourraient contrôler l’activité d’IRBIT sur l’IP3R en 

modulant la phosphorylation du résidu S68 et donc la phosphorylation ultérieure des résidus 

S71 et S74 essentiels pour l’interaction avec l’IP3R. De façon intéressante, bien que cette 

étude ce soit intéressé à l’action de la PKD, il semble que le résidu S68 appartienne à un site 

pouvant être reconnu par de nombreuses kinases dont les CaMK (Calmodulin-dependent 

Kinase) I, II et IV (Devogelaere et al., 2007). La phosphorylation d’IRBIT pourrait donc être 

sous contrôle du calcium et ainsi participer à l’effet répresseur du calcium sur l’IP3R. 

2.5.5 Régulation par les protéines de la famille Bcl-2  
Comme décrit dans la partie 1, les protéines de la famille Bcl-2 font partie des 

principaux régulateurs de l’apoptose. Les protéines Bcl-2 sont capables de réguler l’activité de 

l’IP3R bien que différents membres de la famille semblent exercer des actions distinctes sur 

celui-ci.  

Bcl-2 interagit avec l’IP3R au niveau du domaine de modulation entre les résidus 1347 

et 1426 (Rong et al., 2008). Bcl-2 agit sur l’IP3R en diminuant la perméabilité du canal. Cet 

effet a pu être observé à la fois dans des cellules perméabilisées, dans des expériences en 

patch-clamp et en cellules intactes (Chen et al., 2004; Hanson et al., 2008). Bcl-2 interagit 

avec l’IP3R par l’intermédiaire de son domaine BH4, ce domaine étant suffisant pour réguler 

la permabilité du canal (Rong et al., 2009). De plus, il a été montré qu’un peptide dérivé de la 

région 1347-1426 de l’IP3R1 permet de rompre l’interaction entre Bcl-2 et l’IP3R sans pour 
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autant modifier l’association de Bcl-2 avec les protéines BH3-only. Ce peptide permet de 

sensibiliser les cellules à l’apoptose suggérant fortement que l’interaction avec l’IP3R 

participe activement à l’activité anti-apoptotique de Bcl-2 (Rong et al., 2008; Zhong et al., 

2011; Akl et al., 2013).  

Bcl-xL quant à lui interagit avec le domaine de couplage de l’IP3R. Contrairement à 

Bcl-2, Bcl-xL ne diminue pas la sortie de calcium via l’IP3R mais semble plutôt sensibiliser le 

récepteur à de faibles quantités d’IP3. Ainsi, Bcl-xL favorise les échanges calciques entre le 

RE et la mitochondrie ce qui permet d’augmenter le métabolisme énergétique et donc la 

survie de la cellule (White et al., 2005). Bcl-xL sensibilise les 3 isoformes de l’IP3R à de 

faibles quantités d’IP3 suggérant que ce mécanisme de protection est certainement partagé par 

de nombreuses cellules (Li et al., 2007). Une autre étude a montré que Bcl-2 et Mcl-1 pourrait 

agir comme Bcl-xL en interagissant avec le domaine de couplage de l’IP3R (Eckenrode et al., 

2010). Ces résultats sur Bcl-2 sont difficilement conciliables avec les effets observés avec le 

peptide 1347-1426 dans différents types cellulaires. Cependant, une étude plus récente 

propose que Bcl-2 et Bcl-xL pourraient tous les deux interagir avec le domaine de modulation 

et le domaine de couplage de l’IP3R. En revanche, il semble que Bcl-2 ait plus d’affinité pour 

le domaine de modulation alors que Bcl-xL interagit préférentiellement avec le domaine de 

couplage (Monaco et al., 2012a). Cette différence est attribuée à un résidu clé dans le domaine 

BH4 de ces deux protéines. En effet, Bcl-2 possède dans ce domaine un résidu lysine qui n’est 

pas conservé dans Bcl-xL où l’on retrouve à la place un résidu aspartate (Monaco et al., 

2012b). La mutation du résidu lysine en aspartate dans le BH4 de Bcl-2 réduit 

considérablement son interaction avec le domaine de modulation ainsi que son activité 

régulatrice sur l’IP3R. Inversement, la mutation du résidu aspartate en lysine rend le domaine 

BH4 de Bcl-xL capable d’inhiber la sortie de calcium de l’IP3R. Ainsi, les protéines Bcl-2, du 

fait de la présence de résidus clés dans leur domaine BH4 semblent cibler différentes régions 

de l’IP3R exerçant ainsi différents effets sur le canal.  

Finalement, il a été proposé que Bcl-2 puisse également contrôler la phosphorylation 

de l’IP3R et ainsi modifier son activité (Oakes et al., 2005). Dans cette étude, les auteurs ont 

observé qu’en absence de Bax et Bak, l’interaction entre Bcl-2 et l’IP3R est augmentée de 

parallèlement à la phosphorylation de l’IP3R sur le résidu S1755. On sait d’autre part que la 

phosphorylation de ce résidu par la PKA sensibilise le récepteur à l’IP3 (voir partie 2.5.8.1). 

Le mécanisme par lequel Bcl-2 favorise la phosphorylation de l’IP3R n’est pas décrit mais les 

auteurs suggèrent qu’en jouant ce rôle, Bcl-2 permet de diminuer la quantité de calcium dans 

le RE protégeant alors les cellules en cas de stress. 
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2.5.6 Régulation par le cytochrome c 
Le cytochrome c est une protéine impliquée dans le transport des électrons dans la 

chaine respiratoire. En revanche, le relargage du cytochrome c de la mitochondrie vers le 

cytosol est un évènement clé de l’apoptose (Voir partie 1.3.3.1.1 pour plus de détails). Ainsi, 

en plus de son rôle dans la formation de l’apoptosome, le cytochrome c semble également 

capable d’amplifier la réponse apoptotique en interagissant avec l’IP3R.  

Ainsi, le cytochrome c peut se lier au domaine C-terminal de couplage de l’IP3R. Cette 

interaction semble abolir l’effet inhibiteur du calcium sur l’ouverture du canal (Boehning et 

al., 2003). Dans cette étude, les auteurs ont montré que lors de l’apoptose le cytochrome c est 

effectivement redirigé vers le RE où il interagit avec l’IP3R avant même l’activation des 

caspases. L’interaction entre l’IP3R et le cytochrome c permettrait ainsi un relargage prolongé 

de calcium lors de l’initiation de l’apoptose. Ceci permettrait d’amplifier la réponse 

apoptotique en entrainant une surcharge calcique des mitochondries encore intactes qui 

relargueraient le cytochrome c à leur tour. Le cytochrome c semble interagir avec le domaine 

de couplage de l’IP3R entre les résidus 2621 et 2636 (Boehning et al., 2005). Les auteurs de 

cette étude ont synthétisé un peptide correspondant à cette région afin d’inhiber l’association 

entre le cytochrome c et l’IP3R. L’expression de ce peptide semble inhiber de façon efficace 

l’apoptose induite par la staurosporine dans des cellules HeLa mais aussi celle induite par Fas 

dans des cellules Jurkat (Boehning et al., 2005). Ces résultats suggèrent donc que l’interaction 

entre le cytochrome c et l’IP3R pourrait être un élément clé de l’initiation des voies 

extrinsèques et intrinsèques de l’apoptose en réponse à certains stress. 

2.5.7 Clivage par la caspase-3  
La caspase-3 est une caspase effectrice qui est activée aussi bien dans la voie 

intrinsèque que dans la voie extrinsèque de l’apoptose (Voir partie 1.3.1.2). Le domaine de 

modulation de l’IP3R1 contient un site de clivage par la caspase entre les résidus 1888 et 1892 

et il apparait que l’IP3R1 est clivé par la caspase-3 durant l’apoptose (Hirota et al., 1999a; 

Haug et al., 2000). Ce site n’est pas présent dans les deux autres isoformes d’IP3R suggérant 

un rôle spécifique de l’IP3R1 dans l’apoptose. Des cellules triple-knockout pour les IP3R sont 

par ailleurs résistantes à l’apoptose induite par la staurosporine (Assefa et al., 2004). 

Cependant, la réexpression de l’IP3R1 dans ces cellules restaure leur sensibilité aux stimuli 

apoptotiques alors que l’expression de l’IP3R1 muté sur le site de clivage à la caspase-3 

diminue considérablement cette resensibilisation (Assefa et al., 2004). Ces résultats suggèrent 

fortement un rôle pour le clivage de l’IP3R1 dans la réponse apoptotique. Il a par ailleurs été 
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proposé le clivage d’IP3R1 par la caspase-3 induirait une dérégulation de l’homéostasie 

calcique participant à la progression de l’apoptose. En effet, l’expression en cellules de la 

partie C-terminale du récepteur résultant du clivage à la caspase semble induire la déplétion 

du stock de calcium dans le RE en augmentant les fuites de calcium (Nakayama et al., 2004; 

Verbert et al., 2008). Ainsi, une fois clivé, l’IP3R pourrait induire une augmentation 

importante de la concentration cytosolique de calcium qui contribuerait à l’induction de 

l’apoptose.  

Cependant, ce mécanisme est remis en cause par une étude récente qui montre que 

l’IP3R1 peut conserver son activité après clivage par la caspase-3. Dans cette étude les auteurs 

montrent qu’au cours de l’apoptose le clivage de l’IP3R1 par la caspase-3 a lieu mais que le 

fragment cytosolique clivé reste associé à la membrane du RE (Alzayady et al., 2013). De 

plus, il semble que les deux fragments générés par le clivage à la caspase-3 soient capables 

d’interagir et même de s’associer en tétramères lorsqu’ils sont co-exprimés. Ces tétramères 

semblent de plus fonctionnels puisque la co-expression des deux fragments d’IP3R permet le 

relargage de calcium en réponse à l’IP3 dans des cellules triple-knockout pour les IP3Rs 

(Alzayady et al., 2013). Des observations similaires avaient été effectuées après le clivage du 

récepteur par la trypsine où le canal conserve une certaine intégrité structurale et fonctionnelle 

(Yoshikawa et al., 1999b). Ainsi, à ce jour l’implication du clivage de l’IP3R1 par la caspase-

3 dans le processus apoptotique est toujours controversée. 

2.5.8 Régulation par phosphorylation 

2.5.8.1 Régulation par la PKA 
La protéine Kinase A (PKA) est une sérine/thréonine kinase activée par l’AMP 

cyclique (AMPc). L’AMPc, au même titre que le calcium, est un important second messager 

impliqué dans de très nombreux processus cellulaires. De manière intéressante l’IP3R est une 

cible de la PKA, ce qui fait de cette kinase un « pont » reliant deux des principales voies de 

signalisation de la cellule. La phosphorylation de l’IP3R par la PKA a été décrite avant même 

que l’IP3R ne soit caractérisé en tant que canal calcique liant l’IP3 (Mikoshiba et al., 1985; 

Yamamoto et al., 1989). Cependant l’effet de la phosphorylation de la PKA sur l’activité de 

l’IP3R est longtemps resté un sujet de controverse. Aujourd’hui il est tout de même 

généralement accepté que la PKA a un effet activateur sur l’IP3R.   

L’IP3R1 peut être phosphorylé par la PKA sur deux résidus sérines du domaine de 

modulation, les résidus S1589 et S1755 (Ferris et al., 1991a). Ces deux résidus sont séparés 
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par le domaine d’épissage S2 et il apparait que les deux isoformes d’IP3R1 sont 

phosphorylées différemment. Ainsi l’isoforme S2+ semble préférentiellement phosphorylée 

sur le résidu S1755 alors que le variant S2- est plutôt phosphorylé sur le résidu S1589 (Danoff 

et al., 1991). Cette différence semble provenir de l’apparition du site ATPC de liaison à l’ATP 

dans l’isoforme S2- puisque la mutation d’un résidu glycine dans ce site abolit la 

phosphorylation d’IP3R1 par la PKA (Wagner et al., 2006).  

L’effet activateur de la phosphorylation de l’IP3R par la PKA a pu être observé sur 

l’IP3R reconstitué en vésicules lipidiques (Nakade et al., 1994), lors de mesures en patch-

clamp (DeSouza et al., 2002; Tang et al., 2003b) et dans des cellules perméabilisées 

(Hajnóczky et al., 1993; Wojcikiewicz and Luo, 1998). Ces études ont permis d’établir que la 

phosphorylation par la PKA sensibilise l’IP3R à de plus faibles quantités d’IP3. Cet effet n’est 

cependant pas dû à un changement d’affinité du récepteur pour l’IP3 ni à une modification de 

la régulation par le calcium (Wagner et al., 2008). Il a aussi été montré que l’élévation du 

niveau d’AMPc augmente l’activité de l’IP3R1 exprimé dans des cellules intactes triple-

knockout pour les IP3Rs. Dans ce modèle, l’implication des résidus S1589 et S1755 a pu être 

confirmée puisque la mutation S1589A abolit l’activation de l’isoforme S2+ de l’IP3R1 par 

l’AMPc. Cependant seule la double mutation S1589A/S1755A a un effet sur l’activation de 

l’isoforme S2- de l’IP3R1 par l’AMPc suggérant que la PKA phosphoryle les deux résidus 

dans le variant S2- (Wagner et al., 2003). De la même façon les mutations S1589E et 

S1589E/S1755E aboutissent à des récepteurs S2+ et S2- respectivement possédant une 

activité supérieure aux récepteurs sauvages (Wagner et al., 2004b, 2008). 

L’interaction de la PKA avec l’IP3R1 n’est pas directe et passe par une association 

avec la protéine d’ancrage AKAP9 qui interagit avec le domaine de modulation au niveau des 

résidus 1251-1287 (Tu et al., 2004). AKAP9 semble également recruter la protéine 

phosphatase 1  (PP1 ) au niveau de l’IP3R1 (Tu et al., 2004). PP1  est capable d’interagir 

avec IP3R1 sur le domaine de couplage ce qui lui permet de déphosphoryler les résidus cibles 

de la PKA (Tang et al., 2003b). Ainsi la PKA et PP1  semble agir de façon antagoniste au 

sein d’un complexe qui régule l’activité d’IP3R1 en réponse aux variations d’AMPc. 

Les deux résidus S1589 et S1755 ne sont pas conservés dans les isoformes 2 et 3 de 

l’IP3R. Cependant, il semble que ces deux isoformes puissent aussi être phosphorylées dans 

une moindre mesure par la PKA (Wojcikiewicz and Luo, 1998). L’IP3R2 semble également 

activé par la PKA (Bruce et al., 2002; Regimbald-Dumas et al., 2007) alors que les résultats 

concernant l’IP3R3 sont contradictoires. En effet, certaines études rapportent un effet 

activateur (LeBeau et al., 1999; Giovannucci et al., 2000; Straub et al., 2002) alors que 
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d’autres au contraire concluent que la PKA inhibe l’IP3R3 (Wojcikiewicz and Luo, 1998; 

Dyer et al., 2003; Chaloux et al., 2007). Trois résidus de l’IP3R3 semblent par ailleurs 

phosphorylés par la PKA, les résidus S916, S934 et S1832, le premier l’étant 

préférentiellement (Soulsby and Wojcikiewicz, 2005). Cependant la mutation de ces résidus 

n’a aucun effet sur la régulation des flux calciques par la PKA en cellules triple-knockout 

pour les IP3Rs où l’IP3R3 est réexprimé (Soulsby and Wojcikiewicz, 2007).  

Finalement, il a été récemment suggéré que l’AMPc pourrait également réguler les 

trois isoformes de l’IP3R indépendamment de la PKA. L’AMPc semble interagir directement 

avec l’IP3R2 sur un site distinct de celui fixant l’ATP, induisant une sensibilisation du canal à 

l’IP3 (Tovey et al., 2010). Dans leur ensemble, ces résultats montrent qu’il existe bien une 

interconnexion entre la signalisation de l’AMPc et la signalisation calcique bien que les 

mécanismes sous-jacents restent encore à éclaircir. 

2.5.8.2 Régulation par la CaMKII 
La Ca2+/CaM-dependent kinase II (CaMKII) appartient à une famille de 

sérine/thréonine kinases activées par la calmoduline liée au calcium. Une phosphorylation de 

l’IP3R par la CaMKII a été rapidement décrite après la découverte du récepteur (Yamamoto et 

al., 1989; Ferris et al., 1991b). Toutes les études concernant l’action de la CaMKII sur 

l’activité de l’IP3R s’accordent sur un effet inhibiteur de la CaMKII. Ainsi, dans des cellules n 

culture, l’inhibition de la CaMKII par des inhibiteurs pharmacologiques potentialise le 

relargage de calcium par l’IP3R et à l’inverse l’expression d’une forme constitutivement 

active de la kinase inhibe l’activité du canal calcique (Zhu et al., 1996). Le même effet a été 

observé lors de l’utilisation d’inhibiteurs de la CaMKII dans l’ovocyte de xénope (Matifat et 

al., 2001).  

Il a de plus été montré que la CaMKII interagit avec l’IP3R2 et le phosphoryle dans la 

région 1-1078 (Bare et al., 2005). Dans cette étude, la phosphorylation in vitro de l’IP3R2 par 

la CaMKII réduit considérablement son ouverture en bicouche lipidique (Bare et al., 2005). 

Plus récemment, le même groupe a pu observer in vitro et in vivo une phosphorylation par la 

CaMKII du résidu S150 situé dans le domaine suppresseur de l’IP3R2 (Maxwell et al., 2012). 

La mutation S150A prévient l’effet inhibiteur de la CaMKII sur l’activité du récepteur 

reconstitué en bicouche lipidique alors que la mutation S150E mime l’effet de la CaMKII. 

Finalement, le résidu S150 correspond à un résidu thréonine dans l’IP3R1 et 3 suggérant que 

la CaMKII pourrait phosphoryler ces deux isoformes de la même façon. 
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Ainsi, du fait de son activation par le calcium, la CaMKII pourrait faire partie de la 

machinerie exerçant une régulation négative sur l’IP3R consécutivement au relargage de 

calcium par le récepteur. 

2.5.8.3 Régulation par la PKC 
La protéine kinase C (PKC) appartient à la même famille de sérine/thréonine kinases 

que la PKA. La PKC possède plusieurs isoformes dont la majorité est activée par le DAG, 

produit en même temps que l’IP3 par la PLC. Certaines isoformes nécessitent aussi du calcium 

pour être activées alors qu’un troisième groupe de PKC ne requiert ni DAG ni calcium.  

In vitro la PKC phosphoryle l’IP3R sur un site différent de ceux phosphorylés par la 

PKA et la CaMKII (Ferris et al., 1991b). Selon l’isoforme de l’IP3R, il existe entre trois et six 

sites potentiels de phosphorylation par la PKC (Patel et al., 1999) mais jusqu’à aujourd’hui le 

ou les sites exacts de phosphorylation n’ont pu être identifiés. La phosphorylation de l’IP3R1 

par la PKC semble avoir un effet activateur sur le canal. En effet, la PKC peut phosphoryler 

l’IP3R1 situé au niveau de l’enveloppe nucléaire augmentant le relargage de calcium en 

réponse à l’IP3 sans pour autant modifier la fixation du ligand sur le récepteur (Matter et al., 

1993). De plus, la calcineurine, une phosphatase calcium-dépendante, est associée à l’IP3R1 et 

déphosphoryle spécifiquement les résidus ciblés par la PKC (Cameron et al., 1995). En effet, 

l’inhibition de la calcineurine par des inhibiteurs pharmacologiques ainsi que l’ajout de 

protéines rompant son interaction avec l’IP3R1 augmentent considérablement la 

phosphorylation de l’IP3R1 par la PKC, alors que cela n’a pas d’effet sur la phosphorylation 

dépendante de la PKA ou de la CaMKII. L’inhibition de la calcineurine s’accompagne 

également d’une stimulation de l’activité de l’IP3R1, suggérant que la phosphorylation par la 

PKC est activatrice (Cameron et al., 1995; Bandyopadhyay et al., 2000; Poirier et al., 2001). 

Finalement, la phosphorylation de l’IP3R1 par la PKC est inhibée par le calcium et la CaM 

liée au calcium (Vermassen et al., 2004a). Ainsi, la phosphorylation de l’IP3R1 par la PKC 

activerait le récepteur, cet effet pouvant être contré par le calcium, via la calcineurine ou la 

CaM, ce qui pourrait participer à l’inhibition du canal après relargage du calcium. 

En revanche, il semble que les isoformes 2 et 3 de l’IP3R soient au contraire inhibées 

consécutivement à une phosphorylation par la PKC. En effet, l’activation de la PKC dans des 

cellules contenant principalement l’IP3R2 ou l’IP3R3 aboutit à une diminution de l’activité de 

l’IP3R en réponse à l’IP3 (Arguin et al., 2007; Caron et al., 2007). Ces différents effets de la 

PKC peuvent certainement être attribués au fait que les sites potentiels de phosphorylation par 

la PKC sont différents entre l’IP3R1 et les deux autres isoformes (Patel et al., 1999). Ainsi, 
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selon les isoformes d’IP3R exprimées l’activation de la PLC, en générant de l’IP3 et du DAG, 

pourra générer des signaux calciques bien distincts via la régulation de la phosphorylation de 

l’IP3R par la PKC. 

2.6 Implications de l’IP3R dans le développement et la vie 

adulte : contribution de la génétique chez la souris 

Le calcium est un second messager polyvalent impliqué dans la régulation d’un grand 

nombre de processus cellulaires. À ce titre l’IP3R joue donc des rôles importants à l’échelle de 

l’organisme dont certains ont pu être mis en évidence par la génération de souris invalidées 

pour les différentes isoformes de l’IP3R. 

2.6.1 Knockout de l’IP3R1  
L’analyse des souris knockout pour l’IP3R1 suggère que cette isoforme du récepteur est 

essentielle pour la formation et le fonctionnement du système nerveux central. Ceci est 

cohérent avec le fort taux d’expression de l’IP3R1 dans ce tissu. Ainsi, la plupart des souris 

ip3r1-/- meurent in utero et les animaux qui naissent souffrent d’ataxie et d’épilepsie sévères 

conduisant à la mort des nouveau-nés pendant la période de sevrage (Matsumoto et al., 1996). 

L’IP3R1 semble également jouer un rôle dans la plasticité neuronale. En effet, dans le cortex 

cérébelleux des souris déficientes pour l’IP3R1, les phénomènes de dépression et de 

potentialisation à long-terme, qui sont des éléments clés de la plasticité synaptique, sont 

dérégulés (Inoue et al., 1998; Fujii et al., 2000; Nishiyama et al., 2000). Finalement, des 

neurones où l’IP3R1 est inactivé présentent un défaut d’extension des neurites. L’IP3R1 

semble particulièrement important pour le guidage des neurites puisque son inactivation 

spécifiquement dans le cône de croissance provoque l’arrêt de la croissance des neurites et 

leur rétractation (Takei et al., 1998). 

2.6.2 Double Knockout IP3R2 et IP3R3 
Le simple knockout de l’IP3R2 ou de l’IP3R3 ne semble pas produire de phénotype 

particulier, mettant en évidence une redondance fonctionnelle des isoformes de l’IP3R en 

dehors du système nerveux. En revanche, le double knockout de l’IP3R2 et 3 a permis de 

montrer que ces 2 isoformes sont essentielles pour la sécrétion exocrine. En effet, les souris 

double knockout meurent de faim 1 mois après la fin de la période de sevrage car elles sont 

dans l’incapacité de se nourrir de nourriture sèche alors qu’un régime à base de nourriture 

prémâché leur permet de survivre (Futatsugi et al., 2005). Les auteurs ont pu montrer que ceci 
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est dû à un défaut de sécrétion de salive causé par une diminution du relargage de calcium 

dans les cellules de la glande salivaire. Ces souris présentent également des anomalies 

pancréatiques. Ainsi, les cellules acineuses contiennent une quantité anormalement élevée de 

vésicules de sécrétion. L’export des vésicules nécessite normalement une augmentation de la 

concentration de calcium cytosolique et en absence d’IP3R les enzymes de la digestion ne 

peuvent donc plus être sécrétées (Futatsugi et al., 2005). 

2.6.3 Double Knockout IP3R1 et IP3R2 
Le double knockout de l’IP3R1 et de l’IP3R2 provoque la mort in utero de tous les 

embryons à 11,5 jours de développement. Cette mortalité est provoquée par des défauts de 

formation du ventricule du myocarde et par un canal atrio-ventriculaire (Uchida et al., 2010). 

Ces malformations cardiaques ne sont pas présentes chez les embryons knockout pour l’une 

ou l’autre de ces isoformes de l’IP3R. Les auteurs ont pu montrer que ces défauts du 

développement cardiaques sont provoqués par l’absence d’activité du facteur de transcription 

NFAT. Cette protéine est normalement activée par la calcineurine (Uchida et al., 2010). Ainsi, 

en l’absence d’IP3R1 et 2, la voie calcineurine/NFAT ne peut plus être activée dans l’embryon 

ce qui conduit à des malformations cardiaques. Les souris déficiente pour NFAT ou pour la 

calcineurine présentent d’ailleurs elles aussi des malformations cardiaques (Ranger et al., 

1998; Graef et al., 2001).  
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3 LE POISSON ZÈBRE 

Le poisson zèbre (Brachydanio rerio, ou Danio rerio) est un poisson téléostéen tropical 

d’eau douce, appartenant à la famille des cyprinidae. Il a été initialement décrit au début du 

XIXème siècle, par Francis Hamilton, un chirurgien de la compagnie anglaise des Indes de 

l’Est. Ce poisson est originaire des rivières de l’est de l’Inde et se développe dans des eaux 

tempérées avoisinant les 25°C. Il tient son nom de son apparence zébrée de rayures aux reflets 

bleutés et argentés (Figure 25). A l’âge adulte, le poisson zèbre mesure environ 4 cm et 

présente un dimorphisme sexuel. 

 

 
Figure 25 : Le modèle du poisson zèbre 

Le poisson zèbre adulte se caractérise par les bandes colorés présentes le long de l’axe 

antéro-postérieur. La femelle du poisson zèbre se distingue du mâle par un abdomen gonflé. 

 

Il est utilisé en biologie du développement depuis plus de 70 ans mais véritablement en 

modèle biologique depuis une trentaine d’années grâce aux travaux pionniers de George 

Streisinger et, plus tard, de Charles Kimmel. Ce modèle vertébré possède de nombreux 

avantages morphologiques, physiologiques et génétiques qui font, de nos jours du poisson 

zèbre l’un des modèles vertébrés les plus utilisés dans les domaines de l’embryologie, la 

physiologie, la neurobiologie et la recherche biomédicale. 

3.1  Les avantages du modèle du poisson zèbre 

3.1.1 Les avantages liés à la biologie du poisson zèbre 
Le poisson zèbre possède une fécondation externe permettant l’accès et l’observation 

rapide des embryons dès la première étape du développement embryonnaire. Durant les deux 

premiers jours de développement, l’embryon est transparent ce qui permet l’observation 

rapide et précise du suivi de la mise en place de chaque tissu et de chaque organe, tels que le 

cœur, le cerveau, les yeux ou les somites. De plus, son développement est extrêmement rapide 
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comparé à la plupart des autres espèces de vertébrés. En effet, environ 5 heures après la 

fécondation (5 hpf), les feuillets embryonnaires commencent à se mettre en place, à 10 hpf le 

premier somite est formé et à 24 hpf l’œuf s’est développé en une larve possédant une tête et 

une queue complétement individualisées. 

Enfin, outre sa maintenance aisée en aquarium grâce à sa petite taille et à sa robustesse, l’un 

des principaux avantages de ce modèle est l’abondance du « matériel biologique » qu’il 

fournit, une femelle pouvant pondre jusqu’à 200 œufs par jour. 

En plus de ces qualités physiologiques et morphologiques, le poisson zèbre présente 

des avantages génétiques indéniables. En effet, contrairement aux autres poissons qui peuvent 

être triploïdes ou tétraploïdes, ce dernier est diploïde. Son génome de 1,6 Gb, composé de 25 

paires de chromosomes est entièrement séquencé. Au cours de l’évolution, 20% de son 

génome s’est dupliqué aboutissant à la présence de gènes sous plusieurs copies. Cependant, la 

plupart du temps, il n’y a pas de redondance fonctionnelle et les produits de ces duplications 

se répartissent la fonction qui est normalement assurée par une seule protéine chez les 

vertébrés. 

3.1.2 Les connaissances du modèle et les banques de données 
Le poisson zèbre s’est imposé comme un modèle d’étude incontournable du 

développement précoce grâce à la mise en place de bibliothèques de mutants. La première a 

été créée par l’équipe du Dr Nüsslein-Volhard en 1996 et a abouti à l’obtention de 1163 

mutants par mutagénèse dirigée (Haffter and Nüsslein-Volhard, 1996). Cette banque de 

mutants correspond d’ailleurs à la première créée chez un organisme vertébré. Il est aussi 

important de souligner l’importante contribution apportée par l’équipe de Mary Mullins qui a 

généré une banque de gènes maternels mutants  (Dosch et al., 2004; Wagner et al., 2004a). 

Cette bibliothèque particulière a permis l’étude des gènes exclusivement maternels qui ont 

une fonction au cours de l’ovogénèse et des premiers stades du développement du poisson 

zèbre. De plus, une banque de profils d’expression de nombreux gènes au cours du 

développement a été réalisée par hybridation in situ systématique de clones EST (Thisse et al., 

2004). Ces données, ainsi que de nombreuses autres informations, sont répertoriées sur un site 

internet dédié au poisson zèbre, ZFIN (The Zebrafish International Network) : www.zfin.org. 

3.2  La génétique moléculaire chez le poisson zèbre 

Il existe de nos jours un large choix de méthodes permettant de moduler l’expression 

d’un gène afin d’étudier son rôle. Dans cette partie, ne sera traitée qu’une partie des 
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techniques à notre disposition (pour les autres, voir (Skromne and Prince, 2008; Lawson and 

Wolfe, 2011). 

3.2.1 Les stratégies d’invalidation 
Des oligonucléotides synthétiques ont été largement utilisés pour étudier la fonction 

d’une protéine donnée au cours du développement du poisson zèbre. Ces oligonucléotides 

ciblent les ARNm maternels et zygotiques pour induire une dégradation enzymatique du 

transcrit ou bloquer stériquement les sites d’initiation de la transcription. Des oligomères 

antisens peuvent aussi spécifiquement cibler des ARNm par appariement entre bases afin 

d’épisser les jonctions et de compromettre le processus de synthèse de l’ARNm. Cette 

dernière approche peut être utilisée pour insérer des introns ou éliminer des exons, ce qui 

aboutit généralement à un décalage du cadre de lecture et à l’introduction de codons stop 

(Morcos, 2007). 

Dans le modèle du poisson zèbre, la technique d’invalidation la plus utilisée est celle dite des 

morpholinos (MO). Les morpholinos sont des oligonucléotides modifiés dont la chaine 

phosphate-sucre a été remplacée par des morpholines liées entre elles par des groupements 

phosphorodiamidates afin d’augmenter leur stabilité in vivo tout en maintenant leur faculté à 

cibler l’ARNm cible. Cette stratégie antisens a pour avantage la nature stable et résistante aux 

nucléases des morpholinos. L’injection dans le vitellus au stade une à huit cellules de ces 

oligonucléotides dirigés spécifiquement contre une cible donnée, permet de bloquer 

efficacement la traduction de l’ARNm correspondant dans chacune des cellules de l’embryon. 

L’efficacité du morpholino est généralement de 3 jours mais peut persister à 5 jours dans 

certains cas, permettant l’exploration de la fonction du gène cible au cours du développement 

précoce (Nasevicius and Ekker, 2000). Cependant, l’une des limitations les plus importantes 

de cette stratégie est la présence de phénotypes non spécifiques « hors-cibles » obtenus après 

injection de certaines séquences. L’effet majeur de ces effets hors-cibles dépend de 

l’activation de p53 aboutissant à une augmentation des cellules anormales et apoptotiques 

dans les cellules neurales et les somites (Robu et al., 2007). Le mécanisme d’activation de p53 

reste toujours mal compris mais environ 20 % des séquences de morpholinos induisent des 

phénotypes hors-cibles. Ces effets hors-cibles sont efficacement diminués par la co-injection 

d’un morpholino dirigé contre p53. 

Une alternative aux MOs, bien que moins courante, est l’utilisation d’oligomères polyamides 

chargés négativement (ncPNA) (Urtishak et al., 2003). Comme les MOs, les ncPNA peuvent 

être injectés dans le vitellus des embryons de poisson zèbre et présentent des distributions 
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tissulaires similaires. Bien que les ncPNA s’hybrident plus facilement sur l’ARN cible, ils 

sont aussi beaucoup moins stables in vivo du fait des liaisons amides de ces oligonucléotides 

synthétiques. 

Une minorité de chercheurs continuent à utiliser les fragments d’ARN double brin pour 

induire des phénotypes mutants dans le poisson zèbre (Hsieh and Liao, 2002). L’utilisation 

d’ARN interférence pour étudier le développement du poisson zèbre est toutefois 

problématique. En effet, des embryons injectés avec de l’ARN double brin contre un 

transgène GFP présentent de sévères anomalies de développement (Zhao et al., 2001). De 

plus, il a été montré que les ARN double brin contre spadetail, dharma and ntla entraînent 

une dégradation non spécifique de l’ensemble des ARNs dans l’embryon (Oates et al., 2000). 

3.2.2 Les stratégies de mutagénèse 
Les différents avantages du modèle du poisson zèbre en font un outil idéal pour le 

criblage de mutants obtenus par mutagénèse ENU (N-éthyl-N-nitrosourea). Cette technique 

consiste à traiter un mâle avec un agent mutagène, l’ENU, puis de le croiser avec une femelle 

au phénotype sauvage. Les deux premières générations sont hétérozygotes tandis que la 

génération F3 est alors constituée d’embryons homozygotes pour une mutation particulière 

(mais aléatoire au sein du génome) (Lieschke and Currie, 2007). Cette technique permet donc 

la création de bibliothèques de mutants utilisés ensuite en génétique classique ou inverse.  

Les techniques de génétique classique consistent à identifier les gènes impliqués dans un 

processus biologique aboutissant à l’obtention d’un phénotype particulier, par l’analyse (ou 

screen) d’une population de mutants contenant des mutations aléatoires, obtenues 

généralement par la mutagénèse ENU. Les allèles porteurs de la lésion sont identifiés par 

l’étude minutieuse du phénotype suivi d’un génotypage de l’allèle (Lawson and Wolfe, 2011). 

Les limites de la génétique classique telles que la taille et la duplication du génome, le 

temps… ne permettent pas d’identifier tous les gènes impliqués dans le développement.  

Depuis une dizaine d’années des techniques de génétique inverse visant à identifier 

directement les fonctions d’un gène cible se sont développées.  

La première approche de génétique inverse utilisée sur le poisson zèbre et, qui a permis, à 

partir de poisson muté par ENU, de muter un gène cible est la technique du TILLING 

(Targeting Induced Local Lesions in Genomes). Cette technique consiste à sacrifier les mâles 

F1, obtenus par le protocole de la mutagénèse ENU, et de cryopréserver des échantillons de 

sperme de chaque individu ainsi que d’analyser leur ADN génomique. Cette analyse permet 

d’identifier de possibles lésions portées par un gène d’intérêt. Après identification d’une 
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lésion, une génération F2 est générée en utilisant le sperme du mâle correspondant jusqu’à 

obtenir en génération F3 25 % d’individus homozygotes (Wienholds et al., 2003; 

Kettleborough et al., 2011). 

D’autres équipes utilisent la mutagénèse par l’intermédiaire d’un rétrovirus ou d’un 

transposon (Gaiano et al., 1996; Amsterdam and Hopkins, 2003). Ces méthodes sont 

beaucoup moins efficaces que l’utilisation de produits chimiques mais présentent l’avantage 

d’identifier plus simplement les gènes mutés grâce aux « tags » marquant chaque évènement 

d’insertion. 

3.2.3 Les stratégies d’ingénierie génomique 
Les approches d’ingénierie du génome permettent la modification spécifique et ciblée 

du génome dans des organismes vivants. Cette modification peut être réalisée à l’aide de 

nucléases induisant des cassures double brins de l’ADN. Ces cassures de l’ADN sont réparées 

par le système de jonction d’extrémités non homologues qui introduit régulièrement des 

délétions ou des insertions au niveau du site de clivage aboutissant alors à un décalage du 

cadre de lecture et donc à une invalidation du gène cible. Il existe actuellement trois 

principales approches permettant de cibler les nucléases à un locus donné sur l’ADN.  

La première approche dite des nucléases à doigts de zinc (ZFNs, Zinc Finger Nucleases) 

utilise des protéines à doigt de zinc (ZFP, Zinc Finger Protein) d’environ 30 acides aminés qui 

reconnaissent spécifiquement 3 pb d’ADN grâce à la présence de résidus clés à leur surface. 

Les ZFNs contiennent entre 3 et 6 ZFPs assurant ainsi la reconnaissance de 9 à 18 pb et 

permettant alors leur liaison spécifique sur un site cible. Dans les ZFNs, ces ZFPs sont 

couplées au domaine de clivage de l’endonucléase FokI responsable de la cassure double 

brins de l’ADN (Urnov et al., 2010).  Cependant, cette nucléase  requiert de se dimériser pour 

cliver l’ADN. Ainsi, cette technique nécessite l’utilisation d’un couple de ZFNs qui doivent se 

fixer de part et d’autre du site à cliver pour permettre la dimérisation de FokI. Cette technique 

a été initialement utilisée pour modifier des génomes entiers d’animaux, en particulier celui 

de la drosophile (Bibikova et al., 2002) et a été, depuis, adapté au poisson zèbre. Dans ce 

modèle, une paire de ZFNs est élaborée puis les ARNm correspondant sont injectés dans les 

embryons au stade 1 cellule et vont ainsi générer une lésion au niveau du locus génomique, 

avant d’être transmise à toute la lignée (Doyon et al., 2008). 

La deuxième approche, dite des TALENs (Transcription activator-like effector 

nuclease), est assez similaire à celle des ZFN dans la mesure où elles utilisent également des 

protéines se liant à l’ADN, les TALEs (Transcription activator-like effector), couplées au 
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domaine de clivage de l’endonucléase FokI. Les TALEs sont des protéines issues d’une 

bactérie pathogène des plantes contenant des domaines répétés de reconnaissance de l’ADN 

chacun ciblant spécifiquement un nucléotide grâce à la présence de deux acides aminés 

variables dans le domaine de liaison à l’ADN (Gaj et al., 2013). Ainsi l’association de 

plusieurs domaines de reconnaissance de l’ADN des TALEs permet une liaison spécifique des 

TALENs sur une région cible de l’ADN. De la même façon que pour les ZFNs, un couple de 

TALENs est utilisé pour réaliser une cassure double brins à un locus cible du génome. Cette 

technique a été utilisé récemment pour invalider différents gènes chez le poisson zèbre grâce à 

l’injection d’ARNm codant pour des couples de TALENs (Huang et al., 2011; Sander et al., 

2011; Cade et al., 2012).  

Finalement, la dernière approche est celle dite du système CRISPR (Clustered 

regulatory interspaced short palindromic repeat)/Cas (CRISPR associated). Chez les bactéries 

le système CRISPR/Cas semble procurer un mécanisme de d’immunité acquise contre les 

ADN étrangers tels que ceux des virus ou des phages. Les CRISPR sont des séquences 

contenant des éléments répétés entre lesquels s’insèrent des séquences provenant d’ADN 

étrangers. La transcription de ces séquences suivi du découpage et de la réorganisation de 

l’ARN permet la reconnaissance de séquence cible sur un ADN exogène ainsi que son 

invalidation grâce à l’intervention des protéines Cas qui sont associées aux CRISPR. Il existe 

trois systèmes CRISPR/Cas et celui de type II fait intervenir l’endonucléase Cas9 qui 

provoque une cassure double brins de l’ADN cible (Gaj et al., 2013). Ainsi, en créant des 

séquences CRISPR ciblant un gène donné ce système a pu être utilisé pour invalider des gènes 

dans des cellules en culture (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013) mais aussi dans des 

embryons de poissons zèbres (Chang et al., 2013; Hwang et al., 2013; Xiao et al., 2013).  

Il faut également noter que ces techniques faisant intervenir des cassures double brins 

de l’ADN peuvent également être utilisées pour insérer une séquence d’intérêt à un locus 

donné du génome puisque ces cassures de l’ADN semblent favoriser la recombinaison 

homologue. Ainsi, en apportant un fragment d’ADN à insérer en même temps que les 

composants permettant le clivage de l’ADN, ces techniques permettent l’insertion d’une 

séquence dans le génome. Cette approche a été utilisé avec succès chez le poisson zèbre 

(Bedell et al., 2012; Chang et al., 2013). 
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3.3  Le développement embryonnaire du poisson zèbre 

3.3.1 La période de clivage 
Après la ponte, les œufs sont entourés d’une membrane protectrice appelée le chorion. 

L’œuf possède une réserve importante de nutriments appelée vitellus ou sac vitellin (yolk). 

Comme d’autres espèces de deutérostomiens, la fécondation de l’œuf du poisson zèbre induit 

une vague calcique qui se propage dans tout l’embryon et active des cascades de 

signalisations en aval (Lee et al., 1999a). Ce relargage calcique provoque notamment une 

contraction du cytosquelette d’actine de l’œuf et repousse le cytoplasme non vitellin au pôle 

animal. Cette ségrégation du cytoplasme donne naissance au blastodisque (stade une cellule) 

au pôle animal de l’embryon (Leung et al., 2000). Le blastodisque va être l’objet de 

nombreuses divisions. Ces divisions sont méroblastiques, c'est-à-dire qu’elles conduisent à 

une scission incomplète des cytoplasmes permettant les divisions cellulaires uniquement au 

niveau du pôle animal (Figure 26). Durant la période de clivage, les dix premières divisions 

cellulaires sont synchronisées et se déroulent toutes les 15 minutes. Ce processus augmente 

rapidement le nombre de cellules (les blastomères) et conduit à la formation du blastoderme. 

Les cellules situées à la marge communiquent avec le vitellus ce qui permet le transit des 

nutriments et des facteurs morphogénétiques du vitellus jusqu’au pôle animal. Cette fonction 

des ponts cytoplasmiques avait été initialement suggérée, mais récemment ces phénomènes 

ont été observés et confirmés in vivo (Olivier et al., 2010). 

 

 
Figure 26 : Période de clivage 

Après fécondation, le blastodisque se forme pour donner un embryon avec une cellule (B). 

Des divisions rapides se produisent jusqu’au stade 64 cellules (H).  

3.3.2 La période de blastulation  
Au stade 128 cellules, le blastoderme acquiert une forme sphérique (2,25 hpf), on 

parle alors de blastula. À ce stade, seuls les gènes maternels sont exprimés, et ce n’est qu’à 

partir de la 10ème étape de division (1024 cellules, 3 hpf) que les gènes zygotiques 

commencent à être exprimés. Cette période est appelée la transition mi-blastula (MBT, Mid-

Blastula Transition). On observe aussi un ralentissement des divisions cellulaires qui 
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deviennent désynchronisées et les premiers mouvements cellulaires apparaissent (Kane and 

Kimmel, 1993). 

A la MBT, trois populations cellulaires se mettent en place (Figure 27) :  

1) les cellules de la couche externe du blastoderme qui s’allongent et s’affinent au cours de la 

blastulation pour former une enveloppe appelée l’EVL (Enveloping Layer). Ces cellules sont 

interconnectées par des jonctions serrées. 

2) Les cellules rondes situées entre l’EVL et la couche syncytiale vitelline forment la couche 

des cellules profondes (DCL, Deep Cell Layer). 

3) La couche syncytiale vitelline (YSL, Yolk Syncytial Layer) résulte de la fusion des 

blastomères reposant sur le vitellus avec le cytoplasme vitellin (Kimmel and Law, 1985). Les 

blastomères en fusionnant relarguent leur contenu dans le vitellus dont leurs noyaux (YSN, 

Yolk Syncytial layer Nuclei). Au moment de la formation du YSL, les YSN forment une 

ceinture à la périphérie de la marge des blastomères. Ces noyaux continuent de se diviser 3 à 

5 fois de façon asynchrone et deviennent post-mitotiques juste avant le début de la 

gastrulation. Avec la formation du YSL, le vitellus devient une région avec une forte activité 

transcriptionnelle et de signalisation notamment grâce à l’existence de jonctions 

communicantes avec les blastomères sus-jacents.  

 

 
Figure 27 : La transition à mi-blastula (MBT) 

À ce stade, l’expression des gènes zygotiques débutent et la couche syncitale vitelline (YSL) 

est formée par fusion des blastomères marginaux avec le vitellus. Après la MBT, l’embryon 

est composé de trois couches de cellules, la couche enveloppante (EVL), la couche de cellules 

profondes (DCL) et la couche syncitiale vitelline (YSL)  
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3.3.3 La période de gastrulation 
La gastrulation est une étape du développement embryonnaire au cours de laquelle une 

série de mouvements morphogénétiques aboutit à la formation des feuillets embryonnaires et 

à l’établissement des axes de symétries du futur corps adulte.  

3.3.3.1 L’épibolie 
Le premier mouvement morphogénétique se produisant au cours de la gastrulation est 

l’épibolie. Ce mouvement se caractérise par le recouvrement du vitellus par le blastoderme 

avec les trois couches cellulaires de l’embryon qui migrent vers le pôle végétal. L’épibolie se 

divise en deux phases : l’initiation et la progression (Betchaku and Trinkaus, 1978). 

L’initiation de l’épibolie se produit entre le stade sphère (4 hpf) et le stade dôme (4,3 hpf). Au 

stade sphère, le blastoderme est compressé et l’interface entre le blastoderme et le vitellus 

s’aplatit rendant l’embryon sphérique. Peu après le YSL se contracte entrainant un 

déplacement de certains noyaux vers le centre de l’embryon qui forment alors le YSL interne 

(iYSL) situé sous les cellules profondes. Le YSL à la marge de l’EVL constitue alors le YSL 

externe (eYSL). À ce moment, la formation du dôme s’initie avec l’iYSL qui exerce une 

poussée en direction du pôle animal entrainant une intercalation radiale des cellules profondes 

et le changement de forme du blastoderme qui s’incurve pour former un dôme (Figure 28).  

La progression de l’épibolie débute alors. Durant cette phase les stades de développement 

sont définis par le pourcentage du vitellus recouvert par le blastoderme. Les trois couches 

cellulaires migrent au cours de l’épibolie et il semble que l’eYSL joue un rôle fondamental 

car il est capable de réaliser l’épibolie même en l’absence du blastoderme (Trinkaus, 1951). 

L’EVL est liée à l’eYSL par des jonctions serrées et semble donc entraînée par ce dernier. De 

plus, la poussée de l’iYSL et l’intercalation radiale des cellules profondes, de l’intérieur vers 

l’extérieur de l’embryon, continuent, favorisant la migration de la DCL vers le pôle végétal 

ainsi que l’amincissement de cette couche de cellules (Warga and Kimmel, 1990). Jusqu’à 

50% d’épibolie les trois couches cellulaires migrent conjointement mais une fois l’équateur de 

l’embryon atteint les cellules profondes stoppent temporairement l’épibolie pour initier les 

autres mouvements morphogénétiques, c’est là que commence la gastrulation à proprement 

parler (Figure 28). Après 50% d’épibolie la marge du blastoderme commence à se contracter 

pour aboutir à la fermeture du blastopore à la fin de l’épibolie. À la fin de l’épibolie, 

l’embryon atteint le stade bourgeon (bud stage, 10 hpf) où les ébauches de la tête et la queue 

sont visibles. 
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Figure 28 : Le mouvement d’épibolie 

L’épibolie débute par une période d’initiation entre le stade sphère (A) et le stade dôme (B) et 

se caractérise par un amincissement de la DCL. Ensuite l’épibolie progresse pour assurer le 

recouvrement du vitellus par le blastoderme (C-H) et se termine au stade « bud » (I). À 50% 

d’épibolie les cellules profondes s’arrêtent pour effectuer d’autres mouvements 

morphogénétiques ce qui aboutit à un décalage entre l’EVL et la DCL dans les étapes plus 

tardives de l’épibolie. 

3.3.3.2 L’involution 
Lorsque le blastoderme a recouvert environ la moitié du vitellus (stade 50% d’épibolie, 

5,25 hpf), les cellules profondes arrêtent l’épibolie et débutent l’involution. Des blastomères 

marginaux commencent par s’internaliser entrainant un épaississement du blastoderme, 

appelé « germ ring » (5,7 hpf), au futur pôle dorsal de l’embryon. L’internalisation se poursuit 

ensuite tout le long de la marge. En s’internalisant les blastomères donnent naissance à deux 

couches cellulaires superposées : l’épiblaste (la plus externe) qui formera l’ectoderme et 

l’hypoblaste qui formera le mésoderme et l’endoderme (Figure 29). L’épiblaste continue 

ensuite l’épibolie alors que l’hypoblaste subit une involution et s’étend alors vers le pôle 

animal.  
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Figure 29 : Le mouvement d’involution 

À 50% d’épibolie les cellules profondes commencent à s’involuer donnant naissance à 

l’épiblaste et à l’hypoblaste (cellules involutives) et provoquant un épaississement de la 

future région dorsale de l’embryon.  

3.3.3.3 Les mouvements de convergence et d’extension 
Consécutivement, des mouvements de convergence, correspondant au recrutement des 

cellules ventrales du côté dorsal de l’embryon débutent. Ces mouvements dirigés dans le sens 

ventro-dorsal entrainent un amincissement du blastoderme côté ventral au profit de l’axe 

dorsal. Une structure plus épaisse et formant une demi-sphère apparait alors du côté dorsal de 

l’embryon, elle est nommée bouclier (« shield »). Le bouclier est le siège du centre 

organisateur de l’axe dorsal (équivalent au centre de Spemann-Mangold chez le xénope). 

Dans le même temps, les mouvements d’extension, consécutif à l’involution, favorisent 

l’accumulation du blastoderme vers le pôle antérieur (plus précocement le pôle animal) de 

l’embryon grâce à la migration des cellules vers ce pôle. De plus, l’axe antéro-postérieur 

s’allonge du fait de l’intercalation radiale des cellules mésodermales le long de cet axe 

(Figure 30).  

Les mouvements de convergence et d’extension sont donc les principaux responsables de 

l’établissement des axes embryonnaires au cours de la gastrulation en permettant un 

resserrement de l’axe dorso-ventral par la migration des cellules mésodermales vers le futur 

pôle dorsal (convergence) et une élongation de l’axe antéro-postérieur par leur intercalation 

avec les cellules voisines (extension) (Solnica-Krezel, 2006). Une étude menée par Glickman 

et collaborateurs a montré de façon surprenante que les mouvements d’extension peuvent se 

dérouler en l’absence des mouvements de convergence (Glickman et al., 2003). Ces 

mouvements de convergence et d’extension sont indispensables pour la bonne mise en place 

des axes embryonnaires (Myers et al., 2002b; Sepich et al., 2011) et il est important de noter 
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qu’une dérégulation de ces mouvements morphogénétiques entraine des défauts dans la 

formation de la notochorde (Glickman et al., 2003; Yin and Solnica-Krezel, 2007). 

 

 
Figure 30 : Mouvements de convergence et d’extension 

Au cours de la gastrulation, les mouvements de convergence se caractérisent par la migration 

ventro-dorsale des blastomères de la DCL. Les mouvements d’extension se produisent au pôle 

dorsal de l’embryon où les cellules migrent vers le pôle antérieur et s’intercalent entre elles 

pour allonger l’axe antéro-postérieur (d’après Yin and Solnica-Krezel, 2007). 

3.3.4 La période de la segmentation 
Une fois la gastrulation achevée, les trois feuillets embryonnaires sont en place et au 

cours de la période suivante dite de segmentation de nombreux mouvements 

morphogénétiques ont lieu aboutissant à l’ébauche des premiers organes et à l’élongation de 

l’embryon.  

Chez le poisson zèbre, la neurulation et la segmentation se produisent conjointement. Ce qui 

était l’épiblaste au cours de la gastrulation est maintenant différencié en ectoderme. Cette 

ligne dorsale s’allonge au cours de la période de segmentation par incorporation de cellules 

ventrales qui continuent à effectuer des mouvements de convergence (Figure 31). Le long de 

l’axe dorsal on retrouve notamment la crête neurale qui va se différencier en tube et en crête 

neural au cours de la période de segmentation. Juste sous le tube neural une structure en forme 

de tige flexible, la notochorde, est formée au cours de la segmentation (Figure 31). La 

notochorde est une lamelle cartilagineuse d’origine mésodermique qui joue un rôle crucial 

lors de l’embryogénèse, dans la protection du tube neural mais aussi dans le maintien du 

cytosquelette chez les chordés. (Chez les vertébrés, la notochorde régresse généralement à 

l’âge adulte pour être remplacée par la colonne vertébrale). La notochorde est formée par 
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l’intercalation cellulaire lors des mouvements de convergence et d’extension des cellules 

mésodermales axiales, qui aboutit à la formation d’une longue structure fibreuse et vacuolisée 

(Glickman et al., 2003). Il est intéressant de noter que des cellules apoptotiques sont présentes 

le long de la notochorde à partir de 14 hpf (Cole and Ross, 2001). Les somites, d’origine 

mésodermique, sont édifiés de part et d’autre du tube neural et de la notochorde et leur 

formation progresse dans le sens antéro-postérieur (Figure 31). Ces structures se forment par 

paire à partir de 10 hpf, au rythme de trois par heure pour les six premières paires et de deux 

par heure pour les suivantes (Kimmel et al., 1995). Les somites sont constitués du myotome, à 

l’origine de la formation des muscles, et du sclérotome, précurseur des tissus squelettiques et 

notamment du cartilage. 

Dans la partie antérieure de l’embryon l’ébauche de l’œil se met en place et le cerveau 

apparait au fur et à mesure, formé de quatre parties distinctes : le télencéphale, le diencéphale, 

le mésencéphale et le rhombencéphale. La formation progressive du système nerveux et 

l’établissement des premiers muscles aboutissent aux premiers mouvements de l’embryon 

vers le stade 20 somites (19 hpf). La segmentation, se terminant aux alentours de 23 hpf, 

donnant un embryon possédant de 30 à 34 paires de somites. 

 

 
Figure 31 : Période de segmentation 

Au cours de cette période, l’axe antéro-postérieur continue de s’allonger grâce à des 

mouvements de convergence et d’extension. La notochorde est formée et de part et d’autre de 

cette structure les somites apparaissent dans le sens antéro-postérieur.  

 

3.3.5 La période de pharyngula 
La formation du cœur et l’apparition des premières cellules sanguines se font pendant 

la période de pharyngula. Conjointement, l’embryon présente un allongement important au 
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niveau de la queue qui s’estompe aux environs de 30 hpf. Ceci s’accompagne du processus de 

pigmentation des mélanophores de la peau et de l’épithélium rétinien. Les ébauches des 

nageoires pectorales apparaissent vers la fin de cette période (42 hpf). 

3.3.6 La période d’éclosion 
A cette période, l’embryon possède tous les organes vitaux lui permettant de vivre en 

autonomie. Ce 3ème jour de vie est réservé, pour une grande part, au développement du 

squelette aboutissant à l’apparition de condensations mésenchymateuses à l’origine du 

cartilage des nageoires pectorales et de la mâchoire. 

3.4 Mécanismes moléculaire de la gastrulation 

3.4.1 Mécanismes de l’épibolie 
Les mécanismes moléculaires contrôlant la progression de l’épibolie sont encore assez 

flous. En revanche, le YSL apparait comme un acteur essentiel de l’épibolie dans la mesure 

où il capable de réaliser l’épibolie en absence de blastoderme. Le YSL semble donc à même 

d’entrainer le blastoderme au cours de l’épibolie pour le diriger vers le pôle végétal de 

l’embryon. Ainsi, les cellules de l’EVL forment des jonctions serrées avec l’eYSL comme en 

atteste la présence de ZO-1 et Claudin E, deux protéines spécifiques de ce type de jonction, à 

l’interface entre ces deux couches cellulaires (Figure 32) (Köppen et al., 2006). Plus 

récemment, il a d’ailleurs été montré que l’invalidation de Claudin E par injection d’un 

morpholino ralentit significativement l’épibolie de l’EVL (Siddiqui et al., 2010). L’adhésion 

entre cellules semble également être un élément important de l’épibolie de l’EVL et de la 

DCL. En effet, l’invalidation de la E-Cadhérine, une protéine clé des jonctions adhérentes, 

perturbe l’épibolie (Babb and Marrs, 2004). Il a par la suite été montré que la E-Cadhérine est 

en fait un composant essentiel de l’interaction entre les cellules de l’EVL et celles de la DCL 

puisque son invalidation par un morpholino stoppe l’épibolie de la DCL sans affecter celle de 

l’EVL ou du YSL (Shimizu et al., 2005). De plus, des embryons portant une mutation sur le 

gène codant pour la E-Cadhérine présentent une défaut d’intercalation des cellules de la DCL 

aboutissant à un ralentissement de l’épibolie de cette couche cellulaire (Kane et al., 2005). Le 

même effet est par ailleurs observé lors de l’invalidation de l’ E-Caténine, une protéine 

associée à la E-Cadhérine dans les jonctions adhérentes (Schepis et al., 2012). Au niveau de 

l’EVL, la protéine EpCAM est importante pour assurer l’adhésion cellule/cellule mais aussi 

pour l’interaction avec les cellules de la DCL et son invalidation se traduit par un défaut 
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d’épibolie de l’EVL et de la DCL (Slanchev et al., 2009). Ainsi, les jonctions entre cellules 

semblent essentielles pour assurer le bon déroulement de l’épibolie. Cependant, cette adhésion 

cellule/cellule doit également être régulée. En effet, la protéine G 12/13 régule négativement la 

E-Cadhérine mais son invalidation provoque également un défaut d’épibolie suggérant que les 

jonctions entre cellules doivent être rompues à certains moments de l’épibolie (Lin et al., 

2009). De même le facteur de transcription ZEB1 réprime la E-Cadhérine et EpCAM mais 

semble également requis pour la progression normale de l’épibolie (Vannier et al., 2013). 

Ainsi, l’adhésion entre cellules au niveau de la DCL et de l’EVL est importante pour 

permettre l’épibolie de ces deux couches cellulaires mais ce n’est en revanche pas un 

« moteur » de l’épibolie. 

Il a été proposé que l’endocytose de la membrane externe du vitellus puisse participer 

activement à la progression de l’épibolie (Figure 32). En effet, au cours de ce processus, 87% 

de la membrane externe du vitellus est retirée entre le stade shield et la fin de l’épibolie 

(Cheng et al., 2004). De plus, une région d’endocytose active a été décrite à l’interface entre 

l’EVL et le YSL suggérant que cette endocytose pourrait être une « force » permettant 

l’avancement de l’EVL (Solnica-Krezel and Driever, 1994). Cependant, jusqu’à aujourd’hui 

cette hypothèse n’a pu être ni vérifiée ni infirmée.   

Finalement, la principale force permettant l’épibolie semble provenir du remodelage du 

cytosquelette de microtubules et d’actine dans le vitellus.  

3.4.1.1 Les microtubules 
Dans le vitellus, les microtubules s’organisent en un réseau composé d’une structure 

dense en forme de ceinture liée aux noyaux du YSL d’où émergent un réseau de microtubules 

alignés selon l’axe animal-végétal le long du vitellus (Figure 32). L’observation que ce 

réseau de microtubules se raccourcit au cours de l’épibolie suggère qu’il pourrait tracter le 

YSL et donc le blastoderme au cours de ce processus (Solnica-Krezel and Driever, 1994). De 

plus la perturbation des microtubules par radiations aux UV ou par des traitements chimiques, 

aussi bien dépolymérisant que stabilisant les microtubules, ralentit considérablement 

l’épibolie du YSL et dans une moindre mesure celle de l’EVL et de la DCL (Strähle and 

Jesuthasan, 1993; Solnica-Krezel and Driever, 1994). Plus récemment, il a été montré que la 

Cyp11a1 (Cytochrome P450, subfamily XIA, polypeptide 1), une enzyme impliquée dans la 

catalyse du cholestérol en prégnénolone, est importante pour la dynamique des microtubules 

au cours de l’épibolie (Hsu et al., 2006). Au cours de l’épibolie, l’expression de Cyp11a1 est 

restreinte au YSL et son invalidation s’accompagne d’un retard d’épibolie de l’EVL et de la 
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DCL. Les auteurs ont pu montrer que cela est dû à une diminution de la polymérisation des 

microtubules et il semble que la prégnénolone soit capable de se fixer sur les microtubules 

dans le vitellus pour maintenir leur abondance bien que le mécanisme reste inconnu (Hsu et 

al., 2006). De la même façon des embryons invalidés pour le facteur de transcription 

Eomesodermin A présentent un retard d’épibolie associé à des perturbations dans le réseau de 

microtubules du vitellus bien qu’ici aussi le lien entre Eomesodermin A et les microtubules 

reste à caractériser (Du et al., 2012). 

3.4.1.2 Les microfilaments d’actine 
En plus des microtubules le cytosquelette d’actine joue également un rôle essentiel dans 

l’épibolie (Figure 32). Aux alentours de 40% d’épibolie, il se forme un anneau d’actine et de 

myosine dans l’eYSL à l’interface avec l’EVL qui se densifie lors de la progression de 

l’épibolie. Un autre anneau d’actine apparait également à la marge de la DCL au cours de 

l’épibolie (Cheng et al., 2004; Köppen et al., 2006; Behrndt et al., 2012). Le blocage de 

polymérisation de l’actine ou du recrutement de la myosine par des traitements 

pharmacologiques entraine un retard sévère d’épibolie (Cheng et al., 2004; Köppen et al., 

2006). De façon intéressante la chélation du calcium dans le vitellus perturbe aussi la 

polymérisation de l’actine suggérant que ce processus est dépendant du calcium (Cheng et al., 

2004). La formation de l’anneau d’actine-myosine semble contrôlée par plusieurs facteurs 

bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas clairement établis. Ainsi, l’invalidation de 

la kinase Msn-1 perturbe le recrutement de l’actine et de la myosine perturbant l’épibolie 

(Köppen et al., 2006). En revanche, une mutation de la kinase MAPKAK2 la rendant inactive 

s’accompagne d’une contraction accrue de l’anneau d’actine et d’un constriction de la marge 

semblant provenir d’une augmentation de la quantité de calcium à la marge de l’EVL 

(Holloway et al., 2009). Un phénotype similaire de constriction de la marge est observé lors 

de l’invalidation de la Synténine (Lambaerts et al., 2012). La protéine G 12/13 apparait aussi 

comme un régulateur de la polymérisation de l’actine dans le vitellus par un mécanisme 

faisant intervenir la RhoGTPase RhoA (Lin et al., 2009). Finalement, le facteur de 

transcription Mtx2 semble également jouer un rôle dans l’établissement de l’anneau d’actine-

myosine puisque son invalidation entraine une diminution significative de la quantité d’actine 

à la marge de l’EVL ralentissant alors l’épibolie (Wilkins et al., 2008).  

Dans un premier temps il a été proposé que la contraction circonférentielle de l’anneau 

d’actine-myosine est responsable de l’avancement de l’épibolie (Köppen et al., 2006). 

Cependant, une étude plus récente suggère que cette contraction ne peut à elle seule expliquer 
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comment l’anneau d’actine conduit l’épibolie notamment avant 50% d’épibolie du fait de la 

géométrie sphérique de l’embryon (Behrndt et al., 2012). Les auteurs ont donc étudié les 

mouvements de l’actine et de la myosine au cours de l’épibolie et ils ont découvert l’existence 

d’un flux rétrograde d’actine-myosine dans le vitellus qui semble également participer à la 

progression de l’épibolie (Behrndt et al., 2012).  

 

 
Figure 32 : Mécanismes de l’épibolie 

L’épibolie est principalement dirigée par le cytosquelette de microtubules et d’actine du 

vitellus. Les microtubules exerceraient une traction du YSL qui entraine les cellules. Des flux 

rétrogrades d’actine dans le vitellus ainsi que la contraction d’anneaux d’actine-myosine à la 

marge des blastomères participerait aussi à la migration du blastoderme. L’endocytose de la 

membrane du vitellus et les jonctions entre les différentes couches cellulaires pourraient 

également jouer un rôle dans ce processus (d’après Solnica-Krezel, 2006). 

3.4.2 Mécanismes des mouvements de convergence et d’extension 
Différentes voies de signalisation semblent impliquées dans le contrôle des mouvements 

de convergence et d’extension. La voie Wnt/PCP est un élément clef de la régulation de ces 

mouvements, mais d’autres voies pourraient aussi être impliquées comme la voie Stat3, la 

signalisation BMP, et des éléments de la matrice extracellulaire. 

3.4.2.1 La voie de signalisation Wnt/PCP 
Les glycoprotéines Wnt appartiennent à une famille de protéines extracellulaires 

capables de se fixer aux récepteurs transmembranaires Frizzled (Fz) activant ainsi des 

cascades de signalisation qui régulent les mouvements et la polarité cellulaire. Deux voies de 
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signalisation Wnt ont été caractérisées : une voie Wnt canonique et une voie Wnt non 

canonique. 

La voie Wnt canonique ou voie Wnt/ß-Caténine est définie par l’activation de la protéine 

cytoplasmique Disheveled (Dsh), via la fixation des ligands Wnt1 ou Wnt8 au récepteur Fz, 

qui inhibe le complexe APC-Axin-GSK3 et donc la dégradation de la ß-Caténine. Ainsi, la ß-

Caténine s’accumule et est transloquée au niveau nucléaire où elle va réguler l’expression de 

gènes cibles (Moon et al., 2004). Cependant, cette voie ne joue qu’un rôle mineur dans les 

mouvements de convergence et d’extension.  

En revanche, la voie Wnt non canonique ou voie Wnt/PCP, en référence à la voie de la 

polarité planaire cellulaire (PCP) de Drosophila melanogaster, est primordiale pour la 

régulation des mouvements de convergence et d’extension (Heisenberg et al., 2000; 

Wallingford et al., 2002; Carreira-Barbosa et al., 2003). Cette voie est activée suite à la 

fixation des ligands Wnt5/Pipetail et Wnt11/Silberbleck aux récepteurs Fz7. L’importance des 

ligands Wnt5 et Wnt11 dans les mouvements de convergence et d’extension a été démontrée 

par leur invalidation in vivo. En effet, leur déplétion aboutit à des problèmes de convergence 

et d’extension et à la formation d’un axe antéro-postérieur réduit (Kilian et al., 2003; Ulrich et 

al., 2005; Zhu et al., 2006). Le récepteur Fz7 activé recrute la protéine Dsh à la membrane 

cellulaire et stimule ainsi l’activation de petites GTPases (Guanosine Triphosphatases) telles 

que RhoA, Rac et Cdc42. RhoA et ses effecteurs, Rho Kinase (Rhok) et Diaphanous, régulent 

alors les cytosquelettes d’actine et de myosine pour favoriser la migration cellulaire (Marlow 

et al., 2002; Zhu et al., 2006). De manière intéressante, la surexpression de RhoA ou de ses 

effecteurs Rock et Diaphanous, dans le poisson zèbre est capable de compenser les problèmes 

de convergence et d’extension des embryons invalidés pour les gènes wnt5 ou wnt11. Ces 

résultats indiquent un rôle majeur pour RhoA dans l’activité de la voie Wnt/PCP (Figure 33) 

(Marlow et al., 2002; Zhu et al., 2006).  

Des expériences de surexpression des ligands Wnt et des récepteurs Fz ont montré une 

augmentation de la quantité du calcium intracellulaire lors de l’activation de la voie Wnt/PCP 

au cours du développement embryonnaire (Kühl et al., 2000). Cette augmentation du calcium 

intracellulaire dépend de l’ouverture de l’IP3R et entraine l’activation de la PKC et de la 

kinase Calcium/Calmodulin-dépendante (CamKII) (Ahumada et al., 2002; Sheldahl et al., 

2003; Westfall et al., 2003b). De façon générale, il semble clair que la voie Wnt/Ca2+ peut 

intervenir sur les mouvements cellulaires lors de la gastrulation, via probablement son 

interconnexion avec la voie Wnt/PCP. Cependant, des expériences complémentaires doivent 
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être menées afin d’élucider le rôle exact du calcium intracellulaire sur les mouvements de 

convergence et d’extension. 

3.4.2.2 La voie de signalisation Stat3 
La voie de signalisation JAK/Stat3 (Janus Kinase/Signal transducer and activator of 

transcription) semble également intervenir dans la convergence des cellules du mésoderme 

(Figure 33) (Yamashita et al., 2002; Miyagi et al., 2004). En effet, dans les embryons de 

poisson zèbre dont le gène stat3 est invalidé, on observe un retard dans l’initiation de la 

convergence des cellules du mésoderme latéral (Sepich et al., 2005), ainsi qu’une diminution 

de la distance de migration de ces cellules (Yamashita et al., 2002).  

3.4.2.3 La voie de signalisation des BMP 
Chez les vertébrés, pendant la période de la gastrulation, les BMPs (Bone 

Morphogenetic Proteins) forment un gradient, allant de la région ventrale vers la région 

dorsale de l’embryon, qui influence la morphologie des cellules dans les différentes couches 

(Myers et al., 2002a). Ce gradient de BMPs peut aussi intervenir dans les mouvements de 

convergence et d’extension. En effet, une quantité importante de BMPs dans la région 

ventrale limite les mouvements de convergence et d’extension en régulant négativement 

l’expression de wnt11 et wnt5a, deux ligands nécessaires à l’activation de la voie Wnt/PCP 

(Myers et al., 2002a). De plus, le gradient de BMPs semble également contrôler l’adhésion 

cellule/cellule pour permettre leur migration vers le pôle dorsal (Figure 33) (von der Hardt et 

al., 2007).  

3.4.2.4 La matrice extracellulaire 
Les composants de la matrice extracellulaire (ECM : Extracellular Matrix) sont des 

régulateurs de la migration, de l’adhésion et de la polarité cellulaire au cours du 

développement des vertébrés. Récemment, une étude a démontré pour la première fois, 

l’implication de l’organisation des éléments de la matrice extracellulaire dans les mouvements 

cellulaires existant lors de la période de gastrulation du poisson zèbre (Latimer and Jessen, 

2010). En effet, l’invalidation de l’expression de la fibronectine aboutit à une altération des 

mouvements de convergence et d’extension avec des embryons présentant une réduction de la 

taille de l’axe antéro-postérieur de l’embryon. De façon intéressante, le phénotype obtenu lors 

de la délétion de la fibronectine est le même que celui obtenu par l’invalidation des 

intervenants de la voie Wnt/PCP, comme wnt5/11, montrant une interconnexion possible avec 

la voie Wnt/PCP. De plus il a été montré que la voie Wnt/PCP peut activer la matrice-
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métalloprotéinase (MMP) 14 et que cette dernière est impliquée dans la migration des cellules 

lors des mouvements de convergence (Coyle et al., 2008). 

 

 
Figure 33 : Régulation moléculaire des mouvements de convergence et d’extension 

Suite à une cascade de réactions, la voie Wnt/PCP active des Rho GTPases, telles que RhoA 

ou Rac, qui contrôlent le cytosquelette d’actine, la division cellulaire orientée ou l’élongation 

cellulaire médio-latérale et aboutissent à une régulation des mouvements de convergence et 

d’extension. Les voies BMP et Jak/stat interviennent aussi dans le contrôle de ces 

mouvements (d’après Yin et al., 2009). 

 

3.5 Implication du calcium au cours du développement du 

poisson zèbre 

La signalisation calcique a été clairement établie comme cruciale pour le bon 

déroulement du développement embryonnaire du poisson zèbre et elle intervient dans de 

nombreux processus au cours de l’embryogénèse. 

3.5.1 Période de clivage 
La signalisation calcique est un élément essentiel de la cytodiérèse lors des premières 

divisions cellulaires au cours du développement du poisson zèbre. Lors des premières 
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divisions cellulaires, une augmentation de la concentration cytosolique de calcium a pu être 

observée au moment où la cellule se divise et à l’endroit même où le sillon de division 

apparait (Chang and Meng, 1995). Dans cette étude les auteurs ont par ailleurs montré que le 

calcium est relargué par l’IP3R puisque son inhibition abolit l’augmentation de la 

concentration de calcium et bloque la division cellulaire, démontrant que le calcium est requis 

pour la cytodiérèse (Chang and Meng, 1995). Au cours de la cytodiérèse,  il se produit en fait 

différents signaux calciques correspondant aux différentes étapes de ce processus. Ainsi, au 

début de la division on observe une élévation de calcium localisée qui précède l’apparition du 

sillon de division à l’endroit du signal calcique « de positionnement ». S’en suit deux vagues 

de calcium de part et d’autre du sillon avançant à environ 0,5 μm/s et accompagnant la 

propagation du sillon le long de la membrane plasmique. Quand les bords du sillon 

approchent de la marge de la cellule, de nouvelles vagues calciques apparaissent à l’endroit où 

le sillon s’est formé. Ces vagues se déplacent à 0,5 μm/s le long de la membrane vers la 

marge de la cellule mais elles se propagent également vers le bas de la cellule à 0,1 μm/s en 

suivant le creusement du sillon jusqu’à séparation des deux cellules filles (Figure 34) (Webb 

et al., 1997; Chang and Lu, 2000; Lee et al., 2003). 

  

 
Figure 34 : Signalisation calcique lors de la période de clivage 

Lors de la cytodiérèse, différents signaux calciques sont générés dans la cellule. Un signal 

localisé précède l’apparition du sillon de division puis des vagues de calcium apparaissent 

lors de la propagation et du creusement du sillon. 

 

Il a de plus été montré que le calcium et l’IP3R sont essentiels aussi bien pour le 

positionnement du sillon (Lee et al., 2006), que pour sa propagation (Webb et al., 1997) et son 

creusement (Lee et al., 2003).  Le RE, et donc l’IP3R, se localisent d’ailleurs à proximité de la 
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membrane plasmique et suivent la progression du sillon lors de la cytodiérèse (Lee et al., 

2003). Cette localisation de l’IP3R semble sous la dépendance d’un réseau de microtubules, 

nommé pf-MTA (pre-furrowing microtubule array), émanant du fuseau mitotique. En effet le 

pf-MTA se développe jusqu’au lieu où se formera le fuseau mitotique et il s’y co-localise 

avec l’IP3R (Lee et al., 2004). Finalement, le calcium relargué au cours de la division de la 

cellule contrôle différents processus essentiels à la cytodiérèse. Ainsi, le calcium semble 

permettre la contraction d’une bande d’actine-myosine présente sous le sillon et permettant 

son creusement (Urven et al., 2006; Li et al., 2008). De plus, la division des cellules nécessite 

la fusion de vésicules avec la membrane plasmique le long du sillon afin d’assurer la 

formation des deux nouvelles membranes des cellules filles (Feng et al., 2002). Le calcium 

semble nécessaire au transport de ces vésicules et à leur fusion avec la membrane plasmique 

(Li et al., 2008). 

3.5.2 Période de blastulation 
Au moment où la blastula se forme (128 cellules), la signalisation calcique change et 

l’on commence à voir apparaitre des signaux calciques intercellulaires. C’est également 

durant cette période que l’EVL et la DCL se différencient avec les cellules de la première 

couche qui s’allongent et s’affinent. Au cours de la blastulation des signaux calciques ne sont 

observés que dans l’EVL (Reinhard et al., 1995; Ma et al., 2009). Dans la blastula, les signaux 

calciques sont d’abord générés par des cellules isolées puis comme la blastulation progresse 

ces signaux deviennent plus fréquents et commencent à former des vagues calciques 

intercellulaires se propageant entre 2 à 5 cellules adjacentes (Figure 35) (Reinhard et al., 

1995). De façon intéressante la quasi-totalité des cellules de l’EVL (>90%) génère au moins 

un pic de calcium au cours la blastulation (Zhang et al., 2011). Ces signaux calciques 

semblent également provenir de l’IP3R puisque leur apparition coïncide avec une 

augmentation de la concentration d’IP3 dans l’embryon (Reinhard et al., 1995). De plus, 

l’inhibition de l’IP3R ou de la voie de synthèse de l’IP3 réduit très largement l’apparition de 

pics de calcium dans l’EVL (Westfall et al., 2003a; Ma et al., 2009; Zhang et al., 2011). Ces 

signaux calciques pourraient d’ailleurs provenir de l’activation de la voie Wnt//Ca2+ (Voir 

partie 3.4.2.1). En effet, la surexpression des ligands Wnt5a ou 8 ou d’un récepteur de Wnt5a, 

Frizzled-2, augmente le nombre et la fréquence de pics calciques dans l’EVL alors que 

l’invalidation de Wnt5a réduit le nombre de pics (Slusarski et al., 1997a, 1997b; Westfall et 

al., 2003b).  
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Figure 35 : Signalisation calcique lors de la période de blastulation 

Lors de la blastulation des signaux calciques sont générés par les cellules de l’EVL. Ces 

signaux sont d’abord restreints à une cellule(1)  puis ils se propagent aux cellules adjacentes 

(2). A la fin de la blastulation des pics de calcium apparaissent dans les cellules marginales à 

l’origine du YSL(3) (d’après Webb et al., 2003).  

 

Cette élévation de la quantité de calcium dans l’EVL pourrait jouer différents rôles 

mais elle semble tout particulièrement importante pour l’établissement de l’axe dorso-ventral 

de l’embryon. En effet, l’inhibition de la voie de synthèse de l’IP3 ou de l’IP3R pendant la 

période de blastulation conduit à la formation d’embryons hyper-dorsalisés à 24 hpf (Westfall 

et al., 2003a). Un phénotype similaire est par ailleurs observé lors de l’invalidation de Wnt5a 

et de façon intéressante ce phénotype est réduit par la surexpression de la CaMKII confirmant 

l’implication du calcium (Westfall et al., 2003b). Plus récemment, il a été montré que dans 

des embryons mutants sur le gène hecate et présentant des défauts de formation des structures 

dorso-antérieures la fréquence des pics de calcium dans l’EVL durant la blastulation est 

largement supérieure à celle observée dans les embryons sauvages (Lyman Gingerich et al., 

2005). Finalement, l’observation de la localisation des pics de calcium durant la blastulation 

semble indiquer que juste après la MBT et ce pendant une heure, la quantité de pics de 

calcium est plus importante dans la future région dorsale (Ma et al., 2009).  

En plus de ce rôle dans l’établissement de l’axe dorso-ventral, il a été proposé que 

l’augmentation de la quantité de calcium dans les cellules de l’EVL pourrait favoriser leur 

changement de forme et leur adhésion. En effet, les cellules de l’EVL sont liées par des 

jonctions serrées et il a été montré que ce type de jonctions est dépendant du calcium 

intracellulaire (Knust and Bossinger, 2002). Cependant, jusqu’à aujourd’hui le lien entre le 

calcium et la formation des jonctions n’a pas été établi lors de la blastulation. En revanche, 

une étude récente suggère que le calcium est important pour le changement de forme des 
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cellules de l’EVL puisque l’inhibition de l’IP3R ou de la synthèse d’IP3 ralentit 

significativement le changement de forme des cellules de l’EVL (Zhang et al., 2011).  

Finalement, les pics de calcium dans l’EVL pourraient aussi jouer un rôle dans la 

formation du YSL puisqu’entre les stades 512 et 1024 cellules, au moment où le YSL se 

forme, il semble se produire une élévation du calcium cytosolique dans les cellules de l’EVL 

en contact avec le vitellus (Figure 35) (Webb and Miller, 2000). Cependant, le rôle du 

calcium dans la formation du YSL n’a jamais été confirmé. 

3.5.3 Période de gastrulation 
Au cours de la gastrulation l’aspect des signaux calciques change encore passant de 

signaux localisés à des signaux à plus large échelle. Ainsi, au cours de la gastrulation on voit 

apparaitre des vagues de calcium qui traversent l’embryon bien que certains signaux localisés 

persistent encore. Ainsi, à partir du stade « germ-ring » un signal calcique localisé apparait à 

la marge de la région ventrale de l’embryon. Ce signal persiste jusqu’à environ 65% 

d’épibolie quand plusieurs autres signaux localisés apparaissent le long de la marge du 

blastoderme (Gilland et al., 1999). Par la suite des vagues de calcium commencent à 

apparaitre dans l’embryon. Ces vagues se propagent depuis le bouclier embryonnaire soit le 

long de la marge de la DCL soit vers le pôle antérieur de l’embryon à la vitesse de 5 μm/s à 

raison d’environ 7 vagues par heure. Ces vagues persistent jusqu’à la fin de la gastrulation 

(Gilland et al., 1999; Webb and Miller, 2003). Plus récemment, il a été montré qu’entre la fin 

de la blastulation et le début de la gastrulation il se produit également des vagues calciques 

dans le YSL (Yuen et al., 2013). Ces vagues apparaissent juste après la formation du dôme et 

persistent jusqu’à l’apparition du bouclier embryonnaire. Deux types de vagues se forment de 

façon aléatoire : des vagues rapides (50 μm/s) de courte distance et des vagues lentes (4 μm/s) 

de longue distance. Ces vagues semblent apparaitre plutôt au futur pôle dorsal de l’embryon et 

dépendent de l’ouverture de l’IP3R (Yuen et al., 2013). Le rôle de ces différentes vagues de 

calcium (Figure 36) n’est jusqu’à présent pas clairement établi bien que différentes 

hypothèses aient été formulées. 
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Figure 36 : Signalisation calcique lors de la période de gastrulation 

(A) Entre les stades dôme et bouclier des vagues de calcium de courtes et de longues portées 

apparaissent dans le YSL. (B) Au stade « germ ring » des pics de calcium sont générés dans 

les blastomères au pôle ventral. (C) A partir de 65% d’épibolie des vagues de calcium sont 

formées depuis le bouclier embryonnaire et se propagent le long de la marge de la DCL et le 

long de l’axe dorsal. (D) De plus, des pics de calcium apparaissent dans les DFC entre 60 et 

90% d’épibolie.   

 

Ainsi, les vagues de calcium longeant la marge des blastomères pourraient contribuer à 

la formation ou à la contraction des anneaux d’actine présents à la marge de l’EVL et de la 

DCL puisque la chélation du calcium perturbe la formation de ces anneaux (Cheng et al., 

2004). Ces vagues de calcium pourraient également intervenir dans les mouvements de 

convergence et notamment agir avec le gradient de BMP qui régule l’adhérence cellule/cellule 

dépendante du calcium intracellulaire (von der Hardt et al., 2007). Le fait que les vagues 

calciques se forment toutes au niveau du bouclier suggère également que ces vagues 

pourraient fournir une « information géographique » aux cellules lors des mouvements 

d’involution, de convergence et d’extension afin qu’elles puissent se localiser dans l’embryon 

et ainsi répondre de façon adéquate à des signaux plus locaux (Webb and Miller, 2006). De 

plus, l’apparition des vagues de calcium le long de l’axe antéro-postérieur correspond 

temporellement et spatialement à l’induction neurale, un processus permettant la 

spécialisation de l’ectoderme en neuro-ectoderme. Dans d’autres espèces comme le xénope il 

a été montré que pendant la gastrulation, des vagues de calcium se propagent le long de 

l’ectoderme dorsal et participent à l’induction neurale (Leclerc et al., 2000) suggérant qu’un 

mécanisme similaire pourrait exister chez le poisson zèbre (Webb et al., 2005). Enfin, du fait 

de leur localisation préférentielle au pôle dorsal, les vagues de calcium se propageant dans le 

YSL au début de la gastrulation pourraient participer à la spécification du bouclier comme 

centre organisateur. En effet, il a été suggéré que le côté dorsal du vitellus joue le rôle de 

centre de Nieuwkoop, qui induit la formation de l’organisateur de Spemann-Mangold chez le 
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xénope. En effet, certains gènes capables d’induire l’organisateur sont exprimés 

spécifiquement du côté dorsal du YSL (Koos and Ho, 1998; Yamanaka et al., 1998) et leur 

expression pourrait donc être induite par ces vagues de calcium.  

Finalement, il semble que la signalisation calcique lors de la gastrulation puisse également 

réguler la symétrie droite/gauche de l’embryon. La plupart des vertébrés possèdent une 

symétrie bilatérale interne avec le cœur, les poumons, le foie et l’intestin précisément 

positionnés le long de l’axe gauche-droite. L’établissement de cet axe gauche/droite chez les 

embryons de poisson zèbre est contrôlé par une structure ciliée, nommée la vésicule de 

Kupffer (Essner et al., 2005). Cette vésicule est formée au début de la segmentation au niveau 

de la région du bourgeon caudal « tailbud » par des cellules progénitrices de la région dorsale 

(mesodermal Dorsal Forerunner Cells : DFC). Il a été montré qu’entre 60 et 90% d’épibolie 

des pics de calcium apparaissent dans les DFC (Figure 36) (Schneider et al., 2008). Un 

traitement bref des embryons à 60% d’épibolie avec de la thapsigargine, un inhibiteur de 

SERCA, aboutit à la formation d’embryons avec des axes antéro-postérieurs et dorso-ventral 

normaux mais avec une vésicule de Kupffer réduite et une symétrie droite/gauche altérée 

(Kreiling et al., 2008; Schneider et al., 2008). Ainsi le traitement à la thapsigargine doit 

inhiber la formation des pics de calcium dans les DFC et les auteurs ont montré que cela 

affecte l’expression de plusieurs gènes essentiels à la symétrie comme lefty 1/2 (Kreiling et 

al., 2008; Schneider et al., 2008). 

3.5.4 Période de segmentation 
Après la mise en place des différents feuillets et l’acquisition de l’architecture globale 

de l’embryon au cours de la gastrulation, les signaux calciques deviennent à nouveau plus 

localisés au cours de la période de segmentation. Ainsi des signaux calciques sont 

principalement observés au niveau du tronc où se forment les somites, dans la partie 

antérieure de l’embryon siège du futur cerveau et dans la partie postérieure où va émerger la 

queue.  

Concernant le tronc de l’embryon différents signaux calciques ont été décrits. Dans un 

premier temps il a été montré que des vagues de calcium lentes (0,07 μm/s) se propagent de la 

région antérieure vers la région postérieure entre 10 et 14 hpf (Figure 37) (Créton et al., 

1998). Cette période correspond à la formation des 10 premières paires de somites suggérant 

que ces vagues de calcium pourraient participer à l’établissement de ces structures. D’autres 

vagues calciques très localisées semblent également se produire dans des groupes de cellules 

mésodermales pré-somitiques juste avant la formation des somites (Figure 37). Ces vagues se 
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propagent le long des cellules sur une longueur correspondant à peu près à la taille d’un 

somite suggérant que ce signal calcique pourrait participer à la détermination de la frontière 

des somites (Brennan et al., 2002). En plus des vagues de calcium, des pics de calcium 

apparaissent également au cours de la somitogénèse. Dans une première étude des pics 

apparaissant de façon aléatoire pour une durée variable de 10 à 140 s (moyenne de 40 s) ont 

été décrits. Ils semblent principalement se former à la frontière médiane ou latérale des 

somites déjà formés (Figure 37) (Leung et al., 2009). Bien qu’aléatoires, ces pics de calcium 

pourraient jouer un rôle dans la constitution des somites. En effet, ces auteurs ont pu inhiber 

l’apparition des pics de calcium dans les somites avec un inhibiteur de l’IP3R ou avec 

l’application localisée d’un chélateur de calcium et ils ont ainsi observé un allongement des 

somites dans l’axe médio-latéral (Leung et al., 2009). Dans une deuxième étude deux autres 

types de pics de calcium ont été décrits (Figure 37) (Freisinger et al., 2010). Les premiers 

apparaissent dans le mésoderme présomitique avant la formation des somites et persistent 

quelques temps entre les somites une fois ceux-ci formés. Les auteurs ont également observé 

l’apparition de pics plus courts (~30 s) dans les somites avec une fréquence d’environ 5 pics 

par heure. Ces derniers semblent par ailleurs contrôlés par la voie Wnt/Ca2+ puisque 

l’invalidation de Wnt5a diminue la fréquence des pics de calcium. Inversement, l’invalidation 

de RGS3, un régulateur négatif des protéines G, augmente considérablement la fréquence des 

pics suggérant un rôle pour cette protéine dans la régulation négative de la voie Wnt/Ca2+ 

(Freisinger et al., 2010). De façon intéressante, l’invalidation de Wnt5a ou de RGS3 provoque 

des défauts de formation des somites suggérant que ces deux protéines sont importantes dans 

la somitogénèse via le contrôle des flux calciques.  

En plus de la somitogénèse, il a récemment été montré que le calcium pourrait également 

intervenir dans l’ébauche du pronéphros puisque l’inhibition de l’IP3R pendant la période de 

segmentation perturbe ce phénomène (Lam et al., 2009).  

Dans la région antérieure de l’embryon on observe une élévation de la concentration de 

calcium au début de la période de segmentation dans la région présomptive du mésencéphale 

et du prosencéphale. Cette élévation devient plus prononcée à 12 hpf et persiste jusqu’à 16 

hpf. Dans la région présomptive du rhombencéphale la concentration calcique est toujours 

plus faible que dans le reste de la région antérieure bien qu’une légère augmentation soit 

visible à 14 hpf, ce qui correspond à la formation de la placode otique (Créton et al., 1998). 

Dans leur ensemble ces observations suggèrent un rôle du calcium dans le développement du 

cerveau mais jusqu’à présent il n’existe pas d’étude établissant clairement ce lien dans le 

poisson zèbre. 
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Dans la région la plus postérieure de l’embryon où va se développer la queue, la 

concentration de calcium augmente progressivement au cours de la segmentation et devient 

importante à 16 hpf quand la queue commence à s’agrandir (Figure 37) suggérant également 

une implication du calcium dans la formation de la queue (Créton et al., 1998). Cependant 

comme pour le cerveau il n’existe pas de preuve directe du lien entre le calcium et 

l’allongement de la queue. 

 

 
Figure 37 : Signalisation calcique lors de la période de gastrulation 

(A) Au début de la segmentation des vagues lentes de calcium se propagent vers le pôle 

postérieur de l’embryon le long de l’axe dorsal. (B) Entre 12 et 16 hpf, des pics de calcium 

apparaissent dans la région antérieure de l’embryon. (C) A partir de 16 hpf, lorsque la queue 

s’allonge des signaux calciques sont générés dans la région postérieure de l’embryon. (D) Au 

cours de la somitogénèse des vagues de calcium apparaissent dans le mésoderme pré-

somitique (1). De plus, des pics de calcium aléatoires sont générés à la frontière des somites 

(2). Une élévation de calcium dans le mésoderme pré-somitique et persistant entre les somites 

néo-formés (3) est également observée. Des pics de calcium sont aussi générés dans les 

somites déjà formés (4).  
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3.6  La machinerie apoptotique au cours du développement 

du poisson zèbre 

Les premiers travaux portant sur l’étude de l’apoptose dans l’embryon de poisson zèbre 

ont rapporté que le traitement des embryons avec du nocodazole (agent dépolymérisant des 

microtubules) n’induit l’apoptose que durant la gastrulation alors qu’il induit simplement un 

arrêt du cycle cellulaire plus précocement. De plus l’apoptose est observé dans l’EVL et la 

DCL mais pas dans le YSL (Ikegami et al., 1997). Le même groupe a ensuite observé une 

cinétique similaire de déclenchement de l’apoptose lors d’un traitement à la camptothécine 

(agent inhibiteur de la Topoisomérase I) (Ikegami et al., 1999). Les auteurs ont ainsi proposé 

que lors de la blastulation l’embryon se tournerait plutôt vers un arrêt de la prolifération des 

cellules endommagées que vers leur apoptose. Ceci semble cohérent avec une étude portant 

sur les gènes exprimés à la MBT montrant que apaf-1, essentiel à la formation de 

l’apoptosome, est un gène zygotique (O’Boyle et al., 2007). Cependant ces résultats sont 

remis en question par une étude récente montrant que la surexpression des orthologues chez le 

poisson zèbre de Bim et dans une moindre mesure de Puma entraine l’activation de la 

caspase-3 dès le stade 4-cellules (Jette et al., 2008). Comme apaf-1 est un gène zygotique, 

ceci suggère que soit la protéine Apaf-1 est transmise maternellement soit qu’il existe avant la 

MBT une voie alternative menant à l’activation des caspases. Une autre étude a montré que la 

quasi-totalité des protéines de la famille Bcl-2 (à l’exception de Bak, Bcl-w, Bfl-1 et Hrk) 

étaient conservées chez le poisson zèbre. Du fait de la duplication du génome observée chez 

les poissons télostéens, plusieurs gènes sont dupliqués chez le poisson zèbre, dont mcl-1, bmf, 

bok et bax (Kratz et al., 2006). Les auteurs ont également montré que la surexpression des 

orthologues des membres anti-apoptotiques protège l’embryon de l’apoptose alors que celle 

des orthologues des pro-apoptotiques a l’effet inverse. De plus l’invalidation des membres 

anti-apoptotiques sensibilise les embryons à la mort cellulaire. Il apparait donc que dans 

l’embryon de poisson zèbre la machinerie apoptotique est conservée et que les protéines de la 

famille Bcl-2 sont bien capables de réguler l’apoptose.  

Au sein de notre groupe nous nous intéressons tout particulièrement au membre anti-

apoptotique Nrz, l’orthologue de Nr-13/Bcl2l10 chez le poisson zèbre caractérisé par Arnaud 

et collaborateurs (Arnaud et al., 2006). Nrz est un gène zygotique qui est exprimé uniquement 

dans le YSL lors de la gastrulation et plus tard dans les somites et le télencéphale lors de la 

période de segmentation. De façon intéressante, l’invalidation de Nrz se traduit par un arrêt de 

l’épibolie suivi d’une constriction de la marge des blastomères. Ceci aboutit au détachement 
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du blastoderme et du vitellus entrainant la mort de l’embryon, ce processus étant indépendant 

de l’activation des caspases (Arnaud et al., 2006). Les embryons qui survivent présentent un 

défaut de formation de la queue et de la tête dû à une apoptose accrue dans ces régions de 

l’embryon. Ainsi, Nrz semble exercer un rôle distinct de celui de régulateur de l’apoptose lors 

de la gastrulation. Cette protéine est donc un excellent candidat pour l’étude des fonctions 

non-apoptotiques des protéines de la famille Bcl-2 dans le développement embryonnaire. 
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Au cours de ma thèse, j’ai étudié l’implication des protéines de la famille Bcl-2 dans le 

développement embryonnaire du poisson zèbre. Comme décrit précédemment ces protéines 

sont les principaux régulateurs de la mort cellulaire programmée apoptotique et l’équilibre 

entre membres pro- et anti-apoptotiques déterminent le sort de la cellule. De plus, il apparait 

que ces protéines sont également capables de contrôler d’autres processus tels que le cycle 

cellulaire ou encore le métabolisme énergétique. Les mécanismes d’action des protéines de la 

famille Bcl-2 dans ces processus non-apoptotiques ne sont cependant pas clairement établis. 

Au sein de notre équipe nous nous intéressons justement aux rôles non-apoptotiques que ces 

protéines peuvent jouer au cours du développement embryonnaire. Ainsi, mes travaux de 

thèse ont consisté à élucider les mécanismes d’actions de deux membres de la famille Bcl-2 

durant l’embryogénèse du poisson zèbre. 

 

La première partie de mon travail a porté sur l’étude de l’orthologue de nr-13 chez le 

poisson zèbre, nrz. Le gène nr-13 a été identifié dans le laboratoire de Gilbert Brun lors du 

criblage d’une banque d’ADNc obtenue à partir de cellules de neurorétines de caille infectées 

par le virus du Sarcome de Rous (RSV) (Gillet et al., 1993). Dans l’un des clones isolés 

(clone 13), Gillet et collaborateurs ont identifié un nouveau gène homologue de bcl-2 et activé 

par v-Src, un oncogène codé par le RSV (Gillet et al., 1995). Ce gène, nommé nr-13 

(neuroretina clone 13) code pour une protéine anti-apoptotique contenant 4 domaines 

d’homologie BH et un domaine transmembranaire C-terminal. Pendant, le développement 

embryonnaire du poulet, Nr-13 est exprimée dans le cœur, les muscles, le tectum optique et la 

bourse de Fabricius. De façon intéressante l’invalidation de nr-13 conduit à une apoptose 

massive dans la bourse de Fabricius confirmant la fonction anti-apoptotique de la protéine Nr-

13 (Lee et al., 1999b). Par la suite, les orthologues humain (Nrh/Bcl2l10) (Aouacheria et al., 

2001), murin (Diva/Boo) (Inohara et al., 1998; Song et al., 1999) et du poisson zèbre (Nrz) 

(Arnaud et al., 2006) ont été caractérisés. Les travaux initiaux conduits par Arnaud et 

collaborateurs ont montré que nrz est exprimé au cours du développement précoce du poisson 

zèbre. Nrz est spécifiquement exprimée dans la couche syncitiale vitelline (YSL) pendant la 

gastrulation puis au cours de la segmentation son expression devient majoritaire dans les 

somites et le télencéphale. L’invalidation de nrz par un morpholino spécifique s’accompagne 

d’ailleurs d’une apoptose massive dans ces deux dernières structures. Cependant, une 

mortalité précoce des embryons est également observée pendant la gastrulation. Ce dernier 

phénotype est indépendant de l’activation des caspases et se caractérise par un arrêt de 
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l’épibolie suivi d’une constriction de la marge des blastomères aboutissant au détachement du 

blastoderme et du vitellus (Figure 38). 

 

  
Figure 38 : Phénotype précoce induit par l’invalidation de nrz  

Pendant l’épibolie, on observe une constriction de la marge des blastomères (indiquée par 

une flèche) aboutissant au détachement du blastoderme et du vitellus (d’après Arnaud et al., 

2006). 

 

Dans cette étude, les auteurs ont observé une augmentation de l’expression de snail1 à la 

marge des embryons invalidés pour nrz. Snail-1 est un facteur de transcription inhibant 

l’adhésion cellulaire par répression de protéines telles que la E-Cadhérine. Ces résultats 

suggèrent qu’une modification de l’adhésion cellule/cellule pourrait être responsable du 

phénotype observé. Cependant, le mécanisme par lequel Nrz pourrait réprimé l’expression de 

Snail n’a pas été décrit. De plus, la perte d’interaction n’explique pas la constriction de la 

marge observée lors de l’invalidation de nrz. Ainsi, une majeure partie de mon projet de thèse 

a consisté à caractériser le mécanisme d’action de Nrz lors de la gastrulation afin de 

comprendre de quelle façon cette protéine peut réguler les mouvements d’épibolie.   

 

Dans une deuxième partie de ma thèse, j’ai participé à la caractérisation d’une nouvelle 

protéine de la famille Bcl-2, Bcl-wav (pour Bcl-2 homolog found in water-living anamniotes 

vertebrates). Cette protéine a été découverte par homologie de structure avec la partie centrale 

des protéines Bcl-2 (hélices 5 et 6). Cette méthode permet l’identification d’homologues 

distants possédant une forte divergence de structure primaire comme Bcl-wav qui ne possède 

que 17% d’homologie avec Bcl-2. Le gène bclwav est retrouvé uniquement chez les poissons 

osseux et les anoures et bien que des ESTs (Expression Sequence Tag) étaient déjà décrites 

notamment chez le saumon ou le xénope, la fonction de Bcl-wav restait à déterminer. Ainsi, 

au cours de ma thèse j’ai aidé à caractériser la fonction et le mécanisme d’action de Bcl-wav 

au cours du développement précoce du poisson zèbre. 
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1 RÉSUMÉ ARTICLE N°1 

Dans cette première étude nous nous sommes attachés à caractériser le phénotype induit 

par l’invalidation de nrz lors de la gastrulation. Le gène nrz est exprimé spécifiquement au 

niveau de la couche syncytiale vitelline (YSL) aux stades précoces du développement. Ici 

nous avons montré que dans cette région particulière de l’embryon on trouve un réseau dense 

de mitochondries et de membranes du RE où Nrz se localise grâce à son domaine hydrophobe 

C-terminal. Comme décrit précédemment l’invalidation de nrz induit un phénotype précoce 

létal, caractérisé par une constriction précoce de la marge, le détachement des blastomères du 

sac vitellin et la mort de l’embryon.  

Dans cette étude nous avons également observé lors de l’invalidation de nrz une perte du 

potentiel transmembranaire des mitochondries du YSL ainsi qu’un relargage de cytochrome c 

depuis ces mitochondries. Ces altérations mitochondriales sont caractéristiques de l’apoptose. 

Cependant, nos résultats suggèrent fortement que ce phénotype est indépendant des caspases 

car ni l’inhibiteur pan-caspases, z-VAD, ni la surexpression d’un inhibiteur spécifique de la 

caspase 3, p35, ne sont capables d’inhiber ce phénotype. De plus, un mutant de Nrz adressé 

spécifiquement à la mitochondrie (NrzMaoB) est capable de prévenir les dysfonctionnements 

mitochondriaux sans pour autant empêcher la mort de l’embryon suggérant que ces altérations  

ne sont pas la cause du phénotype induit par l’invalidation de nrz. Cependant, un mutant de 

Nrz adressé au RE (NrzCytB5) inhibe également le relargage du cytochrome c et la chute du 

potentiel transmembranaire de la mitochondrie mais surtout bloque la constriction précoce de 

la marge et la mort de l’embryon. Ces résultats suggèrent que les altérations mitochondriales 

sont une conséquence d’un signal en amont provenant du réticulum endoplasmique et que la 

localisation de Nrz dns ce compartiment est indispensable pour sa fonction au cours du 

développement précoce du poisson zèbre.  

De façon intéressante, nous avons pu montrer que l’invalidation de nrz entraîne une 

augmentation massive de la concentration de calcium intracellulaire principalement au niveau 

de la marge des blastomères. Seul le mutant NrzCytB5 est capable de prévenir ce phénomène 

suggérant que Nrz est capable de réguler la sortie de calcium depuis le RE. Par des 

expériences de co-immunoprécipitation nous avons montré que Nrz est capable de se lier à 

l’IP3R1. Cette interaction dépend du domaine BH4 de Nrz et diminue la quantité de calcium 

libérer par le canal. Ainsi le mutant ∆BH4NrzCytB5 tronqué de son domaine BH4 se révèle 

incapable d’inhiber l’augmentation du calcium intracellulaire et la constriction de la marge 
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induites par l’invalidation de nrz suggérant que l’interaction de Nrz avec l’IP3R est cruciale 

pour la régulation des flux calciques dans le YSL. 

Au cours du développement embryonnaire normal, un anneau d’actine-myosine se forme à la 

marge des blastomères de façon dépendante du calcium et de la phosphorylation de MLC2 

(Cheng et al., 2004; Köppen et al., 2006). Dans les embryons invalidés pour nrz, cet anneau 

apparaît précocement et de façon remarquable, nos résultats montrent que MLC2 est 

hyperphosphorylée dans ces embryons. Par une approche pharmacologique, nous avons 

montré que la kinase MLCK était responsable de cette phosphorylation. Par ailleurs, le 

traitement des embryons nrzMO avec un antagoniste de la Calmoduline (W13) inhibe la 

constriction précoce de la marge, suggérant que l’activation de MLCK par la Calmoduline est 

responsable de la formation précoce de l’anneau. Ainsi, l’invalidation de nrz en induisant une 

augmentation de la concentration de calcium cytosolique provoquerait la formation précoce 

de l’anneau d’actine-myosine qui en se contractant aboutirait à détacher les blastomères du 

vitellus. 

En conclusion, nos résultats ont permis d’établir que Nrz joue un rôle primordial dans 

l’épibolie via le contrôle de la signalisation calcique et de la dynamique du cytosquelette au 

cours du développement embryonnaire précoce du poisson zèbre. 
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2 RÉSUMÉ ARTICLE N°2 

Dans cette seconde étude, nous nous sommes intéressés au mécanisme de régulation de 

l’IP3R par Nrz ainsi qu’à la contribution de l’interaction entre ces deux protéines dans 

l’épibolie. Dans un premier temps nous avons caractérisé les domaines de Nrz impliqués dans 

la régulation du canal calcique afin de mieux comprendre son mode d’action. En effet, alors 

que le domaine BH4 de Bcl-2 est suffisant pour réduire la sortie de calcium par l’IP3R celui 

de Bcl-xL n’a aucun effet sur l’activité du canal (Monaco et al., 2012b). Ici, nous avons 

démontré que le domaine BH4 de Nrz n’est pas suffisant pour exercer un effet répresseur sur 

la sortie de calcium du RE. Les domaines BH4, BH3 et BH1 sont en fait requis pour l’activité 

de Nrz au RE. De façon intéressante un mutant de Nrz ne contenant que ces domaines est bien 

capable de diminuer la quantité de calcium relargué par l’IP3R mais il perd en revanche sa 

capacité à inhiber l’apoptose induite par Bax suggérant que ces deux fonctions de Nrz sont 

distinctes. De plus, nous avons montré que contrairement aux autres membres de la famille 

Bcl-2, Nrz interagit avec le domaine de liaison de l’IP3 et semble exercer son activité sur le 

récepteur en diminuant la fixation du ligand. Nous avons pu identifier un résidu dans le 

domaine de liaison essentiel pour l’interaction avec Nrz et le domaine BH4 de Nrz possède un 

résidu cystéine conservé parmi ses orthologues qui pourrait expliquer ce profil d’interaction.  

Par la suite nous nous sommes interrogés sur une possible régulation de l’interaction 

Nrz/IP3R. En effet, des vagues de calcium étant générées dans le YSL au cours de l’épibolie 

nous avons émis l’hypothèse qu’une modulation de l’interaction entre ces deux protéines 

pourrait participer à la formation de ces vagues. De façon intéressante, nous avons montré que 

Nrz est phosphorylé au début de l’épibolie. Par analogie avec Bcl-2, nous avons identifié trois 

sites potentiels de phosphorylation dans la boucle non structurée entre les domaines BH4 et 

BH3 de Nrz. La mutation de ces résidus révèle qu’une forme phospho-mimétique de Nrz perd 

sa capacité à interagir avec l’IP3R. Ces résultats suggèrent donc qu’au cours de l’épibolie Nrz 

pourrait être phosphorylée afin de permettre la génération de vagues de calcium dans le YSL.  

Nous avons donc étudié l’impact de la phosphorylation de Nrz sur la signalisation calcique 

lors de l’épibolie. Nous avons observé dans des embryons contrôles ou exprimant la forme 

sauvage de Nrz, au début de l’épibolie l’apparition de vagues cycliques de calcium dans l’e-

YSL. De façon remarquable, l’expression d’une forme non-phosphorylable de Nrz (NrzAAA) 

abolit la formation des vagues de calcium dans l’embryon. L’expression de NrzAAA 

s’accompagne par ailleurs d’un retard d’épibolie pouvant entrainer la mort précoce des 
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embryons. Ce phénotype sévère se traduit par un détachement des blastomères et du vitellus. 

À l’inverse de l’invalidation de nrz, où ce détachement est provoqué par une constriction de la 

marge, ce phénotype semble plutôt provenir d’un « relâchement » de la marge. Nous avons 

par ailleurs pu montrer que dans les embryons exprimant la forme non-phosphorylable de Nrz 

la formation de l’anneau d’actine à la marge de l’EVL est perturbée. Ainsi, nos résultats 

suggèrent que lors des premières étapes de l’épibolie, la phosphorylation de Nrz pourrait être 

requise pour permettre la génération de vagues de calcium participant au recrutement de 

l’actine à la marge de l’EVL afin d’assurer la formation de l’anneau d’actine-myosine 

nécessaire aux  mouvements d’épibolie.  
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Abstract: Members of the Bcl-2 family are key regulators of outer mitochondrial membrane 

permeabilization. However, they can also localize at the endoplasmic reticulum, where they 

control calcium homeostasis by interacting with Ca2+ channel such as inositol 1,4,5-

trisphosphate receptors (IP3R). In this study, we characterized the molecular mechanism 

underlying the control of IP3R1 permeability by the zebrafish Bcl-2 homolog Nrz. We show 

for the first time that a Bcl-2 family member can interfere with the binding of IP3 on its 

receptor by interacting with the domain involved in ligand fixation. Moreover, we 

demonstrate that Nrz phosphorylation abrogates its interaction with IP3R1. This post-

translational modification of Nrz enables the generation of cyclic calcium transients during 

the first phase of epiboly, which induces actin polymerization. Thus, beyond their role in 

apoptosis, Bcl-2 family members appear to participate in other major cellular processes, such 

as cytoskeleton remodeling, by tightly regulating calcium signaling. 
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Introduction 
The Bcl-2 family proteins are among the main regulators of apoptosis. They control 

outer mitochondrial membrane permeabilization, which leads to caspase activation and 

subsequent death (1). In addition to their role in mitochondria, Bcl-2 proteins are found at the 

endoplasmic reticulum (ER), where they participate in Ca2+ homeostasis regulation. In 

particular, some of the anti-apoptotic subgroup members of the Bcl-2 family have been shown 

to interact with the ER-resident Ca2+ channel, the inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) receptor 

(IP3R). IP3R is activated upon the binding of its ligand, IP3, resulting in an increase in the 

cytosolic Ca2+ concentration via a mechanism called IP3-induced Ca2+ release (IICR). IP3R 

is composed of five domains (2). The suppressor domain (SD) and the IP3-binding domain 

(IP3BD) are implicated in the binding of the ligand. The central modulatory and transducing 

domain (MTD) binds several molecules that regulate IP3R activity but is also involved in 

signal transduction from the ligand-binding domain to the channel-forming domain (CFD). 

Finally, the coupling domain (CD) is implicated in IP3R tetramerization. Bcl-2 family 

proteins have been shown to interact with either the MTD or the CD, with different regulatory 

mechanisms and effects on IICR (3). 

Ca2+ release through IP3R meditates numerous cellular and physiological processes, 

such as cell proliferation, differentiation, apoptosis, fertilization, and embryonic development 

(4). In particular, in the zebrafish embryo, Ca2+ signaling plays a key role in the early stages 

of embryonic development (5). During this period, the blastomeres that are in contact with the 

yolk release their content in the yolk cell, forming the yolk syncytial layer (YSL). At this 

stage, the embryo comprises the YSL, enveloping layer (EVL), and deep cell layer (DCL). 

Prior to gastrulation, the blastomeres begin to migrate from the animal pole to the vegetal pole 

in a process known as epiboly. In the YSL, IP3R-dependent Ca2+ signaling occurs at the 

onset of epiboly (6) and again once the EVL has passed the equator of the embryo (7). This 

latter Ca2+ signal is likely correlated with the contraction of an actin-myosin ring at the EVL 

margin which is required for proper epiboly progression (8). 

We recently demonstrated that the anti-apoptotic protein Nrz (the zebrafish ortholog of 

Nrh/Bcl2l10) plays a crucial role in epiboly progression (9). Nrz function during epiboly 

relies on its ER localization in the YSL, where it interacts with IP3R1 and decreases IICR. 

Thus, during epiboly, nrz inactivation induces a dramatic Ca2+ increase at the blastoderm 

margin, which leads to premature contraction of the actin-myosin ring via activation of the 

Calmodulin/MLCK (Myosin Light Chain Kinase) pathway (10). 
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In the present study, we investigated the role of Nrz in the generation of the Ca2+ waves 

observed in the YSL during epiboly. We describe the mechanism by which Nrz regulates 

IICR and demonstrate, for the first time, that a member of the Bcl-2 family can interact with 

the IP3-binding domain of IP3R1 and disrupt the binding between IP3 and its receptor. We 

further demonstrate that this interaction is regulated by Nrz phosphorylation, which is 

required for the generation of Ca2+ waves and the formation of the actin ring during epiboly. 

Results 

 
The BH4-BH1 region of Nrz is required to regulate IP3-induced Ca2+ release 

We previously demonstrated that Nrz interacts with IP3R1 via its N-terminal Bcl-2 

homology (BH)4 domain (10). Other members of the Bcl-2 family have also been reported to 

interact with IP3R via their BH4 domains. However, while the BH4 domain of Bcl-2 is 

sufficient to exert an inhibitory effect on IICR, the BH4 domain of Bcl-xL is not (11). To 

study the effect of the BH4 domain of Nrz on IICR, we fused the BH4 domain with the ER-

targeting sequence of cytochrome b5 (NrzBH4Cb5) (Figure 1A). Coimmunoprecipitation 

experiments demonstrated that the BH4 domain alone was sufficient to interact with IP3R1 

(Figure 1B).We then focused on the functional effect of the BH4 domain in vivo by 

examining its ability to prevent the phenotype induced by the injection of an antisense 

morpholino against nrz (nrzMO) (Figure 1C). In contrast to the full-length protein, 

NrzBH4Cb5 was not able to prevent the phenotype induced by nrz inactivation (Figure 1D), 

suggesting that the BH4 domain of Nrz alone cannot reduce IICR. This was confirmed in 

HeLa cells, in which the expression of NrzBH4Cb5 had no effect on Ca2+ release induced by 

histamine, in contrast to NrzCb5 (Figure 1E & F). 

Because the BH4 domain was not sufficient to decrease IICR, we sought to identify 

the region of Nrz involved in this function by generating a series of C-terminal deletion 

mutants. Each mutant was designed to contain the BH4 domain, which is required for the 

interaction with IP3R1, and a number of -helices (Figure 1A). The BH1 domain appears to 

be crucial for IICR regulation because all the mutants containing this domain efficiently 

prevented the phenotype induced by nrzMO injection (Figure 1G). By contrast, Nrz1-67Cb5, 

which lacks the BH1 domain, did not counteract the effect of nrzMO (Figure 1G). To confirm 

the role of the BH1 domain in IICR regulation, we tested the ability of Nrz1-67Cb5 and Nrz1-

94Cb5 to decrease ER Ca2+ release in HeLa cells. The latter significantly reduced IICR, 

whereas Nrz1-67Cb5 had no effect (Figure 1H & I), indicating that the BH1 domain is 

required for the effect of Nrz on Ca2+ fluxes at the ER. These results also suggest that the role 
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of Nrz in ER Ca2+ signaling may be distinct from its anti-apoptotic function. Indeed, Nrz1-94 

does not contain the hydrophobic cleft required for the interaction with pro-apoptotic 

members. Thus, it was unable to interact with Bax (Figure S1A) and failed to prevent caspase 

activation following Bax overexpression, as shown by PARP cleavage (Figure S1B). 

Similarly, the mutation of a glycine residue in the BH1 domain is known to abolish the 

interaction of Bcl-2 with Bax (12). This mutation in Nrz efficiently abrogated the interaction 

with Bax (Figure S1A) and the anti-apoptotic effect of Nrz (Figure S1B) without affecting its 

function on IICR (Figure S1C & D). Thus, Nrz appears to regulate Ca2+ release from the ER 

independently from its interaction with Bax and its anti-apoptotic function. 

 

Nrz interacts with the IP3-binding domain of zIP3R1 and reduces IP3 binding with its receptor 

Several anti-apoptotic Bcl-2 family proteins have been reported to interact with IP3R, 

but no consensus exists regarding their binding site. We cloned all of the cytosolic domains of 

zebrafish IP3R1 (zIP3R1) to further identify the domain with which Nrz interacts (Figure 2A). 

Surprisingly, immunoprecipitation of the zIP3R1 domains revealed that Nrz appears to 

interact with IP3BD of zIP3R1 (Figure2B). To confirm this result, we performed 

immunoprecipitation analysis of Nrz. The interaction between Nrz and IP3BD was also 

detected in this experiment, while the Nrz protein BH4 domain deletion mutant (Nrz BH4) 

was unable to interact with IP3BD (Figure 2C). As we previously demonstrated that Nrz BH4 

is unable to interact with IP3R1, this result strongly suggests that the interaction between Nrz 

and IP3BD is specific. 

Because Nrz interacts with IP3BD, it is very likely that it could modify the binding of 

the ligand on IP3R1. To test this hypothesis, we used the IRIS (IP3R-based IP3 sensor) 

construct, which contains the IP3BD flanked by the fluorescent proteins Venus and ECFP. 

Because IP3 binding induces a conformational change in IP3BD, the fluorescent resonance 

energy transfer (FRET) between ECFP and Venus is decreased upon IP3 binding to IP3BD 

(13). Because IRIS is cytosolic (13), we deleted the transmembrane domains of all forms of 

Nrz that were used to ensure the interaction between the two proteins. The cells were 

stimulated with 5 μM histamine, and the ratio of ECFP and Venus fluorescence was 

calculated. Interestingly, Nrz and Nrz1-94 significantly decreased the change in the FRET 

signal that was induced by histamine treatment. By contrast, the Nrz BH4 domain deletion 

mutant and the BH4 domain alone had no effect (Figure 2D and E). These results strongly 

suggest that Nrz exerts its activity on IP3R1 by decreasing the binding of IP3 to its receptor. 
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A series of point mutations in IP3BD of the mouse IP3R1 isoform have been reported 

to abolish the binding of not only IP3 but also IRBIT (IP3R binding protein released with 

inositol 1,4,5-trisphosphate), which is the only protein known to bind to IP3BD (14,15). 

Because all of these residues are conserved in zIP3R1, we generated mutants of IP3BD to 

determine whether Nrz shares the same binding site as IP3. Surprisingly, all of the mutants 

retained the ability to interact with Nrz (Figure 2F), suggesting that Nrz does not act as IRBIT 

by competing with IP3 for its binding site (15). 

To further investigate the effect of Nrz on IP3 binding, we performed a docking 

experiment between IP3BD and the BH4 domain of Nrz (Figure 2G). An analysis of the 

docking solutions permitted the identification of three residues within IP3BD that could be 

involved in the interaction with Nrz: Glu255, Glu410, and Tyr576. We then mutated these 

amino acids. The Glu255 residue appears to be involved in the interaction with Nrz because 

its mutation to alanine strongly decreased the interaction (Figure 2H). The docking model 

suggested that the interaction with Glu255 depends on the Cys20 residue of Nrz. Remarkably, 

this residue is highly conserved in Nrz orthologs (Figure S2), suggesting that this interaction 

with IP3BD could be a common feature of these proteins. 

 

Nrz phosphorylation modifies its interaction with IP3R1 

During epiboly, IP3R-dependent Ca2+ waves occur in a cyclic manner in the YSL (6), 

where Nrz is expressed. However, during this developmental stage, the amount of Nrz 

increases constantly without any cyclic variation (10). Therefore, given the action of Nrz on 

IP3R, it is likely that Nrz activity needs to be regulated to permit the generation of these Ca2+ 

waves. The phosphorylation of Bcl-2 on one threonine and two serine residues in the loop 

between its BH4 and BH3 domains has been shown to regulate Ca2+ release from the ER (16). 

We investigated whether such phosphorylation occurs on Nrz and whether its phosphorylation 

could also affect its activity at the ER. 

As shown in Figure 3A, Nrz is phosphorylated on serine residues in vivo as soon as 

30% epiboly is reached. Interestingly, Nrz harbors one threonine (T26) and two serine (S29 

and S31) residues in the loop between its BH4 and BH3 domains. We then generated 

phosphomimetic (NrzDDD) and non-phosphorylatable (NrzAAA) mutants of Nrz by mutating 

these residues to aspartate and alanine, respectively. Interestingly, we observed that 

NrzDDDCb5 completely lost its ability to protect the embryo from nrz inactivation, whereas 

the non-phosphorylatable mutant NrzAAACb5 retained this function (Figure 3B). Similarly, 

in HeLa cells, NrzDDDCb5 did not reduce IICR compared to the control, whereas 
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NrzAAACb5 significantly decreased ER Ca2+ release (Figure 3C & D). These results suggest 

that Nrz phosphorylation could modify its activity at the ER. 

To further understand how the phosphorylation of Nrz regulates its activity at the ER, 

we investigated whether this modification affects the Nrz/IP3R1 interaction. Remarkably, 

NrzDDD lost its ability to interact with IP3BD, while NrzAAA remained bound to IP3BD 

(Figure3E), which explains the activity loss of the phosphomimetic mutant. Finally, we 

generated single and double mutants to identify the residues that are critical for this 

regulation. Ser31 appears to be a key residue because its mutation to aspartate greatly reduced 

the interaction with IP3BD, while other single mutations did not have an effect on the 

interaction (Figure 3F). Interestingly, mutation of serine 29 and 31 completely disrupted the 

interaction with IP3BD, suggesting that Nrz could be phosphorylated on these two residues to 

modulate its interaction with IP3R1. 

 

Phosphorylation of Nrz is implicated in Ca2+ signaling during epiboly 

Because Nrz is phosphorylated in zebrafish embryos, we studied the significance of 

this modification in vivo. At the onset of epiboly, Ca2+ waves are generated in the external 

YSL (6). This developmental stage corresponds to the phosphorylation of Nrz; therefore, we 

investigated whether Nrz phosphorylation plays a role in the generation of Ca2+ waves. 

Embryos were injected at the 128-cells stage with the Ca2+ reporting dye, CalciumGreen-1 

Dextran, to observe Ca2+ signaling, specifically in the YSL (Figure 4A). From 30% epiboly, 

we observed that in wild type embryos, cyclic Ca2+ transients occurred within a period of 

approximately 8 min (Figure 4A & B and Movie S1). Remarkably, the re-expression of Nrz at 

the ER (NrzCb5) did not modify the frequency of these Ca2+ transients, although the 

amplitude was slightly reduced (Figure 4A & B and Movie S2). However, the re-expression 

of the non-phosphorylatable form of Nrz (NrzAAACb5) abolished cyclic Ca2+ transients in 

the YSL, although few [Ca2+] variations remained visible (Figure 4A & B and Movie S3). 

Taken together, these results indicate a role of Nrz phosphorylation in the generation of Ca2+ 

waves at the beginning of epiboly. 

The inhibition of Ca2+ transients by NrzAAACb5 caused a loosening of the 

blastomeres from the yolk between 30 and 50% epiboly, inducing embryonic death due to cell 

detachment in the most severe case (Figure 4C). However, only 20% of the embryos with this 

phenotype died (Figure 4D), while the other embryos underwent epiboly, although the process 

was significantly delayed (Figure 4E). During gastrulation, an actin-myosin ring forms at the 

margin of the EVL between 30-40% epiboly, and this ring is required for EVL epiboly 
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progression (8). Given the phenotype that was observed in the embryos, we examined the 

status of the actin ring. Interestingly, in embryos expressing NrzAAACb5, the actin ring was 

significantly reduced compared to embryos expressing NrzCb5 (Figure 4F), suggesting that 

by controlling Ca2+ waves, Nrz could act on actin ring formation at the beginning of epiboly. 

Discussion 

 
Our results reveal a new regulatory mechanism of IP3R. Thus far, two mechanisms of 

action have been described for the regulation of IP3R-dependent Ca2+ signaling by Bcl-2 

proteins. In one study, Bcl-2 was shown to inhibit apoptosis by reducing Ca2+ release via an 

interaction with the MTD (17). In another study, Bcl-xL was proposed to promote cell 

survival by sensitizing IP3R to low IP3 concentrations via an interaction with the CD (18). 

These differential activities of Bcl-2 proteins on IP3R appear to be determined by key residues 

in their BH4 domains, which could be involved in their interactions with the receptor (19). 

Interestingly, human and mouse Nrz orthologs, in which Cys20 is conserved, are highly 

expressed in oocytes (20,21). Ca2+ oscillations naturally occur during oocyte maturation, and 

at fertilization, spermatozoid entry induces Ca2+ oscillations due to IP3R opening (22). Nrz 

orthologs could then be regulated during these processes by a mechanism similar to the one 

observed during zebrafish gastrulation to allow the generation of Ca2+ oscillation in oocytes. 

Thus, the interaction with IP3BD could permit a finer tuning of Ca2+ signals, which could be 

important for the regulation of processes that are distinct from apoptosis. 

Moreover, although Nrz interacts with IP3BD, it does not appear to act in the same 

manner as IRBIT, which is the only protein that has been reported to bind to IP3BD. The fact 

that Nrz required at least its BH4 - BH1 domains to regulate IICR suggests two hypotheses 

regarding its mechanism of action. The first hypothesis is that Nrz could create a hindrance 

that modifies the accessibility of IP3 to its binding site. The second hypothesis is that Nrz 

could perturb the conformational change in IP3BD. This could be mediated by an interaction 

of the BH1 domain of Nrz with IP3R, thus stabilizing the conformational state of IP3BD. 

However, the inability of the Nrz BH4 domain deletion mutant to interact with IP3BD or IP3R 

(10) indicates that this second hypothesis is likely false. 

Nrz phosphorylation is likely essential for Ca2+ wave generation at the beginning of 

epiboly, and based on our results, we hypothesize that these Ca2+ signals participate in actin 

ring formation. Indeed, Ca2+ oscillations occur between 30 and 50% of epiboly, which 

corresponds to the time when the actin-myosin ring is formed (8,23). Moreover, during 

myofibrillogenesis, actin and myosin assembly are regulated by Ca2+ transients of several 
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minutes in duration (24,25). Because the actin at the margin of the EVL is associated with 

myosin-II (26), it can be speculated that the cyclic Ca2+ waves occurring with an 8 min 

frequency in the YSL could induce actin polymerization and myosin assembly at the margin 

of the EVL. We can also assume that in the most severe phenotype, NrzAAA could reduce 

Ca2+ signaling in the YSL, resulting in the absence of the actin-myosin ring and rendering the 

embryos unable to perform epiboly. 

Our results therefore emphasize the crucial role of Bcl-2 family proteins in non-

apoptotic functions and suggest that during embryonic development the primary function of 

Bcl-2 proteins may the control of calcium homeostasis rather than apoptosis regulation. 

Consistently, we recently demonstrated that Bcl-wav, a newly characterized Bcl-2 family 

member, is essential for convergence and extension movement during zebrafish gastrulation, 

in which it regulates actin protrusion formation via its role in mitochondrial Ca2+ uptake (27). 

Taken together, these studies highlight the key role of Bcl-2 proteins as Ca2+ homeostasis 

regulators in numerous cellular processes, changing the paradigm of Bcl-2 family’s action 

range. 

Materials and Methods 

 
Intracellular calcium measurements. 

HeLa cells cultured in NuncTM LabTek® chambered coverglass were incubated with 5 μM 

FluoForteTM in a Ca2+-free balanced salt solution (BBS) for 1 h at 37°C. Fluorescence values 

were collected using a Zeiss LSM 780 confocal microscope. After 10 s of measurement, 5 μM 

histamine in Ca2+-free BBS was injected. 

IRIS FRET measurement. 

HeLa cells cultured in NuncTM LabTek® chambered coverglass were co-transfected with 

pcDNA3.1-IRIS and pCS2+ encoding the different Nrz mutants (nmole ratio = 1:3). Before 

imaging, the medium was replaced with a balanced salt solution (BBS). FRET was measured 

with a Zeiss LSM 780 confocal microscope by excitation at 405 nm. ECFP and Venus 

fluorescence were detected at 450-510 nm and 525-565 nm, respectively. After 10 s of 

measurement, 5 μM histamine in BBS was injected. Changes in the FRET signal were 

calculated by the FECFP/FVenus ratio (R). 

Docking model. 

The Nrz protein structure was obtained by running the Nrz amino-acid sequence on the Phyre2 

homology modeling server. The Nrz BH4 domain structure was extracted, and a docking 
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experiment was performed against the IP3R1 Binding Domain crystal structure (pdb: 1N4K) 

using the PatchDock server. Images were acquired using UCSF Chimera software. 

YSL ER isolation. 

ER isolation was performed as described previously (Popgeorgiev et al., 2011). The 100,000 x 

g pellet was re-suspended in TNE buffer containing a cocktail of phosphatase inhibitors and 

was used for anti-FLAG immunoprecipitation. 

In vivo calcium imaging. 

Embryos injected with 250 μM CalciumGreen-1 Dextran were dechorionated and mounted in 

low melting point 0.7% agarose in E3 medium on the stage of a Zeiss LSM 780 microscope 

and incubated at 28.5°C. Stacks of 4 μm were acquired, and the sum of the first three stacks 

was utilized to visualize [Ca2+] variation in the external YSL.  

Statistical Analysis. 

Error bars displayed on graphs represent the mean ± SD of at least three independent 

experiments. Statistical significance was analyzed by Student’s t-test; p < 0.001 was 

considered significant. 

Supplementary Materials 

 
Supplementary Materials and Methods 

Figure S1: Nrz regulates IICR independently of its anti-apoptotic function 

Figure S2: Sequence alignment of BH4 domains of Nrz orthologs. 

Movie S1: [Ca2+] variation in the YSL of WT embryo. 

Movie S2: [Ca2+] variation in the YSL of NrzCb5-expressing embryo. 

Movie S3: [Ca2+] variation in the YSL of NrzAAACb5-expressing embryo. 
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Figure 1. Nrz requires its BH4-BH1 encompassed region to regulate IICR. A, Schematic 

drawing of the full-length Nrz protein and the C-terminal deletion mutants. -helices and BH 

domains are shown. B, Lysates from HeLa cells expressing the indicated protein were 

subjected to immunoprecipitation (IP) against endogenous IP3R1. C, Phenotype induced by 

the injection of a morpholino against nrz (nrzMO) in one-cell-stage embryos. D, Percent of 

phenotype at 8 h post-injection (hpi) of embryos that were injected with nrzMO alone or in 

combination with the indicated mRNA. Results are shown as the mean ± SD of at least three 

independent experiments. E, Representative response of HeLa cells expressing the indicated 

proteins. Cells loaded with the calcium-sensitive dye FluoForte were stimulated with 5 μM 

histamine. F, Quantification of the histamine-induced Ca2+ peak. Results are shown as the 

mean ± SD of at least five independent experiments. *, p < 0.001 (Student’s t-test). G, Percent 

of phenotype at 8 hpi of embryos that were injected with nrzMO alone or in combination with 

the indicated mRNA. Results are shown as the mean ± SD of at least three independent 

experiments. H, Representative response of HeLa cells transiently expressing Nrz1-67Cb5 or 

Nrz1-94Cb5 or transfected with empty vector and stimulated with 5 μM histamine at the 

indicated time. I, Quantification of the histamine-induced Ca2+ peak. Results are shown as the 

mean ± SD of at least five independent experiments. *, p < 0.001(Student’s t-test).  
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Figure 2. Nrz interacts with the IP3 binding domain of zIP3R1 to modify IP3 binding. A, 

Schematic drawing of the zIP3R1 primary structure. SD: Suppressor domain, IP3BD: IP3 

binding domain, MTD: Modulatory and transducing domain, CFP: Channel forming domain, 

CD: Coupling domain. B, Lysates from HeLa cells expressing the indicated proteins were 

subjected to anti-HA IP. The bands corresponding to zIP3R1 domains are indicated by an 

arrow. C, Lysates from HeLa cells expressing the indicated proteins were subjected to anti-

FLAG IP. D, Representative curve of the FRET signal change of IRIS in HeLa cells 

stimulated with 5 μM histamine and expressing the indicated proteins. The FRET signal was 

calculated as the ratio of fluorescence emission of ECFP to the fluorescence emission of 

Venus (R) with excitation at 405 nm. E, Quantification of the FRET signal change induced by 

histamine stimulation. The results are shown as the mean ± SD of at least three independent 

experiments. **, p < 0.0001 (Student’s t-test). F, Lysates from HeLa cells expressing Flag-

NrzCb5 and different IP3BD mutants were subjected to anti-FLAG IP. G, Docking model of 

the BH4 domain of Nrz on IP3BD. The crystal structure of IP3BD (PDB: 1n4k) was used, and 

the BH4 domain was modeled by multi-template homology with Phyre². Docking was 

performed using the PatchDock server. The dashed line red circle represents the IP3 binding 

site. H, Lysates from HeLa cells expressing Flag-NrzCb5 and different IP3BD mutants were 

subjected to anti-FLAG IP.  
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Figure 3. Nrz phosphorylation abolishes its binding to IP3R1. A, ER isolated at the 

indicated stages from the YSL of embryos injected with mRNA encoding FLAG-NrzCb5 

were subjected to anti-FLAG IP. IP samples were then analyzed by western blotting with an 

anti-phosphoserine antibody and an anti-FLAG antibody after stripping. B, Percent of 

phenotype at 8 hpi of embryos injected with nrzMO alone or in combination with the 

indicated mRNA. Results are shown as the mean ± SD of at least three independent 

experiments. C, Representative response of HeLa cells transiently expressing the indicated 

proteins and stimulated with 5 μM histamine. D, Quantification of the histamine-induced Ca2+ 

peak. Results are shown as the mean ± SD of at least five independent experiments. *, p < 

0.001 (Student’s t-test). E, Lysates from HeLa cells expressing the indicated proteins were 

subjected to anti-FLAG IP. F, Lysates from HeLa cells expressing the indicated proteins were 

subjected to anti-HA tag IP. 
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Figure 4. Nrz phosphorylation is required for cyclic Ca2+ waves and actin ring 

formation. A, [Ca2+] variation within the external-YSL of WT embryos or embryos injected 

with nrzMO and mRNA encoding NrzCb5 or NrzAAACb5. Embryos were injected at the 

128-cell stage with the Ca2+-reporting dye CalciumGreen-1 Dextran. Scale bar, 20 μm. B, 

Representative graphs of [Ca2+] variation within the external YSL of WT embryos or embryos 

injected with nrzMO and mRNA encoding NrzCb5 or NrzAAACb5. Graphs are 

representative of five embryos that were analyzed per condition. C, Bright field images of 

embryos injected with nrzMO and mRNA coding for NrzCb5 or NrzAAACb5 at 50% 

epiboly. D, Quantification of the severe phenotype induced by NrzAAACb5 expression. 

Results are shown as the mean ± SD of three independent experiments. E, Measurement of 

epiboly progression at 8 h post-fertilization (hpf). Results are shown as the mean ± SD of 

three independent experiments. *, p < 0.001 (Student’s t-test). F, F-actin staining of embryos 

that were injected with nrzMO and mRNA encoding NrzCb5 or NrzAAACb5 at the shield 

stage. 
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Supplementary Materials 
 

Supplementary Materials and Methods 

Figure S1: Nrz regulates IICR independently of its anti-apoptotic function 

Figure S2: Sequence alignment of BH4 domains of Nrz orthologs. 

Movie S1: [Ca2+] variation in the YSL of WT embryo. 

Movie S2: [Ca2+] variation in the YSL of NrzCb5-expressing embryo. 

Movie S3: [Ca2+] variation in the YSL of NrzAAACb5-expressing embryo. 
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Supplementary Materials and methods 

 

Immunoprecipitation.  

For endogenous IP3R and Bax coimmunoprecipitation experiments, 6x106 HeLa cells were 

transfected with indicated vectors. After 24h, cells were lysed in TNE buffer (10 mM Tris-

HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 7,4), 1 mM  glycerophosphate, 1 mM orthovanadate, 

0.1 mM sodium pyrophosphate containing protease inhibitors). Extracts were precleared with 

protein G-Sepharose beads for 1h at 4°C and then incubated with 5μg of anti-IP3R or anti-

Bax primary antibody overnight. Extracts were then incubated with protein G-Sepharose 

beads for 2h. Immunoprecipitated fractions were washed three times with TNE and analyzed 

by immunoblotting. For HA and FLAG immunoprecipitation 1x106 HeLa cells were 

transfected with the indicated vector. 1μg of primary rabbit anti-HA or rabbit anti-FLAG was 

used. 

 

Morpholinos, reagents and antibodies 

Nrz morpholino (nrzMO) was designed according to the manufacturer’s recommendations 

Gene Tools, LLC, with the following sequence: 5’ CATTTTCCTCCCAGCGATGTCAGAC. 

In vitro mRNA transcription kit SP6 mMESSAGE mMACHINE was purchased from 

Ambion. FluoForteTM was purchased from Enzo Life Sciences. CalciumGreenTM-1 Dextran 

and Rhodamine phalloidin were from Invitrogen. Histamine was purchased from Sigma-

Aldrich. 

Rabbit anti-IP3 Receptor I antibody was from Thermo Scientific. Rabbit and mouse anti-

FLAG antibodies were from Sigma-Aldrich. Rabbit anti-HA and rabbit anti-PARP antibodies 

were from Abcam. Mouse anti-HA antibody was from Covance. Mouse anti-Vinculin 

antibody was from Santa Cruz Biotechnology. Rabbit anti-Bax antibody was from Cell 

Signalling. Mouse anti-phosphoserine antibody was from Millipore.  

BBS (NaCl, 121mM; KCl, 5,4mM; MgCl2, 0,8mM; CaCl2, 1,8mM; NaHCO3, 6mM; D-

glucose, 5.5mM; HEPES, 25mM; pH 7.3) 

 

Vector constructions and mRNA in vitro transcription 

Nrz and zbax open reading frames were cloned in the pCS2+ expression vector as previously 

described (Arnaud et al., 2006). Transmembrane domain of Cb5 was cloned in pCS2+ as 

previously described (Popgeorgiev et al., 2011). Mutants of Nrz were inserted between the 

ClaI/XhoI restriction sites in pCS2+Cb5 or pCS2+ vectors. For zip3r1 domains cloning, total 
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RNA from embryos was extracted using Trizol reagent (Invitrogen) following the 

manufacturer’s instructions and complementary DNA was generated with a cDNA synthesis 

kit (iScript cDNA synthesis kit, Biorad) using 500 ng of total RNA. HA-tag was added in N-

terminus to insure immunodetection. ZIP3R1 domains were cloned between ClaI/XhoI or 

EcoRI/XhoI sites in pCS2+. pCDNA3.1-IRIS was kindly provided by Pr. Mikoshiba (Matsu-

ura et al., 2006) 

In vitro transcription for the different constructions was carried out using the SP6 

mMESSAGE mMACHINE kit as recommended by the manufacturers.  

 

Zebrafish lines and care 

Zebrafish (crosses between AB and TU or AB and TL strains) were raised and maintained 

according to standard procedures as described in ZFIN 

(http://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html). Zebrafish embryos were grown in E3 Medium (5 

mM NaCl; 0,17 mM KCl; 0,33 mM CaCl2; 0,33 mM MgSO4; pH 7,6) at 28,5°C. 

 

Embryo Manipulation.  

Morpholino (0,5 mM) and mRNA (100 ng/ml) injections were performed at one to four cell 

stages. CalciumGreen-1 Dextran at 250 μM was injected at 128-cell stage into the top of the 

yolk close to yolk/blastoderm margin. 

 

In vivo staining.  

F-Actin staining of embryos was performed as previously described (Köppen et al., 2006). In 

brief, embryos at the desired stage were fixed overnight in 4% paraformaldehyde at 4°C and 

washed in 0.1% Triton in PBS (PBT). They were then permeabilized for 1 h in 0.5% Triton in 

PBS and subsequently incubated in block solution (10% goat serum, 1% DMSO, 0.1% Triton 

in PBS) for 5h. Embryos were then incubated in Phalloidin overnight at 4°C and then washed 

three times in PBT. 

 

Sequence alignment 

Nrz orthologs sequences were found on NCBI protein database. Alignment was performed 

using Clustal Omega tool at http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Image of alignment 

was obtained using the Jalview software (28)  

 

Primers 
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FLAG-NrzBH4 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGAAC  

Cb5 fusion: 5’ ATATCTCGAGCGCCGACTCGCTGGGAGGCGTCTG 

TM: 5’ ATATCTCGAGCTACGCCGACTCGCTGGGAGGCGTCTG 

FLAG-Nrz1-67 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGGAAC  

5’ ATATCTCGAGTTTGCTGGGATCTGCTCCGCA 

FLAG-Nrz1-94 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGAAC  

Cb5 fusion: 5’ ATATCTCGAGTCCAGTGAATGTGAAGATAGAGACCA 

TM: 5’ ATATCTCGAGTCATCCAGTGAATGTGAAGATAGAGACCA 

FLAG-Nrz1-109 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGGAAC  

5’ ATATCTCGAGCTCCGAATTCTCTCCCCTGGA 

FLAG-Nrz1-138 

5’ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGGAAC 

5’ ATATCTCGAGACCCTCCCAGCCTCCGTTTT 

TM Nrz 

5’ ATATCTCGAGACAGCACTGTTTGCAGCAGCAG 

5’ATATCTCAGATCAGCGTACTAAGAGGAAGGTTAG 

FLAG-NrzG85A 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGGAAC 

5’ ATATCTCGAGTCAGCGTACTAAGAGGAAGGTTAGAC 

Mutation: 5’ AACTGGGCAAGGGTGGTCTCTAT 

5’ CACCCTTGCCCAGTTCATTTTCC 

FLAG-Nrz BH4 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGCAACAGACGCCTCCC 
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AGCGAGT 

Cb5 fusion: 5’ ATATCTCGAGTGTTTTCATGGAGGACTCCTGGTTCA 

TM: 5’ ATATCTCGAGCTATGTTTTCATGGAGGACTCCTGGTTCA 

FLAG-Nrz TM 

5’ ATATATCGATATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCCTGTTGGTTG 

AGGGAAC  

5’ ATATCTCGAGCTATGTTTTCATGGAGGACTCCTGGTTCA 

HA-SD 

 

5’ ATATATCGATATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTTCGGACAAGATGTC 

CGTTTCCTCCAC 

5’ ATATCTCGAGTTACCACTTCATAAATAAAACAATCTTCCAGCTCG 

HA-IP3BD 

5’ ATATATCGATATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTAGCGACAACAAGGA 

GGCTATTCTTAAAGG 

5’ ATATCTCGAGTTAGAACTGCTTGGCAATGTATTCCTGGTTC 

HA-MTDI 

5’ ATATGAATTCATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTCGCTTCATGCAGAA 

ACAGATCGGCTAC 

5’ ATATCTCGAGTTAATCCATGCCTTCATCACCCTGACGCTT 

HA-MTDII 

5’ ATATATCGATATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTGGAGGAGACGGAC 

TTCCTGCAGA 

5’ ATATCTCGAGTTAGAGCGGCCCATTGCTGAAATTCGTCA 

HA-MTDIII 

5’ ATATATCGATATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTACCCCTGTTGGGCA 

GACGAAGACT 

5’ ATATCTCGAGTTAAAGGTCTTCAGAGCGCAAGAAGAAGTC 

HA-CD 

5’ ATATATCGATATGTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCTGATACCTTCGCAGA 

CCTCAGAAGCGA 

5’ ATATCTCGAGTTATCAGGCGGGCTGCTGGGGGTT 

HA-BD R265Q 

Mutation: 5’ CGTGTTTTTGCAAACCACCGG 
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5’ CCGGTGGTTTGCAAAAACACG 

HA-BD R269Q 

Mutation: 5’ GAACCACCGGCCAGCAGTCCG 

5’ CGGACTGCTGGCCGGTGGTTC 

HA-BD R504Q 

Mutation: 5’ ACCCAATCAGGAACGACAGAAAC 

5’ GTTTCTGTCGTTCCTGATTGGGT 

HA-BD K508Q 

Mutation: 5’ CGTGAACGACAGCAACTCATGAG 

5’ CTCATGAGTTGCTGTCGTTCACG 

HA-BD R511Q 

Mutation: 5’ CAGAAACTCATGCAAGAGCAGAAC 

5’ GTTCTGCTCTTGCATGAGTTTCTG 

HA-BD Y567F 

Mutation: 5’ CACAGCAGGACTTCAGGAAGAAC 

5’ GTTCTTCCTGAAGTCCTGCTGTG 

HA-BD R568Q 

Mutation: 5’ CAGCAGGACTACCAGAAGAACCAG 

5’ CTGGTTCTTCTGGTAGTCCTGCTG 

HA-BD K569Q 

Mutation: 5’ CAGGACTACAGGCAGAACCAGGA 

5’ TCCTGGTTCTGCCTGTAGTCCTG 

HA-BD E255A 

Mutation: 5’ GACCTGCGATGCGCACCGGAAG 

5’ CTTCCGGTGCGCATCGCAGGTC 

HA-BD E410A 

Mutation: 5’ GACAAAGAGGCGGAGAAGCCG 

5’ CGGCTTCTCCGCCTCTTTGTC 

HA-BD Y573F 

Mutation: 5’ GAACCAGGAATTCATTGCCAAGC 

5’ GCTTGGCAATGAATTCCTGGTTC 

NrzAAA 

Mutation: 5’ CAACAGGCGCCTCCCGCCGAGGCGGCGGAG 

5’ CTCCGCCGCCTCGGCGGGAGGCGCCTGTTG 
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NrzDDD 

Mutation: 5’ CAACAGGACCCTCCCGACGAGGACGCGGAG 

5’ CTCCGCGTCCTCGTCGGGAGGGTCCTGTTG 

NrzT26D 

Mutation: 5’ CAGGACCCTCCCAGCGAGTCGGCG 

5 ‘CGCCGACTCGCTGGGAGGGTCCTG 

NrzS29D 

Mutation: 5’ CAGACGCCTCCCGACGAGTCGGCG 

5’ CGCCGACTCGTCGGGAGGCGTCTG 

 

NrzS31D 

Mutation: 5’ CAGACGCCTCCCAGCGAGGACGCG 

5’ CGCGTCCTCGCTGGGAGGCGTCTG 

Nrz26-29D 

Mutation: 5’ CAGGACCCTCCCGACGAGTCGGCG 

5’ CGCCGACTCGTCGGGAGGGTCCTG 

Nrz26-31D 

Mutation: 5’ CAGGACCCTCCCAGCGAGGACGCG 

5’ CGCGTCCTCGCTGGGAGGGTCCTG 

Nrz29-31D 

Mutation: 5’ CAGACGCCTCCCGACGAGGACGCG 

5’ CGCGTCCTCGTCGGGAGGCGTCTG 
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Supplementary figures  

 

 
 

FIGURE S1. Nrz regulates IICR independently of its anti-apoptotic function. A, Lysates 

from HeLa cells expressing FLAG-tagged NrzCb5, Nrz1-94Cb5 or NrzG85ACb5 were 

subjected to IP against FLAG. Interaction with endogenous Bax was detected by western 

blotting. B, Lysates from HeLa cells expressing the indicated proteins were used for western 

blot. Cleaved-PARP, a product of activated caspases, indicates apoptosis level. C, 

Representative response of HeLa cells transiently expressing NrzG85ACb5 or transfected 

with empty vector and stimulated with 5 μM histamine at the indicated time. D, 

Quantification of the histamine-induced Ca2+ peak. The results are shown as mean ± SD of at 

least 5 independent experiments. *, p < 0,001 (Student’s t test).  

 



196 
 

 

FIGURE S2. Sequence alignment of BH4 domains of Nrz orthologs. The 30 first amino 

acid sequences of different Nrz orthologs were aligned using Clustal Omega tool. Amino 

acids aligned with the cysteine 20 residue of Nrz are highlighted and showed by an arrow. 

Accession number is indicated in brackets. 

 

 

MOVIE S1. [Ca2+] variation in the YSL of WT embryo. Time lapse microscopy 

performed on embryo injected with CalciumGreen-1 Dextran at 128-cells stage. Acquirement 

was performed from 30 to 50% of epiboly. 

MOVIE S2. [Ca2+] variation in the YSL of NrzCb5-expressing embryo. Time lapse 

microscopy performed on embryo injected with nrzMO and mRNA coding for NrzCb5 at 1-

cell stage and with CalciumGreen-1 Dextran at 128-cells stage. Acquirement was performed 

from 30 to 50% of epiboly 

MOVIE S3. [Ca2+] variation in the YSL of NrzAAACb5-expressing embryo. Time lapse 

microscopy performed on embryo injected with nrzMO and mRNA coding for NrzAAACb5 

at 1-cell stage and with CalciumGreen-1 Dextran at 128-cells stage. Acquirement was 

performed from 30 to 50% of epiboly 
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Article n°3 
 

Bcl-wav and the mitochondrial calcium uniporter drive gastrula 

morphogenesis in zebrafish 
Prudent J, Popgeorgiev N, Bonneau B, Thibaut J, Gadet R, Lopez J, Gonzalo P, 

Rimokh R, Manon S, Houart C, Herbomel P, Aouacheria A,  Gillet G 
Nature Communications, 2013 DOI 10.1038/ncomms3330 
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3 RÉSUMÉ ARTICLE N°3 

Dans cette dernière étude, nous avons caractérisé la fonction et le mécanisme d’action 

d’un nouveau membre de la famille Bcl-2, Bcl-wav. Un travail de phylogénomie mené au 

laboratoire, et basé sur la méthode HMM (Hidden Markov Models), à partir du motif central 

de la structure des protéines Bcl-2 (hélices α5 et α6), a permis de mettre en évidence Bcl-wav 

(Bcl-2 homolog found in water-living anamniotes vertebrates). Ce gène présente un lignage 

spécifique et n’est retrouvé que chez les poissons osseux et les anoures. Cette protéine très 

divergente (17,55% d’identité avec Bcl-2 humain) est composée de 4 domaines BH, d’un 

domaine transmembranaire hydrophobe en C-terminal et présente une structure secondaire en 

hélice alpha, signatures typiques des protéines Bcl-2. Bcl-wav fait donc partie des membres 

« multi-domaines » de la famille Bcl-2. 

Bclwav est un gène maternel exprimé de façon ubiquitaire au cours du développement 

précoce. Plus tardivement, le transcrit de bclwav est retrouvé majoritairement dans les somites 

et dans la tête. Des expériences de fractionnement cellulaire nous ont permis de démontrer 

que Bcl-wav est une protéine exclusivement mitochondriale et qu’elle est insérée dans les 

membranes de la mitochondrie  

La surexpression de Bcl-wav in cellulo ou in vivo induit l’activation de la caspase 3 et la mort 

cellulaire. De façon intéressante, cette mort cellulaire induite par Bcl-wav semble dépendre du 

complexe Bax/Bak. En effet, la surexpression de Bcl-wav, ne permet pas d’induire l’apoptose 

dans des cellules déficientes pour Bax et Bak. Nous avons montré par co-immunoprécipitation 

que Bcl-wav est capable d’interagir avec Bax et de l’activer en la relocalisant à la 

mitochondrie. De plus, l’effet pro-apoptotique de Bcl-wav peut être inhibé, à des degrés 

variables, par certains membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Nrz et zBcl-xL. 

Ces données établissent donc clairement que Bcl-wav est un membre pro-apoptotique de la 

famille Bcl-2.  

In vivo l’invalidation de bclwav entraine une réduction de l’axe antéro-postérieur et un 

décalage gauche/droite de la notochorde à 24 hpf. Nos résultats montrent que l’invalidation de 

bclwav altère la migration des cellules mésodermales, suggérant que cet effet sur la formation 

de la notochorde est dû à un défaut des mouvements de convergence et d’extension lors de la 

gastrulation. En effet, ces mouvements sont indispensables pour la formation de l’axe antéro-

postérieur et de la notochorde. Des analyses par vidéo-microscopie en temps réel ont montré 

que les cellules mésodermales des embryons invalidés pour bclwav ont une vitesse nette de 
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déplacement inférieure à celle des embryons contrôles. De façon intéressante, ceci semble 

corrélé à une altération de la dynamique du cytosquelette.  

Pour élucider les mécanismes moléculaires du phénotype résultant de l’invalidation de bclwav 

nous nous sommes intéressés aux paramètres physicochimiques de la mitochondrie et nous 

avons constaté que le potentiel transmembranaire, le relargage du cytochrome c, la production 

de ROS ou la respiration mitochondriale ne sont pas modifiés. Cependant, l’invalidation de 

bclwav induit une augmentation de la concentration cytosolique de calcium cytosolique ainsi 

qu’une baisse de la concentration mitochondriale de calcium dans les blastomères lors de la 

gastrulation. Nous avons pu montrer que cela est dû à une diminution de la capacité des 

mitochondries à transporter le calcium cytosolique dans la mitochondrie. Il est clairement 

établi que le transport du calcium à travers la membrane mitochondriale externe se fait par le 

canal VDAC et nous avons montré par co-immunoprécipitation que Bcl-wav était capable 

d’interagir avec VDAC1. Cette interaction dépend du domaine BH4 de Bcl-wav et elle est 

essentielle pour le transport du calcium dans la mitochondrie. Finalement, nous avons montré 

que l’invalidation de mcu, l’uniporteur calcique mitochondrial, provoque un phénotype 

similaire à celui observé lors de l’invalidation de bcl-wav. De façon intéressante, Bcl-wav 

semble également interagir avec MCU, lui-même interagissant avec VDAC suggèrant que 

Bcl-wav pourrait contrôler l’activité d’un complexe mitochondrial d’entrée du calcium. Ainsi, 

la régulation de la signalisation calcique à la mitochondrie apparait comme essentielle pour la 

migration des cellules lors des mouvements de convergence et d’extension. Cette étude nous a 

donc permis d’établir que Bcl-wav joue un rôle primordial au cours de la gastrulation via sa 

capacité à favoriser l’entrée de calcium dans la mitochondrie. 
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 Nrz se localise au RE et à la mitochondrie  

Comme de nombreux membres de la famille Bcl-2, Nrz possède à son extrémité C-

terminale un domaine transmembranaire. Ce domaine est essentiel pour la localisation de ces 

protéines dans les membranes cellulaires dont celles du RE ou de la mitochondrie. La protéine 

Nrz exprimée de façon transitoire en cellules se localise à la fois à la mitochondrie et au RE. Il 

semblait donc probable que Nrz se localise également dans ces organites in vivo. Cependant, 

la présence de mitochondries et de RE dans le YSL n’avait pas été décrite jusqu’à présent. Par 

différentes approches nous avons pu montrer que cette couche cellulaire contient bien des 

mitochondries et du RE qui sont probablement relargués dans le vitellus de la même façon 

que les noyaux lors de la formation du YSL.  

Par fractionnement subcellulaire nous avons pu montrer que Nrz se localise bien au RE et 

à la mitochondrie dans le YSL. De façon intéressante, le profil de localisation de Nrz ne 

semble pas être modifié au cours de la progression de l’épibolie suggérant que cette double 

localisation est un attribut par défaut de Nrz. Cependant, nous n’avons pas pu établir la façon 

dont le ratio RE/mitochondrie est déterminé. Il est probable qu’il existe, en plus du domaine 

d’ancrage C-terminal, des éléments de structure primaire permettant d’assurer la localisation 

de Nrz dans ces deux compartiments. Le domaine BH4 semble ainsi jouer un rôle déterminant 

dans la localisation de Nrz au RE. En effet, l‘expression du domaine BH4 seul dans des 

embryons de poisson zèbre s’accompagne d’un phénotype similaire à celui observé lors de 

l’invalidation de nrz (observations non publiées) suggérant que le domaine BH4 seul est 

capable d’interagir avec l’IP3R et probablement d’entrer en compétition avec Nrz pour la 

fixation sur le récepteur. Cette hypothèse est renforcée par le fait que la surexpression 

conjointe de Nrz et du domaine BH4 en cellules diminue l’interaction entre la protéine entière 

et l’IP3R. Ainsi, la séquence du domaine BH4 pourrait constituer un signal pour l’interaction 

avec l’IP3R et donc pour la localisation de Nrz au RE. Cependant, le domaine 

transmembranaire doit également jouer un rôle important puisque le mutant de délétion 

Nrz TM dépourvu de son TM possède une localisation cytosolique ; ce mutant n’est par 

ailleurs pas capable de prévenir le phénotype induit par l’invalidation de nrz suggérant qu’il 

n’est pas à même de réguler l’activité de l’IP3R. Ainsi, les domaines BH4 et TM pourraient 

tous deux constituer des signaux de localisation pour Nrz. L’étude de la localisation de 

protéines chimères BH4-GFP et GFP-TM pourrait nous renseigner sur la contribution de ces 

domaines à la localisation mitochondriale et/ou réticulaire de Nrz. La protéine Nrz pourrait de 

plus interagir avec des protéines régulant sa localisation comme cela a été décrit pour Bcl-2. 
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En effet, Bcl-2 semble interagir avec la protéine FKBP38 ce qui pourrait favoriser sa 

localisation mitochondriale (Shirane and Nakayama, 2003).  

 

 Rôle de Nrz au niveau de la mitochondrie 

À l’instar des autres membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, l’une des fonctions de 

Nrz à la mitochondrie est d’inhiber la formation de pores par Bax. Cependant, Nrz semble 

également jouer un rôle dans la régulation de l’homéostasie calcique mitochondriale. Lors de 

l’invalidation de nrz chez le poisson zèbre nous avons pu observer une perte du potentiel 

transmembranaire des mitochondries du YSL couplé à un relargage de cytochrome c. Ces 

altérations sont très probablement dues à un une surcharge de calcium dans la mitochondrie 

consécutive à l’augmentation de calcium dans le cytosol. En effet, un mutant de Nrz localisé 

uniquement à la mitochondrie (NrzMaoB) prévient ces dysfonctionnements de la 

mitochondrie en amplifiant en même temps l’augmentation de calcium cytosolique dans les 

embryons invalidés pour nrz, ce qui suggère fortement que Nrz est capable de moduler 

l’entrée de calcium dans la mitochondrie.  

De plus des expériences réalisées au laboratoire indiquent que Nrz est capable d’interagir 

avec VDAC et nous avons également observé que la surexpression de Nrz diminue le 

repompage de calcium par les mitochondries dans des cellules en culture (observations non 

publiées). Ainsi, Nrz semble également jouer un rôle clé dans la régulation de l’homéostasie 

calcique mitochondriale bien que des expériences plus approfondies soient encore nécessaire 

pour comprendre l’implication de Nrz dans ce processus. Finalement, le fait que Nrz 

interagisse à la fois avec l’IP3R et avec VDAC suggère que Nrz pourrait être spécialisée dans 

le contrôle du transit de calcium entre la mitochondrie et le RE. À cet égard, il pourrait être 

intéressant d’étudier si Nrz ne s’accumule pas préférentiellement dans les MAM qui sont 

justement des domaines jouant un rôle essentiel dans le transfert de calcium du RE à la 

mitochondrie et où l’IP3R et VDAC sont physiquement liés. 

 

 Régulation de l’IP3R par Nrz 

Au niveau du RE, Nrz est donc capable d’interagir avec l’IP3R et de réguler négativement 

son activité. Comme nous l’avons vu en introduction, d’autres protéines de la famille Bcl-2 

telles que Bcl-2 et Bcl-xL interagissent avec l’IP3R. De manière intéressante ces protéines ne 

semblent pas partager le même site d’interaction sur le récepteur. Ainsi, Bcl-2 interagit plutôt 
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avec le domaine central de modulation alors que Bcl-xL s’associe préférentiellement au 

domaine C-terminal de couplage (Monaco et al., 2012a). Cette différence a été attribuée à des 

résidus clés dans le domaine BH4. Ainsi, Bcl-2 posséderait un résidu lysine dans son domaine 

BH4, qui est absent de celui de Bcl-xL, et qui serait responsable de l’interaction avec le 

domaine de modulation (Monaco et al., 2012b). Concernant la protéine Nrz, nous avons 

montré qu’elle interagit avec le domaine de liaison de l’IP3, décrivant ainsi un nouveau site 

d’interaction entre les protéines de la famille Bcl-2 et l’IP3R. Par une approche bio-

informatique nous avons pu identifier un résidu cystéine dans le domaine BH4 qui pourrait 

être responsable de cette interaction. De façon surprenante, ce résidu cystéine est conservé 

dans tous les orthologues de Nrz à l’exception des oiseaux. Des expériences préliminaires 

menées au laboratoire semblent d’ailleurs indiquer que Bcl2l10 (orthologue humain) est bien 

capable d’interagir avec le domaine de liaison de l’IP3 alors que Nr-13 (orthologue chez le 

poulet) ne semble pas partager cette propriété (observations non publiées). L’origine évolutive 

de cette différence reste incomprise mais étant donné le rôle de Nrz dans le développement, 

on peut supposer que la géométrie de l’embryon, sphérique chez les poissons et les 

mammifères, plat chez les oiseaux, pourrait déterminer le mécanisme de régulation de l’IP3R 

par les orthologues de Nrz .Ces résultats suggèrent donc que cette cystéine pourrait être un 

élément clé de l’interaction entre Nrz et le site de liaison de l’IP3. Ainsi il apparait que la 

présence de résidus clés dans le domaine BH4 des protéines de la famille Bcl-2 pourrait être 

un signal déterminant leur site d’interaction avec l’IP3R et donc leur mode de régulation de ce 

récepteur.  

De plus, l’interaction de Nrz avec ce domaine de l’IP3R suggère que Nrz peut modifier la 

fixation de l’IP3 sur son récepteur. En effet, jusqu’à présent, la seule protéine décrite comme 

interagissant avec le domaine de liaison de l’IP3 est IRBIT (Ando et al., 2003, 2006). Celle-ci 

inhibe la fixation du ligand sur l’IP3R en interagissant avec son site de liaison. Cependant, Nrz 

semble utiliser un mécanisme différent puisqu’elle n’interagit pas avec les résidus impliqués 

dans la fixation de l’IP3. En effet, nos résultats indiquent que Nrz interagit à l’extérieur de la 

poche de liaison de l’IP3. Pour étudier, l’effet de Nrz sur la fixation de l’IP3 nous avons choisi 

d’utiliser un système basé sur le changement de conformation du domaine de liaison induit 

par la fixation de l’IP3. Cette approche permet des mesures in cellulo et rend compte d’une 

situation plus « physiologique » notamment au niveau des concentrations d’IP3 en jeu. 

Cependant, les résultats que nous avons obtenus ne permettent pas d’exclure que Nrz plutôt 

que de modifier la fixation du ligand perturbe en fait le changement de conformation du 

domaine de liaison. En revanche, nous avons initié des mesures directes de fixation de l’IP3 
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sur une forme recombinante du domaine de liaison de l’IP3 et il semble que Nrz soit bien 

capable de modifier la fixation de l’IP3 sur son site de liaison in vitro (observations non 

publiées). Au total nos résultats indiquent que Nrz exercerait son effet répresseur sur l’IP3R en 

inhibant la fixation de l’IP3 sur son récepteur.  

Le mécanisme permettant à Nrz d’exercer une telle inhibition reste encore à déterminer. Au 

vu de nos résultats une hypothèse peut toutefois être formulée. En effet, d’après notre étude de 

docking, Nrz semble interagir à l’extérieur de la poche de fixation de l’IP3. De plus nous 

avons pu montrer que les trois premiers domaines de Nrz sont importants pour son activité au 

RE bien que le seul domaine BH4 soit suffisant pour l’interaction avec l’IP3R. Ainsi, il est 

possible qu’après fixation sur l’IP3R via son domaine BH4, Nrz crée un encombrement à 

l’entrée du site de fixation de IP3 et en diminue l’accessibilité. Il serait intéressant de tester 

cette hypothèse en étudiant par exemple l’effet sur la fixation de l’IP3 d’une protéine chimère 

contenant le domaine BH4 de Nrz couplé à d’un domaine « stériquement encombrant ». 

 

 Phosphorylation de Nrz 

Par la suite, nous avons également pu montrer que la phosphorylation de Nrz modifie son 

interaction avec l’IP3R. Par des études de mutagénèse nous avons pu déterminer qu’au moins 

deux résidus sérine situés dans la boucle entre les domaines BH4 et BH3, contribueraient à la 

régulation de cette interaction. Cependant, nous n’avons pu encore identifier la ou les kinases 

responsable(s) de cette modification. Comme décrit dans l’introduction, Bcl-2 est également 

phosphorylée sur une boucle similaire et l’on peut donc imaginer que certaines kinases 

phosphorylant Bcl-2 pourraient également phosphoryler Nrz.  

Parmi ces kinases, la PKC est un candidat tout particulièrement intéressant. En effet, la 

PKC est activée par le DAG qui est produit en même temps que l’IP3 lors de l’hydrolyse du 

PIP2. Ainsi, lors de la synthèse d’IP3, l’activation de la PKC pourrait permettre la 

phosphorylation de Nrz afin de rompre son interaction avec l’IP3R et ainsi faciliter l’accès de 

l’IP3 à son site de liaison. Il est par ailleurs connu que la PKC phosphoryle l’IP3R ce qui 

l’active (Voir introduction partie 2.5.8.3). Ainsi, lors de la synthèse d’IP3, la PKC activée 

pourrait phosphoryler conjointement Nrz et l’IP3R pour assurer une sortie rapide de calcium 

du RE et la génération de vagues de calcium dans le YSL. Cependant, comme une élévation 

excessive de calcium risque fort d’être fatale pour l’embryon, ces vagues de calcium se 

doivent d’être finement régulées et par conséquent Nrz doit très certainement être rapidement 

déphosphorylée afin d’éviter la  fixation constitutive de l’IP3 sur son récepteur. Ainsi, on peut 
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supposer que l’élévation de calcium est susceptible d’activer une phosphatase calcium-

dépendante telle que la calcineurine. De façon intéressante, Bcl-2 interagit avec la 

calcineurine (Shibasaki et al., 1997) et cette dernière semble déphosphoryler de façon 

spécifique les résidus de l’IP3R phosphorylés par la PKC (Cameron et al., 1995). Ainsi, une 

boucle de rétrocontrôle négative activée par le calcium pourrait exister dans laquelle la 

calcineurine s’associerait à Nrz pour la déphosphoryler, permettant de nouveau son 

interaction avec l’IP3R. Par conséquent, la calcineurine en interagissant avec Nrz pourrait 

alors déphosphoryler l’IP3R pour inhiber la sortie de calcium depuis le canal. De nombreuses 

expériences sont nécessaires pour démontrer l’existence d’une telle régulation de Nrz et de 

l’IP3R par le couple PKC/calcineurine mais l’étude de ce mécanisme constituerait une étape 

décisive dans la compréhension de la signalisation calcique au cours de l’épibolie.  

Il est également intéressant de noter que l’invalidation du facteur de transcription Mtx2 

s’accompagne d’un phénotype similaire à celui observé lors de l’expression de la forme non-

phosphorylable de Nrz (Wilkins et al., 2008). Comme Nrz, Mtx2 n’est exprimée que dans le 

YSL lors de la gastrulation et l’on peut donc imaginer que ce facteur de transcription puisse 

réguler l’expression de la kinase impliquée dans la phosphorylation de Nrz. 

 

 Vagues de calcium du YSL 

Nos résultats suggèrent donc très fortement que la phosphorylation de Nrz permet la 

génération de vagues de calcium dans le YSL au début de l’épibolie. Ces vagues semblent 

dépendre de l’IP3R puisque Nrz est capable de réguler leur formation. Ici nous avons pu 

observer que ces vagues apparaissent de façon cyclique avec une fréquence d’environ 8 min à 

partir du stade 30% d’épibolie. Ces vagues persistent pendant un peu moins d’une heure puis 

disparaissent vers le stade 50% d’épibolie. Dans notre étude nous n’avons pas pu observer 

d’orientation spécifique de ces vagues selon un axe embryonnaire. Ceci provient 

probablement de la méthode d’imagerie utilisée et il serait intéressant de déterminer s’il existe 

un pôle de l’embryon où ces vagues sont générées. En effet, la formation de ces vagues doit 

nécessiter la synthèse d’IP3 et il doit donc exister un signal localisé dans l’embryon qui active 

la PLC à un moment précis. Une autre hypothèse, moins probable, serait que la quantité d’IP3 

dans le YSL est constante ; dans ce cas la phosphorylation de Nrz serait alors le signal 

déclencheur des vagues de calcium. Une mesure des quantités d’IP3 au cours de l’épibolie 

pourrait permettre de répondre à cette question.  
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La fonction de ces vagues de calcium au début de l’épibolie reste encore à être clairement 

établie. Toutefois, nos résultats suggèrent qu’elles pourraient jouer un rôle dans la formation 

de l’anneau d’actine-myosine à la marge de l’EVL. En effet, l’expression de la forme non-

phosphorylable de Nrz  s’accompagne d’une réduction nette de la quantité d’actine à la marge 

de l’EVL. Des travaux récents suggèrent par ailleurs que l’actine et la myosine commencent à 

être recrutées à la marge dès 30-40% d’épibolie et que l’anneau se densifie au cours de la 

progression de l’épibolie (Behrndt et al., 2012). De plus, pendant la myofibrillogénèse 

l’assemblage des filaments d’actine-myosine est régulé par des pics de calcium durant 

plusieurs minutes (Ferrari et al., 1996; Li et al., 2004). Ainsi, les vagues de calcium dans le 

YSL pourraient servir au recrutement et à l’assemblage de l’actine et de la myosine pour 

former un anneau à la marge des blastomères. 

Dans nos travaux nous n’avons pas étudié la possible formation de vagues calciques plus 

tardivement au cours de l’épibolie. Cependant, nos résultats indiquent que Nrz est également 

phosphorylée dans les stades plus tardifs de l’épibolie. Il serait donc intéressant d’étudier la 

signalisation calcique durant ces stades. Il est probable que l’on puisse également observer 

des élévations de calcium dans le YSL qui pourrait alors permettre la contraction de l’anneau 

d’actine-myosine notamment via l’activation de la voie Calmoduline/MLCK. En effet, cette 

voie est très certainement responsable de la contraction de l’anneau d’actine-myosine puisque 

sa sur-activation lors de l’invalidation de Nrz entraine la formation précoce et la contraction 

prématurée de cet anneau. 

 

 Bcl-wav, un nouveau membre atypique de la famille Bcl-2 

Grâce à des travaux de phylogénomie nous avons pu mettre en évidence un nouveau 

membre de la famille Bcl-2 : la protéine Bcl-wav. Cette dernière arbore toutes les 

caractéristiques des membres multi-domaines à savoir 4 domaines d’homologie BH, un 

domaine transmembranaire et une structure prédite en hélices . Lorsqu’elle est surexprimée 

de façon ectopique dans des cellules en culture ou dans l’embryon de poisson zèbre, Bcl-wav 

se comporte comme une protéine pro-apoptotique puisqu’elle induit la libération du 

cytochrome c dans le cytosol et l’activation des caspases. Nous avons de plus montré que Bcl-

wav est une protéine résidente de la mitochondrie où elle s’ancre dans les membranes. La 

localisation mitochondriale de Bcl-wav est essentielle à son activité pro-apoptotique 

puisqu’un mutant tronqué de son domaine transmembranaire se localise dans le cytosol et 

perd sa capacité à induire l’apoptose. Bcl-wav semble donc partager des caractéristiques 
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communes avec la protéine Bak (qui est absente chez le poisson zèbre). Cependant, il est à 

noter que, Bcl-wav est incapable d’induire l’apoptose en absence de Bax. De plus, Bcl-wav 

interagit avec Bax et semble favoriser la localisation mitochondriale de cette dernière. Bcl-

wav semble donc plutôt se comporter comme un membre à BH3-seulement. Ainsi, Bcl-wav 

est un membre pro-apoptotique multi-domaine atypique qui pourrait en fait servir 

« d’ancrage » à Bax à la mitochondrie pour faciliter son insertion dans la MME. 

De façon surprenante, nous avons pu observer lors de l’invalidation de bcl-wav chez le 

poisson zèbre, une augmentation du nombre de cellules apoptotiques dans la queue des 

embryons à 24 hpf. Comme il est peu probable que Bcl-wav puisse posséder à la fois une 

activité anti- et pro-apoptotique, cette mort cellulaire est plus certainement due à l’élimination 

de cellules mal positionnées dans l’embryon du fait notamment de défauts dans les 

mouvements de convergence et d’extension consécutifs à l’absence de Bcl-wav. 

 

 Régulation de l’homéostasie calcique mitochondriale par Bcl-wav 

Bcl-wav est donc une protéine mitochondriale et nous avons pu montrer qu’elle contrôle 

l’entrée de calcium dans la mitochondrie. En effet, des mitochondries issues d’embryons 

invalidés pour bcl-wav ont une capacité moindre à repomper le calcium, alors que dans des 

cellules en culture, la surexpression de Bcl-wav augmente au contraire la vitesse de 

repompage des mitochondries en cellules. Cette propriété de Bcl-wav semble en grande partie 

dépendre de son interaction avec VDAC puisque la délétion du domaine BH4 abolit 

l’interaction entre les deux protéines et supprime l’effet de Bcl-wav sur l’entrée de calcium 

dans la mitochondrie. De plus l’action de Bcl-wav sur VDAC peut être contrée par la protéine 

Bcl-xL. Cette dernière interagit également avec VDAC et une série de données de la 

littérature suggère qu’elle peut diminuer l’entrée de calcium dans la mitochondrie (Vander 

Heiden et al., 2001; Roy et al., 2009b). Ainsi, Bcl-wav pourrait appartenir à un complexe avec 

VDAC et Bcl-xL spécialisé dans la régulation du transport de calcium par la mitochondrie.  

Nous avons également montré que Bcl-wav est capable d’interagir avec MCU, 

l’uniporteur calcique de la membrane mitochondriale interne (MMI). Ce dernier interagit 

aussi avec VDAC suggérant l’existence d’un canal calcique multi-protéique composé de 

MCU et VDAC et probablement localisé dans les points de contact entre MME et MMI. En 

interagissant avec ces deux protéines, Bcl-wav serait donc un régulateur clé de l’entrée de 

calcium dans la mitochondrie et il serait intéressant d’étudier plus précisément la localisation 

de Bcl-wav dans la mitochondrie pour voir si on ne la retrouve pas préférentiellement dans 



246 
 

ces points de contact. L’étude poussée de l’effet exercé par Bcl-wav sur MCU pourrait 

s’avérer particulièrement utile pour la compréhension du mécanisme d’action des protéines de 

la famille Bcl-2 au niveau mitochondrial. 

 

 Effet du calcium sur les mouvements de convergence et d’extension 

Nos résultats nous ont permis d’établir que lors de la gastrulation, la dérégulation du trafic 

de calcium intracellulaire affecte les mouvements de convergence et d’extension. En effet, 

l’invalidation de bcl-wav ou de mcu induit une augmentation de la concentration cytosolique 

de calcium perturbant la migration des cellules mésodermales. Ces perturbations sont 

associées à une dérégulation de la polymérisation du cytosquelette d’actine dans les 

protrusions cellulaires nécessaires à la migration. De plus, les cellules semblent également 

perdre leur polarité puisque les protrusions, normalement formées vers le pôle dorsal de 

l’embryon, sont réparties aléatoirement dans les blastomères des embryons invalidés pour bcl-

wav ou mcu. 

Le lien moléculaire entre le calcium et les protrusions d’actine n’est pas clairement établi ; 

une interférence est cependant probable avec la voie Wnt/PCP et notamment avec l’activation 

des RhoGTPases connues pour leur implication dans la dynamique du cytosquelette. En effet, 

nous avons montré qu’en cellules, l’invalidation de mcu entraine une diminution de 

l’activation de RhoA. Des résultats similaires ont été obtenus dans des neurones où une 

élévation de la concentration de calcium cytosolique diminue l’activation de RhoA (Jin et al., 

2005). Des expériences supplémentaires sont en revanche nécessaires pour établir la façon 

dont le calcium peut réduire l’activation de RhoA. Une autre possibilité serait que RhoA et 

Rac soient au contraire suractivées. En effet, il a été montré qu’une élévation localisée de la 

concentration de calcium peut induire l’activation de ces deux RhoGTPases via la CaMKII 

(Murakoshi et al., 2011). Ainsi, une concentration élevée de calcium dans toute la cellule 

pourrait provoquer une activation persistante des RhoGTPases induisant alors une 

perturbation de la dynamique du cytosquelette d’actine. De la même façon, lors la migration 

cellulaire, un gradient de calcium se met normalement en place dans la cellule avec des pics 

de concentration très localisées apparaissant lors de la formation des protrusions d’actine. 

Ainsi, l’élévation de calcium dans le cytosol pourrait « masquer » ces pics de calcium et 

affecter la localisation des protrusions d’actine. 



247 
 

Des expériences portant sur le niveau d’activation des RhoGTPases au cours de la gastrulation 

chez des embryons normaux ou invalidés pour bcl-wav sont nécessaires pour mieux 

comprendre l’activité de cette dernière dans le développement du poisson zèbre.  

 

 Les protéines Bcl-2 comme régulateurs de l’homéostasie calcique 

Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent qu’au cours du développement embryonnaire, la 

fonction primaire de Nrz et Bcl-wav n’est pas de réguler l’apoptose mais bel et bien de 

contrôler l’homéostasie calcique et la dynamique du cytosquelette dans l’embryon. Par 

analogie, il est ainsi probable que, chez les mammifères, certains membres de la famille Bcl-2 

puissent jouer un rôle similaire. Parmi ceux-là, l’orthologue humain de Nrz, Bcl2l10, qui est 

très fortement exprimée dans les ovocytes, est un candidat naturel et il apparaît important 

d’étudier la contribution de Bcl2l10 à la maturation et à la fécondation de l’ovocyte, étapes où 

la signalisation calcique joue un rôle primordial. Bcl-wav ne possède pas d’orthologue chez 

les mammifères mais Bak semble un bon candidat pour jouer un rôle similaire puisqu’elle est 

majoritairement mitochondriale et interagit également avec VDAC. Le knockout de bak ne 

semble toutefois pas avoir de conséquences significatives chez la souris (Lindsten et al., 2000) 

au moins pour ce qui concerne l’apoptose. L’étude des souris déficientes pour bak sous le 

spectre de la signalisation calcique pourrait malgré tout révéler d’autres fonctions pour cette 

protéine chez les mammifères.  

D’une manière plus générale l’invalidation des gènes de la famille bcl-2 chez la souris ont 

toujours été analysés en recherchant des défauts de mort cellulaire, nous pensons  qu’il est 

important d’étudier si certains membres de la famille ne peuvent pas jouer des rôles alternatifs 

en contrôlant l’homéostasie calcique. L’utilisation de stratégies  « knock-in »  permettant de 

cibler ces protéines exclusivement au RE pourrait apporter des éléments de réponses de ce 

point de vue.  

Finalement, nos résultats suggèrent qu’à travers leur capacité à réguler le trafic 

intracellulaire de calcium, les protéines de la famille Bcl-2 contrôlent des processus divers tels 

que la contraction des filaments d’actine-myosine ou la migration cellulaire. D’autres études 

ont montré que lors de l’activation des lymphocytes, le contrôle de l’homéostasie calcique par 

les protéines Bcl-2 est également essentiel. Ainsi, plusieurs fonctions non-apoptotiques des 

protéines Bcl-2 semblent dépendre de leur capacité à réguler les flux intracellulaires de 

calcium. Le calcium pourrait donc être un point commun aux fonctions non-apoptotiques des 

protéines Bcl-2 et l’élucidation des mécanismes leur permettant de contrôler l’homéostasie 
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calcique devrait donc permettre de mieux appréhender le large champ d’action de cette 

famille de protéines.  
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