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Introduction génerale

La mort cellulaire programmée ou apoptose est un des systéemes par lequel des cellules
enclenchent leur processus de mort. Le terme apoptose, du grec apoptosis est une expression
faisant référence a la chute des feuilles des arbres en automne. Ce terme avait déja été
employé en médecine par Hippocrate de Kos (460-377 avant Jésus-Christ) dans son Traité des
instruments de réduction pour décrire la décomposition des tissus aprés la mort (« chute des
0s ») (Grammaticos et Diamantis, 2008). En 1885, Walther Flemming, cytologiste allemand,
remarque que la destruction d’une cellule n’est pas forcement liée a son usure ni a une
agression de I’environnement et qu’elle est capable de s’autodétruire (Clarke et Clarke, 1996).
L’apoptose a ensuite ét¢ décrite, en 1972 par John Kerr, Andrew Wyllie et Alastair Curie
comme un phénoméne de mort cellulaire naturelle (Kerr, Wyllie, Currie, 1972).

Effectivement, la mort cellulaire n’est pas antinomique de la vie mais bien souvent
nécessaire et consubstantielle de celle-ci comme 1’écrit Miguel de Cervantés, dramaturge
espagnol, « Tout est bon dans la vie, méme la mort ». Ainsi, la mort cellulaire programmée est
impliquée dans le développement embryonnaire, feetal et adulte, I’homéostasie cellulaire,
I’immunité, 1’élimination de cellules dangereuses pour I’organisme (Jacobson et al, 1997 ;
Yuan et Yankner, 2000 ; Michael et Oren, 2003), mais également dans la différenciation
cellulaire (Sordet et al, 2002).

La mort cellulaire programmée est active, génétiquement contrblée et s’oppose a la
prolifération cellulaire. Ces deux processus sont en équilibre constant a 1’état physiologique.
Un desequilibre, que ce soit en faveur de la mort ou en faveur de la prolifération a éte décrit
dans de nombreux cas pathologiques. A titre d’exemples, les cancers et certaines maladies
auto-immunes présentent des défauts d’apoptose. Les cellules cancéreuses échappent ainsi a
la mort cellulaire et acquiérent une capacité a survivre. Certaines maladies auto-immunes
(arthrites, scléroses en plaques, etc.) sont le résultat d’une hyperactivité du systéme
immunitaire due a un défaut d’apoptose de cellules immunitaires, qui de fagon anormale,
prennent pour cible les cellules saines de 1’organisme. Au contraire, une sur-activation de
I’apoptose est observée dans d’autres pathologies. C’est le cas des maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), des ischémies (infarctus du myocarde, accidents
vasculaires cérébraux), des désordres immunitaires (SIDA, diabéte) (EImore, 2007).

La mort cellulaire programmée est donc centrale dans le destin des cellules, voir
fondamentale a la vie puisqu’une dérégulation conduit a des pathologies bien souvent fatales.
On peut alors imaginer combien la régulation de la mort cellulaire programmée est importante
et complexe. La compréhension des mécanismes moléculaires du phénomene apoptotique, a
savoir les genes de mort, les génes de survie, les récepteurs de surface, et les voies de
signalisation, va permettre de développer des stratégies pour réguler la survie ou la mort des
cellules.

La thématique de ma these porte sur I’étude d’un gene cytotoxique, inducteur de la mort
cellulaire, caractérisé au laboratoire. Ce gene est un gene interne au géne de la galectine-3



humaine et est nommé galig (Galectin-3 Internal Gene). En plus de cette complexité génique,
galig présente la capacité rare, chez les eucaryotes, de produire deux protéines différentes a
partir d’un seul ARNm. La production de ces deux protéines, appelées galigines (mitogaligine
et cytogaligine), enclenche la mort cellulaire programmée (Duneau et al 2005). Ces deux
protéines sont donc considérées comme des facteurs pro-apoptotiques.

Au cours de cette thése, j’ai étudié les mécanismes d’action de la mitogaligine ainsi que
sa régulation dans la mort cellulaire programmée. La mitogaligine a été initialement décrite
comme étant une protéine mitochondriale. La premiere partie des résultats que je présente
montre qu’elle peut également étre adressée au noyau. Cette forme nucléaire, dont nous avons
étudi¢ le signal de localisation, s’est avérée également extrémement toxique pour la cellule.
La seconde partie des résultats concerne la régulation de I’activité de la mitogaligine et ce a
deux niveaux : via des modifications post-traductionnelles et via I’expression de la protéine
anti-apoptotique, Mcl-1. Au niveau des modifications post-traductionnelles, la
phosphorylation pourrait jouer un role essentiel dans I’activité de la mitogaligine en modulant
sa protéolyse mais aussi sa localisation intracellulaire et sa toxicité. Quant aux régulations
impliquant Mcl-1, nous avons pu montrer que la mort cellulaire initiée par le géne galig est
fortement diminuée apres surexpression de Mcl-1. De méme, I’expression du géne galig
diminue sensiblement I’expression de Mcl-1 endogéne. La mitogaligine et Mcl-1 semblent
donc impliquées dans une voie apoptotique commune.

L’exposé de ’ensemble de ces résultats est précédée d’une partie intitulée « Généralités
sur I’apoptose » au cours de laquelle sont présentés les différentes phases de 1’apoptose, les
acteurs intervenant dans le déclenchement de ’apoptose ainsi que quelques mécanismes de
régulation des processus apoptotiques par modifications post-traductionnelles.
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Généralités

Généralités

Dans les années 1980, deux formes majeures de mort cellulaire, appelées nécrose et
apoptose étaient décrites (Walker et al, 1988 ; Searle et al, 1982). La nécrose correspond a
une mort accidentelle de la cellule suite & un dommage de type traumatique (Searle et al,
1982 ; Wyllie, 1987). Dans ce processus, la cellule gonfle puis éclate, libérant son contenu
cellulaire dans son environnement. Cette libération provoque une inflammation du tissu
environnant, ce qui implique I’intervention du systéme immunitaire (Taylor et al, 2008). Au
début qualifiée de passive, il semble néanmoins que cette mort soit régulée par diverses voies
de transduction du signal (Festjens et al, 2006). L’apoptose, quant a elle, se caractérise
comme une mort active, génétiqguement programmeée, nécessaire a la survie des organismes.
Dans ce type de mort cellulaire, les cellules s’autodétruisent sans provoquer de phénoméne
inflammatoire (Singh et Anand, 1995). Entre ces deux représentations opposées de mort
cellulaire, il en existe une multitude d’autres partageant certaines caractéristiques
apoptotiques et nécrotiques (Lemasters et al, 2002 ; Okada et Mak, 2004 ; Kroemer et al,
2009). Les caractéristiques des différents types de mort cellulaire sont regroupées dans le

tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1 : Caractéristiques des différents types de mort cellulaire

Nd : Non documenté
LC3 : marqueur des autophagosomes
Adapté de Okada et Mak, 2004 ; Kroemer et al, 2009

Type de mort . e . .
. Noyau Membrane cellulaire Cytoplasme Caractéristiques biock
cellulaire
Bourgeonnement
) Ré& ion des pseudopod ) o
Condensation de la E stion d . ionet f iond Dépendant des casp (pas indisp ble)
chromatine hosoh ﬁ’;PTsf .on © laf e © t:t: es © comps Activation de membres de la famille Bcl-2
atidylsérine sur la face apop
Apopt Frag i phosp v g . q A ) . Perméabilisation de la membrane mitochondriale
, externe Pas ou peu de modifications d’organites .
ADN en échelle (pas . . A Besoin d’ATP
L. Reconnaissance et intracellulaires A
indispensable) . . Surproductionde ROS
dégradation par des
phagocytes
A tation de I"activité lysosomal
) 3 Séquestration du matériel cytoplasmique dans uemen . onde T achvile fysosomale
Condensation partielle de la Bourgeonnement des autophasosomes Indépendantdes caspases
Autophagie chromatine Peu ou pas de dégradationpar| iond top Lag des de Dissociation Beclinl/Bel-2 ou Beclinl/Bel-Xy,
£ u €S 1ys( S
Pas d’ADN en échelle des phagocytes e mitochondries Y Conversion LC3-1 en LC3-1I
Dégradation p62'<<
Elimination d’organites cytog q E iond R insi que de1
Modifications de Accumulation de lipides dans des granules P ° e 1 que delenrs
Cornification Perte du noyau ) . . . L. substrats
I’architecture (jonctions) Extrusion de lipides dans I’espace i L.
. Production de kératine
extracellulaire
Pas d’inhibiteurs connus
Condensation modérée de la A ionde L Perte de I’homéostasie ionique
e la v;
hromatin Activation d i t cathepsi
Nécrose . c_ oma . ° . Gonflement et rupture Gonflement des organites intracellulaires clivation e calpamcs ° cpsimes
Agrégation et dégradation Lyse compléte Baisse d’ATP
aléatoire de ' ADN ¥ 3 Surproductionde ROS
Phosphorylation et ubiquitinylation de RIP1
Condensation partielle de la e N . .
. Pas d’inhib parles anti-apoptotiq
Paraptose chromatine Pas de bourgeonnement A ionde la vacuol de la famille Bcl-2
Pas de fragmentation nucléaire e Indépendantd
Pas " ADN en échell ndépen les caspases
Mort cellulaire Fragmentation nucléaire Nd Nd Indépendant des caspases
en métaph Multiples micro-noyaux Activation anormale de CDK 1/cycline B
. Str hétéroch iq Aplatissement Activité fi-galactosidase
Sénecence .. Nd R ... .
C: istique Aug; dela g larité Indépendantdes casp
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Généralités
Les différentes phases de 'apoptose

Il convient néanmoins de noter une certaine variabilité biochimique et fonctionnelle a
I’intérieur méme de chaque type de mort. A titre d’exemple, il existe plusieurs sous-types
d’apoptose, qui malgré des apparences morphologiques similaires, conduisent a la mort des
cellules via des voies biochimiques différentes (Kroemer et al, 2009).

D’autres formes particuliéres de mort cellulaire telles I’excitotoxicité, la dégénérescence
wallerienne, la pyroptose, la pyronécrose, I’entose, ont été décrites par Kroemer et
collaborateurs dans leurs recommandations sur la classification des différentes morts
cellulaires décrites (Nomenclature Committee on Cell Death) (Kroemer et al, 2009).

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons uniquement a la mort cellulaire
programmée de type apoptose.

|- Etapes clés de I’apoptose

La chronologie des processus apoptotiques peut étre divisée en quatre grandes phases
résumeées dans la Figure 1 (Duvall et Wyllie, 1986).

Stress, lésion ADN, virus,

agents chimiothérapeutiques,

homones, cytokines, privation Protéines de la

en fac‘leurde croissance famille Bel-2

Survie de la cellule si elle peut étre réparée
Cellule Phase d’initiation Ehas_e_dg_dg_clsmn Phase d’exécution
A I'état physiologique Dépend de la nature de = la cellule intégre La cellule franchit un point de = la cellule est degradée en corps

l'inducteur les signaux regus. non retour: activation des apoptotiques qui sont reconnus
= réception de signaux de caspases et des membres spécifiquement par les phagocytes.
mort au niveau: apoplotiques responsables des
+» des récepteurs de mort modifications morphologiques
< de la voie mitochondriale et biochimiques de la cellule.
+» des canaux perforines

Figure 1 : Déroulement en 4 grandes étapes du processus apoptotique

1- Phase d’initiation

C’est la phase d’induction de I’apoptose. Méme si 1’apoptose est un phénomeéne
intrinséque a la cellule, il peut étre régulé par des facteurs environnementaux tels que des
facteurs de croissance, des récepteurs de surface cellulaire ou des hormones (Katsumi Eguchi,
2001) et/ou des facteurs cellulaires, principalement mitochondriaux (Lu et al, 2007).
L’apoptose peut étre induite de plusieurs fagons différentes : une voie extrinseéque comprenant
I’activation de récepteurs membranaires ou du Granzyme B, et une voie intrinséque ou voie
mitochondriale (Taylor et al, 2008).
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Généralités = Etapes clés de la mort cellulaire programmée
Phase de décision : les protéines de la famille Bel-2

2- Phase de décision

La phase de décision, durant laquelle la cellule intégre les signaux de mort recus, est
régulée par les membres de la famille de Bcl-2.

2.1- La découverte de Bcl-2 et les membres de la famille Bcl-2

Bcl-2 a été identifiée chez ’homme a partir d’une translocation t(14/18) dans le locus
des chaines lourdes des immunoglobulines conduisant & une I’expression constitutive de Bcl-2
(Bakhshi et al, 1985) . Cette surexpression de Bcl-2 blogue la mort des cellules B, a I’origine
des lymphomes folliculaires de type B, mettant ainsi en évidence 1’effet oncogénique de cette
protéine (Tsujimoto et al, 1985). Bcl-2 est un oncogene particulier qui a la caractéristique de
prolonger la survie cellulaire des cellules hématopoiétiques privées d’IL-3 plutét que de
stimuler la prolifération cellulaire (Vaux et al, 1988). Depuis, il a été montré que Bcl-2
pouvait prévenir la mort cellulaire induite par de nombreux stimuli, suggérant I’implication de
cette proteine dans de nombreuses voies régulatrices de mort cellulaire programmée
(Tsujimoto, 1989 ; Nuriez et al, 1990).

Bcl-2 présente 4 domaines caractéristiques nommeés BH1 a BH4 pour « Bcl-2 Homology
domain ». Chaque protéine identifiée par la suite avec un ou plusieurs de ces domaines
d’homologie a été assimilée comme membre de la famille Bel-2. La figure 2 regroupe les
principaux membres de la famille Bcl-2 ainsi que le ou les domaines BH en commun
(Danial, 2009). Ces membres peuvent étre anti-apoptotiques, favorisant la survie de la cellule
ou pro-apoptotiques, induisant la mort de la cellule. En fonction de leur activité apoptotique et
de leurs domaines d’homologie, ces protéines ont été classées en 3 sous-familles (Figure 2):

+ Les protéines anti-apoptotiques a multi domaines BH (Bcl-2 et Mcl-1)
Les domaines BH1, BH2 et BH3 forment un sillon hydrophobe dans lequel le domaine BH3
d’une protéine peut venir se fixer (Sattler et al, 1997).

+ Les protéines pro-apoptotiques a multi domaines BH (Bax et Bak)
Les domaines BH1 et BH2 de ces protéines permettent de former des homodimeres et des
hétérodimeres (Yin et al, 1994).

+ Les protéines pro-apoptotiques a domaine BH3-seulement (Bad, Bid, Bim, Noxa,
Puma).

Le domaine BH3 forme une hélice alpha permettant d’interagir avec le sillon hydrophobe des
membres anti-apoptotiques. Seul le domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques est
nécessaire pour interagir avec d’autres protéines pro ou anti-apoptotiques alors que les
protéines anti-apoptotiques requierent la présence des 3 domaines BH1, BH2 et BH3
(Clohessy et al, 2006).

Les protéines de la famille Bcl-2 sont cytosoliques mais la plupart possede un domaine
C-terminal hydrophobe leur permettant de s’insérer dans les membranes d’organites,
principalement mitochondries, réticulum endoplasmique et noyau (Krajewski et al, 1993).
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Figure 2 : Représentation schématique de la structure des protéines de la famille Bcl-2

2.2- Activités des membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 sont de puissants régulateurs de 1’apoptose. Ils
contrélent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale.

2.2.1- Les protéines BH3-seulement

Les protéines BH3-seulement sont des protéines a durée de vie longue. Elles sont
constamment présentes dans la cellule mais sous une forme latente (Puthalakath et Stasser,
2002). La voie intrinséque mitochondriale débute avec I’induction par des facteurs de
transcription et/ou I’activation post-traductionnelle des protéines BH3-seulement
(Youle et Strasser, 2008). Elles integrent les signaux apoptotiques provenant des différents
compartiments cellulaires et les transmettent aux membres pro-apoptotiques a multi domaines
BH en régulant leur activité (Opferman et Korsmeyer, 2003). Le domaine BH3 consiste en
une séquence de 9 a 16 acides aminés dont 7 forment le cceur actif de BH3. La séquence
consensus de ce cceur est LXXXGDE ou X représente n’importe quel acide aminé
(Lanave et al, 2004). Cette séquence n’est pas strictement conservée dans les differentes
protéines BH3-seulement et il semble que les acides aminés essentiels pour une interaction
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avec les membres anti-apoptotiques soient la leucine et 1’aspartate (Day et al, 2008). Les
différents profils de domaine BH3 montrent la spécificité d’interaction de certains membres
pro-apoptotiques vis-a-vis des membres anti-apoptotiques et des mutations dans ces domaines
BH3 modifient leur préférence d’interaction. Par exemple Bad se lie préférentiellement a
Bcl-2, Bel-X., Bcl-W, Bid et Bik a Bcl-X., Bcl-W et Al alors que Noxa a une affinité plus
grande pour Mcl-1 et Al. Cette spécificité est également valable pour les interactions avec les
membres pro-apoptotiques a multi domaines BH et peu d’entre eux (Bid, Bim et Puma)
peuvent se lier directement a Bax et Bak (Lomonosova et Chinnadurai, 2008).

Certaines protéines BH3-seulement peuvent interagir avec des membres pro et
anti-apoptotiques, alors que d’autres (Bad) interagissent et neutralisent seulement des
partenaires anti-apoptotiques (Letai et al, 2002 ; Chen et al, 2005 ; Kuwana et al, 2005 ;
Walensky et al, 2006 ; Billen et al, 2008 ; Gavathiotis et al, 2008) (Figure 3).

Les protéines a domaine BH3 peuvent étre distinguées en deux sous-groupes en fonction de
leur activité directe ou indirecte dans I’activation du processus apoptotique. Les protéines a
domaine BH3-seulement dites activatrices se lient aux protéines pro-apoptotiques a multi
domaines BH pour les activer (tBid, Bim, Puma) alors que les proteéines a domaine
BH3-seulement dites facilitatrices se lient aux membres anti-apoptotiques pour les inhiber
(Bad, Bik, Noxa) (Strasser, 2005). Le mode d’action des protéines BH3-seulement reste tres
controversé. Dans un premier modele, I’activation de Bak et Bax, par changement
conformationnel, résulte d’une interaction directe de tBid, Bim et Puma (Youle, 2007). Dans
le second modéele, Bak est activée lorsqu’elle est dissociée de Bel-X, et Mcl-1, par activation
et interaction directe entre les protéines BH3-seulement et les membres anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2 (Willis et al, 2007). Ce dernier modéle ne coincide cependant pas avec
I’activation de Bax, qui existe dans un état monomérique dans le cytosol d’une cellule saine.
Ceci dit, a I’origine, Bax a été initialement découvert complexée avec Bcl-2 (Oltvai et al,
1993). Son activation ne dépendrait donc pas uniquement d’une dissociation avec une
protéine anti-apoptotique. De plus, Bad ne peut pas interagir avec Bax et Bak, Bad requiert
donc une protéine BH3-seulement supplémentaire pour induire 1’apoptose, ce qui est en
faveur du premier modeéle. Dans le premier modele, Bim est un tueur plus efficace que Bad
car elle interagit directement avec Bax et Bak alors que dans le second modéle, Bim est plus
efficace car elle peut interagir avec les 5 protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W,
Mcl-1 et Al) (Lomonosova et Chinnadurai, 2009). Il semblerait alors qu’il faille les deux
types d’action pour induire la mort de la cellule (Leber et al, 2007 ; Chipuk et Green, 2008).

Certaines protéines BH3-seulement, telles que tBid, ont la capacité de se lier a des
phospholipides spécifiques de la mitochondrie tels que des cardiolipines et de former des
pores dans des bicouches lipidiques synthétiques permettant ainsi de déstabiliser ainsi la
membrane externe mitochondriale (Cristea et Degli Esposti, 2004 ; Schendel et al, 1999).

Récemment, il a été montré que le domaine BH3 de ces protéines pro-apoptotiques pouvait
induire la mort cellulaire indépendamment de Bax et Bak, en induisant une fission
mitochondriale (Shroff et al, 2009).
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Ces protéines possedent donc de multiples facons pour induire la mort cellulaire, d’ou
I’importance de leurs régulations dans les processus apoptotiques.

2.2.2- Les protéines pro-apoptotiques & multi domaines BH

Bax et Bak sont responsables de la perméabilisation des membranes des organites
intracellulaires, notamment la mitochondrie et le réticulum endoplasmique et induisent
’activation des caspases (Willis et al, 2005). Leur délétion inhibe le relargage de molécules
apoptotiques, telles que le cytochrome c, de la mitochondrie vers le cytosol (Wei et al, 2000).
Bak est localisée au niveau de la membrane externe mitochondriale, maintenue dans un état
monomérique inactif via son interaction avec la protéine VDAC2 (Cheng et al, 2003). Bax
est, quant a elle, maintenue inactive dans le cytosol des cellules saines, associée avec la
protéine 14-3-3 (Tsuruta et al, 2004). Suite a un stress apoptotique, Bax est libérée de 14-3-3
et transloquée a la membrane externe mitochondriale (Park et al, 2008). Dans la membrane,
I’activation de Bax et Bak modifie leur conformation, ce qui leur permet de s’oligomériser, de
dépolariser la mitochondrie et de relarguer des molécules pro-apoptotiques
(Lomonosova et Chinnadurai, 2009). Dans le réticulum endoplasmique, I’activation de Bak et
Bax engendre le relargage de calcium qui peut dépolariser la membrane externe
mitochondriale (Criddle, 2007). Bak et Bax sont activées directement ou indirectement par les
proteines BH3-seulement. Certaines d’entre elles peuvent interagir avec Bax et Bak et induire
directement leur activation, tandis que d’autres les activent de maniere indirecte en
séquestrant les protéines anti-apoptotiques (Willis et al, 2007). Bax et Bak induisent
également la fragmentation mitochondriale, ce qui suggere des connections entre les membres
de la famille Bcl-2 et le processus de fission mitochondriale (Sheridan et al, 2008).

2.2.3- Les protéines anti-apoptotiques

L’activation de Bax et Bak est inhibée par les membres anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2 (Bcl-2, Mcl-1, Bel-X, Bcl-W et Al). Ces gardiennes de 1’intégrité mitochondriale et du
réticulum endoplasmique sont inactivees lorsque les protéines BH3-seulement s’insérent, via
leur domaine BH3 dans leur sillon hydrophobe (Adams, 2003). Le ratio entre les membres
pro-apoptotiques activés et les membres anti-apoptotiques inactivés déciderait si le
cytochrome c est relargué ou non des mitochondries et déterminerait alors la susceptibilité
d’une cellule a un signal apoptotique (Kuwana et al, 2005).
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Figure 3 : Activité apoptotique des membres de la famille Bcl-2

Dans une cellule saine (a), les protéines BH3-seulement sont présentes principalement dans le cytosol sous
forme complexée a des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 ou a d’autres protéines telles que 14-3-3,
pour inhiber leur activité. Bak est une protéine localisée dans la membrane externe mitochondriale, sous forme
inactive associée aux protéines anti-apoptotiques. Lors d’un stimulus apoptotique (b), I’activation

post-traductionnelle des protéines BH3-seulement modifie leur structure et activité. Bax est alors dirigée vers
les mitochondries et sous I’action d’une protéine BH3-seulement telle tBid, active alors son oligomérisation.
Les autres protéines BH3-seulement interagissent avec la membrane externe mitochondriale ou elles séquestrent
les membres anti-apoptotiques qui inhibent Bak. Elles activent son oligomérisation. Bak et Bax oligomérisées
induisent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Il existe 2 types de protéines

BH3-seulement : celles qui interagissent uniquement avec les membres anti-apoptotiques pour lever I’inhibition
des membres pro-apoptotiques a multi domaines BH (BH3 facilitatrices représentées par un cercle orange) et
celles qui peuvent se lier a la fois aux membres anti-apoptotiques et aux membres a multi domaines BH (BH3
activatrices par un cercle rouge). Certaines protéines BH3-seulement peuvent interagir avec des protéines et
lipides spécifiques des mitochondries tels que la cardiolipine (jaune) et induire une altération de la membrane
externe mitochondriale.

2.3- Au-dela de la mort : L’implication des membres de la famille Bcl-2 dans des
fonctions autres qu’apoptotiques.

Il est maintenant admis que les membres de la famille Bcl-2 ont des fonctions cellulaires
autres que celles de la régulation de la mort cellulaire programmée. Bad régule le
métabolisme du glucose dans la respiration mitochondriale, la sécrétion d’insuline et
I’homéostasie du glucose (Danial et al, 2003, 2009). Bid est le substrat des kinases
ATM/ATR dans le point de contrdle sur les dommages de I’ADN a I’entrée de la phase S du
cycle cellulaire (Kamer et al, 2005 ; Zinkel et al, 2005). Dans des cellules saines, Bax et Bak

influencent la dynamique des tubules mitochondriaux lors des phénomenes de fission/fusion,
ce qui a une importance capitale dans 1’oxydation mitochondriale et la synthése de I’ATP
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(Karbowski et al, 2006). Etant impliquées dans des processus capitaux pour la cellule, ces
protéines de la famille Bcl-2 servent de points de contrdle critiques dans la mort cellulaire
lorsque I’homéostasie cellulaire est violée.

Etant des éléments critiques de la mort cellulaire, ces membres sont extrémement régules,
notamment par des modifications post-traductionnelles, qui feront 1’objet d’une partie
specifique dans ces généralités (I11.3 Régulation des protéines apoptotiques de la famille Bcl-2
par modifications post-traductionnelles).

3. Phase d’exécution

La phase d’exécution est la phase au cours de laquelle sont activées des enzymes qui
dégradent des substrats cellulaires provoquant la mort de la cellule.

3.1- Les différentes voies impliquées dans I’apoptose

3.1.1- La voie intrinseque mitochondriale

Les mitochondries sont a la fois une source de génération d’ATP pour la cellule mais
¢galement un élément régulateur du mécanisme d’apoptose. La perméabilisation de leur
membrane externe conduit a la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial et au
relargage de molécules pro-apoptotiques (cytochrome c¢, Smac/Diablo, Omi/HtrA2,
I’Endonucléase G ou encore AIF) de I’espace inter membranaire vers le cytosol
(Wei et al, 2000). Le cytochrome ¢, Smac/Diablo et Omi/HtrA2 ont un effet sur les caspases
alors que I’AIF et ’EndoG agissent dans une voie indépendante des caspases
(Saelens et al, 2004) L’oligomérisation de Bax et Bak, permet la sortic de ces molécules dans
le cytosol. Ces protéines fonctionnent comme une porte d’entrée de la voie intrinséque
mitochondriale. L’activation et ’oligomérisation de Bax et Bak dépendent de protéines de la
famille de Bcl-2, les protéines a domaine BH3 (Kuwana et al, 2005 ; Chen et al, 2005). Bcl-2
et ses homologues Bcl-X. et Mcl-1 peuvent séquestrer ces protéines a domaine
BH3-seulement pour inhiber I’activation de Bax et Bak et ainsi bloquer la perméabilisation de
la membrane externe des mitochondries (Cheng et al, 2001). La neutralisation de molécules
anti-apoptotiques et une activation directe de Bak et Bax semblent toutes les deux nécessaires
pour induire la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale suite a un stimulus
apoptotique (Leber et al, 2007 ; Chipuk et Green, 2008).

Méme si I’activation de Bax et Bak est clairement identifiée comme responsable de la sortie
des molécules pro-apoptotiques, plusieurs théories émanent quant a ce relargage (Figure 4).
La sortie de ces molécules pro-apoptotiques pourrait résulter de la formation de pores dans la
membrane externe mitochondriale par oligomérisation de Bax, par association de Bax avec le
canal VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel), ou par des lipides associés ou non a des
protéines. Bax et Bak pourraient également induire 1’ouverture du mtPTP (mitochondrial
Permeability Transition pore) et/ou la fermeture du VDAC et provoquer une rupture de la
membrane externe mitochondriale ce qui permettrait la sortie de grosses molécules
(Desagher et Martinou, 2000).
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Figure 4 : Perméabilisation de la mitochondrie lors d’un processus apoptotique

Les modeles (a) et (b) représentent une rupture de la membrane externe mitochondriale due a un gonflement de
I’espace inter-membranaire provoqué par 1’ouverte des pores PTP ou par la fermeture des canaux VDAC. Les
modéles (c), (d) et (e) proposent la participation de protéines pro-apoptotiques de type Bax dans la
perméabilisation de la mitochondrie, soit directement sous forme d’oligomére (c), soit en régulant les canaux
VDAC ou des pores lipidiques, respectivement (d) et (e).

Plus récemment, il a été montré, lors d’un processus apoptotique, que le canal VDAC est clivé
par une calpaine mitochondriale, provoquant [’accumulation de Bax au sein des
mitochondries. L’interaction entre VDAC clivée et Bax forme alors un complexe permettant
de libérer la forme tronquée de I’ AIF dans le cytosol (Ozaki et al, 2009).

La protéine t-Bid peut s’oligomériser dans la membrane externe mitochondriale et induire
I’apoptose via une fuite de cytochrome ¢ (Grinberg et al, 2002).

Le cytochrome c interagit avec Apaf 1, protéine effectrice de caspase. Apaf 1 peut alors
s’oligomériser. Chaque molécule Apaf 1 recrute une pro-caspase 9. L’ensemble forme
I’apoptosome, qui active alors la caspase-9 (Hill et al, 2004). La caspase-9 va a son tour
activer la caspase-3 qui va déclencher 1’apoptose par I’activation d’une cascade de caspases
qui vont cliver des substrats critiques pour la survie de la cellule. La caspase-3 peut également
cliver directement ses propres substrats.

Smac/Diablo inhibe les inhibiteurs d’apoptose (IAP) qui bloquent 1’activation de la caspase-9
ainsi que celle de la caspase-3 (Creagh et al, 2004).

L’AIF et I’Endonucléase G vont étre libérées puis redirigées vers le noyau pour induire la
fragmentation chromatinienne (Andrabi et al, 2008 ; Galluzi et al, 2008).

Omi/HtrA,, libérée dans le cytosol, inactive les IAP (Galluzi et al, 2008). Contrairement a
Smac/Diablo qui provoque une inactivation réversible des IAP, en bloguant leur fonction
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ubiquitine ligase (Creagh et al, 2004), Omi/HtrA2 les inactive de maniére irréversible
(Verhagen et al, 2002).

3.1.2- La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort

La voie extrinséque est déclenchée suite a 1’activation de récepteurs de mort par des
ligands, qu’ils soient solubles ou bien présentés par d’autres cellules. Ces récepteurs de mort,
dont TNF-R, Fas-R, TRAIL, font partie de la famille des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis
Factor), (Bhardwaj et Aggarwal, 2003). lIs ont la particularité de posséder un domaine de
mort DD (Death Domain) dans leur région cytoplasmique, domaine qui leur permet de
recruter des protéines qui vont déclencher des cascades de signalisations variées
(Lavrik et al, 2005). Ces récepteurs peuvent étre divisés en deux groupes selon la nature des
molécules qui s’associent au domaine de mort (Figure 5).

Dans le 1* groupe, la fixation du ligand Fas ou TRAIL sur son récepteur induit une
oligomérisation du récepteur. FADD, une protéine effectrice de caspase va reconnaitre le
récepteur oligomérisé puis recruter la pro-caspase 8/10. Ce complexe protéique forme le
DISC, Death Inducting Signaling Complex et active la caspase-8/10 qui active a son tour la
caspase-3 ou d’autres caspases. Ces derniéres vont cliver des substrats critiques pour la vie de
la cellule et induire sa mort. FADD peut également recruter la protéine FLIP qui empéche le
recrutement et donc 1’activation de la pro-caspase-8/10 (Peter et Krammer, 2003).

Dans le 2°™ groupe, la fixation de TNF sur son récepteur TNF-R induit une oligomérisation
du récepteur. L’activation de ce récepteur induit deux voies de signalisation différentes en
fonction des molécules recrutées sur le domaine de mort cytoplasmique. Soit le complexe
recrute les protéines RIP, TRADD et TRAF-1/2 et conduit a I’activation de JNK ou NF-xB
(Nuclear Factor kB),ce qui mene la plupart du temps a la proliferation, soit il recrute les
proteines TRADD, FADD, la pro-caspase-8/10 et TRAF-1/2 formant ainsi un complexe
protéique nommé TRADDOSOME chargé d’activer la caspase-8, ce qui mene généralement a
I’apoptose (Micheau et Tschopp, 2003).

De méme, la sécrétion par les lymphocytes T cytotoxiques de perforine et son
homodimeérisation en canal permet au Granzyme B, également secrétée par le lymphocyte,
d’induire la mort cellulaire par activation directe de la caspase-3 ou par activation de Bid
(Darmon et al, 1995 ; Barry et al, 2000).
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Figure 5 : Les différents types de récepteurs impliqués dans la signalisation de I’apoptose

Les récepteurs de mort peuvent étre classés en 3 groupes en fonction de la nature du ligand (Fas, TRAIL et
TNF) et de la nature des molécules intracellulaires recrutées sur le domaine de mort (DD) coté cytosolique du
récepteur. Le recrutement de protéines FADD sur les récepteurs Fas et TRAIL conduit a la formation du DISC
par recrutement de la pro-caspase 8/10 via le domaine effecteur de mort (DED). Sur le récepteur TNF, le
recrutement de protéines TRADD puis FADD via le DD conduit a la formation du TRADDOSOME par
recrutement de la pro-caspase 8/10 via le DED. Ces 2 voies conduisent a 1’activation de la caspase-8 puis au
phénomeéne apoptotique. La signalisation de ces récepteurs peut étre inhibée par le recrutement de la protéine
FLIP au niveau du DED de FADD. Dans le dernier cas, le simple recrutement de RIP et TRADD au nhiveau du
récepteur au TNF conduit a une signalisation anti-apoptotique via la voie NF-xB ou JNK.

3.1.3- Relation entre la voie extrinseque des récepteurs et la voie intrinséque mitochondriale

La voie intrinseque et la voie extrinseque peuvent coexister (Figure 6). La caspase-8
activée ou le Granzyme B peuvent induire la protéolyse de la protéine Bid (BH3-interacting
domain death agonist) en tBid. La forme tronquée de Bid peut induire le relargage de
cytochrome ¢ en activant directement le complexe Bax/Bak ou de maniere indépendante de
Bax/Bak et des mtPTP (Kim et al, 2000). tBid forme un homotrimére dans la membrane

externe mitochondriale et participe ainsi a [I’induction de la mort cellulaire
(Grinberg et al, 2002).

Dans certaines cellules, la voie extrinséque des récepteurs n’est pas suffisante en elle-méme
pour déclencher I’apoptose, et la voie intrinséque mitochondriale serait un phénomeéne
d’amplification indispensable (Barnhart et al, 2003).
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Figure 6 : Les voies d’exécution de la mort cellulaire programmée

La voie 1 nécessite la fixation de facteurs extracellulaires (FASL/TNFa) sur un récepteur de mort, qui
permet le recrutement, coté cytosolique, de protéines adaptatrices telles que FADD permettant elle-méme de
recruter la caspase-8. La caspase-8 peut directement activer la caspase-3 et la caspase-7, responsables en
partie, des changements morphologiques et biochimiques observés. La caspase-8 a également pour substrat
Bid : elle clive Bid en tBid, protéine BH3-seulement qui déclenche la perméabilisation de la membrane
mitochondriale. La voie extrinseque peut donc stimuler la voie intrinséque pour une réponse plus importante
du phénoméne apoptotique. La voie 2 correspond a la voie intrinseque mitochondriale, déclenchée par
I’activation de Bak/Bax et 1’inhibition des membres anti-apoptotiques par les protéines BH3-seulement.
Cette activation engendre une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et une fuite de
molécules pro-apoptotiques de la mitochondrie vers le cytosol. Entre autre, le relargage de cytochrome ¢ va
permettre la formation de 1’apoptosome ; complexe protéique composé de APAF-1, de cytochrome c et de la
pro-caspase-9 ; a I’origine de ’activation de cascades de caspases, protéines effectrices de la mort cellulaire.
La voie 3, voie du granzyme B, implique le relargage et ’entrée de cette molécule, via un canal de
perforines, par des lymphocytes T cytotoxiques ou des cellules NK. Le granzyme B posséde les mémes
propriétés que les caspases et peut donc activer Bid ou directement une cascade de caspases.
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3.1.4- La voie intrinséque du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) et dans une moindre mesure la mitochondrie
constituent une réserve intracellulaire de calcium servant a réguler la concentration calcique
[Ca?*] cytosolique nécessaire a Iactivité cellulaire (Rizzuto et al, 1993). En effet, le calcium
est impliqgué dans de nombreux processus vitaux tels que la contraction musculaire,
I’exocytose, la transmission synaptique (ouverture de canaux dépendants du voltage), la
signalisation cellulaire, I’activité catalytique de nombreuses enzymes (Berridge, 1993). La
[Ca?*] dans un compartiment cellulaire donné est contrdlée par une activité régulée des
transporteurs de Ca”* et des canaux Ca”" situés au sein des membranes des compartiments. La
[Ca?*] cytosolique, [Ca®**]c, d’une cellule au repos reste faible (= 10”M) comparé & sa [Ca?*]
dans I'espace extracellulaire ou dans la lumiére du RE ([Ca®‘]re) qui peut étre 10 000 fois
supérieure (Kriazhev, 2009). Les canaux calcium restent donc généralement fermés et servent
essentiellement a extraire le calcium cytosolique en exces (Berridge, 2001 ; Rimessi et al,
2008). Lors d’une réaction cellulaire, la [Ca*"]. peut augmenter de 10 & 100 fois pour une
courte durée (Rimessi et al, 2008). Si I’élévation de la [Ca®']. est prolongée voir méme
augmentée, alors cela conduit a la mort de la cellule par apoptose ou nécrose
(Criddle et al, 2007). C’est une des raisons pour laquelle Kriazhev propose de cibler les
canaux calciques pour induire la mort des cellules tumorales (Kriazhev, 2009).

Certains membres de la famille Bcl-2, anti et pro-apoptotiques, sont egalement localisés dans
le RE mais leur fonction reste peu connue (Figure 7). lls pourraient influencer son
homéostasie en régulant la perméabilité de sa membrane et le relargage du calcium du RE au
cytosol. Bcl-2 posséde également une fonction anti-apoptotique dans le RE
(Rudner et al, 2001). Rizzuto et son équipe ont montré qu’une surexpression de Bcl-2 réduit
la [Ca’*]re (Chami et al, 2004). Cette diminution de la [Ca*']re protége les cellules de
I’apoptose tandis qu’une augmentation de la [Ca2+]RE sensibilise les cellules a I’apoptose
(Lilliehook et al, 2002). En effet changer la [Ca**]re augmente I’activité de IP3R, connue
pour sensibiliser les mitochondries aux protéines BH3-seulement au cours de 1’apoptose
(Csordas et al, 2002).

Suite a un stimulus apoptotique, Bax et Bak peuvent s’insérer dans les membranes du RE,
induire une fuite de calcium dans le cytosol et activer la caspase-12 (Zong et al, 2003). Cette
caspase-12 induira la mort cellulaire via I’activation de la caspase-3 (Kerbiriou et al, 2009).

Parallelement, dans les mitochondries, ils induisent la fuite de cytochrome ¢ dans le cytosol.
Le cytochrome ¢ peut ensuite étre redirigé dans le RE, interagir et activer les récepteurs a
I’'IP3 au niveau de la membrane provoquant ainsi I’augmentation de [Ca®*].. Cette
augmentation de [Ca?*]. amplifie le phénoméne apoptotique (Liao et al, 2008). Certaines
protéines BH3-seulement interviennent également dans la voie apoptotique intrinseque du RE.
Bik est principalement localisée au RE (Mathai et al, 2005). Bik induit le relargage de
cytochrome c¢ et ce, indépendamment d’une association avec la mitochondrie
(Germain et al, 2002). L’activité de Bik est influencée par Bcl-2 dans le RE. Bik forme un
hétérodimére avec Bcl-2 au niveau de la membrane. Le ratio Bik/Bcl-2 dans la mitochondrie
conditionne le phénomene apoptotique (Gillissen et al, 2003). Une surexpression de Bik
augmente le relargage de calcium dans le cytosol et induit 1’apoptose alors qu’une
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surexpression de Bcl-2 protége de I’apoptose induite par Bik (Mathai et al, 2005). D’autres
protéines BH3-seulement (Bim, Noxa) sont également localisées au niveau du RE et ont
peut-étre une fonction similaire (Puthalakath et al, 2007 ; Oda et al, 2000). Sous I’effet d’un
stress cellulaire, Bim est transloquée au RE. Elle active la caspase-12 a 1’origine de
’activation d’une cascade de caspases spécifiques de RE, déclenchant ainsi la mort cellulaire
(Morishima et al, 2004).

De plus, la présence élevée de calcium dans le cytoplasme peut activer certaines enzymes,
telles que la calcineurine, phosphatase dépendante de calcium, qui provoque la
déphosphorylation de Bad. Bad déphosphorylée est transloquée a la mitochondrie pour activer
Bax et Bak (Wang et al, 1999).

Le calcium libéré dans le cytosol peut étre recapturé par les mitochondries et provoquer une
ouverture des pores mtPTP, une dépolarisation de la membrane externe mitochondriale et une
libération des molécules apoptotiques de I’espace inter-mitochondrial (Criddle, 2007).

\

La voie intrinséque du RE n’est pas une voie apoptotique a proprement parler mais elle
permet d’amplifier ou de déclencher le processus de mort en stimulant les voies intrinseque
mitochondriale et extrinseque.
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Figure 7 : Modéle de régulation de la mort cellulaire induite par les membres de la famille de Bcl-2 au
niveau du RE et de la mitochondrie

Suite a un stress cellulaire, la concentration de protéines BH3-seulement augmente au niveau du RE. En exces
par rapport aux protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, les protéines BH3-seulement mobilisent le
calcium du RE pour sensibiliser les mitochondries ou induire des processus dépendants du calcium dans le
cytosol. L’activation de Bak et Bax au RE par les protéines BH3-seulement induit une fuite du calcium dans le
cytosol. Ce calcium peut activer la calcineurine, une phosphatase qui provoque la déphosphorylation de Bad.
Bad activée est transloquée a la mitochondrie pour induire la perméabilisation de la membrane externe et
induire le relargage de cytochrome c. Pour amplifier le signal apoptotique, le cytochrome c peut stimuler les
récepteurs a I’IP3 sur la membrane du RE qui induisent le relargage de calcium dans le cytosol. L’augmentation
du calcium cytoplasmique peut également induire I’ouverte des mtPTP et ainsi dépolariser la membrane
externe.
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3.1.5- La voie indépendante des caspases

L’apoptose est I'un des principaux types de mort cellulaire programmée et implique des
caracteristiques morphologiques et biochimiques typiques (voir la partie suivante : 3.2). Parmi
ces caractéristiques, on note le relargage de I’AIF (Apoptosis-Inducting Factor) (Figure 8) et
de I’Endonucléase G des mitochondries (Ye et al, 2002).

Le géne de I’AIF est un géne nucléaire qui est transcrit puis traduit sous une forme de
précurseur protéique contenant a son extrémité N-terminale, un signal de localisation
mitochondriale (MLS) (Loeffler et al, 2001). Suite a I'import de I’AIF a la mitochondrie, le
MLS est clivé. Ce clivage démasquerait un domaine transmembranaire permettant a I’ AIF de
se fixer a la membrane interne mitochondriale ou elle exercerait sa fonction oxydoréductase
(Susin et al, 1999; Otera et al, 2005; Miramar et al, 2001).

Suite a un stimulus apoptotiqgue et a la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale, I’AIF serait clivée par une protéase a cystéine, de type calpaine ou
cathepsine, au niveau de son domaine transmembranaire, libérant ainsi une molécule soluble
dans le cytoplasme (Otera et al, 2005, Polster et al, 2005). L’AIF est ensuite transloquée au
noyau via un signal de localisation nucléaire (NLS) bipartite ou elle exerce alors sa fonction
apoptogéne (Gurbuxani et al, 2003). Elle provoque une condensation chromatinienne
accompagnée d’une digestion de I’ADN en fragments de haut poids moléculaire de 50 Kb,
aidée par I’Endo G (Susin et al, 1999 ; Li et al, 2001). L’AIF est capable a elle seule d’induire
I’apoptose nucléaire. Elle est indépendante des caspases (Susin et al, 2000).

L’ AIF entraine également une chute du potentiel membranaire mitochondrial provoquant une
libération de protéines apoptogeénes telles que le cytochrome c, une activation de la caspase-9
et I’externalisation des phosphatidylsérines a la surface de la membrane plasmique. L’AIF
semble jouer un réle important dans les premieres phases de 1’apoptose. Le relargage de
cytochrome c active une cascade de caspases qui vont agir dans un processus classique
d’apoptose. Malgré la présence de caspases dans les phases tardives du processus apoptotique,
les événements induits par I’AIF demeurent indépendants des caspases. En effet, ils ont lieu
en aval de son activation et une inhibition des caspases ou de protéines activant les caspases
ne bloque pas ces événements (Krajewski et al, 1999 ; Scovassi et al, 2009 ; Joza et al, 2009).

25



Généralités = Etapes clés de la mort cellulaire programmée
Phase d’exécution : différentes voies apoptotiques

NOYAU

Condensation
chromatine

Exposition Fragmentation
phosphatidyl ADN
serine
T Import
Activation ‘ nucllé)aire
Scramblase J

Inhibition \
traduction <—
Bax=——2 [|——Bcl2
. oMM
( Relargage )
LR ) \ mxtochondrial
" Clivage
' Mg \ apoptotique |

\ IMM

Calpaine/
Cathepsine

D’aprés Joza et al, 2009

Figure 8 : L’AIF : De sa fonction oxydoréductase a sa fonction apoptotique

L’AIF, dans une cellule normale, est localisée au niveau de la membrane interne mitochondriale (IMM) pour y
exercer une fonction oxydoréductase. Suite a un stimulus apoptotique et a la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale, (OMM), I’AIF est clivée par une protéase de type calpaine ou cathepsine. La protéine
apoptotique libérée est relarguée des mitochondries pour induire la mort cellulaire au niveau du noyau
(fragmentation de I’ADN et condensation de la chromatine) mais également au niveau du cytoplasme ou elle
active la scramblase chargée de transloquer les phosphatidylsérines sur la face extracellulaire de la membrane
plasmique et ou elle inhibe la synthése protéique.

AIF constitue ainsi le prototype des voies indépendantes des caspases. L’une de ces voies est
la Parthanatos, une mort cellulaire induite par la poly (ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1),
une protéine nucléaire qui facilite I’excision des bases de ’ADN dans le processus de
réparation. Cette mort cellulaire possede ses propres caractéristiques biochimiques, a savoir
une activation rapide de PARP-1, une accumulation de PAR (poly (ADP-ribose), une
dépolarisation de la mitochondrie, une translocation nucléaire de I’AIF, la perte de NAD et
ATP cellulaires, et une activation des caspases a un stade tardif du processus. D’un point de
vue morphologique, le noyau est condensé et la membrane bourgeonne (Wang et al, 2009a).
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L’activation de PARP-1, suite a une ischémie, un désordre neuro-dégénératif, ou un
traumatisme créanien, induit la formation de PAR, inducteur de la mort cellulaire et de
nicotinamide, inhibiteur de PARP-1, selon un processus dépendant de NAD+ et de I’ATP.
PAR est ensuite dirigée vers le cytosol ou elle interagit avec la mitochondrie et provoque le
relargage de I’AIF. AIF est transloquée vers le noyau et induit la fragmentation de I’ADN
(Andrabi et al, 2008).

3.2- Modifications morphologiques et biochimiques du processus apoptotique

L’apoptose est caractérisée par une série de perturbations de I’architecture cellulaire, liée
a des modifications biochimiques, qui contribue non seulement a la mort de la cellule mais
également a préparer son élimination par les phagocytes.

Taylor et al, 2008

Figure 9 : Morphologie des cellules Hela en condition physiologique (A) ou soumises a un stimulus
apoptotique (B)

Les cellules apoptotiques présentent une morphologie caractéristique, a savoir une diminution du volume
cellulaire, un bourgeonnement de la membrane plasmique et une perte de contact avec les cellules voisines.

C’est dans la phase d’exécution que la cellule voit sa morphologie modifiée. La cellule
s’arrondit, se rétracte, perd ses contacts avec les cellules voisines. La membrane plasmique
bourgeonne puis la cellule se fragmente en corps apoptotiques qui vont étre reconnus
spécifiquement par des phagocytes (Figure 9). Parallelement a ces modifications externes, la
cellule subit des altérations de son architecture interne. La cellule se condense et fragmente
ses organites intracellulaires (noyau, mitochondries, 1’appareil de Golgi, réticulum
endoplasmique) (Weedon et al, 1979). La plupart de ces événements est orchestrée par des
membres de la famille des caspases (Nicholson et Thornberry, 1997). Ces protéases, et
principalement les caspase-3 et 8, ciblent plusieurs centaines de protéines de fagon contrélée
pour augmenter I’efficacité de reconnaissance par les phagocytes et minimiser 1’activation du
systéeme immunitaire (Zhang et al, 2003 ; Mitchell et al, 2006). Ceci dit, dans des cellules
issues du cancer du sein, défectueuses en caspase-3, suite a I’induction de la mort par
traitement & ’ectoposide, un agent chimiothérapeutique, on constate toujours une phagocytose
non inflammatoire des cellules (Turner et al, 2003). Les modifications morphologiques pour
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qu’une cellule soit éliminée selon un processus non inflammatoire peuvent donc étre régulées
indépendamment des caractéristiques propres de I’apoptose qui requierent la caspase-3.

3.2.1- Les causes de modifications morphologigues externes

®,

< Caspases et cytosquelette

Le cytosquelette est un ensemble de polymeres protéiques organisés qui confere a la
cellule ses propriétés mécaniques. Il gouverne ainsi les mouvements internes (déplacement
des chromosomes par exemple) et les déformations de la membrane plasmique (production de
protubérances, d'invaginations, de sites d'adhésions...).Ces polymeéres sont classés en trois
catégories : les filaments d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. La
protéolyse de ces constituants cellulaires par les caspases contribue aux modifications
morphologiques observées lors du processus apoptotique (Figure 10) (Taylor et al, 2008).

% Caspases et molécules d’adhésion cellulaire

Les cellules adhérent entre elles et avec la matrice extracellulaire qui les entoure pour
maintenir ’intégrité du tissu. Ces contacts cellulaires sont établis via des protéines spécifiques
et selon le type de protéines, la jonction est différente. Certaines de ces protéines sont des
substrats des caspases, notamment les caténines (Brancolini et al, 1997), les cadhérines
(Steinhusen et al, 2001), les protéines du desmosome (Dusek et al, 2006). La protéolyse de
ces protéines entraine la perte de contact, avec la matrice extracellulaire et avec les cellules
avoisinantes, observée dans les premiéres étapes de 1’apoptose (Figure 10)
(Taylor et al, 2008).
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Figure 10 : Substrats des caspases impliqués dans les changements morphologiques d’une cellule
apoptotique

Les caspases effectrices induisent la fragmentation de la plupart des organites intracellulaires (noyau, RE et
Golgi) ainsi que le bourgeonnement de la membrane plasmique et I’externalisation de la phosphatidylsérine. La
protéolyse de protéines impliquées dans 1’adhésion cellulaire permet & la cellule de perdre contact avec les
cellules voisines.

La protéolyse de ROCKL1 active sa fonction kinase, qui phosphoryle alors les chaines légéres de myosine
(MLC) et provoque la contraction des filaments d’actine au niveau de la membrane plasmique et du noyau.
Cette contraction est responsable du bourgeonnement des membranes. Une autre kinase est activée par
protéolyse : la MST1. Elle induit la phosphorylation de I’histone H2B et la condensation de la chromatine. Dans
le noyau, 1’action des caspases sur les lamines désassemble les lamines nucléaires, facilitant la fragmentation du
noyau. Au niveau du Golgi, le clivage de GRASP65 engendre sa fragmentation. Dans le cytosol, les caspases
clivent ICAD, inhibiteur de la DNase CAD. CAD va alors étre transloquée au noyau pour cliver I’ADN. Les
caspases inhibent également des facteurs de traduction (elFs).

3.2.2- Les causes de modifications morphologiques internes

« Modification nucléaire

Un des premiers éléments biochimiques caractéristiques de 1’apoptose est la
fragmentation de I’ADN en « échelle » (Williams et al, 1974). Ce phénomene est médié par
des caspases qui clivent des inhibiteurs de nucléases (ICAD). Ces endonucléases CAD
(Caspase activated DNase) clivent la chromatine au niveau de sites internucléosomiques
(Sakahira et al, 1998).
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Chez les eucaryotes, I’ADN s’enroule autour de complexes protéiques appelés nucléosomes.
Ces nucléosomes sont des octameres d’histones et sont responsables du degré de compaction
de ’ADN. Le degré de compaction supérieur nécessite une phosphorylation des histones.
Entre autre, MST1 (Mammalian Sterile-20) est une kinase qui phosphoryle I’histone H2B. Au
cours de I’apoptose, MST1 est clivée et activée par la caspase-3 (Cheung et al, 2003 ;
Ura et al, 2001). (Figure 10 ; Taylor et al, 2008).

Cependant la fragmentation de I’ADN, comme d’autres événements de la phase d’exécution,
ne semblent pas essentiels & la mort cellulaire (Schulze-Osthoff et al, 1994). Chez
Caenorhabditis elegans, la dégradation de I’ADN a lieu dans le phagocyte (Wu et al, 2000).
Cette fragmentation empéche une éventuelle division cellulaire et faciliterait la dégradation
cellulaire par les phagocytes.

0,

% Arrét de ’expression génique
Les caspases ont également pour substrat des facteurs de transcription et des protéines
ribosomales pour stopper ’expression des génes (Luthi et Martin, 2007).
+«+ Fragmentation des organites intracellulaires

Une autre caractéristique de 1’apoptose est la fragmentation des organelles. Les caspases
sont une fois de plus la cause de la fragmentation du noyau, de I’appareil de Golgi et du
réticulum endoplasmique (Figure 11) (Taylor et al, 2008).

Taylor et al, 2008

Figure 11 : Condensation et fragmentation des noyaux de cellules apoptotiques

(A) Cellules en contraste de phase

(B) Cellules dont le noyau est marqué au Hoechst. Les fleches indiquent les cellules dont le noyau est
condensé et pour certaines, fragmenté.

(C) Superposition de A et B
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En revanche, les principaux effecteurs de la fragmentation mitochondriale ne sont pas les
caspases mais des membres de la famille Bcl-2. Bax et/ou Bak sont activées trés tot au cours
de I’apoptose par les protéines a domaine BH3-seulement. L’activation de ces protéines
provoque la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et le relargage de
protéines inter-membranaires (Kuwana et al, 2005) puis la mitochondrie se fragmente
(Figure 12) (Karbowski et al, 2002).

Taylor et al, 2008

Figure 12 : Réseau mitochondrial d’une cellule saine (A) ou d’une cellule apoptotique (B)

Pour visualiser les mitochondries, des cellules Hela ont été transfectées avec une protéine mitochondriale
fusionnée a la GFP puis observées en microscopie confocale. Les mitochondries d’une cellule saine sont
organisées en réseaux filamenteux alors que dans une cellule apoptotique, le réseau est fragmenté.

4- Phase d’élimination
Les corps apoptotiques sont reconnus spécifiquement par des phagocytes, cellules

chargées de les éliminer en prévention d’une éventuelle réaction inflammatoire.

La cellule apoptotique relargue des molécules chimiotactiques, telles que la
lysophosphatidylcholine sous I’action de la caspase-3 (Figure 13), pour attirer le phagocyte
(Zhao et al, 2006).

Phosphatidylcholine —————> Lysophosphatidylcholine

m

i PLA2 i PLA2
inactive aclive
Caspase 3

iPLA, : phospholipase A2 indépendante du Ca2*

Figure 13 : Protéolyse de la phospholipase A2 indépendante du Ca** (iPLA, ) par la caspase-3

Cette protéolyse entraine I’activation de I’enzyme qui catalyse alors la transformation de la phosphatidylcholine
en lysophosphatidylcholine, protéine chimiotactique nécessaire pour le recrutement des macrophages.

Le phagocyte doit ensuite reconnaitre les corps apoptotiques. La phosphatidylsérine est un
phospholipide de la face interne de la membrane plasmique qui, suite a un stimulus
apoptotique, est transloquée vers la face externe de la membrane plasmique. Les récepteurs
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scavengers CD36, situés sur le phagocyte reconnaissent les phosphatidylsérines oxydées de la
cellule apoptotique et induisent sa phagocytose (Greenberg et al, 2006). Cette translocation
est également dépendante des caspases (Turner et al, 2003).

Ces molécules font partiec dune liste non exhaustive de molécules intervenant dans la
clairance apoptotique. De plus, toutes les cellules apoptotiques ne forment pas de corps
apoptotiques. C’est le cas des neutrophiles (Ren et al, 2001). Ce processus pourrait faciliter la
digestion, par le phagocyte, des cellules les plus grosses.

I1- Régulation du phénomene apoptotique

Le controle de ’activité des protéines apoptotiques peut se faire a plusieurs niveaux. De
I’ADN a la protéine fonctionnelle, se succede une multitude d’étapes, chacune d’entre elles
étant régulée de maniere spécifique (Figure 14). Au cours de ma thése, je me suis intéressée
aux modifications post-traductionnelles de la mitogaligine, c’est pourquoi je développerai ce
type de régulation.

r ADN
l' Transcription
Noyau < ARN pré-messager
i Maturation/ Epissage
. ARN messager
Membrane nucléaire i Passage par les pores nucléaires

ARN messager

l Traduction

Protéine
Cytoplasme < fonctionnelle
ou non

lv Modifications Post-traductionnelles

Protéine
fonctionnelle

Figure 14 : Les différents niveaux de régulations de I’expression génique

La régulation de I’expression d’un géne peut avoir lieu aux niveaux transcriptionnel, post-transcriptionnel, du
passage noyau/cytoplasme de I’ARN, traductionnel et post-traductionnel.
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1- Régulation de I’activité apoptotique par modifications
post-traductionnelles

La réponse apoptotique résulte de l'intégration de multiples voies de signalisations
différentes et complexes communiquant entre elles. Elle doit donc étre extrémement
contrélée. Beaucoup de protéines cytotoxiques impliquées dans la mort cellulaire programmée
sont exprimées constitutivement dans la cellule sous des conditions qui permettent a la cellule
de vivre (Van Delft et al, 2006).

Leur activité, qui dépend a la fois de leur localisation cellulaire, de leur stabilité et de leur
interaction avec d’autres protéines, est souvent régulée par des modifications
post-traductionnelles (Hibner et al, 2008 ; Reinders et Sickmann, 2007).

I1 existe plus d’une centaine de modifications post-traductionnelles et nous verrons dans cette
partie, celles qui sont les plus fréquentes et représentatives de la régulation des molécules
apoptotiques.

1.1- Par addition d'un groupe fonctionnel
1.1.1- La phosphorylation

Au cours d’une réponse apoptotique, les cycles de phosphorylation/déphosphorylation
des proteines sont 1’'un des systémes les plus importants dans la régulation de leurs activites.
Plusieurs pathologies humaines sont associées a une phosphorylation anormale de protéines
cellulaires, ce qui a valu le prix Nobel de médecine a Fisher et Krebs en 1992 pour leurs
travaux sur les mécanismes de phosphorylation réversible des protéines.

Ces cycles sont assurés par des kinases et phosphatases, qui sont régulées par des signaux
extérieurs, comme les hormones, cytokines et autres facteurs de croissance ainsi que par les
variations de calcium intracellulaire (Zhou et al, 2002). Ces enzymes sont inscrites dans des
voies de signalisations complexes faisant intervenir des cascades de kinases. Dans la mort
cellulaire programmée, I’'une des voies les plus importantes est la voie PI3K/PKB, voie de la
Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase/ Protéine Kinase B.

La voie PI3K/PKB affecte une gamme importante d’événements intracellulaires qui
influencent directement ou indirectement la survie ou la mort d’une cellule. L’activation de
PI3K, et de PKB en aval, joue un réle critique dans la survie cellulaire en bloquant le
phénomene apoptotique (Yao et Cooper, 1995). PKB peut inactiver des protéines
pro-apoptotiques telles que Bad (Ser 136) (Blume-Jensen et al, 1998), Bax (Ser 154)
(Gardai et al, 2004) ou avoir un effet positif sur de multiples molécules de survie telles que
des facteurs de transcription (NFkB), des protéines inhibitrices de caspase (FLIP), des
protéines anti-apoptotiques (Mcl-1).

Sous I’influence d’IL-3, PKB phosphoryle Bad sur la Ser 136, ce qui inhibe son activité
pro-apoptotique par association avec la protéine 14-3-3 dans le cytosol
(Ajjappala et al, 2009).

PKB phosphoryle Bax sur la Ser 184, ce qui inhibe son activité (Gardai et al, 2004). Bax est
une protéine pro-apoptotique cytosolique qui nécessite d’étre phosphorylée par GSK-3 sur la

33


http://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytokine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Facteur_de_croissance
http://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium

Généralités = Régulation du phénomeéne apoptotique
Modifications post-traductionnelles

Ser 163 pour étre adressée a la mitochondrie. PKB peut phosphoryler GSK-3, rendant la
kinase inactive (Van Weeren et al, 1998 ; Linseman et al, 2004). PKB peut donc agir
directement ou indirectement pour supprimer 1’activité de Bax (Figure 15). 1l y a plusieurs
autres voies possibles dans lesquelles GSK-3 contribue a la mort cellulaire par inhibition de la
PKB (Pap et Cooper, (1998) : par régulation de la voie JINK (Mishra et al, 2007) ou par
phosphorylation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, phosphorylation qui entraine sa
dégradation via le protéasome (Maurer et al, 2006).

PKB
PKB
GSK-3 ® Gsk-3-(P)
1 active inactive

BaxSerlMP BaxSer163P Apoptose

? l Inactivationindirecte
Apoptose mitochondrie

Inactivation directe l
Apoptose

Figure 15 : Fonction anti-apoptotique de la voie PI3K/PKB : Exemple de Bax

Bax est le substrat de kinases impliquées dans la voie PI3K/PKB, kinases a fonction anti-apoptotique. Suite a un
stimulus apoptotique, GSK-3 phosphoryle la Ser 163 de Bax. Bax est alors transloquée a la mitochondrie ou elle
va induire la perméabilisation de la membrane. Elle est également le substrat, au niveau de la Ser 184, de la
PKB, phosphorylation qui inactive Bax. PKB a également pour substrat la GSK-3. GSK-3 sous forme
phosphorylée est inactive. Par conséquent, Bax reste séquestrée dans le cytosol sous forme latente. PKB peut
donc bloquer directement et indirectement I’apoptose.

D’autres protéines de la famille de Bcl-2 sont également régulées par PI3K/PKB. C’est le cas
des protéines BH3-seulement Bim et Puma et de la protéine anti-apoptotique Bcl-X.. Une
partie de la régulation de 1’apoptose passe par des facteurs de transcription, qui constituent
une cible pour PKB. PKB, en phosphorylant ces facteurs conduit a leur séquestration dans le
cytosol puis a leur dégradation (Brunet et al, 1999 ; Arden et Biggs, 2002). PKB phosphoryle
IKK, I’inhibiteur du facteur de transcription NF-kB. La phosphorylation d’IKK entraine sa
dégradation via le systeme ubiquitine-protéasome. NF-kB est alors transloqué au noyau ou il
va induire la transcription de molécules de survie dont Bcl-X.. Dans une cellule privée de
cytokine, la voie PISK/PKB est inactivée et le facteur de transcription FoxO3a peut alors
augmenter la transcription de Bim et Puma pour induire ’apoptose (Dijkers et al, 2000 ;
You et al, 2006).

Un autre moyen pour PI3K/PKB de bloquer I’apoptose est d’inhiber p53 en maintenant son
inhibiteur mdm2 actif. La forme phosphorylée au niveau des Ser 166 et Serl86 de mdm?2
provoque sa translocation au noyau et induit I’ubiquitinylation et la dégradation de p53
(Mayo et Donner, 2001).
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Il existe beaucoup d’autres protéines dont la régulation est critique pour la survie cellulaire et
pour lesquelles la traduction peut étre régulée par la voie PI3K/PKB. Prenons pour exemple
I’importance de la traduction des protéines dans I’apoptose induite par TRAIL. Les protéines
de survie cellulaire telles que Mcl-1, FLIP, XIAP ont une durée de vie courte alors que les
membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 et les caspases ont une durée de vie plus
longue. Ainsi, la balance entre les molécules pro et anti-apoptotiques peut étre perturbée en
faveur de l’apoptose s’il y a une inhibition de la traduction des protéines de survie
(White-Gilbertson et al, 2008). La voie PI3K/PKB est impliquée dans la régulation de la
synthése des protéines en phosphorylant 4E-BP1, 'inhibiteur de eIF-4E, facteur d’initiation
de la traduction (Gingras et al, 1998). PI3K contribue ainsi a augmenter la traduction de
Mcl-1 (Schubert et Duronio, 2001).

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle capitale en ce qui concerne la
signalisation cellulaire. Elle régule beaucoup de modifications post-traductionnelles
(protéolyse, sumoylation, ubiquitinylation...). Nous verrons dans les modifications
post-traductionnelles suivantes et dans la régulation des protéines de la famille Bcl-2 par
modifications post-traductionnelles (Partie 11.3), comment la phosphorylation peut réguler les
autres transformations chimiques des protéines.

1.1.2- Modifications des protéines par les lipides

L’acylation et la prénylation correspondent a I’addition d’un groupement lipidique sur
une protéine. Selon la nature de la chaine lipidique, on parle de myristoylation, palmitoylation
et d'isoprénylation (Resh, 1996) (Figure 16).

La myristoylation est ’addition de myristate (acide gras saturé en C14) sur une glycine de
I'extrémité N terminale par une liaison amide. Les protéines N-myristoylées ont comme
séquence initiale une méthionine suivie d’une glycine. Pendant la traduction, la méthionine
initiatrice est clivée, laissant la glycine libre pour une N-myristoylation éventuelle
(Gordon et al, 1991). Ce phénomeéne est généralement co-traductionnel mais il a été montré
que cette modification peut intervenir aprés la synthése d’une protéine, lors d’un processus
apoptotique. Cette modification prend le nom de « Myristoylation morbide »
(Zha et al, 2000 ; Mishkind, 2001).

La palmitoylation est 1’addition d'acide palmitique (acide gras saturé en C16) sur une cystéine
de l'extrémité C-terminale par une liaison thioester. Certaines protéines ont été identifiees
comme étant palmitoylées a leur extrémité N-terminale (Kleuss et Krause, 2003). Il n’y a pas
de séquence consensus spécifique d’une palmitoylation méme si des sites peuvent étre prédits
(Zhou et al, 2006).

L’isoprénylation est 1’addition de chaines farnésyl (C15) ou géranylgéranyl (C20) sur une
cystéine au voisinage de I'extrémité C-terminale. La séquence consensus est CAAX
(Cys-acide aminé aliphatique-acide aminé aliphatique-X) ou X détermine si la cystéine est
farnésylée (X= Met, Ser) ou géranylgéranylée (X= Leu) (Sebti, 2005).
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Figure 16 : Acylation par des acides gras et prénylation des protéines

Ces modifications représentent des mécanismes importants dans le ciblage des protéines
membranaires (membrane plasmique ou membranes subcellulaires), dans leur interaction avec
des protéines régulatrices, mais également dans le controle de leur activité
(Magee et Seabra, 2005).

Au cours de I’apoptose, les caspases clivent des substrats spécifiques, générant pour certains,
une glycine en N-terminale de la protéine, susceptible de subir une myristoylation morbide.
Les fragments N-myristoyles générés sont ensuite adressés aux mitochondries ou ils activent
des signaux apoptotiques (Utsumi et al, 2003 ; Vilas et al, 2006). Prenons I’exemple de la
proteine PAK2, une petite GTPase qui régule differentes fonctions du cytosquelette. Pendant
I’apoptose, PAK2 est clivée par la caspase-3 puis myristoylée, ce qui relocalise la protéine du
cytoplasme au niveau de la membrane plasmique et des membranes intracellulaires. Elle
stimule la voie de signalisation du stress impliquant JNK et induit la mort cellulaire. Les
myristoylations post-traductionnelles des protéines clivees par les caspases et intervenant dans
la dynamique du cytosquelette est un mécanisme expliquant la régulation des événements
tardifs de ’apoptose (Vilas et al, 2006 ; Sakurai et Utsumi, 2006).

Les fragments N-myristoylés adressés aux mitochondries peuvent également activer
indirectement ces signaux apoptotiques, par le biais de I’activation d’enzymes impliquées
dans le métabolisme mitochondrial. La dihydrocéramide A4-désaturase 1 (DES1) est clivée
par les caspases dans les hépatocytes de rat. Cette protéolyse génére une glycine libre d’étre
myristoylée. L’enzyme est ensuite dirigée vers les mitochondries. Dans les cellules COS-7,
I’enzyme myristoylée en N-terminal est dirigée vers les mitochondries ou elle catalyse la
transformation du dihydrocéramide en céramide. Le céramide interagit avec les chaines de
transport d’électrons dans les mitochondries pour induire la production de ROS (Reactive
oxygen species), former des canaux dans la membrane externe mitochondriale, et induire le
relargage de molécules apoptotiques dans le cytosol et donc la lipo-apoptose (Beauchamp
et al, 2009).
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La mise en place d’une nouvelle technique plus sensible utilisant un analogue du myristate, le
bio-orthogonal azidomyristate, et non plus du myristate radiomarqué, permet de détecter de
plus en plus de protéines myristoylées suite au clivage par les caspases, suggérant ainsi que
cette modification post-traductionnelle est un mécanisme répandu pour réguler la mort
cellulaire (Martin et al, 2008).

L’ajout d’un palmitate sur une protéine permet également de réguler la mort cellulaire. La
palmitoylation du facteur d’activation des plaquettes PAF dans les entérocytes active ce
dernier et inhibe la voie PI3K/Akt, ce qui induit I’apoptose des cellules. L’utilisation d’un
inhibiteur de la palmitoylation, le 2 bromo-palmitate, inactive PAF et par conséquent bloque
le phénoméne apoptotique (Lu et al, 2008).

Les protéines Rho appartiennent aux protéines de la famille Ras impliquées, entre autre, dans
la régulation des signaux de transduction tels que p38, ERK, SAPK et dans la prolifération
cellulaire. Rho B inhibe la prolifération cellulaire et a une activité pro-apoptotique lorsque sa
cystéine 192 est palmitoylée et sa cystéine 193, prénylée. La mutation d’un seul de ces sites
suffit & rendre la protéine inactive (Wang et Sebti, 2005).

Ainsi, de nombreuses protéines regulent les processus apoptotiques indirectement par
’activation ou I’inhibition de voies de transduction du signal.

Ces exemples font partie d’une liste non exhaustive des modifications post-traductionnelles
par addition d’un groupe fonctionnel. A titre indicatif, il existe également 1’acétylation, la
glycosylation, la glycylation, la sulfatation, la sélénation, la glutamylation, la biotinylation, la
méthylation...

1.2- Par addition de groupes peptidiques ou de protéines
1.2.1- L’ubiquitinylation

L’ubiquitinylation est une modification post-traductionnelle qui permet de fixer une ou
plusieurs ubiquitines, protéine de 8 kDa, sur une ou plusieurs lysines acceptrices d’une
protéine cible. Le processus d’ubiquitinylation a été mis en évidence dans les années 1980
par Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose, ce qui leur a valu I’obtention du prix
Nobel de chimie en 2004. Des isopeptidases, les protéases spécifiques des ubiquitines
(USP : Ubiquitin Specific Peptidase) et les hydrolases de I’extrémité C-terminale de
I’ubiquitine (UCHs : Ubiquitin C-terminal Hydrolases), catalysent la réaction inverse et
permettent la de-ubiquitinylation des protéines. Certaines semblent jouer un réle direct dans la
protéolyse des protéines ubiquitinylées par le protéasome 26S, en permettant le recyclage de
I’ubiquitine (Papa et Hochstrasser, 1993 ; Stein et al, 1995). D’autres semblent étre
impliquées dans la de-ubiquitinylation des protéines pour stopper leur dégradation
(Hedge et al, 1997).

L’ubiquitinylation s’effectue sur les résidus Lys de la protéine cible, mais dans de rares cas, il
a été montré qu’elle était possible sur des résidus Cys, Ser et Thr (Cadwell et Coscoy, 2005).
Il est également possible d’ubiquitinyler une protéine qui ne possede pas de Lys. Ce processus
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est appelé « NH, ubiquitinylation » : ’ubiquitinylation se fait au niveau du groupement NH;
du premier acide aminé a I’extrémité N-terminale de la protéine. Il existe une autre forme
atypique d’ubiquitinylation, la « régle de I’extrémité N-terminale ». Dans ce cas, le NH;
terminal ne sert qu’a la reconnaissance de la protéine cible, 1’ubiquitine étant ensuite
transférée sur une lysine interne (Varshavsky, 2003).

Beaucoup de protéines dont la dégradation doit étre rapide possedent une séquence PEST,
séquence enrichie en Pro, Glu, Ser et Thr (Rechsteiner et Rogers, 1996). Ces éléments font
partie des sites consensus de phosphorylations de kinases (Yaglom et al, 1995). La
phosphorylation de résidus dans la région PEST d’une protéine peut étre requise pour sa
dégradation comme c’est le cas pour la cycline D1 (Diehl et al, 1997). NF-kB, est un facteur
de transcription impliqué dans de nombreux processus dont I’apoptose. Ce facteur est
maintenu sous une forme latente dans le cytoplasme d’une cellule non stimulée par interaction
avec son inhibiteur spécifique IxBa. Suite a une stimulation de type cytokines ou stress, IkBa
doit étre rapidement dégradée pour que NF-xB soit redirigée vers le noyau et exerce ses
activités transcriptionnelles. 11 induit, entre autre, la transcription d’inhibiteurs apoptotiques
tels que Bcl-X,, Al, clAP1 (Chen et al, 2000 ; Zong et al, 1999 ; Wang et al, 1998). Cette
dégradation d’IxkBa implique qu’il soit phosphorylé au niveau des sites Ser32 et Ser36 pour
son ubiquitinylation (Hershko et Ciechanover, 1998) (Figures 17 et 19). Au contraire, la
phosphorylation de c-Fos et c-Jun, des proto-oncogenes, evite leur ubiquitinylation et leur
dégradation (Okazaki et Sagata, 1995 ; Musti et al, 1997).

Les différentes conséquences d’une ubiquitinylation résident dans la spécificité des substrats
cibles. Les substrats modifiés par un ou plusieurs polyméres d’ubiquitines seraient dirigés
vers le protéasome 26S alors que ceux mono ou peu ubiquitinylés seraient dégradés dans les
lysosomes (Pickart, 2001). De plus, les substrats destinés au protéasome possédent une chaine
de polyubiquitines reliées entre elles par la Lys 48 et la Gly 76, alors que ceux qui possedent
une chaine de polyubiquitines reliées entre elles par des liaisons K63-G76, K11-Gly76 et
K29-Gly76 ne sont pas impliqués dans un processus protéolytique (Chau et al, 1989 ;
Spence et al, 2000).

La fonction premiere de cette modification post-traductionnelle est la dégradation des
proteines ubiquitinylées par le protéasome (Hershko et Ciechanover, 1998). Elle peut
néanmoins étre impliquée dans d’autres fonctions cellulaires telles que le remodelage de la
chromatine (Osley, 2004), la réparation de ’ADN (Hoege et al, 2002; Ulrich, 2004), les
régulations de la localisation, signalisation et trafic intracellulaires (Hicke et Dunn, 2003), la
régulation de la transcription (Levinger et Varshavsky, 1982), la synthése protéique
(Finley et al, 1989), le cycle cellulaire (Masamha et Benbrook, 2009).
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Systeme ubiquitine-protéasome et apoptose

Le systéme ubiquitine-protéasome est primordial dans la régulation de la dégradation des
protéines clés impliquées dans 1’apoptose telles que p53, mdm2, IkBo, Bax, Bad et les
caspases. De plus les substrats clivés par les caspases peuvent étre dégradés par ce mécanisme
selon la regle du N-terminale (Melino, 2005).

Certaines molécules apoptotiques possedent une activité ubiquitine-ligase, activité de fixation
de I'ubiquitine a la protéine, grace a un domaine RING (Really Interesting New Gene), ou
domaine en doigt de zinc, situé a leur extrémité C-terminale (Vaux et Silke, 2005). Les
inhibiteurs d’apoptose IAPs peuvent réguler la dégradation des caspases-3, 7 et 9 via le
protéasome (Ditzel et Meier, 2005). L’inhibition de [Iactivité des caspases via
I’ubiquitinylation ne prévient pas la cellule de la mort puisque ces événements se situent apres
la perméabilisation de la membrane mitochondriale, qui constitue le point de non-retour du
déclenchement apoptotique. L’activité ubiquitine-ligase des IAPs peut étre maitrisée par
interaction avec son antagoniste Smac/Diablo ou par dimérisation (Melino, 2005). Les IAPs
peuvent également provoquer leur propre destruction par auto-ubiquitinylation
(Taylor et al, 2005).

L’inhibition du protéasome initie I’apoptose (Henderson et al, 2005) et s’accompagne d’une
stabilisation des protéines BH3-seulement. Le systéme ubiquitine-protéasome joue
certainement un role trés important en amont de la perméabilisation de la membrane
mitochondriale en régulant la dégradation des protéines de la famille Bcl-2, et déterminerait
ainsi si une cellule doit vivre ou mourir (Nikrad et al, 2005).

Johnson et al ont mis en évidence le caractére sélectif de dégradation d’une sous-unité
protéique ou d’un complexe protéique, laissant la possibilité au complexe ou a la protéine de
changer sa conformation (Johnson et al, 1990). C’est peut étre cette propriété qu’utilise le
systéme ubiquitine-protéasome pour transformer I’activité anti-apoptotique de Bfl-1, une
proteine de la famille Bcl-2, en facteur pro-apoptotique (Kucharczak et al, 2005). Ce
mécanisme pourrait contribuer a la compréhension des membres de la famille Bcl-2 qui
peuvent a la fois avoir des effets anti et pro-apoptotiques.

L’activation des caspases peut se faire selon une voie extrinseque et/ou une voie intrinseque
mitochondriale suite a une perméabilisation de la membrane mitochondriale et aux relargages
de cytochrome c. Le systéeme ubiquitine- protéasome peut empécher ce relargage en ciblant
les éléments régulateurs de I’apoptose tels que les protéines BH3-seulement (Bid, Bim, Bik)
vers une dégradation, ou au contraire stimuler la mort en ciblant les membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Mcl-1, Bcl-X., Bcl-2) (Thompson et al, 2008 ;
Taylor et al, 2005). Il agit également a d’autres niveaux pour réguler la mort cellulaire
programmeée : en dégradant IkBa, il active NF-kB qui active alors la transcription de genes
anti-apoptotiques (Al, CIAP, FLIP) ; et en dégradant p53 et son ubiquitine ligase mdm2, il
empéche 1’activation des protéines BH3-seulement Puma et Noxa. Une inhibition du
protéasome empéche la dégradation des membres pro et anti-apoptotiques et stimule
’activation des protéines BH3-seulement par activation de la p53, ce qui peut alors initier
I’apoptose (Friedman et Xue, 2004 ; Taylor et al, 2005) (Figure 17).
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Figure 17 : Régulation de la mort cellulaire programmée par le systéme ubiquitine-protéasome

L’activation des caspases peut étre induite selon 2 voies principales : la voie extrinseque des récepteurs de
mort qui vont activer la caspase-8 via la protéine adaptatrice FADD et la voie intrinséque mitochondriale
activée par les protéines BH3-seulement. Les 2 voies sont a 1’ origine du relargage du cytochrome c vers le
cytosol, formant alors un complexe protéique, 1’apoptosome, en recrutant Apaf-1 et la pro-caspase-9. Le
systeme ubiquitine-protéasome peut bloquer le relargage du cytochrome ¢ en dégradant les protéines
régulatrices de la mort cellulaire telles que les protéines BH3-seulement (Bim, Bik et tBid), p53. En
dégradant IxB, NF-kB peut activer la transcription de génes anti-apoptotiques (A1, clAP, FLIP). Le systéme
ubiquitine-protéasome peut également induire la mort cellulaire en dégradant mdm2 et Mcl-1. Mdm2
ubiquitinylée stabilise pS3 qui peut alors induire I’apoptose.

1.2.2- La sumoylation

La sumoylation a été decouverte en 1996-1998 par les equipes de Gunter Blobel et
Frauke Melchior. En 1999, Gunter Blobel a recu le prix Nobel de physiologie ou médecine
pour la découverte, au sein des protéines, de signaux intrinséques qui gouvernent leur
transport et leur localisation cellulaire. La sumoylation est le processus de fixation d’une
protéine SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifer protein), protéine de 10 kDa sur une lysine
acceptrice d’une protéine cible. Des protéases, les SENP clivent ensuite SUMO de son
substrat (Geiss-Friedlander et Melchior, 2007).

La sumoylation régule les propriétés biochimiques des protéines cibles (Figure 18): trafic
nucléo-cytoplasmique  (Pichler et al, 2002), interaction entre  protéines
(Geiss-Friedlander et Melchior, 2007), interaction ADN-protéine (Valin et Gill, 2007),
régulation de la transcription (Seeler et Dejean 2003; Gill, 2005) stabilité protéique
(Hilgarth et al, 2004), intégrité du génome (Hardeland et al, 2002).
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Figure 18 : Réles d’une sumoylation dans une cellule eucaryote

La sumoylation d’une protéine peut engendrer diverses fonctionnalités. Elle peut modifier la conformation d’une
protéine et modifiée son activité, elle peut bloquer I’interaction de la protéine sumoylée avec son substrat (a). La
sumoylation peut au contraire générer un site de liaison pour un substrat (b). Cette modification
post-traductionnelle intervient également dans le trafic nucléo-cytoplasmique (c), I’interaction ADN-protéine (d)
et la régulation de la transcription (e).

FT= Facteur de Transcription

TNC= Trafic Nucléo-Cytoplasmique

Les sites potentiels de sumoylation

La majorité des lysines modifiées par SUMO font partie d’une séquence consensus
specifique : Rh-K-X-E/D ou « Rh » représente un résidu hydrophobe et « X » un acide aminé
quelconque (Gill, 2005). Des motifs dérivés de cette sequence ont cependant été décrits, I'un
dépend de la phosphorylation (PDSM pour Phosphorylation Dependant Sumoylation motif),
I’autre dépend de la présence de charge négative (NDSM pour Negatively charged
amino-acid Dependant Sumoylation Motif) (Hietakangas et al, 2006 ; Yang et al, 2006). La
phosphorylation peut donc influer sur la sumoylation (Hilgarth et al, 2004). Il arrive
¢galement parfois qu’une sumoylation ait lieu sur un site non-conventionnel
(Pichler et al, 2005, Hoege et al, 2002).

Sumoylation et transport nucléaire

En fonction du substrat, la sumoylation peut avoir lieu dans le cytoplasme ou dans le
noyau. Cette modification est impliquée dans la régulation de la localisation cellulaire des
protéines. L’exemple le plus connu est celui de ranGAPI1, protéine impliquée dans la
régulation du transport des protéines ribonucléiques (Matunis et al, 1996 ;
Mahajan et al, 1998). RanGAP1 est localisée principalement dans le cytoplasme. Associée a
une protéine SUMO, elle est alors localisée au niveau des fibres cytoplasmiques des
complexes des pores nucléaires (NPC : Nuclear Pore Complex) (Matunis et al, 1996). La
sumoylation modifie la conformation de RanGAP1, ce qui lui permet alors de s’associer a la
protéine RanBP2/Nup358 (Matunis et al, 1998). Certaines enzymes catalysant la réaction se
situent au niveau des pores nucléaires, ce qui signifie que certaines protéines peuvent étre
sumoylées lorsqu’elles entrent dans le noyau servant ainsi a ’import dans le noyau de
protéines cytoplasmiques ou bien a retenir ces protéines dans le noyau. Par exemple Nup358,
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une protéine des pores nucléaires, possede une activité E3 ligase qui régule le transport de
RanGAP1 au NPC (Melchior et al, 2003 ; Matunis et al, 1998). E2 (Ubc9) et SENP2 sont
¢galement présents au niveau de ces pores. L’enzyme E2, enzyme de conjugaison de la
protéine SUMO, interagit avec Nup358 qui reconnait RanGAP1-SUML1 formant ainsi un
complexe stable, protégé de SENP2 (Pichler et al, 2002 ; Zhang et al, 2002).

La sumoylation est, la plupart du temps, impliquée dans I’import de protéine au noyau, mais il
est possible qu’elle intervienne également au niveau de leur export. Une mutation de la lysine
impliquée dans le site de sumoylation peut conduire a I’accumulation de la protéine dans le
noyau (Sobko et al, 2002).

Sumoylation et apoptose

Pendant le processus apoptotique, les caspases induisent la fragmentation des
compartiments cellulaires dont I’appareil de Golgi. Les caspases-3 et 8 clivent, entre autre, la
proteine pl15, protéine attachée aux vesicules golgiennes. Son clivage génére un fragment
C-terminal qui est transloque au noyau et qui amplifie la réponse apoptotique.
Mukherjee et Shield ont montré qu’une séquence spécifique de ce fragment suffisait a induire
I’activité apoptotique de la protéine et que cette s€quence possede des sites de sumoylation.
La sumoylation de p115 augmente I’efficacité de son clivage et son transport au noyau pour
stimuler la réponse apoptotique (Mukherjee et Shield, 2009).

La sumoylation peut également affecter des facteurs ou cofacteurs de transcription et des
proteines ayant un réle important dans la régulation de la mort cellulaire, comme IkB,
I’inhibiteur de NF-kB, p53 et mdm2. La sumoylation stabilise ces protéines par compétition
directe avec le site d’ubiquitinylation (Hay et al, 1999; Lee et al, 2006 ;
Seeler et Dejean, 2003). Deux modifications post-traductionnelles differentes peuvent donc
entrer en compétition pour augmenter le niveau de régulation d’une protéine
(Desterro et al, 1998) (Figure 19). La phosphorylation peut intervenir dans cette régulation en
favorisant 1’une des modifications au profit de I’autre (Karin et Ben-Neriah, 2000). Prenons
pour exemple le facteur de transcription NF-«xB, facteur de survie cellulaire (Figure 19). Nous
avons vu partie 11.1.2.1 concernant 1’ubiquitinylation, que NF-xB est régulée indirectement
par le systeme ubiquitine-protéasome. Son activation nécessite la phosphorylation de son
inhibiteur IxBa, phosphorylation qui entraine son ubiquitinylation puis sa dégradation par le
protéasome 26S. En absence de phosphorylation, IxkBa est sumoylée, stabilisant ainsi le
complexe NF-«xB /IkBa et rendant NF-xB inactive (Wang et al, 2009b).
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Figure 19 : Compétition sumoylation/ubiquitinylation : Exemple de NF-xB

NF-xB est un facteur de transcription qui est dans un état inactif dans le cytosol, d0 & son interaction avec
son inhibiteur IkBa. En fonction du stimulus regu, IxBa va soit étre phosphorylée, soit étre sumoylée. Sa
phosphorylation entraine son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome 26S. La molécule NF-xB
est alors transloquée dans le noyau ou elle active la transcription de génes anti-apoptotiques. La sumoylation
entre en compétition avec le site d’ubiquitinylation d’IxBa. Ce dernier n’étant pas libre, la protéine n’est
plus un substrat du protéasome, ce qui fait qu’IxBa est stabilisée et va au noyau pour interagir avec NF-xB
et arréter la transcription de génes anti-apoptotiques.

1.3- Par changements structuraux
1.3.1- Les ponts disulfures

Un pont disulfure est un lien covalent issu de 1’oxydation des fonctions thiols de deux
cystéines d’une protéine ou de deux cysteines de deux protéines différentes (Smithies, 1965).

La réaction se fait spontanément dans le milieu. Dans les protéines contenant un grand
nombre de cystéines, I'agencement correct des ponts disulfures nécessite parfois I'intervention
denzymes specifiques. Ce processus est effectué par les protéines du réticulum
endoplasmique rugueux (RER) et de la mitochondrie (Riemer et al, 2009). Le cytosol est un
milieu réducteur alors que les compartiments cellulaires sont eux des milieux oxydants. Par
conséquent, les protéines cytosoliques ont peu ou pas de ponts disulfures comparées aux
protéines localisées dans les compartiments intracellulaires (Ostergaard et al, 2004).
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Les protéines mitochondriales codées par le noyau sont synthétisées sous une forme de
précurseurs, non structurés puis transloquées dans la mitochondrie. L’espace
inter-membranaire des mitochondries contient beaucoup de protéines vitales pour la cellule
telles que les protéines du métabolisme énergétique ou encore les molécules pro-apoptotiques
(cytochrome ¢, AIF, Smac/Diablo). Ces derniéres sont stockées dans 1’espace
inter-membranaire jusqu’ a ce que la mort cellulaire soit induite (Van Gurp et al, 2003). Suite
a leur synthése dans le cytoplasme, les protéines de ’espace inter-membranaire mitochondrial
sont dirigées différemment vers leur site d’activité, en fonction de la présence de signal
d’adressage, de leur caractéristique et des composants utilisés pour la translocation (Herrmann
et Hell, 2005). AIF et Smac/Diablo possedent une pré-séquence bipartite a I’extrémité
N-terminale de la protéine composée du peptide signal suivi d’une région hydrophobe. Elles
sont transportées par les complexes TOM (Translocase of the Outer Membrane) et TIM
(Translocase of the Inner Membrane) qui permettent respectivement de traverser les
membranes externe et interne mitochondriales. Dans la membrane interne, les pré-séquences
des protéines a destination inter-membranaire sont clivées et les protéines matures retournent
dans I’espace inter-membranaire (Burri et al, 2005). Les protéines plus petites et qui ne
possedent pas de signal d’adressage tel le cytochrome c, diffusent a travers TOM sous une
forme non structurée puis sont emprisonnées dans 1’espace inter-membranaire sous une forme
structurée (Nicholson et Neupert, 1989). Une fois dans I’espace inter-membranaire des
mitochondries, les protéines stabilisent leur structure 3D en établissant des ponts disulfures
gréce au « systeme mitochondrial de pont disulfure » (Mitochondrial Disulfide Relay) et ne
sont alors plus capables de traverser la membrane externe mitochondriale
(Bihlmaier et al, 2008). Dans les mitochondries, les résidus cystéines des protéines pourraient
donc avoir un réle dans la localisation cellulaire, dans la chaine respiratoire mitochondriale, et
dans I’apoptose.

La formation des ponts disulfures dans le réticulum endoplasmique (RE) est concomitante
avec la translocation de la protéine. Elle est facilitée par des protéines disulfures isomérases
comme la PDI (Protein disulfide isomerase) (Hatahet et Ruddock, 2009). La plupart des
protéines transportées dans le RE sont des protéines membranaires ou Ssécrétrices
(Ghaemmaghami et al, 2003). Dans le RE, le systéeme d’oxydoréduction des résidus cystéines
régulent entre autre, I’homéostasic calcique via les récepteurs aux IP3
(inositol 1, 4, 5-triphosphate) (Higo et al, 2005).

Le pont disulfure est un élément des structures tertiaire et quaternaire de la protéine. C’est une
liaison qui stabilise la structure et régule D’activité des protéines (Riemer et al, 2009).
Certaines protéines ne deviennent actives qu’apres verrouillage de leur structure par des ponts
disulfures (Simizu et al, 2007). Au contraire, les ponts disulfures peuvent étre clivés dans les
protéines matures, ce qui a des conséquences importantes sur la fonction des protéines. Par
exemple, le clivage de deux des ponts disulfures sur les cing initiaux de la plasmine, protéine
impliguée dans la coagulation sanguine et la migration cellulaire, conduit a sa protéolyse et au
relargage de Iextrémité N-terminale: I’angiostatine, inhibiteur de 1’angiogeénese
(Hogg, 2003).
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Cependant les connaissances sur la fonction régulatrice de ces systémes d’oxydoréductions
notamment le systéme mitochondrial restent limitées. Actuellement la fonction de ces ponts
disulfures dans les protéines apoptotiques mitochondriales n’a pas été élucidée.

1.3.2- Les clivages protéolytiques

Outre les modifications chimiques de leurs résidus, certaines protéines peuvent subir un
clivage protéolytique par rupture d’une liaison peptidique. Les clivages protéolytiques sont un
processus courant de maturation des protéines, influant leur activation/inactivation. Ils
interviennent également dans les interactions entre protéines et peuvent étre régulés par
d’autres modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation
(Pellegrini et Scorrano, 2007).

L’exemple classique de la protéolyse protéique dans le processus apoptotique est I’activation
des caspases. Chaque caspase est synthétisée sous une forme zymogéne puis est activéee, entre
autre, par protéolyse (Hengartner, 2000). Ce sujet a deja fait I’objet d’une partie
« descriptive » dans cette thése (I.3), je développerai donc, dans cette partie, ’aspect
régulation du processus apoptotique par protéolyse de différents substrats de caspases,
notamment les kinases. L’activation de certaines kinases (PAK, JNK) semble a la fois jouer
un rdle régulateur et un role effecteur dans la mort cellulaire, tandis que I’activation d’autres
kinases (ERK, PKB) [I’inhibe (Anderson, 1997). La mort cellulaire résulte donc de
I’intégration de signaux divergents. Pour arriver a leur fin, les protéases ont plusieurs
méthodes : amplifier un signal de mort (clivage de MEKK-1: Zebrowski et al, 2006),
relocaliser des protéines clés de la signalisation cellulaire (tBid : Degli Esposti et al, 2003) ou
encore rentrer en compétition avec des protéines de la réparation de I’ADN
(DNA-PKGcs : Itoh et Horio, 2001).

Le phénomene apoptotique est controlé d’une part par la balance entre les protéines pro et
anti-apoptotiques et d’autres part, par ’activation des kinases. En réponse a un stress
cellulaire, les cellules activent diverses voies impliquant des kinases, toutes convergeant vers
la transcription de genes anti-apoptotiques (Kyriakis et Avruch, 1996). Des protéases
spécifiques, essentiellement les caspases, clivent ces kinases et bloquent leur activité
(Utz et Anderson, 2000). RIPK1 est une kinase qui posséde un domaine de mort pouvant
interagir avec TRADD, protéine liée au récepteur TNF-R1. Suite a la fixation de TNF sur le
récepteur TNF-R1, RIPK1 active NF-kB pour stimuler la transcription de génes de survie,
pour essayer de contrecarrer la mort. RIPK1 est la cible de la caspase-8. Son clivage inhibe la
translocation nucléaire de NF-kB (Stanger et al, 1995; Kelliher et al, 1998). La
serine-thréonine kinase Akt/PKB agit en aval de PI3K pour induire la survie cellulaire. Dans
les cellules stimulées par Fas, cette kinase est clivée et parallelement, son activité décroit
(Widmann et al, 1998). De plus, Cardone et ses collegues ont montré que Akt phosphoryle la
caspase-9 et régule négativement son activité protéasique (Cardone et al, 1998). Les SRKs
sont des kinases impliquées dans la phosphorylation des protéines SR (protéines riches en
dipeptides Ser et Arg), facteurs qui régulent I’épissage constitutif et alternatif des ARNm.
L'épissage alternatif des pré-ARNm joue un rdle important dans la régulation de I'apoptose.
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Par exemple, les cellules qui expriment Bcl-X, sont protégées de la mort cellulaire alors que
celles qui expriment Bcl-Xs, c'est-a-dire Bcl-X, privée des domaines BH1 et BH2 sont plus
sensibles a ’apoptose. Lors du processus apoptotique, les caspases clivent ces kinases, ce qui
pourrait avoir un réle important dans la régulation des protéines SR (Utz et Anderson, 2000).

Au contraire, I’activation de protéases va engendrer une protéolyse de kinases favorisant le
processus apoptotique. P21-Activated Kinase 2 (PAK2) est un substrat des caspases impliqué
dans les changements morphologiques d’une cellule apoptotique (Rudel et Bokoch, 1997). La
protéolyse de PAK2 engendre un domaine N-terminal de fixation a la p21 et un domaine
C-terminal possédant une activité kinase constitutivement active. L’expression constitutive
de cette kinase active le processus apoptotique et est associée aux changements
morphologiques observés (Lee et al, 1997). La protéine DNA dependant Protein Kinase
(DNA-PKcs) joue wun rdle trés important dans la réparation de 1’ADN
(Casciola-Rosen et al, 1995). Son clivage par la caspase-3 induit une réduction de son activité
kinase et empéche la réparation de I’ADN (Le Romancer et al, 1996).

Dans une cellule apoptotique, la protéolyse d’ICAD par la caspase-3 active les endonucléases
CAD qui dégradent alors I’ADN. Dans les cellules non apoptotiques, la pro-caspase-3 et
ICAD ont une localisation a la fois nucléaire et cytoplasmique. ICAD nucléaire forme un
hétérodimere avec CAD. Suite a une stimulation de la cellule par Fas, I’activation de la
caspase-3 par clivage protéolytique est d’abord observée au niveau du cytoplasme puis au
niveau du noyau. Simultanément la quantit¢ d’ICAD dans le noyau diminue alors qu’elle est
inchangée au niveau du cytoplasme. Ceci va donc dans le sens qu’ ICAD est clivée par la
caspase-3 active dans le noyau et qu’il doit exister des ¢léments régulateurs qui inhibent le
clivage d’ICAD dans le cytoplasme. Ainsi, la localisation des caspases et de leurs substrats
dans différents compartiments pourrait étre un moyen de réguler I’apoptose. La transmission
du signal apoptotique passerait alors par la translocation des protéines de et vers la membrane
cellulaire, les mitochondries et le noyau. (Ramuz et al, 2003).

Les cathepsines, les calpaines et les protéases a sérine sont des protéases différentes des
caspases, ¢galement impliquées dans I’induction, par des voies alternatives, de la mort
cellulaire. Leur activité est dirigée vers des substrats communs aux caspases et entraine des
modifications morphologiques caractéristiques de I’apoptose (Fleury et al, 2002).

1.4- Par changement de la nature chimique des acides aminés : exemple de la
citrullination

La citrullination est la réaction correspondant a la transformation d’une argine d’une
protéine en citrulline (Fearon, 1939). Cette réaction est catalysée par la peptidylarginine
deiminase (PAD), enzyme qui dépend d’une forte concentration de calcium. Ce taux de
calcium critique provient soit d’un phénomeéne extracellulaire soit d’un processus apoptotique
(Klareskog et al, 2008). Cette modification post-traductionnelle a des conséquences
importantes sur la structure de la protéine. En effet, ’arginine est un acide aminé chargé
positivement a pH neutre tandis que la citrulline est neutre, ce qui change la charge globale de
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la protéine, son point isoélectrique, ses liaisons ioniques et hydrogénes. La citrullination
provoque donc la déstructuration de la protéine (Gydrgy et al, 2006). La fonction de cette
modification reste largement inconnue mais il semblerait que les protéines citrullinées soient
plus susceptibles d’étre dégradées par des protéases (Gyorgy et al, 2006).

Dans une cellule en apoptose, p53 peut activer la transcription de PADA4
(Tanikawa et al, 2009). La forte concentration en calcium intracellulaire active les enzymes
PAD qui vont alors catalyser la citrullination de plusieurs substrats tels la vimentine, les
histones, la protéine nucléaire de 70 kDa de la lamina nucléaire. Ce mécanisme pourrait donc
étre, en partie, responsable des changements morphologiques de la cellule apoptotique
(Asaga et al, 1998) (Figure 20). La vimentine est une protéine des filaments intermédiaires du
cytosquelette. Sa polymérisation/dépolymeérisation pourrait étre régulée par des modifications
post-traductionnelles telles que des phosphorylations/déphosphorylations et citrullinations.
Ces changements modifient le point isoélectrique de la vimentine. Cette derniére perd alors
ses capacités a se polymériser (vimentine soluble) ou alors a se dépolymériser (vimentine des
filaments) (Asaga et al, 1998 ; Inagaki et al, 1989). La proteine nucléaire de 70 kDa est une
proteine de la lamina nucléaire, réseau protéique fibreux de ’enveloppe nucléaire. Ce réseau
est régule par phosphorylation/déphosphorylation lors des mitoses. Une citrullination des
proteines de cette lamina nucléaire, telle que la protéine nucléaire de 70 kDa pourrait étre
responsable de la fragmentation nucléaire lors du processus apoptotique
(Mizoguchi et al, 1998). Une fois fragmenté, I’ ADN devient alors accessible aux nucléases.

PAD peut egalement catalyser la citrullination des histones, ce qui a une conséquence
directe sur la régulation génique (Wang et al, 2004). La modification des histones affecte la
stabilité du nucléosome : les histones citrullinées se dissocient de I’ADN, ce qui rendrait
¢galement 1I’ADN plus accessible aux nucléases (Nakashima et al, 2002;
Vossenaar et al, 2003).
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Figure 20 : Citrullination de protéines dans une cellule apoptotique

Le déclenchement de ’apoptose augmente la concentration en calcium intracellulaire, qui a pour
conséquence d’activer les peptidylarginine deiminases (PAD). La citrullination des protéines pourrait
étre, en partie, a I’origine de changements morphologiques observés dans une cellule apoptotique. Par
exemple, la vimentine citrullinée désorganise le cytosquelette. De méme, la protéine nucléaire de 70
kDa citrullinée désorganise la membrane nucléaire et pourrait avoir un réle dans la fragmentation
nucléaire. Quant a la citrullination des histones, elle faciliterait la dégradation de I’ADN en le rendant
plus accessible aux nucléases.

2- Régulation de I’activité apoptotique par adressage cellulaire et
modifications post-traductionnnelles

L’apoptose est régulée par des changements de la distribution cellulaire de protéines pro
et anti-apoptotiques. Un stress apoptotique va induire, par exemple une redistribution des
protéines nucléaires Histone H1, nucléophosmine, p53, caspase-2, Nurr 77 dans le cytosol
(Lindenboim et al, 2010). D’autre part, I’induction de I’apoptose se déroule principalement
dans le noyau, les mitochondries et le réticulum endoplasmique. Il existe donc un dialogue
entre ces compartiments permettant de transmettre I’information dans la cellule.

La protéine Nur77 est un récepteur orphelin impliqué dans la survie cellulaire lorsqu’il est
localisé dans le noyau, mais induit la mort cellulaire par apoptose lorsqu’il est adressé aux
mitochondries. Pour cela, il convertit 1’activité anti-apoptotique de Bcl-2 en activité
pro-apoptotique (Lin et al, 2004). L’adressage de Nur77 est régulé par modification
post-traductionnelle et par interaction avec le récepteur aux rétinoides RXR. La
phosphorylation de Nur77 par JNK redirige la protéine vers les mitochondries alors que sa
phosphorylation par Akt est responsable de sa rétention nucléaire (Han et al, 2006). La
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phosphorylation de son récepteur RXR induit I’interaction du complexe Nur77-RXR avec
I’exportine CRM1 et le transport de Nur77 au noyau (Cao et al, 2004).

A I'image de Nur77, TR3 est également un récepteur orphelin dont I’adressage cellulaire est
régulé par phosphorylation. Dans le noyau, il régule positivement et négativement
I’expression de géne en agissant comme facteur de transcription mais possede un effet
pro-apoptotique suite a sa relocalisation dans les mitochondries de cellules cancéreuses
gastriques. La phosphorylation, par Akt, de TR3 bloque son adressage mitochondrial
(Chen et al, 2008). Akt favorise ainsi la survie cellulaire.

L’exemple le plus classique de la conversion entre noyau et mitochondries est celui de
PARP-1/AIF. PARP-1 activée initie un signal nucléaire apoptotique qui se propage aux
mitochondries et provoque le relargage de I’AIF. L’ AIF est ensuite redirigée vers le noyau et
induit une condensation de la chromatine, une large fragmentation de I’ADN et la cytotoxicité
cellulaire (Hong et al, 2004). Ces deux agents apoptotiques sont adressés au noyau via un
signal de localisation nucléaire. PARP-1 posséde un NLS bipartite (Schreiber et al, 1992)
alors que I’AIF posséde deux séquences d’adressage nucléaire (Gurbuxani et al, 2003)
(Figure 21).
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Figure 21 : Représentation schématique de la structure de PARP-1 et de ’AIF

ZF : motif en doigt de zinc, NLS : signal de localisation nucléaire, BRCT : Domaine C-terminal de BRCAL,
MLS : signal de localisation mitochondriale

La translocation nucléaire de Bok, une protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2 induit
I’apoptose (Bartholomeusz et al, 2006). Bok posséde une séquence riche en Leucine,
indicatrice d’un signal d’export nucléaire dans son domaine BH3. L’utilisation de
leptomycine, un inhibiteur spécifique de 1’exportine Crml, active I’effet apoptotique par
augmentation de la concentration nucléaire de Bok. On ne sait, en revanche, pas comment elle
est adressée au noyau.

Bcl-2 et Bax sont également retrouvées dans le noyau. Aucune d’entre elles n’a de signal de
localisation nucléaire. Elles interagiraient avec une protéine possédant une séquence de
translocation. Bcl-2 interagit avec la protéine chaperonne BAG-1, qui contient une telle
séquence (Hoetelmans et al, 2000). Bcl-2 nucléaire affecte le transport nucléaire de facteurs
de transcription, entre autre NF-xB (Massaad et al, 2004). Bcl-2 est clivée par la caspase-3,
éliminant ainsi son domaine BH4 nécessaire a I’interaction avec la protéine chaperonne
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FKBP38 pour son adressage mitochondrial (Portier et Taglialatela, 2006). Cette élimination
convertit Bcl-2 en une protéine pro-apoptotique de type Bax.

La phosphorylation de la serine 15 de p53 nucléaire augmente la translocation de Bax au
noyau (Morris et al, 2001 ; Gill et al, 2008). Dans le noyau p53 et Bax interagissent pour
induire I’apoptose (Raffo et al, 2000). Les cellules résistantes a 1’apoptose sont associées a
une altération de la régulation de la localisation nucléaire de Bax. Le traitement de ces
cellules par un agent alkylant (BCNU) accumule Bax dans le noyau et rétablit la mort
cellulaire (Joy et al, 2000).

De plus en plus de membres de la famille Bcl-2 sont associés a une fonction nucléaire
apoptotique et non plus a une fonction exclusivement mitochondriale. Néanmoins, a 1’heure
actuelle, peu d’éléments sont connus quant a leur transport vers le noyau. Il semblerait que
peu d’entre elles utilisent le systeme classique de transport nucléaire des protéines a savoir les
importines. Seule une variante de Mcl-1, zfMcl-1a, a été rapportée chez la carpe, comme
contenant un signal de localisation nucleaire classique (Chen et al, 2000). Hormis les peptides
signaux et les interactions avec une protéine contenant un signal d’adressage nucléaire, les
membres de la famille Bcl-2 pourraient étre véhiculés vers le noyau via des vesicules
lipidiques. Dans le cytoplasme de cellules pancréatiques, de telles vésicules contenant la
proteine mitochondriale mHSP70 ont été mises en évidence, suggérant alors un transport de
proteines mitochondriales par vésiculation des mitochondries (Krause et Krupinska, 2009).
Bax pourrait induire cette vésiculation par activation de ’Endophiline B1/Bif-1 (Rostovtseva
et al, 2009).

3- Régulation des protéines apoptotiques de la famille Bcl-2 par
modifications post-traductionnelles.

L’apoptose requiert des modifications rapides de protéines pour répondre a un
changement brutal de I’environnement intracellulaire et extracellulaire. Méme si la régulation
du processus apoptotique passe par de multiples voies de signalisation cellulaire, il n’en reste
pas moins que les acteurs décisifs de ce phénomeéne sont les membres de la famille Bcl-2.
Dans la derniere partie de ces généralités, j’ai donc choisi, comme modele de régulation des
galigines, de développer la régulation des protéines apoptotiques de la famille Bcl-2 par
modifications post-traductionnelles.

3.1- Les membres anti-apoptotiques

La surexpression de Bcl-2 bloque la plupart des stimuli apoptotiques et inhibe
’activation de Bax (Murphy et al, 2000). Il n’est donc pas étonnant que la cellule déploie
diverses stratégies visant a réduire I’activité de cette protéine mais également des membres
anti-apoptotiques de la méme famille. Les protéines de la famille Bcl-2 sont souvent régulées
par des modifications post-traductionnelles qui contrélent leur activité, leurs localisations
subcellulaires et leur demi-vie.
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3.1.1- Mcl-1
£ Mcl-1 et protéines pro-apoptotiques

Mcl-1 joue un r6le critique dans la régulation de la mort cellulaire programmée en
empéchant une activation inappropriée de Bax et Bak (Willis et al, 2005). Elle interagit en
séquestrant Bak (Cuconati et al, 2003). Dans une cellule saine, Bak est associée avec Mcl-1 et
Bcl-X. et non avec Bcl-2. Cette interaction requiert le domaine BH3 de Bak, également
nécessaire pour son oligodimerisation et pour induire la mort de la cellule. Dans une cellule
apoptotique, les protéines a domaine BH3 sont activées et séparent le complexe Mcl-1-Bak
(Willis et al, 2005). Mcl-1 doit donc étre degradée ou neutralisée. Cette dégradation
s’effectue via le protéasome (Nijhawan et al, 2003) et est stimulée par la surexpression de
certaines protéines BH3-seulement dont Noxa. Noxa, en interagissant avec Mcl-1, pourrait
libérer Bak et induire la dégradation de Mcl-1(Willis et al, 2005). D’autres protéines a
domaine BH3-seulement stabilisent Mcl-1 mais induisent quand méme la mort de la cellule.
C’est le cas de Puma et Bim qui neutralisent la fonction anti-apoptotique de Mcl-1 en
interagissant avec elle (Chen et al, 2005; Gomez-Bougie et al, 2005). Si seule la
neutralisation de Mcl-1 est suffisante a induire la mort de la cellule, sa dégradation n’est pas
strictement requise. Il est possible que cette dégradation dépende d’un stimulus spécifique tel
qu’'un dommage de I’ADN, ce qui garantirait un engagement a caractére irréversible du
processus apoptotique dans de telles cellules. Ceci dit, la mort cellulaire induite par Bak
requiert également la neutralisation de Bcl-X, (Willis et al, 2005).

+ Mcl-1 et ubiquitinylation

Mcl-1 est donc une protéine décisive dans 1’induction de la mort. Comme beaucoup de
molécules apoptotiques, pour répondre rapidement a des événements intra ou extracellulaires,
ces protéines ont une durée de vie courte (Yang et al, 1995). Mule est une E3-ligase qui
possede un domaine BH3 similaire a celui de Bak et qui lui permet de cibler Mcl-1. Mcl-1 est
ainsi ubiquitinylée par ’E3-ligase Mule (Zhong et al, 2005) et dégradée par le protéasome.
Mcl-1 posséde des séquences PEST, qui pourraient expliquer cette demi-vie courte et sa
dégradation par le protéasome (Michels et al, 2005). Rappelons le, ces éléments font partie
des sites consensus de phosphorylations de kinases (Yaglom et al, 1995). Mcl-1 peut subir
diverses phosphorylations médiées par différentes voies de signalisations en fonction de I’état
« sain » ou apoptotique de la cellule. Par exemple, dans une cellule « saine », le TPA induit la
phosphorylation d’un site consensus ERK dans la région PEST (T163), ce qui diminue la
dégradation de Mcl-1. La stimulation par de I’acide okadaique, inhibiteur des phosphatases
PP1 et PP2A, induit une multiple phosphorylation indépendamment de ERK, sur des sites
différents (Domina et al, 2004). La phosphorylation de Mcl-1 par JNK au niveau des S121 et
T163, suite a un stress oxydatif diminue son activité anti-apoptotique sans pour autant altérer
sa stabilité (Inoshita et al, 2002). Selon la nature du stimulus et la voie de signalisation
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impliquée, Mcl-1 peut subir une multitude de régulations post-traductionnelles via la
phosphorylation. Ces phosphorylations, par le biais des régions PEST, régulent la dégradation
de Mcl-1.

+ Mcl-1, phosphorylation et ubiquitinylation

Mcl-1 est une protéine anti-apoptotique importante induite en réponse a des facteurs de
survie. Maurer et ses collegues se sont intéressés a la réponse de Mcl-1 dans des cellules
dépendantes d’IL-3 et privées de ce facteur de croissance. Dans ces cellules, le taux de
protéine Mcl-1 diminue parallélement a la perméabilisation de la membrane mitochondriale.
Cette perte de Mcl-1 n’est pas directement liée a la mort puisqu’une surexpression de Bcl-X,
dans ces cellules privées d’IL-3, empéche la mort de la cellule mais pas I’élimination de
Mcl-1. Dans ces cellules, la privation d’IL-3 induit I’inactivité d’Akt et conséquemment la
réduction de GSK-3 (Glycogen synthase kinase 3) sous forme phosphorylée au profit de la
forme active non phosphorylée (Figure 22). Une addition d’IL-3 ou d’un inhibiteur de GSK-3
permet de prévenir 1’apoptose par une réactivation d’Akt. La perte de Mcl-1 est associee a la
privation d’IL-3 ou I’inhibition de GSK3. Une activation constitutive d’Akt ou une inhibition
de GSK3 permet de maintenir un taux stable de Mcl-1, ce qui est davantage en faveur d’une
régulation traductionnelle de la demi-vie plutoét que d’une régulation transcriptionnelle. De
plus, Mcl-1 possede un site consensus de phosphorylation par GSK-3 au niveau de la Ser159.
L’anticorps ne reconnait spécifiguement cette forme phosphorylée de Mcl-1 que si les cellules
sont traitées avec PI3K et un inhibiteur du protéasome MG-132, alors qu’il ne reconnait pas la
forme mutée sur la Ser159 en Ala (Mcl-15°°%). Ceci indique que Mcl-1 phosphorylée sur la
Ser159 est rapidement dégradée. Si on bloque la voie PI3K, seule la protéine sauvage est
ubiquitinylée. La phosphorylation de Mcl-1 par GSK-3 induit sa dégradation via le systeme
ubiquitine-protéasome (Maurer et al, 2006).

De part la durée de vie courte de Mcl-1 et sa dégradation possible par le protéasome, les
leucémies qui dépendent d’une surexpression de Mcl-1 seraient plus sensibles aux agents
chimiothérapeutiques que les leucémies qui dépendent d’une surexpression de Bcl-2
(Brunelle et al, 2009).
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Figure 22 : Régulation de la stabilisation de Mcl-1 par GSK3

Dans les cellules stimulées par le facteur de croissance IL-3, Akt est active sous une forme phosphorylée et
inactive GSK3 en la phosphorylant sur sa Ser N-terminale. GSK3 inactive ne peut alors pas phosphoryler
Mcl-1, ce qui évite son ubiquitinylation par Mule et donc sa dégradation par le protéasome. Cette forme stable
de Mcl-1 peut alors interagir et séquestrer les membres pro-apoptotiques tels que Bim et Bak bloquant ainsi
I’induction de 1’apoptose. Dans une cellule privée de facteur de croissance, Akt n’est pas active, empéchant
ainsi GSK3 d’étre phosphorylée. GSK3 peut alors phosphoryler Mcl-1 qui est ensuite reconnue et ubiquitinylée
par Mule entrainant alors sa dégradation via le protéasome. Cette perte de Mcl-1 ne suffit pas en elle-méme a
induire la mort de la cellule mais elle la sensibilise aux protéines BH3-seulement.

+ Mcl-1 et clivages protéolytiques

En induisant I’apoptose dans des cellules de leucémie lymphoide chronique avec du
Bis-indolylmaleimide 1X, Snowden et collaborateurs ont remarqué une altération du ratio
Bcl-2/Bax et une translocation de Bax a la mitochondrie. En paralléle, ces événements sont
accompagnés d’une perte de Mcl-1 qui coincide avec I’apparition d’une forme clivée
d’environ 28 kDa. Ce fragment généré possede une fonction pro-apoptotique capable
d’accroitre le processus de mort cellulaire (Snowden et al, 2003). La perte de Mcl-1 et
I’apparition de la forme clivée, peuvent étre, toutes deux, inhibées en présence de Zvad-fmk,
un inhibiteur spécifique des caspases. Les caspases-3 et 7 sont responsables de ce clivage,
avec une efficacité plus importante pour la caspase-3 (Snowden et al, 2003).

Mcl-1 peut étre clivée au niveau des Asp 127 et Asp 157 générant, en fonction de I’ Asp clivé,
des fragments de 24 et 12 KDa ainsi que des fragments de 19 et 17 kDa. Cet effet peut étre
inhibé en utilisant des inhibiteurs spécifiques de caspases. La mutation de I’Asp 127 et de
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I’Asp 157 en alanine empéche de générer les fragments de 24 et 12 kDa et les fragments de
19 et 17 kDa respectivement. Dans les cellules HeLa, Mcl-1 sauvage et Mcl-1 délétée des 127
acides aminés N-terminaux (Mcl-1A127) possédent une distribution cellulaire différente.
Mcl-1 sauvage est localisée au niveau de la face interne de la membrane plasmique alors que
Mcl-1A127 est mitochondriale, associée avec la protéine anti-apoptotique Bim EL. De plus,
cette coupure protéolytique entraine la perte du domaine BH4 requis pour sa fonction
anti-apoptotique. Cette forme clivée ressemble aux protéines pro-apoptotiques de type Bax et
interagit davantage avec Bim comparé a la forme sauvage. D’autres membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, dont Bcl-2, sont également clivés dans la partie
N-terminale et deviennent alors des molécules pro-apoptotiques (Cheng et al, 1997). Herrant
et collaborateurs n’avaient pas réussi a démontrer une activité pro-apoptotique et pensaient
que I’induction de la mort suite & ce phénomene était davantage liée a la perte de la fonction
anti-apoptotique de Mcl-1 (Herrant et al, 2004). Récemment, il a été mis en évidence que la
forme clivée Mcl-1A127 interagit avec Bax et non Bak pour induire 1’apoptose
(Ménoret et al, 2009). Cette interaction, via le domaine BH3 de Mcl-1A127, provoque la
translocation de Bax du cytosol vers la mitochondrie puis induit une apoptose dépendante des
caspases.

L’ensemble de ces modifications post-traductionnelles conditionne I’interaction de Mcl-1
avec les protéines BH3-seulement, régulant ainsi le processus apoptotique.

3.1.2- Bel-X,

+ Bcl-X, et phosphorylation.

Suite & un dommage de I’ADN ou a une stimulation par TNFa ou Fas, les SAPKs
(appelées également JNKS) sont activées et transloquéees vers les mitochondries ou elles
s’associent avec Bcl-X,. Elles phosphorylent Bcl-X, sur les Thréonines 47 et 115 et induisent
I’apoptose. Des mutants de Bcl-X, abolissant ces phosphorylations (Bcl-X, ™" T4 'sont
résistants a la mort cellulaire (Kharbanda et al, 2000). Cependant, le rble de cette
phosphorylation dans le déclenchement de I’apoptose n’est pas connu. Elle n’intervient pas
dans la libération de Bax du complexe Bcl-X -Bax puisque la phosphorylation a lieu au
niveau des mitochondries, hypothese confirmée par les expériences de Kharbanda et ses
collaborateurs.

L’homéostasie est la balance entre la prolifération cellulaire et la mort cellulaire. Les cellules
proliferent selon un cycle cellulaire, régulé par des cdk (cyclin-dependant kinase) alors que la
mort cellulaire programmée est régulée par les membres de la famille Bcl-2 (Morgan, 1995 ;
Reed, 1998). Il est maintenant admis que plusieurs membres de la famille Bcl-2 dont Bcl-2,
Bcl-X,, Mcl-1 et méme Bid ont un réle dans la régulation du cycle cellulaire ainsi que dans
les voies de réparation de I’ADN (Borner, 1996 ; Komatsu et al, 2000 ; Saintigny et al, 2001 ;
Fujise et al, 2000, Jamil et al, 2005 ; Kamer et al, 2005 ; Zinkel et al, 2005). Les cellules
induisent leur apoptose ou arrétent le cycle cellulaire a des phases spécifiques du cycle
cellulaire en réponse a un dommage de I’ADN. La progression de la phase G2 a la mitose M
est régulée par des kinases a Sérine/Thréonine: les cdkl (Draetta et Beach, 1988).
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Récemment, Bcl-X. a été identifiée comme pouvant étre co-localisée avec cdkl dans les
nucléoles. Bcl-X_ interagit avec cdkl et I’inhibe, suite a un dommage de I’ADN
(Schmitt et al, 2007). L’arrét du cycle cellulaire en phase G2 engendre des perturbations
cellulaires et par défaut, conduit a I’apoptose (Castedo et al, 2002). Dans des événements
mitotiques normaux, Bcl-X, serait sous forme phosphorylée, au niveau des thréonine 47 et
sérine 62, pour exercer sa fonction anti-apoptotique. Suite a un dommage de ’ADN, Bcl-X,
est déphosphorylée et inhibe cdkl, ce qui stoppe le cycle cellulaire et conduit a I’apoptose de
la cellule (Du et al, 2005 ; Schmitt et al, 2007).

La régulation de Bcl-X., tout comme les autres membres apoptotiques est extrémement
complexe. Sa phosphorylation doit dépendre d’autres éléments régulateurs permettant, entre
autre, de contréler sa localisation cellulaire.

+ Bcl-X, et désamidation

La désamidation est une modification post-traductionnelle spontanée dans laquelle la
fonction amide d’une asparagine ou d’une glutamine est éliminée et remplacée par un
groupement carboxylate (Stephenson et Clarke, 1989). C’est un autre processus qui permet de
limiter la durée de vie des protéines (Robinson et Robinson, 2001).

Dans des thymocytes normaux, un dommage de I’ADN augmente ’activité de NHE-1, un
échangeur Na'/H*, ce qui modifie le pH intracellulaire de la cellule et provoque la
désamidation non enzymatique de Bcl-X,. Cette désamidation correspondant a la conversion
d’une asparagine en isoaspartate, resulte en un changement de conformation de la protéine.
Une telle altération réduit la capacite de Bcl-X_ a séquestrer et inhiber les protéines
pro-apoptotiqgues a domaine BH3-seulement, provoquant ainsi I’apoptose des cellules
(Deverman et al, 2002 ; Zhao et al, 2007). Une mutation des kinases impliquées dans la voie
JAK/STAT est associée a une inhibition de la désamidation de Bcl-X,_ et donc a une
prolifération cellulaire pouvant conduire a des désordres myéloproliferatifs (Zhao et al, 2008)
(Figure 23).
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Figure 23 : Désamidation de Bcl-X, dans une cellule apoptotique

L’activation de la voie JAK/STAT, suite a un dommage de I’ADN, entraine la désamidation de Bcl-X, qui perd
alors sa capacité a séquestrer les protéines BH3-seulement. Ces derniéres sont alors libres d’induire I’apoptose.
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Dans les hépatocytes, Bcl-X_ est désamidée au niveau des Asn 52 et Asn 66
(Takehara et Takahashi, 2003). Elle est associée a une perte de sa fonction anti-apoptotique
(Deverman et al, 2002). La voie JNK est une voie primordiale dans 1’activation de 1’apoptose.
Suite a un stress, ’activation de JNK augmente le relargage de cytochrome c a la fois par
inactivation de Bcl-X_ désamidée et par translocation de Bax a la mitochondrie. La
désamidation de Bcl-X_ est peut étre induite pour transloquer Bax a la mitochondrie
(Asakura et al, 2008).

3.1.3-Bcl-2

+ Bcl-2 et phosphorylation

Les premiéres expériences avaient montré que la phosphorylation de la Ser 70 de Bcl-2 par
PKC était requise pour sa fonction anti-apoptotique, géneralisant alors I’idée que la
phosphorylation de Bcl-2 augmentait la survie cellulaire des cellules privées en IL-3 (Ito et al,
1997 ; May, 1997). De plus, la phosphorylation de Bcl-2 par PKCa augmente non seulement
sa fonction anti-apoptotique mais également la résistance aux agents chimiothérapeutiques
dans des cellules de leucémies humaines (Ruvolo et al, 1998).

La phosphorylation de Bcl-2 est néanmoins tres controversée : méme si la plupart des
papiers supportent 1’idée originale que, de maniére générale, sa phosphorylation inhibe sa
fonction anti-apoptotique, plusieurs papiers tendent a prouver le contraire. En effet, dans les
cellules traitées avec des agents anti-mitotiques (taxane, vincristine, acide rétinoique,
paclitaxel), la phosphorylation de Bcl-2 est associée a la mort cellulaire. Notamment le
Paclitaxel inhibe la fonction anti-apoptotique de Bcl-2 en induisant la phosphorylation des
résidus Thr 69, Ser 70 et Ser 87 par les MAPK, ce qui augmente la susceptibilité des cellules
a entrer en apoptose (Ruvolo et al, 2001). Ces résultats sont confirmés par Bassik et
collaborateurs (Bassik et al, 2004). Bcl-2 possede plusieurs domiciliations cellulaires :
membrane externe mitochondriale, réticulum endoplasmique et enveloppe nucléaire (Akao et
al, 1994). Etant donné que dans les cellules de Jurkat, Bcl-2 phosphorylée est localisée en
majeure partie dans le réticulum endoplasmique (RE) et que le calcium est un élément clé
dans le déclenchement de I’apoptose, Bassik et collaborateurs se sont alors demandé si la
phosphorylation de Bcl-2 influencgait 1’apoptose en affectant la régulation calcique du RE.
Bcl-2 mutée au niveau des sites T69, S70 et S87 en alanine, soit une forme non
phosphorylable de Bcl-2, montre une augmentation de la protection contre une mort
dépendante du calcium, induite par le taxol. Bcl-2 non phosphorylée augmente la fuite de
[Ca’|re Vers le cytoplasme et par conséquent diminue la [Ca®']ge. Cette forme diminue
également la [Ca®*] récupérée par les mitochondries. La phosphorylation de Bcl-2 inhibe sa
fonction anti-apoptotique en altérant la dynamique du calcium du RE (Bassik et al, 2004).

Un des roles principaux de Bcl-2 dans la prévention de I’apoptose est de se lier et de
séquestrer les protéines BH3-seulement telles que Bim, Bid et Bad (Cheng et al, 2001). La
forme non phosphorylée de Bcl-2 interagit mieux avec Bim, Bid et Bad compare a la forme
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sauvage. La phosphorylation de Bcl-2 dans le RE diminue son affinité avec les protéines
BH3-seulement. La phosphorylation de Bcl-2 semble étre suffisante pour induire un
changement de conformation qui inhibe sa fonction anti-apoptotique (Bassik et al, 2004).

La phosphorylation de Bcl-2 diminue son interaction avec Bax dans des cellules traitées a
I'IL-3, libérant Bax du complexe Bcl-2/Bax, induisant ainsi 1’apoptose (Haldar et al, 1996 ;
Poommipanit et al, 1999). De méme, I’induction de 1’apoptose par le NO dans des cellules
neuronales entraine I’activation de p38MAPK et ERK, et la phosphorylation de la sérine 70
de Bcl-2. Cette phosphorylation transloque Bax a la mitochondrie, déclenchant ainsi le
processus apoptotique (Ishikawa et al, 2003).

+ Bcl-2 et phosphorylation/ubiquitinylation

Dans les cellules endothéliales, TNF-a induit la déphosphorylation, I’ubiquitinylation et
la dégradation de Bcl-2 pour finalement conduire a 1’apoptose (Dimmeler et al, 1999). La
phosphorylation de Bcl-2 sur les sites consensus de MAP Kinases, T56 T74 et S87, influe sur
sa stabilité. En effet une inactivation de ces sites conduit a une ubiquitinylation de Bcl-2 et a
sa degradation par le protéasome 26S. (Breitchopf et al, 2000). Johnson et Boise ont
également montre que Bcl-2 était incapable d’inhiber la mort induite par TNF-a dans la lignée
cellulaire pro-B (FL5.12) murine (Johnson et Boise, 1999).

3.2- Les membres pro-apoptotiques a multi-domaines BH de type Bax/Bak

La mort induite par la surexpression de protéines BH3-seulement semble étre bloquée
quand les genes Bax et Bak sont éteints (Lindsten et al, 2000). Bax et Bak sont donc des
éléments indispensables de la voie apoptotique mitochondriale, et sont activées en aval de
I’activation des protéines BH3-seulement. Suite a leur activation, elles perméabilisent la
membrane externe mitochondriale, de par la formation de pores, autorisant ainsi le relargage
de protéines apoptotiques dans le cytosol. Leurs activations et inactivations s’effectuent par
interactions avec des protéines pro-apoptotiques dites activatrices et par des protéines
anti-apoptotiques. Malgré I’'importance capitale de Bax et Bak, leur mécanisme de régulation
est tres peu connu. Bak est une protéine de la membrane externe mitochondriale alors que Bax
est cytosolique sous sa forme inactive (Wolter et al, 1997). L’extrémité C-terminale de Bax,
contenant son domaine transmembranaire, serait enfouie dans sa poche hydrophobe et
nécessiterait alors une étape d’activation supplémentaire par rapport a Bak, lui permettant
d’étre transloquée aux mitochondries (Giam et al, 2008). Cette activation supplémentaire
serait régulée par des modifications post-traductionnelles et explique peut-étre le fait que peu
de littérature n’ait été décrite concernant les modifications post-traductionnelles de Bak.

57



Généralités - Régulation des protéines apoptotiques de la famille Bel-2
Par modifications post-traductionnelles

+ Bax et phosphorylation

La phosphorylation de la sérine 184 de Bax régule son activité et nécessite ’activation
de PI3K/Akt. Dans les neutrophiles, sous sa forme phosphorylée sur la sérine 184, Bax est
cytosolique, hétérodimerisée avec Mcl-1, Bcl-X, et Al (Gardai et al, 2004). Dans les
neutrophiles apoptotiques, la forme phosphorylée diminue au profit de la forme
non-phosphorylée sur la sérine 184 et Bax est alors relocalisée au sein des mitochondries. La
sérine 184 de Bax peut également étre phosphorylée par PKCE (Xin et al, 2007). Le
traitement des cellules a la nicotine induit une augmentation de I’activit¢ de PKCE, une
phosphorylation de Bax et un prolongement de la survie cellulaire, effets qui peuvent étre
supprimés par ’utilisation d’un inhibiteur de PKCE (Xin et al, 2007). 1l a aussi été montré
que la phosphatase 2A, non seulement déphosphoryle Bax mais aussi active ses fonctions pro-
apoptotiques (Xin et Deng, 2006). La phosphorylation de la sérine 184 inhibe donc les effets
de Bax sur les mitochondries en la maintenant inactive dans le cytoplasme. Ceci dit, la
maniére dont Bax est dirigée vers les mitochondries n’est pas clairement identifiée. La
phosphorylation de Bax sur la thréonine 167 par JNK et/ou p38MAPK dans des hépatocytes
humains stimulés par la staurosporine ou H,O,, pourrait jouer un role dans la translocation de
la protéine aux mitochondries (Kim et al, 2006). Selon Kim et collaborateurs, la
phosphorylation de la thréonine 167 pourrait induire un changement de conformation de Bax,
exposant ainsi ses extrémités N-terminale et C-terminale contenant respectivement le domaine
actif et le domaine transmembranaire (Kim et al, 2006). La libération de ces extrémités induit
alors la translocation de Bax aux mitochondries (Figure 24). Par la suite, il a pu étre montré
que p38MAPK n’agit pas sur la relocalisation de Bax mais sur son activation dans les
mitochondries (Owens et al, 2009).
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Figure 24 : Modele de régulation de Bax induite par sa phosphorylation par JNK et p38 MAPK

A T’état physiologique, Bax est maintenue inactive dans le cytosol. L’induction d’un stimulus apoptotique
active certaines kinases dont JNK et p38MAPK, ce qui entraine la phosphorylation de Bax. Bax change alors de
conformation et libere ses extrémités N-terminale, contenant son domaine actif, et C-terminale, contenant son
domaine transmembranaire. La protéine peut ainsi étre relocalisée au sein des mitochondries et initier la voie
apoptotique intrinseque mitochondriale.

Une phosphorylation de la sérine 163 par la GSK3B augmente également 1effet
pro-apoptotique de Bax (Linseman et al, 2004).

+ Bax et ubiquitinylation

L’inhibition du protéasome dans des cellules sur-exprimant Bcl-2, provoque
I’accumulation de Bax dans les mitochondries et le cytoplasme, ou elle interagit avec Bcl-2
(Li et Dou, 2000). Dans un premier temps, ’accumulation de Bax dans le cytoplasme serait
neutralisée par la surexpression de Bcl-2, puis, I’accumulation de Bax dans les mitochondries
pourrait alors induire la perméabilisation de celles-ci. Dans des tissus provenant
d’échantillons de cancer agressif de la prostate, la diminution de ’expression de Bax est liée a
sa dégradation (Li et Dou, 2000). Les espéces réactives de l'oxygene (ROS) induisent
I’apoptose en régulant la phosphorylation et I’'ubiquitinylation des protéines Bcl-2 dont Bax
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(Li et al, 2004a). Elles augmentent ainsi le taux de protéines pro-apoptotiques et diminue le
taux de protéines anti-apoptotiques (Figure 25).

G0 G0 EAERN
NN IR ICHEED FCTCE
Apoptose

Adapteé de Li et al, 2004

Figure 25 : Régulation de Bax par les espéces réactives de I'oxygene (ROS)

Les especes reactives de I'oxygéne (ROS) régulent 1’ubiquitinylation de Bax, Bcl-2 et I’expression de Bel-X,.
Elles induisent une diminution de la dégradation de Bax et une augmentation de la dégradation de Bcl-2. Ces
espéces diminuent ainsi I’interaction de Bax avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-X et favorisent
I’oligomérisation de Bax conduisant & I’apoptose.

+ Bak et ubiquitinylation

Le seul cas reporté dans la littérature sur I’'ubiquitinylation de Bak est liée a la production
d’une protéine E6 par les papillomavirus de type HPV. Cette protéine E6 inhibe I’apoptose
via une voie dépendante de p53 ou via une voie indépendante de p53. Dans la voie
dépendante de p53, E6 vient se fixer et inactiver le promoteur de la p53. De plus I’E6
ubiquitine ligase fixe la p53, ce qui provoque la dégradation de la « gardienne du génome ».
Dans la voie indépendante de p53, E6 interagit avec Bak et induit sa dégradation via
I’ubiquitinylation (Thomas et Banks, 1998).L’expression d’E6 est une stratégie développée
pour inhiber la mort cellulaire et répandre le virus.
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3.3- Les membres pro-apoptotiques & domaine BH3-seulement

Les membres pro-apoptotiques BH3-seulement sont des tueurs latents qui attendent
d’étre activés dans la cellule en réponse a un stimulus apoptotique. Cette activation passe par
des modifications post-traductionnelles qui régulent leur activité.

3.3.1- Bid

+ Bid et clivage protéolytique

Bid est clivée aprés I’Asp 60 et I’Asp 75 par la caspase-8 pour générer une forme
tronquée de Bid (tBid). tBid activée correspond au fragment C-terminal de la protéine. Elle
active Bax au niveau des mitochondries et provoque ainsi le relargage de protéines
mitochondriales inter-membranaires comme le cytochrome c. Cependant, Bid peut également
étre clivée par la caspase-3, activée apres le relargage de cytochrome c. tBid amplifierait ainsi
le processus apoptotique (Degli Esposti et al, 2003).

+ Bid et phosphorylation

La phosphorylation de Bid par des caséines kinases régule son clivage par la caspase-8
(Desagher et al, 2001). La phosphorylation de Thr 59 inhibe le clivage de Bid par la
caspase-8.

+ Bid et N-Myristoylation

La localisation des protéines dans des compartiments cellulaires distincts est un
événement critique dans la mort cellulaire. Suite a un signal, la redistribution des protéines
modifie souvent leur activité. Bid est localisée dans le cytosol alors que tBid est transloquée a
la mitochondrie, sans pour autant posséder de signal de localisation mitochondriale. La
proteolyse de Bid par la caspase-8 expose une glycine a I’extrémité N-terminale du fragment
p15 generé. Cette glycine (60) se situe dans un site potentiel de myristoylation (Johnson et al,
1994). Zha et collaborateurs ont alors montré dans des cellules Jurkat stimulées par Fas, que
le fragment pl5 pouvait étre myristoylée, et non la protéine Bid entiére (p22). Des
expériences complémentaires couplant la GFP en C-terminal de Bid ou de Bid mutée sur son
site potentiel de myristoylation (G60A) montrent que la forme mutée de Bid est incapable
d’étre relocalisée a la mitochondrie. La myristoylation permet donc a tBid d’interagir avec la
membrane externe mitochondriale pour activer Bax et/ou Bak et d’induire la fuite de
cytochrome c dans le cytosol (Zha et al, 2000).

+ Bid et Ubiquitinylation

tBid peut étre ubiquitinylée sur 4 Lys potentielles. Des mutations de ces Lys en Arg
stabilisent la protéine. De plus, 1’utilisation d’un inhibiteur du protéasome MG-132 inhibe la
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dégradation de tBid. La surexpression de cette forme stabilisée augmente le relargage de
cytochrome ¢ dans le cytosol et donc le processus apoptotique. De méme, 1’induction de la
mort cellulaire par tBid est considérablement augmentée lorsque la dégradation de tBid est
inhibée par MG-132 (Breitschopf et al, 2000). La forme active de Bid, soit tBid, est instable
et peut étre ubiquitinylée et dégradée par le protéasome 26S, alors que la forme inactive Bid
est stable. Les deux formes de Bid possedent les Lys impliquées dans cette stabilité protéique.
Il doit donc y avoir un deuxieme niveau de régulation de cette modification
post-traductionnelle.

En I’absence de stimulation, la région N-terminale de Bid séquestre le domaine BH3. Bid est
activée suite a un clivage protéolytique, qui délivre ce domaine BH3 (tBid-C ou pl5).
L’accessibilit¢ du domaine BH3 facilite ainsi la formation de complexes avec d’autres
membres apoptotiques. Clohessy et collaborateurs ont montré une interaction possible entre
tBid et Mcl-1, interaction qui empéche le relargage de cytochrome c¢ dans le cytosol
(Clohessy et al, 2006). Cette interaction pourrait, non seulement séquestrer tBid, mais
également stimuler sa dégradation via le systeme ubiquitine-protéasome, tout comme Noxa et
Mcl-1 (Willis et al, 2005). 11 n’est pas non plus sans exclure qu’une phosphorylation de tBid
puisse réguler sa dégradation comme c’est le cas pour beaucoup de protéines de la famille de
Bcl-2. Bim, par exemple, peut étre phosphorylée sur les Ser 55, Ser 65 et Ser 73, ce qui
augmente la réponse apoptotiqgue par réduction de sa dégradation protéasomique
(Hibner et al, 2008).

Le second fragment (tBid-N ou p7), formé suite au clivage par la caspase-8, est ubiquitinylé et
dégradé par le protéasome. L’ubiquitinylation de tBid-N n’est pas conventionnelle puisqu’elle
n’implique ni de Lys ni le NH2 du premier acide aminé N-terminal. L’ubiquitine se fixe via
une liaison thioester (Cys) ou une liaison hydroxyester (Ser ou Thr). De plus, cette
dégradation est indispensable a I’activité pro-apoptotique de tBid-C. En effet une inhibition de
la dégradation de tBid-N bloque la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale
sans pour autant bloquer la translocation a la mitochondrie (Figure 26) (Tait et al, 2007).

62



Généralités - Régulation des protéines apoptotiques de la famille Bel-2
Par modifications post-traductionnelles

N Bid c
Cytosol N BH3

l Caspase-8
Cc [

N N
(G N b+ I

ubiquitines p7 p15 outBid
¢‘ Mcl-1
Cys I / \
— v Gl c N c
P g (O B — (91 B ——
/ . pi5 pi5
||
Dégradation parle [ ] N c
Protéasome 26S
' ° @us
[} L
p15
||
l l
w0
i (=82
[ ] Py Dégradation parle
Protéasome 265

I &) -
. & o
' Z/é
||

mitochondrie

[ ]
[ B
® Cytochromec

Figure 26 : Modele de régulations post-traductionnelles de Bid

Une stimulation de la cellule par FAS induit I’activation de la caspase-8 et la protéolyse de Bid en 2 fragments
p7 et p15 (tBid). P7 est ubiquitinylée sur un site non conventionnel au niveau d’une Cys puis dégradée par le
protéasome 26S. Le clivage de Bid génére une Gly (G) libre a I’extrémité N-terminale de tBid. Cette Gly peut
étre myristoylée, conduisant ainsi a I’interaction de tBid avec la mitochondrie ou elle pourra activer Bax/Bak et
induire le relarge de cytochrome c. Il semblerait que cette myristoylation soit sous le contrble de
phosphorylations préalables de tBid. Si tBid n’est pas phosphorylée, Mcl-1 peut interagir avec son domaine
BHS3 et ainsi la séquestrer et faciliter sa dégradation par le protéasome 26S. Une inhibition de la dégradation du
fragment p7 n’empéche pas le fragment p15 d’étre transloqué & la membrane mais bloque la perméabilisation
de la membrane externe mitochondriale.

3.3.2- Bad

4+ Bad et phosphorylation

L’¢étude des sites potentiels de phosphorylation de Bad a révélé trois résidus sérines (Ser)
impliqués dans la régulation de son activité pro-apoptotique : Ser'?, Ser*® et Ser™
(Zha et al, 1996 ; Lizcano et al, 2000) (Figure 27). La sérine 155 reside dans le domaine BH3
de Bad, domaine qui permet d’interagir et neutraliser des membres anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 tels que Bcl-2 et Bcl-X, (Ottilie et al, 1997). Une mutation de cette Ser™® en
Asp ou Glu, imitant une phosphorylation de Bad, protége la cellule de I’apoptose suggérant
ainsi que la phosphorylation de Bad sur la Ser*> neutralise la fonction apoptotique de Bad
(Tan et al, 2000).
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Des mutations combinatoires de ces trois sérines ont mis en évidence que la phosphorylation
de la Ser'®® requiert, au préalable, la phosphorylation des résidus Ser'*®® et Ser''? et que la
Ser'® est indépendante des deux autres (Datta et al, 2000).

Zha et collaborateur ont montré, que sous I’influence d’IL-3, Bad phosphorylée sur les Ser'?
et Ser*® pouvait interagir avec la protéine 14-3-3 et non plus avec Bcl- X, favorisant la survie
cellulaire (Zha et al, 1996). La phosphorylation de la Ser**® serait le site dominant de fixation
a la protéine 14-3-3 (Masters et al, 2001). L’interaction de 14-3-3 avec la Ser*® phosphorylée
de Bad pourrait alors induire un changement conformationnel autorisant I’accés de la Ser™>
pour une éventuelle phosphorylation. Cependant le complexe Bcl-X,/Bad/14-3-3 n’a jamais
été mis en évidence (Datta et al, 2000). A I’inverse, quand Bad est séquestrée dans le cytosol
par la protéine 14-3-3, c¢’est la phosphoSer**? qui doit étre déphosphorylée en premier par la
phosphatase PP2A pour induire la déphosphorylation de la phosphoSer'*® et de la
phosphoSer'*® (Chiang et al, 2003).
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Figure 27 : Régulation post-traductionnelle de Bad

Bad posséde plusieurs sites de phosphorylation. Bad sera donc régulée en fonction des kinases activées. La
phosphorylation de la Ser''? par C-Raf provoque sa dégradation via le systéme ubiquitine-protéasome. Bad
peut, au niveau de la sérine 155, interagir avec les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles Bel-X,
et Bcl-2. La phosphorylation des Ser'? (Akt) et Ser**® (PKA) permet de recruter 14-3-3 et d’étre séquestrée sous
une forme inactive dans le cytosol. Le recrutement de 14-3-3 permettrait une modification conformationnelle de
Bad, permettant ainsi la phosphorylation possible de la Ser*®. La Ser**® phosphorylée empécherait I’interaction
avec la poche hydrophobe de Bcl-X.. Une phosphorylation de la Ser'® par cdc2 ou JNK empéche le
recrutement de la protéine 14-3-3 et favorise I’interaction de Bcl-X_ et Bad dans la membrane externe
mitochondriale.




Généralités - Régulation des protéines apoptotiques de la famille Bel-2
Par modifications post-traductionnelles

La phosphorylation de Bad n’est pas uniquement impliquée dans son interaction avec des
membres anti-apoptotiques de Bcl-2 : elle influence également sa localisation intracellulaire.
Une privation en IL-7 conduit & une déphosphorylation de Bad qui est alors transloquée a la
mitochondrie ou elle s’associe avec les membres anti-apoptotiques et induit la mort des
cellules T (Li et al, 2004b). Cependant la régulation de la localisation semble plus complexe
dans la mesure ou, dans des cellules saines, Bad peut résider au niveau des mitochondries
sous une forme phosphorylée. Dans ce cas, la localisation de Bad pourrait réguler ses
fonctions mitochondriales autres qu’apoptotiques (Danial et al, 2003).

La phosphorylation de Bad est sous le controle de plusieurs protéines kinases. Ainsi un méme
site de phosphorylation peut étre impliqué dans différentes voies de signalisation (Tableau 2).

Tableau 2 : Un méme site pour différentes kinases : multiples voies de régulations possibles pour Bad

(protéine murine)
Sites de phosphorylation Kinases impliquées Références
Datta et al, 2002; Tan et al,
" PKA, p90RSK, Pim-1, Pim-2, 1999, Aho et al, 2004; Yan et al,
Ser PAKL PAK5 ERK1/2 2003; Schirmann et al, 2000;
' ' Cotteret et al, 2003; Jin et al,
2004
136 Datta et al, 2002 ; Harada et al,
SI7 PG HOSER, [P 2004 ; Schirmann et al, 2000
Virdee et al, 2000 ; Tan et al
155 ’ ] ’
Ser PKA, RSK 2000 ; Zhou et al, 2000
Thr?® INK Yu et al, 2004
Thr'’ CKIlI Klumpp et al, 2004
Seri28 INK, Cdc? Donovan et al, 2002 ; Konishi et

al, 2002

Récemment, plusieurs nouveaux sites de phosphorylations ont été mis en évidence dans la
protéine Bad humaine. La plupart se trouvent dans une région de 75 acides aminés
comprenant le domaine BH3. En revanche, aucun site de phosphorylation ne se situe dans les
20 derniers acides aminés C-terminaux. La phosphorylation de la Ser*** de la protéine Bad
humaine semble impliquée dans I’interaction de Bad avec des lipides. Ce site de
phosphorylation se situe a coté du motif FKK nécessaire pour I’interaction de Bad avec des
lipides. La formation de ces pores est un processus reversible régulée par la phosphorylation
de la Ser'® et I’interaction de Bad avec 14-3-3. La présence de cette derniére perturbe la
formation de pore (Polzien et al, 2009). Bad est une protéine associée a la membrane, qui
possede davantage de caractéristiques d’un récepteur plutdt qu’un ligand, et qui navigue entre
la mitochondrie et les différentes membranes selon un processus dépendant de la
phosphorylation et de 14-3-3 (Hekman et al, 2006).
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+ Bad et ubiquitinylation

Fueller et collaborateurs ont montré que la phosphorylation de la Ser''? de la protéine
Bad murine (Ser” de la protéine Bad humaine) par c-RAF induit sa poly-ubiquitinylation et
sa degradation par le protéasome (Figure 27). Bad posséde 2 régions PEST, dont I’une
chevauche le domaine de liaison a la protéine 14-3-3, ce qui implique que la fixation de
14-3-3 est en compétition avec sa dégradation (Fueller et al, 2008).

+ Bad et interactions avec des lipides

Le domaine C-terminal de Bad contient 2 motifs de liaison a des lipides qui lui
permettent d’interagir principalement avec les charges négatives des phospholipides dont les
cardiolipines de la mitochondrie. Cette interaction ne serait pas dépendante du statut
phosphorylé ou non de Bad et ne nécessiterait pas 1’intervention d’autres protéines. De plus,
des cellules exprimant des mutants de Bad ne pouvant plus interagir avec les mitochondries
par le biais de ces motifs sont résistantes a 1’apoptose. Ces motifs sont donc nécessaires a
I’activité pro-apoptotique de Bad (Hekman et al, 2006). L’association aux cardiolipines
pourrait permettre a Bad de recruter ses partenaires anti-apoptotiques. Dans les cellules
saines, ’extrémité C-terminale de Bcl-X_ est incapable de s’insérer dans la membrane
mitochondriale a cause de son homodimérisation (Jeong et al, 2004). Hekman et
collaborateurs ont montrée que Bad mutée sur ces motifs de liaison aux lipides est capable
d’interagir avec Bcl-X_ mais empéche la translocation mitochondriale de Bcl-X.
(Hekman et al, 2006). Suite a un stimulus apoptotique, Bad se libere de la protéine 14-3-3 et
s’associe avec Bcl-X|, libérant ainsi son extrémité C-terminale. Bad peut alors interagir avec
la membrane mitochondriale et ainsi faciliter I’insertion de Bcl-X_ (Figure 27).

+ Bad et clivage protéolytique

Une privation en facteur de croissance ou un engagement des récepteurs de mort
conduisent Bad a étre clivée par des protéases type caspases ou granzyme B. Tout comme
Bid, Bad clivée pourrait amplifier le processus apoptotique (Condorelli et al, 2001).
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4- Conclusion : Importance de la connaissance d’une régulation par
modifications post-traductionnelles en thérapeutiques

Des défauts dans les voies de mort cellulaire programmée (surexpression de Bcl-2,
Mcl-1, Bcl-X.) peuvent conduire a la survie d’une cellule cancéreuse mais peut également
conférer des résistances aux traitements chimiothérapeutiques (Tse et al, 2008 ;
Brotin et al, 2010). Les traitements anticancéreux peuvent initier ’apoptose via la voie
intrinseque mitochondriale. Actuellement des molécules visant les membres anti-apoptotiques
sont en essais cliniques ou précliniques. Le premier agent entré en essai clinique et ciblant
Bcl-2 est I’oblimersen sodium, un oligodéoxynucléotide antisens de Bcl-2. Les patients
atteints de leucémie lymphoide chronique traités par cet agent combiné avec d’autres
traitements chimiothérapeutiques conventionnels ont vu leur durée de vie augmentée
(Rai et al, 2008). Aujourd’hui, la recherche s’oriente sur des petites molécules capables
d’inhiber directement les protéines anti-apoptotiques. Elles sont congues pour lier le sillon
hydrophobe constitué par les domaines BH1 a BH3 des protéines anti-apoptotiques, rentrant
ainsi en compétition avec les protéines pro-apoptotiques. Ces molécules pourraient a la fois
bloguer les protéines anti-apoptotiques, laissant les protéines pro-apoptotiques libres de
déclencher la mort des cellules mais elles pourraient également agir avec leur domaine BH3
directement en activant Bax et Bak pour accentuer le phénomeéne apoptotique
(Kang et Reynolds, 2009). Il n’y a pas un mode¢le typique de régulation de la mort cellulaire
programmée. Méme s’il existe certaines ressemblances entre les protéines apoptotiques, elles
possedent toutes leurs propres regulations. L’exemple de la régulation post-traductionnelle de
certaines protéines apoptotiques de la famille Bcl-2 souligne la complexité des processus
cellulaires a prendre en compte lors de I’élaboration de molécules a visée thérapeutique.
L’affinité qu’aura une molécule thérapeutique vis-a-vis d’une protéine apoptotique ne dépend
pas que de sa structure tertiaire. Il est indispensable de connaitre, au mieux, et de prévenir les
modifications post-traductionnelles susceptibles d’intervenir dans ces affinités pour limiter
I’instabilité protéique de composés thérapeutiques (Wakankar et Borchardt, 2006).
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Introduction

I- Galig ou la complexité génique

Loin du concept “l1 géne, 1 ARNm, 1 protéine”, il est maintenant admis que la
complexité génique tient une place importante dans la régulation cellulaire des eucaryotes. Le
locus du géne de la galectine-3 humaine en est un bon exemple. Lors du clonage des
séquences promotrices de la galectine-3, un nouveau promoteur interne localisé dans 1’intron
2 du géne a été mis en évidence (Raimond et al, 1995) (Figure 28). La complexité s’accentue
avec la possibilité de transcrire un ARNm qui présente 3 cadres de lecture ouverts différents
et chevauchants permettant la traduction de 2 nouvelles protéines distinctes de la galectine-3.
Cette structure génique complexe a été dénommé « galig » pour galectin-3 internal gene
(Guittaut et al, 2001), et les protéines issues de 1’expression de galig dans des cellules en
culture, les galigines. Ces protéines présentent des localisations cellulaires différentes a
’origine de leur appellation : la mitogaligine a été initialement associée aux mitochondries, et
la cytogaligine, au cytosol (Guittaut et al, 2001). Cependant, des travaux plus récents
indiquent que la mitogaligine peut étre en partie associée au noyau (Gonzalez et al, 2009), et
la cytogaligine aux mitochondries.

Géne de la galectine-3

Géne galig

Prl Pr2
C I I ] || | | ]
E1 n E2 12 B3 13 E4 14 ES 5 EG
AlIlG
L:> I | | | | | | || I ARNmde la galectine-3
BN 2N BN M N BN ® ga

Cytogaligine

AUG1
ﬂ:{) h [~ [ EEEE ARNmde galig
AUG;* \/ E4 \/ BN

Mitogaligine

Figure 28 : Galig, un géne interne au géne de la galectine-3

Le géne de la galectine-3 possede 6 exons représentés par les rectangles bleu foncé nommés E1 a E6 et 5 introns,
représentés par des rectangles bleu clair nommés I1 a I5. Le promoteur du géne galig, ou Pr2, est localisé dans le
second intron du géne de la galectine-3 (rectangle orange). A partir de ce promoteur est initiée la transcription de
I’ARNm de galig (E3 a E6). Ce transcrit posséde ses propres cadres de lecture : ’un initi¢ au niveau de ’AUG 1
qui traduit la cytogaligine, et un autre, chevauchant, au niveau du site de traduction AUG 2 qui code pour la
mitogaligine.

Galig = Galectin-3 internal gene

Les cellules transfectées par le gene galig rendent compte d’altérations morphologiques
caractéristiques d’une mort cellulaire programmeée. Les cellules sont petites, rondes, avec des
organites intracellulaires condensés et agrégés. Le noyau présente une condensation de la
chromatine (Duneau et al, 2005).
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I1- Les galigines et la mort cellulaire programmeée

1- Structure

Les galigines sont codées par I’exon 3 du géne de la galectine-3, selon un cadre de
lecture alternatif de la galectine-3 (Figure 28). Cet exon est essentiellement composé d’une
séquence d’ADN répétitive de 204 paires de bases (Cherayil et al, 1990 ; Oda et al, 1991 ;
Raz et al, 1991). Ces protéines possedent donc des séquences totalement distinctes et de

nature répétée (Figure 29).

Cytogaligine
1 11 21 31 41
MMRYLGLETQ TLKDGLAHGG TSLLGQGATQ GLPILGPTPG RHPQGLILDR
51 61 71 81 91
HLQAPTMEHL ELIPEHLHLE STQGHPAALG PTHLLDSQVP PEPTLPLAFPM
100
APLLGH

Mitogaligine
1 11 21 31 41
MAWRMGEPAC WGRGLPRGFL SWGLPRAGT? RGLSWTGTSR RLPWSTWSLS
51 61 71 81 91

RSTCTWSLFPR ATQRFPWGLFI FWTAKRKCPRSL PCHWPLWRPC WATDCAL

Adapté de la thése de Mélanie Duneau
Figure 29 : Séquence primaire des galigines

La cytogaligine est une protéine de 106 acides aminés riche en leucine (20%), proline (13%), glycine (12%) et
histidine (8,5%). La mitogaligine est une protéine de 97 acides aminés, riche en arginine (12%), proline (12%),
tryptophane (12%) et résidus hydroxylés (18%) : 9 résidus sérine et 9 résidus thréonine.

L’exon 3 code pour un domaine spécifique de la galectine-3 humaine et n’est retrouvé chez
aucun autre membre de la famille des galectines (Barondes et al, 1994). L’alignement de ce
domaine avec le domaine correspondant de la galectine-3 d’autres espéces a mis en évidence
68 % d’identité chez le lapin, 73 % chez le chien, 80 % chez le hamster et 71 % chez la
souris. L’alignement de la mitogaligine humaine avec d’autres mitogaligines putatives montre
¢galement un pourcentage d’homologie significatif chez ces mémes espéces (53 % chez le
lapin, 50 % chez le chien, 62 % chez le hamster et 75 % chez la souris). La mitogaligine
putative murine est plus particuliere car sa taille est raccourcie (43 acides aminés)
(Duneau et al, 2005). Il convient néanmoins de noter que la région la plus conservée concerne
le domaine cytotoxique de la protéine (résidus 31 a 53 de la mitogaligine humaine).
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La cytogaligine est une protéine relativement neutre a pH physiologique. La mitogaligine, de
par sa richesse en arginine, posséde quant a elle un caractére basique (point isoélectrique de
11,6 a pH 7) (Tableau 3). Son taux élevé de tryptophane rend la protéine trés hydrophobe. La
présence d’autant de résidus tryptophane associée au caractere basique de la protéine, rappelle
les propriétés antimicrobiennes de certains peptides, connus pour déstabiliser les membranes
biologiques (Falla et al, 1996 ; Schibli et al, 1999).

Tableau 3 : Caractéristiques biochimiques des galigines

. Nombre d’acides Masse moléculaire Point isoélectrique a
Protéines ., Charges
amineés (Da) pH 7
Cytogaligine 106 11 253 6,6 3 charges négatives
Mitogaligine 97 11 168 11,6 11 charges positives

Les galigines ne possedent aucune homologie de séquence avec les protéines déja existantes
dans les bases de données. Il est donc difficile de prédire leur structure et leur fonction au sein
de la cellule. Néanmoins, la transfection de galig dans des cellules transfectées induit la mort
cellulaire, ce qui suggere que ces proteines exercent une fonction cytotoxique.

2- Fonction cytotoxique des galigines

La mitogaligine a été initialement localisée dans les mitochondries. Le signal de
localisation mitochondriale se situe dans la partie centrale de la protéine, de I'acide aminé 31 a
l'acide aminé 46 (Duneau et al, 2005). Ce premier résultat illustre I’originalité de cette
protéine puisque les signaux d’adressage mitochondrial sont le plus généralement situés dans
la partie N-terminale des protéines (Pfanner et al, 1997).

Une cellule HOS morphologiquement « normale » est allongée, avec de petites ramifications,
un noyau en position centrale, et des mitochondries filiformes. L’expression de la
mitogaligine dans ces cellules entraine une altération profonde de leur morphologie. La
cellule se rétracte, s’isole des cellules voisines et finit par mourir. Lors de ce processus de
mort, la membrane plasmique n’est pas altérée. Il apparait une nette condensation et
agrégation des mitochondries (Figure 30 A). L’utilisation du mitotracker rouge, un marqueur
mitochondrial fluorescent, a également permis de mettre en évidence Ialtération des
mitochondries dans des cellules exprimant la mitogaligine-EGFP (Figure 30 B, Duneau et al,
2005). Que ce soit dans des cellules HelLa ou dans des cellules MCF-7 transfectées par un
plasmide codant ’EGFP, la fluorescence présente une distribution diffuse dans les cellules
(Colonne EGFP lignes N3). De plus ces cellules conservent une morphologie « normale »
(Colonne MTR lignes N3). En revanche, dans les cellules HelLa exprimant la
mitogaligine-EGFP, Duneau et al, mettent en évidence par le mitotracker rouge, une
co-localisation avec la protéine de fusion ainsi qu’une condensation des mitochondries
(Ligne MG HeLa). Les cellules MCF-7 exprimant la mitogaligine-EGFP ne sont pas
marquées par le mitotracker rouge, suggérant ainsi une alteration des mitochondries dans ces
cellules (Ligne MG MCF-7).
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Cette toxicité est tres fortement atténuée lorsque les cellules sont transfectées par un vecteur
qui ne code que pour la mitogaligine ou que pour la cytogaligine (Guittaut, thése 2001 et
Duneau, thése 2005). Peu d’études ont été dirigées vers la cytogaligine. La fonction de cette
protéine reste donc inconnue dans la mort cellulaire induite par galig.

HOS
MG-EGFP

X320

X320

A-These de Mélanie Duneau, 2005
B- Duneau et al, 2005

Figure 30 : La transfection de ’ADNc de galig dans des cellules en culture induit une condensation des

mitochondries et la mort cellulaire

A- Cellules HOS transfectées par pMG-EGP, codant pour la mitogaligine fusionnée en C-terminale a I’EGFP et
la cytogaligine. Les cellules sont observées 24 a 48 h aprés transfection par microscopie de fluorescence.
Grossissement x 320

B- Cellules HeLa et MCF-7 transfectées par pN3 codant ’EGFP (Ligne N3) et pMG-EGFP codant la protéine
de fusion mitogaligine-EGFP (ligne MG). Vingt-quatre heures aprés transfection, les cellules sont incubées
avec 50 nM de Mito Tracker RED (MTR), puis analysées en microscopie de fluorescence (Grossissement
x 320) pour I’expression de ’EGFP (Colonne EGFP) et le marquage mitochondrial (Colonne MTR). Les
photographies sont ensuite superposées pour mettre en évidence la co-localisation entre la mitogaligine-EGFP
et le MTR (Colonne merge).

L’¢tude de la cytotoxicité des cellules en présence de différents peptides dérivés de la
mitogaligine a montré que la séquence 31 a 54 de la protéine, qui comprend le signal
d’adressage mitochondrial, était également responsable de son activité toxique. La
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mitochondrie est donc au cceur de la toxicité induite par la mitogaligine. Ce résultat n’est pas
surprenant puisque les mitochondries jouent un réle essentiel au cours du processus
apoptotique (Kroemer, 1998). Cette région de la mitogaligine est capable d’interagir avec des
cardiolipines, phospholipides spécifiques des mitochondries et d’induire la fuite de
cytochrome c. De plus, comme nous I’avons vu précédemment, la mitogaligine présente une
homologie avec certains peptides antimicrobiens riches en résidus tryptophane, arginine et
proline (Indolicidine, Tritrpticine et dérivés lactoferricine) (Bellamy et al, 1992 ;
Selsted et al, 1992 ; Lawyer et al, 1996). Elle est alors en mesure de déstabiliser les
membranes mitochondriales et d’induire la fuite de cytochrome ¢ (Gonzalez et al, 2007).

La mitogaligine posséde donc des propriétés pro-apoptotiques. Cependant la mort cellulaire
induite par cette protéine de fusion ne posséde pas toutes les caractéristiques d’une mort par
apoptose. En effet, méme s’il y a libération de cytochrome ¢ dans le cytosol, la caspase-3 reste
inactive (Duneau, thése 2005). De plus, la condensation de la chromatine ne s’accompagne
pas d’une dégradation de ’ADN en fragments oligonucléosomiques typiques de 1’apoptose.
La mitogaligine mitochondriale pourrait alors induire la mort cellulaire par une voie
alternative de la voie classique apoptotique.

Des études récentes au laboratoire indiquent que la mitochondrie n’est pas la seule
domiciliation de cette proteéine. Nous verrons, en premiere partie de résultats, que la
mitogaligine peut également étre adressée au noyau et induire la mort des cellules via une
apoptose qui met en jeu I’activation de la caspase-3 et la dégradation internucléosomique de
I’ADN. Ces travaux ont conduit a la rédaction de 2 articles (Gonzalez et al, 2009 ;
Robinet et al, 2010).

3- Régulation de galig par des protéines anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2

La plupart, si ce n’est toutes les molécules apoptotiques de la famille Bcl-2, quelles
soient pro ou anti-apoptotiques interagissent entre elles pour réguler la mort cellulaire. La
mitogaligine induit la mort cellulaire via les mitochondries, tout comme les membres de la
famille Bcl-2. La co-expression des galigines et de la protéine anti-apoptotique Bcl-X_
diminue la toxicité cellulaire (Duneau et al, 2005). Bcl-X, agit en amont de la dépolarisation
des membranes mitochondriales puisque sa surexpression réduit significativement la quantité
de cytochrome c libéré dans le cytosol par la seule expression de galig. En revanche, un tel
effet protecteur n’a pas été observé en présence d’une surexpression de Bcl-2. Galig pourrait
donc intervenir dans 1’une des voies apoptotiques des membres de la famille Bcl-2, entre autre
BCl-XL.
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I11- Synopsis de ma these

Mon sujet de thése a consisté a poursuivre les études portant sur la mitogaligine. Cette
derniere est localisée majoritairement au sein des mitochondries. Cependant, nous verrons, au
cours de la premicre partic de ce manuscrit, qu’il existe une localisation secondaire de la
protéine. La mitogaligine peut, en effet, étre adressée au noyau. Les cellules qui expriment la
forme nucléaire de la protéine présentent des caractéristiques morphologiques d’une cellule en
apoptose, supposant alors que la mitogaligine puisse également exercer une fonction
cytotoxique au noyau. De plus, la forme associée aux mitochondries subit une protéolyse
importante comparée a la forme nucléaire. Nous pouvons donc facilement comprendre
I’intérét d’étudier ces signaux d’adressage aux compartiments cellulaires dans la fonction de
la protéine. La fonction cytotoxique associée a la localisation mitochondriale de la
mitogaligine ayant déja été déterminée au laboratoire, nous nous sommes intéressés a
I’adressage nucléaire de la protéine et a caractériser les mécanismes moléculaires mis en jeu
dans la cytotoxicité de la mitogaligine nucléaire.

Beaucoup de protéines apoptotiques possedent des doubles localisations qui régulent leur état
d’activation ou la nature de leur fonction. Le transport vers l'une ou ['autre de ces
domiciliations ainsi que I’activité des protéines sont souvent régulés par des modifications
post-traductionnelles. La seconde partie de ma thése s’est alors dirigée vers 1’étude des
modifications post-traductionnelles potentielles de la mitogaligine, qui pourraient réguler son
trafic intracellulaire, son activité apoptotique et sa demie-vie. De part sa richesse en sites
potentiels de phosphorylation, due a une haute teneur en thréonines, nous nous sommes en
particulier intéressés a la phosphorylation. Nous verrons que la mutation phosphomimétique
de certains résidus s’accompagne d’une diminution de la protéolyse de la mitogaligine
mitochondriale et/ou d’une délocalisation des mitochondries.

L’activité des protéines peut également €tre régulée par interaction avec d’autres protéines.
Généralement, dans la voie mitochondriale de 1’apoptose les protéines pro-apoptotiques sont
régulées par les membres anti-apoptotiques : leur interaction inhibe ’activité pro-apoptotique
de la protéine. La réciproque est aussi vraie. Le troisiéme volet de ma theése s’est focalisé sur
les interactions possibles des galigines avec une protéine anti-apoptotique de la famille Bcl-2.
Galig étant essentiellement exprimé dans les neutrophiles, et la protéine anti-apoptotique
prédominante dans ces cellules étant Mcl-1 (Moulding et al, 1998), nous nous sommes alors
demandé si ces protéines pouvaient étre impliquées dans la méme voie apoptotique et si elles
pouvaient interagir ensemble. Les résultats obtenus permettent de dire que leur expression
commune dans les leucocytes n’est pas une coincidence : la surexpression de Mcl-1 protege la
cellule de la mort induite par galig et la surexpression de galig diminue I’expression de Mcl-1
endogene.
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Bien que la mitochondrie soit la localisation majoritaire de la mitogaligine, le premier
chapitre de cette partie montre que la protéine peut également étre retrouvée dans le noyau. La
mitogaligine est mise en évidence par [’utilisation d’une protéine reporteur : I'EGFP
(Figure 31). Lorsque I'EGFP est placée a I’extrémité C-terminale de la mitogaligine, la
protéine chimére est localisée au niveau des mitochondries. On constate néanmoins quelques
cellules dont les noyaux sont positifs pour la protéine chimere. Ceci laisse supposer la
présence d’un signal de localisation nucléaire en plus du signal de localisation mitochondriale.
Nous avons révelé la présence de ce signal nucléaire en abrogeant le signal de localisation
mitochondriale. Pour cela, nous avons tenu compte du fait que la position des séquences
d’adressage mitochondrial au sein des protéines est critique pour I’activité du signal. En
déplagant ’EGFP de I’extrémité C-terminale de la mitogaligine & son extrémité N-terminale,
la position relative du signal de localisation mitochondriale est ainsi modifiée
(Mueller et al, 2004, Neupert et Herrmann, 2007). Dans ce cas, la mitogaligine n’est plus
visualisée au sein des mitochondries mais au niveau du noyau.

1 97
N "c
Mitogaligine
1 238 269 284 335 1 3146 97 335
N W Ic NCI T
EGFP EGFP

EGFP

EGFP-MG MG-EGFP

Figure 31 : Localisation nucléaire et mitochondriale de la mitogaligine

Schéma représentant la mitogaligine (rectangle jaune) et son signal de localisation mitochondriale situé entre les
résidus 31 a 46 de la mitogaligine (rectangle rouge). La protéine est ensuite fusionnée a I’EGFP pour permettre
sa détection dans des cellules HelLa. Les cellules sont transfectées par pEGFP, codant pour ’EGFP seule,
PMG-EGFP codant pour la mitogaligine fusionnée a son extrémité C-terminale a la protéine de fluorescence
verte EGFP, et pEGFP-MG, codant pour la mitogaligine fusionnée a son extrémité N-terminale a I’EGFP.
Image obtenue par microscopie confocale x 320.

L’EGFP possede une localisation diffuse dans la cellule (photo du milieu). MG-EGFP présente une localisation
mitochondriale (photo droite).

L’expression de la mitogaligine dans les deux compartiments, mitochondries et noyau semble
tenir une place importante dans la mort cellulaire. En effet, la mitogaligine mitochondriale et
la mitogaligine nucléaire sont, toutes deux, capables d’induire des caractéristiques propres
d’une mort cellulaire programmeée. Il est donc d’un intérét majeur d’étudier les signaux
d’adressage de la mitogaligine, ceci constituera I’objet du second chapitre de cette partie.
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Chapitre 1 : Activité apoptotique de la mitogaligine nucléaire

Les travaux précédents de 1’activité de galig montrent que son expression induit la mort
cellulaire et que la mitogaligine tient une place importante dans cette cytotoxicité. Son
interaction avec les cardiolipines entraine la fuite de cytochrome c dans le cytoplasme. De
plus, son action peut étre contrecarrée par la surexpression de protéines anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2 telles que Bcl-X., confirmant ainsi son r6le apoptotique dans la voie
mitochondriale (Duneau et al, 2005).

La plupart des cellules transfectées par un vecteur codant pour la mitogaligine-EGFP
font apparaitre une localisation mitochondriale de la protéine. Néanmoins, certaines d’entre
elles présentent un noyau positif pour la protéine de fusion, suggérant alors une potentielle
localisation nucléaire. Dans ce chapitre, il est montré que la mitochondrie n’est pas la seule
domiciliation de la mitogaligine. Elle peut en effet étre adressée au noyau lorsque son signal
de localisation mitochondriale est aboli. Qu'elle soit nucléaire ou mitochondriale, la protéine
conserve des propriétés cytotoxiques dans la cellule. La mitogaligine nucléaire est néanmoins
plus toxique et induit I’apoptose via ’activation de la caspase-3 et selon des caractéristiques
propres de I’apoptose tandis que la mitogaligine mitochondriale induit la mort de la cellule
selon une voie alternative de la mort cellulaire programmée (Duneau, Thése, 2005).

Ce travail a fait ’objet d’un article publi¢é dans Biochemical and Biophysical Research
Communications :

Gonzalez P, Robinet P, Charpentier S, Mollet L, Normand T, Dubois M, Legrand A.
2009. Apoptotic activity of a nuclear form of mitogaligin, a cell death protein. Biochemical
and Biophysical Research Communications 378: 816-820.
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Galig, an internal gene to the galectin-3 gene, encodes two proteins and induces cell death in human cells.
Mitogaligin, one of these proteins, contains a mitochondrial targeting sequence and promotes the release
of cytochrome c into the cytosol. Here, we show that mitogaligin can also localize to nucleus. The nuclear
form of mitogaligin induced cell death through a pathway exhibiting typical properties of apoptosis.
These observations indicate for the first time that mitogaligin expresses cytotoxic properties not only

l[feywords: P when addressed to mitochondria but also when targeted to the nucleus.
rogrammed cell deat © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
Apoptosis

Caspase activation
Dual cellular localization

Apoptosis is a highly regulated cellular function essential for
normal development and homeostasis. We have identified a new
cell death inducer gene, galig, located within the human galectin-
3 locus [1]. The gene contains two different overlapping open read-
ing frames and encodes two unrelated proteins [2], each one dis-
tinct from Galectin-3. Mitogaligin, one of these proteins, is a 97
amino acid protein essentially targeted to mitochondria [2]. The
mitochondrial addressing of mitogaligin relies on an internal se-
quence (residues 31-46), which is also required for the efficient
cytosolic release of cytochrome c [1]. The process which destabi-
lizes mitochondrial membrane is still unknown but involves a spe-
cific interaction of mitogaligin with cardiolipin, a characteristic
phospholipid of mitochondria [3]. Although mitogaligin is not
structurally related to proteins of the Bcl-2 family [4], it is antago-
nized by overexpression of Bcl-xL [1].

Meticulous observations of cells transfected with galig reveal
that mitogaligin exhibits a dual localization in a small fraction
of cells. In these cells, mitogaligin appears associated to the nu-
cleus in addition to mitochondria. These observations suggest
that, in addition to a predominant mitochondrial signal that
we have previously characterized [1], mitogaligin could also be
targeted to nucleus. To test this hypothesis, we have neutralized
the mitochondrial targeting signal by fusing EGFP at the N-ter-
minus of mitogaligin. Using this technical approach, mitogaligin
almost exclusively localized in the nucleus. In addition, the tar-
geting of mitogaligin to nucleus induced cell death with typical
markers of apoptosis. These observations indicate that mitogali-

* Corresponding author. Fax: +33 2 38 25 78 07.
E-mail address: legrand@cnrs-orleans.fr (A. Legrand).

0006-291X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2008.11.133
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gin expresses cytotoxic properties not only when addressed to
mitochondria but also when targeted to the nucleus.

Materials and methods

Expression vectors and cell transfections. The plasmid pMG-EGFP,
encoding mitogaligin-EGFP, has been previously described [2].
PEGFP-MG, encoding EGFP fused to the N-terminus of mitogaligin
(EGFP-mitogaligin), was constructed by insertion of the mitogali-
gin coding sequence in pEGFP-C1 (Invitrogen). HeLa cells (ATCC,
CCL-2), cultured in E-MEM medium (Invitrogen) plus 10% fetal calf
serum (Invitrogen), were transfected with plasmid DNA using
DNA-polyethylenimine complexes [5], as described [2]. Confocal
fluorescence microscopy (LSM510, Carl Zeiss S.A.S.) was performed
24 or 48 h after transfection, with fluorescein filters (excitation at
488 nm and detection at 520 nm for EGFP).

Cell death quantification. Cell death was evaluated by visible and
epi-fluorescence microscopy. At least 200 transfected cells were ta-
ken into account from three independent experiments. When indi-
cated, 10 uM zVAD-fmk (Promega) was added immediately after
transfection and 6 h later. Cells were further incubated with the
inhibitor for 24 or 48 h. DNA damage was evaluated using TUNEL
assay as described by the manufacturer (In Situ Cell Death Detec-
tion kit, Roche Diagnostics S.A.) and visualized under fluorescence
microscopy (excitation at 568 nm and detection 600 nm).

Caspase-3 fluorogenic substrates. Forty-eight hours after trans-
fection, caspase-3 activation was assayed using PhiPhilux“G,D,,
as recommended by the manufacturer (Oncolmmunin). Cells were
analyzed by fluorescence microscopy (excitation at 552 nm and
emission at 580 nm).
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Cytochrome c¢ and Bax immunofluorescence. Transfected cells,
fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized with Triton X-
100 0.1%, were incubated overnight at 4 °C with a 1/100 dilution
of the 6H2.B4 anti-cytochrome c antibody (BD Biosciences) in 1%
BSA-supplemented PBS or with anti-Bax 6A7, a mouse monoclonal
conformation-specific antibody recognizing the activated mito-
chondrial form of Bax (Biosource, Invitrogen). Slides were then
incubated with a 1/100 dilution of an anti-mouse Cy5 (Zymed)
antibody. Cells were analyzed by fluorescence microscopy (excita-
tion at 650 nm and emission at 670 nm).

Results
EGFP-tagged mitogaligin is targeted to the nucleus

As previously reported [1,2], transfection of a plasmid encoding
mitogaligin-EGFP (pMG-EGFP) in HeLa cells confirmed the pre-
dominant mitochondrial localization of the fusion protein (Fig. 1).
However, in few cells, mitogaligin-EGFP was also localized in the

nucleus. Although these cells are rare, they are constantly found
which suggests that mitogaligin might contain a second localiza-

EGFP

x63

MG-EGFP

x40

x100
EGFP-MG

x63

Fig. 1. EGFP-mitogaligin localized to mitochondria. HeLa cells were transfected
with plasmids encoding EGFP, mitogaligin-EGFP (MG-EGFP), or EGFP-mitogaligin
(EGFP-MG) and observed 24 h later under confocal fluorescence microscopy. The
red square (MG-EGFP picture) points to an enlargement which shows that some
PMG-EGFP transfected cells contain nuclear fluorescence. 630x magnification
except third row 1000x magnification. (For interpretation of color mentioned in
this figure the reader is referred to the web version of the article.)
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tion signal. Transfection of pEGFP-MG, a plasmid with EGFP fused
to the N terminus of mitogaligin, revealed that the protein was al-
most exclusively localized in the nucleus (Fig. 1) indicating that the
mitochondrial addressing signal was invalidated. No diffuse fluo-
rescence was detected in the cytosol.

The nuclear form of mitogaligin induces caspase-dependent cell death

HelLa cells expressing EGFP had the typical flat morphology of
normal viable cells. Twenty-four hours after transfection, some
cells transfected with the nuclear EGFP-mitogaligin appeared
shrunk and began to detach from plastic. After 48 h, almost all
transfected cells were dead (Fig. 2A). These results showed that
the nuclear form of mitogaligin, as the mitochondrial form, can en-
gage the cell in a process of cell death.
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Fig. 2. Cell death induced by EGFP-mitogaligin is dependent on caspase activation.
(A) HelLa cells were transfected with plasmids encoding EGFP or EGFP-mitogaligin,
in presence (+) or absence (—) of zZVAD-fmk, a general caspase inhibitor. Twenty-
four and 48 h later, cell death was estimated using fluorescence microscopy. (B)
Cells were transfected as in (A) and subsequently incubated with a fluorogenic
caspase-3 substrate and analyzed under fluorescence microscopy. Positive cells
were counted. The number of cells producing caspase-3 is expressed as a
percentage of transfected cells.
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Moreover, when EGFP-mitogaligin transfected cells were cul-
tured in presence of the general inhibitor of caspases, zZVAD-fmk,
the cell death process was clearly slowed down, indicating the
requirement of caspase activation (Fig. 2A).

We have then assessed whether the executive caspase-3, a key
mediator of apoptosis in mammalian cells, was activated upon nu-
clear mitogaligin expression, using a caspase-3—specific fluoro-
genic substrate (Fig. 2B). Forty-eight hours after transfection, no
fluorescence resulting from substrate cleavage was detected in cells
expressing EGFP alone. On the contrary, in absence of caspase inhib-
itor, cells expressing the nuclear form of mitogaligin were positive
for this labeling thus arguing for caspase-3 activation (Fig. 2B).

DNA damage is a consequence of caspase activation

TUNEL staining assay was insignificant for cells transfected with
EGFP up to 48 h (Fig. 3). In contrast, cells expressing EGFP-mitogal-
igin were almost all positive. When cells were treated with zVAD-
fmk, the number of TUNEL positive cells was largely decreased. This
observation confirms the implication of caspase activation in the
cell death process initiated by EGFP-mitogaligin expression and
suggests that caspase activation arises upstream DNA degradation.

The mitochondrial cell death pathway is implicated in the cytotoxicity
induced by nuclear mitogaligin

Cytochrome c was detected in mitochondria of EGFP transfected
cells without any sign of leakage into the cytosol (Fig. 4A). As most
of the cells expressing EGFP-mitogaligin rapidly died after trans-
fection, it was not possible to evaluate the release of cytochrome
¢ from mitochondria. However, when cell death was slowed down
by zVAD-fmk, transfected cells exhibited cytochrome c staining in
the cytoplasm (Fig. 4A). This result indicates that cytochrome c re-
lease induced by EGFP-mitogaligin is an early event occurring be-
fore caspase activation.

Nuclear mitogaligin induces translocation of Bax to mitochondria

Under diverse apoptotic conditions, Bax is subject to conforma-
tional changes leading to its insertion in the mitochondrial mem-
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Fig. 3. Cellular DNA is altered upon expression of EGFP-mitogaligin. HeLa cells were
transfected with vectors encoding EGFP or EGFP-mitogaligin and incubated in
presence (+) or in absence (—) of zZVAD-fmk. Forty-eight hours after transfection,
cells were analyzed by TUNEL staining. The number of positive cells is expressed as
a percentage of transfected cells.
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brane [6,7]. To know whether cell death induced by nuclear
mitogaligin generates Bax translocation to mitochondria, HeLa
cells were transfected with EGFP-mitogaligin and analyzed by
immunofluorescence using an antibody specific for the mitochon-
drial activated form of Bax (Fig. 4B). Cells expressing the nuclear
form of mitogaligin also showed a typical mitochondrial localiza-
tion of Bax, while cells expressing EGFP alone were negative for
this labeling. Such a stain confirms that the mitochondrial cell
death pathway is involved in the cytotoxicity resulting from mito-
galigin expression.

Discussion
Mitogaligin, a protein with two intracellular localization sequences

Mitogaligin, a cell death protein encoded by galig, has been
shown to localize to mitochondria [1]. However, thorough observa-
tions of HeLa cells transfected with a plasmid encoding mitogali-
gin-EGFP, indicate a dual localization mitochondria/nucleus in a
small number of cells (Fig. 1). This uneven distribution is reminis-
cent of an “eclipsed distribution”, a common phenomenon associ-
ated with proteins found in different cellular compartments with
unequal distribution [8]. In such cases, detection of minor alternate
localizations is rendered difficult because the dominant protein of-
ten masks the presence of the minor form. A typical example is p53
which has been described only lately to localize to mitochondria
[9].

In order to know whether mitogaligin could exhibit an alter-
native distribution, EGFP was fused to the N-end of mitogaligin.
It has been described that this technical approach frequently
invalidates the final localization of mitochondrial proteins (EMBL
GFP-cDNA Localisation Project, http://gfp-cdna.embl.de). It is cur-
rently hypothesized that position of a mitochondrial targeting
sequence is critical for its activity and that addition of a reporter
protein at the N-end modifies this position, moving it away from
the N-‘terminus [10,11]. For mitogaligin, the specific addressing
to mitochondria is also prevented when the reporter protein
EGFP is fused at the N-terminal end of mitogaligin (Fig. 1) con-
firming the inactivation of the mitochondrial targeting sequence.
Therefore, if the protein does not contain an additional targeting
signal; it was expected to accumulate in the cytosol. On the con-
trary, EGFP-mitogaligin is essentially associated to the nucleus
(Fig. 1). These results indicate that nuclear localization only
takes over when the mitochondrial signal is invalidated which
suggests that the mitochondrial targeting signal is dominant
over the nuclear one. This is not an exception. Mitochondrial tar-
geting sequences are generally dominant over other signals be-
cause they bind to specific mitochondrial receptors before the
end of translation and before exposure of others potential signals
[12].

The mechanism for nuclear localization of mitogaligin remains
to be elucidated. Sequence analysis does not reveal the presence
of a typical nuclear localization sequence. However, preliminary
experiments suggest that the nuclear localization results from sev-
eral internal sequences of mitogaligin suggesting the importance of
structural characteristics yet to be described.

The apoptotic mitochondrial pathway is activated upon expression of
the nuclear form of mitogaligin

The mitochondrial form of mitogaligin has been previously
shown to induce cell death [1,3]. From the results presented in this
paper, it appears clearly that, when targeted to the nucleus, the
protein also exhibits cytotoxic properties evidenced by cell con-
densation, shrinkage and detachment from plastic dishes (Fig. 2A).
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Fig. 4. Nuclear expression of mitogaligin induces the mitochondrial apoptotic pathway. HeLa cells were transfected with pEGFP (EGFP) or pEGFP-MG (EGFP-mitogaligin). (A)
Forty-eight hours after transfection and incubation in presence of zVAD-fmk, cells were analyzed for cytochrome c localization (column cytochrome c) and for EGFP
expression by fluorescence microscopy (column EGFP). Pictures from both columns were merged (column merge). (B) Forty-eight hours after transfection, localization of
activated Bax was revealed by immunofluorescence using a specific antibody. Cells were observed by fluorescence microscopy for EGFP expression (column EGFP), Bax
expression (column activated Bax) and pictures were merged (column merge). 400x magnification.

Several lines of evidence indicate that the nuclear form of mito-
galigin induces a typical apoptosis process: DNA degradation visu-
alized by TUNEL assay (Fig. 3), implication of caspases evidenced
by incubation of cells with zVAD-fmk (Fig. 2A) and activation of
caspase-3, a key effector protease during apoptosis (Fig. 2B). Leak-
age of cytochrome ¢ from mitochondria and mitochondrial locali-
zation of activated Bax in transfected cells (Fig. 4A and B),
indicate the implication of mitochondria in this apoptotic pathway.
As these events were also detected in presence of zVAD-fmk, it can
be concluded they take place early upon induction of apoptosis and
precede activation of caspases.

Dual localization mitochondria/nucleus is not uncommon and
has been reported for other pro-apoptotic proteins. AIF, a mito-
chondrial protein translocates to the nucleus where it causes
DNA fragmentation and promotes the release of cytochrome c from
mitochondria [13]. P53 is another example of a protein acting both
in nucleus and mitochondria. In mitochondria, p53 functions as a
pro-apoptotic BH3-domain protein leading to Bak oligomerization,
permeabilization of the outer mitochondrial membrane and re-
lease of cytochrome c¢ [9,14,15]. Mitogaligin presents also a
remarkable “functional similarity” with the small mitochondrial
ARF protein (SmARF) [16]. In mitochondria, smARF dissipates the
membrane potential and induces cell death [17]. Recently, it has
been reported that smARF may also be localized in the nucleo-
plasm when EGFP is fused to smARF N-terminus [18]. In this case,
smARF induces cell death as well, though a different molecular
pathway. Finally, several viral pro-apoptotic proteins are also are
targeted both to the mitochondria and the nucleus [19,20].

Similarly, both mitochondrial and nuclear mitogaligins can in-
duce cell death. In both cases, mitochondria are implicated in this

process. However, the signalling pathways may be different. Cell
death induced by nuclear mitogaligin involves caspase-3 activation
and DNA fragmentation (Figs. 2B and 3). This is different from what
observed with mitochondrial mitogaligin [1]. At the present time,
it is difficult to understand if these two different forms have func-
tional interactions or are involved in different signalling pathways.

As mitogaligin can be localized both in mitochondria and nu-
cleus, it will be of interest to consider whether shuttling takes
place between the two organelles. Although more work still re-
mains to be performed to understand the function of these differ-
ent forms of mitogaligin, this study shows for the first time that
sorting is implicated in the regulation of mitogaligin cytotoxicity.
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Chapitre 2 : Détermination du signal de localisation nucléaire de la
mitogaligine

Introduction

Le chapitre précédent montre que la mitogaligine peut étre adressée au noyau pour y
induire I’apoptose. Ces observations permettent de supposer I’existence d’un signal de
localisation nucléaire qui serait masqué par le signal d’adressage mitochondrial. De ce fait,
nous avons voulu identifier un tel signal. Des études ont montré que plus de 50% des
proteines nucléaires ont une séquence consensus caractéristique pour leur localisation (Lange
et al, 2007). Cependant, cela ne semble pas le cas pour notre protéine. En effet, une prédiction
sur la sequence du signal nucléaire de la mitogaligine, réalisée avec le logiciel Nucleo
(http://pprowler.itee.uq.edu.au/Nucleo-Release-1.0/), ou encore NucPred
(http://www.sbe.su.sesmaccallr/nucpred/), ne prédit aucun signal. Afin de localiser un tel signal par
I’expérience, nous avons utilisé une stratégie classique en construisant des vecteurs codant
différents fragments de la mitogaligine insérés a I’extrémité C-terminale de I’EGFP. Les
résultats montrent que ce signal n’est pas conventionnel. En effet, I’adressage nucléaire de la
mitogaligine ne provient pas d’une séquence consensus typique. La mitogaligine est traduite a
partir de I’exon 3 du géne de la galectine-3, connu pour étre composé d’une séquence d’ADN
répétitive de 204 paires de bases (Cherayil et al, 1990 ; Oda et al, 1991 ; Raz et al, 1991).
Nous nous sommes intéressés a savoir si cette structure en répétitions était importante dans la
fonctionnalité du signal. De fait, nos résultats vont dans ce sens, ce qui constitue un type de
signal de localisation nucléaire décrit pour la premiere fois a ce jour.

Les résultats de ce chapitre ont été publiés dans le journal Biochemical and Biophysical
Research Communications :

Robinet P, Mollet L, Gonzalez P, Normand T, Charpentier S, Brulé F, Dubois M,
Legrand A. 2010. The mitogaligin protein is addressed to the nucleus via a non-classical
localization signal. Biochemical and Biophysical Research Communications 392: 53-57.
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Dual localization

Mitogaligin, a protein encoded by galig, an internal cytotoxic gene of the galectin-3 locus, is mostly a
mitochondrial protein. Mitochondrial targeting is due to an already identified mitochondrial localization
signal. Interaction of mitogaligin with mitochondria leads to cytochrome c cytosolic leakage and ulti-
mately to cell death. We have previously pointed out that mitogaligin can also be directed to the nucleus
when the mitochondrial addressing signal is inactivated, indicating a possible dual intracellular localiza-
tion of the protein. When expressed in the nucleus, mitogaligin exhibits also apoptotic properties leading
to cell death. In this report, we show that nuclear addressing of mitogaligin depends on a sequence dif-

fering from classical signals containing basic, lysine or proline-tyrosine rich residues. The signal consists
of a long sequence of amino acids residues based on a series of a short repetitive degenerated sequence.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

We have previously identified a cell death inducer gene, galig,
located within the human galectin-3 locus [1,2]. The gene produces
two unrelated proteins encoded from two overlapping open read-
ing frames. Expression of this gene causes cell shrinkage, cyto-
plasm vacuolization, nuclei condensation, and eventually cell
death. These alterations are associated with extramitochondrial
release of cytochrome c and aggregation of mitochondria [2]. Mito-
galigin, one of the two proteins produced by galig, is a 96 amino
acid protein highly cationic and exceptionally rich in tryptophan
residues [1]. This protein is mainly localized in mitochondria,
destabilizing its membrane by an unknown process which involves
interaction with cardiolipin [3], a specific phospholipid of mito-
chondria [4]. The mitochondrial addressing of mitogaligin relies
on the already described internal sequence (residues 31-47) [2,3].

Fluorescent microscopy observations regularly indicate that a
minor fraction of mitogaligin is specifically targeted to the nucleus
[5]. This uneven distribution, or eclipsed distribution, is commonly
associated with proteins targeted to different cellular compart-
ments [6]. In addition, we have shown that neutralization of the
mitochondrial localization signal, unmasks specific addressing to
nucleus. Interestingly, nuclear mitogaligin also induced cell death
through a pathway exhibiting typical properties of apoptosis at

* Corresponding author. Fax: +33 238255540.
E-mail address: alain.legrand@cnrs-orleans.fr (A. Legrand).
! Present address: Children's Hospital, Forshungslabor, Eythstrasse 24, Haus 16,
89075 ULM, Germany.

0006-291X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2009.12.162
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the morphological level (cell shrinkage, cytoplasm vacuolization,
and nuclei condensation) and at the molecular level (caspase acti-
vation, DNA fragmentation, translocation of Bax from cytosol to
mitochondria) [5]. These observations indicated that mitogaligin
might express cytotoxic properties not only when addressed to
mitochondria but also when targeted to the nucleus.

These results suggested that mitogaligin contains two localiza-
tion signals, a major mitochondrial one and a minor nuclear one,
actives when the mitochondrial localization signal is invalidated.
This is not unusual because mitochondrial signals are generally
recognized during translation and before appearance of other tar-
geting peptides [7]. Thus, moving a mitochondrial targeting se-
quence away from the N-terminus frequently weakens its
recognition [8,9]. This phenomenon has also been observed for
mitogaligin, and we have shown that the mitochondrial targeting
sequence of the peptide, i.e. amino acid (31-47), is invalidated
when EGFP is fused to the N-terminal part of mitogaligin. In these
conditions, the nuclear signal predominates and mitogaligin accu-
mulates in the nucleus [5].

In this paper, we have undertaken to delineate such a signal se-
quence using truncated forms of mitogaligin. Our data point out
that mitogaligin targeting to the nucleus results from a non-con-
ventional signal, unrelated to already known nuclear localization
signal (NLS) and associated to a repetitive domain of mitogaligin.

Materials and methods

Cell line and transfections. HeLa cells (ATCC, CCL-2) were cultured
in E-MEM medium (Invitrogen) plus 10% fetal calf serum (Invitro-
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gen). Transfections were performed using DNA-polyethylenimine
complexes [10], as described [1]. Twenty-four or 48 h after transfec-
tion, HeLa cells were fixed in 4% paraformaldehyde and analyzed by
confocal fluorescence microscopy (LSM510, Carl Zeiss S.A.S.) using
fluorescein filters (excitation at 488 nm and detection at 520 nm).

Expression vectors. Construction of the plasmid pEGFP-MG, used
as a reference in this work, has previously been described [5]. This
vector produces EGFP fused to the N-terminus of mitogaligin
(EGFP-mitogaligin). pEGFP-MG was used as a template for PCRs
to generate plasmids encoding truncated from of EGFP-mitogali-
gin. The resulting plasmids were designed according to the remain-
ing residues of mitogaligin. For example pEGFP-MG(18-60)
indicates that the plasmid produces the chimeric protein contain-
ing EGFP and residues 18-60 of mitogaligin.

Results
The repetitive domain of mitogaligin is a non-conventional NLS

Conventional NLS sequences consist of short sequences rich in
positive charges and the signals may have mono- or bipartite orga-
nizations [11-16]. Analysis of the mitogaligin primary structure
with different software dedicated to prediction of cellular localiza-
tion revealed no apparent classical NLS. Although mitogaligin is
highly positively charged due to 12 arginine residues, these
charges are not clustered but rather regularly distributed along
the protein (Fig. 1A). Mitogaligin is encoded by the third exon of
the galectin-3 gene, in an alternative reading frame of galectin-3.
This exon is essentially composed of repetitive DNA which gener-
ates a repetitive domain made of 8 U containing nine amino acid
residues [17-19]. In mitogaligin, this domain corresponds to resi-

A 1MAWRMGEPACWG 12
Repetitive unit#: 1 (® 6 L P®G F L S|- - - 21
Il WeLP®AGTP- - - 30
N ®EeLSWTGTSs|- - -39
vV ®®ELPWSs - T -|- - - 46
VI iwsLs®s -TcT - - 55
VI | WsLPE®A-TQ® - P 65
VI | WELRBIFWTAXKCEP 77
VIl ®SERPCHWPL 86
WRPCWA-EDCAL 97
Consensus sequence: %SL g é’; XXTX
B
EGFP-MG(13-86) EGFP-MG EGFP

¢

@

®

Fig. 1. Repetitive domains in mitogaligin sequence and subcellular localization of
full mitogaligin. (A) Eight repetitive units (numbered I-VIII) are evidenced in the
mitogaligin amino acid sequence. DNA repetitive domain encodes amino acid
sequence from R13 to L86. The eight repetitive units are arranged according to the
best alignment. Highlighted letters represent conserved amino acid residues. Circles
surround positively charged amino acids. The consensus sequence deduced from
this repetitive domain is: Rsox/Wsox-Gs0%/S37,5%-L100x-P753S25%-Rsox/ Wasx-X-X-T7s5-
X. (B) HeLa cells were transfected with plasmids encoding EGFP-MG(13-86), EGFP-
MG and EGFP and analyzed under confocal microscopy.

dues 13-86 (Fig. 1A). All units contain one or two positive charges
thus explaining why they are somewhat regularly spaced.

We wondered whether the nuclear accumulation of EGFP-mito-
galigin was related to this particular primary structure of mitogal-
igin. To test this hypothesis, the plasmid pEGFP-mitogaligin-(13-
86) encoding EGFP fused to the repetitive domain of mitogaligin,
was constructed. This recombinant protein does not contain the
12 N-terminus and 11 C-terminus amino acid residues of mitogal-
igin. Upon transfection of HeLa cells, green fluorescence was re-
stricted to the nucleus as observed for the parental protein
(Fig. 1B). The nuclear fluorescence was not due to an artifact such
as EGFP cleavage because the dual labeling obtained using an anti-
mitogaligin antibody, tagged the nucleus as well (data not shown).
This observation firstly indicates that the nuclear targeting of mito-
galigin does not involve the 12 first and 11 last amino acid residues
and secondly that the repetitive domain of the protein is sufficient
to function as a nuclear transportation signal.

Serial deletions of C-terminal and N-terminal residues of mitogaligin

To further localize the boundaries of the nuclear targeting se-
quence, we applied the conventional strategy which consists in se-
rial deletions starting from the C-terminal or the N-terminal ends
of mitogaligin. Both categories of deletions were generated from
the plasmid pEGFP-MG encoding the chimeric EGFP-mitogaligin
(Fig. 1B). These plasmids were transfected into HeLa cells and ob-
served under fluorescence microscopy. No difference of localiza-
tion between mutants and the full protein was noted when the
first 60 residues of mitogaligin were conserved (Fig. 2A, EGFP-
MG(01-74), EGFP-MG(01-60)). In contrast, nuclear accumulation
was abolished with plasmids encoding shorter forms of mitogaligin
(Fig. 2A, EGFP-MG(01-46), EGFP-MG(01-38), EGFP-MG(01-30)).

In parallel, serial deletions from the N-terminus of mitogaligin
were also generated from the same parental plasmid. Nuclear local-
ization was not affected upon withdrawal of the 30 first residues of
mitogaligin (Fig. 2B, EGFP-MG(31-97)). Shorter forms of mitogaligin
were clearly delocalized into cytosol (Fig. 2B, EGFP-MG(38-97,
EGFP-MG(42-97), EGFP-MG(48-97), EGFP-MG(74-97)). These re-
sults do not help to delineate very precisely the mitogaligin nuclear
addressing sequence. However, they suggest that it lies within the
core region of mitogaligin, between residues 31 and 60.

The central region of mitogaligin is not sufficient for nuclear
accumulation

Considering these results, it was expected that transfection of a
plasmid encoding a chimeric protein containing EGFP fused to resi-
dues (31-60) of mitogaligin would produce a nuclear protein. Se-
quence was not enough to function as such as a nuclear location
signal.

These astonishing results suggested that additional sequences
were necessary to get a functional addressing signal. Therefore, we
have performed extensions of the central region (31-60) of mitogal-
igin downstream and upstream (Fig. 3B and C). Extension of the (31~
60) sequence to (31-79) restored nuclear targeting. Likewise, nucle-
ar targeting was also observed when the sequence (31-60) was ex-
tended from its N-terminal end. While sequence (18-60) was not
sufficient for nuclear localization, sequence (13-60) induced a net
recovering of nuclear targeting (Fig. 3C). In summary, only one of
these two additional sequences located on each sides of (31-60) is
necessary to restore nuclear addressing in conjunction with (31-60).

At this stage, the central region of mitogaligin seemed impera-
tive for nuclear localization, and it was expected that deletion of
the (31-46) region of mitogaligin in EGFP-mitogaligin would gen-
erate a cytosolic protein. Surprisingly, such a protein was clearly
localized into the nucleus (Fig. 4A). Consequently, the structure

92



Partie I- Chapitre 2
Détermination du signal de localisation nucléaire de la mitogaligine

P. Robinet et al./Biochemical and Biophysical Research Communications 392 (2010) 53-57

EGFP-MG
8 RU

EGFP-MG(01-74) EGFP-MG(01-60)
7RU 5.5 RU

EGFP-MG(01-38) EGFP-MG(01-30)
_3RU 2 RU

A

EGFP-MG(01-46)
4RU

B  EGFP-MG

8 RU

EGFP-MG(31-97)
6 RU

EGFP-MG(38-97)
5RU

EGFP-MG(42-97)
45RU

EGFP-MG(48-97)
3.5RU

EGFP-MG(74-97)
1RU

Fig. 2. Subcellular localization of EGFP-mitogaligin mutants. Plasmids encoding
truncated forms of EGFP-mitogaligin were constructed and transfected in Hela
cells. Twenty-four hours after transfection, cells were fixed and observed under
confocal microscopy. (A) Deletions from the C-terminal end of mitogaligin in EGFP-
mitogaligin. Plasmids encode full mitogaligin (MG), MG(01-74), MG(01-60),
MG(01-46), MG(01-38) or MG(01-30), all fused to EGFP. (B) Deletions from the
N-terminal part of mitogaligin in EGFP-mitogaligin. Plasmids encode MG(31-97),
MG(38-97), MG(42-97), MG(48-97) or MG(74-97). For each construct, the number
of repetitive units (RU) is indicated.

of the nuclear signal of mitogaligin is more complex that can be
anticipated for a conventional NLS [13].

The nuclear localization of mitogaligin is related to the number of
repetitive units

The data generated above displayed apparent contradictory re-
sults. From deletion experiments in Fig. 2, the sequence (31-60)
appeared important for nuclear targeting function. However, the
sequence by itself was not sufficient for accurate addressing and
one additional sequence belonging to mitogaligin-(01-30) or mito-
galigin-(60-79) needed to be present for nuclear localization. Fur-
thermore, deletion of the sole sequence (31-46) of mitogaligin in
EGFP-mitogaligin did not prevent nuclear distribution. To resolve
these apparent contradictions, we reasoned that each repetitive
unit displays a weak nuclear targeting signal not active enough
by itself for nuclear addressing. As mitogaligin is essentially trans-
lated from repetitive DNA, the signal would be the result of the
accumulation of the corresponding repetitive units that combina-
torially contributes to overall nuclear localization. Table 1 reports

93

99

A EGFP-MG(31-60)

EGFP-MG

EGFP-MG(31-74)
5RU

EGFP-MG(31-77)
5RU

EGFP-MG(31-79)
5.5RU

EGFP-MG(31-81)
5.5 RU

EGFP-MG(31-86)
6 RU

C EGFP-MG(18-60)
45RU

EGFP-MG(13-60)
5.5RU

EGFP-MG(01-60)
5.5 RU

Fig. 3. The nuclear localization of mitogaligin is not related to a single short NLS.
Plasmids encoding modified forms of EGFP-mitogaligin were transfected in HeLa
cells. Expression was analyzed under confocal microscopy. (A) Transfection of a
plasmid encoding the core region of mitogaligin (31-60) is not sufficient for nuclear
localization. (B) Extension of the C-terminus of sequence (31-60) restores nuclear
targeting. Transfected plasmids encode MG(31-74), MG(31-77), MG(31-79),
MG(31-81), and MG(31-86) fused to EGFP. (C) Extension of the N-terminus of
sequence (31-60) also restores nuclear targeting of mitogaligin. Plasmids encode
MG(01-60), MG(13-60), and MG(18-60). For each construct, the number of
repetitive units (RU) is indicated.

the repeated unit composition of mitogaligin in all the vectors used
above. Indeed, the significant difference between these vectors was
the number of repetitive units. In fact, all truncated forms of mito-
galigin with five complete repetitive units or less exhibited cyto-
solic distribution while mutated mitogaligins containing more
than five integral units had a nuclear localization.

To test whether the number of repetitive units was indeed more
critical than the actual sequence for the nuclear addressing func-
tion, a vector containing a duplication of the sequence (31-60)
has been constructed. This plasmid produces a recombinant pro-
tein with seven full repetitive units versus 3.5 for the vector con-
taining a single copy of the sequence (31-60) and eight for the
plasmid expressing the whole nuclear mitogaligin. Transfection
experiments indicated that the protein constituted by the two
linked sequences (31-60) was nuclear (Fig. 4B, right) while the
vector with no duplication produced a cytosolic protein (Fig. 4B,
left). Thus, increasing the number of repetitive units is sufficient
to enhance the nuclear targeting function.
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A

EGFP-MG A (31-46)
6 RU

EGFP-MG
8 RU

EGFP-MG(31-60)
3.5RU

EGFP-MG(31-60)x2
6 RU

Fig. 4. (A) Deletion of the region (31-46) of mitogaligin in the plasmid pEGFP-MG
does not modify nuclear localization. Cells were transfected with pEGFP-MG A(31-
46), a vector encoding mitogaligin devoid of the sequence 31-46 (left panel) or
pEGFP-MG, a vector encoding EGFP-mitogaligin (right panel). Twenty-four hours
after transfection, cells were observed under confocal microscopy. Numbers of
repetitive units (RU) are indicated. (B) Nuclear localization of mitogaligin depends
on the number of repetitive units. Left panel: plasmid pEGFP-MG(31-60) encodes
sequence 31-60 of mitogaligin fused to EGFP and contains about 3.5U of the
repetitive sequence (see text). Right panel: plasmid pEGFP-MG(31-60) x 2 contains
a duplication of the same sequence also fused to EGFP and includes seven complete
repetitive units. Twenty-four hours after transfection, cells were analyzed with
confocal microscopy.

Discussion

The experiments presented in this report lead to the conclusion
that the nuclear targeting sequence of mitogaligin constitutes a
new class of nuclear addressing signal. This result is really not sur-
prising considering, as mentioned above, that the primary struc-
ture of mitogaligin reveals no predictable NLS. Although the
primary structure of mitogaligin contains an abundance of basic
residues, these residues are not clustered as it has been described
for a numerous of mono-, bi- or tripartite signals [20].

We used the classical experimental approach to delineate the
targeting signal, based on transfection of plasmids encoding trun-
cated forms of mitogaligin fused to the C-terminal end of EGFP. A
first set of experiments indicated that the mitogaligin nuclear
addressing sequence was related to the (13-86) repetitive domain
of the protein (Fig. 1). This made a first difference with other
known NLS which do not exhibit such a repetitive structure even
for non-conventional sequences [21].

Serial deletions, used to delineate more precisely the mitogaligin
addressing sequence boundaries, generated unexpected and appar-
ent contradictory results. Fig. 2 revealed the importance of residues
between 31 and 60. The role of this sequence in the nuclear targeting
of mitogaligin was reinforced by the fact that replacement of an argi-
nine doublet (R4oR4;) with glutamate residues in mitogaligin-(01-
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Table 1

Numbers of repetitive units (RU) and cellular localization of the modified mitogal-
igins. All mutant mitogaligins are in fusion with EGFP at their N-terminus. N/C stands
for nucleus/cytosol. Localizations were determined under confocal microscopy. MG
(first lane) is the complete mitogaligin. The repetitive units (RU) were numbered
according to Fig. 1A nomenclature,

Proteins Fig. Numbers of Additional Localization
complete RU residues from
incomplete RU
MG 1-4A 8 (I-viII) 0 N
MG(13-86) 1B 8 (1-VIII) 0 N
MG(01-74) 2A 7 (I-VII) 0 N
MG(31-60) x 2 4B 2 x 3 (1-V) 2 x5 (VI) N
MG(31-97) 2B 6 (11-VIir) 0 N
MG(31-86) 3B 6 (11-VIII) 0 N
MG A(31-46) 4A 6 (I-1,v-vill) 0 N
MG(01-60) 2A,3C  5(I-V) 5 (VI) N
MG(13-60) 3C 5 (I-V) 5 (VI) N
MG(31-81) 3B 5 (I-VII) 4 (VIII) N
MG(31-79) 3B 5 (II-VIr) 2 (V) N
MG(38-97) 2B 5 (IvV-VIiI) 1 (1) C
MG(31-74) 3B 5 (I11-VII) 0 C
MG(31-77) 3B 5 (II-VII) 0 C
MG(18-60) 3C 4 (II-v) 3(I)+5 (V1) C
MG(42-97) 2B 4 (V-VIII) 5 (IV) (@
MG(01-46) 2A 4 (1-1V) 0 C
MG(48-97) 2B 3 (VI-VIII) 7(\V) C
MG(31-60) 3A,4B 3 (llI-V) 5 (VI) G
MG(01-38) 2A 2 (1-11) 8 (1) C
MG(01-30) 2A 2 0 C
MG(74-97) 2B 1(vi) 0 ©

60) or mitogaligin-(31-97) diminishes considerably the nuclear
localization (data not shown). However, peptide (31-60) was clearly
insufficient to independently function as a nuclear targeting signal
(Fig. 3A). Recovering of the nuclear addressing function required
an extension of sequences located upstream or downstream to the
(31-60) peptide (Fig. 3B and C). Surprisingly, removal of mitogaligin
region (31-46) did not prevent nuclear addressing indicating that
this sequence was not essential (Fig. 4A).

The simplest interpretation for these contradictory observations
is to consider the mitogaligin nuclear transportation sequence as a
modular structure: each repetitive unit in mitogaligin constitutes a
weak functional addressing signal and the efficient nuclear locali-
zation results from the cooperation between these repetitive units.
Nuclear localization is always observed when the recombinant
mitogaligin contains more than five complete units of the repeti-
tive sequence while a cytosolic localization is constantly detected
when five or less repetitive units are present (Table 1). In other
words, in mitogaligin, each repetitive unit independently exhibits
a low affinity for its carrier and synergy, achieved by more than
5 U, generates sufficient avidity to constitute a functional targeting
signal. Consequently, in order to get efficient addressing of mito-
galigin to nucleus, the number of repetitive units is more critical
that the sequence per se. This can explain the fact that the mitogal-
igin nuclear addressing signal is exceptionally long when com-
pared to a classical NLS [20]. The mutant EGFP-mitogaligin-(31-
60) illustrates this modular structure. This mutant contains about
3.5 repetitive units and appears diffused in the cytoplasm confirm-
ing that this sequence is not sufficient to display addressing func-
tion. However, duplication of the same sequence, (31-60), induces
nuclear targeting (Fig. 4B).

The following degenerate consensus sequence of the repetitive
unit can be established: [W/R]-[G/S]-L-[P/S]-[R/W]-X-X-T-X. The
first five residues of the repetitive units are much more conserved
than the C-terminal end for each unit. As compared to the different
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classes of classical NLS which harbor clusters of basic amino acid
residues, the repetitive units contain one or two positively charged
residues. This constitutes another major difference. Accumulation
of more or less regularly spaced basic residues, due to addition of
the repetitive units could be the key to generate an efficient signal.

The sequence of mitogaligin required for nuclear targeting is
particularly long as compared to classical NLS. However, this is
not a unique case. An increasing number of cellular or viral pro-
teins have been found to utilize non-classical NLS for nuclear local-
ization [22-28]. For example, the nuclear localization sequence of
VP22, a viral protein from bovine herpesvirus 1, is a 103 amino acid
sequence [28]. However, a major difference with mitogaligin is
that no repetitive domain is found within the sequence. Interest-
ingly, like mitogaligin, VP22 also contains a mitochondrial address-
ing signal which overlaps the nuclear localization signal [28]. It is
thought that these long NLS are more related to their structure
rather than to their linear sequence. The deletion experiments sup-
port the hypothesis that it can be the same for mitogaligin. The
structure of mitogaligin has yet to be characterized. Because mito-
galigin does not present structural homology with other known
proteins, such a structure will have to be elucidated through exper-
imental procedures.

In summary, we have characterized a new type of nuclear
importation signal. This sequence does not match a minimal con-
sensus for other known classical NLS. The mitogaligin nuclear
addressing signal presents a modular organization based on addi-
tion of eight repetitive units of nine amino acid residues indicating
that the sequence is much longer than classical NLS. However, the
mitogaligin targeting sequence can be shortened but should con-
tain at least five complete units to be functional. This structure
can explain the fact that the mitochondrial localization signal
(MLS) is dominant over the nuclear signal. It is known that MLS
are recognized during translation [7]. Consequently, the mitogali-
gin MLS could be recognized before translation of the whole long
nuclear addressing domain occurred. The mechanism of importa-
tion of this new type of NLS remains to be elucidated.
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+ Les signaux de localisation nucléaire « classiques »

Le plus souvent, les protéines nucléaires contiennent au sein de leur structure primaire,
des informations qui leur permettent d’étre spécifiquement adressées au noyau
(Dingwall et al, 1982) en s’associant avec le récepteur cytosolique de I’'Importine
(Gorlich et al, 1996). Ces NLS (Nuclear Localization Signal) sont généralement constitués
d’un groupe d’acides aminés basiques. Le cas le plus connu est le NLS de la protéine grand T
du virus SV40 (Simian Virus 40 large T-Antigen) compos¢é de PKKKRKV
(Kalderon et al, 1984). En ce qui concerne la mitogaligine, bien qu’elle soit également
chargée positivement, aucune séquence de ce type ne peut étre mise en évidence, les charges
étant réparties tout le long de la molécule.

D’autres études ont démontré que certains signaux NLS peuvent contenir, en plus de quelques
résidus basiques, des acides aminés acides ou neutres. Pour exemple, citons le NLS de la
proteine c-myc : PAAKRVKLD ou les résidus PAA et LD sont indispensables a 1’activation
du NLS et ont un positionnement crucial au sein de la séquence du NLS
(Makkerh et al, 1996).

Il est également admis que certains NLS peuvent étre formés non plus d’un groupe mais de
deux groupes de résidus basiques séparés par un espace indépendant du NLS. La premiere
protéine identifite comme telle est la Nucléoplasmine dont le NLS est
KRPAATKKAGQAKKKK (Robbins et al, 1991). Ce signal est décrit comme bipartite.

Depuis, beaucoup d’autres NLS de protéines nucléaires ont été identifiés
(Brameier et al, 2007).

+ Le signal de localisation nucléaire atypique de la mitogaligine

La séquence d’adressage nucléaire de la mitogaligine constitue un nouveau type de NLS.
Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou aucun signal n’avait été prédit par analyse
des séquences en bioinformatique. Bien que la structure primaire de la mitogaligine contienne
de nombreux résidus basiques, ces résidus ne sont pas regroupés comme décrit dans les NLS
classiques, bi ou tri-partite (Lange et al, 2007). L’approche expérimentale classique pour
délimiter le signal d’adressage nucléaire de la mitogaligine, consiste en une série de délétions
de la protéine. Les résultats présentés dans I’article précédent révélent un signal de
localisation nucléaire qui pourrait faire penser a un systeme modulaire. La mitogaligine est
codée par I’exon 3 du gene de la galectine-3 selon un cadre de lecture alternatif de la
galectine-3. Cet exon est composé¢ d’une séquence d’ADN répétitive de 204 pb
(Cherayil et al, 1990 ; Raz et al, 1991 ; Oda et al, 1991) qui génere un domaine répétitif de 8
unités de 9 acides aminés sur le fragment compris entre les résidus 13 et 85 de la
mitogaligine. Chaque unité, contient 1 voir 2 résidus arginine (exceptée I'unité VII). Une
séquence consensus peut étre établie : R/W-G/S-L-P/S-R/W-X-X-T-X. La localisation de la
mitogaligine contenant ces 8 unités de répétition, soit le fragment contenant les résidus 13 a
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86, s’est révélée étre nucléaire. Les séquences N et C-terminales de la mitogaligine ne sont
pas nécessaires pour structurer ce fragment. Ceci suggere donc que la localisation nucléaire de
la mitogaligine dépend de cette structure répétitive particuliére. Les séquences des mutants de
la mitogaligine différent par le nombre d’unités de répétition. La mitogaligine est nucléaire
lorsqu’elle contient plus de 5 unités répétitives completes alors qu’elle est cytosolique quand
elle n’en posséde que 5 ou moins. L’accumulation des charges positives, due a 1’addition
d’unités de répétition, pourrait générer un signal efficace pour diriger la protéine au noyau. Le
nombre d’unités répétitives serait donc plus critique que la séquence elle-méme. Chaque unité
pourrait constituer un signal trés faible, et c’est ’accumulation de ces unités qui générerait un
signal actif. Cela expliquerait alors pourquoi le signal d’adressage nucléaire de la mitogaligine
est exceptionnellement long par rapport aux NLS classiques. Il est connu que, mis a part les
résidus basiques, la composition en acides aminés des différents types de NLS est tres
diversifiée. En ce sens, il serait intéressant d’évaluer le role de chaque résidu dans le signal
d’adressage nucléaire de la mitogaligine.

Les protéines qui contiennent un NLS classique sont importées au noyau via un systeme
d’importines o/P. Aussi, il serait intéressant de savoir si la mitogaligine utilise cette méme
voie pour étre adressée au noyau. Le fait que le signal d’adressage nucléaire de la
mitogaligine soit relativement long comparé aux NLS classiques n’exclut pas une interaction
avec les importines o (Wolff et al, 2002). Ces derniéres contiennent plusieurs poches de
fixation a des NLS, chacune d’entre elles s’accommode avec un simple NLS, ce qui augmente
leur capacité d’interaction avec d’autres protéines nucléaires (Conti et Kuriyan, 2000 ;
Conti et al, 1998 ; Fontes et al, 2000). De plus, comme le systeme importine, le transport
nucléaire de la mitogaligine est un systéme actif, dépendant de I’ATP. En effet, ’azide de
sodium (NaN3), inhibiteur de synthése d’ATP dans la cellule, provoque la fuite de la protéine
dans le cytoplasme (Gonzalez, thése 2007).

Le fait que le signal d’adressage nucléaire de la mitogaligine soit atypique n’est pas un cas
unique. De plus en plus de proteines cellulaires ou virales sont décrites comme utilisant des
NLS non classiques pour leur localisation nucléaire (Wolff et al, 2002 ; Siomi et Dreyfuss,
1995; Kretsovali et al, 2001; Wang et al, 1997; Lischka et al, 2003; Zhu et al, 2005;
Lufei et al, 2009; Lombardo et al, 2002). L’une d’entre elle, la VP22 bovine
(Herpesvirus 1 Tegument Protein), une protéine virale du virus de 1’herpés bovine, contient
un NLS long de 103 acides aminés (Zhu et al, 2005). La différence avec la mitogaligine est
que ce long NLS ne contient pas d’unités répétitives. La protéine VP22, comme la
mitogaligine, contient également un signal de localisation mitochondriale qui se chevauche
avec le signal de localisation nucléaire (Zhu et al, 2005). L'activité des NLS conventionnels
ne dépend pas de la structure de la protéine mais de la séquence du signal. Pour la
mitogaligine, les unités de répétition étant dispersees, ceci suggere plutdt que la conformation
de la protéine doit jouer un réle. En ce sens, elle pourrait se rapprocher de la protéine VP22
pour laquelle Dl’activit¢ du long NLS dépend d’hélices alpha et de coudes beta
(Zhu et al, 2005). La mitogaligine n’apparait donc pas isolée, et il serait évidemment
intéressant de pouvoir caractériser les structures de cette protéine, ce qui permettrait
éventuellement de mieux comprendre la nature du signal nucléaire.
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Un autre cas atypique, est celui des protéines SR qui sont adressées au noyau via des
domaines RS qui sont des domaines d’unités répétitives interchangeables de résidus arginine
et sérine, espacés ou non par d’autres résidus (Cazalla et al, 2002). Les protéines qui
possedent des domaines RS n’utilisent pas le systéme classique d’importation au noyau,
c'est-a-dire le systéme d’importines o/p, mais utilisent un récepteur d’import nucléaire
specifique tels que TRN-SR1 et TRN-SR2, ayant des séquences similaires avec I’importine 8
(Kataoka et al, 1999 ; Lai et al, 2000). La mitogaligine possede quelques domaines RS. Il
serait alors intéressant d’étudier I’influence de ces domaines sur la localisation nucléaire de la
protéine. Par des techniques de co-immunoprécipitation, nous pourrions déterminer si la
mitogaligine utilise un systeme de transport nucléaire conventionnel (importines) ou
specifique (systéme de transport des protéines SR).

+ Régulation du transport nucléaire

La masse moléculaire de la mitogaligine fusionnée a I’EGFP est d’environ 39 kDa, la
protéine-chimére peut donc théoriquement diffuser passivement a travers 1’enveloppe
nucléaire. Pour que 1’accumulation de petites protéines nucléaires dans le noyau soit efficace,
il faut a la fois un NLS et un signal de rétention nucléaire (Lombardo et al, 2002). La
détection exclusivement nucléaire de la mitogaligine avec I’anticorps anti-mitogaligine
montre que cette protéine est bien adressee au noyau via un processus spécifique et non une
diffusion passive. Cette observation est confirmée par le fait que son transport dans le noyau
dépend d’un NLS non conventionnel et est dépendant de I’ATP (Gonzalez, thése 2007).

Le transport nucléaire des protéines repose sur plusieurs niveaux de régulation. En particulier
la phosphorylation peut jouer un réle important (Gasiorowski et Dean, 2003). L’accumulation
d’une protéine dans le noyau peut étre significativement augmentée par sa phosphorylation.
Entre autre, la phosphorylation des residus sérines des domaines RS est necessaire pour le
transport nucléaire par TRN-SR2 (Lai et al, 2001). L’un des domaines RS de la mitogaligine
concerne I’arginine 40, située en aval de la sérine 39 et de la thréonine 38. Cette arginine 40
posséde un rdle important dans la rétention ou le transport au noyau de la mitogaligine
(résultat non montre). Les mutations des résidus thréonine 38 et sérine 39 en aspartate,
mimant une phosphorylation potentielle délocalisent la mitogaligine des mitochondries au
profit du noyau et cytoplasme alors qu’une mutation en alanine, empéchant toute
phosphorylation potentielle, maintient la protéine aux mitochondries (voir partie suivante). La
phosphorylation de ces résidus dans le domaine RS pourrait permettre le recrutement d’un
systéme d’import spécifique des protéines SR.

Les résidus thréonine 38 et sérine 39 faisant partie intégrante du signal de localisation
mitochondriale, on ne peut cependant pas exclure que ces mutations affectent simplement ce
MLS. Cependant, leur mutation en alanine n’affecte pas la localisation mitochondriale de la
protéine, c’est pourquoi I’hypotheése d’une régulation par phosphorylation est plausible.
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+ Différence de localisation de la mitogaligine en fonction de la position de la
protéine reporteur EGFP

La localisation mitochondriale de la mitogaligine a été déterminée a partir d'une protéine
de fusion mitogaligine-EGFP (Duneau et al, 2005). La variation de position de I'EGFP de
I'extrémité C-terminale a l'extrémité N-terminale de la mitogaligine abolit le signal de
localisation mitochondriale et "révele" le signal nucléaire. En quoi la position de 'EGFP
peut-elle étre importante ? Cette question n'a pas été posée dans cette étude. Cependant, il est
connu que la position des séquences d'adressage mitochondrial dans une protéine est
importante. Celles-ci sont généralement localisées a I'extrémité N-terminale de la protéine.
Elles sont donc reconnues rapidement et prises en charge des le début de la synthése
protéique, avant que d’autres signaux éventuels ne soient mis en ¢évidence
(Mueller et al, 2004). Pour la mitogaligine, le signal mitochondrial est positionné au niveau
des résidus 31 a 46. Elle peut donc étre rapidement reconnue apres le début de sa synthese
protéique. Par contre, lorsque 'EGFP est positionnée en N-terminale de la mitogaligine, le
signal d'adressage mitochondrial se retrouve tres éloigné et devient localisé dans la partie
C-terminale de la protéine de fusion. Il est donc possible qu'il ne soit plus reconnu aussi
facilement. De ce fait, une étude a montré que 80% des protéines mitochondriales perdent
cette domiciliation lorsqu'on les fusionne a [lextrémité C-terminale de DI’EGFP
(http://gfp-cdna.embl.de/index.html). Le fait d’éloigner le MLS de I’extrémité N-terminale d’une
protéine, abolit sa reconnaissance et donc la localisation mitochondriale de la protéine
(Truscott et al, 2001 ; Neupert et Herrmann, 2007). Dans ces conditions, le signal nucléaire de
la mitogaligine peut alors étre reconnu et la mitogaligine, dirigée au noyau pour induire
I’apoptose (Gonzalez et al, 2009).

Contrairement au signal de localisation mitochondriale, il a été montré que les signaux de
localisation nucléaire fonctionnent indépendamment de leur position dans la molécule, ce qui
permet de penser que leur activité n'est pas altérée par la présence de ’EGFP en amont. Le
signal constitué par les séquences répétees de la mitogaligine semble donc également
indépendant de leur position dans la protéine chimeére. La localisation mitochondriale de la
mitogaligine-EGFP n’est pas exclusive. Que ce soit par détection avec I’EGFP, avec un flag,
ou bien avec un anticorps anti-mitogaligine, certaines cellules présentent un noyau positif
pour la protéine de fusion.

De plus, la GFP ne comporte pas de séquence d’adressage nucléaire, et la localisation
nucléaire de la mitogaligine est également observable dans une fusion DsRed-MG-GFP
(résultat non montreé), ce qui confirme que les éléments déterminants de 1’adressage nucléaire
sont portés par la mitogaligine.

L’adressage de la mitogaligine vers le noyau met probablement en jeu des mécanismes de
transport actif puisque la protéine est concentrée dans le noyau, et en ressort lorsque la
synthése d’ATP est inhibée (Gonzalez, Thése 2007). Alternativement, ce résultat pourrait
indiquer que la rétention de la mitogaligine dans le noyau nécessite de I’ATP. Il serait alors
intéressant de connaitre les interactions de la mitogaligine avec des protéines nucléaires.
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+ La mitogaligine : une protéine contenant deux signaux de localisations
intracellulaires différentes

La mitogaligine posséde donc deux signaux d’adressage : I'un nucléaire et I'autre
mitochondrial (MLYS).

Ceci n'est pas une exception. De nombreuses protéines impliquées dans I’apoptose possédent
ces deux types de signaux. Citons le cas de protéines pro-apoptotiques: VP22
(Zhu et al, 2005), Apoptosis Inducting Factor AIF (Daugas et al, 2000), p53
(Sansome et al, 2001) et de protéines anti-apoptotiques : p2l-activated Kkinase 5
(Cotteret et Chernoff, 2006).

Les mécanismes de régulation qui font que I'un ou l'autre des signaux est reconnu, sont trés
peu connus. Est-ce un changement de conformation de la protéine qui laisse apparaitre I’'un ou
’autre des signaux ?

Dans le cas de I'AIF, la protéine est synthétisée et transloquée vers la mitochondrie. Puis, suite
a I'émission d'un signal pro-apoptotique, I'AlF est dirigée vers le noyau ou elle participe a la
dégradation de 'ADN (Daugas et al, 2000). Cette protéine a donc plusieurs fonctions dont on
ignore le mode de regulation. Dans un tel modele, la mitogaligine se rapprocherait de I'AlF :
dans la situation ou la mitogaligine est native, le signal mitochondrial est d'abord reconnu (ou
reconnu plus efficacement que le signal nucléaire). Celle-ci est alors adressée a la
mitochondrie puis un facteur apoptotique, qui reste a déterminer, provoque sa délocalisation
dans le cytoplasme pour étre ensuite dirigée vers le noyau ou elle déclencherait la mort
cellulaire.

La protéine p53 est un autre exemple caractéristique du trafic nucléo-mitochondriale suite a
un stimulus apoptotique (Sansome et al, 2001). Dans les mitochondries, p53 agit comme une
proteine pro-apoptotique a domaine BH3-seulement : elle conduit a I’oligomérisation de Bak,
la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale puis au relargage de cytochrome ¢
(Mihara et al, 2003).

La mitogaligine présente également des similarités fonctionnelles avec la protéine sSmARF
(Small mitochondrial ARF protein). Dans les mitochondries, SmMARF induit la dépolarisation
de la membrane externe mitochondriale puis la mort cellulaire (Reef et al, 2006a;
Reef et al, 2006b). Plus récemment, Ueda et al, ont montré que cette protéine peut étre
adressée au nucléoplasme lorsqu’elle est fusionnée a son extremité N-terminale a ’EGFP ou
elle induit ’apoptose via I’activation de la p53 (Ueda et al, 2008).

Les perspectives de ce travail sont multiples. Le trafic intracellulaire de la mitogaligine
pourrait étre étudié par des techniques d’immunofluorescence, permettant de suivre la
domiciliation de la protéine native, non fusionnée a I'EGFP. Les mutants de localisation
nucléaire de la mitogaligine construits ont été étudiés dans un contexte d’adressage de la
protéine et non dans un contexte de cytotoxicité. La forme nucléaire de la mitogaligine induit
des caractéristiques propre de 1’apoptose, a savoir I’activation de la caspase-3, une
dégradation de I’ADN, et I’induction de la voie intrinseque mitochondriale apoptotique par
relocalisation de Bax aux mitochondries et relargage de cytochrome ¢ (Gonzalez et al, 2009)
(Article chapitre 1 partie I). L’expression nucléaire de la mitogaligine induit une cytotoxicité

100



Partie 1
Conclusions/ Discussions/ Perspectives

plus importante que la mitogaligine mitochondriale. Nous pourrions alors étudier la
cytotoxicité de la mitogaligine nucléaire via I’utilisation des mutants construits. D’autre part,
il serait intéressant de savoir quels facteurs (apoptotiques ou non) permettent de diriger la
mitogaligine vers le noyau et si I’apoptose induite par la mitogaligine nucléaire s’effectue par
activation de p53.

Conclusion

Nous avons identifié un nouveau type de signal de localisation nucléaire non
conventionnel. Cet adressage nucléaire est basé sur la répétition de séquences répétitives
modulables. Cette structure pourrait expliquer le fait que le signal de localisation
mitochondriale soit reconnu avant le signal nucléaire. Il est admis que le MLS des protéines
est reconnu pendant la traduction (Mueller et al, 2004). Le MLS de la mitogaligine doit donc
étre reconnu avant la traduction du long signal d’adressage nucléaire de la protéine. Au
noyau, I’apoptose induite par la mitogaligine implique la translocation mitochondriale de Bax,
le relargage de cytochrome c dans le cytosol, I’activation de la caspase-3, et la fragmentation
de I’ADN. Cette mort est donc différente de celle induite par la mitogaligine mitochondriale,
qui est assimilable a une voie alternative de la mort cellulaire programmée (indépendante de
la caspase-3 et ADN non fragmenté). Il est difficile a I’heure actuelle de savoir si ces 2 voies
de signalisation sont impliquées dans des interactions fonctionnelles de regulation du
processus apoptotique ou si elles sont indépendantes 1'une de 1’autre.

101






Partie Il :

Etude des modifications post-traductionnelles potentielles
de la mitogaligine par mutagénese dirigée

103



Modifications post-traductionnelles potentielles

Introduction

Les modifications post-traductionnelles sont souvent importantes dans la régulation de
I’activité des molécules de I’apoptose (Hubner et al, 2008). De méme, la localisation des
protéines est un élément critique dans la régulation de la mort cellulaire programmée
(Lindenboim et al, 2009) : les protéines peuvent exercer des fonctions différentes selon leur
localisation. Tel est le cas des protéines apoptotiques AlF, cytochrome ¢ ou encore Bad
(Gurbuxani et al, 2003 ; Yang et al, 1997 ; Danial et al, 2009). La redistribution protéique
d’un compartiment a un autre est souvent la conséquence de modifications
post-traductionnelles (Reinders et Sickmann, 2007). Nous avons montré que la mitogaligine
possede une double localisation cellulaire. Elle est principalement observée associée aux
mitochondries, et peut aussi enclencher 1’apoptose lorsqu’elle est nucléaire. Nous nous
sommes alors intéressés a savoir si des évenements post-traductionnels pourraient étre
impliqués dans la régulation de la localisation de la mitogaligine. De telles modifications
s’inscrivent généralement dans des sites consensus spécifiques. Nous avons donc utilisé,
comme stratégie de départ classique, la prédiction bioinformatique (Sinchaikul et al, 2008).
Le serveur web de prédiction le plus utilisé est I’Expert du Systéme d’Analyse Protéique
ExXPASYy (http://www.expasy.org). Le tableau 4 regroupe les différents logiciels utilisés pour
prédire les sites potentiellement modifiés de la mitogaligine.

Tableau 4 : Sites de modifications post-traductionnelles de la mitogaligine prédits par bioinformatique

Modifications post- o o . .
] . Logiciels de prédiction Sites preédits
traductionnelles étudiées
Sumaoylation/ ubiquitinylation SUMOplot K75
] Netphosk 1.0, Netphosk 2.0, T29, S34, T38, S39, S52, S57,
Phosphorylation . ]
Disphos, Motif Scan T62,T73, S79

Puis, par une approche de mutagénese dirigée, nous avons etudié les conséquences des
remplacements des cystéines de la mitogaligine. Les cystéines, par le biais d’établissement ou
de clivage de ponts disulfures, sont souvent responsables des changements structuraux d’une
protéine nécessaire pour sa maturation (Simizu et al, 2007 ; Hogg, 2003). Toutefois, en ce qui
concerne la mitogaligine, les mutations des cystéines n’affectent ni sa localisation
mitochondriale ni sa localisation nucléaire.

D’autre part, nous avons étudié, par mutagénese dirigée, I’effet de mutations de sites
potentiels de sumoylation/ubiquitinylation et de phosphorylation sur la mitogaligine. Les
résultats obtenus montrent que certaines de ces modifications post-traductionnelles pourraient
étre importantes. En particulier, la phosphorylation pourrait étre une voie de régulation de la
localisation de la mitogaligine. Elle pourrait également intervenir dans la régulation d’un
processus de protéolyse de la mitogaligine et serait donc impliquée dans la stabilité de la
protéine.
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Matériels et méthodes

1- Construction des plasmides

L’ensemble des vecteurs utilisés dans cette étude ont été construits par mutagenése dirigée
avec le kit « Quickchange® multi-site directed mutagenesis » (Stratagene) selon les
recommandations du fournisseur (Tableau 5).

Tableau 5 : Amorces contenant les sites mutés pour la mutagénése dirigée des vecteurs étudiés dans les

modifications post-traductionnelles potentielles (MPT) de la mitogaligine

MG= mitogaligine

éi isé Nomde Sé del’ 53" Sites nmité Matri
MPT et protéine visées r é&quence de I'amorce (=] (] ce
Phosphorylation MG Ammit-pho1TA ctaccecpppragpeGCCoocaggppe T29A
Phosphorylation MG Ammit-pho2TA 1ppacappcGCCGCCagpepectaceotgy T38Act S39A
Phosphorylation MG Ammit-pho3TA ctacccagppecGCCeape ppocctgy T62A
Phosphorylation MG Ammit-phodTA cccatcttetgpGCApecaaptaccace gy, T73A
Phosphorylation MG Ammit-pho1TD cceegppeappcGACeccapgppe T29D
Phosphorylation MG Ammit-pho2TD ctgpacagecGACGACaggcgcctaccetgage T38Dct S39D
pPMG-EGFP-CG
Phosphorylation MG Ammit-pho3TD ctacccagpproGACeageppecctgpppc T62D
Phosphorylation MG Ammit-phodTD cccatettetppGACpccaagtpecaccgpage T73D
Phosphorylation MG $34D cccccappppcttaGACtppacapeacctee S34D
Phosphorylation MG 539D cctgpacagpeaccGACagpopectacectyp 539D
Phosphorylation MG 552D g apg ttatee cgp GAC acc tpe ace tgp 552D
Phosphorylation MG 857D geacctpeacctgpGACctacccagppccacc 857D
Phosphorylation MG S79D prcaagtpecceeppGACctacootgocact gy 579D
Phosphorylation MG T36D pppocttatcctppGACgpcacctccagpepe T36D
Phosphorylation MG T38D cctggacagpcGACtccaggepoctacce T38D
Sumoylation/ PMG-EGFPF-CG
MGKR-F acagcoCGTt| spapcctacect KT5R
Ubiquitylation MG Becac £ pEGFP-MG
Mutcys1.S1 peepaaccagec AGCtgppacagpoop C10S
Mutcys1.52 tcceggageacc AGCacctgpagtc C545
M s1.83 1, GCcccocgpagee C765 MG-EGFP-CG
Etude des Cystéines utcy BEACARCCaaRA P
Mutcys1.54 cgpagcctacccAGCeactggcece CB82S pEGFP-MG
Mutcys1.S5 ctatgpcpeccc AGCtgppecactg C90S
Mutcys1.56 tgegccactgat AGT gocttaggatce C95S

Le principe est décrit dans la Figure 32.
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Cycles thermiques

Amorces (bleue) contenant
une ou plusieurs mutations
(rouge)

O=0-000

Matrice ADN

Premier cycle thermique: Vecteur contenant toutes Il est possible que les amorces ne se fixent pas

dénaturation des brins, les mutations désirées  toutes au méme moment sur le brin matrice, ce

fixation des amorces 53’ sur le méme brin qui engendre des vecteurs mutés sur seulement
puis extension des amorces et ligation certains sites.

Slels

Digestion par Dpn | des brins ADN méthylés et hemi- méthylés

Transformation

Figure 32 : Principe de la mutagenése dirigée « Quickchange® multi-site directed mutagenesis »

(Stratagene)

La réaction est réalisée dans un appareil a cycles thermiques programmables (iCycler Thermal
Cycler, Biorad, USA), et se déroule comme suit : 1 minute de dénaturation préalable a 95°C,
suivie de 30 cycles composés de 1 minute de dénaturation a 95°C, 1 minute d’hybridation des
amorces a 55°C , 10 minutes d’élongation a 65°C puis 10 minutes d’extension finale a 65°C.

Les produits sont ensuite digérés par 10 unités de Dpnl a 37°C pendant 1 h pour dégrader
I’ADN de la matrice.

2- Amplification et purification des plasmides mutés

Transformation bactérienne

La transformation bactérienne est réalisée dans des bactéries compétentes « XL10-Gold »
comme le préconise le fournisseur (Stratagene).

Extraction et vérification de la taille des ADN plasmidiques

Les colonies bactériennes obtenues apres transformation et amplification sont testées par la
technique de la lyse alcaline, encore appelée « minipreps » (Birnboim et Doly, 1979).
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Apres centrifugation d'un ml de culture, le culot bactérien est repris dans 100 pl d’une
solution isotonique (50 mM de glucose, 25 mM Tris-HCI , 10 mM EDTA pH 8). Apres
5 minutes a 4°C, 200 ul d’une solution composée de SDS 1% (Sodium Dodecyl Sulfate) et de
NaOH 0,2 N sont ajoutés. La solution est homogénéisée par retournement du tube puis placée
dans la glace 5 minutes. Cent cinquante microlitres d’une solution composée de 3 M d’acétate
de potassium sont ajoutés: le plasmide renaturé, reste en solution. Aprées 2 a 5 minutes dans la
glace et centrifugation, le surnageant est transféré dans un autre tube, auquel 1 ml d’éthanol
100% froid est ajouté. Les tubes sont placés dans la glace et centrifugés 5 minutes. Le culot
est solubilisé par addition de 500 pl de TBS-EDTA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,4,
EDTA 10 mM).Un ml d’éthanol froid est ajouté. Aprés 2 a 5 minutes dans la glace, une
nouvelle centrifugation est réalisée et le surnageant est totalement éliminé. Le précipité est
séche.

Cinquante microlitres de TE + RNAse (100 pg/ml) sont ajoutés sur le culot et incubés
10 minutes a 37°C.

Vérification de la taille des plasmides

La taille des plasmides obtenus a I’issu des mini-préparations est ensuite vérifiée par gels
d'¢lectrophorese analytique. Les plasmides sont également vérifiés sur gel d’agarose apres
digestions enzymatiques.

Amplification et extraction des plasmides pour le séquencage

Cing microlitres des souches sélectionnées pour étre susceptible de contenir la ou les
mutation(s) voulue(s) sont incubés dans 5 ml de milieu LB en présence de kanamycine
(50 pg/ml) pendant 1 nuit a 37°C sous agitation. L’extraction des ADN plasmidiques
s’effectue grace au kit Macherey-Nagel « MN Nucleospin Plasmid » selon les
recommandations du fabricant.

Les ADN plasmidiques sont ensuite dosés par spectroscopie (Nanodrop) par lecture de
I’absorbance a 260 nm. Un pg d’ADN est envoyé au sequencage (MWG-Biotech AG). La
séquence obtenue est alignée avec la séquence théorique grace au logiciel MegAlign 7.

Reésultats du séquencage

- Construction des vecteurs mutés sur les nucléotides des thréonines et sérines de la mitogaligine

L’objectif initial était de construire un vecteur muté sur les Thr 29, Thr 38, Ser 39, Thr 62 et
Thr 73. Nous avons vu dans le principe de la mutagenese dirigée multiple, que nous pouvions
obtenir des formes intermédiaires de vecteurs. C’est ainsi que nous avons obtenu un vecteur
codant la mitogaligine mutée sur les Thr 29, Thr 38, Ser 39 et Thr 73, ainsi qu’un vecteur
codant une mitogaligine mutée sur les Thr 29 et Thr 62.

- Construction des vecteurs mutés sur nucléotides correspondant aux cystéines de la mitogaligine

L’objectif était de construire un vecteur muté sur les 6 cystéines de la mitogaligine. Un
vecteur muté sur les cystéines 54, 82, 90 et 95 a été construit par le systeme « Quick change
multi-site directed mutagenesis » (pMG*“>-EGFP). Les mutations sur les 2 derniéres cystéines
(10 et 76) ont été introduites, par le méme systeme, par différentes PCR successives, donnant
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naissance a des plasmides mutés sur 5 cystéines (Tableau 16) soit pMG->>EGFP et pMG-
5CS2
EGFP.

Purification des vecteurs

Suite au séquencage, les plasmides sont amplifiés. Pour cela, on isole d’abord sur du LB-agar
+ kanamycine (50 pg/ml), les colonies issues des plasmides sélectionnés. A partir d’une des
colonies isolées, on établit une pré-culture dans 2 ml de milieu LB + kanamycine a 37°C
pendant 8h. Cette pré-culture est ensuite ensemencée dans 150 ml de milieu LB + kanamycine
et agitée a 37°C sur la nuit.

L’extraction s’effectue ensuite griace au kit d’extraction « Nucléo Bond 500PC » selon les
recommandations du fabricant (Macherey-Nagel).

3- Transfection transitoire des cellules HelLa

Les cellules HeLa (ATCC, CCL2) sont cultivées a 37°C sous atmosphére humide enrichie a
5% en CO, dans du milieu MEM contenant 2 mM de L-alanylglutamine et complété avec
10% de sérum de veau foetal (SVF) et 100 unités/ml de pénicilline-streptomycine. Les cellules
sont distribuées la veille d’une transfection dans une plaque de 6 ou 12 puits, en fonction de
I’utilisation ultéricure des cellules transfectées (Tableau 6) et incubées 24 heures a 37°C dans
I’étuve enrichie a 5% de CO,.

Peu avant la transfection, le milieu MEM est aspiré des puits, et remplacé par du milieu
DMEM 1X sans SVF ni antibiotigue. La transfection est réalisee avec du
PEI (PolyEthylenlmine) : 4,5 ul de PEI 10 uM pour 1 pug d’ADN en solution dans du sérum
physiologique. Le complexe ADN-PEI est dépose dans des puits en culture et laissé 2 heures
a 37°C. Le milieu est changé par un milieu de culture complet avec SVF et antibiotiques.

Tableau 6 : Caractéristiques des transfections

Immunofluorescence et

. . Western-blot
microscopie de fluorescence

Caractéristiques

Nombre de cellules mises en

2.10° cellules/ puits
plague

8.10* cellules/ puits

Nature de la plaque

(Techno Plastic Products, 92006) 12 puits avec lamelles 6 puits
Quantité d’ADN transfecté 2 g 4 ug
VVolume DMEM 0,5ml 1 ml
Volume MEM 1 ml 2ml
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4- Immunofluorescence

Les cellules sont ensuite immunomarquées, 24 heures apres transfection, selon le protocole
suivant :

Rincer 2x les cellules avec 0,5 ml PBS 1X

l

Fixer les cellules avec 0,5 ml PFA 4% - 5 minutes 37°C

V

Rincer les cellules avec 2 x 1 ml PBS 1X

Perméabiliser les cellules avec 1 ml Triton 0,5% - 5 minutes sous agitation a température ambiante

l

Rincer les cellules avec 2 x 1 ml PBS 1X-BSA 2%

J

Incuber avec les anticorps primaires (Tableau 7):
30 minutes 4 37°C en chambre humide

J

Rincer les cellules avec 3 x 1 ml PBS 1X-BSA 2% - 5 minutes sous agitation

J

Incuber avec les anticorps secondaires (Tableau 7)
30 minutes 4 37°C en chambre humide

J

Rincer les cellules avec 3 x 1 ml PBS 1X- 5 minutes sous agitation

J

Rincer les cellules a I’eau distillée

J

Monter sur lame avec 6 pl de Vectachild ® (VECTOR
laboratories, USA) + Dapi (Molecular probes)
Lalamelle est ensuite scellée au vernis

J

Analyse en microscopie confocale

Tableau 7 : Anticorps utilisés en immunofluorescence pour I’étude des modifications
post-traductionnelles potentielles de la mitogaligine

L’anticorps anti-mitogaligine détecte la forme nucléaire mais pas mitochondriale de la protéine en
immunofluorescence.

I,\Iattfre de Anticorps Clone Fournisseur Dilution
I’anticorps
Ant"?s@jfi/g'ablo Monoclonal BD- ref 612244 1/ 100
PRIMAIRE Anti-mitogaligine Eurogentec
9allg Polyclonal 5312 urogentec 1/ 1000
(lapin) (Seraing, Belgique)
Amersham- ref
SECONDAIRE Anti-lapin-cyanine 3 Monoclonal PA43004 1/ 1000
Anti-souris-cyanine 5 Monoclonal Zymed- ref 81-6516 1/ 100
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Afin de verifier la spécificité des marquages, nous avons évalué le bruit de fond des anticorps
secondaires sur des cellules transfectées. En terme de contrdle isotypique, la spécificité

de I’anticorps anti-mitogaligine a été testée grace a du sérum pré-immun sur des cellules
transfectées.

5- Microscopie de fluorescence

Les cellules sont observées 24 a 48 heures aprés la transfection au microscope inverse de
fluorescence Axiovert 200M Zeiss. Le microscope est équipé de jeux de filtres permettant la
détection d'EGFP (excitation BP 450-490, émission BP 515-565 ref.#10 Zeiss). Le systéme de
microscopie est couplé a une caméra permettant une acquisition grace au logiciel AxioVision
3.1 (Carl Zeiss Vision Gmbh, Munich-Hallbergmoos, Allemagne).

6- Microscopie confocale

Les cellules sont transfectées sur des lamelles. Elles sont ensuite fixées avec 4% de PFA, 24h
apres transfection puis montees sur lame. Elles peuvent ensuite étre observées au microscope
Axiovert 200M Zeiss, microscope qui est couplé au laser LSM 510 META. Ce systéme de
microscopie confocale est également reli€ a une caméra pour permettre ’acquisition,
acquisition qui se fait grace au logiciel Zeiss LSM 510 META.

Le traitement des photos se fait ensuite par le logiciel LSM Image Browser (ZEISS).

7- Extraction protéique/ gel SDS-PAGE et Western-blot

Lyse des cellules a 4°C

Vingt-quatre heures apres transfection et apres vérification de la transfection par microscopie
de fluorescence, les cellules sont rincées avec 500 pl de PBS 1X (NaCl 137mM, KCI 2.7mM,
KH,PO, 1.5mM, Na,HPO, 8mM, pH 7,4). Cent ul d’une solution de lyse froide non
dénaturante (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM Hepes, 1 mM EDTA, pH7,5) a
laquelle est ajouté 1% d’inhibiteur de protéases (Sigma Aldrich, France) sont déposes dans le
puits a lyser. Le lysat cellulaire est gratté au cone puis placé dans un tube Ependorff a 4°C
pendant 30 min. Le lysat est ensuite centrifugé 10 min a 12000 rpm. Le surnageant est
récupéré dans un tube Ependorff propre.

Dosage protéique

La concentration des protéines du surnageant est estimé par la méthode de Bradford selon les
recommandations du fournisseur (Sigma Aldrich). Les échantillons sont ensuite repris dans
une solution de charge (4% SDS, 100 mM Tris-HCI, 12% glycérol, 2% B-mercaptoéthanol,
0,01% bleu de bromophenol).

Dénaturation des protéines 5 min a 95°C
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Gel SDS-PAGE

Les protéines (20 pg) sont séparées en fonction de leur poids moléculaire sur un gel
polyacrylamide dénaturant 12 % (protéines > 20 kDa) ou 15% (protéines < 20 kDa)
(Mini Protean I11, Biorad).

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose selon les
recommandations du fournisseur (Hybond-C Extra 0,45 um, GE Healthcare) pendant 30 min
(protéines < 20 kDa) & 1h (protéines > 20 kDa) sous ampérage constant 0,8 mA/cm?. La
technique de transfert utilisée est le transfert « semi-sec ». Suite au transfert, la membrane de
nitrocellulose est incubée 1 heure a température ambiante ou la nuit & 4°C dans une solution
« bloguante » a 2% (ECL Advance Western Blotting Détection Kit, GE Healthcare) ou dans
une solution a 5% en lait écréme dans du TBS-Tween 0,1%. Le gel polyacrylamide est, quant
a lui, coloré 20 minutes au bleu de Coomassie G250 puis décoloré dans 1’eau bouillante.

Western-blot

L’immunodétection des protéines se fait a I’aide des anticorps indiqués dans le Tableau 8. La
membrane est incubée avec un anticorps primaire dilué dans une solution bloquante
(GE Healthcare 2% ou lait ecrémé 5% dans du TBS-Tween 0,1%) pendant 1 heure a
température ambiante. La membrane est ensuite rincée dans des bains successifs de
TBS-Tween 0.1% (1x15 min puis 3x5 min) puis la membrane est a nouveau incubée 45 min a
température ambiante avec un anticorps secondaire couplé a la péroxydase (HorseRadish
Peroxydase) dilué également dans la solution bloguante. La membrane est lavée dans des
bains de TBS-Tween comme décrit précédemment et selon les recommandations du fabricant.

En chambre noire, la membrane est révélée a 1’aide du kit ECL advanced Western Blotting
Détection (GE Healthcare), selon les recommandations du fabricant, sur des films
auto-radiographiques (Hyperfilm ECL, GE Healthcare).

Tableau 8 : Anticorps utilisés en western-blot pour I’étude des modifications
post-traductionnelles potentielles de la mitogaligine

Nature de

. e Anticorps Clone Fournisseur Dilution

I’anticorps

Anti-GFP (lapin) Monoclonal Abcam-ab290 1/ 50 000
PRIMAIRE Anti-B-actine Monoclonal-AC-15 Sigma-A1978 1/ 300 000

(souris)
Anti-lapin-Hrp Polyclonal Sigma-A6667 1/ 2 000 000
SECONDAIRE
Anti-souris-Hrp Polyclonal Proméga-A3682 1/ 500 000

8- Reproductibilité des résultats

Les expériences, que ce soient les transfections, [I’analyse microscopique,
I’immunofluorecence et 1’analyse western-blot, ont été reproduits au moins 4 fois par
plasmides. Les résultats présentés par la suite sont reproductibles et représentatifs de
I’ensemble des résultats obtenus lors de ces différentes manipulations.
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Chapitre 1 : Protéolyse de la mitogaligine mitochondriale

Un anticorps polyclonal anti-mitogaligine a été développé au laboratoire. Des premieres
expériences indiquaient que cet anticorps, en immunofluorescence, révélait la mitogaligine
uniquement si elle n’était pas associée aux mitochondries. Autrement dit, la forme nucléaire
est détectée par I’anticorps mais pas la forme mitochondriale. Ce résultat, a priori surprenant
laisse supposer que la protéine de fusion pourrait subir un clivage ou une dégradation de la
mitogaligine dans la mitogaligine-EGFP. Nous avons donc, dans un premier temps, entrepris
d’analyser par western-blot les formes nucléaire et mitochondriale de la mitogaligine.

4+ Protocole expérimental

Les cellules HeLa sont transfectées par les plasmides suivants :

Tableau 9 : Plasmides utilisés pour I’étude de la protéolyse de la mitogaligine

Nom des plasmides Protéines codées
pEGFP EGFP
pEGFP-MG EGFP-mitogaligine
pMG-EGFP mitogaligine-EGFP

Les cellules sont ensuite observées en microscopie de fluorescence pour vérifier la
localisation attendue de la protéine de fusion, lysées puis analysées par western-blot avec un
anticorps anti-GFP.

+ Résultats

L’analyse par western-blot des lysats protéiques issus des transfections des cellules HelLa
par pEGFP-MG révéle une protéine de fusion, détectée avec I’anticorps anti-GFP, a la taille
attendue, c'est-a-dire 39 kDa. A l’inverse, le vecteur codant la forme mitochondriale de la
mitogaligine, pMG-EGFP, révéle une protéine tronquée, détectée a une taille legérement
supérieure a celle de ’EGFP seule (Figure 33). La partie N-terminale de la protéine chimere
est alors absente. Ainsi, la forme mitochondriale de la mitogaligine subit soit un clivage soit
une dégradation rapide.
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EGFP-MG
MG-EGFP

o
TH
O
1]

39kDa —

27kDa —> Anti-GFP

Figure 33 : La mitogaligine : une différence de taille en fonction de la localisation cellulaire

En fonction de la position de ’EGFP, la mitogaligine peut étre nucléaire (EGFP en N-terminal) ou
mitochondriale (EGFP en C-terminal) (partie I). L’analyse western-blot de ces 2 formes de la mitogaligine avec
un anticorps anti-GFP révele une forme nucléaire attendue de 39 kDa alors que la forme mitochondriale est
tronquée, détectée a une taille légérement supérieure a celle de ’EGFP seule.
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Chapitre 2 : Mutagenése dirigée du site potentiel de Sumoylation/Ubiquitinylation
de la mitogaligine

La sumoylation et I'ubiquitinylation sont deux modifications post-traductionnelles
régulées au niveau d’un méme site, une lysine (Lee et al, 2006). La sumoylation et
I’ubiquitinylation régulent, entre autre, le trafic intracellulaire des protéines ainsi que la
stabilité protéique. De part ses différentes localisations et sa protéolyse mitochondriale, la
mitogaligine pourrait étre susceptible de subir ce genre de modifications post-traductionnelles.
Dans un premier temps, nous avons analysé si le protéasome pouvait étre impliqué dans la
dégradation de la mitogaligine par utilisation d’un inhibiteur spécifique
(Lee et Goldberg, 1998). Dans un second temps, par mutagenése dirigée, nous avons testé le
seul site potentiel de sumoylation/ubiquitinylation de la mitogaligine, a savoir la lysine 75.
L’inhibition du protéasome conserve I'intégrit¢ de la mitogaligine, suggérant ainsi un role
important dans la dégradation de la protéine. En principe, les protéines sont envoyees a ce
systéeme de dégradation via une ubiquitinylation préalable sur une lysine. Nous verrons que la
mutation de la seule lysine de la mitogaligine n’affecte pas sa dégradation malgré sa
dépendance pour le protéasome.

I- L’inhibiteur spécifique du protéasome MG-132 atténue la protéolyse de la
mitogaligine mitochondriale

+ Protocole expérimental

Des cellules HeLa ont été transfectees par les plasmides suivant :

Tableau 10 : Plasmides utilisés pour I’étude de la protéolyse de la mitogaligine en présence de MG-132

Nom des plasmides Protéines codées
pEGFP EGFP
PEGFP-MG EGFP-mitogaligine
pPMG-EGFP mitogaligine-EGFP

Cinq heures apres transfection les cellules sont traitées ou non avec 10 pM de MG-132
(C2211, Sigma), un inhibiteur spécifiqgue du protéasome (Lee et Goldberg, 1998). Les
transfections sont ensuite vérifiées par microscopie de fluorescence 24 h aprés transfection.
Les cellules sont lysées, et les extraits cellulaires analysés par western-blot avec un anticorps
anti-GFP.

116



Partie II- Chapitre 2
Somoylation/ Ubiquitinylation potentielle de la mitogaligine

+ Résultats

Les extraits cellulaires issus des cellules transfectées par pEGFP montrent une
expression équivalente de la protéine EGFP, en présence ou non de I’inhibiteur du protéasome
MG-132 (pistes 1 et 2 A Figure 34). La mitogaligine mitochondriale, soit MG-EGFP, est une
protéine principalement détectée sous une forme tronquée dont la taille est légerement
supérieure a celle de I’EGFP seule (piste 1B), confirmant ainsi 1’observation de la Figure 33.
En présence de MG-132, il apparait nettement une diminution de la protéolyse de la
mitogaligine (piste 2B). De maniere surprenante, la taille de la forme majoritaire non
tronquee de la mitogaligine mitochondriale est légerement supérieure & celle attendue :
environ 45 kDa contre 39 kDa attendue.

EGFP MG-EGFP
— /_JH
- + MG-132 = + MG-132

A5kDa___,

2fkDa —» “ Anti-GFP 27 kDa » Anti-GFP

1 2
A B

Figure 34 : MG-132, un inhibiteur spécifique du protéasome, stabilise la mitogaligine

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP (pistes 1A et 2A) et pMG-EGFP (pistes 1B et 2B). Les cellules
ont été traitées avec 10 uM de MG-132, 5 h apres transfection (pistes 2A et 2B).

Les extraits cellulaires issus de ces transfections ont ensuite été analysés par western-blot avec un anticorps
anti-GFP.

+ Conclusion

La coupure/dégradation de la mitogaligine mitochondriale est diminuée en présence de
I’inhibiteur spécifique du protéasome, le MG-132. Ceci suggere une possible intervention de
I’ubiquitinylation dans ce systéme.

- Mutagenese dirigée du site potentiel de sumoylation/ubiquitinylation

+ Protocole expérimental

Dans le but de déterminer si la mitogaligine est régulée par sumoylation/ubiquitinylation,
un vecteur codant pour la mitogaligine mutée sur son site potentiel de
sumoylation/ubiquitinylation, a savoir la lysine 75 en arginine, a été construit. Ce vecteur et
les témoins correspondants (Tableau 11) ont ensuite été transfectés dans des cellules HeLa.
Ces derniéres sont observées en microscopie de fluorescence et 1’expression protéique
analysée en western-blot avec un anticorps anti-GFP.
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Tableau 11 : Vecteurs transfectés pour 1’étude de la mutation du site potentiel de
sumoylation/ubiquitinylation de la mitogaligine

Nom des plasmides Protéines codées Sites mutés en Arg
pEGFP EGFP -
pMG-EGFP mitogaligine-EGFP -
pMGK™F-EGFP mitogaligine-EGFP Lys 75
pEGFP-MG mitogaligine-EGFP -
pEGFP-MG""™® mitogaligine-EGFP Lys 75
+ Résultats

La transfection de cellules HelLa par les vecteurs pMG-EGFP montre 1’adressage
mitochondrial attendu de la protéine de fusion (photo A Figure 35). La mutation du site
potentiel de sumoylation/ubiquitinylation de la mitogaligine, a savoir la lysine 75 en arginine
n’altére pas la domiciliation mitochondriale de la protéine de fusion (photo B). La protéine de
fusion EGFP-mitogaligine possede quant a elle, la localisation nucléaire attendue (photo C).
L’expression de cette protéine chimere dont la lysine 75 a été mutée en arginine (K75R),
conserve un adressage nucléaire (photo D).

MG-EGFP MGKSREGFP

?

EGFP-MG EGFP-MGK/SR

Figure 35 : Effet de la mutation du site potentiel de sumoylation/ubiquitinylation sur la localisation de la

mitogaligine

Les cellules HeLa sont transfectées par pMG-EGFP (A), pMGX"*R-EGFP (B), pEGFP-MG (C), pEGFP-MG""*R
(D). Les cellules sont observées en microscopie de fluorescence 24 h aprés transfection. Grossissement x320

Les pistes 1 (Figure 36 A et B) sont un controle permettant de détecter I’expression de
I’EGFP a la taille de 27 kDa. La piste 2A represente la mitogaligine-EGFP. Cette protéine de
fusion est, comme attendue, tronquée, avec une taille légérement supérieure a celle de 'EGFP
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seule. L’extrait protéique, issu de la transfection du vecteur contenant la mutation de la lysine
75 en arginine de la mitogaligine, révele également une mitogaligine-EGFP tronquée
(piste 3A). La forme nucléaire de la protéine, soit EGFP-mitogaligine est présente
majoritairement & une taille de 39 kDa, comme attendu (piste 2B). On détecte également des
produits de dégradation de cette protéine de fusion. De la méme maniere, la mutation de la
lysine 75 en arginine de la mitogaligine fusionnée en N-terminale a 'EGFP ne modifie pas le
profil électrophorétique de la protéine de fusion (piste 3B).

! wMGKTSREGFP
w EGFP-MGK7SR

HEGFP
‘ N MG-EGFP

= EGFP
-~ EGFP-MG

39kDa% SE 39kDa —> » ! !
27kDa —> - “ AntiGFP  27kDa—> ‘ Anti-GFP

Figure 36 : Qpressmn de la mitogaligine en fonction de la mutation du site potentiel de
sumoylation/ubiquitinylation

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP (pistes 1A et 1B), pMG-EGFP (piste 2A), pMG""**-EGFP
(piste 3A), pEGFP-MG (piste 2B) et pEGFP-MG""R (piste 3B). Les cellules sont ensuite lysées 24 h aprés
transfection. Les extraits cellulaires sont analysés par western-blot avec un anticorps anti-GFP.

4+ Conclusion

La protéolyse de la mitogaligine mitochondriale est nettement diminuée en présence de
MG-132, un inhibiteur spécifique du protéasome (Figure 34). Cependant, la mutation de la
lysine 75 n’a pas de conséquence apparente sur la localisation ou la taille de la protéine de
fusion mutée, que la mitogaligine soit mitochondriale ou nucléaire. Les protéines sont, la
plupart du temps, adressées a ce systeme de dégradation protéique via une ubiquitinylation.
Cette derniere a généralement lieu sur les lysines des protéines. Malgré la mutation de la Lys
75 en Arg, la mitogaligine mitochondriale reste tronquée. La lysine 75 testée n’a pas de role
apparent dans une éventuelle sumoylation ou ubiquitinylation de la mitogaligine
mitochondriale. La mitogaligine ne posséde qu’une seule lysine dans sa séquence primaire, ce
qui nous amene a émettre I’hypothése que sa dégradation soit dépendante du protéasome mais
indépendante d’une ubiquitinylation. Par ailleurs, I'ubiquitinylation des protéines reste
possible sur des résidus autres que des lysines, comme par exemple des cystéines, des sérines
et thréonines (Tait et al, 2007). Un de ces acides aminés pourrait alors étre responsable de la
proteolyse de la mitogaligine.
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Chapitre 3 : Sites potentiels de phosphorylation de la mitogaligine

La phosphorylation des protéines est la modification post-traductionnelle la plus
fréquente. La prédiction bioinformatique de sites de phosphorylations potentiels de la
mitogaligine a révélé plusieurs sites, répertoriés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Sites potentiels de phosphorylation de la mitogaligine prédits par programmes
bioinformatiques

Le score indique la probabilité de phosphorylation du résidu.

“

DISPHOS 0.941
T29 PKC, CaMK-lI Predphospho
Akt {PKB), PKA Matif Scan 0.58
S34 GaMK-II Matif Scan 0.606
14-3-3 Matif Scan 0.504
PKA NetPhosk10 0.68
NetPhosk 2.0 0.973
T38 PKC Matif Scan 0.508
NetPhosk 2.0 0.88
CaMK-ll NetPhosk 1.0 0.46
Cdca (Cdka) NetPhosk1o 0.51
539 PKC NetPhosk 1o 0.47
Sg2 Clk2 Matif Scan 0.854
Akt {PKB) Matif Scan 0.693
Sc7 1433 Matif Scan 0.566
PKC Matif Scan 0.5
Cdcz2, PKC NetPhosk 1o 0.5
NetPhos 2.0 0.964
T62 DNAPK NetPhosk 1.0 0.54
PKC NetPhosk1.0 0.6
3 CaMK-I Matif Scan s
S79 GSK3 NetPhosk 1o 0.47

A partir de ces prédictions, des vecteurs codant des formes mutées de la mitogaligine sur ces
sites potentiels de phosphorylation ont été construits par mutagénése dirigée et testés
(partie 11, matériels et méthodes). Les sites potentiels de phosphorylation (Thr et Ser) de la
mitogaligine ont été mutés soit en Asp soit en Ala. Dans le premier cas, la mutation est alors
qualifiée de phospho-mimétique, alors que dans le second cas, elle empéche une éventuelle
phosphorylation (Du et al, 2009).
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I- La phosphorylation : une modification post-traductionnelle envisageable dans la
régulation de I’activité de la mitogaligine.

I.1- Détermination des résidus impliqués dans une phosphorylation potentielle

+ Protocole expérimental

Des cellules HelLa ont été transfectées par les plasmides suivants puis fixées sur lame et
observees, 24 h aprés transfection, en microscopie confocale.

Tableau 13 : Plasmides construits pour I’étude de la phosphorylation potentielle de la mitogaligine

Nom des plasmides Protéines codées Sites mutés
PEGFP EGFP -
pMG-EGFP mitogaligine-EGFP -
Thr 29, Thr 38, Ser 39, Thr 62 et Thr 73
pPMGTTESITO2TE0EG P mitogaligine-EGFP
en Asp
Thr 29, Thr 38, Ser 39, Thr 62 et Thr 73
pMG "29T38539TO2TT3A_ EGEp mitogaligine-EGFP
en Ala
+ Résultats

Alors que la mitogaligine-EGFP possede une localisation mitochondriale
(photo A Figure 37), les mutations des Thr 29, Thr 38, Ser 39, Thr 62 et Thr 73 en aspartate
entrainent une délocalisation de la protéine chimere hors des mitochondries. En particulier, on
trouve beaucoup plus de cellules avec un noyau positif (photo B). Au contraire, la
mitogaligine mutée sur ces mémes Thr/Ser en alanine conserve un adressage mitochondrial
(photo C).

Sum

MG-EGFP MGT29T38S39T62TT3ID.EGFP MGT29T38S39TE2TTIALEGFP

Figure 37 : Les mutations des Thr 29, Thr 38, Ser 39, Thr 62 et Thr 73 en Asp délocalisent la mitogaligine-
EGFP des mitochondries

Les cellules HelLa sont transfectées par pMG-EGFP(A), pMG'#T8s¥T02T80 EGEP  (B),

pMGT#T38S39T62TI3A_EGEP (C), fixées 24 h aprés transfection puis observées en microscopie confocale.
Grossissement x1000
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1.2- Détermination des résidus impliqués dans la delocalisation de la mitogaligine

+ Protocole expérimental

Afin de déterminer les acides aminés impliqués dans cette délocalisation, les résidus Ser
et Thr de la mitogaligine ont été mutés individuellement par mutagénése dirigée. Les cellules
HelLa ont ensuite été transfectées par les plasmides construits (tableau 14).

Tableau 14 : Plasmides construits pour étudier les résidus impliqués dans la délocalisation de la

mitogaligine
Nom des plasmides Protéines codées Sites mutés
pEGFP EGFP -
pMG-EGFP mitogaligine-EGFP -
pMG™P-EGFP mitogaligine-EGFP Thr 29 en Asp
pMG*P-EGFP mitogaligine-EGFP Thr 38 en Asp
pMG>**P-EGFP mitogaligine-EGFP Ser 39 en Asp
pMG'P-EGFP mitogaligine-EGFP Thr 73 en Asp

pMG IJBbJQU_EGFP

mitogaligine-EGFP

Thr 38 et Ser 39 en Asp

pMG IJBbJQA_EGFP

mitogaligine-EGFP

Thr 38 et Ser 39 en Ala

pMG 1291 /dU_EGFP

mitogaligine-EGFP

Thr 29 et Thr 73 en Asp

pMG T29T /JA_EGFP

mitogaligine-EGFP

Thr 29 et Thr 73 en Ala

pMG 1291385391 /dU_EGFP
pMG 1291385391 /dA_EGFP

mitogaligine-EGFP Thr 29, Thr 38, Ser 39 et Thr 73 en Asp

Thr 29, Thr 38, Ser 39 et Thr 73 en Ala

mitogaligine-EGFP

Les cellules ont été observées par microscopie de fluorescence et confocale apres
immuno-histochimie (Figures 38 et 40). Les cellules ont été marquées avec les anticorps
anti-mitogaligine (MG) et anti-Smac/Diablo (Smac/Diablo).

Des extraits cellulaires issus d’une transfection similaire ont été testés en western-blot. La
mitogaligine-EGFP a été révélée avec 1’anticorps anti-GFP.

+ Résultats
- Résidus Thr 38 et Ser 39

La localisation de la fluorescence associée a la mitogaligine-EGFP sauvage est
essentiellement mitochondriale, avec quelques noyaux positifs (ligne A colonne EGFP
Figure 38). Comme mentionné auparavant, I’anticorps anti-mitogaligine, ne reconnait que la
forme nucléaire de la protéine (ligne A colonne MG Figure 38). Smac/Diablo est une protéine
mitochondriale utilisée comme marqueur des mitochondries. La co-localisation entre la
mitogaligine-EGFP et Smac/Diablo permet d’affirmer son adressage mitochondrial.
L’observation en microscopie confocale de la mitogaligine™°™****T**_EGFP confirme la
délocalisation des mitochondries observée précédemment en microscopie de fluorescence
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(ligne B Figure 38). Ceci indique que I’effet de délocalisation n’est pas lié¢ a la mutation de la
Thr 62 en Asp. La fluorescence associee a la mitogaligine mutée sur les résidus Thr 29,
Thr 38, Ser 39 et Thr 73 est intense dans le noyau, et de plus faible intensité dans le
cytoplasme de la cellule, résultat confirmé avec I’anticorps anti-mitogaligine (ligne B colonne
EGFP et MG). La protéine mutée sur les 4 Thr et Ser n’est pas co-localisée avec
Smac/Diablo, ce qui laisse supposer qu’elle a perdu son adressage mitochondrial (ligne B
colonne Smac/Diablo et superposition). Pour une vision plus nette de I’absence de
co-localisation, ces photos sont agrandies dans la Figure 39 et Smac/Diablo a été marquée en
rouge (ligne A Figure 39). Les mutations individuelles de la Thr 38, Ser 39 (lignes C et D
Figure 38), ne suffisent pas en elles-mémes pour induire une délocalisation des mitochondries
de la mitogaligine-EGFP. Ces protéines mutées sur un seul résidu restent en effet
mitochondriales, par superposition de I’EGFP détectée avec Smac/Diablo marquée. La
mutation conjointe des sites potentiels de phosphorylation Thr 38 et Ser 39 en Asp est
responsable de la perte de [I’adressage mitochondrial (ligne E Figure 38). La
mitogaligine *®**°-EGFP est présente dans le noyau et le cytoplasme des cellules
transfectées. Tout comme pour la mitogaligine™®™®5*T"*C_EGFP, les photos de la
mitogaligine****°-EGFP sont agrandies pour confirmer I’absence de co-localisation avec
Smac/Diablo (Figure 39 B). Il est a noter que ces vecteurs ont également été mutés en Ala
puis ont été testés dans les cellules HeLa. Les mutations en alanine ne modifient pas la
domiciliation de la mitogaligine-EGFP (résultats non montres).
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Smac/Diablo Superposition

MG-EGFP

MG29T38S39T53D_EGFP

MG"20_EGFP

MGS390-EGFP

MG38S390_EGFP

Figure 38 : La double mutation des Thr 38 et Ser 39 en Asp délocalise la mitogaligine-EGFP des mitochondries

Les cellules HeLa ont été transfectées par pMG-EGFP (A), pMG "°T85¥T3P_EGEP (B), pMG 8P-EGFP (C), pMG**P-EGFP
(D), pMG85¥P_EGFP (E).

Les cellules ont été immuno-marquées, 24 h apres transfection avec les anticorps anti-mitogaligine (MG) et anti-Smac/Diablo
(Smac/Diablo), puis observées en microscopie confocale. Grossissement x630

L’anticorps anti-mitogaligine ne marque pas la mitogaligine mitochondriale.
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Superposition (EGFP + Smac/Diablo) Superposition (EGFP + Smac/Diablo)

MGR29T38S39T1D_EGEP MGT385390_EGFP

Figure 39 : Perte de localisation mitochondriale de la mitogaligine-EGFP mutée sur les Thr 38 et Ser 39

Agrandissement de la Figure 38.
L’observation de I’absence de co-localisation entre MG ®3¥TPP_EGFP avec Smac/Diablo et de

MG™853P_EGFP avec Smac/Diablo est facilitée par la coloration rouge des cellules marquées a I’anticorps
anti-Smac/Diablo.

- Résidus Thr 29 et Thr 73

A T’image des résultats précédents, les mutations individuelles des résidus Thr 29 et
Thr 73 ne modifient pas la domiciliation mitochondriale de la mitogaligine (lignes B et C
Figure 40). Aprés transfection des cellules par le vecteur pMG™°""*P_EGFP, la mitogaligine
codée, doublement mutée sur les Thr 29 et Thr 73 en Asp, conserve également une
localisation mitochondriale (ligne D Figure 40). Par observation des cellules transfectées et du
nombre de cellules transfectées mortes, on constate cependant une efficacité de transfection
bien plus importante et une toxicité nettement diminuée lorsque les Thr 29 et Thr 73 sont
mutées simultanément (Figure 41). Ces cellules présentent des mitochondries filiformes
comparées aux mitochondries ponctiformes observées avec la protéine sauvage (visible sur la
Figure 40 D). Ce constat confirme le caractere moins toxique de ce mutant. Ces vecteurs ont
également été mutés en Ala puis ont été testés : ces mutations ne modifient ni la domiciliation
de la mitogaligine-EGFP ni sa toxicité (résultats non montrés).
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Smac/Diablo Superposition

 MG™90_EGFP

MG3_EGFP

MGZT730_EGFP

Figure 40 : La mitogaligine mutée sur les Thr 29 et Thr 73 en Asp conserve une localisation mitochondriale

Les cellules HeLa ont été transfectées par pMG-EGFP (A), pMG*°-EGFP (B), pMG'"*P-EGFP (C), pMG™@T"*P.EGFP (D).
Les cellules ont été immuno-marquées, 24 h aprés transfection avec les anticorps anti-mitogaligine (MG) et anti-Smac/Diablo
(Smac/Diablo), puis observées en microscopie confocale. Grossissement x630 (A) et x1000 (B a D).

L’anticorps anti-mitogaligine ne marque pas la mitogaligine mitochondriale.
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MG-EGFP MG"9T73D_EGFP

Figure 41 : La double mutation T29 et T73 en Asp augmente ’efficacité de transfection et/ou diminue
la toxicité cellulaire

Les cellules HeLa ont été transfectées par pMG-EGFP (A), pMG'*""*"-EGFP (B).
Les cellules ont été photographiées 24 h aprés transfection en microscopie de fluorescence.
Grossissement x100

+ Conclusion

Les mutations concomitantes des Thr 38 et Ser 39 en aspartate délocalisent la
mitogaligine des mitochondries au profit du noyau et du cytoplasme. Celles des Thr 29 et
Thr 73 maintiennent la protéine aux mitochondries. On constate néanmoins, une toxicité
cellulaire atténuée lorsque ces derniers acides aminés sont mutés en résidus
phospho-mimétiques.

1.3- Mimer la phosphorylation des résidus T29/T73 et T38/S39 atténue la protéolyse de la
mitogaligine mitochondriale

Les protéines chiméres mutées ont ensuite été testées par western-blot a 1’aide d’un
anticorps anti-GFP. Cet anticorps montre sa spécificité pour ’EGFP en la reconnaissant a la
taille de 27 kDa (pistes 1A et 1B Figure 42). Comme nous 1’avons vu précédemment et en
témoin dans cette expérience, ’EGFP-mitogaligine ou forme nucléaire de la mitogaligine, est
relativement stable et est détectée a la taille attendue de 39 kDa (piste 2A). La
mitogaligine-EGFP, mitogaligine mitochondriale est quant a elle, détectée, comme attendue,
sous la forme tronquée légeérement supérieure a la taille de 'EGFP seule (pistes 3A et 2B).
Les mutations simultanées des Thr 29, Thr 38, Ser 39 et T73 en Asp de la mitogaligine-EGFP,
délocalisant la protéine chimére des mitochondries, atténuent la protéolyse de la protéine
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(pistes 7A et 6B). La mitogaligine est détectée non pas a la taille de 39 kDa mais a une taille
légérement supérieure d’environ 45 kDa. De la méme maniére, les mutations individuelles des
Thr 29, Thr 38, Ser 39 et T73 en Asp ne modifient en rien la protéolyse de la
mitogaligine-EGFP  (pistes 5A, 6A, 3B et 4B). Cependant, I’expression de la
mitogaligine**°-EGFP et de la mitogaligine>**°-EGFP est trés faible et est difficile & détecter
en western-blot (3B et 4B). Les mutations fonctionnent par paire : la Thr 29 avec la Thr 73 et
la Thr 38 avec la Ser 39. La mutation des résidus de chaque paire en aspartate diminue la
protéolyse de la protéine (pistes 4A, 8A, 5B et 7B). De plus, il semble y avoir un effet
cumulatif des deux couples mutés sur la protéolyse de la mitogaligine-EGFP. En effet, la
mitogaligine**""*°_EGFP et la mitogaligine **>***°_EGFP présentent toutes deux, des signes
de dégradations protéiques, qui sont atténuées par I’action cumulée de ces deux
double-mutations (pistes 4A, 7A et 8A).
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Figure 42 : Les couples de mutation T29T73D et T38S39D diminuent la protéolyse de la
mitogaligine-EGFP

Les cellules Hela ont été transfectées par pEGFP (1A et 1B), pEGFP-MG (2A et 2B), pMG-EGFP (Wt) (3A et
2B), pMG'™®"*P_.EGFP (4A et 7B), pMG'*°-EGFP (6A), pMG'"*°-EGFP (5A), pMG™®**-EGFP (3B),
pPMG>*P-EGFP (4B), pMG **5**C_EGFP (8A et 5B), pMG'**T385¥*T3D_EGEP (7A et 6B).

Les cellules ont été lysées 24 h aprés transfection. Les extraits cellulaires ont été analysés par western-blot avec
les anticorps anti-GFP (Figure A), anti-GFP et anti-p-actine (Figure B).

La mutation des thréonines et sérines, non plus en aspartate mais en alanine, de la
mitogaligine montre une troncature comme pour la protéine sauvage (pistes 5A et 4B
Figure 43). Ces résultats montrent que les mutations phospho-mimétiques des T29, T39, S39
et T73, semblent jouer un role direct dans la protéolyse de la mitogaligine.
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Figure 43 : La mitogaligine-EGFP conserve son caractére instable quand les couples de mutations T29T73
et T38S39 sont mutés en Ala

Les cellules Hela ont été transfectées par pEGFP (1A et 1B), pMG-EGFP (2A 2B), pMG"**P-EGFP (3A),
PMG™@ P EGFP (4A et 5B), pMG'®"PAEGFP (5A), pMG'P-EGFP (6A), pMG"™**P.EGFP (3B),
PMG 8%~ EGFP (4B).

Les formes mutées en alanine représentent des mitogaligines non phosphorylables sur ces sites.

Les cellules ont été lysées 24 h apres transfection. Les extraits cellulaires ont été analysés par western-blot avec
les anticorps anti-GFP (Figures A et B).

4+ Conclusion

L’ensemble de ces résultats indique que les mutations phospho-mimétiques des sites T38
et S39 jouent un réle important dans la localisation mitochondriale de la mitogaligine. D’autre
part, nous avons vu que les mutations des sites T38 et S39 et/ou T29 et T73 en aspartate
diminuaient la proteolyse de la mitogaligine, suggeérant ainsi une implication de ces sites dans
la régulation de la dégradation de la protéine.

I.4- Toxicité des mutants de phosphorylation de la mitogaligine

La disparité, non seulement au niveau de I’efficacité de transfection mais également au
niveau du nombre de cellules mortes observeées suite a la transfection des différents vecteurs
utilisés (tableau 14), suggeére que les sites potentiels de phosphorylation T29, T38, S39 et T73
pourraient également étre impliqués dans la toxicité de la protéine, complétant le réle
potentiel des phosphorylations dans la protéolyse et la localisation de la mitogaligine.

4+ Protocole expérimental

Pour tester ’effet des mutations des sites potentiels de phosphorylation sur la toxicité de
la  mitogaligine, les vecteurs pEGFP, pMG-EGFP, pMG' 733130 EGEp
pMG'#T3P_EGFP et pMG™****P_EGFP ont été transfectés dans des cellules HeLa puis les
cellules ont été photographiées 24 h apres transfection sur des champs différents a petit
grossissement x100. Le nombre de cellules totales transfectées et le nombre de cellules
mortes transfectées ont été comptés. La moyenne des champs a été évaluée. L’expérience a
¢été reproduite 2 fois, et la moyenne finale regroupe I’ensemble des moyennes. On a ensuite
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reporté dans un tableau le pourcentage moyen de mort cellulaire évalué dans les cellules HelLa
en fonction du vecteur transfecté (Figure 44).

+ Résultats

La mortalité des cellules transfectées par le vecteur de référence pEGFP a été estimée,
dans les conditions de transfection utilisées, a 15% (histogramme EGFP Figure 44). L’activité
apoptotique de la mitogaligine mitochondriale est significativement réduite lorsque les
Thr 29, Thr 38, Ser 39 et Thr 73 sont mutées en Asp. La mutation de ces résidus diminue
d’environ 50% la mort cellulaire induite par la mitogaligine-EGFP (histogramme
T29T38S39T73D). Cet effet est d’autant plus flagrant quand la mitogaligine est mutée
uniquement sur les résidus Thr 29 et Thr 73 en Asp. La mitogaligine "**""*°-EGFP a perdu son
activité cytotoxique, qui atteint le niveau basal de la toxicité induite par la transfection de
I’EGFP (histogramme T29T73D). L’histogramme T38S39D montre, en revanche, que la
toxicité de la mitogaligine est conservée malgré la mutation des résidus. Ceci indique que la
phosphorylation des acides aminés T29 et T73 pourraient étre impliquée dans I’induction de
la mort cellulaire par la mitogaligine.
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Figure 44 : Les mutations des sites potentiels de phosphorylation T29 et T73 diminuent la toxicité
cellulaire induite par galig
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4+ Conclusion

Le remplacement des résidus T29 et T73 par des aspartates diminue la toxicité cellulaire
induite par galig. La phosphorylation pourrait étre impliquée dans la fonction cytotoxique de
la mitogaligine. Sous une forme phosphorylée sur ces sites et non tronquée, la protéine serait
inactive, bloquant ainsi le processus de mort cellulaire.

II- Autres sites de phosphorylations testés qui n’ont pas de rdle apparent dans
P’activité de la mitogaligine

4+ Protocole expérimental

D’autres sites potentiels de phosphorylation de la mitogaligine ont été prédits par
programmes bioinformatiques (Tableau 12). Des vecteurs mutés individuellement sur ces sites
potentiels de phosphorylation ont été construits puis testés dans des cellules HelLa
(Tableau 15).

Tableau 15 : Autres vecteurs pour I’étude de la phosphorylation potentielle de la mitogaligine

Nom des plasmides Protéines codées Sites mutés
PEGFP EGFP -
pPMG-EGFP-CG mitogaligine-EGFP -
pMG>*P-EGFP mitogaligine-EGFP Ser 34 en Asp
pMG>?P-EGFP mitogaligine-EGFP Ser 52 en Asp
pMG>""-EGFP mitogaligine-EGFP Ser 57 en Asp
pMG°""-EGFP mitogaligine-EGFP Ser 79 en Asp
pMG ' "**P-EGFP mitogaligine-EGFP Thr 29 et Thr 62 en Asp

Nous avions obtenu un vecteur pMG'2°™?P_.EGFP, codant pour la mitogaligine fusionnée a
I’extrémité C-terminale, mutée a la fois sur les Thr 29 et Thr 62 en Asp lorsque nous avions
cherché & construire le plasmide pMG'2°T3839T62TD_EGEP  Nous avons donc utilisé ce
vecteur pour tester la Thr 62.

+ Résultats

La mitogaligine-EGFP reste mitochondriale, quelles que soient les mutations S34D,
S52D, S57D, T29T62D ou S79D (Figure 45).
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MG-EGFP MG33*D_EGFP MG532D_EGFP

MG S70_EGFP MG29T620_EGFP MGS79D-EGFP

Figure 45 : Autres sites potentiels de phosphorylation testés, n’ayant pas de role apparent dans la
fonction de la mitogaligine-EGFP

Les cellules HeLa sont transfectées par pMG-EGFP (A), pMG***P-EGFP (B), pMG*?°-EGFP (C), pMG*>""-
EGFP (D), pMG™™P.EGFP (E), pMG**P-EGFP (F). Les cellules ont ensuite été observées 24h aprés
transfection en microscopie confocale. Grossissement x 630

Les mutations des autres sites potentiels de phosphorylation testés en microscopie de
fluorescence, qui n’ont pas laissé apparaitre une modification de la localisation ont également
été testés en western-blot (Figure 46). Les mutations de la Thr 62, Ser 79, Ser 57 et S52 en
Asp ne semblent pas jouer de réle dans la protéolyse de la chimére, sous forme individuelle
ou associée a la Thr 29 pour la Thr 62. On ne peut cependant pas 1’exclure dans la mesure ou
nous avons vu qu’une seule mutation n’est pas toujours suffisante pour induire un changement
d’activité ou de localisation.
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Figure 46 : Les autres sites potentiels de phosphorylation n’ont pas de role apparent dans la protéolyse de
la mitogaligine-EGFP

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP (1), pMG-EGFP (Wt) (2), pMG™*"*P-EGFP (3), pMG 7T6%C.
EGFP (4), pMG*"*P-EGFP (5), pMG*™"®-EGFP (6), pMG***’-EGFP (7). Les cellules ont ensuite été lysées 24h
apres transfection. Les extraits cellulaires ont été analysés par western-blot avec 1’anticorps anti-GFP.
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Chapitre 4 : Mutation des cystéines de la mitogaligine

Les cystéines des protéines sont impliquées dans plusieurs événements
post-traductionnels. D’une part, elles sont responsables de la conformation de la protéine en
établissant des liaisons disulfures intra et intermoléculaires. Ce changement de structure
dépend du compartiment cellulaire dans lequel la protéine se trouve et peut influer sur
’activité de la protéine (Ostergaard et al, 2004). D’autre part, les cystéines sont également des
sites potentiels de palmitoylation et isoprénylation, soit des modifications lipidiques des
protéines, qui peuvent favoriser leur insertion au niveau de membrane et ainsi modifier leur
activité (Kleuss et Krause, 2003 ; Sebti et al, 2005). La mitogaligine posséde 6 cystéines. Des
mutations de ces cystéines en sérine ont donc été realisees a la fois sur la mitogaligine-EGFP,
protéine de fusion mitochondriale et sur 'EGFP-mitogaligine, protéine chimere nucléaire.

I- Mutation des cystéines de la mitogaligine mitochondriale

4+ Protocole expérimental

Les cellules HelLa sont ensuite transfectées par ces plasmides (tableau 16) puis
observées en microscopie de fluorescence.

Tableau 16 : Plasmides construits pour étudier I’effet de la mutation
des cystéines sur la localisation de la mitogaligine

Nom du plasmide Brotéines codées Mutations introduites
Cys en Ser
pPMG-EGFP mitogaligine-EGFP -
pPMG*“>-EGFP mitogaligine-EGFP C54, C82, C90 et C95
PMG “>-EGFP mitogaligine-EGFP C54, C76, C82, C90 et C95
pPMG>“>*-EGFP mitogaligine-EGFP C10, C54, C82, C90 et C95
pMG“*>-EGFP mitogaligine-EGFP C10
pMG®"*>-EGFP mitogaligine-EGFP C76
+ Résultats

La transfection par pMG-EGFP révele de nombreuses cellules mortes. Dans les cellules
vivantes, la fluorescence détectée est typiquement localisée au niveau du réseau mitochondrial
(photo A Figure 47). Les cellules transfectées par tous les autres vecteurs ont un aspect
semblable. Les mutations ne semblent donc avoir aucun effet sur la fonction cytotoxique et la
localisation mitochondriale de la mitogaligine (photo B a F).
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pMG5CS_EGFP pMG5CS2EGFP

pMGC76S_ EGFP pMGC10S_ EGFP

Figure 47 : Mutation des cystéines de la mitogaligine-EGFP et localisation cellulaire

Les cellules HeLa sont transfectées par : pMG-EGFP (mitogaligine non mutée): Localisation mitochondriale de
la mitogaligine et témoin de toxicité (A), pMG*“>-EGFP (B), pMG°“>-EGFP (C), pMG"“*>-EGFP (D),
PMGC®-EGFP (E), pMG®%>-EGFP (F). Les Cys sont mutées en Ser.

Les cellules sont transfectées et analysées 24 heures aprés transfection par microscopie de fluorescence.

I- Mutation des cystéines de la mitogaligine nucléaire

+ Protocole expérimental

Des cellules HeLa ont été transfectées par les vecteurs d’expression pEGFP-MG ou
pEGFP-MG®®® (Tableau 17).

Tableau 17 : Plasmides construits pour étudier 1’effet de la mutation des cystéines sur la localisation de la

mitogaligine
Nom des plasmides Protéines codées Sites mutés en Ser
PEGFP-MG EGFP-mitogaligine -
pEGFP-MG®® EGFP-mitogaligine C10, C54, C76, C82, C90 et C95
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+ Résultats

Les cellules transfectées par pEGFP-MG présentent la localisation attendue de la
protéine de fusion EGFP-mitogaligine, a savoir une fluorescence associée au noyau (photo A
Figure 48). Les mutations des 6 cystéines en sérine n’altérent pas la localisation de
I’EGFP-mitogaligine, cette derniére reste en effet nucléaire (photo B Figure 48). De plus,
d’un point de vue qualitatif, la toxicité de ces vecteurs est comparable. La mitogaligine
fusionnée en N-terminale a ’EGFP est extrémement toxique et entraine rapidement la mort
des cellules, ce qui est également le cas lorsque ses cystéines sont mutées.

EGFP-MG EGFP-MG®*

Figure 48 : Localisation nucléaire de PEGFP-mitogaligine mutée sur ses 6 Cys

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP-MG (A) et pEGFP-MG®®® (B) puis observées en microscopie de
fluorescence 24 h aprés transfection. Grossissement x320

Les extraits protéiques des cellules transfectées par pEGFP-MG ou pEGFP-MG®®® sont
ensuite analysés par western-blot avec un anticorps anti-GFP (Figure 49). La piste 1 est un
contréle correspondant a ’EGFP détectée dans des cellules transfectées par un vecteur codant
I’EGFP seule. L’EGFP apparait a la taille correcte de 27 kDa. La protéine de fusion
EGFP-mitogaligine est relativement stable puisqu’elle est en majorité présente a la taille
attendue de 39 kDa (piste 2). La mutation des cystéines de la mitogaligine ne semble pas
modifier la stabilité de la protéine de fusion puisqu’elle est en grande partie retrouvée sous la
forme non clivée de 39 kDa (piste3).
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Figure 49 : Expression de PEGFP-mitogaligine lorsque toutes ses Cys sont mutées en Ser

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP (1), pEGFP-MG (2) et pEGFP-MG®®® (3) puis lysées 24 h aprés
transfection. Les extraits cellulaires sont ensuite analysés par western-blot avec un anticorps anti-GFP.
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+ Conclusion

Les cystéines ne semblent pas avoir de r6le important dans la fonction de la mitogaligine
dans la mesure ou leur mutation n’engendre aucune modification de localisation. Le ciblage
au noyau et aux mitochondries ne semble donc résulter ni de I’établissement de ponts
disulfures ni de modifications lipidiques.

De part une analyse qualitative, basée sur 1’observation des cellules transfectées mortes ou en
cours d’apoptose, la toxicité des protéines chiméres mutées est équivalente a celle de la
mitogaligine sauvage. D’autre part, la mitogaligine mitochondriale reste dégradée malgré les
mutations des différentes cystéines (résultat non montré). Ces acides aminés ne semblent donc
pas étre impliqués dans I’activité de la protéine.
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Conclugions/Discussions/Pergpectives

+ Probable régulation de Pactivité de la mitogaligine par phosphorylation

La mutagénése dirigée contre les sites potentiels de phosphorylation de la mitogaligine
nous a permis de mettre en évidence I’implication des acides aminés T29, T38, T73 et S39,
dans le trafic cellulaire et/ou la protéolyse de la protéine. La mitogaligine mutée
simultanément sur les sites 29 et 73 en aspartate, mimant une phosphorylation, reste
mitochondriale et non dégradée tandis qu’elle est délocalisée des mitochondries au profit du
noyau et du cytosol lorsqu’elle est mutée simultanément sur les acides aminés T38S39 en
Asp. En revanche, des mutations individuelles de ces résidus n’ont pas d’effet. De plus la
mutation des résidus T29 et T73 diminue ’effet toxique de la mitogaligine, voir I’inhibe
quand elle mime une phosphorylation. Les mutations des thréonines 29, 38, 73 et sérine 39 en
alanine, empéchant une éventuelle phosphorylation, rétablissent la localisation
mitochondriale, la dégradation et la cytotoxicité de la mitogaligine. La phosphorylation
pourrait donc réguler I’activité apoptotique de la mitogaligine de par sa protéolyse et sa
localisation.

+ Trafic mitochondrio-nucléaire de la mitogaligine

La localisation intracellulaire de la mitogaligine semble étre critique pour la régulation
de I’activité apoptotique de la protéine. En effet, la mitogaligine mitochondriale induit la mort
des cellules via une voie indépendante de la caspase-3 (Duneau, thése 2005) tandis que la
mitogaligine  nucléaire induit une apoptose classique et davantage toxique
(Gonzalez et al, 2009). Cependant, le mécanisme qui controle la localisation cellulaire de la
mitogaligine reste indéterminé. De par la mutagenése dirigée contre les sites potentiels de
phosphorylation, nous avons pu mettre en évidence que la phosphorylation potentielle des
résidus T38 et S39 de la mitogaligine pourrait étre impliquée dans le trafic intracellulaire de la
proteine. En effet, la mutation de ces résidus en aspartate, mimant une phosphorylation
potentielle, délocalise la mitogaligine des mitochondries au profit du noyau et du cytoplasme.
Ceci n’est pas surprenant dans la mesure ou le transport nucléaire de beaucoup de protéines
est connu pour étre régulé par phosphorylation (Gasiorowski et Dean, 2003). Que ce soit par
le systéme classique d’import nucléaire, systéeme des importines, ou par un systéme plus
spécifique tel que le systeme de transport des protéines SR, des Kkinases spécifiques
interviennent pour influencer la localisation des protéines (Riolobos et al, 2010 ;
Zhong et al, 2009). Nous avons vu, dans la discussion de la partie I, que les protéines aux
NLS non conventionnels pouvaient utiliser ces systémes d’import nucléaire (Zhu et al, 2005 ;
Kataoka et al, 1999 ; Lai et al, 2000).

L’un des domaines RS de la mitogaligine concerne I’arginine 40, située en aval de la sérine 39
et de la thréonine 38. Il a été montré que I’arginine 40 possede un role important dans la
rétention ou le transport au noyau de la mitogaligine. La phosphorylation de ces résidus dans
le domaine RS pourrait alors recruter le systéeme d’import spécifique des protéines SR. 11
faudrait tester I’effet de ces mutations sur la mitogaligine nucléaire, soit EGFP-MG.
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La phosphorylation des thréonine 38 et sérine 39 pourrait également permettre la
reconnaissance de la mitogaligine par des protéines, telles que la protéine 14-3-3, qui serait
alors chargée de transloquer la protéine au noyau (Umahara et Uchihara, 2010). La protéine
14-3-3 est nucléaire dans les cellules positives au TUNEL (Henshall et al, 2002). Cette
hypothése est donc d’autant plus valable que I’expression de la mitogaligine nucléaire
s’accompagne d’une dégradation de I’ADN en fragments oligonucléosomiques typiques de
I’apoptose (Gonzalez et al, 2009). La reconnaissance de la mitogaligine par une protéine
cargo dépendrait alors de sa structure, elle-méme fonction de I’état de phosphorylation de la
protéine.

Nous ne pouvons cependant pas exclure le fait que cette délocalisation des mitochondries soit
due a la mutation de résidus du signal de localisation mitochondriale, d’autant plus que des
charges négatives sont rajoutées. Néanmoins, la mutation de ces mémes résidus en alanine ne
modifie pas la localisation mitochondriale de la protéine, ce qui suggere qu’une
phosphorylation est également possible. Pour confirmer nos résultats, nous pourrions
immunoprécipiter la mitogaligine et la révéler avec des anticorps anti-phosphothréonines et
anti-phosphosérines.

+ Protéolyse de la mitogaligine : une régulation par phosphorylation ?

La mitogaligine mitochondriale est une protéine rapidement clivée et/ou dégradée,
comme beaucoup de protéines apoptotiques. La stabilité des protéines est essentielle pour la
survie ou la mort des cellules (Lee, 2003). Le systéeme majeur de dégradation des protéines
dans les cellules eucaryotes est le systeme ubiquitine-protéasome (Hershko et Ciechanover,
1998). Dans le but de savoir si la dégradation de la mitogaligine mitochondriale depend de ce
systéme, nous avons inhibé le protéasome avec du MG-132 dans les cellules transfectées par
un vecteur codant la mitogaligine. L’ inhibition du protéasome atténue la protéolyse de la
proteine (Figure 34).

Méme si le mécanisme de dégradation protéique par le protéasome est aujourd’hui bien
connu, les signaux qui conduisent a cette protéolyse restent, quant a eux, obscurs. La
phosphorylation est I'un de ces signaux qui régule la dégradation des protéines
(Fang et Weissman, 2004). Par exemple, la phosphorylation de Bim sur les sérines 55, 65 et
73 augmente la réponse apoptotique par réduction de sa dégradation par le systeme
ubiquitine-protéasome (Hubner et al, 2008). Nous avons montré que la mutation des sites
potentiels de phosphorylation, soit les thréonines 29 et 73 en aspartate, mimant ainsi une
phosphorylation potentielle, diminue la dégradation de la mitogaligine. Au contraire, leur
mutation en alanine, empéchant ainsi toute phosphorylation potentielle, rétablit la dégradation
protéique. La phosphorylation de ces résidus semble tenir une place importante dans I’activité
de la mitogaligine. Une immunoprécipitation de la mitogaligine avec des anticorps
anti-phosphothréonines est alors indispensable.
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+ Mitogaligine mitochondriale et protéasome

La mitogaligine mitochondriale semble active sous une forme dégradée. Son effet
cytotoxique est atténué en présence de I’inhibiteur du protéasome MG-132 mais également
lorsqu’elle est mutée sur les résidus Thr 29 et Thr 73 et/ou Thr 38 et Ser 39 en Asp, soit
quand la protéine est non dégradée. La mitogaligine pourrait donc nécessiter une dégradation
de son extrémité N-terminale pour acquérir son activité apoptotique. En ce sens, elle pourrait
s’identifier a la protéine Bid, dont la dégradation du fragment N-terminal, issu du clivage par
la caspase-8, est indispensable a la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale
(Tait et al, 2007). La dégradation de la mitogaligine est liée a sa localisation mitochondriale.
Depuis peu, des systemes spécifiques de dégradation des protéines mitochondriales via des
protéases ou le protéasome mitochondrial ont été découvert (Germain, 2008). La mitogaligine
pourrait alors étre dégradée via ce systeme.

+ Mitogaligine et ubiquitinylation

La mitogaligine semble étre dégradee selon un processus dépendant du protéasome.
Cependant la mutation de la lysine 75 en arginine, unique lysine de la mitogaligine, n’affecte
pas la demi-vie de la protéine (Figure 36). La degradation de la mitogaligine par le
protéasome pourrait donc étre indépendante d’une ubiquitinylation (Germain, 2008) ou bien
dépendante d’une ubiquitinylation particuliere. Il a été rapporté des cas d’ubiquitinylation au
niveau du NH2 libre a I’extrémité N-terminale de la protéine. Cette extrémité N-terminale de
la protéine peut agir comme un site accepteur d’ubiquitine et stimuler ensuite le systéme
ubiquitine-protéasome. (Breitschopf, 1998). Cette hypothése pourrait alors expliquer le fait
que la mitogaligine nucléaire ne soit pas degradée : la fusion de ’EGFP a I’extrémité
N-terminale empéche la fixation de 1’ubiquitine et donc la dégradation de la mitogaligine.

D’autres cas particuliers d’ubiquitinylation ont été décrits. La protéolyse du fragment
N-terminal de Bid suite a son clivage par la caspase-8, s’effectuc par le systéme
ubiquitine-protéasome non pas au niveau de résidus lysines mais au niveau de sites
particuliers tels que les cystéines, sérines et thréonines (Tait et al, 2007;
Cadwell et Coscoy, 2005). En ce sens, la dégradation de la mitogaligine pourrait étre
assimilée a celle de Bid : les résidus thréonines 29 et 73 ne seraient alors donc pas impliques
dans une phosphorylation régulant la dégradation mais seraient des acteurs directs de
dégradation par leur capacité a fixer des molécules d’ubiquitines. On ne peut néanmoins pas
exclure que la dégradation de la mitogaligine par le protéasome soit indépendante de
I’ubiquitinylation (Shabek et al, 2009 ; Jariel-Encontre et al, 2008).

Par ailleurs, le protéasome possede également une fonction endo-protéolytique
(Jariel-Encontre et al, 2008). Il clive des polypeptides et permet ainsi la maturation de
précurseurs latents en molécules biologiquement actives ou au contraire, permet d’inactiver
des protéines. Ces réactions se font indépendamment d’une ubiquitinylation. La mitogaligine
pourrait alors étre clivée et activée par le protéasome au sein des mitochondries.
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+ ROole des cystéines dans la localisation de la mitogaligine

Les fonctions thiols des cystéines ont un role important dans I’organisation et la structure
3D d’une protéine en ¢établissant des liaisons disulfures mais également des liaisons
hydrogenes. Elles permettent, en complément de liaisons disulfures et de conjugaisons
lipidiques, la bonne conformation du récepteur pour sa reconnaissance par son ligand et son
activation (Stitham et al, 2006). Quelle que soit la localisation de la mitogaligine, les
mutations des cystéines en sérine n’ont aucun effet sur sa domiciliation cellulaire. De plus, la
fonction cytotoxique de la protéine est conservée puisque le nombre de cellules mortes est
comparable a celui des cellules transfectées avec la mitogaligine non mutée. 1l ne semble donc
pas y avoir de réle majeur de ces cystéines dans son ciblage.

On ne peut, en revanche, pas exclure une implication de ces cystéines dans des modifications
protéiques par les lipides. En effet la palmitoylation ou I’isoprénylation sont des modifications
post-traductionnelles des protéines qui S’effectuent sur une cystéine au voisinage de
I’extrémité C-terminale de la protéine (Zhou et al, 2006 ; Sebti, 2005). Pour une meilleure
interaction avec les membranes, certaines protéines acylées ou prénylées requiérent un second
signal qui peut étre la présence d’un domaine basique de la protéine ou d’une autre
modification lipidique. L’exemple le plus classique est la protéine Src qui contient a la fois un
myristate et un domaine basique, qui I’un sans I’autre ne sont pas suffisants pour induire une
liaison stable de la protéine dans la membrane (Sigal et al, 1994 ; Murray et al, 1997). Le
signal de localisation mitochondriale de la mitogaligine constitue un domaine basique qui
pourrait nécessiter la présence d’une isoprénylation d’une des cystéines de 1’extrémité
C-terminale pour que la protéine puisse interagir plus fortement avec les membranes externes
mitochondriales. 1l a également été montré que le domaine basique serait un élément de
régulation permettant de décrocher la protéine de la membrane. Ainsi, la phosphorylation du
domaine basique de la protéine MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase substrate)
provogue son décrochement de la membrane (McLaughlin et Aderem, 1995). Les mutations
des sites potentiels de phosphorylation Thr 38 et Ser 39 en aspartate, mimant ainsi une
phosphorylation, et situés au niveau du MLS de la mitogaligine provoquent, en effet, une
délocalisation de la proteine dans le cytoplasme et dans le noyau. Cette hypothese est
d’autant plus plausible que I’isoprénylation d’une cystéine s’effectue dans un contexte CAAX
ou A représente un acide aminé aliphatique et X détermine si la cystéine est farnesylée
(X= Met, Ser) ou geranylgeranylée (X= Leu) (Sebti, 2005). La prénylation de la cystéine de
la boite CAAX engendre la protéolyse des 3 derniers acides aminés AAX et la
carboxy-méthylation de I’extrémité C-terminale (Philips et al, 1993). La cystéine 76 de la
mitogaligine est dans un contexte CAAX. Sa prénylation au sein des mitochondries
engendrerait la protéolyse de la protéine au niveau du résidu cystéine et la visualisation de la
protéine chimere serait en fait la visualisation du fragment 77 a 97 de la mitogaligine couplé
en C-terminale a ’EGFP. La taille de la protéine chimére clivée serait alors d’environ 30 kDa,
ce qui coincide également avec la forme dégradée de la protéine détectée avec 1’anticorps
anti-GFP  par analyse western-blot (Figure 33). Ceci dit, cette modification
post-traductionnelle n’est pas suffisante en elle-méme pour induire une délocalisation des
mitochondries. Cette prénylation pourrait donc nécessiter une acylation ou prénylation sur une
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autre cystéine au préalable, et I’action cumulée de ces modifications lipidiques entrainerait la
perte de localisation mitochondriale de la protéine.
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Interaction avec la protéine anti-apoptotique Mcl-1
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Régulation du processus apoptotique initié par galig :
Interaction avee Mecl-1

Introduction

La survie ou la mort de la cellule est fonction de la balance entre molécules
pro-apoptotiques et molécules anti-apoptotiques. Les protéines de régulation de la mort
cellulaire programmée les plus connues sont celles de la famille de Bcl-2. Ces membres
peuvent étre pro-apoptotiques tels que Bak ou anti-apoptotiques tels que Bcl-2, Bcl-X, et
Mcl-1. Méme si les galigines n’ont aucune homologie avec les membres de la famille Bcl-2, il
a éte montré au laboratoire que Bcl-X, diminue la toxicité cellulaire induite par I’expression
du géne galig (Duneau et al, 2005). Par contre, aucun effet protecteur de Bcl-2 n’a été
observé. Ces résultats supposent que galig peut interagir avec certaines protéines de la famille
de Bcl-2.

Par RT-PCR, il a également été montré que les cellules qui expriment le plus galig sont les
leucocytes du sang périphérique (Guittaut et al, 2001). Parmi ces cellules, les polynucléaires
semblent de bon candidats car ils sont en différenciation terminale et meurent rapidement par
apoptose spontanée si aucun signal de survie ne leur est envoyé (Séité et al, 2000). Dans ces
cellules, la protéine anti-apoptotique principale est Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia 1), une
proteine de la famille Bcl-2 (Moulding et al, 1998 ; Dzhagalov et al, 2007). Ces deux genes
étant exprimés dans le méme type cellulaire, il était donc intéressant d’étudier une possible
relation fonctionnelle entre ces deux genes.
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Chapitre 1 : Expression simultanée de galig et Mcl-1

I- Effets antagonistes de Mcl-1 et galig

+ Protocole expérimental

Co-transfection

Les cellules HeLa (2.10° cellules par puits) sont mises en culture 24 heures dans une boite de
6 puits. Les cellules sont ensuite cotransfectées avec les plasmides (2 pug de chaque par
transfection) du tableau ci-dessous a raison de 4,5 pl de PEI 10 uM pour 1 pg de plasmide.

Tableau 18 : Plasmides utilisés pour étudier les effets antagonistes de Mcl-1 et galig

« @ » symbolise que pG5luc ne code aucune protéine

Noms des plasmides Protéines codées
pG5luc 2
(pour une quantité d’ADN équivalente dans les transfections)

pEGFP EGFP
pEGFP EGFP
pMcl-1 Mcl-1
pG5luc o}

PMG-EGFP Mitogaligine-EGFP

PMG-EGFP Mitogaligine-EGFP
pMcl-1 Mcl-1

Microscopie de fluorescence

Les transfections ont ensuite été vérifiées: les cellules observées par microscopie de
fluorescence par le biais des vecteurs exprimant I’EGFP, puis photographié¢es (Partie I1).

Lyse des cellules/ Dosage protéique/ Western-blot : Matériels et méthodes partie I1.

Les anticorps utilisés en western-blot sont indiqués dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Anticorps utilisés en western-blot peur 1’étude de I’expression des galigines
en présence de Mcl-1
Anticorps Produit chez | Concentration | Fournisseur Clone
Anti-GFP Lapin 1/ 50 000 Abcam Ab290
Anti-Mcl-1 Lapin 1/ 1 000 Santa-Cruz Polyclonal-S-19
Anti-B-Actine Souris 1/ 300 000 Sigma AC-15
Anti-Flag Souris 1/ 2 000 Sigma F3165
Anti-HRP Lapin 1/ 2 000 000 Sigma Polyclonal
Anti-HRP Souris 1/ 500 000 Proméga Polyclonal
+ Résultats

L’EGFP et la protéine de fusion mitogaligine-EGFP présentent la localisation attendue :
I’EGFP est diffuse dans I’ensemble de la cellule (A et B Figure 50), la mitogaligine-EGFP est
localisée dans les mitochondries (C et D).

De maniere attendue, les cellules co-transfectées avec le plasmide de référence pG5luc et les
plasmides codant les galigines (pMG-EGFP) (C) permettent d’observer une nette diminution
du nombre de cellules fluorescentes par rapport aux cellules témoins co-transfectées avec le
plasmide de référence et le plasmide codant EGFP (A). De plus, la majeure partie de ces
cellules fluorescentes présentent une morphologie typique des cellules en apoptose, a savoir
une diminution de leur taille, une condensation des organites intracellulaires et du cytoplasme.

La co-transfection du plasmide codant la protéine anti-apoptotique Mcl-1 avec le plasmide
codant ’EGFP ne modifie pas le nombre, ni I’aspect des cellules transfectées (B). En
revanche, la co-transfection des cellules avec les plasmides codant la protéine de fusion et
avec le plasmide codant Mcl-1, témoigne d’une nette augmentation du nombre de cellules
transfectées et d’une augmentation du nombre de cellules fluorescentes de morphologie
normale (D).

Les cellules exprimant le gene galig apparaissent donc beaucoup moins « stressees » en
présence de Mcl-1. Ce résultat suggere que la surexpression de la protéine anti-apoptotique
Mcl-1 s’oppose a I’effet toxique de galig.
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pGSluc pMcl1

pEGFP

pMG-EGFP

Figure 50 : Mcl-1 s’oppose a ’effet toxique induit par galig

Cellules HelLa transfectées avec des vecteurs: A- pG5luc + pEGFP, B- pMcl-1 + pEGFP, C- pG5luc +
PMG-EGFP, D- pMcl-1 + pMG-EGFP.
Les cellules sont analysées par microscopie de fluorescence 24 h apres transfection. Grossissement x100

Ce résultat a également été confirmé par western-blot (Figure 51). Les pistes 1 et 2 sont des
contréles correspondant a 1’expression de I’EGFP en absence ou en présence de Mcl-1. La
surexpression de Mcl-1 n’influe pas sur I’expression de ’EGFP. Alors que I’intensité de la
mitogaligine-EGFP détectée est faible aprés co-transfection avec le vecteur pG5luc (piste 3),
I’intensité de cette derniére augmente lorsque Mcl-1 est surexprimée dans les cellules (piste
4). L’augmentation de I’expression de la mitogaligine-EGFP reflete le résultat précédent
montrant la protection de Mcl-1 dans les cellules exprimant galig. Mcl-1 «autorise »
I’expression de galig dans les cellules. La diminution de la mortalité accroit le nombre de
cellules transfectées par galig, ce qui se traduit par une augmentation de la production de
mitogaligine-EGFP. La mitogaligine-EGFP est détectée sous une forme clivée dont la taille
est légerement supérieure a celle de ’EGFP seule (27 kDa) (pistes 3 et 4). La présence de
Mcl-1 n’empéche donc pas la protéolyse de la mitogaligine-EGFP.
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= pEGFP + pG5luc
~n pEGFP + pMcl-1
w pPMG-EGFP + pG5lue
» pMG-EGFP + pMcl-1

27kDa—> oD S W Anti-GFP

RO C R — Anti B-Actine

Figure 51 : La surexpression _de Mcl-1 autorise ’expression de galig_dans la cellule

Cellules HeLa co-transfectées avec les vecteurs codant : ¢ + I’EGFP (piste 1), Mcl-1 + EGFP (piste 2), ¢ + la
mitogaligine-EGFP (piste 3), Mcl-1 + la mitogaligine-EGFP (piste 4).

pG5luc est un vecteur ne codant aucune protéine, symbolisée par « @ ».
Les extraits cellulaires issus de la lyse de ces cellules 24 h aprés transfection ont été ensuite analysés par
western-blot avec les anticorps anti-GFP (1/ 50 000) et anti-B-actine (1/ 2 000).

- Diminution de I’expression de Mcl-1 endogene dans les cellules transfectées
par galig
+ Protocole expérimental

Transfection

Les cellules HeLa sont mises en culture 24 heures dans une boite de 12 puits a raison de
8.10* cellules par puits et sur des lamelles. Les cellules sont ensuite transfectées avec 2 pg
d’ ADN/puits avec les plasmides suivant :

Tableau 20 : Plasmides utilisés pour étudier I’expression endogéne de Mcl-1

Noms des plasmides Protéines codées
pEGFP EGFP
PMG-EGFP Mitogaligine-EGFP

Les cellules sont ensuite fixées et immunomarquées 24 h aprés transfection (Tableau 21)
selon le protocole décrit partie 1.
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Immuno-marquages des cellules :

Tableau 21 : Anticorps utilisés en western-blot pour étudier I’expression de Mcl-1 endogéne

Nature de

. Anticorps Clone Fournisseur Dilution
Panticorps
Anti- Mcl-1 (lapin) Polyclonal Santa Cruz- SC- 819 1/50
PRIMAIRE i i
Anti- Smac/Diablo |\, ocional BD- ref 612244 1/100
(souris)
I Amersham- ref
Anti-1 in-
nti-lgG lapin Polyclonal PA43004 1/1000
cyanine 3
SECONDAIRE
Anti-1 is-
nt gQ sours Polyclonal Zymed- ref 81-6516 1/ 100
cyanine 5
+ Résultats

La transfection par le vecteur pEGFP montre la localisation attendue de I’EGFP, la
fluorescence verte est diffuse dans le noyau et le cytoplasme (Figure 52). L’expression de
Mcl-1 endogéne dans les cellules transfectées par pEGFP ne difféere pas par rapport aux

cellules non transfectées par pEGFP (ligne A).

Smac/Diablo est une protéine apoptotique mitochondriale qui nous sert de marqueur pour la
chimere mitogaligine-EGFP (Colonne Smac/Diablo). Mcl-1 étant également une protéine

apoptotique mitochondriale, elle est colocalisée avec Smac/Diablo (ligne A).

La transfection par le vecteur pMG-EGFP (ligne B Figure 52) montre la localisation attendue
de la protéine de fusion, a savoir les mitochondries, confirmée par superposition avec la
colonne des cellules immunomarquées par I’anticorps anti-Smac. Par comparaison entre les
colonnes EGFP et Mcl-1, les cellules qui expriment la mitogaligine-EGFP (fluorescence verte

ligne B) montrent une diminution de I’expression de Mcl-1 endogéne.
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Mcl1 Smac/Diablo Superposition

| MGEGFP

Figure 52 : Galig diminue I’expression de Mcl-1 endogéne

Les cellules HeLa sont transfectées par pEGFP (A), pMG-EGFP (B). Les cellules sont ensuite fixées et immunomarquées 24
h apres transfection avec les anticorps anti-Mcl-1 (1/ 1 000) et anti Smac/Diablo (1/ 300 000). Les cellules sont observées en
microscopie confocale. Grossissement x 630

+ Conclusion

Dans les cellules Hela transfectées par le géne galig, la quantité de Mcl-1endogene est
diminuée. Nous avons également montre que la surexpression de la protéine anti-apoptotique
Mcl-1 s’oppose a I’effet toxique de galig.

Galig et Mcl-1 semblent donc étre impliqués dans une voie apoptotique commune.
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Chapitre 2 : Interaction mitogaligine/Mcl-1

Dans les deux premiéres parties de cette étude, nous avons pu montrer que les galigines
pouvaient jouer un rdle dans la voie dans laquelle Mcl-1 est impliquée : la voie moléculaire
induite par galig peut étre contrecarrée par 1’action de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. De
plus, la surexpression de galig diminue I’expression de Mcl-1 endogéne.

La plupart des protéines apoptotiques sont régulées par des interactions avec d’autres
membres apoptotiques, qu’ils soient pro ou anti-apoptotiques. Nous nous sommes donc
intéressés de savoir s’il existe une relation physique entre les deux protagonistes ;
mitogaligine et Mcl-1. La technique utilisée pour répondre a cette question est la
co-immunoprécipitation.

Les résultats présentés dans ce chapitre résultent d’expériences préliminaires. Nous verrons
qu’ils soulevent certains problémes techniques qui devront étre résolus avant d’apporter une
conclusion définitive.

+ Protocole expérimental

Transfection

Les cellules HeLa sont mises en culture dans une boite de pétri de 10 cm de diamétre, a
raison de 1,8.10° cellules par boite. La co-transfection des cellules s’effectue 24 h aprés, avec
25 ug d’ADN (12,5 pg de chacun des ADN) par boite (condition de transfection identique
a la partie 11-Matériels et méthodes) avec les plasmides suivants :

Tableau 22 : Plasmides utilisés pour 1’étude de I’interaction galigines/Mcl-1

Noms des plasmides Protéines de fusions produites
pFlag-Bak Flag-Bak
+ pMcl-1
pEGFP EGFP
+ pMcl-1
PMG-EGFP Mitogaligine-EGFP
+ pMcl-1
MGT390_EcEp Mitogaligine-EGFP mutée sur les Thr 38 et Ser
P 39 en Asp
+ pMcl-1

Les cellules transfectées sont ensuite lysées et les extraits protéiques sont immunopreécipites
selon le principe représenté Figure 53.
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Co-immunoprécipitation

Cellule
Protéines libres —>

Protéines qui interagissent

l Lyse Lyse dans 1 ml de tampon de lyse + 10 ul d’inhibiteurs de protéases {Sigma)
A '
Protéines Anticorps Concentration Provenance Utilisé pour:
L
& Anti-Flag 1pg Sigma-F3165 pFlag-Bak
l Y Anticorps Anti-GFP lpg Abcam-1218 | pEGFP, pMG-EGFP,
PMG#5390_EGFP

() Sous rotation a 4°c pendant 3 h

l Billes agarose-protéine G 100l de billes protéine G pour 1 pg d’anticorps

Protein G sepharose 4 fost flow- Sigma-P3296  Sous rotation a 4°C pendant 2 h
0
@ -
f a
3 X dans du PBS froid

l Lavages Centrifugation 16 000 rpm

¥ g Elution dans 40 ul de tampon Laemmli 2X

Dénaturation 95°C- 5 minutes

Y.;"'

v

Dépét sur gel SDS-PAGE (partie II)

7

Western-blot (partie I1)

A v Anticorps Concentration Provenance
—> Détection des protéines Anti-Flag 1/2000 Sigma-F3165
Anti-GFP 1/50 000 Abcam-ab290
Anti-Mcl-1 1/1000 Santa Cruz- SC-819

Figure 53 : Principe et protocole de la co-immunoprécipitation des galigines avec Mcl-1
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+ Résultats

Les pistes 1 Figure 54 A et B montrent I’expression de Mcl-1 (piste 1A) ou de Flag-Bak
(piste 1B) avant co-immunoprécipitation. La piste 2B représente le témoin de spécificité de
I’anticorps immunoprécipitant a savoir ’anti-Flag. Flag-Bak a bien été immunoprécipitée par
I’anti-Flag. La piste 2A révéle, comme attendu, la présence de la protéine Mcl-1 apres
immunoprécipitation de Flag-Bak, témoin de [Iinteraction entre ces 2 protéines
(Cuconati et al, 2003).

Les pistes 3B et 4B montrent respectivement la détection de I’EGFP avant et apres
co-immunoprécipitation par un anticorps anti-GFP. Avant immunoprécipitation, Mcl-1 est
détectée dans le lysat cellulaire (piste 3A). En revanche, la présence de Mecl-1 dans
I’immunoprécipité anti-GFP est troublante. Méme si cette présence est nettement plus faible
(piste 4A), le fait d’avoir un signal ne permet pas d’exclure une interaction non spécifique
entre ’EGFP et Mcl-1.

Comme attendu pour les cellules cotransfectées par pMcl-1 et pMG-EGFP, I’extrait protéique
avant immunopreécipitation contient la forme tronquée de la mitogaligine-EGFP (piste 5B)
ainsi que Mcl-1 (piste 5A). L’anticorps anti-GFP a immunoprécipité la mitogaligine—EGFP
sous sa forme clivée mais également sous sa forme non-clivée (piste 6B). La présence de
Mcl-1 dans I’immunoprécipité de la mitogaligine-EGFP (piste 6A) suppose une interaction
entre la mitogaligine et Mcl-1 car la quantité de Mcl-1 détectée est plus importante que celle
détectee avec la contréle négatif (piste 4A).

Les pistes 7 et 8 correspondent aux extraits protéiques issus des cotransfections de cellules
HelLa par les vecteurs codant la mitogaligine-EGFP mutée sur la Thr 38 et la Ser 39 en Asp, et
Mcl-1. Comme attendu, I’extrait protéique avant immunoprécipitation contient la forme non
clivée de la mitogaligine™****°-EGFP ainsi que la forme clivée (piste 7B) et Mcl-1 (piste 7A).
L’anticorps anti-GFP a bien immunoprécipité la mitogaligine *®**°-EGFP, sous sa forme
clivée ou non (piste 8B). Les résultats sont significativement différents des précédents,
I’immunoprécipitation de la mitogaliginengsggD-EGFP n’a pas entrainé la précipitation de
Mcl-1 (piste 8A), I’intensité étant comparable a celle du controle (piste 4A).
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Flag-Bak EGFP MG-EGFP MGT38S390_EGFP
—— —— —— ——
3 4 5 6 7 8
A 41kDa—> P 41kDa—> W@ "= 41kDa—> & . koa—> i =
Anti-Mcl-1 Anti-Mcl-1 Anti-Mcl-1 Anti-Mcl-1

B 27kDa—> * ” 45kba —> == 45kDa—> S

-
Anti-Flag
27 kDa—> 27 kDa — Ad . 27 kDa—> e

Anti-GFP Anti-GFP Anti-GFP

Figure 54 : Expériences de co-immunopreécipitation entre la mitogaligine et Mcl-1

Les cellules Hela ont été co-transfectées par pMcl-1 et les vecteurs : pFlag-Bak (pistes 1 et 2), pPEGFP (pistes 3
et 4), pMG-EGFP (pistes 5 et 6), pMG"™3**C.EGFP (pistes 7 et 8). Les cellules ont été lysées 24 h aprés
transfection. Un échantillon de chaque extrait protéique total est conservé pour témoin avant
immunoprécipitation (pistes 1, 3, 5, 7). Les lysats sont ensuite immunoprécipités par les anticorps anti-flag
(piste 2) et anti-GFP (pistes 4, 6, 8). Les immunoprécipitations sont ensuite analysées par western-blot avec les
anticorps anti-flag (pistes 1B et 2B), anti-GFP (pistes 3B, 4B, 5B, 6B, 7B, 8B), et anti-Mcl-1 (pistes de la
ligne A).

Les étoiles blanches indiquent des bandes non spécifiques.

+ Conclusion

Les résultats vont dans le sens d’une interaction de 1a mitogaligine mitochondriale avec
Mcl-1. La mutation des résidus T38 et S39 mimant une phosphorylation potentielle diminue
cette interaction. Ceci pourrait étre mis en relation avec la délocalisation de ce mutant de la
mitochondrie (Figure 38). En effet, cette hypothése va dans le sens de 1’absence d’interaction
entre la mitogaligine nucléaire et Mcl-1 (résultat non montré). L’interaction entre Mcl-1 et la
mitogaligine pourrait donc avoir lieu au sein des mitochondries. Néanmoins ces résultats
doivent étre confirmés. En particulier, il est nécessaire de s’affranchir du probléme
d’interaction non spécifique entre ’EGFP et Mcl-1 dans le contrdle (piste 4A). Nous mettons
actuellement au point une technique de BRET qui pourrait permettre de valider nos résultats.
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+ Modeéle de régulation de la mitogaligine par Mcl-1 (Figure 55)

La surexpression de Mcl-1 bloque la plupart des stimuli apoptotiques et inhibe
I’activation de Bax et Bak (Willis et al, 2005). La cellule déploie diverses stratégies visant a
réduire ’activité de Mcl-1 mais également celle des autres membres anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2. On pose alors la question du réle des galigines comme élément régulateur. En
effet, plusieurs résultats montrent que ces protéines sont impliquées dans une méme voie
apoptotique. D une part, la surexpression de Mcl-1 autorise la cellule a exprimer galig, en
retardant la mort de la cellule (Figures 50 et 51). D’autre part, la surexpression des galigines
diminue I’expression endogéne de Mcl-1 (Figure 52). De plus, Mcl-1 pourrait interagir avec la
mitogaligine mitochondriale (Figure 54). Cette interaction pourrait avoir lieu au niveau des
mitochondries puisque la délocalisation de la mitogaligine mutée sur les résidus thréonine 38
et sérine 39 en aspartate entraine la perte de cette interaction.

Dans la mesure ou la mort cellulaire induite par galig peut étre inhibée a la fois par
Bcl-X. et Mcl-1 mais pas Bcl-2, la régulation des galigines et notamment la mitogaligine,
pourrait étre assimilée a celle de la protéine pro-apoptotique Bak. Dans une cellule saine, Bak
est associée a Mcl-1 et Bcl-X,. mais pas Bcl-2. Mcl-1 séquestre Bak par son domaine BH3,
domaine necessaire a son oligomeérisation pour induire la mort cellulaire (Cuconati et al,
2003). Suite a un stimulus apoptotique, les protéines BH3 sont activées et séparent le
complexe Bak-Mcl-1 (Willis et al, 2005). A I’'image de Bak, on peut donc proposer le modele
de régulation presenté Figure 55: dans une cellule saine, Mcl-1 pourrait séquestrer la
mitogaligine sous une forme phosphorylée sur les résidus T29 et T73 soit une forme non
tronquée, donc inactive. Suite a un stimulus apoptotique, la dégradation de Mcl-1 est stimulée
par la surexpression de protéines BH3-seulement telles que Noxa. Bak est alors libre de
s’oligomériser et d’induire la mort de la cellule (Willis et al, 2005). La mitogaligine pourrait
également stimuler la dégradation protéique de Mcl-1, ce qui expliquerait que sa
surexpression  induise la diminution d’expression de Mcl-1 endogéne.  L’extrémité
N-terminale de la mitogaligine serait simultanément dégradée et la mitogaligine deviendrait
alors active, entrainant ainsi la dépolarisation de la membrane externe mitochondriale puis la
fuite de cytochrome c. D’autre part, la phosphorylation des résidus T38 et S39 pourrait
dissocier le complexe mitogaligine-Mcl-1, autorisant la translocation de la mitogaligine au
noyau et la dégradation de Mcl-1 par le protéasome. La mitogaligine nucléaire induit alors
I’apoptose depuis ce compartiment.
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Figure 55 : Modele de régulation de la mitogaligine par ses phosphorylations potentielles

Sous une forme non phosphorylée au niveau des résidus Thr 38 et Ser 39, la mitogaligine est localisée au sein
des mitochondries et peut interagir avec Mcl-1. La protéolyse de la mitogaligine entraine son activation. A
I’image des protéines BH3-seulement telles que Noxa, la mitogaligine pourrait alors induire la dégradation
protéasomique de Mcl-1. La neutralisation de Mcl-1 et I’activation de facteurs pro-apoptotiques provoquent
alors la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et le relargage de cytochrome ¢ dans le
cytosol. La mitogaligine phosphorylée sur les résidus Thr 29 et Thr 73 est stable dans les mitochondries. La
phosphorylation de ces résidus empéche un clivage par le protéasome. Sous cette forme, la mitogaligine reste
inactive et peut également se lier a Mcl-1. La phosphorylation des résidus Thr 38 et Ser 39 provoque la
délocalisation cytoplasmique de la mitogaligine et I’empéche d’interagir avec Mcl-1. Dans le cytosol, la forme
phosphorylée transloque vers le noyau par un transporteur inconnu, pour y induire I’apoptose.
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4+ La mitogaligine peut-elle étre assimilée aux protéines pro-apoptotigues de type
Bak/Bax ?

Les galigines sont impliquées dans la voie apoptotique de Bcl-X_ et Mcl-1. La
surexpression de ces derniéres dans des cellules HeLa diminue la toxicité induite par galig,
tandis que la surexpression des galigines diminue 1’expression endogéne de Mcl-1. La plupart
des membres de la famille Bcl-2 sont capables d’interagir ensemble pour activer ou
neutraliser leur fonction apoptotique. Les galigines pourraient donc étre apparentées aux
protéines de la famille Bcl-2 méme si aucune homologie de structure n’a été identifiée jusqu'a
présent. En effet, certaines protéines virales telle F1L, issue du virus Vaccinia, ne présentant
aucune homologie de structure avec les membres de la famille Bcl-2, interagit avec le
domaine BH3 de Bak pour empécher son activation. F1L est donc assimilée a Mcl-1 dans les
cellules en infection (Campbell et al, 2009). A T’inverse, les galigines pourraient étre
assimilées a des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. 1l ne serait donc pas étonnant
que Bcl-X. et Mcl-1 régulent la mort cellulaire induite par galig, et plus précisément par la
mitogaligine mitochondriale. Cette derniére pourrait étre assimilée a Bak/Bax. Cette
hypothése est d’autant plus plausible qu’il est maintenant admis que ces protéines de la
famille Bcl-2 interviennent également dans la régulation de voie alternative de la mort
cellulaire programmee, dans des voies indépendantes de caspases (Yanagisawa et al, 2003). 11
serait donc intéressant de savoir si la mitogaligine est susceptible de s’oligomériser ou si elle
induit I’activation de Bak ou Bax (Figure 56).
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Figure 56 : Modele de régulation de la mitogaligine par les membres anti-apoptotiques Mcl-1 et Bel-X;

A T’image de Bak, dans une cellule saine, la mitogaligine pourrait étre séquestrée dans les mitochondries par les
protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-X,_. Suite & un stimulus apoptotique, I’activation de protéines
BH3-seulement telles que Noxa ou Bad, neutralise voire dégrade ces molécules anti-apoptotiques. La
mitogaligine est ainsi libre de s’oligomériser ou bien libre d’activer I’oligomérisation de Bak pour perméabiliser
la membrane externe mitochondriale et induire la mort de la cellule.
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De plus, a I'image de Mcl-1, nous pourrions déterminer si Bcl-X, interagit physiquement
avec la mitogaligine et comment cette interaction est régulée. La surexpression de Bcl-X.
inhibe la libération de cytochrome c induite par I’expression de galig (Duneau et al, 2005). 1l
faudrait alors tester si, comme BcL-X., Mcl-1 empéche le relargage extra-mitochondrial de
cytochrome c.

+ Galig, un espoir thérapeutique ?

Galig, Bcl-X. et Mcl-1 semblent donc réguler une voie apoptotique commune. Nous avons
également montré que la surexpression de galig diminuait 1’expression endogéne de Mcl-1. ||
faudrait alors tester la diminution endogéne de Bcl-X._ liée a la surexpression de galig. Cette
réponse serait importante car il a été montré, dans des cellules de carcinome ovarien, que
Bcl-X._ et Mcl-1 étaient capables de coopérer pour empécher 1’apoptose induite par des agents
chimiotherapeutiques (Simonin et al, 2009). Galig pourrait alors présenter un potentiel
thérapeutique intéressant.

+ Galig dans la différenciation cellulaire

De nombreuses protéines apoptotiques sont impliquées dans les processus de
différenciation cellulaire. Certaines molécules pro-apoptotiques, vont permettre 1’activation
de caspases particuliéres, responsables des changements morphologiques de la cellule, sans
pour autant provoquer la mort de la cellule (Sordet et al, 2002 ; Launay et al, 2005 ; Rébé
et al, 2007). A I’opposé, des molécules anti-apoptotiques vont permettre la survie de la cellule
en cours de différenciation. Ce phénomeéne est qualifié d’apoptose abortive. La régulation de
la différenciation versus I’apoptose dépend donc de la présence de protéines anti-apoptotiques
de la famille de Bcl-2 telles que Mcl-1 (Kozopas et al, 1993; Sordet et al, 2002).
L’expression de Mcl-1 augmente suite a un signal de différenciation cellulaire et diminue
suite a un signal apoptotique. Pour accroitre son extinction dans les cellules apoptotiques,
Mcl-1 est également dégradée via le systéme ubiquitine-protéasome (Michels et al, 2005).
Des études sont actuellement en cours au laboratoire pour déterminer le réle de galig et Mcl-1
dans la différenciation des granulocytes en neutrophiles ou monocytes. Les cellules HL60,
cellules de leucémie promyélocytique humaine, peuvent, sous I’action du PMA (Phorbol 12
B-myristate 13 a-acetate) ou de la vitamine D3 di-hydroxylée, se différencier en neutrophiles
ou monocytes/macrophages. De maniére intéressante, 1’induction de cette différenciation
active 1’expression de galig. L’utilisation de siRNA dirigés contre galig et Mcl-1 dans ces
cellules HL60 modifie le cycle cellulaire et I’induction de I’apoptose. Mcl-1 semble jouer un
role dans I’arrét de la prolifération des cellules et empéche la différenciation des HL-60 en
monocytes/macrophages tandis que galig semble favoriser la différenciation.
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Les travaux de cette thése portent sur la régulation de la localisation intracellulaire et
de l'activité de la mitogaligine. Ils visent a comprendre comment la mitogaligine s’intégre
dans les voies de signalisation de ’apoptose.

Bien que principalement mitochondriale, nos travaux montrent que la mitogaligine possede
également une localisation nucléaire. Cette domiciliation secondaire est réalisée grace a un
nouveau type de signal d’adressage nucléaire non conventionnel, basé sur la répétition de
séquences peptidiques. Afin de comprendre la régulation de ce trafic intracellulaire, il sera
évidemment important de caractériser les partenaires cellulaires de la mitogaligine qui
participent a cette translocation vers le noyau.

Qu’elle soit mitochondriale ou nucléaire, la mitogaligine exerce un effet cytotoxique
dont les caractéristiques morphologiques et biochimiques sont regroupées dans le tableau 23.

Tableau 23 : Caractéristiques morphologiques et biochimiques de la mort cellulaire induite par la
mitogaligine en fonction de sa localisation intracellulaire.

Caractéristiques morphologiques et biochimiques | Mitogaligine mitochondriale | Mitogaligine nucléaire
Bourgeonnement de la membrane plasmique + +
Externalisation de la phosphatidylsérine
Formation de corps apoptotiques
Condensation des noyaux et mitochondries
Fragmentation de I’ADN en échelle
Translocation de Bax & la mitochondrie
Libération de cytochrome ¢
Activation de la caspase-3 -

+| 4|+

+| 4]

+ ||+ |+ |+ |+

La mitogaligine semble induire la mort cellulaire via la voie intrinseque
mitochondriale. Néanmoins selon la localisation de la protéine, la voie d’induction de la mort
cellulaire présente certaines disparités (fragmentation de I’ADN en échelle et activation de la
caspase-3). La mitogaligine semble donc en mesure d’induire la mort cellulaire selon des
voies apoptotiques différentes. L’ensemble de ces données laisse supposer une régulation fine
de la protéine. De plus, la mitogaligine mitochondriale fusionnée a 'EGFP est détectée au
sein des mitochondries sous une forme clivée contrairement a la protéine de fusion nucléaire.
Nous avons montré, que le protéasome pouvait étre impliqué dans cette dégradation de la
protéine, sans pour autant mettre en évidence une ubiquitinylation potentielle. La mutation
des Thr 29 et Thr 73 et des Thr 38 et Ser 39 en résidus phosphomimétiques a montré que la
phosphorylation pourrait intervenir dans la régulation de cette protéolyse protéique. Les
résidus Thr 29 et Thr 73 seraient également des éléments clés de la fonction de la
mitogaligine, puisque leur phosphorylation potentielle entraine une perte de la cytotoxicité de
la protéine. De plus, les acides aminés Thr 38 et Ser 39 pourraient étre impliqués dans la
régulation de la localisation de la mitogaligine, une phosphorylation potentielle entrainant
alors sa délocalisation des mitochondries au profit du noyau et cytoplasme. Ce résultat
expliquerait la cytotoxicité de ce vecteur dans les cellules HeLa qui I’expriment. Cependant, il
est difficile a I’heure actuelle de savoir si les deux voies de signalisation sont impliquées dans
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des interactions fonctionnelles de régulation du processus apoptotique ou si elles sont
indépendantes 1’'une de ’autre.

Outre les modifications post-traductionnelles, nous avons recherché si les membres de la
famille Bcl-2, connus pour étre des éléments régulateurs de la mort cellulaire programmée,
pouvaient influer sur la mort cellulaire induite par galig. 1l apparait que les protéines
anti-apoptotiques Bcl-X_ et Mcl-1 s’opposent a l'effet toxique de galig. De plus, la
surexpression de galig diminue la production endogene de Mcl-1. Galig et Mcl-1 ayant une
spécificité d’expression dans les monocytes et granulocytes, ces résultats ouvrent donc des
perspectives intéressantes sur la régulation du processus apoptotique dans ces cellules.

Les résultats obtenus avec les cellules HeLa devront néanmoins étre confirmées dans
d’autres modeles cellulaires susceptibles d’exprimer la mitogaligine. En effet, les études
réalisées au cours de cette thése sont basées sur des expériences de surexpression de la
protéine. Egalement, I’outil principal reste les protéines de fusion. Ces approches pourraient
limiter la significativité des observations réalisées et notamment la surexpression de la
proteine pourrait influer sur son caractére cytotoxique ou sur sa localisation. Néanmoins, il
faut prendre en compte que dans les expériences utilisant des mutants ponctuels, la
cytotoxicité est indépendante de la quantité de protéine. Par exemple, les mutations des
thréonines 29 et 73 en aspartate, sans changer la localisation de la protéine, augmentent
sensiblement la quantité de protéine détectée tout en diminuant la cytotoxicité. Ceci laisse
supposer que la quantité de protéine n’influence pas I’activité cytotoxique de la mitogaligine.
De méme, I'utilisation de la protéine reporteur EGFP pourrait moduler la cytotoxicité des
galigines. Cependant, des expériences réalisées au laboratoire et utilisant des vecteurs codant
des formes non fusionnées des galigines, confirment leurs propriétés cytotoxiques. Un des
principaux problemes rencontrés est la difficulté de détecter la production de la mitogaligine
mitochondriale. Cette difficulté est certainement liée au fait que nos anticorps anti-
mitogaligine ne sont pas capables de reconnaitre la mitogaligine dans la mitochondrie. Ces
observations justifient donc notre approche technologique de la surexpression et de
I’utilisation de protéines de fusion. Néanmoins, la production d’un nouvel anticorps est
indispensable pour les approches in vivo de galig.

L’objectif pour le laboratoire étant d’étendre nos connaissances sur la fonction du géne
et des galigines in vivo, il sera particulierement intéressant de repérer la production tissulaire
et cellulaire de la mitogaligine en s’intéressant plus particuliecrement aux cellules
leucocytaires. A ce jour, ’expression de la mitogaligine in vivo n’a été montrée que dans des
cellules hépatocytaires HepG2 (Lehr et al, 2005). Il faut noter, dans cette étude, que la
surexpression du facteur de transcription SREBP-1A, régulateur du métabolisme lipidique,
induit une diminution de la production de mitogaligine mitochondriale.

Etudier ’expression de galig dans différentes pathologies constitue une autre perspective
in vivo essentielle. Des études pilotes de I’expression de galig dans la polyarthrite rhumatoide
ou dans des tumeurs myéloides ont montré des modifications significatives du ratio
galig/Mcl-1 (études en cours au laboratoire). De plus, Alsge et ses collaborateurs ont détecté
des anticorps anti-cytogaligine chez un patient atteint d’un cancer de la prostate
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(Alsge et al, 2008). Ces résultats préliminaires sont donc prometteurs et incitent a développer
les études visant a comprendre les fonctions de ce géne in vivo.
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Pauline ROBINET

La mitogaligine, protéine de la mort cellulaire programmée :
Localisation nucléaire, conséquences de modifications post-
traductionnelles potentielles et interaction fonctionnelle avec Mcl-1

Résumé

La mitogaligine est une protéine codée par le géne galig, un géne inducteur de la mort cellulaire.
Préalablement, il a été montré au laboratoire que cette protéine mitochondriale pouvait induire la
mort cellulaire selon une voie alternative de I'apoptose. Nos études indiquent que la mitogaligine
peut également étre adressée au noyau ou elle exerce aussi une activité cytotoxique. Le signal
d’adressage nucléaire est non conventionnel et lié a une répétition d’acides aminés. Il n’est
fonctionnel que si le signal de localisation mitochondriale est aboli. La fonction cytotoxique de la
mitogaligine pourrait donc étre régulée par son adressage subcellulaire.

De nombreuses protéines apoptotiques sont régulées par des modifications post-traductionnelles.
La mitogaligine posséde différents sites de phosphorylation potentiels. Plusieurs d’entre eux ont
été mutés afin de mettre en évidence une éventuelle implication de cette fonction dans I'activité de
la mitogaligine. La mitogaligine non mutée subit une ou plusieurs coupures protéolytiques. La
mutation des résidus thréonines 29 et 73 en résidus phospho-mimétiques diminue cette protéolyse
mais aussi la cytotoxicité de la protéine. Le méme type de mutations de la thréonine 38 et la sérine
39 provoque une délocalisation de la protéine.

La derniére partie de la thése s’intéresse plus particulierement a l'interaction fonctionnelle entre la
mitogaligine et Mcl-1, une protéine anti-apoptotique de la famille-Bcl-2. La coexpression de galig et
Mcl-1 réduit la mort cellulaire induite par I'expression de galig et la surexpression de galig réduit la
production endogéene de Mcl-1. Ces résultats montrent une implication de galig dans une voie de
régulation de I'apoptose. Galig pourrait donc représenter une cible thérapeutique pour restaurer la
mort cellulaire dans des cellules surexprimant des protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2.

Mots clés : mitogaligine, mort cellulaire programmée, apoptose, cytotoxicité, localisation nucléaire,
régulation, phosphorylation, interaction, membres de la famille Bcl-2.

Mitogaligin, a programmed cell death protein: Nuclear localization,
post-translational consequences and functional interaction with Mcl-1

Summary:

Mitogaligin is a protein encoded by galig, a cell death gene. Previously, it has been shown in our
laboratory, that this mitochondrial protein induces cell death through an alternative pathway of
apoptosis. In this report, we show that mitogaligin can also be addressed to the nucleus where it
exhibits also a cytotoxic activity. The nuclear localization signal is not conventional, based on a
repetition of amino acids, and function only if the mitochondrial localization signal is inactivated.
Thus, the cytotoxicity of mitogaligin could be regulated by its subcellular localization.

A large number of apoptotic proteins are regulated by post-translational modifications. Mitogaligin
has several potential sites of phosphorylation. Some of them have been mutated to highlight the
possible role of phosphorylation in the mitogaligin activity. The wild type protein undergoes one or
several proteolytic cuts. Replacement of the threonines 29 and 73 by phospho-mimetic residue
decrease mitogaligin proteolysis and also mitogaligin cytotoxicity. The same type of mutation on
threonine 38 and serine 39 induces a re-localization of mitogaligin outside mitochondria.

The last part of the manuscript focuses on the functional interaction between mitogaligin and Mcl-1,
an anti-apoptotic protein of the Bcl-2 family. Coexpression of galig and Mcl-1 significantly reduces
galig cell death and overexpression of galig reduces production of endogenous Mcl-1. Therefore,
galig could represent a therapeutic target in order to restore cell death in cells overexpressing anti-
apoptotic proteins of the Bcl-2 family.

Keywords: mitogaligin, programmed cell death, apoptosis, cytotoxicity, nuclear localization,
regulation, phosphorylation, interaction, Bcl-2 family protein.
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