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3-AT : 3-amino-1,2,4-triazole
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ANGPTL4 : « Angiopoietin-related protein 4 »

APC : « Adenomatous Polyposis Coli »

APREF : facteur de réponse de phase aigle ("acuasepiesponse factor")
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BET : bromure d'éthydium
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BSA : albumine du sérum bovin ("bovine serum altini

bZIP : "basic leucine zipper"

CDK4 : "cyclin-dependent kinase 4"

CDKNI1A : "cyclin-dependent kinase inhibitor 1A"

CE3 : "coupling-element-like sequence”

CKIl : “cyclin-dependent kinase inhibitor”

CTD : domaine carboxy-terminal ("carboxy terminahthin®)

CTLA4 : antigéne cytotoxique 4 des lymphocytes T

DBD : domaine de liaison a I’ADN

DDB1/2 : protéine de liaison a I'ADN spécifiqgue dissnmages de I'ADN 1/2
DNMTL1 : DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1



ECL : “enhanced chemiluminescence” : détection arég de la chimiluminescence"
EDF1 : “Endothelial differentiation-related facttr

EGFR : récepteur du facteur épidermique de crotEsan

ERF : facteur de réponse a I'éthylene

Era : récepteur alpha de l'cestrogéne

EST : marqueurs de séquences exprimées ("expresgadnce tags")
Ets-1 : "v-ets erythroblastosis virus E26 oncogem@olog 1"

Fc : fragment crystallisable d’'un anticorps (paci@stante)

FOXOL1 : « Forkhead box O1 »

FRET : transfert d'énergie par résonnance de fhoeree

FT : facteur de transcription

GA : acide gibbérellique ("giberellic acid")

GID1 : récepteur de I'acide gibberellique ("gibllierénsensitive DWARF1")
HDAC : histone déacétylase

HIF-1a : facteur hypoxique inductiblex]("hypoxia-inducible factor")
HSP : protéine de choc thermique ("Heat Shock Rrte

IGF-1 : facteur de croissance insulinique 1

[I-1 B /-6 : interleukine-{/-6

IPTG : IsopropyB-D-1-thiogalactopyranoside

JAK : “Janus-activated kinase”;

JAP : jour(s) apres pollinisation

LEA : "Late Embryogenesis Abundant Protein”

LEC1/2 : "leafy cotyledons 1/2"

LUMIER : « LUminescence-based Mammalian IntERactome

MAP kinase : protéine kinase d'activation mitogéeiq'mitogen-activated protein kinase")
MAPPIT : « MAmmalian Protein-Protein Interactionapr»

MMLV-RT : “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse dmscriptase”
MtSAP1 : "Medicago truncatula Stress-Associatedddnal”

NER : réparation par excision de nucléotide

NF-kB : “nuclear factor-kappa B”

OsiSAP1 : Oryza sativastress-associated protein 1"

PBS : tampon phosphate salin

pBT : plasmide appat

PCNA : antigene nucléaire de prolifération celltdai



PCR : réaction de polymérisation en chaine

PHB2/REA/BAP37 : prohibitine 2 ("prohibitin 2/redsp of estrogen antigen/B-cell activated
protein 37")

PI3K : phosphoinositide-3-kinase"

P-LISA : « Proximity Ligation in Situ Assay »

protein -/- ou souris KO : souris dont les 2 alladiel gene codant la protéine sont annihilés.
PTRG : plasmide cible

PTRG-XR : plasmide cible prédigéré

PVDF : polyfluorure de vinylidéne

rATP : ribose adénosine triphosphate

Rb : protéine du rétinoblastome

RNAI : ARN interférentiel

ROS : composés réactifs de I'oxygene ("reactivegeryspecies")
RPL13/18/29/S2 : protéine ribosomale 13/18/29/S2

SAP : protéine associée au stress (stress-assbpiatein')
SDS-PAGE : electrophorese par gel d'acrylamideoawitions dénaturantes ("sodium
dodécyl sulfate-polyacrylamide gel electrophergsis"

SOCSL1 : suppresseur de la signalisation des cysKin

SOD: superoxyde dismutase

SSeCKS : « src-suppressed C-kinase substrate »

SSH : hybridation suppressive et soustractive

STAT : transducteur de signal et activateur dedadcription

StMBF1 : "Solanum tumerosum multibridging factor 1"

SV40 : « Simian Virus 40 »

SVF : sérum de veau foetal

TBP : protéine de liaison a la TATA box.

TGF : facteur de croissance transformant beta

TNFa : facteur de nécrose tumoral alpha ("tumor-nesrfasitor alpha™)
UPR : "Unfold Protein Response™

USP : "Ubiquitin-Specific Proteases"

VEGEF : facteur de croissance épithélial vasculaire

Western Blot (WB) : SDS-PAGE suivie par une immungpeeinte.
aRNApol : sous unité alpha de 'ARN polymérase

Acl : répresseur du bacteriophage lambda
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Le séquencage des génomes a été un projet majéaicdenmunauté scientifique lors
de ces deux derniéres décennies. L'un des preggmmemes séquenceés est celui de la plante
modeéleArabidopsis thalianachevé en 2000 [1] et c’est en 2003 que s’estvécleeprojet de
séquencage du génome humain [2]. Que ce soit dathenhaine agro-alimentaire ou dans le
domaine de la santé, ces projets étaient porteersnambreux espoirs quant a la
compréhension des mécanismes pathologiques awndetalaire. Cependant, il s'est avéré
gue I'étude des genes et de leurs modificationtait’pas suffisante dans la compréhension
de nombreux états physiologiques et pathologiquigs’g était indispensable de connaitre et
de comprendre les mécanismes protéiques mis ee plawr appréhender ces phénomeénes.
Ainsi, depuis quelques années en recherche, lengg@adaissé la place a son interprétation, le
protéome. Par exemple, dans le cas des organidoras sapiengt Arabidopsis thalianaon
estime a ce jour qu’environ 500 000 protéines @nowent de 25 a 30 000 génes. L'étude du
protéome est donc plus complexe mais plus spéeifiglun état physiologique ou

pathologique.

I. Intérét des interactions protéine-protéine.

« Si le génome est le code de la vie, les inteyastiprotéiniques représentent le
systeme de communication — l'internet de nos cerpgse plus souvent, la fonction d’'un géne
se manifeste par l'activité de la protéine qu’ideo Par ailleurs, le taux d’ARN messager
(ARNmM) n’est pas toujours corrélé au taux de praécorrespondant et la fonction des
protéines est rarement unique. Selon les stimitiairx, la surproduction, I'extinction ou
I'activation d’'une protéine induit des effets nommx, synergigues ou méme antagonistes.
L’identification des complexes protéiques permeapgrofondir les différentes fonctions
d'une protéine d’intérét, voire d'appréhender sacfmn initiale lorsque celle-ci est

totalement inconnue.
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Les interactions protéine-protéine sont un aspsetrgiel des processus biologiques.
Elles sont fortement impliquées dans la formatiensttuctures macromoléculaires, dans la
signalisation, dans la régulation et dans les wfftes voies métaboliques. Leur étude est
donc cruciale pour la compréhension des réseauntediction protéiniques, but majeur dans
'étude des systemes biologiques. Les interactimoseine-protéine ont un réle conséquent
dans l'induction de beaucoup d'états pathologicetedans les processus importants pour la
pathogenese des infections bactériennes et vidles

La haute spécificité de ces interactions fait @®ltles cibles idéales pour les agents
thérapeutiques [5,6]. Dans certains cas, notamroket les plantes, l'identification des
interactions protéine-protéine est une étape oetidans la détermination des fonctions de
protéines inconnues. En effet, 'absence d’outilshhologiqgues comme une vaste collection
d’anticorps ne permet pas dans certains cas d&tualiiectement la fonction d’une protéine
donnée.

Ce type d’étude a permis de construire pour uramst une carte d’interactions d’'un
groupe fonctionnel de protéines [7], de petits gwaies [8] voire de protéomes plus
complexes [3,9-12]. La figure 1 extraite des travde Giotet al. en 2003 sur I'interactome
de la drosophile montre une vue globale du résemerhctions selon la localisation
cellulaire.

La forte prédiction des relations fonctionnelles pietéines dont linteraction a été
montrée est importante pour I'annotation des geGé®z les végeétaux, les protéines sont
souvent définies uniquement par la traduction dpieéce codante. Le séquencage partiel de
génomes comme ceux du blEriicum aestivum 17000 Mb) et du maisZéa mays 2500
Mb), ou total des génomes de I'Homntdomo sapiens3000 Mb),d’Arabidopsis thaliana
(157 Mb), ou du rizQryza sativa430 Mb), n’a pas abouti a I'annotation fonctiolmale
chaque gene, notamment du a la complexité des ggnqui peuvent étre jusqu’a hexaploide
(cas du blé). De plus, I'étude fonctionnelle desagedans un organisme ou un tissu donné ne
donne pas des résultats toujours applicables aigipes correspondantes.

La construction de carte d’interactions est doncoutil intéressant pour aider a
'annotation fonctionnelle des séquences génomigliesganismes dont le génome est
complexe ou peu étudié. Cette cartographie deviggmne indispensable aux études post-
génomiques et il existe de nombreux sites intengegnsant les interactions protéine-protéine
démontrées et/ou hypothétiques : STRING [13], Int@Ae], MINT [15], BIND [16], iIHOP
[17], BioGRID [18] et DIP [19] en sont quelques ex#es.
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Figure 1 Carte d'interaction protéinique de la drosophile.
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Chaque protéine est colorée selon son annotation@® ontologique. 2346 protéines et 2268
interactions sont représentées.

Réf.: [3] Giot, L., Bader J. Set al. A protein interaction map of Drosophila melanogasScience
(2003) 302 : 1727-36.
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La figure 2 ci-contre présente un exemple des tasubbtenus apres recherche sur la
banque de donnée STRING 8.1 des interactions piotéine humaine p21™. Par extension,
des banques de données spécifiques des domaimgsratition voient le jour grace aux
informations collectées par ces premiéres bangssscees aux expérimentations, telles que
InterDom [20], permettant de construire des résediinteraction [21]. Avec l'essor des
technologies d'études des interactions, ces donpetisipent a la mise en place d’outils pour
la construction de cartes de réseaux des réadtitasellulaires. Ces réseaux sont utiles pour
la compréhension des voies protéiques mais aussi’pderprétation des données obtenues a
partir des puces a ADN ou a protéines [22,23].

Toutefois, c’est 'augmentation des technologiestuties des interactions ainsi que
leur perfectionnement qui reste primordial, puisqaete étude bioinformatique doit étre
validée par une étude expérimentale. Le nombréediation entre protéines est considérable.
L'exploration de ces réseaux protéiques complegesssite des méthodologies adaptées ainsi

gue des outils bioinformatiques puissants pouatesyser.
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Figure 2: Réseau d'interaction de p#t.

L'interface STRING 8.1 présente les 20 partenadisteraction de p2l/wafl recensées dans les
banques de données et/ou vérifiées expérimentatetioen I'indice de confiance est le plus élevé.
Réf.: http://string.embl.de/
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Il. Techniques d’études des interactions.

Les techniques présentées ici sont regroupéegali@ss dans une revue de Phizicky
de 1995 [24] et dans une revue de Suter de 2008 [25

1. Méthodes génétiques.

L’intérét pour les interactions protéine-protéin@racédé les outils pour les étudier.
La bonne connaissance de certains génomes commeale&8accharomyces cerevisiae de
Drosophila melanogastea permis d’étudier indirectement les interactienre protéinesia
la génomique. Ces techniques sont basées sur leebmmnaissance des génes codant les
protéines d’intérét et leurs mutations. La méthdds suppresseurs extragéeniques, de I'effet
synthétique létal et de la non-complémentationodige (« unlinked noncomplementation »)
[24] sont des méthodda vivo basées sur un changement de phénotype et desamsitat
induisant des variations dans l'interaction praggmotéine. Dans certains cas, une mutation
sur la protéine Y compense une mutation sur laépretX et restaure I'activité du dimere XY
(suppresseurs extragéniques). De méme, un phéndtypeune surexpression de la protéine
X peut étre modifié par surexpression de la pret&ir(phénotype de surexpression) [24]. Ces

techniques sont devenues désuétes avec I'appalgiométhodes biochimiques.

2. Méthodes biochimiques.

Les techniques biochimiques sont les plus utilispasce qu’elles sont les plus
nombreuses, les moins chéres et les plus accessipdméralement elles ne nécessitent pas de
matériel complexe. Elles sont toutes basées sarida en évidence d’une interaction entre
une protéine d’intérét et une protéine cible. Lat@ine d’intérét sélectionne la protéine cible
qui va étre analysée pour étre identifiée. Chaameces méthodes a sa spécificité et sa
sensibilité. Une haute spécificité signifie queplapart des interactions détectées existent
dans la réalité. Une forte sensibilité signifie daglupart des interactions existante vont étre

détectées. L'utilisation de I'une de ces méthodgsedd donc du type de résultat recherché.
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a. Techniquesn vitro.

La chromatographie d’affinité [26] est une des peges techniques biochimiques
utilisées : la protéine d'intérét est liée a undriv@ de sépharose. Les protéines cibles sont
retenues puis éluées avec la solution adéquateegjuionction du systeme de rétention :
salinité, chaotropie, enzymatique. Tres efficadle, mecessite cependant la purification de la
protéine d'intérét. Les techniques utilisant desides affines ou protéiques (« affinity
probing » et « protein probing ») sont aujourd’pau utilisées et ne sont donc pas détaillées
ici [24,27,28]. Le transfert de marquage (« lalbahsfer ») [29] et la technique P-LISA [30]
sont également trés peu utilisées mais elles pr&sElintérét majeur de pouvoir détecter des

interactions faibles et/ou transitoires (cf. fig@je

Figure 3: Systeme P-LISA.
PM
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Les protéines sont liées a des anticorps spécgigaealement liés a des oligonucléotides spécifique
(« proximity probes »). La proximité des 2 oligol&atides permet leur connexion, ce qui forme une
structure circulaire qui peut étre liée par des Aligjdses (points verts). La molécule résultante der
matrice pour le 'amplification circulaire (RCA).eLproduit peut étre obtenu par hybridation d’'une
sonde marquée avec un fluorophore spécifique dedmence produite (lignes jauneREf.: [25]
Suter, B.et al. Interactive proteomics: what lies ahead? BioTemphes (2008) 44 : 681-91.

Parmi les méthodes biochimiquesvitro, deux techniques de mise en évidence de
complexe protéique par précipitation sont réguiieet utilisées : la coimmunoprécipitation,
basée sur I'utilisation d’un lysat cellulaire [24},la précipitation du complexe vitro (« pull
down »),qui nécessite I'utilisation de protéines recombteaf81]. Ces techniques présentent
l'intérét majeur de ne pas dénaturer les protéigdss ont été utilisées dans ce travail et sont

détaillées ci-apres.
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i. Coimmunoprécipitation.

La coimmunoprécipitation est la méthode principalgtude des interactions
protéiques puisqu’il est possible d’utiliser detpmes endogenes, marquées avec une
étiquette (« tag ») et/ou surexprimées. A partimdysat cellulaire traité ou non, la protéine
d’intérét est immunoprécipitée avec un anticorgcijgue lié a des billes de protéine A ou G
couplées a de la sépharose. Les conditions étamtdéoaturantes, toutes les protéines
interagissant avec la protéine dintérét vont émessi précipitées. Aprés lavages, les
complexes protéiques sont dénaturés et les pamsndiinteraction sont analysés sur gel
dénaturant (SDS-PAGE) suivie d’une immunoempreioex western blot », spécifique de la

protéine cible supposée (cf. figure 4).

Figure 4 Coimmunoprécipitation.

Western blc

Le complexe protéine 1/protéine @ ) préstants le lysat cellulaire est hybridé avec I'anfsor
anti-protéine 18 ) puis précipité par fixatide billes de sépharose ( ) a I'anticorps anti€inat 1.

La présence de la protéine 2 liée a la protéing aralysée par western blot.

Cette méthode permet de détecter a la fois lesartiens directes et indirectes. La
spécificité de la technique est élevée mais unée gateraction est étudiée par test, il est
impossible de cribler une banque de protéines. D& p est nécessaire d’avoir au minimum
2 anticorps a disposition. La coimmunoprécipitatiest donc généralement utilisée pour

confirmer une interaction mise en évidence partdesuechniques.
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ii. Précipitation du complexe in vitro : « Pull down».

Basé sur le méme principe de précipitation des texep protéiques que la
coimmunoprécipitation, le « pull down » présentéédents avantages et inconvénients [31].
Le principe est schématisé sur la figure 5. La énet d'intérét est produite de maniére
recombinante fusionnée a un «tag » qui va perenatdr purification par affinité sur une
matrice correspondante. La protéine cible purifi@eun lysat protéique est incubé avec la
protéine d'intérét liée a la matrice. Apres lavalgs, complexes formés sont analysés par

western blot afin de vérifier la présence de lagne cible.

Figure 5: Principe du “pull down”.

Productiorrecombinante de la protéin Lysat cellulair

_ Extractior
Extractior
- Purification
Purification sur sur colonne
colonr.]e' d’affinité
d’affinité

i

Incubation de la protéine purifiée 1 avec le
lysat cellulaire ou avec la protéine purifiée 2

l

Western blc

La protéine d’intérét 1 purifiée et marquée avecung » @ ) est mise en contact avec la protéine
cible 2 purifiée également marqué®}{ ) ou avedysat cellulaire contenant la protéine[@).
L’'interaction se faiin vitro et est analysée par western blot.
Légende
BB Bactéries transformées respectiveragat la séquence de la protéine d'intérét 1 fugierin
un peptide de purification @ ) et avec la ségeete la protéine d'intérét 2 fusionnée a un
peptide de purification D )

3% @ Bactéries recombinantes produisanpietéines 1 et 2 (respectivement).
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Comme pour la coimmunoprécipitation, cette méthndepermet pas de cribler de
nombreuses interactions simultanément et l'iderd@éla protéine cible est déja supposée.
Dans le cas d'un « pull down » entre deux protéimesfiées, I'interaction démontrée est
forcément directe, alors que dans le cas d’'un lysedt possible de détecter également les
interactions indirectes. La production recombinaidechacune des deux protéines donne la
possibilité de réaliser des mutants de chaque ipmtét donc de définir les domaines
d’interaction de chacune d’entre elles. Touteftessystéme est réalisg vitro entre deux
protéines pures, ce qui peut forcer I'interactios.concentration de chacune des protéines est
donc un parametre essentiel de la validité de koce.

iii. Puces a protéines.

En 1993, la société Affymetrix a mis au point lemier systeme d’étude des genes a
haut débit, nommeé puce a ADN [32]. Les puces a AigNnettent de mesurer et de visualiser
tres rapidement les différences d'expression desregénes et ceci a I'échelle d'un génome
complet. Elles sont basées sur la complémentanitiée eles deux brins des ADN
complémentaires (ADNCc) ; la comparaison des prafisxpression génique dans différentes
conditions expérimentales permet de fournir desrmétions pouvant aller de la définition du
mécanisme d’action d'une drogue ou de sa toxicttergielle a la mise en évidence de
nouvelles cibles [33]. Cette méthode est rapidejahirisée, automatisée, relativement bon
marché, I'analyse se fait par des logiciels infaiquees et elle permet le crible simultané de
100 a 30 000 genes en une seule expérimentation.

Le succes de ce procéde a permis de mettre en yhasgsteme similaire ou '’ADN
est remplacé par des protéines. Les puces a pestéont destinées a la résolution du réseau
d'interactions moléculaires dans les complexes dméipes et dans l'ensemble des
organismes, le criblage des inhibiteurs pour létwtkes interactions protéine-protéine,
protéine-ADN et protéine-petit ligand, etc. Les @sica protéines sont cependant plus
difficiles a mettre en ceuvre, les protéines étastmolécules plus fragiles et de composition
chimique plus variable que I'ADN. De plus, les @ioes ne peuvent étre rapidement
amplifiéesin vitro et leur conservation a I'état natif est plus dikc De ce fait, une des
étapes critiques de la mise au point de ces pstadedixer des protéines a la surface solide
de la puce sans les dénaturer et d’avoir une @geasstez importante pour pouvoir détecter une
activité. Plusieurs méthodes de détection sontilpless(enzymatique, colorimétrique) mais la
fluorescence reste la méthode de choix. Les pluses sont les puces BIACORE et
ProteinChip® (CIPHERGEN) pour lesquelles le primcide base est le méme, a savoir

I'affinité des protéines cibles pour la surfacesont fixées des protéines sondes. Trois types
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de puces a protéine sont couramment utiliséese aoalytique, puce fonctionnelle et puce en
phase inverse (cf. figure 6A).

Les puces analytiques sont utilisées pour identifiemélange complexe de protéines
afin de mesurer l'affinité de liaison, la spécificou le taux d’expression des protéines. Dans
ce cas, une banque d’anticorps ou de peptidex@&st §ur la surface solide, puis une solution
protéigue est incubée avec la puce. La puce uttldes anticorps est la plus usitée [34,35] et
est schématisée en exemple sur la figure 6B. Alasidifférences de profils d’expression
protéigue mis en évidence par cette technique peugte utilisées pour le diagnostic
clinique [36]. Plusieurs travaux ont été effectaas ce type de puce pour la comparaison de
protéome en réponse aux stress environnementagowula comparaison du protéome de
cellules saines avec le protéome de cellules &[37-39].

Figure 6: Principe des puces a protéines.
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A : plusieurs types de puces a protéines existdivers types de protéines peuvent étre attaché&es a
surface solide de la puce, permettant différentedyaes : comparaison du protéome entre un état
d’intérét et un état de référence ou puce analgtigauche), ou mise en évidence d’interactions, de
réactions ou puce fonctionnelle (droite). B : Exéangfanalyse comparative par puce a protéine ou
sont fixés des anticorps spécifiques sur la puce.

Ref : [38] Phizicky E. Protein analysis on a proteostale Nature (2003) 422 : 208-15.

28



Les puces fonctionnelles sont composées de pretéamtieres ou de domaines
protéiques fonctionnels. Elles permettent I'étu@ds dctivités biochimiques d’'un protéome
entier et sont utilisées pour la détection d'intéoms protéine-protéine, protéine-
phospholipides et protéine-petit ligand [40,41]. &frtype de puce existe, la puce en phase
inverse (RPA), proche de la puce analytique. Umtlyellulaire est fixé sur une puce en
nitrocellulose, par la suite hybridée avec I'antiode la protéine d'intérét. La quantification
du taux de protéine d'intérét est possible par @maipon avec des peptides de référence
analysés en parallele. La puce RPA permet de diéterda présence de protéines altérées et
notamment lorsque I'altération concerne les maodiitns post-traductionnelles [42,43].

Malgré la difficulté de mise au point, les pucegpratéine peuvent devenir une
méthode rapide et a haut-débit pour identifieralemgements d’expression ou de fonction de
protéines dans une pathologie et donc étre utdis@as les diagnostics. De plus, elles seront

une méthode tres puissante pour la détection déiatiens protéiques [44-46].

b. Techniquesn vivo.

Les méthode# vivo nécessitent un matériel particulier puisque I'gealse fait par
lecture de fluorescence ou d’ultra-violet. Les teghes de transfert d’énergie fluorescente ou
luminescente par résonnance (FRET, BRET) ou derdboence par complémentation
bimoléculaire (BIFC) sont schématisées sur la &gidr Brievement, les deux protéines,
fusionnées a un fluorophore donneur pour 'uneceepteur pour l'autres, sont transfectées
dans la cellule. Lorsqu’elles interagissent il ¥mission de fluorescence (FRET [47]). Le
remplacement du fluorophore donneur par la lucérainduit une émission de
bioluminescence et diminue le bruit de fond (BREB8]]. De méme, le remplacement des
deux fluorophores par deux parties d'un méme flpbove induit une émission de

fluorescence uniquement aprés interaction prot&igiueC [49]).

29



Figure 7: Détection des interactions par fluorescenceattitminescence.

FRET/BRET BiFC

Gauche: « Fluorescence/Bioluminescence resonance erneaggfer » (FRET/BRET). La protéine
“appat” (en rouge) est exprimée fusionnée a urrdiplbore donneur en bleu clair et la protéine cible
est exprimée fusionnée a un fluorophore acceptejaune. L'interaction rapproche suffisamment les
deux fluorophores induisant un transfert d'énerg@ résonnance et donc une émission de
fluorescence d'une longueur d’'onde spécifique. Diansas de la méthode BRET, le donneur est
substitué par la luciféraseDroite: « Bimolecular fluorescence complementation » F®i
L'interaction entre les deux protéines reconstituerfluorophore. La détection se fait par meswre d
la longueur d’onde spécifique.

Réf.: [25] Suter, B., Kittanakom Set al. Interactive proteomics: what lies ahead? BioTegqpes
(2008) 44 : 681-91.

Ces techniques permettent I'étude en temps ré& dgnamique d'association et de
dissociation du complexe dans les cellules vivantesitefois leur inconvénient majeur est
I'obligation de réaliser des protéines chiméresl@pends des protéines endogenes. Ainsi, les
résultats obtenus peuvent étre faussés par I'esipreBétérogene. Pour pallier ce probléme et
étudier l'interaction dans des conditions plus piggiques, I'équipe de Suchanek a mis au
point en 2005 la technique de pontagevivo (« in vivo cross-linking ») [50]. Les cellules
proliferent avec des analogues diazirine photoif8aat la leucine et a la méthionine qui
s'incorporent aux protéines. Sous exposition aux ¥ diazirines sont activées et se lient
aux protéines interagissant entre elles et élogrd® quelques angstroms seulement de
l'analogue.

Aucune des techniques biochimiques décrites ciudesse permet de mettre en

évidence des partenaires d’interaction non soupgERmpuisqu’il n’est pas possible de cribler
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toutes les protéines cellulaires contre la protéimgérét. C’est pourquoi se sont développées
les technigues basées sur le crible de banque d’é@hplémentaires (ADNCc). Il existe deux
méthodes particulierement usitées pour identifiatds les interactions cellulaires, le « phage
display » et le double hybride.

Le « phage display » a été mis au point en 199(pattet al [51]. Une banque de
peptides est fusionnée avec une protéine locadidaesurface du phage. Aprées exposition de
la banque a la protéine cible, I'identification desides aminés de la banque se fait par
séquencage de I'ADN du phage (cf. figure 8). Cetithode est encore utilisée pour la
production de fragments Fc et d’anticorps monoalena

Figure 8: Phage display.
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Réf : http://hu.cnsi.ucsb.edu/group_members/habessarch/index.php

Le double hybride est la méthode principale d’étdées interactions protéine-protéine

employée dans ce travail, elle est donc ampleméeritd dans le paragraphe qui suit.
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c. Double hybride.
i. Geénéralités.

Le double hybride est devenu un composant intédeal’étude des interactions
protéine-protéine ; d'ailleurs la majorité des é@sidle ce type en dérivent. La technique de
double hybride est un systéme artificiel de miseéeilence d’interactions protéiques. Il
permet de voir des interactions qui ne fonctionpe® par coimmunoprécipitation. Le double
hybride emploie des protéines hybrides, généralememmées protéine appat et protéine
cible. L'interaction des protéines hybrides estdtde par I'apparition d’'un phénotype simple
a analyser.

Cette technique permet [lidentification de compkex@rotéigues mais aussi
d’interaction de protéine avec I'ADN, avec I'ARN ode petites molécules [52]. Par
mutagenese dirigée, il est possible d’identifies dbmaines minimums et des résidus
critiques pour l'interaction. Le double hybride ss techniques dérivées permettent donc
facilement I'identification, I'optimisation et la adlification des interactions protéine-ADN ou
protéine-protéine [53].

Le double hybride a été mis au point en utiliséintdraction entre 2 protéines de
levure, SNF1 et SNF4 [54]. Cependant la cible g constituée d’'une banque génique.
Dans ce cas, tous les ADN complémentaires ou lergércodant toutes les protéines d’'un
organisme ou d’un tissu sont criblées afin de it@per toutes les protéines interagissant avec
la protéine d’intérét a un instant donné.

ii. Double hybride chez la levure.

Le double hybride est une méthode fiable et petetsi@ de détection des interactions
protéiques. Elle est basée sur la modularité detedes de transcription eucaryotes et sur
loutil génétique que représente la levuBaccharomyces cerevisiadusqu’alors, les
interactions protéine-protéine ne pouvaient s’@udue par des meéthodes biochimiques et/ou
in vitro ne permettant pas de crible rapide de nombreugemctions simultanément. Le
double hybride repose sur I'activation d’un genppateur en réponse a l'interaction de 2
protéines recombinantes.

Dans le cas d8. cerevisiaeomme hoéte, chaque protéine est produite fusioange
partie de l'activateur transcriptionnel GAL4. Lesua parties de GAL4 sont réunies grace a
l'interaction des protéines exogenes, les enzynemettant I'utilisation du glucose vont
induire la croissance de la levure sur le miliele# adéquat (cf. figure 9). Ainsi il est
possible de cribler un grand nombre d’interactisimsultanément sans passer par des étapes

de production recombinante et de purification desgines.
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Figure 9 :Principe du double hybride de levure mis au poartkields and Song.
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Le double hybride de levure est le systeme d’étuidlesvo des interactions le plus
répandu dans la littérature ; une recherche dankate NCBI PubMed indique 10 000
publications en rapport avec cette technique. $taen 2006 a publié une revue rassemblant
les différentes contributions de la technique damgseau d’interactions [55]. La technique a
ete optimisée et modifiée afin d’accroitre la giténtt la qualité des informations obtenues,
notamment afin d’établir la carte des sites d’iatéion. Les équipes de Kim et de Dhalayan
ont mis au point 2 protocoles de définition deessisensibles de l'interaction. Aprés
identification des 2 protéines, des mutations alézg par PCR sujette a erreur (« error-prone
PCR ») [56] ou des substitutions « faux-sens »lasiralleles codant la protéine [57] sont
creees. Les sites d’interaction sont définis papdate de l'interaction entre la protéine
« appat » mutée et la cible dans un systéeme dooyeide. Cette étude se fait plus
régulierement par double hybride inverse [58].
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De nombreuses techniques dérivees du double hylomteété mis au point ces
dernieres années [25]. Certaines permettent la ems®/idence d’interactions entre protéines
au niveau d’un organite (cf. figure 10), comme lanmbrane [59], le cytosol [60], ou méme
entre protéines extracellulaires [61]. En effet, deuble hybride initial ne permet le
recrutement de protéines uniguement au niveau gawaexcluant les interactions protéines-
protéines nécessitant une localisation particulidre double hybride par catalyse liée
(« tethered catalysis two-hybrid ») met en évidehicgeraction spécifique d’'une protéine
cible avec une protéine appat ayant subie des nmoatiiins post-traductionnelles [62].
L’interaction d’'une protéine avec I’ADN se fait psimple hybride, mis au point par Li 80
al. [63], celle avec de petites molécules par triplbride [64] (cf. figure 10), et l'utilisation
de 2 protéines appat a été mise au point par pégde Serebriiskii [65].

Ce systeme est un outil dans la découverte d’agdmésapeutiques [66,67],
notamment par l'identification de nouveaux factearsec des roles potentiels dans des
maladies : les travaux de Ruatlal. a mis en évidence 300 nouvelles connexions sud,280
dont plus de 100 protéines associées a des paib®If@B] et ceux de Stelzl ont mis en
evidence 2 nouveaux modulateurs de la signalisakola protéine Wnt [69]. C’est ainsi que
les interactions impliquées dans les ataxies dimgigon génétique et le syndrome de Bardet-
Biedl ont été définis [70,71]. L'équipe de Kalteobaa travaillé sur les partenaires
d’interactions de la huntingtine, responsable dehlarée de Huntington lorsqu’elle est mutée.
A partir d’'une étude de double hybride de levuf@} houvelles protéines interagissant avec
la huntingtine ont été identifiees et 7 d’entreeellpourraient étre de nouvelles cibles
thérapeutiques car impliquées dans une perte wilzEté neuronale [72]. Toutefois, dans ce
domaine, de meilleurs résultats sont obtenus lersecrible est plus spécifique. Les cribles
sur des voies spécifiques ou sur des facteurs thdea donnent des résultats plus exhaustifs,
couvrant toutes les facettes du systeme étudid¢rasmment aux cribles globaux. Ceci est du
a la grande modularité des interactions ; l'inteyae est un réseau dynamique, en constante
modification ; Alberset al. a mis en évidence le réseau d'interactions desptéuars
hormonaux nucléaires humains et leurs cofactelBsd7Wonget al a défini les protéines
impliquées dans la fonction du fuseau mitotiquezcaccharomyces cerevisif&l].

Le double hybride de levure est donc un outil @nssd’étude des interactions
protéiques, largement répandu et utilisé depuiarZ) Toutefois cette méthode présente aussi
de nombreux inconvénients. L'utilisation de I'organe levure rend le travail laborieux du
fait de sa faible vitesse de croissance et de t@gs@té de passer par des étapes de sous-

clonage en bactérie. Méme s'il existe aujourd’lupbssibilité de réaliser cette étude sous
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forme de puce et avec l'aide de la robotique, laalede en matériel biologique est élevée. De
plus, de nombreux faux-positifs et faux-négatifsstent. La présence de faux-positifs a deux
raisons. De nombreuses protéines appat possedenindiéarités avec les protéines de levure,
expliquant la forte propension qu’'ont les protéieesaryotes hétérogenes a activer le gene
rapporteur sans réelle interaction (« self-actoratt). Il est aussi possible d’'induire de fausses
interactions par forcage du systeme du a la suesgn des protéines. La présence de faux-
négatifs est due d’'une part a 'impossibilité deedter des interactions entre protéines dont la
localisation n’est pas nucléaire et d’autre pauna structure tertiaire erronée des protéines
(modifications post-traductionnelles modifiees tigentes, repliement incorrect).

Pour pallier ces différents probléemes, d’'autresésyes de double hybride ont vu le

jour ces derniéres années.
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Figure 10: Applications de la technique du double hybride.
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A. Double hybride classique. DBD : domaine de liai@d/ADN. AD : domaine d’activation.

B. Double hybride inverse. Le géne reporteur produit aétabolite toxique qui dissocie le
complexe et entraine la mort.

C. Triple hybride. Une petite molécule se lie aux dptotéines.

D. Double hybride membranaire. Fusion a un domaine@edubiquitine. L’interaction induit le
clivage ubiquitine-facteur de transcription quiiaetie gene rapporteur.

E. Double hybride cytosolique. Principe identique aantbranaire.

Réf.: [25] Suter, B., Kittanakom Set al. Interactive proteomics: what lies ahead? BioTeqes
(2008) 44 : 681-91.
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iii. Double hybride chez les mammiferes.

L'utilisation d’'un double hybride en cellule de manmifiere mis au point Luet al.
semble étre pour I'étude des interactions protpnmeeine chez 'Homme le systeme le plus
fiable et le plus proche d’'un contexte spécifiq@é]] Comme dans le cas de la levure, ce
double hybride est basé sur la reconstitution denation d’un activateur transcriptionnel :
'une des protéines est produite fusionnée au doende liaison a I’ADN de Gal4 et I'autre au
domaine d’activation de la protéine VP16 du virees ltherpes (cf. figure 11). Les deux
vecteurs sont cotransfectés avec le vecteur poteargene rapporteur (chloramphenicol

acetyltransferase) dans une cellule de mammifére.

Figure 11: Principe du double hybride de mammifere.
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Réf : [76] Lim, YP. Huang, J. Pregnane X
receptor polymorphism affects CYP3A4 induction adigand-dependent interaction with steroid
receptor coactivator-1. Pharmacogenetics and Gexsaf@007) 17 : 369-82.

La méthode a été validée avec linteraction desépres p53 et I'antigéne T du virus
SV40 qui avait précédemment été montré par un dolpbride de levure. Deux systemes
variants ont été mis au point : le split-TEV, basé la complémentation d’une protéase du
virus etch du tabac apres interaction [77], et IARRIT, basé sur la restauration d'un
mécanisme de signalisation ligand-récepteur [78]sé lorsque I'interaction se produit dans
le contexte de l'activation d’'un récepteur. La figld2 présente les différents types de double
hybride en cellule de mammifére [25].

Cependant, ces techniques restent onéreuses pmanient, difficilement réalisables
en haut debit et la probabilité de faux-positifseda I'activation automatique du gene

rapporteur risque d’'étre tres élevée. Elles sontdm@néralement utilisées pour confirmer une
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interaction mise en évidence par d’autres techisigbe effet, il n’y a que dans les cellules de
mammiféres que le repliement des protéines de mbareni est correct et que les
modifications post-traductionnelles sont exactes.

Figure 12: Systemes de complémentation et de reconstitution

dans les cellules de mammiféres.
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A. Complémentation de protéine. L'interaction irtdairestauration de I'activité enzymatique.

B. Split-TEV. La protéase virale activée par lirgtetion active la luciférase et le facteur de
transcription.

C. Tango. Activation du facteur de transcriptiom pecrutement d’'une molécule signale auprés d’'un
récepteur activé.

D. MAPPIT. L'interaction restaure la signalisatidae la voie impliquant les kinases JAK et le facteur
de transcription STATS3.

E. MAPPIT inverse. L'interaction supprime la voie daignalisation via un récepteur leptine
chimérique. La dissociation de I'interaction parinhibiteur restaure la voie de signalisation.

Réf.: [25] Suter, B., Kittanakom Set al. Interactive proteomics: what lies ahead? BioTegphes
(2008) 44 : 681-91.
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i. Double hybride chez les procaryotes.
» Principe et utilisation dans la bibliographie.

C’est suite a la découverte de la possibilité d'umteraction arbitraire entre une
protéine liee a 'ADN telle que et ’ARN polymérase bactérienne activant la traipsion
[79,80] puis a la mise en évidence de I'importaxce promoteur qui est fixé aux deux
partenaires d’interaction [81] que I'équipe de Jpartransféré la technique de double hybride

de la levure a la bactérie coli[53,82] schématisée sur la figure 13.

Figure 13: Principe du double hybride bactérien dévelopéJpung.
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A. Activation transcriptionnelle décrite par Hochsdt1].

B. Geéne rapporteur modifié pour le double hybride.

C. Exemple de linteraction Gal4 et GHl ZF1, 2, et 3 sont des domaines en doigt de zintad
protéine Zif268.

Réf.: [53] Joung, J. K., Ramm E. let al A bacterial two-hybrid selection system for stingdy
protein—-DNA and protein—protein interactions. Pemtiags of the National Academy of Sciences of
the United States of America (2000). 97 : 7382-87.

La protéine liee a I’ADN interagissant avec 'ARNIpmérasal’E. coli est la protéine
lambda cl Xcl). La protéiné\cl est un répresseur transcriptionnel qui conti®igycle lytique
du bactériophage.. Lorsqu’il est lié a I'opérork, Acl empéche I'expression des genes
impliqués dans le programme lytique et permet dgnation de I'ADN del dans le
chromosomeal’E. coli. La protéine\cl est un dimére de 2 chaines polypeptidiques igiees

de 236 acides aminés. Chaque chaine contient uaiderN-terminal qui se lie a ’ADN et un
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domaine C-terminal qui est responsable de I’homeédsation. Le monomere ou le domaine
de liaison a 'ADN seul ne peut réprimer la traigoon des génes lytiques. Par contre,
lorsque le domaine de liaison a '’ADN est fusiorgnén polypeptide ou a une protéine qui
peut dimériser, la dimérisation peut alors étrabii et de ce fait le répresseur chimérique est
restaure.

ChezE. coli, le recrutement de 'ARN polymérase a des pronrstepécifiques par
des contacts entre protéines peut considérablemaghenter le taux de transcription des
genes correspondants [80,83]. L'activation dedadcription de nombreux genes clezoli
implique des interactions spécifiques entre urvatgur lié a '’ADN et le domaine C-terminal
de la sous-unité alpha de I'ARN polymérase. Det/@al. a montré que ces contacts peuvent
étre remplacés par des interactions protéine-pretaitificielles [80]. Ills ont mis au point une
construction chimériqgue de la sous-unité alpha dagselle le domaine C-terminal a été
remplacé par le domaine de dimérisation xdd. La sous-unité chimérique interagit
spécifiguement avekcl, ce qui stimule la transcription du gébacZ sous le contrdle d'un
promoteurac artificiel ayant en amont I'opéran[81]. En utilisant différents mutants éel,
I'équipe de Dove a montré que I'amplitude de I'aation de la transcription est corrélée avec
la force de l'interaction entre les protéines chiopuges. lls en ont ainsi conclu qu’il était
possible de mettre en évidence des interactionstéigtes via cette activation
transcriptionnelle et I'ont montré en utilisanntéraction entre deux protéines de levure, Gal4
et Gat'"[80,84].

Le double hybride bactérien chEz coli repose donc également sur I'activation d’'un
géne rapporteur suite a l'interaction de deux pmes recombinantes. Il a été validé par
I'interaction entre les protéines « leucine zippdos et jun [85] et par les travaux de I'équipe
de Di Lallo qui a testé le double hybride bactétasé sur la répression du géne rapporteur
sur différentes protéines de 100 a 800 acides anfa# [86].

Parallelement, d’autres systemes de mise en éwddimteraction protéiques chez la
bactérie existent, rassemblés par Ladant dans eaR#sin Microbiology » [87]. Clarket al.

a travaillé sur un systeme utilisant la conjugaighutdt que la transformation, ce qui simplifie
la technique pour le crible et la rend apte a witeraatisation analogue a celle développée
pour le double hybride chez la levure [88]. Le seteystéme est basé sur la reconstitution
d'une voie de signalisation basée sur le contr@sitih) qu'exerce 'AMPc et non sur une
activité transcriptionnelle [89]. L’interaction iod la reconstitution du domaine catalytique
de l'adénylate cyclase cheRordetella pertussisjnduit la production d’AMPc et donc

I'activation des opérons lactose ou maltose, donnamphénotype caractéristique.
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De nombreuses publications montrent I'existencecalmplexes protéiques et leur
activité suite a un criblage par double hybride téxaen : étude des partenaires de 12
péroxines de mammiféeres [90], protéines impliquiass le cytosquelette et la régulation de
la barriére endothéliale apres mise en évidendeuds interactions [91], nouveau réle d’'une
enzyme connue de réparation de '’ADN due a a smmaation avec une protéine cytosolique
[92] ou régulation du métabolisme secondaire ¢heidomonafiuoresceng93].

* Avantages et inconvénients.

Les avantages d'un systeme double hybride bacténeh nombreux. Les bactéries
croissent plus rapidement que la levure et ont lus fort rendement de transformation,
permettant un criblage plus important, plus ramtiesimultané des interactions sans étape
d’extra-transformation. De plus, le travail en léaiet permet de diminuer de facon drastique
la probabilité de faux positifs dus a I'existence grotéines homologues entre la levure et
'organisme d’intérét. Lorsque I'étude porte susignalisation intracellulaire et les protéines
régulatrices du cycle cellulaire humain, la productde telles protéines eucaryotes chez la
levure risque d’induire une toxicité létale poutleei, alors que le risque est quasiment
inexistant chez la bactérie, le systeme de pralifén des procaryotes étant différent.

Toutefois cette méthode présente des inconvénigals, que la production des
protéines exogenes dans les corps d’inclusion aliffiaulté pour la bactérie de produire une
protéine exogene correctement a cause de la ditférde fréquence d'utilisation des codons.
Au-dela de ces inconvénients qui sont dépendargspdatéines d’intéréts, I'inconvénient
majeur est du a l'incapacité de la bactérie a séalies modifications post-traductionnelles
nécessaires dans certains cas aux interactionsnedas glycosylations. Ceci peut amener a
l'identification de complexes inexistants dans dianisme d’origine, ou inversement
empécher l'identification de partenaires. Cependarievure réalise des glycosylations mais
les chaines carbonées ajoutées sont différentegjiqeeut induire les mémes inconvénients
gue ci-dessus.

Nous avons donc choisi d'utiliser un systeme debboinybride bactérien pour sa
rapidité et son efficacité. Le systéme utilisé,act&riomatch Il two-hybrid », commercialisé
par Stratagene Inc. est décrit en détail dansdmigr chapitre.
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3. Méthodes biophysiques et théoriques.

Depuis 10 ans, les progres des technologies basgedes propriétés physiques et
notamment I'application de la spectrométrie de mas$a biologie a permis a de nouvelles
techniques de voir le jour pour étudier les intBoms protéine-protéine. Elles permettent
d’obtenir des informations supplémentaires surtfacture des complexes mais aussi de
réaliser des cribles des protéomes cellulaires.t€fois, ces techniques restent encore
difficilement applicables pour tous les laboratsjrée matériel nécessaire étant colteux et
nécessitant des formations particulieres.

La figure 14 schématise le principe de quatre nibesveméthodesin vitro: la
purification par affinité en tandem [94], les teirjues « cross & capture » [95], QUICK [96]
et LUMIER, qui permet "'automatisation des procé[$sy.

Trois autres techniques physiques sont applicable$étude des interactions.
L’'adsorption a une surface (« surface plasmon @som>» [98]) et la détermination de la
taille et de la distribution de molécules dans sakition (« static/dynamic light scattering »
[99]) permettent de mesurer en temps réel l'intevacentre deux protéines. La méthode
« dual polarisation interferometry » [100] permet wbir les changements de conformation

des protéines.

La bioinformatique apporte elle aussi sa contrdoutia I'étude des interactions
protéine-protéine par des méthodes et des logicmisme « molecular dynamics » [101] et
« protein-protein docking » [102].
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Figure 14: Détection des interactions protéine-protéinerpéthodes biophysiques.
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1Il. Applications en recherche clinique et industrielle.

L'étude des interactions protéine-protéine est ddeeenue un projet majeur de la
recherche, dont I'application la plus immédiateagefutilisation en routine des techniques
pour le diagnostic et le pronostic des maladiesciduses, auto-immunes et allergiques. En
conséguence, et bien que les protéines ne soisrdgsamolécules facilement manipulables,
des sociétés biotechnologiques investissent damssia en ceuvre de nouvelles technologies
pour I'étude de ces interactions.

Les entreprises s’axent actuellement sur la misgant et la vente de systemes
permettant le crible de nombreuses données tréderapnt, c’est-a-dire les méthodes de
double-hybride et surtout de puce a protéines. lhesoins croissants de la recherche en
analyse protéomique représentent un marché consépgaer ces sociétés. Par exemple, les
sociétés ProtNeteomix et Hybrigenics se positiohmemme des fournisseurs de services
associés pour identifier, valider et inhiber leseiactions entre protéines. Parallelement,
Hybrigenics est également impliguée dans des praietrecherche communs avec l'institut
Curie. La fondation caritative indépendante britgna Wellcome Trust Sanger Institute a
développé une nouvelle méthode a grande échelleE¥AS), sous brevet, permettant
d’identifier efficacement les interactions a I'eaifrou débute la communication ainsi que les
interactions fugaces et faibles [103]. Dans le eadlune initiative de I'union européenne
baptisée LIFE QUALITY visant a concevoir de nouegsllthérapies contre le cancer, les
travaux se sont traduits par un procédé brevetabtal'identifier les interactions protéine-
protéine réversibles utilisable pour nimporte tpéhteraction protéine-protéine basée sur
une affinité moyenne ou forte. Enfin, en 2002 laié® Qiagen a mis au point la premiéere
puce a protéine en phase liquide: le systeme wiClgp Protein Suspension Array »
(références cf. annexe 1)

Les projets les plus avancés concernent le domaareétaire, tant au niveau
diagnostique que thérapeutique. Toutefois, I'indesagro-alimentaire s'intéresse également
a l'application des interactions protéine-protéitaas la production industrielle. Notamment,
industrie se heurte a des problemes d’agrégatiomie perte de fonction des protéines lors
de leur production. En effet, quelque soit le prbdalimentaire, les protéines sont
responsables des qualités du produit fini.

La majorité des travaux sur ce sujet portent suaiteet ses dérivés. Par exemple, la
fabrication de poudre de lait implique difféerentaittments induisant des interactions entre

les difféerentes protéines du lait ce qui modifie peopriétés du produit fini. Le préchauffage

44



nécessaire provoque une dénaturation des protéinkesir association avec les micelles de
caséine, et ces changements ont un impact surrfgwigiés fonctionnelles du produit
[104,105].

Outre les études sur le lait et ses dérivés, pétudés ont montré I'importance des
interactions pour les fonctionnalités des protéidass l'industrie. La carraghénane est un
polysaccharide extrait d'algues rouges servanedtadjépaississement et de stabilisation dans
l'industrie alimentaire. Il s’avere que l'interamti entre la carraghéane etpldactoglobuline
et des protéines de soja augmentent les proprigiegel formant le produit fini [106]. Les
carotenes sont largement utilisés dans lindusigeo-alimentaire pour leurs propriétés
colorantes, et également dans les industries cammét et pharmaceutiques pour leurs
propriétés antioxydantes et leur capacité de photegtion. L'émulsion des caroténoides est
laborieuse de par la difficulté de transférer learotenoides en phase lipidique.
Habituellement, des solvants organiques sont @silgour les dissoudre. Wackerbagthal. a
utilisé les interactions protéiniques pour prépawgre émulsion : les caroténoides se
solubilisent s’ils sont dans un premier temps B&ec I'albumine du sérum bovin (BSA)
[107].

Aujourd’hui, seuls quelques projets sur les intkoas protéine-protéine permettent
une application concréte directe. Ceci est largeérdaraux difficultés de manipulation de la
matiere premiére, les protéines, mais aussi au ngad@utomatisation des systemes d’étude.
Pourtant, les progres dans ce domaine s’accroisapitement, laissant entrevoir une place
primordiale des interactions protéine-protéine ddes domaines sanitaires et agro-

alimentaires.
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IV. Contexte scientifigue et objectifs de la these.

L’équipe « mobilisation des réserves » de [l'unité decherche « Physiologie
moléculaire des semences » s’intéresse a la casatign des facteurs de contrble de la
germination. Les résultats des travaux sur la geatign [108] ont mis en évidence un
nouveau gene réprimé au cours de la germinatit8AP1 pourMedicago truncatul&tress-
Associated Protein 1. MtSAP1 appartient a la famniks protéines de stress SAP, dont il
existe des orthologues chez tous les organismesz (thomme il existe une homologie au
niveau des domaines fonctionnels, dont 2 sont qudiégrement proches de MtSAP1, les
protéines en doigt de zinc avec un domaine de AEe 5 et 6 (N° accés NCBI NP_005998
et NP_061879). Un de ces orthologues interviensdarvoie de signalisation des facteurs
NF-kB et TNF et aurait donc un rble dans la régoiatde I'apoptose [109]. Malgré ces
informations, I'implication de ce géne dans la bgé des semences reste inconnue.

Parallélement, 'une des thématiques de I'équiptérapies ciblées dans le traitement
du cancer colorectal » de I'unité INSERM U892 d’A&ng est I'étude de protéines régulatrices
de la prolifération cellulaire tumorale, dont l'ibiteur du cycle cellulaire p21 et le facteur de
transcription STAT3. De nombreuses études ontésbsees sur ces deux protéines et leurs
différentes fonctions sont bien connues [110,110¢pendant, leur activité et leur degré
d’'implication dans divers mécanismes comme |'aps@tou la réponse inflammatoire restent
incertains.

Ces deux équipes de l'université d’Angers ont sié@hallaboré afin de croiser des
informations sur la protéine de stress MtSAP1 st riggulateurs de prolifération p21 et
STAT3 afin d’appréhender les fonctions de MtSAPEkzcMedicago truncatulaet chez
’'Homme et son possible lien fonctionnel avec lestgines STAT3 et p21. Le travail que
constitue ce manuscrit avait pour but de défini ilaplications de ces protéines dans les
processus de réponse aux stread’'étude de leurs interactions protéine-protéinet @bjectif
a abouti a la caractérisation de MtSAP1 et a ladi®n d’interactions impliqguant chacune de
ces protéinessia l'utilisation du double hybride bactérien. Le piemchapitre décrit le
double hybride bactérien utilisé pour la mise erdé&we des partenaires d’interaction de
MtSAP1, STAT3 et p21. Dans un second chapitre naarsons la caractérisation de la
protéine MtSAP1 au cours de la germination aingi sgs partenaires d’interaction potentiels.
La dernier chapitre traite des résultats obtenus [@double hybride des protéines STAT3 et

p21 ; de plus I'activité d’'un nouveau complexe ilgpént p21 sera discutée.
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CHAPITRE 1:
LE DOUBLE HYBRIDE BACTERIEN

a7



Principe.

Le double hybride repose sur le principe d’actatd’'un géne rapporteur suite a
I'interaction de 2 protéines recombinantes, mipaint par Joung en 2000 et 2001 [53,82].

Le systeme que nous avons utilisé est le systemackeriomatch Il two-hybrid »
(Stratagene Inc). La protéine d’intérét ou protapeat est produite fusionnée au répresseur
bactériophagé (icl) alors que la protéine cible est produite fusiéma la sous unité alpha de
'ARN polymérase ¢RNApol). La production recombinante des deux pragide fusion par
addition d’IPTG induit le rapprochement @del avecaRNApol sur les promoteurs, activant
ainsi la transcription des genes rapportadtS3 et aadA (cf. figure 15). Dans le cas d'un
criblage des protéines cellulaires interagissargcala protéine appat, la protéine cible
correspond a toutes les protéines cellulairesgildes. Les séquences cibles, que nous avons
choisi d'utiliser dans ces travaux, sont donc degiences d’ADN complémentaires (ADNCc)

issus d’'une banque.

Figure 15: Principe du double hybride bactérien.

Protéine
appat

A-cl

| |Région régulatride

Le géneHIS3 code I'enzyme HIS3 qui permet la croissance dealzérie sur un milieu
dépourvu d’histidine. Dans les bactéries utiliséesizyme HIS3 est produite en tres faible
guantité en absence d’activation de la transcriptoest pourquoi le milieu sélectif contient
un inhibiteur compétitif de I'enzyme HIS3, le 3-amil,2,4-triazole (3-AT). Le géne aadA
code une protéine conférant une résistance adptstnycine.

L’interaction entre les deux protéines exogenesitdbnc une croissance des bactéries

sur milieu minimum dépourvu d’histidine contenaat3AT et de la streptomycine.
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Matériels et Méthodes

Le protocole utilisé dans ce travail respecte masriictions de Stratagene, disponibles
sur le site du fournisseur (http://www.stratageomtnanuals/200412.pdf). Afin de faciliter
la lecture de ces travaux, les différentes étapestds ici sont simplifiées.

Afin de produire les protéines chimériques, lesus@ges codantes doivent étre insérees
correctement dans les vecteurs de transformatiéqueds. La séquence d’ADNc codant la
protéine appat est insérée par deux sites deatests en phase directement en aval de la
séquence deécl dans le plasmide pBT portant la résistance doramphénicol comme
marqueur de sélection. La séquence d’ADNc codaptdgéine cible (ici la banque d’ADNCc)
est clonéevia deux sites de restrictions en aval de la séquéateRNApol dans le plasmide
PTRG portant la résistance a la tétracycline commaegjueur de sélection.

I. Constructions du plasmide recombinant pBT.

La séquence d'intérét est amplifiée par PCR. Léssdile restriction nécessaires au
clonage dans pBT sont insérda les parties flanquantes des amorces utiliséesiiota PCR.
Le mélange réactionnel de la PCR est le suivanatrioe, dNTPs (concentration finale
0,4uM), amorces sens et antisens (concentratioalefi®,4uM chacune) et 0,05 U/ul
d’enzyme Taq DNA polymérase.

Le produit PCR obtenu et le plasmide pBT (2ug deqok) sont digérés par le couple
d’enzymes de restriction adéquats pendant 2h a,3{@iés et dosés par spectrométrie.

L’insertion du produit PCR dans le plasmide pBT esilisée selon le protocole de
Stratagene. Pour un ratio ADN : vecteur de 1 pola iormule est la suivante :

(y ng d’ADN) = ((nombre de paires de base de 'ADNJLOONng de vecteur))

(nombre de paires de base du vecteur).

Dans ce cas, un ratio ADN : vecteur de 3 pour éaitlisé. Le mélange réactionnel de
la ligation de l'insert dans pBT est le suivantnginsert, 100ng de pBT, 1mM de rATP et 2
unités de TADNA ligase. La ligation s’opere pendam nuit a 12°C.

Le produit de ligation est transformé dans la seuwdictérienne XL1blue MRF’ Kan. Le
produit ADN-vecteur (10ul) est incubé avec les éaes thermocompétentes (100ul), puis le
choc thermique est réalisé pendant 35sec a 42°Cbaetéries transformées sont par la suite
déposées sur milieu LB-agar-chloramphénicol 25uetmmcubées a 30°C sur la nuit.
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Les clones présentant un plasmide recombinantssdattionnés et apres extraction de
’ADN plasmidique de chaque clone, les séquencdsuwstinsertion dans le plasmide sont
vérifiées par séquencage, réalisé par I'entrepkiiéeGen S.A. (Labege, France), avec
'amorce pBT_F (5-TCCGTTGTGGGGAAAGTTATC-3").

[l. Construction de la bangue ADNCc.

1. Obtention des ADNLC.

La synthese des ADNc est schématisée sur la fitfue-contre.

Les tissus ou les cellules de I'organisme étudnd ksées pendant 5min a température
ambiante avec du TriReagent (Ambion) ; les ARN urtaont séparés avec du chlorofome
pendant 5min, centrifugés a 14000rpm pendant 10miA°C, puis précipités avec de
l'isopropanol. Le culot est repris dans de I'ealP@Epuis les ARN messagers sont purifiés a
partir des ARN totaux. Les ARNm purs (5ug) sontalérés pendant 2min a 70°C. La
synthese du premier brin se fait par addition dB&NA au mélange réactionnel et incubation
pendant 10min a température ambiante pour permBtlybridation de I'amorce sur les
ARNmM. L’'ajout de la transcriptase inverse Stratg®di75U) et de 5-methyl-dCTP (300uM)
induit la synthese du premier brin méthylé. Un w@digde 5ul est alors prélevé comme
controle et marqué atfP. Le controle et le reste du mélange réactionmel mcubés 1h a
42°C.

La synthése du second brin se fait par ajout amierebrin d’un second mélange
réactionnel incubé pendant 2h30 a 16°C puis stoaleetement & 4°C. L’ARNmM est ainsi
dégradé alors que la méthylation du premier briprigtege de l'action de la RNAse H,
permettant la synthése du brin complémentaire.

La préparation des ADNc pour le clonage nécessite étape de fixation des
extrémités des ADNc, I'ajout d’adaptateurs EcoRX axtrémités et leur phosphorylation,
ainsi qu’une digestion par I'enzyme de restrictitimol (cf. figure 16). La synthése de chaque
brin est vérifiée. Chaque aliquot contrdle est dépauis migre dans un gel d’agarose alcalin
a 100V a 4°C. Apres autoradiographie et incubasianla nuit, les résultats sont lus avec le

lecteur « Molecular Imager PharosFX Plus Systemioréd Laboratories, Inc.).
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Figure 16: Synthese de la banque d’ADNCc.
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2. Fractionnement par taille des ADNCc.

Les ADNc sont purifiées en fonction de leur taillar sune colonne de sépharose
« Sepharose CL-2B gel filtration ». Les échantdl@ont déposés sur la colonne et purifiés a
température ambiante. Lors de I'élution, enviro@dl0sont récupérés par tube, soit 18 tubes
au total. Un aliquot de 8 ul de chaque tube estys@apar électrophorése sur gel de
polyacrylamide natif de concentration 5%. La rétiétase fait par autoradiographie comme
précédemment. Les ADNc contenus dans les diffésendetions retenues sont purifiés avec
du phénol/chloroforme 1 :1, précipités a I'éthamadisolu et conservés a -20°C. Le culot
d’ADNCc est remis en suspension dans 5ul d’eaulstétila concentration est déterminée par

spectrométrie.

3. Transformation bactérienne des vecteurs recomiEmarRG.

Les ADNc (5ul) sont incubés sur la nuit a 12°C aleplasmide pTRG prédigéré
(PTRG-XR), le couple d’enzyme EcoRI/Xhol et la TAR ligase. Le produit de ligation
ainsi obtenu est transformé dans la souche XL1 KIRE Kan. Les bactéries sont incubées
avec du-mercaptoethanol puis avec les plasmides pTRG wantdes ADNc avant un choc
thermique de 50sec a 42°C. La culture est enstdiéed sur milieu LB-agar-tétracycline

25ug/ml et incubée pendant 24h a 30°C.

4. Obtention de la banque.

Les bactéries sont réecupérées manuellement par @égpo@ml de SOC par boite de
culture. Un aliquot de 2ul et de 5ul sont déposeésyslieu LB-agar-tétracycline 25 pg/ml et
incubées sur la nuit a 30°C afin de détermineraldetde la banque d’ADNc. La formule
suivante est utilisée :

Nombre de colonies = (nombre de colonies sur leepai(volume total de culture)

(Volume de culture étalé sur la boite)

La moitié de la culture est utilisée pour extrdiiDN plasmidique et la seconde
moitié est utilisée pour conserver la banque sound de glycérol stock a -80°C. L’ADN
plasmidique extrait est dosé par spectrométrimesarvé a -20°C. Une PCR est réalisée afin
de vérifier la taille des ADNc de la banque. Leasphides (35ng) sont ajoutés au mélange
réactionnel de PCR suivant: dNTPs 0,4 pM, amorcgdfRG_F (5
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TGGCTGAACAACTGGAAGCT-3) et pTRG_R (5-ATTCGTCGCC@EATAA-3") de
concentration finale 0,4 uM, Taqg DNA polymerase ) 1lLés cycles sont les suivants : 1 cycle
(94°C 1min) et 30 cycles (94°C 30sec, 56°C 30s@C72min) ; Le produit obtenu est
analysé par gel d’'agarose 1% et révélé par cotoratu BET.

lll. Faisabilité de la méthode.

Deux conditions sont nécessaires pour réaliseroubld hybride bactérien. D’'une part
la protéine appat doit étre produite et d'autret patle-ci ne doit pas induire seule une

activation de la transcription du géne rapportewsd]f activation »).

1. Vérification de la production recombinante.

Le plasmide recombinant pBT est transformé dans staiche bactérienne
« Bacteriomatch Il validation reporter competerilsce et les bactéries sont étalées sur milieu
LB-agar-chloramphénicol 25ug/ml. Les bactériesdfammées vérifiées sont mises en culture
dans 2ml de milieu minimum M9+ His-dropout (milieM9) contenant 25ug/ml de
chloramphénicol jusqu'a I'obtention d’'une ¥ a 0,6. Un aliquot de 20ul de culture est
prélevé et la production recombinante est alorsiitedpar ajout d'IPTG de concentration
finale 200uM pendant 2h a 37°C sous agitation a®et un aliquot de 20l est préleveé.

Les aliquots de culture induite et non induite faFG sont mélangés avec 20ul de
tampon de charge des protéines concentré deux($@&X), incubés 10min a 100°C et
déposé sur gel de polyacrylamide dénaturant (aoiglexbisacrylamide 37,5:1) de
concentration 12%. Une électrophorése sur gel dapylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE) est effectuée suivie par une immunoeimigre (« western blot »).
L’électrophorése se déroule a 70V pendant 3h pess drotéines sont transférées sur
membrane de PVDF (Immobilon-P Transfer MembrargGom, Millipore pendant 30min a
25V (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bioraatl). Aprés lavage de la membrane au
TBS-Tween 0,05%, la membrane est saturée pendaat témpérature ambiante dans une
solution de TBS-Tween-0,05%-BSA-5% sous agitatiois inybridée sur la nuit en rotation a
4°C avec une solution d’anticorps primaire de lagiti-\cl ou d’anticorps anti-protéine
d’intérét dans du TBS-Tween 0,05%-BSA 1% (cf. amn@x La membrane est lavée trois
fois avec du TBS-Tween 0,05%, puis hybridée pendantin a température ambiante avec

une solution d’anticorps secondaire conjugué adeoyydase de chevre anti-anticorps de
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lapin dans du TBS-Tween 0,05%-BSA 1% de conceptratinale 80ng/ml (Santa Cruz

Biotechnology Inc.), a nouveau lavée trois foiscada TBS-Tween 0,05% et enfin incubée
1min a température ambiante dans la solution délatton ECL (cf. annexe 2). La lecture se
fait par le logiciel « Quantity One 1D » associé lacteur « Molecular Imager ChemiDoc

XRS System » (Biorad Laboratories, Inc.).
2. Test de « self activation ».

a. Plasmides & milieux

Plusieurs couples de plasmides sont cotransforra@és tbs bactéries « validation
reporter ». Les bactéries transformées sont étadé@esdifférents milieux afin de tester
'absence d’activation du géne rapporteur par tagine appat seule.

Le tableau ci-dessous décrit les différentes combams testées :

_ _ - . ||1 VoIUme depos
plasmide 1 plasmide 2 milieu-agar dilutio sur boite
pBT recombinant| pTRG vide | milieu M9 non sélectif Jociimphénicol + tétracycline 1/100¢ 20ul et 20Qul
pBT recombinant] pTRG vide | milieu M9 sélectif + chogmanicol + tétracycline 1 200l
pBT vide pTRG-Gall1lR milieu M9 non sélectif + chordrépicol + tétracycline 1/100e 20ul et 200pl
pBT vide PTRG-GalllR milieu M9 sélectif + choramptushi+ tétracycline 1 200ul

pTRG-GalllP : plasmide cible recombinant contréle

b. Cotransformation et analyse des résultats.

Les bactéries (100ul) sont incubées avec du beteapethanol puis avec les
plasmides pBT et pTRG avant le choc thermique de@% 42°C. Apres incubation pendant
1h30 a 37°C sous agitation 225rpm, la culture estrfugée et le culot est lavé deux fois
avec 1ml de milieu M9 puis la culture est a nouvieaubée pendant 2h a 37°C avant d’étre
étalée sur les difféerents milieux solides commeitléans le tableau ci-dessus. Les bactéries
sont incubées pendant 24h a 37°C avant analyseotteassformants.

Le nombre de cotransformants est déterminé pouguehacotransformation et le
pourcentage de colonies obtenues sur milieu séfetirapport a celui obtenu sur milieu non

sélectif est déterminé.
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IV. Crible de la banqgue d’ADNCc.

Le déroulement de lidentification d’'un partenatténteraction d’'une protéine appat

par double hybride bactérien est schématisé diguee 17 (p21 est donné a titre d’exemple).

1. Crible.

Les bactéries de la souche « Bacteriomatch Il sorgaeporter competent cells » sont
cotransformées par les plasmides d'intérét et aiemmbinants (pBT-x et pTRG-ADNC)
selon le protocole du fournisseur décrit lors ddape de « self activation ». La culture est
étalée sur milieu M9-agar supplémenté en chlorampbE25ug/ml, tétracycline 25ug/ml et
3-AT 5mM puis incubées a 37°C pendant 24h et a Z@tiant une nuit.

Chaque colonie issue de ce crible initial est ne@ey sur milieu M9-agar-
chloramphénicol-tétracycline-3AT-streptomycine 1&3ml et incubée a 37°C pendant 24h
puis a 20°C pendant une nuit. Les colonies aingrales sont amplifiées par repiquage sur
milieu LB-agar-chloramphénicol-tétracycline et ibées pendant une nuit a 30°C puis

conservées a 4°C.

2. ldentification des ADNCc.

a. Isolation du pTRG recombinant.

L’isolation du pTRG recombinant nécessite plusieétapes de sélection. Dans un
premier temps, une préparation d’ADN plasmidiqguentepant les deux plasmides
recombinants est réalisée a partir des clonesiigogif. figure 17). Chaque préparation
plasmidique est utilisée pour transformer la sohk blue MRF’ Kan selon qui est incubée
sur la nuit a 30°C sur milieu LB-agar-tétracycligéug/ml. Deux colonies obtenues de
chaque transformation est testée par repiquagdaslaur milieu LB-agar-chloramphénicol
et sur milieu LB-agar-tétracycline. Apres incubatiane nuit a 30°C, les clones sensibles au
chloramphénicol et résistants a la tétracycling aamplifiés afin d’extraire le plasmide pTRG

recombinant pur.

b. Identification par bioinformatique.
Les plasmides recombinants pTRG-ADNCc sont séqugraekentreprise Millegen avec
lamorce pTRG_F (5-TGGCTGAACAACTGGAAGCT-3). Chaguséquence est ensuite
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identifiée par comparaison bioinformatique contree lbbanque de données des séquences
codantes humaines (NCBI megablast, http://blastmiai.nih.gov/Blast.cgi).

Figure 17: Déroulement du crible de la banque d’ADNCc.

pTRG- cDNA
mélangés
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V. Vérification des interactions.

Les séquences codant des protéines impliquéesut@nsteraction avec la protéine
d’intérét sont conservées sous forme d’ADN plasqudi Les clones correspondants sont
remis en culture dans 2ml de LB-tétracycline pataliser un glycérol stock conservé a -
80°C. La spécificité de I'interaction est vérifiggmr une nouvelle cotransformation des
plasmides recombinants dans la souche « validegiporter » selon le protocole décrit lors de
la « self activation ». La culture bactérienneiedtite par IPTG 1mM pendant 1h30 a 30°C.
La concentration est déterminée par dosage de kaoP@r spectrométrie, puis diluée 5 fois
d’'un facteur 2 ; 4ul de chaque dilution est dépsmés forme de goutte sur milieu LB-agar-
chloramphénicol-tétracycline-streptomycine et LBudaghloramphénicol-tétracycline et
incubée a 30°C pendant 2 jours. Parallelement, @aenexpérience est realisée avec les

bactéries cotransformées avec divers couples denilas comme contréles.

V1. Applications.

1. Constructions des plasmides recombinants pBT-ségseappat.

Dans le cas de MtSAP1, la matrice utilisée est lasrpide porteur de la séquence
complete deMtSAP1 Le plasmide provient d'un clone de la banque saatve réalisée a
partir d’axes embryonnaires ddedicago truncatulaentre 6 heures et 23 heures apres
imbibition de la graine.

Pour le clonage de la séquence codante de p2latacen utilisée est constituée
d’ADNCc issus des transcrits de la lignée cellulai®180 traitée pendant 48h avec un
inhibiteur de la topoisomeérase |, le SN38, a uneeatration finale de 10ng/ml.

Dans le cas de STAT3-Cter, une étape de sous-donaé nécessaire. La partie C-
terminale de la séquence STAT3 (STAT3-Cter) eststimge des nucléotides n+2146 a
n+2313. La séquence codante de STAT3 completeaast dn premier temps amplifiée a
partir des ADNc des cellules LS180 avec les amorc8tat3 FL F (5'-
ATGGCCCAATGGAATCAGCT-3) et Stat3_FL_R (5-TCACATGGGGAGGTAGCG-
3’) et clonée dans le vecteur pGEMT-easy selomrdéopole du fournisseur (Promega). Par la
suite, ce plasmide recombinant est utilisé commeiceapour la construction de la séquence

de STAT3-Cter préte a étre clonée dans le vectBlir p
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Le tableau 1 ci-dessous répertorie pour chaquecipmtappat les séquences des
amorces et les programmes PCR utilisés dans I'fiogilon des séquences appats, ainsi que
les enzymes de restriction et la quantité d’ADNisés pour le clonage dans le vecteur pBT.

Tableau 1 Spécificités des clonages des séquences appéitedplasmide pBT.

MtSAP1
AMorce sens MtSAP1 B2H F:5'-
TTTGCGGCCGCAATGGAGTCGCACGATGAG-3
Amorce antisens MISAPL_BZH R : 5-
AACCCTCGAGGTTTAGTGCATGGCTAGATT-3'
1 x (94°C 2min),
Programme PCR 5 x (94°C 30sec, 55°C 30sec, 72°C 30sec)
30 x (94°C 30sec, 62°C 30sec, 72°C 30sec).
Enzymes de restriction utilisées en 5': Ncol en Xhol
Quantité d'’ADN pour la ligation ave .
un ratio 3 ° 1 %an d'ADN pour 100ng de pBT
p21
Amorce sens p21_B2H_F : 5
AAATAGAATTCAATGTCAGAACCGGCTGGG-3'
Amorce antisens p21_B2H R : 5-
AAAGGATCCTTAGGGCTTCCTCTTGGAGAAG-3’
1 x (94°C 2min),
Programme PCR 8 x (94°C 30sec, 45°C 30sec, 72°C 1min)
27 x (94°C 30sec, 56°C 30sec, 72°C 1min)
Enzymes de restriction utilisées en 5': EcoRl en BamHI
Quantité d'’ADN pour la ligation ave \
un ratio 3 - 1 %Sng d'ADN pour 100ng de pBT
STAT3-Cter
AMOrce Sens STAT3-Cter B2H_F: 5'-
TTGCGGCCGCAACGACCTGCAGCAATA-3
Amorce antisens STAT3-Cter B2H R : 5'-
TCCCTCGAGGGTCACATGGGGGAGGTAGCG-3
1 x (94°C 2min),
Programme PCR 7 x (94°C 30sec, 42°C 30sec, 722Ain)
28 x (94°C 30sec, 64°C 30sec, 72°C 1min)
Enzymes de restriction utilisées en 5': Ncol n & : Xhol
Quantité d'’ADN pour la ligation ave .
un ratio 3 ° 1 iSng d'ADN pour 100ng de pBT

La transformation des plasmides pBT recombinantgésgisée suivant le protocole

(cf. chap. 1 §1.) et est conforme au protocoléalunisseur.
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2. Faisabilité de la méthode.

Les productions recombinantes des protéines apysa&nnées acl sont réalisées
conformément au protocole décrit précédemmentctap. 1 8 1.1). L'analyse des résultats
se fait par western blot : dans le cas de MtSAPdeeSTAT3-Cter, I'anticorps primaire de
lapin antiacl dilué au 1/2000a été utilisé, alors que pour p21, c’est un amie@rimaire de
lapin anti-p21 de concentration finale 200ng/mint&aCruz Biotechnology Inc.) qui a été
utilisé. Les tests de « self activation » ont étalisés conformément au protocole décrit
préecédemment (cf. chap. 1 § 1.2). Les plasmide§ pBcombinants utilisés sont donc
MtSAP1Acl-pBT, p21icl-pBT et STAT3-Ctetkcl-pBT.

3. Construction des plasmides recombinants pTRG-ADNxikles.

Les constructions de plasmides recombinants pTRGIABINsI que le crible de la

banque d’ADNCc ont été réalisé conformément au pa&o(cf. chap. 1 § IV.).
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Résultats.

Dans cette étude de double hybride, 3 protéineSARL, p21l (issue du géene
CDKN1A et STATS3, ont été utilisées comme appat. Paaieht, 2 banques d’ADNc ont
ete réalisées pour servir de cible, 'une issue AlRdIM de graines séches d&edicago
truncatula et I'autre issue des ARNm de la lignée cellulaimadrale colorectale humaine
LS180. Les paragraphes suivants présentent letatd8sobtenus avec la construction des
deux banques ; les résultats liés au double hylspéeifigue de chacune des protéines sont

décrits ultérieurement dans les parties correspurda

|. Banque d’ADNc de lignée tumorale colorectale humain

Les ARN totaux ont été extraits a partir de ceiutke la lignée tumorale colorectale
LS180 puis les ARNm ont été purifiés (cf. figure).1Bans la fraction 1 comprenant tous les
ARN, les bandes majoritaires observées correspondexn ARN ribosomaux, éliminés
totalement dans les 4 premiéres fractions lorsadgutification. Les ARNm (fraction 6) se
présentent sous la forme d'une trainée homogene, adla grande diversité des tailles

existantes, validant la qualité de I'extractiormetla purification.

Figure 18: Purification des ARNm.

: ﬁ Légende :
: L : marqueur de taille
! 1: ARN totaux
‘-’ 2, 3, 4, 5 : fractions de purification
. 6 : ARN messagers purifiés
L1 23 45 6

Purification des ARNm. Les ARN totaux ainsi que HEifférentes fractions obtenues lors de la
purification ont été analysés sur gel d’agarosectlorés au BET. Les ARNm purifiés uniquement
ont été analysés une seconde fois sur gel d’agardsdentique pour augmenter la résolution de

'image obtenue.

A partir de 5ug d’ARNm, la synthése des ADNc arétilisée selon le protocole décrit
dans la section matériels et méthodes et analyseaytoradiographie (cf. figure 19A). Le

premier brin synthétisé présente une radioactipiiés importante que le second brin,
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conformément aux notifications du fournisseur. B3N complémentaires néo-synthétisés
sont séparés par fractionnement en fonction detédle ; chaque fraction est analysée sur gel
d’acrylamide et par autoradiographie (cf. figureBL9Les fractions comprenant les tailles
d’ADNCc les plus élevées sont récupérées (fractiores 11) et conservées pour le double
hybride.

Figure 19: Obtention des ADNCc.

A. Synthése des ADNCc : autoradiographie des brinsymtbétisés

o~

1% brin 2" brin

B. Fractionnement des ADNc en fonction de leur tail@toradiographie

1 234 5 67 89 10111213141516 17 18

(A.) Synthese des ADNc. Autoradiographie des deinstd’ADNc néosynthétisés a partir des ARNm
purifiés. (B.) Fractionnement des ADNc. Autoradighnie des fractions obtenues aprés purification

selon la taille des ADNCc.

Les ADNc conservés ont été insérés dans le plaspiiRG au niveau des sites de
restriction EcoRI/Xhol. De ce fait, la ligation estidirectionnelle, tous les ADNc ont été
insérés dans le sens correct pour étre traduitreieipe fusionnée aRNApol. Le produit
obtenu est transformé dans la souche XL1 blue M&IA, constituant la banque primaire qui
a été déposé sur milieu solide comprenant la tatliae, ce qui constitue la banque
amplifiée. Parallelement, des aliquots de 2 etd®uproduit transformés ont été déposé sur
milieu solide afin de déterminer la taille de lanbae. Tous les clones ont été regroupés, la
moitié a constitué un stock et I'autre moitié a étdéisée pour réaliser une maxipréparation
d’ADN plasmidique. Les tailles des ADNc insérés slde plasmide cible pTRG ont été
vérifiées par PCR sur la maxipréparation d’ADN (fifure 20). La banque obtenue est
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constituée de 9 millions de clones contenant dell@8e taille variant entre 600 et 3 000 pb,

mais dont la majorité se situe aux environs deQLfi)

Figure 20: Estimation de la taille des ADNc de la banque

8000pb ;
b
300000 |  soende -
ot égende :
780000 o L : marqueur de taille
b .
10008 w 1.& 2: ADNC
500pb '
250pb =
- -
L 1 2

Deux matrices ont été utilisées pour réaliser d@@R avec le couple d’amorce s’hybridant sur le
plasmide pTRG au niveau de linsertion des ADNe: groduit de ligation (ligne 1) avant
transformation bactérienne et la maxipréparatiohDdR plasmidique issue de la banque amplifiée

(ligne 2).

Il. Banque d’ADNc de graines sechesMiedicago truncatula

Afin de faciliter la lecture, les résultats corresgants aux étapes de construction de
la banque ne sont pas décrits, parce qu’ils soenftigues a ceux obtenus lors de la
construction de la banque d’ADNc humaine.

Les ARN totaux ont été extraits a partir d'axes grabnaires de graines déedicago
truncatula durant la phase de quiescence (graines sécheasis dent graines seches du
génotype Parragio ont été dissequees et les axay@maires ont été isolés des cotylédons,
des enveloppes et de l'albumen. Les axes embry@ant été broyés au mortier dans
I'azote liquide et les ARN totaux ont été extraites ARNm ont par la suite été purifiés.

Les ADNc conservés ont été insérés dans le plaspiiRG au niveau des sites de
restriction EcoRI/Xhol. Aprés ligation et transfation dans la souche XL1 blue MRF’ Kan,
la banque amplifiee est obtenue. La banque estittgres de 5 millions de clones contenant
des ADNCc de taille variant entre 400 et 1 500pb.
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CHAPITRE 2 :
INTERACTIONS PROTEINIQUES :
APPLICATION EN AGRO-ALIMENTAIRE.
EXEMPLE DE MtSAP1.
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Avant-propos.

En France, l'agriculture en 2004 représentait 28/ 1B total ; en comparaison, celle
des Etats-Unis ne représente que 1,5% (www.stptesimondiales.com). La France est le
premier producteur européen de semences, le tresexportateur mondial et son chiffre
d’affaire total s’élevait a environ 2 milliards dies en 2005/2006 (www.gnis.fr). La balance
commerciale est positive depuis 15 ans et en aotesfarogression. Afin de s’adapter aux
directives de I'union européenne sur la qualitaetécurité des produits et aux exigences du
marché, la filiere agricole et la recherche fraggais'intéressent particulierement a
I'amélioration des semences en tant que produitchmme en tant que future plante. Parmi
les espéces cultivées, les Iégumineuses ou fabacéapent une place importante. Elles sont
utilisées comme fertilisant en agriculture, les spdnaricots et lentilles sont destinés a
I'alimentation humaine, I'arachide et le soja seatirce d’huile et la luzerne et le tréfle sont
utilisés pour I'alimentation animale.

L'azote est I'élément le plus important pour la déla plante car il est un acteur
primordial de la photosynthése. Les plantes utitise nitrate (N@) puisé dans le sol comme
source d'azote. Les légumineuses sont capables les ¢e filtrer l'azote gazeux
atmosphérique, et ce grace aux bactéries symbegtigoizobium Medicago truncatulaou
luzerne tronquée, est une herbacée des régiondémadéennes et s’est imposé comme le
modele d’étude des légumineuses (cf. figure Rgdicago truncatulaest une petite plante
produisant de petites graines en abondance, sgostdm génération est court, de 10 a 12
semaines, et est autogame, permettant une homagéesi populations génétiques. Enfin, le
génome est diploide et de petite taille (450 Mbh &lte internet dédié regroupe les

informations sur la plante (www.medicago.org).

Figure 21: Medicago truncatula

Graines. Gousses .
4 (fruits) 4

Fleur Plante

(O

Réf.: http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/med#ixngsp.
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Introduction.

Le pble de compétivité «végétal spécialisé » dagsRle la Loire a été reconnu
comme projet a vocation mondiale. L'unité mixterdeherche « physiologie moléculaire des
semences » situé en Anjou est un des institutsedeerche de ce pdle. L'objectif des
recherches qui y sont menées est d’acquérir unkenrei compréhension de la physiologie

des semences en vue d’en améliorer la qualité.

I. Vision générale.

La graine est la structure qui contient et protégrabryon végétal. Elle est composée
de membranes protectrices, les téguments, de essentritionnelles, I'alboumen, et de
'embryon. L'embryon est lui-méme composé de catgle et de I'axe embryonnaire ; ce
dernier constituera les racines et la tige (cfurég22). Dans cette étude la graine est

considérée comme une semence, point de déparalcducdéveloppement de la plante.

Figure 22: Anatomie d’une graine.

Albume

Cotytledon

Embryon
Tégument: Axe

/ embryonnair

Les recherches sur la germination différenciengdamination proprement dite de
I'établissement de la plantule. Ici la germinatiest donc définie comme un processus
intervenant a partir de I'imbibition de la grainec®nduisant a la percée de la radicule hors
des téguments.

Chez Medicago truncatulala morphogenése, correspondant au développensent d
'embryon, dure 12 jours a partir de la pollinisati(JAP). S’en suit la maturation de la
graine, ou I'embryon se développe et la chloroghgtlles substances de réserves synthétisees
sont stockées. La maturation correspond égalemiéatquisition du pouvoir germinatif, vers

14 JAP, et a la mise en place des processus irthé@amotentiel de conservation, entre 16
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JAP et 20 JAP [112]. Comme nous I'avons dit préo@dent, la qualité d’'une semence est
définie par la capacité d’'une graine a produire plla@te saine et vigoureuse. Cette capacité
est liée au potentiel de conservation qui corredparia tolérance a des stress comme la
dessiccation, les basses températures ou I'hypeké|a levée de la dormance, c’est-a-dire la

reprise de la croissance au cours de la germination

Il. Germination et stress.

Dans le cas des especes cultivées, des mécanientasis en place pour permettre a
la graine d’entrer dans une phase de quiescenparsdable avant la germination. En effet,
dans le cas contraire, la germination aurait ligané la saison froide, exposant la jeune
plantule aux gelées. Les mécanismes inhérentspgiocessus, tolérance a la dessiccation et

dormance, sont mis en place durant la maturatida deaine.

1. Tolérance a la dessiccation.

La tolérance a la dessiccation permet d’assuregueescence lors de laquelle
I'hydratation et le métabolisme sont extrémemedtité. Elle est définie comme la capacité a
survivre aprés un séchage a lair [113,114] et pér@ l'organisme de résister a des
conditions environnementales extrémes : humiditétive ambiante nulle, température trés
basse, vide et radiation ionisantes [115,116].

Des mécanismes de protection sont mis en placelesatissus des graines au cours de
la maturation afin de protéger les structures t@tes des dommages causés par le retrait de
l'eau. Il y a une accumulation de sucres, des ca@poamphiphiles et de protéines
spécifiques : « Heat Shock Protein » (HSP) et e LlEmnbryogenesis Protein » (LEA). Le
métabolisme cellulaire est également ajusté poiteréNaccumulation de composés réactifs
de l'oxygéne (ROS) et dacétaldéhyde. Les sucre;m méducteurs ont un role
d’osmoprotectants et permettent la préservation desmbranes et des composants
macromoléculaires des cellules [117,118]. Les caépoamphiphiles (antioxydants,
flavonoides) maintiendraient une fluidité membreamai 'état sec [119-121]. Les protéines
LEA sont accumulées au cours des phases tardivesrdaturation des semences [122,123]
et en réponse a divers stress abiotiques [124-126f. mode d’action n’est pas clairement
élucidé mais plusieurs hypotheses ont été émiséquestration d’ions [127], prévention de

I'agrégation des macromolécules [128], stabilisatie I'état vitreux créé par I'accumulation
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des sucres non réducteurs [129,130] et formationmierofilaments stabilisateurs du
cytosquelette [131]. Les protéines HSP ont ététifims chez les graines soumises a un
stress thermique [132]. Elles sont également actdenua la fin de la maturation et leur
présence est corrélée a la tolérance a la desgsitadiezArabidopsis thaliang133]. Elles
pourraient jouer un rble de chaperonne pour éJaedénaturation et l'agrégation des
protéines. L’intensité du métabolisme est corrélia dolérance a la dessiccation [134] et
pourrait alors jouer un réle dans la réductionaleribduction de ROS. Le métabolisme étant

faible, la transition vers un métabolisme fermartéoxique serait donc évitée.

2. Dormance.

La dormance est une caractéristique spécifiquegydeses qui peut se définir comme
le blocage de la germination d'une graine intacte viable malgré des conditions
environnementales favorables [135]. Ceci représent® adaptation empéchant la
germination spontanée qui pourrait survenir tropcpcement. La dormance peut prendre
différents aspects selon les espéces. Baskin &irBast proposé un systeme de classification
gui compte cinq classes de dormance : physiologiepeephologique, morphophysiologique,
physique et combinée physiologique/physique [136].

La dormance physiologique est la forme la plus mépa et concerne une grande
partie des especes cultivées et dites «de lab@atocommeArabidopsis thalianaet
Medicago truncatula Les recherches sur la compréhension de la doemnaoat donc
essentiellement focalisées sur la dormance phygole. C'est pourquoi seule celle-ci est
deétaillée ci-apres. La dormance primaire correspohiétat des graines fraichement récoltées
et est initiée par I'acide abscissique endogenduprpar 'embryon au cours de la maturation
[137,138]. Cet état disparait progressivement dlrstockage dans des conditions seches ou
grace a des traitements imposées a la graine imbisgatification par le froid ou le chaud,
lumiére (pour les espéces concernées) et autresohes [138], les buténolides [139], et
'oxyde nitrique [140,141]. La dormance secondairgervient lorsque les conditions
nécessaires a la perte de la dormance primairénawdtion de la germination ne sont pas
remplies. Cette dormance est levée lorsque lesitimmsl sont remplies mais peut étre induite
a nouveau [135].
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3. Quiescence.

La quiescence est un type de dormance dépendalisimernent des conditions du
milieu de vie de l'organisme ou de la cellule cdéste. C'est une réponse directe a une
dégradation de l'environnement. Elle est différei¢ela dormance vraie dans le cas des
graines ou il faut des phénomenes précis et ordopodr qu'il y ait levée de dormance.

La phase de quiescence s’installe progressivemiantidu processus de maturation,
correspondant a une déshydratation importante dealae, et dure tant que la graine n’est
pas dans des conditions physiologiques et enviroene&les qui permettent la germination.
La longévité des graines correspond a la duréema&ide la phase de quiescence, la graine
perdant sa capacité germinative au-dela de cetéedlues conditions de I'environnement qui
permettent la germination sont une hydratationret axygénation suffisantes ainsi qu’'une
température correcte (qui dépend de l'espéce obrE®y)l Si ces conditions ne sont pas
remplies, la graine ne germe pas et peut entrphase de dormance secondaire. La levée de
dormance primaire survient spontanément lorsqugrdine est restée quiescente. La durée
nécessaire pour la levée de dormance dépend deé#ians de I'environnement durant la
maturation de la graine sur la plante mere maiteggant des conditions de stockage [142].
Une humidité, méme trés faible ou dans des zormadisées de la graine serait nécessaire a la
levée de dormance [143].

La transcription est effective dans les grainesstade quiescent chez le tabac
[143,144] et l'orge [145]. Les ARNms transcriptsns@res nombreux et serviraient & une
synthése rapide des protéines nécessaires au mdmngermination. La plupart codent des
protéines du métabolisme cellulaire et protéiqué6Jlqui prépareraient la graine a la
germination [147]. Ces protéines peuvent étre nébsyisées ou stockées dans la graine
depuis la fin de la maturation. Il est a noter ¢umnibition de la synthese protéique par le
cycloheximide bloque la germination [148], démontréeur importance capitale dans ce

processus.

4. Germination.

La germination est définie comme la phase transitentre le stade graine seche et
I'apparition de la radicule hors des téguments [1B8e débute avec I'imbibition des tissus.
Lorsque les conditions de I'environnement sont faltes, le développement de I'embryon

reprend. L'axe embryonnaire s’allonge alors daissdeux sens. La partie distale de I'axe
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embryonnaire qui permet au méristéme racinaire’@#micer pour développer des racines
est la premiére a se développer au cours de laigggion cheaVledicago truncatulalLors de
la germination, les tissus dans un premier tempeisgdratent rapidement. Ensuite, il y a
ralentissement de la prise d’eau et de I'activétgpiratoire. C'est a ce stade que se préparent
les événements métaboliques associés a l'allongedeerda radicule. L'émergence de la
radicule clét cette deuxieme étape et coincide év@erte de la tolérance a la dessiccation.
La troisieme et derniére phase, dite de croissarmregspond a I'allongement de la radicule ;
elle amorce la mobilisation des réserves et le ldgpement de la plantule et n’est donc pas
considérée comme faisant partie de la germinaticseas strict.

La germination est donc soumise aux conditionsafevironnement (présence d'eau
et d’'oxygene). La cinétique de germination est i&gar la température et I'éclairement,
'optimum variant d’'une espece a l'autre selon ldiem auquel elle est adaptée. Pour

Medicago truncatulacet optimum se situe a 21°C et a I'obscurité.

5. Régulation de la maturation et de la germination.

Les acteurs de la régulation de ces évenement&goitement liés. Les hormones, en
particulier I'acide abscissique et les gibbéreBiygouent un rdle prépondérant (cf. figure 23).

a. Les hormones.

Plusieurs hormones interviennent dans le contr@elad germination. Cependant,
I'acide abscissique (ABA) et les gibbérellines (Gnt les deux hormones principales dont
les fonctions sont antagonistes.

i. L’acide abscissique.

L’ABA exerce un contrble sur la maturation de laaige et est responsable de
I'induction et du maintien de I'état de dormanceraire (cf. figure 23). L’ABA, dérivé des
caroténoides, est synthétisé dans un premier telanps le chloroplaste puis dans le cytosol.
C’est un répresseur de la germination [135] ; yvoapexogéne provoque une inhibition de la
germination, bien que le phénotype observé ne sporele pas a celui de la dormance
[147,150-152]. Le métabolisme de 'ABA, contrdlaat concentration intracellulaire, joue un
réle important dans la réponse a I'environnemendies le processus de développement.

La perception de I'ABA par les cellules est indétarée et la transduction du signal
de 'ABA est modulée par divers facteurs. La voe signalisation de I'ABA implique
I'action de facteurs de transcription (ABI3, ABIABI5) [153-155], la dégradation de
protéines [156] et la modulation de I'activité deopphatases et de kinases.
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ii. L'acide gibbérellique.

La seconde hormone principale impliquée dans lmigetion est I'acide gibbérellique
(GA). Elle est nécessaire pour I'accomplissementiadgermination (cf. figure 23) et les
mutants déficients en GA sont incapables d’accanydite phase de développement. Les
enzymes de la synthese de GA sont exprimées sutamst les axes embryonnaires durant la
germination cheArabidopsisthalianaet leur délétion entraine une diminution de la cépa
germinative [157]. La transduction du signal de f¥&sente une particularité par rapport aux
vois classiques de signalisation décrites cheanlasimiféeres : le récepteur du GA (GID1 ;
« gibberellin-insensitive DWARF1 ») activé interagvec les protéines DELLA (répresseurs
du signal GA) qui sont alors dégradées, permettiasi la transmission du signal [158].

iii. Autres.

D’autres hormones agissent sur la germination. l@ssinostéroides ont un effet
positif sur la germination mais d’'une maniére inglégante du GA [159]. L’éthylene exerce
aussi une action sur la levée de dormance et laigation en inhibant le signal de 'ABA
[160]. L’'auxine semble également jouer un réle déngermination, alors qu’elle avait
longtemps été considérée comme inactive a ce dadéveloppement. Elle est présente dans
'extrémité de la radicule avant la germination Il6et dans I'embryon a la fin de
I'embryogénése [162].

Figure 23: Régulation de la germination.
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Réf.: [163] Holdsworth MJ, Bentsink let al Molecular networks regulatindrabidopsis seed

maturation, after-ripening, dormancy and germimatithe New Physiologist (2008) 179 (1) : 33-54.
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b. Régulation moléculaire.

L'étude de mutants érabidopsis thalianaprésentant des perturbations dans le
programme de maturation des graines a permis laudéde de 4 facteurs de transcription
majeurs impliqgués dans la maturation de la graldSCA 3 (FUS3), ABA INSENSITIVE 3
(ABI3) et « LEAFY COTYLEDONS » 1 et 2 (LEC1 et LEEL164] (cf. figure 23). Ces
mutants présentent une expression réduite des gedast pour les protéines de maturation
[165] et une dormance moins profonde, voire uneeradxs de quiescence. ABI3, FUS3 et
LEC2 sont des facteurs de transcription a domaidg1B6-168] et LEC1 est la sous-unité
HAP3 du facteur de transcription CBF (« CCAAT-bimglifactor ») [169]. Les protéines
LECs et FUS3 agissent de maniére synergique avefadieur de transcription ABI3
[170,171] et en particulier LEC1 est nécessairer deudéveloppement dans les phases
d’embryogénese [169]. La protéine ABI3 est spéudigles graines et intervient dans la voie
de signalisation de I'’'ABA en interagissant avec $éguences ABRE (« ABA Responsive
Element ») situées dans les régions promotricesgdegs régulés par I'ABA [172,173],
expliquant le phénotype insensible a 'ABA des mtgabi3. Les protéines LEC2 et FUS3
sont des facteurs de transcription qui ont poutecibs motifs RY/Sph présents dans les
éléments de régulation des génes codant des mstsicifiques des graines [174,175]. Dans
les cotylédons, LEC1 régule ABI3 et FUS3 [1]LEC2 régule FUS3 [176]. ABI3 et FUS3
se régulent mutuellement et présentent des bodee®trocontrble positif sur leur propre
expression [171].

Le systéme de régulation de la maturation (cf.rég2B) est complexe et fait intervenir
principalement les hormones GA et ABA. Il existeeurelation entre le systeme des
régulateurs de maturation et les hormones ABA etwiaAes protéines FUS3 et LEC1. FUS3
affecte la synthése des enzymes responsables dmwodgntheése de GA [177] et est
responsable d'une augmentation du taux d’ABA [178h protéine LEC2 stimule
I'inactivation de GA [174] et régule la transcrigmi de dogl (« delay of germination 1 ») ; ce
géne n’a pas de fonction connue mais il joue ua calicial dans la dormance, le mutdagl
étant complétement non-dormant. La protéine DOGIseécifique des graines et disparait
apres I'imbibition [179].

De maniére générale la modification de la chroneatégst un type de contrble
important pour la régulation du développement dgrdéne [180,181].

71



2. Stress abiotiques.

Les stress abiotiques subis par une plante somtisi@omme tout changement de
condition environnementale. lls s’opposent aux sstrebiotigues dus aux infections
bactériennes, virales ou fongiques. Les stresstigb@s constituent une cause majeure de
perte de rendement, pour tout type de cultureeaude divers environnements. Les plantes,
organismes inféodés a leur milieu, ont des capagités ou moins étendues a tolérer des
épisodes climatiques extrémes. Certaines especesr@ies sont capables de continuer a
croitre et a se reproduire dans des conditions igings qui s’écartent des moyennes
habituelles en utilisant la plasticité de leur g@eo D’autres restreignent leur cycle de vie
dans une gamme de parametres moins étendue sefliesadaptées a un milieu particulier.
Cette diversité de comportements est exploitée poeftre en exergue et comprendre les
mécanismes de tolérance aux stress abiotiques aqidesfroid, la sécheresse et le stress
osmotique. Pour améliorer I'adaptation des plaoctdSvées a leurs espaces de culture une
meilleure connaissance des voies de signalisateanstiess, de leurs régulations et de la
réponse des effecteurs est indispensable.

Les processus d’adaptation de la cellule végétale rombreux. L’ABA et I'éthyléne
sont impliqués dans ces réponses [182,183], mast &n particulier 'ABA qui est le
médiateur des réponses physiologiques aux stréssgales et biotiques dans la plupart des
tissus [165]. Apres transduction du signal, le icahcest un médiateur tout aussi important de
la signalisation intracellulaire en tant que secomassager. Suite a la cascade d’activation des
protéines de signalisation, les facteurs de trgstsmn activés induisent I'expression de génes
spécifiques (cf. figure 24). Les facteurs de traipsion induits par ’ABA reconnaissent et se
fixent sur des séquences spécifiques de type actisg » . séquences ABRE (« ABA-
responsive elements »), CE3 (« coupling-elemesetdikquence), RY/Sph et les séquences de
reconnaissance des facteurs de transcription dssed MYB et MYC [184,185]. D’autres
parameétres sont modifiés au cours de la répons@BA| dont la conductivité ionique
membranaire et le potentiel redox.

La perception d’'un stress abiotique par la cellbgétale mene a I'activation de
protéines spécifiques effectrices, qui peuvent gmmupées en 4 catégories majeures (cf.
figure 24): protéines de signalisation et de dietde la transcription, protéines de choc
thermique et chaperonnes, protéines du potentielxret protéines du transport hydrique et
ionique. La signalisation intracellulaire aboutit l@activation de nouvelles protéines

effectrices.
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Figure 24: Réponse cellulaire aux stress abiotiques.
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La régulation transcriptionnelle des génes sentnéel@ processus majeur ; cependant,
de plus en plus de travaux impliquent une régutapost-transcriptionnelle. Par exemple,
'annexine 1, impliguée dans la réponse au stregsotique dans les racind$Arabidopsis
thaliana, est régulée positivement apres un stress. Gagjtdation est post-traductionnelle : le
taux d’ARNm est constant alors que le taux de jmmet@ugmente. De plus, I'annexine 1 est
transloguée du cytoplasme vers le noyau [186].

Les protéines de choc thermique (HSPs) et les ipggd EA sont trés impliquées
dans la réponse aux stress. Elles protegeraiectlliale en contrélant la conformation des
protéines, qui peut étre affectée par la chaleusgcheresse ou la salinité [187]. La variation
du potentiel redox en particulier est un acteurdrtgnt de la réponse moléculaire des plantes
aux stress abiotiques, modifiant les processus @eloppement [188,189]. Les stress
abiotiqgues produisent des réactifs libres de I'eng (ROS : « reactive oxygen species »),
perturbant 'homéostasie cellulaire et créant desmmdages oxydatifs. La surexpression
d’antioxydants ou de chélateurs permet d’accrdéressistance des plantes a divers stress,
déshydratation, salinité, meétaux lourds ou péroxgideydrogene [190-192]. Les stress
séveres peuvent étre nuisibles aux compartimefitdatees. La protection cellulaire dans ce
cas nécessite I'action de métabolites : acides @niamines, sucres et sucres portant un
groupement alcool. Capekt al propose I'hypothése de 2 stratégies de protection
augmentation de la production des produits d’itén@ réduction du taux de composeés
toxiques [193]. Parmi les acides aminés, la proilmecumule sous stress salin et aurait un
effet protecteur en induisant I'expression de pnet® protectrices comme des enzymes anti-
oxydantes, des ubiquitines et des déhydrines [11925. polyamines jouent un réle dans la
protection contre les stress salins, et notammanglycine-betaine est un osmoprotectant
[187]. Enfin, la cellule mobilise des sucres enoré&ge aux stress salins et hydriques. Le

tréhalose et le mannitol sont les 2 sucres principapliqués [195,196].
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Il. Objectifs de I'étude.

Comme nous l'avons décrit précédemment, la maturaide la graine est une étape
essentielle du développement, permettant a la smmee survivie a des conditions
environnementales défavorables. La maturation coangermination sont soumises a une
régulation hormono-dépendante, notamment par I'ABApable d’induire I'expression de
protéines spécifiques, dont les protéines assoaiéstress (SAP).

L’équipe d’accueil du laboratoire Physiologie Maléaire des Semences se focalise
sur l'étude de la germination chedledicago truncatula La recherche des facteurs
moléculaires du contrble de la germination et désanismes inhérents a la tolérance aux
stress de la graine a mené I'équipe a concevoirhamgue d’hybridation suppressive et
soustractive (SSH) [197]. Ce type de banque pedwuetloner les marqueurs de séquences
exprimées (EST : « expressed sequence tags »)nés g&primeés différentiellement entre 2
conditions. Deux populations d’ARNmM ont été extaitl partir de 2 durées d’imbibition, 6h
et 23h, c’est-a-dire a la fin de prise d’eau masgar la graine et 2h apres la percée de la
radicule, qui marque la fin de la germinatgiricto sensus

Le géne MtSAP1 (Medicago truncatula« Stress-Associated Protein 1 ») a été
découvert grace a la banque SSH et appartienfaanidle des SAPs. Dans ce chapitre, nous
nous sommes d’abord intéresseés a la descriptida skeucture du gene et de son expression
dans la graine en réponse a différents facteursrésiltats ont fait I'objet d’un article soumis
présentés dans la premiere partie. Dans une segartle, nous avons réalisé un double
hybride bactérien de MtSAP1 afin de mettre en éwdeses partenaires d’interaction,

permettant d’appréhender ses fonctions.
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Partie 1 : MtSAP1 : organisation et expression dankaxe embryonnaire.

I. Introduction.

La banque SSH que I'équipe a réalisée a permisealraren évidence toute une série
de genes dont I'expression varie entre la phasggméinative et la phase post-germinative.
L’ensemble des génes a été testé pour leur répangiivers stress hormonaux et
environnementaux : ABA, GA, ACC (précurseur dehigéne), lumiere et hypoxie. Les tests
ont été effectués en utilisant des réseaux de mnmeyeensité, plus connus sous le nom de
« puces a ADN » (données non publiées).

Le geneMtSAP1s’est révélé fortement surexprimé par les conatidBA et sous-
exprimé par la condition ACC. L’ABA inhibant tresrfement la germination, nous avons
émis I'hypothése quditSAP1jouerait un réle dans le controle de la germimat plus
spécifiguement, aurait une fonction inhibitrice.ti€ehypothése est renforcée par la sous-
expression du gene sous ACC, condition qui favoldssgermination. Elle est également
renforcée par la structure prédite de la protéma paquelle cod®tSAP1qui contient deux
domaines de type zinc-finger (« doigts de zinc »).

Toutes les protéines en doigt de zinc contribuertefnent a la protection contre les
stress environnementaux [198-200]. Depuis quelgueges, la famille SAP, pour “stress-
associated protein”, est de plus en plus étudiéspmrt caractérisées par la présence d'un
domaine A20 et/ou AN1. Le domaine A20 a été idantifans une protéine humaine des
cellules endothéliales de la veine ombilicale dbewpression est induite par la cytokine
TNFa (« tumor necrosis factor alpha ») et qui inhilag@bptose induite par celui-ci [201,202].
Le domaine AN1 a initialement été caractérisé dares protéine homologue aux ubiquitines
chez Xenopus laevi$203]. Les fonctions exactes de ce domaine n'orst @& clairement
définies.

Les protéines SAP sont conservées dans plusiegasiemes et sont des composants
de la réponse aux stress. Une analyse de Vij egiTera 2008 a répertorié les protéines de
type A20/AN1 chez divers organismes et notammeet das plantes. Toutes les especes
contiennent entre 1 et 19 protéines de ce typeoiribhe en synthétiserait Arabidopsis
thaliana 14, le riz 18 et la tomate 13 [204-206]. Chez nemmmiféres, elles modulent des
fonctions diverses dont la réponse immunitaireeeddveloppement des cellules musculaires

[109,207-209]. Chez les plantes, seules de récéntees donnent quelques informations sur

76



les protéines SAP. Mais toutes soutiennent unetifimeritique de ces protéines dans la
tolérance au stress chez les plantes [200,205,21)0,2

Les mécanismes conférant aux protéines SAP unmajeur dans la tolérance aux
stress sont encore indéterminés. Toutefois, SABAZles 14 membres de la famille chez
Arabidopsis thaliangprésentant 2 domaines AN1 en doigt de zinc, Sigst changements
conformationnels majeurs dépendant des conditiedex; ce qui suggere une fonction de
SAP12 en lien avec I'état redox de la cellule, ipalierement en condition de stress [212]. Or
comme nous l'avons vu précédemment, I'état redobaadellule est un acteur important de la
réponse moléculaire des plantes, modifiant lesqa®ics de développement [188,189].

Dans cette partie sont présentés les résultataubtgpres étude systématique du géne
MtSAP1 Cette étude correspond a la description de letstre du gene et de son expression
dans la graine en réponse a différents facteurdigbes. De plus, les effets de I'annihilation
du gene sur la graine par ARN interférentiel (RN&} été mis en évidence. Ces résultats ont

fait 'objet d’un article soumis.
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Abstract

MtSAP1 (Medicago truncatula Stress Associated Protein 1) was revealed as a down-
regulated gene by a suppressive subtractive hybridization between two mMRNA
populations of embryo axes harvested before and after radicle emergence. MtSAP1
is the first gene encoding a SAP with A20 and AN1 zinc-finger domains characterized
in Medicago truncatula. MtSAP1 protein shares 62% and 54% homology with
OsiSAP8 (Oryza sativa) and AtSAP7 (Arabidopsis thaliana) respectively, with in
particular a strong homology in the A20 and AN1 conserved domains. MtSAP1
expression increased during the acquisition of tolerance to desiccation, reached its
maximum in the dry seed and decreased dramatically during the first hours of
imbibition. Abiotic stresses (cold and hypoxia), abscisic acid or desiccation
treatments induced also the MtSAP1 expression and protein accumulation in embryo
axis, while mild drought stress did not affect significantly its expression. This profile of
expression along with the presence of anaerobic response elements and ABRE
sequences in the up-stream region of the gene is consistent with a role of MtSAP1 in
the tolerance of low oxygen availability during late stages of seed maturation and
desiccation. Silencing of MtSAP1 using a RNA interference (RNAI) approach resulted
in a phenotype with reduced seed size and germination percentage compared with

the wild-type seeds.

Keywords : A20/AN1 zinc-finger domain protein, abiotic stress, desiccation, seed

germination, Medicago truncatula.
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Introduction

Seed maturation is an important phase of seed development. According to several
plant models, this process can be divided into two stages, morphogenesis and
maturation. Seed maturation begins when developing embryos cease their cell
division, and start growing by cell enlargement and accumulating storage reserves.
Maturation ends with a desiccation phase after which the embryo enters into a
guiescent state, thereby permitting its maintenance and survival under a range of
environmental conditions. In maturing seeds, the embryo is challenged by two
adverse conditions that are the low oxygen availability and the desiccation of the
tissues. Several genes regulated by the phytohormone abscisic acid (ABA) are
induced in the embryo, besides to those required for the synthesis of storage
reserves they include those involved in the acquisition of desiccation tolerance.
Actually, in most vegetative tissues, ABA mediates several aspects of physiological
responses to environmental challenges such as drought, salt, hypoxia, cold stress
and pathogen attacks (Gutierrez et al. 2007).

Anaerobically induced genes are often characterized by the presence of anaerobic
response elements in their promoter regions. The tolerance to low oxygen availability
in plants includes the induction of the so called ‘anaerobic’ polypeptides (Sachs et al.
1996)., which the best characterized are enzymes involved in metabolic pathways
related to oxidative catabolism of sugars (glycolysis, ethanol and lactic fermentation)
and carbon skeleton storage as amino acids (alanine fermentation).

Stress Associated Protein (SAP) gene families were characterized by the presence of
A20/AN1 domain in their putative encoded protein. The A20 zinc-finger (ZnF) domain
was first identified in a TNF-a inducible protein in human cells and is characterized

by multiple Cys,/Cys, finger motifs. Human A20 protein is an inhibitor of cell death
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that polyubiquitinylates the mediator protein RIP, targeting for its degradation, and
that inhibits NF-kB activation [213]. The AN1 domain was first identified in the C-
terminus of the ubiquitin-like protein coded by the Xenopus Laevis animal
hemisphere 1 (AN1) maternal RNA [214]. This domain is a zinc finger-type domain
and is usually found associated with the A20 zinc-finger domain. The AN1-type zinc
finger contains six conserved cysteines and two histidines that could potentially
coordinate two zinc atoms [214]. The role of the A20/AN1 proteins has been well
studied in animal immune systems (Huang et al. 2004, Diatchenko et al. 2005). In
plants, very few information is known about A20/AN1 proteins. Recently, Vij and
Tyagi (2008), when screening public databases, have conducted a survey A20/AN1
zinc-finger protein across diverse organisms with a special emphasis on plants
(Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Populus trichocarpa, Sorghum bicolor and Vitis
vinifera). All the species contain between one to nineteen A20/AN1 proteins. From
Oryza sativa and Arabidopsis thaliana genomes, respectively 18 and 14 genes code
for SAP, and most of them encode proteins with A20/AN1 domains. A member of
SAP gene family from rice OsiSAP1 (Oryza sativa Stress-Associated Protein 1) was
the first plant protein identified as a zinc-finger protein and has been shown to be
induced in rice seedlings in response to environmental challenges and abscisic acid
(ABA) treatment, and to confer abiotic stress tolerance to transgenic tobacco over-
expressing the gene [200]. Recently, the over-expression of OsiSAP8 has been
shown to confer tolerance to salt, drought and cold stress (Kanneganti and Gupta
2008). These authors demonstrated that A20 and AN1 type zinc-finger domain from
this protein interact with each other but only A20 interacts with itself in a yeast two-

hybrid system. According to them, an OsiSAP8 gene product might act in the early
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phase of signal transduction pathway with a stress response. The mechanism by
which stress tolerance is conferred is still unknown.

Our strategy for improving knowledge of important and vital events of germination
was based on a suppressive subtractive hybridization (SSH) transcriptomic analysis
of embryo axis for the identification of genes involved in germination completion. The
subtraction was carried out between two mMRNA populations extracted at two
imbibition stages, 6 hours that is the end of the phase of passive and massive uptake
of water, and 23 hours that is 2 hours after germination completion characterized by
radicle protrusion. In our previous studies (see Bouton et al. 2005, Gimeno-Gilles et
al. 2009), the attention was focused on up-regulated genes with the attempt to
unravel their involvement in the control and the completion of germination process. In
this present work, a down-regulated gene that belongs to the family of genes
encoding SAP has been chosen, and to our knowledge this is the first study
dedicated to a SAP protein in seeds. The aim of this work was to contribute to
unravel the role of MtSAP1 during the seed maturation and germination, but also
under abiotic stresses. By using, notably, RNA interference (RNAi)-mediated
silencing of MtSAP1 in M. truncatula, we hypothesized that MtSAP1 protein might
play a role in the maturation of M. truncatula seeds in relation with a stress caused by
events which are specific to this stage of development, either the desiccation or the

low oxygen environment.
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Results

Cloning of Mt SAP1 and in silico analysis

A SSH library was constructed from embryo axis between two early steps of
Medicago truncatula seed germination (6 and 23 hours after imbibition). Sequencing
was performed on 900 clones, and sequence analysis and comparison revealed 355
unique ESTs. Among them, 68 ESTs were down-regulated between 6 and 23 hours,
with in particular MtSAP1 (TC95263) which the full-length sequence has already
been cloned (Gimeno-Gilles et al. 2009). The genomic sequence of MtSAP1
(UniProtKB/TrEMBL entry A2Q3D5) is located on chromosome 7. The coding
sequence of MtSAP1 (Fig. 1a) is intronless but there are two introns of 1137 bp and
92 bp in the 5’UTR region.

The protein sequence is constituted of 172 amino acids with a predicted molecular
mass of 18.8 Kda and contains two ZnF domains, A20 and AN1 (Fig. 1b). These
domains are found alone or together in eight other putative proteins of Medicago
truncatula. Sequence alignment is shown in Figure 2a. A20 and AN1 domains are
found together in numerous other proteins in plants and mammals such as human
ZnF216 and AWP1 proteins, sharing 46% and 47% homology with MtSAP1
respectively, and showing identities in the ZnF domains (Fig. 2b). The MtSAP1
protein sequence shares 62% homology with rice OsiSAP8 and 54% homology with
AtSAP7, and presents a strong homology in the domain sequences with these
proteins (Fig. 2c). It also shares homology with virtually translated ESTs of the Lotus
japonicus (TC14575, 87%) and soya bean (TC205260, 75%), with identical ZnF
domains (Fig. 2c). The upstream region (2.5 Kb) of the MtSAP1 gene was used to
search the database for regulatory motif using PLACE database. Anaerobic-

responsive elements and ABRE involved in abiotic stress responsive gene
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expression were identified (Fig. 1c), indicating their association with stress inducible

expression of MtSAP1.

MtSAP1 gene expression in embryo axis during maturation, germination and
post-germination of Medicago truncatula

The expression of MtSAP1 in embryo axis was investigated by real RT-PCR during
seed development, germination and post-germination growth (Fig. 3). During seed
development, gene transcription exhibited a low level during the first 20 days after
pollination (DAP). A strong increase in MtSAP1 expression was observed after 28
and 35 DAP that rised to 4.10° copy numbers when desiccation was complete in the
dry seed. Five hours after imbibition, amounts of mMRNA decreased to 2.10° copies
and picked up a low background expression after 25 hours and remained constant
even after 96h. These data show that MtSAP1 expression kinetics is correlated with

progressive tissue dehydration occurring in the last 10 days of seed development.

Analysis of RNAI MtSAPL1 lines

To investigate the role of MtSAP1 in seed of M. truncatula, plants were constructed
using RNAI technology to disrupt the MtSAP1 gene. From seven transgenic lines
selected by PCR, one line was further analysed by immunobloting with antibodies
anti-MtSAP1 on the mature dry seeds. These antibodies were raised against a
specific peptide which is highly specific for SAP1 and reduces the probability to cross
match with another members of SAP in M. Truncatula.

The MtSAPL1 protein was highly abundant in the mature wild type (WT) seeds and
undetectable in the mature seeds of the transgenic line (Fig. 4a). The disruption of

the expression of MtSAP1 resulted in a severe seed phenotype. The transgenic
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seeds were smaller in terms of size and weight compared to WT seeds (Fig. 4b, c).
The analysis of the seed protein content showed that the accumulation of Vicilin and
Legumin in RNAI seeds were reduced (in comparison to the WT seeds), while the

total amount of proteins of RNAI seeds was not affected (Fig. 4d).

Seed germination of RNAI MtSAP1 lines

To investigate the possible involvements of the MtSAP1 on germination, a test run on
seeds from WT and two RNAI lines was carried out. The disruption of the expression
of MtSAP1 severely affected the germination capacity of the transgenic lines. The
percentage of germinated seeds in WT was 78% after 48h of imbibition, while it

hardly reached 12% in the RNAI seeds during the same period of imbibition (Fig. 5).

Induction of MtSAP1 expression by ABA during seed imbibition

In order to test MtSAP1 hormone responsiveness, seeds were imbibed with ABA
(100 M), gibberrellic acid (GA; 100 upM) and ethylene precursor 1-
AminoCyclopropane-1-Carboxilic acid (ACC; 100 pM). GA and ACC promote
germination. After 50 hours of imbibition, in comparison with the water condition,
Medicago truncatula germination rates and radicle length were greater in GA and
ACC treatments (data not shown). On the contrary, germination was inhibited in
presence of ABA: the rate was reduced by half and radicles failed to elongate more
than 2 mm (data not shown). The results in figure 6A show that MtSAP1 expression
during germination was strongly over-expressed in 100 pM ABA conditions -
approximately 6/8 fold higher in comparison with water. GA nor ACC failed to

stimulated MtSAP1 expression during germination (data no shown).
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The ABA dose sensitivity of MtSAP1 was checked out by applying various
concentrations (5 uM to 100 uM) of the hormone in the germination medium. MtSAP1
gene expression was strongly induced at one and the same time by low ABA-
concentration, but also by high concentration of ABA, showing that the induction of
MtSPAL1 gene expression was dependent on the presence of ABA but in a dose-
independent way (data not shown).

Similarly the accumulation of MtSAP1 protein was induced by ABA in WT radicles,
while the same treatment failed to induce the accumulation of the protein in the

radicles of the transgenic line (Fig. 6B)

MtSAP1 gene expression highly induced by desiccation

Gene expression stimulation in the late embryo development could be a response to
abiotic stress caused by desiccation. To test this hypothesis, desiccation was
induced after 15 hours of water seed imbibition with high concentration of
polyethylene glycol (PEG, -3 MPa). This specific treatment has already been shown
to induce stress in tissues (Buitink et al. 2006). In comparison with the control,
MtSAPL1 is over-expressed approximately six fold higher in desiccation conditions,
reaching 3.10° copy numbers (Fig. 7). These data seems to confirm the involvement

of MtSAP1 in the acquisition of desiccation tolerance at the end of seed maturation.

Involvement of MtSAPL in abiotic stress responses

In order to test MtSAP1 abiotic stress-responsiveness and validate in silico analysis
of the upstream region, seedlings were submitted to various stress conditions:
osmotic stress (NaCl, 200 mM), drought stress mimicked by mild PEG treatment (-

0.25 MPa), cold (4C) and hypoxia (Ricoult et al. 2005, 2006). Water condition was
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used as a control. All these treated embryo axes were unequivocal stressed. Indeed,
proline and alanine accumulation, commonly used as indicators of mild drought
stress and hypoxia respectively, has been observed in these stressed tissues (data
not shown; Limami et al. 2008).

Expression analysis showed that MtSAP1 gene was not sensitive to drought stress
while a drastic osmotic stress (NaCl, 200 mM) induced a two fold increase of the
gene expression, similarly to the cold condition (Fig. 8). The only abiotic stress that
showed a very significant effect on the gene expression was hypoxia, under which
MtSAPL1 level of expression was 5 fold higher than in the control (Fig. 8).

The amount of SAP1 proteins was monitored by immuno-blotting after protein
separation by SDS-PAGE in embryo axis. In agreement with gene expression data,
the amount of SAP1 protein was largely induced by cold, hypoxia and desiccation
treatments in comparison to water condition, whereas drought stress (PEG, -0.25
MPa) failed to induce accumulation of MtSAP1 protein (Fig. 8). It is worth noting that
ABA treatment (at a low concentration, 10 M) induced in a very strong way MtSAP1
protein amount. Unexpectedly, MtSAP1 protein was not accumulated under saline

conditions.
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Discussion

Unlike the A20/AN1 zinc-finger proteins in humans and other model animal systems,
very little information is available on such proteins in plants. In animal systems, these
proteins play an important role in regulating the immune response, inflammatory
responses and anti-apoptosis (Huang et al. 2004, Wertz et al. 2004).

In the present work, a transcriptomic approach on the model legume Medicago
truncatula allowed us to isolate the first gene coding for an A20/AN1 zinc-finger
stress associated protein expressed in an embryo during its maturation phase,
namely MtSAP1. This gene is strongly induced at the end of seed maturation during
the acquisition of tolerance to desiccation with its maximum of expression in the dry
seed. Most of zinc finger domain proteins act as transcriptional factors, however in
silico analysis of MtSAP1 gene product did not predict any potential nuclear
localization signal. MtSAP1 might not be a transcription factor alternatively with its

zinc-finger domain; it may be involved in protein-protein interaction.

Characterization of MtSAP1 and putative role in Medicago Truncatula

In order to learn more about the role of MtSAP1 in the maturing embryo, we put
forward the hypotheses that the expression of the gene might be regulated by ABA
and that the protein might play a role in relation to the tolerance of either desiccation
or low oxygen stress (two adverse conditions encountered in the maturing seed).
These hypotheses were based on i) the expression profiling during maturation, ii) the
presence of ABRE and ‘anaerobic response’ elements in the promoter sequence of
MtSAP1 and iii) the literature in which recent works on rice and Arabidopsis showed
the involvement of members of the family of the A20/AN1 zinc finger proteins in

abiotic stresses (Vij and Tyagi 2006). OsiSAP1 and OsiSAP8 have been shown to be

88



induced in rice seedlings in response to various abiotic stresses and ABA treatment,
and to confer tolerance to salt, drought and cold stress to transgenic tobacco over-
expressing the gene (Mukhopadhyay et al. 2004, Kanneganti et al. 2008). Several
evidences are in favor of our hypotheses. The induction of the MtSAP1 expression
and the protein accumulation by ABA treatment of germinating embryo axis showed
that MtSAPL1 is up-regulated by ABA.

The involvement of MtSAP1 in the tolerance of the embryo to desiccation is
supported by the induction of the expression of MtSAP1 accompanied by the
accumulation of the protein in germinating embryo axis submitted to desiccation
treatment (PEG, -3 MPa). The regulation of MtSAP1 by desiccation seemed specific
to this situation of extreme dehydration of the tissues because neither the
messengers nor the protein accumulated in germinating embryo axis submitted to
drought stress (PEG, -0.25 MPa). It is worth to note that although MtSAP1 is
responsive to ABA and shares more than 50 % homology with genes encoding SAP
with A20/AN1 domains expressed in Arabidopsis and rice, it is not sensitive to
drought stress. This difference suggests that the SAP isogene expressed in embryos
and embryo axes of Medicago truncatula is not regulated by the same signaling
mechanisms as the isogenes expressed in Arabidopsis and rice vegetative tissues.
The involvement of MtSAPL in the tolerance of low oxygen availability in seeds
during late stages of maturation is supported by the induction of the expression of
MtSAP1 accompanied by the accumulation of the protein in germinating embryo axis
submitted to submergence treatment. Gas exchanges are considerably reduced in
seeds because of their cutinized cell layers and low stomatal frequency on pods.

Concomitantly with seed desiccation, tissues lose their green color and

89



photosynthetic activity, leading to very low oxygen content in the dry seeds
(Rolletschek et al. 2002).

The regulation of MtSAP1 by two other abiotic stresses, osmotic stress and cold, was
checked out in germinating embryo axes. Genes encoding SAP proteins were shown
to be responsive to cold and osmotic stress in Arabidopsis and rice (Mukhopadhyay
et al. 2004, Stroher et al. 2009). Similarly MtSAP1 was found to be responsive to cold
treatment. The expression of the gene as well as the accumulation of the protein was
boosted in embryo axes submitted to low temperature (4C). The responsiveness to
osmotic stress was not obvious: a treatment of the embryo axes by a very high
concentration of NaCl (200 mM) was needed for the induction of the gene expression

that was not accompanied by the protein accumulation.

RNAI of MtSAP1 leads to reduce seed quality and ger  mination

By using an RNAiI MtSAPL1 lines, the implication of SAP1 in seed quality was
demonstrated. The absence of SAP1 protein leads to a very severe seed phenotype,
with in particular a reduction of the size and weight of the transgenic knockdown
seeds. These results indicate that MtSAP1 is involved in the regulation of seed
maturation, and especially during the filling of storage protein (Vicilin and Legumin).

The absence of these proteins and SAP1 protein leads to altered germination.

In conclusion, a gene encoding a protein of the ‘Stress Associated Proteins’ family
was isolated in M. truncatula embryos. The synthesis of the protein MtSAP1 is
regulated by ABA and this protein is very likely involved in the process of the

tolerance of the maturing embryo to either desiccation, hypoxia or cold stress. The
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guestion that needs to be addressed now is what is the physiological relevance of the

responsiveness of MtSAPL1 to a such a variety of abiotic stresses.
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Materials and Methods

Plant material and experimental treatments

Seeds of Medicago truncatula cv Parragio were germinated in 9 cm diameter Petri
dishes on Whatman paper soaked with 3.5 mL solution with ultra-pure water (control)
or with different hormonal solutions : gibberellic acid (GA; 100 uM), 1-
aminocyclopropan carboxylic acid (ACC; 100 uM) to mimic ethylen treatment and
abscisic acid (ABA; 10 - 100 puM) (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France).

For abiotic stresses, seeds were germinated for 48 h on water. Afterwards, seedlings
were subjected to various treatments: saline stress (NaCl, 200 mM), drought stress
mimicked by mild polyethylene glycol treatment (PEG 6000, -0.25 MPa), dehydration
stress (PEG was adjusted to concentration for an osmotic pressure of -3 MPa), and
water (control). For hypoxia condition, seeds were immersed with ultra-pure water in
hermetically closed polypropylene flask. All experiments were made in darkness and
maintained at 20T, except for cold stress where em bryo axis were placed at 4C.
After various imbibition times, embryo axis were collected and immediately frozen in

liquid nitrogen.

Cloning of MtSAP1

Reverse library of suppressive and subtractive hybridization between 6 and 23 hours
after Medicago truncatula cv Parragio seed imbibitions, revealed full-length MtSAP1
cDNA. The library was constructed using a Clontech PCR-select cDNA subtraction
Kit (Clontech, Mountain View, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.
Finally, MtSAP1 was cloned in pGEMT vector (Promega, Madison, Wisconsin, USA)
flanked by a sequence of nested primers, and propagated in a TOP10 E. coli strain

(Invitrogen, Breda, The Netherlands).
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in Silico analysis

MtSAP1 cDNA sequence and Medicago truncatula homologues were found using
TGIP BLAST software available online (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/Blast/index.cgi) and browsing genomic data from Information System revealed
genomic sequences and chromosome locations. Cis-acting elements in the upstream
region were discovered using the PLACE database [215]. A deducted protein
structure was compared to known proteins with BLAST tool from the ExXPASy

website.

RNA isolation and reverse transcription

For total RNA isolation, frozen embryos were crushed with a mortar and pestle. The
powder was treated with a TriReagent® (Ambion, Austin, TX, USA) following the
manufacturer’s instructions. cDNAs were obtained by retrotranscription of 2 pg of
total RNA using 200 units of RT-MMLYV (Invitrogen, Breda, The Netherlands), 2 pg of
random primer (Invitrogen) in the presence of 40 units of a Recombinant Rnasin
Ribonuclease Inhibitor (Promega, Madison, WI, USA). Reaction occurred for one

hour at 37 in total volume of 50 pL.

Real-time quantitative PCR

Reactions took place on the light cycler ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems,
Foster city, CA, USA). Each reaction was performed with a 3 pL of a 1:2 (v/v) dilution
of the first cDNA strands using a SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), following the manufacturer’s instructions, with 200 nM of each primer in

a total reaction of 25 pL. The reaction was incubated for 2 min at 50C and 10 min at
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95 followed by 40 cycles of 15 s at 95T and 1 mi n at 58C. The specificity of the
PCR amplification procedure was checked with a heat-dissociation protocol (from
65T to 95C) after the final cycle of PCR. Each me asure was carried out with at
least two biological repeats using a duplicated PCR reaction for determining Ct
values. MRNA amounts were calculated in copy number, referring to a standard

curve made from MtSAP1 gPCR amplicon cloned in plasmid vector.

MtSAP1 protein analysis by immunoblotting

To raise a specific antibody directed against Medicago truncatula SAP1 protein, the
specific peptide VSPEVPENPISNESC was used to immunize rabbits. Antibodies
were affinity-purified (GenScript, Piscataway, NJ, USA). Soluble proteins were
extracted from frozen material in Tris-Hcl buffer (25 mM, pH 7.6) with 1 mM MgCl,, 1
mM EDTA and a cocktail of protease inhibitors (aprotinin 5ug/ml, leupeptin 2ug/mi,
pepstatin 0,1ug/ml, PMSF 1uM, Na3vVO4 1mM, NaF 5mM). After denaturation, equal
amounts of protein (30 pg) were separated on an SDS-polyacrylamide gel (14% (v/iw)
polyacrylamide). Proteins were then transferred onto a PVDF membrane (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). After incubation with a rabbit polyclonal anti-SAP1 antibody
(1/2000), proteins were detected using a goat peroxidase-conjugated anti-rabbit
antibody (1/4000) (Sigma) and visualized using ECL chemiluminescence (Biorad

Hercules, CA, USA).

Storage proteins analysis
Ten mature seeds from either wild-type or transgenic plants were harvested and
grinded in liquid nitrogen with a tissue-lyser (Qiagen). Resulting powder was then

dissolved in 500 pl extraction buffer (50 mM HEPES, 1 mM EDTA and 1 mM PMSF)
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and the lysate was stirred for 30min and centrifuged for 15 min at 13000g at 4<.
Subsequently, the pellet was resuspended with extraction buffer supplemented with
0.2 M NacCl to extract vicilin fraction. After 15min centrifugation at 13000g at 4<C,
supernatant was removed and pellet was resuspended a last time with extraction
buffer supplemented withl M NaCl to extract legumin fraction. Protein concentration

was determined using Bradford assay.

Plasmid construction and transformation procedure

To construct the MtSAP1 RNAI plasmid a specific region 600-pb portion of MtSAP1
was amplified. The product of the amplification was transferred by recombination
using the Gateway Cloning Technology (Invitrogen) into the binary vector
pFCGC5941. This plasmid contains sense and antisense Gateway cassette,
separated by a chalcone synthase A intron and driven by a 35S promoter.
Transformation of the plasmid into R108 and in vivo culture was performed according
to Trinh et al. using A. Tumefaciens strain EHA105. Selection of positive transgenic

lines was performed by PCR.
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Figure legends

Figure 1: Coding sequence (a) and deducted protein sequence (b) of MtSAP1.
Shadowed amino acids represent zinc-finger A20 and AN1 domains. Amino acids
implicated in the interaction with zinc atoms are represented in black boxes.
Upstream region of the MtSAP1 gene exhibited anaerobic response element

sequences and ABRE-related sequences (c).

Figure 2: Protein sequence alignments of MtSAP1 with the eight another Medicago
truncatula proteins containing A20 and/or AN1 zinc-finger domains (a), with human
A20/AN1 proteins AWP1 and ZNF216 (b), and with A20/AN1 proteins from various
plant species (c). Shadowed amino acids represent zinc-finger A20 and ANl
domains. Amino acids implicated in the interaction with zinc atoms are represented in
red boxes. VIRT_106320: deducted amino acid sequence of Medicago truncatula
TC106320; VIRT_GmTC205260: deducted amino acid sequence of Glycine max
TC205260; VIRT_LjTC14575: deducted amino acid sequence of Lotus japonicus

TC14575.

Figure 3: Expression profile of MtSAP1 in seeds and in embryo axis during
maturation and germination. MtSAP1 expression was determined by quantitative real
time RT-PCR. Each measure was carried out with at least two biological repeats
using a duplicated PCR reaction for determining Ct values. Data are means = SD of

three replicates.
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Figure 4: Characterization of RNAi MtSAPL1 lines.

(a) Western blot on protein extracts from mature seeds of WT and RNAiI MtSAP1
lines. (b) Comparison of seed size in WT and RNAI lines. (c) Seed weight of
transgenic (stripped) and wild type (black) lines (mg/seed). (d) Effect of RNAI-
mediated silencing of MtSAP1 on protein content in mature seeds. Total amount of
proteins, Vicilin and Legumin (mg protein per g DW) was measured in mature seeds
of WT and transgenic RNAiI MtSAP1 lines. Data are means + SD of three replicates,

each one containing ten seeds.

Figure 5: Effect of absence of MtSAP1l protein on Medicago truncatula seed

Germination. Germination rate is the mean of 50 seeds germinated on water.

Figure 6: MtSAP1 production in embryo axes is sensitive to ABA treatment.

(a) The MtSAP1 gene expression was represented as a ratio, comparing 10 uM ABA
treatment versus control condition (water) at different time points. Data are means +
SD of three replicates. (b) MtSAP1 protein expression in WT and RNAI lines under
ABA treatment. MtSAP1 immunoblot was realised on protein extract from embryo
axes imbibed for 48 h in water or on ABA (10 uM). Expression under water condition

in WT line was used as negative control.

Figure 7: Effect of a dehydration inducer (PEG) on MtSAP1 expression in embryo
axis. Transcript copy numbers are monitored in dry seed and at different times after
imbibition. PEG (-3 MPa) was added after 15h of imbibition in order to re-induce

desiccation. Data are means = SD of three replicates.
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Figure 8: Effects of different abiotic stress conditions on MtSAP1 expression in
embryos axis. (a) Seedlings were grown under drought stress (PEG, -0.25 MPa), salt
stress (NaCl, 200 mM), cold stress and hypoxia for 24h. MtSAP1 gene expression
was expressed in ratio in comparison with control (water). Data are means = SD of
three replicates. (b) MtSAP1 protein expression was determined in embryo axes of
Medicago Truncatula seedlings by immunobloting. For water and ABA treatment,
seeds were germinated either on water or ABA (10 uM) for 48h. For others
treatments, seeds were incubated in water for 24h before being transferred to abiotic
stress (salt, cold, dehydration, hypoxia and desiccation) for additional 24h. The data

are representative examples out of two independent experiments.
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Figures

Figure 1

A - Coding sequence :

ATGGAGTCGCACGATGAGATGGGATGCCAGGCACCAGAACGTCCAATTCTGTG
CGTTAATAATTGTGGTTTCTTCGGAAGGGAAGCTACCATGAACATGTGTTCCAAG
TGTTACAAGGACACACTGCTGAAGCAGGAGCAGGAAAAACTTGTTGCGACGTCA
GTTGAAAACATCGTGAATGGCAATTCCAGCAGCAATGGAAAGCTGGCTGTGACC
GCAAGTGCTGTTGATGCACGAGTTGAAAGTGTGGAGCTCAATACAGTGTCTCCC
GAGGTTCCAGAAAATCCAATCTCTAATGAGAGTGTGGAGATGAAAGCCAAGACT
GGTCCCAGCAGATGCGCTACTTGCCGGAAACGTGTTGGATTAACTGGTTTCAGC
TGCAAATGTGGCAACCTCTTTTGCTCAATGCATCGCTATTCTGATAAACACGATT
GCCCTTTTGATTATAGAACTGCTGGTCAGAAGGCCATAGCTGAATCCAACCCAG
TAATTAAGGCGGATAAACTCGATAAAATCTAG

B - Protein sequence :

A20 domain
MESHDEMGCQAPERPILEVNNEGFFGREATMNMESKEYKDTLLKQEQEKLVATSV
ENIVNGNSSSNGKLAVTASAVDVRVESVELNTVSPEVPENPISNESVEMKAKTGPS
REATERKRVGLTGFSEKEGNLFESMERYSDKEDEPFDYRTAGQKAIAESNPVIKAD
KLDKI AN1 domain

C

ATG
-1085 -1040 -991 -885 -875 -834 -818 -576 -256

[ H i H - H -

[ ] ANAEROBIC RESPONSE ELEMENT 1 TTTGTTT
B ~\AEROBIC RESPONSE ELEMENT 2 GCTGCT
[ Aere rRELATED 1 ACGTG
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Figure 2:
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Figure 4 :
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Figure 6 :
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Figure 8:
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1ll. Conclusion.

Cette premiére partie présentait I'étude dansdngrdeMtSAP1 gene nouveau chez
Medicago truncatula

Le geneMtSAP1la été isolé dans I'embryon et code une protéintadamille des
protéines en doigt de zinc de type SAP (« Stresoéiated Protein »). Elles sont
caractérisées par la présence de domaine(s) AQDAM1 et ont été étudiées essentiellement
chez les mammiferes ; chez les plantes, les quelqufermations proviennent du riz et
d’Arabidopsis thaliana. MtSAP&st le premier gen8AP décrit chezMedicago truncatula
dans I'embryon durant la maturation ; la protéimsggde un domaine A20 en N-terminal et
un domaine AN1 en C-terminal. Chez les végétauxndele d’action des protéines SAP est
inconnu mais toutes les études suggerent un role ldaéponse aux stress abiotiques.

Lors de cette étude, afin d’appréhender le rolMt®AP1, nous avons d’abord utilisé
une approchén silico et transcriptomique pour analyser la sensibiliégydne a divers stress
abiotiqgues que subit I'embryon mature. Par la saies avons étudié les effets de I'absence
de MtSAP1dans la graineMtSAP1présente une forte homologie avec I'orthologueridu
OsiSAP1 D’apres I'étudein silico, MtSAP1 serait un coactivateur impliqué dans des
interactions protéiniques, bien que la majorité gdestéines en doigt de zinc soient des
facteurs de transcription. La région promotrice ®ndu gene présente des séquences
spécifigues de modulation des réponses a I'’ABA Byjpoxie. Les expériences effectuées
confirment la régulation positive déMtSAP1 par I'ABA et I'hypoxie au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. Néanrspie traitement par I'ABA sur les plantes
entieres n'a pas eu d’effet sur I'expression duegéuggérant peut-étre la nécessité de
signaux spécifiques a la graine.

Les graines dans lesquelles MtSAP1 a été annibildRplAi présentent un phénotype
particulier : les graines sont plus petites etworg capacité germinative diminuée par rapport
aux graines sauvages. De plus, I'accumulation degjpres de réserves varie dans les graines
RNA. : les taux de vicillines et de légumines spluis faibles.

Dans la graine, I'expression du gene augmente hutdie la phase de dessiccation et
atteint son maximum dans la graine seche. En dondiphysiologiques, la transcription est
réprimée progressivement durant la germination. BAA inhibiteur de la germination,
stimule la transcription alors que les hormones-gaoninatives n'ont pas d'effet. La
surexpression d&tSAPlest induite par 'ABA, dans des conditions hypoxgude basse

température, et en cas de déshydratation de laggpaéalablement imbibée.
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L’ensemble des résultats suggérent que MtSAP1 ardle dans les tissus
embryonnaires durant la déshydratation et la surViétat sec, probablemevita la résistance
a I'hypoxie. Le role précis dBltSAPldemeure inconnu. La partie suivante présentedé&tu
des interactions de MtSAR/Aa le double hybride bactérien.
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Partie 2 : Double hybride de MtSAP1.

I. Introduction.

MtSAP1 est une petite protéine dont 'expressioma@ée augmente durant la phase de
dessiccation et diminue dés la germination. Au g8 dariations de I'expression observées
sous différents stimuli, MtSAP1 participerait eslarvie de la graine a I'état sec ; cependant le
réle exact ainsi que les mécanismes mis en jeu ismigterminés. Pour appréhender sa
fonction, nous avons choisi de mettre en évidemsepartenaires d’interaction. Afin que la
probabilité de la présence d'un maximum de partesasoit la plus élevée, la banque
d’ADNCc a été réalisée a partir de la graine seéla, ou la transcription détSAPlest la

plus élevée. Ce travail a été réalisé conjointeraeat Christine Gimeno-Gilles.

1l. Double hybride de MtSAP1.

1. Faisabilité.

a. Production recombinante de la protéine appat MtSAP1

Apres production de la biomasse, la production mézpante a été induite avec
100uM d’'IPTG pendant 2h a 37°C sous agitation af@f5et vérifiée par western blot avec
un anticorps dirigé contre la protéihel. La protéine recombinante MtSARLt a une masse
moléculaire de 47kDa. La protéine est correctenpeatiuite par la bactérie ; la premiére

condition nécessaire a la réalisation de doubleitiglibactéerien est remplie.

Figure 25: MtSAP12cl est produite par les bactéries du systeme ddwiade.

IPTG 100uM
oh 2h
75kDa
s
50kDa -w— MtSAP1Acl
37kDa
25kDa ' .' Aet

Western blot a I'aide d’'un anticorps aht} de la production recombinante de MtSARIL-
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b. Test de « self activation ».

La deuxiéme conditiosine qua norde la mise en place du double hybride bactérien
est I'absence d’activation du gene rapporteur pgsrbduction recombinante de la protéine
appat seule. Les bactéries sont cotransforméeslay@asmide recombinant de la protéine
appat et le plasmide cible vide et étalées suem#iélectif et non sélectif. Aprés incubation,
le pourcentage de clones obtenus sur milieu sEfeatirapport au nombre de clones obtenus
sur milieu non sélectif est calculé. Aucun clona o'l sur milieu sélectif apres production de
MtSAP1 (cf.figure 26). Parallelement, des milliels clones ont crl sur milieu non sélectif. Il
n'y a pas d’activation du gene rapporteur suita arbduction recombinante de MtSAP1, le
pourcentage de clones sur milieu sélectif par repgax clones sur milieu non sélectif étant

inférieur a 0,1%.

Figure 26: La production de la protéine appéat n’induit gasctivation du gene
rapporteur en I'absence de cibles.

Milieu de croissance Milieu de croissance
sélectif non-sélectif

Cotransformation |!
MtSAP1-pBT et
pTRG

2. Crible de la banque par la protéine appat MtSAP1.

L’objectif du crible de la banque d’ADNc de grairseches par la méthode du double-
hybride bactérien était de rechercher les ciblegataction de la protéine MtSAP1. Le crible
d’'une partie de la banque d’ADNc par double hybhdetérien a permis d’obtenir 60 clones
positifs. Apres séquencage, 43 séguences unigadesicdes protéines. Parmi ces dernieres, 2
codent des protéines ribosomales et 2 sont redteslan

Les clones obtenus ont été classés en fonctioewtenhture fonctionnelle (cf. figure
27A). Il sS'avere que 24% comportent des séquencdart des protéines dont les fonctions
sont inconnues, et 39% codent des protéines lig@pr@duction des protéin@s vivo ou des
protéines impliquées dans le métabolisme cellulair@ majorité des protéines a une

localisation cytoplasmique (30%), cependant la lisadon subcellulaire est souvent

115



supposée et 30% de protéines n'ont pas de lodalisdéfinie (cf. figure 27B). Les clones
obtenus comportent des séquences codant tout tia garprotéine qui ne sont pas pour la
plupart répertoriées dans la banque de donnéesounipe plus, certaines protéines sont
déduites de la séquence génétique et leur nattisoegent déterminée par ’homologie de
séquence avec d’'autres séquences codantes. D¢, desfprotéines sont référencées sous le
numéro TC de la banque de données spécifiqueliatBcago truncatulaet non sous le
numeéro d’acces uniprot.

Figure 27: Répartition des partenaires potentiels de MtSéBténus.
A. Répartition des partenaires en fonction de leaiture fonctionnelle
Stockage des Transcription

résenes 5%
10% \

Réponse aux stress
20%

Inconnue
24%

Réplication de 'ADN

K Métabolisme
2% . . cellulaire
Métabolisme e
protéique 0

22%

B. Localisation subcellulaire des partenaires.

Plastes Chloroplaste

Noyau 204 9%

20%

Cytoplasme/Cytosol
30%

Membrane plasmique
7%

Mitochondrie
2%

Inconnue
30%
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Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avarngue MtSAP1 est une protéine
activée en réponse aux stress. De ce fait, legrmres d’interaction potentiels ont par la
suite été classés en fonction de leur réponse taessssi celle-ci existe. Ce classement a été
utilisé dans la figure 28 ci-dessous. Certainsgoaites étant sensibles a plusieurs stress,
chaque sensibilité a été prise en compte, augnteméamombre de protéines totales
représentées sur le graphique. Par exemple, |l@ipeoDREB est induite par le froid et la
déshydratation et serait impliquée dans les stiedgigjues : elle est donc représentée a la fois

dans la catégorie déshydratation, froid et pathegen

Figure 28: Répartition des partenaires potentiels de MtSABt&nus en fonction des types de

stress dans lesquels ils sont impliqués.

Inconnu Salinité
30% 12%

/

Deshydratation/
Dessiccation
19%

Pathogenes

9% Chaleur

7%

Nutrition
3%
Hypoxie/Stress Blessure
oxydatif 2%
9%

Froid
7%

Lumiéere
2%

Le tableau 2 ci-apres répertorie les différentstgmaaires mis en évidence. Leur
classement a été réalisé comme précédemment, etiofordes stress auxquels ils sont
sensibles. Compte tenu du peu d’études réaliséaesiprotéines chédedicago truncatula
les travaux éclairant la fonction des partenairetentiels ont souvent été realisés chez
d’autres plantes, en particulier chArabidopsis thalianachez le riz et le pois, ce dernier
étant également une légumineuse. L'organisme coécear les études référencées est
spécifie, sauf dans le cas d’'une revue. Lorsqust ¢&cas, la présence de redondance est
indiquée par le nombre de clones trouveés. Danstéadture existante a ce jour, 18 candidats
ne présentent pas d'activité particuliére au coess stress. Pour certains d’entre eux, aucune
fonction n'a méme été mise en évidence dans deditams physiologiques ou

pathologiques.
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Tableau 2 Partenaires potentiels d’'interaction avec SAdz&Medicago truncatula

Nom TC Medicago Fonction/Implication dans la réponse aux stress Réfence(s
truncatula
Réponse aux stress abiotiques.
Stress hydriques/ Stress salins/ Tolérance a lastzstion.
Triticum aestivum (blé) & Pisum sativum (poishibition sous stress
hydrique. La répression du géne induit I'accumartatie sucres, diminue
AGP : "glucose-1-phosphate le stock d'azote disponible, stimule les voies mdifgration, augmente le
" TC109371 . . . : : AN . [216,217]
adenylyltransferase meétabolisme mitochondrial et les stress osmotidaks.genére ainsi des
ROS, une activation de la transcription des gehds®voies de
signalisation de stress.
Alpha NAC-like protein : "Nascent Oryza sativa (riz)Réponse aux stress salins.
polypeptide-associated complex  TC107013 [218]
subunit alpha-like protein”
" - Medicago truncatulaAssociée a la tolérance a la dessiccation. Ré&pons
DHN : "dehydrin TC101014 . stress. [219]
. . Facteur de transcription de la famille ERF. S&ldes éléments de type
DREB : "dehydration responsive  ;~gca9g  cis-acting en réponse a la sécheresse. Induiegenit! et la [220]
element binding protein” deshydratation. Implication probable dans les stbéstiques.
LEAS5 : "desiccation protective TC105834 Accumulation a la f_in de_ la maturation au momentaguisition de la [221]
protein LEA 5" tolérance a la dessiccation et pendant une sécleeiR8le protecteur.
METK : "s-adenosyl methionine TOC10'6384. Oryza sativa (riz) & Solanum lycopersicum (tomategluit par les stress
synthetase” N° uniprot :  salins. [222,223]
A4PUA48
OL3 : "oleosin 3" TC94332 Sorghum bicolarinduit en réponse aux stress osmotiques. [224]
Medicago truncatulaAssocié a la tolérance a la dessiccation. Réponse
PM25L : "PM25 homolog" TC107158 aux stress. [219]
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PRING : "putative RING zinc finger

Oryza sativa (riz) & Arabidopsis thalianénduit par le froid. Tolérance a

protein” TC96103  |a sécheresse par activation de la voie de synthe$aBA. [225,226]
1" ' Oryza sativa (riz)Induit par la mort cellulaire dépendante dessstre
PSB2-1: proteasome subunit beta L~ 5-0-0 Iy (riz) p p (227]
type 2-1 salins.
Stress thermiques/Stress lumineux/Stress physiques
Conglutine TC100256 Lupinus albus (lupin blanc)nduit par la chaleur. Réprimé par l'eau. [228]
FADG : "omega-6 fatty acid Portulaca oleracea (pourpier) & Gossypium hirsut@eoton).Induit par
" TC94486 ; ! . . \ [229,230]
desaturase les stress physiques (blessure). Régulation damitbet la lumiere.
Stress oxydatifs/ Stress hypoxiques/ Stress ngriti
GAPDH : "glyceraldéhyde-3- Arabidopsis thalianaRépresseur des stress oxydatifs. Controle la
phosphate dehydrogenase" TC106518 génération d'bD, et supprime la mort cellulaire. [231]
HR: hypoxplfrsl(;;gisng?lonswe family TC108106 Homo sapiensképonse a I'hypoxie. [232]
LEGA : "legumin A" TC100252 Pisum sativum L (poisAccumulation réduite sous stress nutritif. [233]
LEGK : "legumin K" TC100253 Pisum sativum L (poisAccumulation réduite sous stress nutritif. [233]
SAP1 : " stress-associated protein 1" TC95263 Medlcggo trunc,atuIaPrqtelne appat. Surexprlrr!e_ sous ABA, sous Artlclg en
hypoxie et en réponse a la deshydratation. Voipittea2 partie 1. soumission
Réponse aux stress biotiques & stress biotiquesaiotiques.
, Triticum aestivum (blé)nduit lors de la défense contre des stress
GST25 : "glutathione s-transferase " TC107685biotiques. [234]
TC100455 2 clonesOryza sativa (riz)Surexprimé sous stress thermique (chaleur).
HSP20 : "heat shock protein 20" N° uniprot: Modulation de I'expression par différents stresgifpues et abiotiques. [235]
Q2HTU2
Arabidopsis thaliana & Solanum tuberosum (pommede).
MBF : "multiprotein bridging factor” TC101718 Coactivateur transcriptionnel. Participe a la taiée aux stress biotiques [236-240]
et abiotiques (chaleur, salinité, osmose, deshgtioa).
. s . Arabidopsis thalianaRéponse aux stress biotiques (défense contre les
PAPF : "plastid-lipid-associated TC107774 pathogénes). [241]

protein fibrillin"

119




Protéines dont les fonctions en réponse aux stressnt inconnues.

ALR : "aldolase-like reductase"

TC104432 pas d'informations

TC106485 pas d'informations
EF1A : "elongation factor 1 alpha” N° uniprot :
A2Q1J5
iF-5A-1 : " i ' as d'informations
eiF-5A-1 : "eukaryotic translation TC94697 p

initiation factor 5A-1"

FER?2 : "heterotrophic ferredoxin 2"

TC107246 pas d'informations

PPIA : "peptidyl-prolyl cis-trans
iIsomerase”

TC95599

pas d'informations

PSF2 : "putative DNA replication
complex GINS protein 2"

TC106430

pas d'informations

RPI : "ribose-5-phosphate isomerase" TC107375

pas d'informations

SANP : "separation anxiety protein-

pas d'informations

like" TC95781

: "ubiquiti - as d'informations

e ate0 tciese0 °
Inconnue : “flagelliform silk protein* TC101128 pas d'informations
Inconnue : "HYP1 protein" BF521545 pas d'informations
Inconnue : "little protein 1" TC109750 pas d'informations
Inconnue BE941896 pas d'informations
Inconnue TC107009 pas d'informations
Inconnue TC108306 pas d'informations
Inconnue TC108406 pas d'informations
Inconnue TC94279 pas d'informations
Inconnue TC96359 pas d'informations
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Il. Discussion et conclusion.

La protéine appat utilisée dans ce double hybristecenstituée de la totalité de
MtSAPL. Le but de cette étude a été de mettre efedee des partenaires d’interaction qui
permettraient de comprendre les roles de MtSAPE d#amgraine, notamment lors de stress
abiotiques. L’étude fonctionnelle du gene a migeidence I'implication de MtSAP1 dans la
réponse a des stress abiotiques comme le traitgaeiABA, la sécheresse, I'hypoxie ou le
froid.

Le double hybride a été réalisé a partir d’'une bardjADNCc issue des transcrits de la
graine seche deledicago truncatulaNous avons mis en évidence une vingtaine deipesé
interagissant avec MtSAP1. Toutefois, ces intevastiont été mises en évidence dans un
modele bactérien, ce qui ne permet pas de consluréexistence de ces complexasvivo
mais d’obtenir une liste de candidats potentiels.

Pour la plupart, les candidats obtenus sont déddétsla séquence nucléique
correspondante par comparaison avec des banquimdées et ne sont pas référencées dans
les bases de données protéiques. De ce fait, lestidos ont été décrites selon les
informations provenant d’autres organismes végétdes candidats appartiennent a des
familles de protéines peu hétérogenes. Globalenestprotéines sont impliquées dans la
réponse aux stress, le stockage des réserves eétabolismes cellulaires et protéiques. La
présence de protéines ribosomales est trés probabtalue a la biosynthese de MtSAP1, qui
nécessite la liaison avec les ribosomes. Ces pastédie sont donc pas considérées comme
des candidats potentiels.

L’'une des séquences cibles code la protéine afipanéme, confirmant I'hypothese
d’'une homodimérisation de MtSAP1 [242].

La localisation subcellulaire des partenaires patbnest hétérogene, bien qu’elle soit
inconnue pour 30% des candidats. La moitié des idatsd connus sont des protéines
cytoplasmiques ou nucléaires. L'étuimhesilico de MtSAP1 ne montre pas de séquence de
localisation nucléaire. Néanmoins, I'analyse déotalisation cellulaire de MtSAP1 n’'a pas
ete effectuée. Les protéines impliqguées dans laesarl’état sec, dont celles retrouvées dans
ce double hybride (HSP20, LEA5), ont plusieurs lisations : HSP20 est nucléaire et
cytoplasmique, LEAS5 cytoplasmique et membranairéSAMP1 appartient a une famille de
protéines capables d'étre localisée dans le cyopdaet dans le noyau. Ainsi, il est fort

probable que MtSAP1 soit localisé au minimum dassdeux compartiments.
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Une proportion non négligeable de protéines ontfoestions métaboliques ; dans ce
cas, l'interaction avec MtSAP1 semble étre non ifijgée ou sans intérét. Pourtant, certaines
participent a la réponse aux stress abiotiquesafofeau 2). Les exemples de la GAPDH et de
METK sont décrits ci-apres.

La glyceraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase (GAPDipliguée dans la voie
glycolytique, est considérée comme un géne de a@fér dont I'expression reste stable.
Cependant, dans le cas d'un stress oxydatif, testrgption du géne est activée. Le péroxyde
d’hydrogéne induit I'expression transitoire de GAR,Dyui inhibe la formation de radicaux
libres de lI'oxygene (ROS). De méme, la surexpressie GAPDH dans les protoplastes
d’Arabidopsis thaliananduit une diminution du taux constitutif de RQZette réduction du
taux de ROS aboutit a I'annihilation de la mortldeire induite par la protéine pro-
apoptotique Bax chez la levure. Parallelement, ueexpression de GAPDH favorise la
tolérance des cellules a I'apoptose induite parclescs thermiques. GAPDH serait donc
impliquées dans la régulation de I'état redox dedHule [231]. L'étude réalisée dans la
premiere partie de ce chapitre montre une suresioresle MtSAP1 sous traitement avec le
péroxyde d’hydrogene. Nous pouvons émettre I'hnygeehd’'une implication de l'interaction
GAPDH/MtSAPL1 dans la régulation du stress oxydatifutefois, GAPDH étant une protéine
aux fonctions métaboliques pleiotropes, elle eséfoent exprimée dans toutes les conditions
physiologiques et pathologiques, ce qui n’en fasg pn candidat privilégié a une étude plus
poussée.

La protéine METK, ou S-adénosylmethionine syntlgtagst une enzyme
cytoplasmique impliquée dans le métabolisme carb@wsdix études, I'une chez le riz et
l'autre chez la tomate, montrent I'induction der@nscription du géne en réponse aux stress
salins [222,223]. Une interaction entre METK et MES suite a un stress abiotique est
possible. Cependant, les travaux réalisés dan®hai@re partie montrent que I'expression de
MtSAP1 n’est pas modulée par les stress salindraioement & ses orthologues du riz et
d’Arabidopsis thaliana Ces résultats suggérent que MtSAP1 exprimé damerhbryons et
axes embryonnaires dedicago truncatulan’est pas régulé par les mémes mécanismes que
ses orthologues dans les tissus végétatifs. De ghrss les 2 organismes, le gene est plus
fortement exprimé dans les tissus lignifiés etdesgles portent sur la plante entiere et non sur
la graine [222,223]. De ce fait, nous pouvons émdthypothése que l'interaction de METK
avec MtSAP1 est aspécifique, due au domaine conseA20 ou AN1l. La présence de

METK dans ce double hybride nous laisse supposemdtutres protéines SAP existent chez
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Medicago truncatulaqu’elles seraient exprimées plus tard ou danstaa organes de la
plante et qu’elles seraient impliqguées dans langép@ux stress salins.

Parmi tous les candidats, nous avons choisi d'@enire3 pour une étude plus
approfondie de [linteraction: MBF (« Multiple Peit Bridging Factor »), DREB
(« Dehydration Responsive Element Binding Prot@ietHR (« Hypoxia-Responsive family
Protein ». Ce choix a été motivé par leur foncportentielle ou leur profil. L'interaction entre
MtSAP1 et ces cibles dans le systeme double-hybadété validé par une nouvelle
cotransformation dans le systéme double hybridpgesnces non présentées réalisées par
Christine Gimeno-Gilles).

La protéine MBF est un coactivateur transcriptidnnkinteragit avec un facteur de
transcription pour activer I'expression d'un geamessse fixer directement a 'ADN. Dans le
cas de MtSAP1, cette fonction est supposee. lear@ntré que I'orthologue StMBF1 de la
pomme de terre interagit avec la protéine TBP, gmet de liaison a la TATA box. La
transfection de StMBF1 dans la levure restaurenknptype du mutant mbfl, montrant son
réle de coactivateur, et renforcant I'hypothésend’'@ionction conservée phylogénétiquement
[239]. MBF1 est induit en réponse a la plupart digess. StMBF1 participe a la réponse
cellulaire suite aux stress oxydatifs [239] et fiegtion des 3 formes du géne chez
Arabidopsis thalianaend les plantes sensibles aux stress oxydatdsmebtiques [240]. Chez
'Homme, MBF1 se lie aux facteurs de transcripta type bZIP et est crucial pour la
réponse aux stress oxydatifs [243]. Cheabidopsis thalianal’expression de I'isoforme a
est induite par la déshydratation autant que pdordrtaux de glucose. De plus, I'expression
constitutive de MBF1 augmente la tolérance destkgrtransgéniques au stress salin et rend
les plantes insensibles au glucose [237]. Suaikal.,, en 2005 et en 2008, a montré
'importance de lisoforme MBF1c dans les voies signalisation apres différents stress,
salins, osmotiques mais surtout apres choc theenidBF1c s’accumule rapidement dans le
noyau pendant le stress thermique et est requisladbermotolérance, pour la transcription
de génes de défense mais pas pour la transcrigti®igenesiSP. Les voies de signalisation
de l'éthylene, de l'acide salicylique et du trélsalojouent un rdle central dans la
thermotolérance et MBF1 serait un régulateur clé&eke voies [236-238]. De plus, MBF1
régule I'expression d’ABR1, facteur de réponse éthyléne et inhibiteur de I'ABA,
confirmant le réle de MBF1 a la croisée des voiessijnalisation du stress induites par
I’ABA et I'éthylene [240]. Il est intéressant deteoque la surexpression de MBF1 augmente
la résistance des plantes aux infections fongieidsactériennes [237,238]. Au vu des ces

informations, MBF1 semble étre un candidat tregragsant pour I'étude des mécanismes
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d’action de MtSAP1 au cours de la réponse auxsstMsSAP1 est induit par le froid, alors
que MBF1 l'est par la chaleur. De plus, MtSAP1 iegpliqué positivement dans la voie de
réponse a I'ABA, alors que MBF1 favorise la voie lghylene aux dépends de celle de
'ABA. L’hypothese est la suivante : MBF1 et MtSARWLraient des fonctions opposeées et
interagiraient lors de la thermotolérance. Le caxrelserait un régulateur de I'une ou l'autre
des voies, chaque partenaire ayant un role pivio¢ ¢ voie de I'’ABA et celle de I'éthyléne.
La régulation de la liaison entre MBF1 et MtSAPlupait étre déterminante dans ces
processus.

Des facteurs de transcription régulent I'expresslergenes liés au stress. Le second
candidat, DREB, pour “dehydration responsive elgrbarding protein” appartient a la classe
des facteurs DREB/CBF. Ces facteurs se lient agmeéhts cis-acting répondant au stress
hydrique. DREB appartient a la famille ERF (« eémg response factor »), composée des
sous-classes DREB1/CBF et DREB2, induites respmuint par le froid et la
déshydratation. Les protéines DREB sont apparemimwiiquées dans la signalisation des
stress biotiques. En manipulant leur expressioesil possible de modifier la tolérance au
stress des plantes transgéniques [220]. La dédeudanne interaction entre MtSAP1 et
DREB renforce I'hypothése d’'une fonction coacti@rde MtSAP1 en réponse aux stress,
notamment thermiques.

Enfin, nous nous sommes intéressés a la protéing ddR« hypoxia-responsive
protein », puisque MtSAP1 serait impliqué dan®jaonse secondaire aux stress oxydatifs. Il
n'y a pas de littérature existante a ce jour trditde la protéine HR chez les plantes.
Néanmoins, son orthologue, Hlfk;la été étudiée chez 'Homme. Tous les organismes s
sensibles a la concentration en oxygene et réporzdEmypoxie en adaptant I'expression de
genes specifiques. HIFelest un régulateur transcriptionnel et un composasentiel de
’homéostasie de l'oxygéne. HIFel est requis pour [I'établissement des systemes
physiologiques clés régulant I'oxygénation celltdaiDe plus, il jouerait un réle clé dans le
cancer, les maladies cardiovasculaires et respeat$232]. Bien que peu d’informations
soient a notre disposition concernant MtSAP1 etddfe aux stress oxydatifs chigledicago
truncatulg I'étude in vivo de linteraction entre ces 2 protéines permettthéclaircir

I'implication de MtSAP1 dans les stress oxydatifs.
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Cette étude permet d’émettre quelques hypothésed gux fonctions de MtSAP1. Le
modele de fonctionnement possible est schématiséadigure 29. Ce modele présenté est
bien entendu totalement hypothétique et il estsagiee de réaliser plusieurs expériences afin
de le valider ou de le modifier. La perception ddignal de stress de type basse température,
déshydratation, hypoxie ou traitement par I'ABA raém I'activation des voies de
signalisation cytoplasmiques correspondantes. Igmatisation induit I'expression et/ou
'activation de MtSAP1. Par la suite MtSAP1l cytagqok interagit avec des protéines
spécifigues comme MBF pour inhiber les voies deaigation opposées comme celle de
I'éthylene en réponse au traitement a 'ABA. D’aupart, MtSAP1 est transloqué vers le
noyau ou il joue un réle de coactivateur transwiptel, notamment en se liant a DREB ou a
HR, pour induire I'expression de protéines pernmetta protection de la cellule contre le
stress initial.

MtSAP1 présente une homologie importante avec Bpres humaines, ZNF216 et
AWP1. De méme, HR est un orthologue de HéFet MBF1 de EDFL1. La recherche d'un
orthologue de DREB chez I'Homme dans les banquetbdeées n’a pas donné de résultats ;
néanmoins, DREB posséde un domaine consensus néR&igrésent chez des protéines
humaines. Comme MtSAPL, les protéines ZNF216 (oANIP5) et AWP1 (ou ZFANDG)
contiennent un domaine A20 en N-terminal et un doemAN1 en C-terminal [109,208]. La
transcription du gen&ZNF216est induite par plusieurs cytokines, dont le factde nécrose
tumoral TNFe et I'interleukine-B (ll-1 B) [244]. Toutes deux sont fortement impliquées dans
la régulation de la voie de signalisation de ®B=-Le facteur de transcription NéB joue un
réle important dans la régulation de l'immunité,sdeéponses inflammatoires et anti-
apoptotiques. Son activation nécessite I'activedalkinasedB, composée de 2 sous-unités
catalytiques, IKK et IKKpB, et d’'une sous-unité régulatrice, IKKZNF216 interagit avec
IKKy par le domaine A20 et inhibe l'activation de NB-induite par le TNE et I'lL-1p
[109]. AWP1 est surexprimé dans les monocytes a&dit®rpar comparaison avec les
monocytes circulant et participe donc a I'inhibitide NF«xB [207]. De plus, la surexpression
de ZNF216 sensibilise les cellules a I'apoptoseiitedpar le TNk [109], est présente dans
les cellules métastatiques du cancer nasopharyngi&n rapport aux cellules non
métastatiques [245] et serait un facteur inhibigeila différentiation des ostéoclastes [244].
Parallelement il a été montré quAWP1 est exprinbéquitairement et que le géne est
transcrit précocément durant le développementhieriain et de la souris [208]. Enfin, les 2
protéines sont impliquées dans la dégradation d®sipes par le protéasome dépendante des
ubiquitines [209,246].
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A notre connaissance il n'y pas de littérature psgmt un lien entre les protéines SAP
humaines et les orthologues EDF1, Hik-4t les protéines a domaine AP2. De plus, la
littérature ne mentionne pas non plus de lien datnerotéine NF<B et les protéines de la
famille AP2 et EDF1. Par contre, plusieurs étudemtment le lien entre NkB et HIF-1.
HIF-1a contrdle la réponse a I'hypoxie qui la stabilisdaeprotege de la dégradation par le
protéasome. Mais elle est également activée ennsép@ des stimuli en conditions
normoxiques, incluant les facteurs de croissancéeeTNFu ; de plus les ROS sont
généralement impliqués. N& régule la transcription de HIFeldémontrant I'implication
de la voie NFR¢B dans l'induction de HIF-d par le TNF. [247].

L’étude des orthologues de MtSAP1 chez 'Homme agpade nouvelles informations
pouvant étre intéressantes dans la mise en éviddesdonctions de MtSAP1. En effet,
I'expression précoce d’AWP1 durant I'embryogenese mammiféres permet d’émettre
I'hypothese d’'une fonction spécifique des protéir@8P dans I'embryogenese et la
maturation de la graine. En paralléle, I'implicatides protéines dans la dégradation par le
protéasome ouvre de nouvelles perspectives d’étgdest aux fonctions de MtSAPL,
notamment dans sa fonction impliquant l'interaciamec HR.

En conclusion, cette étude ouvre de réelles petispead’études sur les fonctions de
MtSAP1 en réponse aux stress abiotiques, voiregoies. Cependant, il serait nécessaire de
cribler une nouvelle fois la banque parce qu’aucamdidat n’est référencé dans le processus
de germination méme. Manifestement, MtSAP1 jouerd@le clé dans la signalisation en
réponse aux stress, notamment par ses interaclimss.expériences de coprécipitation
vitro, ou « pull down », sont en cours afin de prouviatdraction entre MtSAP1 et ses 3
cibles, MBF, HR et DREB. Toutefois, les productiorecombinantes des cibles posent
probleme, ce qui ne nous a pas permis de vérisr interactions pour le moment. La
vérificationin vivo par coimmunoprécipitation et la mise en éviderioeal colocalisation par
immunofluorescence ou immunocytochimie sont endeag néanmoins il est nécessaire de
réaliser un anticorps spécifique de chaque protéihke. L’anticorps anti-MtSAP1 a été
produit spécifiguement et nous a permis d’étuddsrariations de I'expression protéique en
réponse aux différents stress. Cet anticorps seiteséu pour définir la localisation
subcellulaire de MtSAP1, ce qui permettrait d'infer ou de renforcer I'hypothese d’une
activité cytoplasmique et nucléaire. La vérificatides interactions sera réalisée en premier
lieu, permettant de définir la place de MtSAP1 dansignalisation intracellulaire en réponse
aux stress abiotiques. Dans un second temps, ude éées facteurs de transcription modulant

son expression devrait étre faite.

126



Figure 29: Modéele de fonctionnement de MtSAP1 en répongestress abiotiques.
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(1) : Le signal de stress abiotiques ou environméauwe | | ) se fixe au récepteur spécifique, indni

son activation { - ). Les protéines adaptatridele® protéines kinases associées sont recrutées au
niveau du récepteur activé (2) et sont a leur &mtivées (3). (4) : s’ensuit une cascade d’activati
des molécules de signalisation intracellul@® (48 ou de seconds messagers comme le cal‘um (4b
) menant a I'activation de facteurs de transcrip@® ) ou de protéines effectrices spécifiq@DY.

(5) : le facteur de transcription (FT) activé estnsloqué dans le noyau ou il s’associe avec des
protéines coactivatricesC_J > ), se fixe s $équences spécifiques du promoteuMtBAP1 et
active la transcription et donc la production de&sSKP1 (6). (7) : MtSAP1 a plusieurs fonctions dans
la réponse. Parallelement, les stress environnememteuvent générer la production de ROS, pergus
par divers mécanismes dans lesquels MtSAP1 pougtedt impliqué (7a). Dans le cytoplasme,
MtSAP1 interagirait avec des effecteurs cellulaitedls que MBF (7b) pour inhiber son action. En
paralléle, MtSAP1 serait transloqué dans le noyee ane protéine d'import nucléaire  17c ).:(8
Par son réle probable de senseur des ROS, MtSARIt smpliqué dans la détoxification (8a).
L'interaction MtSAP1/MBF inhiberait I'activation dutres voies de signalisation @& ). MtSAP
en tant que coactivateur se lierait avec des fexidel transcription comme DREB ou HR induisant la
transcription génique (8c) et donc la production ptetéines effectrices (9). (10) : L'action de

MtSAP1 participerait a la tolérance ou a la résistade la cellule aux stress initiaux.
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CHAPITRE 3 :
INTERACTIONS PROTEINIQUES :
APPLICATION EN SANTE .
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Avant-propos.

Le cancer existe depuis que la vie existe, aussi bhez les plantes que chez les
animaux, de l'insecte a 'Homme. Pathologie gralle,se traduit par une perturbation de la
communication cellulaire, associée a une absencenal® cellulaire. En détruisant son
environnement, le cancer peut devenir un réel dapger la survie de I'étre vivant. Cette
maladie apparait peu dans notre histoire, ce qun@snal car, d'une part, le diagnostic de
cancer était méconnu dans de nombreux cas, etred'gatt, la moitié des cancers est
diagnostiquée aprés 65 ans.

Aujourd’hui, le cancer est un véritable problemesdaté publique. Selon le rapport
annuel de I'Organisation Mondiale de la Santé (QM#blié en décembre 2008, cette
maladie sera la premiére cause de mortalité damoiele d'ici 2010, détronant les maladies
cardio-vasculaires, et le nombre de cas devraible@owu'ici 2030. Les facteurs de risques sont
internes (mutation, hérédité génétique, inductian pn agent infectieux...) et/ou externes
(alimentation, irradiation, tabac). Plusieurs typlescancers semblent en augmentation, pour
des raisons environnementales ou de modes deinsge,ga’'en raison du vieillissement de la
population. Les taux de cancers détectés augmeste@stchaque tranche d'age, une meilleure
détection qu'autrefois ayant aussi un réle darte eeigmentation.

Parmi les divers cancers, les cancers du cOlonuetedtum sont parmi les plus
fréquents. Avec plus de 36 000 nouveaux cas et@anii7 000 décés par an, c'est le second
cancer, en termes de fréquence, tout sexe conf@igague jour en France, 100 personnes
apprennent qu'elles ont un cancer colorectalagjisessentiellement d'un cancer de I'age mdr,
prés de 85 % des cas survenant aprés 65 ans. grésles facteurs de risques secondaires
sont les maladies héréditaires (ou plus rarementnialadies inflammatoires comme la
maladie de Crohn) qui favorisent le développementutneurs. Les formes héréditaires sont
rares (moins de 5% des cas) méme si un antécéadenlial est retrouvé dans pres d'un
cinquieme des cas. Enfin, la sédentarité et I'alitagon trop riche en graisses augmentent le
risque [248-250].

La lutte contre le cancer représente donc plusj@meis un enjeu primordial pour la
société occidentale et est décrétée cause natiolepleis 2003 en France. Aujourd’hui la
recherche porte sur plusieurs axes : la comprébemniss bases moléculaires des mécanismes
de I'oncogenése, la mise en évidence de marqueonsgtics, de cibles thérapeutiques, et le

développement de thérapeutiques adéquates.
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Les cellules cancéreuses dérivent toutes d'un m@ome, cellule initiatrice qui a
acquis certaines caractéristiques lui permettanseddiviser indéfiniment. Les mécanismes
moléculaires aboutissant a la tumorogenése men2mh&nomenes majeurs, la prolifération
en continue associée a l'inhibition des mécanisteasort.

Tous les organismes eucaryotes, animaux, végétaumnieroorganismes, sont
composés de cellules qui se reproduisent par dividFlemming décrivit cette division en
deux étapes majeures : division cellulaire proprgmdite et croissance. Il observa la
répétition de ces deux étapes de maniere cycligusumposa I'existence d’'un mécanisme
régulant 'enchainement de ces étapes, mécanispedéagujourd’hui cycle cellulaire.

Le rdle majeur du cycle est d’assurer la bonnestrassion de I'information génétique
de la cellule mere vers les deux cellules filldssd compose de quatre phases majeures
schématisées sur la figure 30. Au cours la prenpéese appelée G1 (« Gapl »), la cellule
integre les différents signaux de son environnenmmais aussi les signaux internes. La
seconde phase est la phase de réplication de I'Appklée phase S (« Synthesis ») ; la
cellule répligue son matériel génétique et le ammme. Suit la phase appelée G2 (« Gap2 »)
ou la cellule contréle la réplication et préparenitgose. Enfin la derniere phase est la division
cellulaire plus connue sous le nom de mitose (M)esuchromosomes sont séparés en deux

lots exactement identiques entre les deux celfiles.

Figure 30: Cycle cellulaire.
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Réf : http://www.humans.be/bio%20cell2%20cycle%20dalre.html

130



Les cellules cancéreuses se caractérisent danseamep temps par une dérégulation
de leur cycle cellulaire, ce qui leur permet d’'dmvagetit a petit le tissu environnant. Les
événements moléculaires aboutissant a cette détémgulsont multiples : dommages sur
'ADN et/ou activation constitutive de protéines ogorolifératives. Ces évenements
provoguent un détournement des systemes intragieialde protection que sont les points de
restriction des phases du cycle cellulaire, lesesyss de réparation de I'’ADN et I'induction
de la mort cellulaire. Parallelement, les systeamepurageant la prolifération sont stimulés.

L’inhibition des systémes de protection de la delloécessitent la modification de
'expression ou des fonctions de protéines liéetamment a la progression du cycle
cellulaire. Ces modifications sont dues a I'acéwifoncogenes. L'oncogéne est une protéine
capable de transformer des cellules et d'induietdmeurs. Il existe des oncogenes de type
viral ou bactérien, et des proto-oncogenes, teratkiisant le fait que des protéines cellulaires
sont potentiellement oncogéniques. Les oncogendgrpent le cycle cellulaire, 'adhérence
cellulaire et I'apoptose.

De ce fait, les stratégies thérapeutiques se postaml’inhibition des oncogénes et
l'activation des protéines anti-prolifératives. Lasux protéines étudiées ici, STAT3 et p21,
jouent des roles primordiaux dans la prolifératomtiulaire et sont affectées au cours de la
transformation cellulaire oncogénique. STAT3 estpuato-oncogene qui, activé, favorise
grandement les processus oncogéniques. Au contraitebiteur du cycle cellulaire p21 est
activé en réponse a différents stress dont les damyamsur I'ADN afin de protéger la cellule.

STAT3 et p21, bien quayant des fonctions globaletm@pposees, représentent des
cibles importantes des stratégies thérapeutiquegslfonctions au sein de la cellule, décrites
dans ce chapitre, ont été trés étudiées ; cependarniaines activités font I'objet de
controverses ou sont encore floues. C’est pourgqaos avons choisi un nouvel axe d’étude
de ces protéines, en mettant en évidence de naxuyeatenaires d’interactions. Ce chapitre
traite dans un premier temps du double hybrideTW&TS puis dans un second temps de celui
de p21 et enfin de la description d’'un nouveau dergoprotéique impliquant p21.
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Partie 1 : Double hybride de STATS3.

I. STATS3, facteur de transcription et puissant oncegen

1. La protéine STAT3.

La famille des facteurs de transcription STAT, peaigignal transducer and activator
of transcription » comportent chez les mammiféresmxé@mbres, dont STAT3. STAT3 est
impliqué dans de nombreux processus liés a la tngemese et a la réponse immunitaire. Il a
éte cloné et purifié en 1994 sous le nom APRF, poacute-phase response factor » suite a
I'étude de la voie de signalisation de la protaip&30 activée par diverses cytokines [251].
Le géne est localisé en 17921, a proximité desgyélee2 membres de la méme famille,
STAT5a et STAT5b [252]. STAT3 est une protéine cosge de 770 aa et de masse
moléculaire de 92kDa subissant des modificatiorss-ppaductionnelles de type acétylation et
phosphorylation (cf. figure 31).

Les STATs sont activés par différents mécanismepe@dant le schéma global est le
suivant : suite a un stimulus extérieur, les rémast actives vont phosphoryler STAT,
provoguant sa dimérisation et sa relocalisatios \&noyau ou les facteurs STATSs se fixent a
I’ADN et modulent I'expression de génes cibles.

STAT3 présente différents domaines schématiséslasuigure 31 : un domaine
« coiled-coil », le domaine de liaison a I'ADN, ldomaine SH2 et le domaine de

transactivation, respectivement de I'extrémité Nrieale a I'extrémité C-terminale.
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Figure 31: Représentation tridimensionnelle du dimére STAT3

SH2 domain 1

" Coiled coil domain

Représentation de I’homodimére activée STAT3. Ledo#naines de STAT3 sont représentés : les
domaines « coiled-coil » en vert, les domaines idssdn & 'ADN en rouge, les domaines de

transactivation en orange et les domaines SH2en hlIADN double brin lié¢ & STAT3 est représenté

en gris. L'interface du dimére des 2 domaines Sst2détaillée, montrant la lysine 685 acétylée en
rouge et la tyrosine 705 phosphorylée en rose.

Réf.: http://www.gghjournal.com/volume21/2/ab15.cfm.

Le domaine de liaison a 'ADN est, comme son nomdlgue, essentiel pour la
fixation de STAT3 sur la chromatine. Ce sont plastipulierement les arginines 414 a 417
(R414 et R417) qui sont responsables de la liamgte a la dimérisation du facteur de
transcription [253]. Le domaine SH2, commun a dmimi@euses protéines de signalisation,
forme une poche a la surface de la protéine peamtdtinteraction avec d’autres protéines de
signalisation activées,\ia leurs tyrosines phosphorylées, telles que les pténes
membranaires [254]. Les STATs sont actives pasdiaide leur domaine SH2 aux récepteurs,
mais les résidus critiques des récepteurs peuirv dans le cas du récepteur a I’'hormone
de croissance, la région membranaire proximalewdfisante pour activer STAT3 alors que
la région distale est nécessaire a [l'activation SIEAT5 [255]. STAT3, activé et
cytoplasmique, est capable de se dimériser a fadeec lui-méme mais aussi avec d’autres
facteurs STATs comme STATL1 [256], induisant saaaligation vers le noyau [254]. Par la
suite, il recrute divers cofacteurs afin de serfigar la chromatine décondensée et ainsi

moduler les genes cibles.
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Le domaine C-terminal de transactivation est négess a [Iactivation
transcriptionnelle de STAT3. Trois résidus sontipalierement déterminants. La lysine 685
(K685) est acétylée par I'histone acétyl-transfér@a8P/p300, ce qui stabilise le dimére lié a
'ADN [257]. Deux acides aminés subissent des phosgations, modulant I'activité de
transcription de STAT3. L’activation maximale de AB n’est possible qu'apres
phosphorylation de ces résidus [258]. La tyrosifiB {¥705) phosphorylée notamment par
les récepteurs membranaires induit la dimérisatibaonc I'activation de STAT3 dans le
cytoplasme, aboutissant a sa translocation nueléBians le noyau, la sérine 727 (S727)
phosphorylée est nécessaire a I'activité transonpelle (cf. figure 32). Zhaet al émet
'hypothése d'un recrutement de cofacteurs tels QBP suite a cette phosphorylation.
Cependant, S727 peut étre phosphorylée dans I@lagtoe, bloquant ainsi la liaison de
STAT3 avec les récepteurs membranaires, la phogiation de Y705 et par conséquent
I'activation du facteur de transcription [259].

Facteur de transcription latent dans le cytoplas8EAT3 est transloqué dans le
noyau apres activation et dimérisation. Une fossdénes cibles activés, STAT3 est exporté
vers le cytoplasme ; 3 signaux d’export nucléame &é deécrits, ils sont situés entre les aa
306 a 318, 404 a 414 et 524 a 535 (cf. figure B&)premier semble essentiel dans I'export
apres stimulation, alors que les deux autres joerralutét un réle dans la régulation basale
de cet export [260].

STAT3 est le membre le plus pleiotropique des STé{Tsa présence est essentielle :
'absence du gene chez des souris est |étale da stabryonnaire, et induit des déficiences

des organes ou le gene est inactivé [261-264].

2. STATS3, facteur de transcription.

a. Activation de STATS3.

La régulation transcriptionnelle du geB€&AT3est trés peu étudiée. Poigdtial a mis
en évidence l'activité stimulatrice des progestjirmmlogues synthétiques de la progestérone,
sur la transcription du géne. En retour, la craissades cellules cancéreuses du sein favorisée
par la progestine nécessite I'action de STAT3 [265]

En réalité, la régulation de STAT3 s'effectue aprésodifications post-
traductionnelles. STAT3 est activé suite a la skation de nombreux facteurs de croissance
et cytokines, dont l'interleukine-6 (IL-6) [251] & facteur de croissance épidermique [266],

mais également par des oncogenes comme Src [2B&sdi268].
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Figure 32: Séquence primaire de STAT3,

domaines et modifications post-traductionnelles.

1 MAQANQLQQL DTRYLEQLHQ LYSDSFPMEL RQFLAPW ES QDWAYAASKE SHATLVFHNL
61 LGEl DQQYSR FLQESNVLYQ HNLRRI KQFL QSRYLEKPME | ARl VARCLW EESRLLQTAA
121 TAAQQGGQAN HPTAAWTEK QQVLEQHLQD VRKRVQDLEQ KMKWWENLQD DFDFNYKTLK
181 SQGDMUDLNG NNQSVTRQKM QQLEQMLTAL DQMVRRS! VSE LAGLLSAMEY VQKTLTDEEL
241 ADWKRRQQ A Cl GGPPNI CL DRLENW TSL AESQLQTRQQ | KKLEELQXK VSYKGDPI VQ
301 |HRPMLEERLV_ELFRNLMKSA FWERQPCMP MHPDRPLVI K TGVQFTTKVR LLVKFPELNY
361 QLKI KVCI DK DSGDVAALRG SRKFNI LGTN TKVMNMVEESN NGSLSAEFKH LTIRECRCGN
421 GGRANCDASL | VTEELHLI T FETEVYHQGL KI DLETHSLP VWVI SNI CQMl PNAWASI LWy
481 [NMLTNNPKNV NFFTKPPI GT WDQUAEVLSW QFSSTTKRG. S| EQLTTLAE KLLGPGVNYS
541 GCQ TWAKFC KENMAGKGFS FWMWLDNI | D LVKKYI LALW NEGYI MGFI S KERERAI LST

601 |[KPPGTFLLRF SESSKEGGVT FTWEKDI SG KTQ QSVEPY TKQQLNNMSF AEl | MGYKI M

661 DATNI LVSPL | VYLYPDI PKE EAFG\(YCRPE SQEHPEADPG SAAPKLKTKF | CVTRPTTCSN

721 |TI DLPMGPRT LDSLMOFGAN GEGAAPSA% QFESLTFDME LTSEdATSPM
® é@

: domaine « coiled-coil »

Légende :

: domaine de liaison a I’ADN
: domaine SH2

: domaine de transactivation

IO

: arginines impliquées dans la liaison & I’ADN

@

P : phosphorylation
A : acétylation
EERIVELFRNLMK, LSAEFKHLTLR, QLTTLAEKLLGP : signaux d’export nucléaire
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La figure 33 ci-dessous donne un apercu des vaesighalisation activées dans la
réponse a la stimulation. De plus, STAT3 peut éttévé par des agents carcinogéenes ou par
des stimuli extracellulaires (leptines, bile, clusmotique). A l'inverse, de nombreux agents
inhibent son activité : caféine, resvératrol, platicapsaicine, acide rétinoique par exemple
[111].

Anti-apoptosis

G1to S Cell
Cycls Progression

\J“' :

Les cytokines activent leurs récepteurs spécifigogsies kinases spécifiques phosphorylent STATS.

Activé, STAT3 s’homodimérise ; une partie est adtihs le cytoplasme et la majorité est relocalisée
vers le noyau. STAT3 nucléaire subit la phosphaigasur S727, et induit 'expression des géenes
cibles.Réf.: http://www.ambion.com/tools/pathway/pathway.pbatPway=STAT3%20Pathway.

L’activation de STAT3 est déterminée par |'étatpl®sphorylation des résidus Y705
et S727. La tyrosine 705 est essentielle pouriVatton de STAT3 dans le cytoplasme ; elle
est phosphorylée par des protéines kinases, récspia non, tels que le récepteur de 'EGF
[269], les kinases cytoplasmiques JAK et ERK [273]2ou tel que I'oncogéne Src [267].
Cette phosphorylation est le déclencheur de larifsa#on de la protéine (cf. figure 33).

Apres translocation de STAT3 dans le noyau, c'agpHosphorylation de S727 qui
joue un role prépondérant dans I'activité transmimelle. De nombreuses kinases comme
PKGCs [274], les kinases ZIP [275], les MAP kinases @k [276] activent STAT3 par
phosphorylation de S727. En effet, I'inhibition e phosphorylation de S727 empéche le
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recrutement de CBP/p300 et diminue I'acétylatios denes activés par STAT3 [259]. A
linverse, la déphosphorylation de S727 est fréquent réalisée pour inhiber I'activité de
STAT3 ; la phosphatase PP2A est relocalisée daneyau et déphosphoryle S727 dans les
lymphocytes T [277]. D’autres mécanismes entrent jea pour inhiber ['activité
transcriptionnelle de STATS3 : interaction directerglirecte, modulation de la concentration.
La cycline K virale et I'E3 ligase PIAS3 s’assodieu domaine d’activation et inhibent la
liaison a 'ADN [278,279], I'inhibiteur des complex cycline/cdk p21 inhibe son activité
transcriptionnelle par interaction en empéchamneéteutement du coactivateur CBP [280] et la
liaison cycline D1/STAT3 induit une diminution dauix de STAT3 dans le noyau sans effet
sur le taux cytoplasmique, participant ainsi a boacle de rétrocontrble négatif de STAT3
[281].

La dégradation par le protéasome est égalementtaarade la régulation de STAT3 :
Daino et al. montre que l'apoptose induite par ajout d’ubimp@$ exogénes nécessite la
dégradation sélective de protéines telles que STgardibiquitination et protéolyse [282]. De
plus, STAT3 peut étre clivé puis dégradé par lspases, menant a une réduction du taux de
complexe STAT3/ADN et a une diminution de certagéses induits par la forme native de
STAT3; le clivage de la protéine est de plus dérrégvec une sensibilité aux stimuli
apoptotiqgues accrue [283]. Enfin, STAT3 est acéslé les lysines 49, 87 et 685 par
CBP/p300, stabilisant le dimére et augmentant stivit& transcriptionnelle [257,284].

STAT3 est donc un facteur de transcription finemrégulé par divers mécanismes, ce

qui souligne I'importance de son réle au sein deelale.

b. Mécanismes de régulation transcriptionnelle deggeibles.

L’activation de la transcription d'un gene nécesgilusieurs étapes, induisant la
décondensation et le remodelage de la chromatins,l@ fixation et I'activation de I'ARN
polymérase Il sur le promoteur du géne cible (éfjure 34). Apres dimérisation et
translocation dans le noyau, STAT3 mobilise desadelrs nécessaires a l'activation
transcriptionnelle. Dans un premier temps, destoadeurs tels que SRC1A, CBP et p300
sont recrutés au niveau de la chromatine et acgthds histones. Simultanément le complexe
de remodelage de la chromatine BRG/BRM intervieB85[286]. SRC1A et BRG
interagissent directement avec STAT3 au niveauadnaihe de transactivation. Les histones
acétylases CBP et p300 interviennent uniquemeastjla STAT3 est lié a SRC1A, acétylent
les histones ce qui induit un relachement de larohatine, permettant 'accés au promoteur

du géne cible par modulation du nucléosome. Le detage de la chromatine effectue,
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'ARN polymérase Il peut étre chargée sur 'ADN. I3 recrute cdk9 qui phosphoryle le
domaine CTD (« carboxy terminal domain ») de I'ARBlymérase Il afin de I'activer [287].
STAT3 provoque donc l'initiation de la transcriptiet régule le remodelage de la chromatine

ainsi que I'élongation de la transcription [286].

Figure 34: STAT3 module la transcription.

Le facteur de transcription STAT3 peut induire a@primer la transcription. L’activation de la
transcription nécessite le recrutement direct deiplrs coactivateurs tel que BRG, CBP et cdk9. A
l'inverse lorsque STAT3 induit une répression traipgionnelle il recrute des corépresseurs tels que
les HDAC ou DNMT1Réf : [288] Vigneron A. Thése de doctorat : ROle desdiaxs de transcription
STAT3 dans la réponse aux inhibiteurs de topoisas®&r Implication dans la résistance aux

traitements de chimiothérapies. Université d’Ang2a6.

Il a été démontré que STAT3 était aussi un inhibitde la transcription. STAT3
recrute Tip60 ainsi que I'histone déacétylase HDAZSP], et par exemple induit la fixation
du complexe DNMT1-HDAC1 sur le promoteur du gendPSH290]. Ainsi des ilots CpG du
gene sont méthylés, inhibant l'activation du géae@autres facteurs de transcription. Enfin,
il est a noter que STAT3 s’associe avec deux régula du cycle cellulaires, Rb et p21, et
réprime la transcription [291,292]. Suite a unenstation par le peroxyde d’hydrogéne,
STAT3 forme un complexe répresseur avec Rb pouueol’induction de la transcription de
cdc25a. A linverse, c-myc et STAT3 coopérent pmauire I'expression de cdc25a ; cette
activité transcriptionnelle physiologique est ré&gulpar Rb [291]. De plus, la voie de
signalisation PI3K/Akt inhibe I'activation transptionnelle de p21 par STAT3 sans altérer
celle de myc [293].

Le role de STAT3 dans la cellule est donc de tr&dun signal extracellulaire en une
régulation transcriptionnelle de génes cibles, gant nombreux et variés. L'effet de

I'activation de STAT3 sur la cellule est donc dégemt du stimulus pergu en amont,
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cependant l'activation de STAT3 se traduit génénalet par une régulation positive du

métabolisme cellulaire, favorisant les processusutigie et inhibant ceux de mort.

3. Fonctions de STATS3.

a. Conséquences de I'absence de STAT3.

L’'absence de STAT3 chez des souris induit une m@toce des embryons au stade
trophoblaste et est |étale méme dans les celloleshes embryonnaires [264,294]. De ce fait,
I'étude de I'absence de STAT3 a été réalisée patidé conditionnelle. Malgré I'importance
de STAT3 au stade embryonnaire, son absence dartss$eis induit des phénotypes peu
marqués. Tous les tissus se développent normaleroergont leurs réponses a des cytokines
particulieres qui sont modifiées. Selon les tistabsence de STAT3 affecte la migration, la
survie, la prolifération ou I'apoptose, ou augmelataéponse inflammatoire et diminue la
réponse de phase aigle [295]. STAT3 semble eskantigoremiers stades du développement
embryonnaire mais ne serait pas indispensable dakilité des cellules adultes normales

différenciées.

b. Implication de STAT3 dans l'inflammation.

L’inflammation est une réaction immunitaire destis a une agression. STAT3 en est
un médiateur et est un pivot de la réponse dekiogs. Les travaux qui ont mis en évidence
'existence de STAT3 portaient sur les protéinepliquées dans la réponse en phase aigie
[251] suite a la stimulation des cellules par g®kines de la famille de I'lL-6 et par d’autres
agents pro-inflammatoires. Les études suivantes amrifirmé son implication dans
linflammation. Par ailleurs, I'activation de STAT#ar I'lL-6 nécessite la cyclooxygénase 2,
enzyme pro-inflammatoire [296] et est liee aux sdde I'lL-11 dans I'inflammation associée
a la transformation oncogénique [297]. Cependantnajorité des études fonctionnelles de
STAT3 concluent a une fonction oncogénique et sax#es sur sa participation a la

tumorogenese.

c. Implication de STAT3 dans la tumorogenese.
I. Activation de STAT3 dans les tumeurs.
Aucune mutation du gen8TAT3n’'a été retrouvée au sein des tumeurs ; pourtant
STAT3 agit comme un oncogeéene, nhotamment par I'aafiautres oncogenes. Parmi ceux-ci,

certaines protéines de fusion issues de transtocathromosomiques ont été mises en
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evidence : Bcr-Abl, NPM-ALK et Tel-JAK, impliguéedans les cancers du systeme
immunitaire, activent STAT3. Dans le cas de NPM-Allactivation de STAT3 est méme
une conditionsine qua nonau développement tumoral [299-301]. STAT3 est egeht
activé dans divers carcinomes (poumon, foie, coliait)partie des événements précoces de la
formation des tumeurs de la peau chez des souiisdeit le développement d’adénomes
gastriques chez toutes les souris portant une feonstitutivement activée de STAT3 [302-
304]. L’activité oncogénique de STAT3 n’est pasér@ une modification génique ou au taux
de protéines intracellulaires, mais a son étattovaiton dans les cellules transformeées.
L’inoculation d’'une forme constitutivement active $TAT3 chez les souris provoque la
formation de tumeurs [305]. Cependant, I'activatitenSTAT3 n’est pas toujours absolument
requise pour le développement tumoral.

Particulierement, I'activité oncogénique de STATSt dice a 2 protéines de
signalisation frequemment dérégulées dans les twemeiuqui activent STAT3: Src et le
récepteur a 'EGF [306]. STAT3 est un acteur dweptiel transformant de 'oncogéne viral v-
src [305]. V-src induit le recrutement de STAT3 m@iveau des genes cibles c-myc, p21,
cycline D1 et BCL-XL, impliqués dans la transforioat oncogénique, la prolifération et la
protection contre I'apoptose [307-310]. La formemaine C-src potentialise l'activité
transformante de 'EGFR [311] et est fréquemment)qurimée dans les cancers colorectaux,
participant & la tumorogenese [312]; le recrutedmde c-src par I'EGFR provoque
lactivation de PEGFR par phosphorylation [313,314Parallelement, une activation
constitutive de I'EGFR est frequemment retrouvérsdee type de cancer [315]. LEGFR
activé induit l'activation de STAT3 et ainsi la piection de protéines de survie et de
prolifération cellulaire, mais ce phénomene ess tlépendant des types cellulaires et de
stimulation de 'EGFR [316]. De plus, Chei al. a mis en évidence l'activation constitutive
de STAT3 suite a des mutations de 'EGFR ou &ailadn de ses ligands [317].

ii. STAT3 module tous les aspects de la tumorogenese.

STAT3 est un facteur de transcription induisargrizduction de nombreuses protéines
directement impliquées dans la progression tumd@gdl8]. STAT3 active la transcription de
genes régulant la prolifération cellulaire, prot@ge la cellule contre les processus
antiprolifératifs comme 'apoptose ou la sénescefesrisant la néoangiogenese, l'invasion
et 'agressivité des tumeurs, ainsi que les géépsrdant aux stress de type oxydatifs (cf.
figure 35). STAT3 activé permet a la cellule delifgcer sans cesse et simultanément inhibe
les processus antiprolifératifs. La transformationcogénique cellulaire nécessite un

affranchissement des signaux de prolifération egthalaires et intracellulaires. STAT3
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active I'expression d’Akt, qui déconnecte la callules signaux extracellulaire [319], mais
€galement de régulateurs intracellulaires commeyc-et la cycline D1, entre autres [320].
Parallelement, STAT3 annihile les mécanismes pretes d’'une prolifération tumorale. Il
empéche I'entrée de la cellule en sénescence aéipicdue a linstabilité génomique créée
par une prolifération excessive, et ce en actiVarielomérase [321]. De plus, il actives la
production des protéines anti-apoptotiques Mcll, LB et survivine [320].
Particulierement, la surexpression de la surviviest intéressante : elle inhibe la
perméabilisation mitochondriale et I'activation dmspases, perturbe le processus mitotique
et induit I'instabilité génomique [322]. Enfin, STA prévient I'activation de I'endonucléase
Eme-1, limitant les dommages sur 'ADN et augmentasurvie cellulaire [323].

Depuis peu, il a été découvert que STAT3 était édgaht présent dans la
mitochondrie de cellules en culture et de tissimmares. La forme mitochondriale est requise
pour le fonctionnement optimal de la chaine despart des électrons ; cette fonction de
STAT3 lui permettrait d’orchestrer les réponsesharhéostasie cellulaire [324]. En outre,
STAT3 régule des fonctions métaboliques dans laodhdndrie afin de faciliter la
transformation maligne par Ras [325].

Comme beaucoup de protéines oncogéniques, STATBisavdonc les mécanismes
de prolifération, inhibe I'apoptose et la séneseeriGependant, STAT3 présente d'autres
fonctions, conférant plus d’agressivité et de téasise a la cellule tumorale. La prolifération
en continue de ces cellules cancéreuses abotitivadion des tissus environnants puis a la
formation de métastases, 2 processus dans lessjUAIE3 est actif.

La matrice extracellulaire est importante dans dat®le des cellules des organes
adjacents. STAT3 active la dégradation de la mafi326-328], permettant non seulement a
la cellule d’échapper a un autre mécanisme anif@ratif mais aussi aux cellules de migrer a
travers le stroma. De plus, lactivation de STAE®S des tumeurs murines perturbe
I'attachement des cellules a la lame basale, praaoigia destruction de celle-ci et facilitant la
formation de métastases lymphatiques [329]. Pdétradation de la matrice extracellulaire
et de la lame basale, et par l'activation du facta migration ANGPTL4 [330], STAT3
activé est un acteur important de la formationrdétastases.

La tumorogenése induit une hypoxie due a l'augnmiemtarapide du nombre de
cellules et a I'énorme demande énergétiqgue queéimbnlisme de ces cellules suscite. Ce
probléme est pallié par I'apparition d’'une micreoaiation dédiée aux cellules tumorales, née
d'une néosynthese de cellules endothéliales ou ed’'tnansdifférentiation de cellules

tumorales en cellules vasculaires. STAT3 participetivement a ce processus de
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néoangiogenésda I'activation du facteur de croissance endothdfiglGF, d’Epasl et de la
superoxyde dismutase MnSOD. Le facteur de trartsmnifzpasl diminue le stress hypoxique
en coordonnant le métabolisme cellulaire avec lantté d’oxygéne disponible et favorise
'angiogenése en activant les protéines necess@ite6&F, Fltl, Flt2, Tie2) [331]. STAT3
réduit le stress hypoxique en induisant la productde MnSOD, qui participe a la
détoxification des radicaux libres de I'oxygene3333].

STAT3 constitutivement actif est donc un acteupdeEmier plan de la tumorogenese.
Il permet I'échappement de la cellule a tous lesc@ssus pouvant réguler la prolifération,
favorise l'invasion des cellules tumorales dansuttés tissus et enfin il participe a la

formation d’'un environnement adéquat aux cellulesdrales.
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Figure 35: STATS3 favorise la transformation cellulaire &tdrogression tumorale.
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Dans le cytoplasme, STAT3 est recruté au sein desplexes formés par des tyrosines kinases
activées (EGFR, récepteur de I'lL-6, Src, BCR-ABp3r les domaines SH2. STAT3 est alors
phosphorylé sur Y705, forme un homodimere et esistoqué dans le noyau ou il régule I'expression
des genes cibles. La voie STAT3 favorise le pracessétastatique en régulant des génes essentiels
pour la survie, la prolifération, I'invasion, I'alngienése et I'évasion tumorale immunitaire.
Abbréviations: GF, facteur de croissance; JAK, @rat “Janus-activated kinase”; P, tyrosine
phosphorylée; Bcl-xL, protéine “Bcl-2-like 1”; bFGFacteur de croissance fibroblastique basique;
HIF-1a, facteur hypoxique inductiblex) RANTES, protéine “regulated upon activation/norifiaell
expressed and secreted”; IP-10, “IlFNnducible protein-10".

Réf.: [300] Huang S. Regulation of metastases by sitaasducer and activator of transcription 3

signaling pathway: clinical implications (2007) €[Cancer Res. 5 :1362-6.
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b. STAT3 dans le microenvironnement tumoral.

Lors de la réponse inflammatoire, les vaisseaugsan se dilatent afin de permettre
linvasion des cellules immunitaires dans le tigsuché. Or l'inflammation est capable
d’induire la transformation oncogénique en génétanimicroenvironnement favorable a la
progression tumorale. Pour exemple, la maladie rd@rCet I'ulcére sont associés a une forte
augmentation de l'incidence du cancer du colon 38 phénoméne est marqué par la
présence de médiateurs spécifiques produits paeleges du stroma inflammé, chimiokines
et cytokines (IL-6, prostaglandines...) et STATS3 ieslispensable a leur régulation, ce qui
fait de STAT3 un facteur capable d’induire et dantemir ce microenvironnement, a la fois
au moment de la transformation maligne et pendantrbgression tumorale. De plus, le
facteur de transcription pro-inflammatoire KB- est impliqué dans la carcinogenese
[335,336] et certains facteurs inflammatoires copigésles génes qu’il module, dont I'IL-6,
sont d'importants activateurs de STAT3. NB-et STAT3 sont des médiateurs majeurs de
inflammation protumorale, ce qui s’oppose aux s@érquences de 'association fonctionnelle
de NF«xB et STATL, celle-ci stimulant 'immunité [337].

Au dela des fonctions protumorales, la réponse intaine et les médiateurs de
linflammation sont impliqués dans la suppressi@nla tumorogenese et de la croissance
tumorale [338]; ces fonctions sont inhibées par3&4Ts, et particulierement par STAT3
[339]. STAT3 induit I'expression de cytokines, decteurs angiogéniques et de facteurs de
croissance. Les récepteurs de ces molécules dactimaetour STAT3, provoquant une boucle
de régulation positive entre les cellules tumoraeses cellules immunitaires [320]. De ce
fait, I'activation persistante de STAT3 dans lefubtes tumorales peut donc étre transmise
aux cellules stromales [337]. De plus, I'établissainde cette boucle de régulation de fagon
stable représente probablement un mécanisme épmgméndirect : la dérégulation continue
de I'expression des génes sans mutation peut emdes changements dans la méthylation de
I’ADN, qui serait alors facilité par STAT3 [340].

En conclusion, beaucoup de cancers humains pregregsace a des inflammations
chroniques. Cependant, linflammation et le systémenunitaire peuvent inhiber la
croissance tumorale voire méme éliminer les tuméteblies. Deux types d’inflammation
sont donc distinguables, et les STATs sont deslaggus centraux de linflammation
associée au cancer, influencant les interactionse eles cellules tumorales et leur
microenvironnement immunitaire, déterminamfine si I'inflammation favorise ou inhibe le

cancer. Par son rble de pivot dans la déterminatema relation entre l'inflammation et le
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cancer, STAT3 est une cible de premier ordre pauerer la réponse inflammatoire

protumorale a devenir une réponse immunitaire wntirale.

2. STATS3, une cible thérapeutique.

Les facteurs de transcription oncogéniques reptésedes cibles primordiales pour
les thérapies anticancéreuses, parce que lesd@igignalisation cytoplasmiques, qui utilisent
de nombreuses protéines similaires afin d’étremddotes, convergent vers un nombre limité
d’effecteurs nucléaires [341]. Le facteur de trapsion STAT3 permet un partenariat
exclusif entre les cellules malignes et immunigirpermettant I'évasion immunitaire des
tumeurs, la progression tumorale et la résistangelerapies.

L’ablation de STAT3 inhibe la carcinogenese et faissance de tumeurs établies,
mais son absence prolongée induit une autoimmy8#g]. Le blocage total de STAT3
entrainant probablement de séveres pathologies nini@tion limitée dans le temps peut
potentiellement transformer l'inflammation proturaler en réponse immunitaire antitumorale
sans genérer d'importants effets secondaires [337].

Plusieurs stratégies ont été mises en place pilnen STAT3 : développement de
peptides spécifiques [343,344], de petites moléc[882,344,345], d'oligonucléotides [346-
348] et utilisation de produits naturels. Cetteniire classe d’inhibiteurs de STAT3 présente
un réel potentiel pour la thérapie.

Toutefois, c’est l'utilisation des nombreux produibaturels et leurs dérivés qui
inhibent STAT3 qui est la plus avancée, méme skleffets ne se limitent pas a STAT3. Ces
agents naturels sont connus pour leur action clpirie@ntive : curcumin, resvératrol,
guggulstérone, capsaicine, flavopiridol en sontgues exemples [111].

Les mécanismes d’action de ces composés ne sonerg@ase tous connus; le
guggulstérone et la capsaicine stimulent I'expogsgle SHP, menant a linactivation de
STATS3, alors que la lutéoline facilite la dégradatide STAT3 dans les hépatocytes
[284,349,350].

L’inhibition spécifique de STAT3 est un but majeles futures thérapeutiques car en
plus des ses activités protumorales, STAT3 estli@ résistance des cellules aux agents
thérapeutiques. L'activation de STAT3 favorise langorésistance de cellules [351,352] et
est corrélée avec la résistance aux radiations garf883]. Cette implication dans la
résistance aux chimiothérapies et radiothérapiesaaplexe car dépendante de nombreux

facteurs extracellulaires mais aussi de I'étaaddtalisation de STAT3 au sein de la cellule.
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Associer I'inhibition de STAT3 aux thérapies actegldevrait permettre d’accroitre la
durée de vie des traitements actuels. La pertambatu microenvironnement tumoral que
régule STATS3 limiterait la formation des métastaseglonc I'agressivité des tumeurs (cf.
figure 36). Parmi les agents naturels, certainsbitdurs des kinases JAKs peuvent
transformer l'inflammation en réponse antitumor§#®4] : l'inhibiteur AZ960 serait un
candidat a I'étude clinique [355]. Quelques intgbits des tyrosines kinases ont été acceptés
par la FDA (« US Food and Drug Administration »)upd'utilisation en clinique, dont le
sunitinib. Le sunitinib inhibe la voie de signatisa de STAT3 indirectement, provoquant
larrét du cycle et Il'apoptose dans les cellulesaisnpeut également moduler le
microenvironnement tumoral en faveur de la théraptecancéreuse [356-358]. Toutefois, les

mécanismes moléculaires exacts concernant l'inbibde STAT3 restent inconnus.

Figure 36 Intérét d’un traitement inhibiteur de STAT3.

é |T'JIT|DLIF cell
o % gy ot T i
Co&" T cell 4
“ [Activation of
@ effector cells
MK cell

Blood vessel Meutrophil
Immune inhibitors Immune activators
« CTLA4 « Dendritic-cell vaccines
» B7-HI » Modified tumour-celi vaccines
= B7-H4 = Engineered T cells
= D0 = CpG ODMs
« P » LIGHT
= 50C51 = Tumour-associated antigens
« TG = Cytokine or chemokine
« CONT- administration

Le blocage de STAT3 dans diverses cellules imminagapeut générer une réponse immunitaire
antitumorale per diminution de régulateurs négaltifse thérapeutique optimale nécessiterait sGrement
'association avec d’'autres traitements, commeplkegéines modulatrices de I'activité immunitaire
listées (rectangles rouge et bleu).

Abbréviations: COX2, cyclooxygenase?2 ; CpG ODNgyaleoxynucléotides CpG ; CTLA4, antigene
cytotoxique 4 des lymphocytes T ; IDO, indoleami8-dioxygénase ; LIGHT, “herpesvirus entry
mediator ligand” ; PD1, programme de mort celld@dlr; SOCS1, suppresseur de la signalisation des
cytokines 1 ; P, tyrosine phosphorylée ; BGFacteur de croissance transformant beta.

Réf.: [322] Yu H, Kortylewski M, Pardoll D. Crosstalketween cancer and immune cells: role of
STAT3 in the tumour microenvironment. Nature Re\ddmmunology (2007) 7 : 41-51.
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ll. Double hybride de STATS.

1. Faisabilité.

a. Production recombinante de la protéine appat STAHS-

Aprés production de la biomasse, la production mdgnante a été induite avec
100uM d’'IPTG pendant 2h a 37°C sous agitation a@B5et vérifiée par western blot avec
un anticorps dirigé contre la protéihel. L'utilisation d’'un anticorps dirigé contre lagiéine
STAT3 n'a pas été possible, I'épitope ne se trotgas dans la région C-terminale. La
protéine Acl a une masse moléculaire de 27kDa et STAT3-Ceer7kiDa. La protéine
recombinante STAT3-C-tétel a donc une masse moléculaire de 34kDa. La petébt
correctement produite par la bactérie ; la prem@medition nécessaire a la réalisation de

double hybride bactérien est remplie.

Figure 37: STAT3-Ctericl est produite par les bactéries du systeme ddufiigde.

IPTG 100uM
Oh 2h

50 kDa

37 kDa
#5w «— ACl-STAT3-C-ter

smkpa T <«—hcl

STAT3-C-ter

Western blot a I'aide d'un anticorps aht} de la production recombinante de STAT3-Cxelr-

b. Test de « self activation ».

La deuxiéme conditiosine qua norde la mise en place du double hybride bactérien
est I'absence d’activation du gene rapporteur pgsrbduction recombinante de la protéine
appat seule. Les bactéries sont cotransforméeslavy@asmide recombinant de la protéine
appat et le plasmide cible vide et étalées suem#iélectif et non sélectif. Aprés incubation,
le pourcentage de clones obtenus sur milieu sEfatirapport au nombre de clones obtenus
sur milieu non sélectif est calculé. Seuls 3 clomeiscri sur milieu sélectif aprés production
de la partie C-terminale de STAT3 (cf.figure 38r&lelement, des milliers de clones ont cri

sur milieu non sélectif. Il n’y a pas d’activati@u géene rapporteur suite a la production
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recombinante de STAT3-Cter, le pourcentage de sl@ue milieu sélectif par rapport aux

clones sur milieu non sélectif étant inférieur 200,

Figure 38: La production des protéines appat n’'induit pasttzation du géne

rapporteur en I'absence de cibles.

Milieu de croissance Milieu de croissance
sélectif nor-sélectif

Cotransformation
STAT3-C-ter-pBT
et pTRG

2. Crible de la banque par la protéine appat STAT3-Cte

Le crible d'une partie de la banque d’ADNc par deubybride bactérien a permis
d’obtenir 196 clones positifs. Aprés seéquencagecldes comportent des séquences
génomiques, 22 des séquences issues du géenoménonidoial et 49 séquences codent des
protéines ribosomales. Parmi les 122 clones codiestprotéines autres que ribosomales, 14
sont redondants. Aprés analyse des clones redadaaypparait que deux clones contiennent
des séquences différentes codant la méme protéimague séquence code une partie de la
protéine, et la partie commune aux deux séquersesgb de mettre en évidence le domaine
d’interaction de cette protéine avec la protéingda > TAT3-C-ter (cf. tableau 3 ci-aprées).

Les clones obtenus ont été classés en fonctiorutenhture fonctionnelle (cf. figure
39A). Il s’avere que 15% comportent des séquenée®rgiques, et plus de la moitié des
clones (58%) codent des protéines ribosomales, pdeteines liees a la production des
protéinesin vivo ou des protéines impliquées dans le métabolisithdaiee et I'organisation
de la cellule. La majorité des protéines a uneligai@on cytoplasmique (56%), et parmi

celles-ci la majorité est cytosolique (cf. figur@B3.
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Figure 39: Répartition des partenaires potentiels de STAT&-Gbtenus.

A. Répartition des partenaires en fonction de lewmnedabnctionnelle
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STAT3 est une protéine de signalisation intraceifal qui, une fois activée, est
capable d’'induire la transcription de genes auxtions diverses mais généralement liées a la
prolifération cellulaire. Dans cette étude, nousimgommes intéressés aux partenaires de
STAT3 interagissant avec le domaine de transaativate la protéine. Ce domaine, situé en
C-terminal, joue un réle important dans la transarn des géenes cibles. D’aprés les études
actuelles, il est actif uniguement lorsque STATBregléaire. De ce fait, les protéines issues
du criblage ont été classées dans un premier temfimction de leur localisation cellulaire.

Les résultats ont été classés dans un second teetps leur activité durant la
progression tumorale. En effet, STAT3 activé eskeffacteur particulierement important de

la progression tumorale en stimulant les voiesrdéf@ration et de migration tout en inhibant
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les voies de mort cellulaire. En outre, les diffdées protéines mises en évidence
appartiennent a des groupes fonctionnels tresrdifté. Du fait de cette hétérogénéité, il est
difficile de grouper les partenaires potentielosales familles fonctionnelles. La figure 40
ci-dessous donne un apercu des types de partepatertiels obtenus selon leur activité dans
les processus cancéreux ; I'effet tumoral d’uneé@mne regroupe ici a la fois un effet sur la

prolifération, sur la migration cellulaire et stagoptose.

Figure 40: Répartition des partenaires potentiels de STET&-obtenus en fonction de leur

activité cancéreuses (hypothétique ou démontrée).
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Le tableau 3 ci-aprés définit pour chaque partenksis activités tumorales décrites
dans la littérature, lorsque cela est possiblesdue c’est le cas, la présence de redondance
est indiguée par le nombre de clones trouvés. Darlgtérature existante a ce jour, 25
candidats ne présentent d’activité particuliereaurs des processus tumoraux. Pour certains
d’entre eux, aucune fonction n'a méme été mise weideace dans des conditions
physiologiques ou pathologiques. Certaines proseme possedent apparemment d’activité
particuliere dans la progression tumorale mais ommulation de leur expression est
régulierement trouvée dans diverses études ; ceRipes sont définies ici comme des
biomarqueurs. Le terme biomarqueur désigne unetégistique biologique mesurable liée a
un processus normal ou non. Il est une signaturdigque de l'effet et non la mise en
evidence directe de la cause. Les biomarqueursepeawssi réveéler un événement passeé. De
ce fait, un biomarqueur n’est pas uniquement urépre mesurable de maniére simple
utilisable pour la recherche clinique comme le dargonadotrophine chorionique humaine,
marqueur de la grossesse, et I'antigéne prostatigéeifique (PSA), marqueur du cancer de

la prostate.
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Tableau 3 Partenaires potentiels d’'interaction avec le diow de transactivation de STAT3.

N° : . . er
Nom Uniprot Fonction/Implication dans les processus cancéreux Référence(s

Protéines nucléaires et Protéines cytoplasmiques mticléaires

Facteurs de transcription / Protéines liées a I'ADN

Facteur de transcription bZIP. Transcription deegétiu métabolisme des acides aminés,
de la différentiation, du processus métastatiqadadurvie sous hypoxie et de

ATF4 . "activating transcription 'angiogenése. Induit par le microenvironnementdteth régule la progression tumorale.

fachtor N (taT-resp(t)résE;\;e" P18848 Taux élevé associé a une résistance aux agenisantides dommages sur ’ADN, aux [359-362]
enhancer elemen ) anti-inflammatoires non stéroidiens et aux inhilnisedu protéasome
DDB?2 : "damage-specific DNA Protéine de réparation de I'ADN. Régule le taup2E et de SOD2. Active apres
binding protein 2" Q92466 dommages sur I'ADN [363-365]
- "N- ine- Augmenterait la sensibilité aux agents thérapeagi&xpression altérée dans les tumeurs
MPG : "N methylpur'!ne DNA P29372 g g peasqaXxp [366,367]
glycosylase
USF1 : "upstream transcription 2 clones identiques codant les aa 137 a 243 sua2%dtaux. Facteur de transcription.
factor 1" P22415 yjsie de Src. Active le gene suppresseur de tume&e A [368-370]

Prolifération / Apoptose / Régulation des voiessignalisation

Fonctions dans les voies inflammatoires, régulaties voies de signalisation de la mort

ANXAL : "annexin A1" PO4083 (q|ylaire, dans la carcinogenése. [371]
CDKN1A (p21) : "cyclin- 3 clones identiques. Régulateur négatif du cydielege. Interagit avec STAT3
. A . P38936 [280]
dependent kinase inhibitor 1A
e Phosphatase (tyrosine et sérine/thréonine). Fa/baictivation de JNK et p38 suite a un
DUSP23 (LDP3) : "dual . QOBVJI7 p  (ty ) p 372,373]
specificity phosphatase 23 stress osmotique.
EEF1A1 : "eukaryotic Son interaction avec C-Raf augmente sa stabilitédeiit la survie. Impliqué dans la mort
translation elongation factor 1 P68104 Ccellulaire indépendante des caspases. [374-378]
alpha 1"
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IMUP : "immortalization- Réle dans l'acquisition du phénotype transformdans la tumorogenése et dans la

upregulated protein 1" Q9GZP8 prolifération cellulaire. [379-382]

Adhésion des cellules tumorales, proliférationfédéntiation, angiogenése, progression
LGALSS3 (galectin 3) : "lectin, du cancer et des métastases. Supprime l'apopthsiéeipar les drogues. Régule
galactoside-binding, soluble, 3:P17931 Jexpression des génes cyclineD1, TTF1 et MUCZaés & la progression tumorale.  [383,384]

NEDDS : "neural precursor cell Controle du cycle cellulaire et Protéolyse
expressed, developmentally Q15843 [385]
down-regulated 8"
NPDC1 : "neural proliferation, Suppresseur de tumeur. Interagit avec E2F-1 et la@dun activité transcriptionnelle.
differentiation and control, 1" 20 N@X® Interagit avec cycline D et cdk2. [386,387]
. Import des Smads et de I'oncogene Ras dans le noyau
NUTF2 .faréltjcc)::e;r transport P61970 p g Y [388,389]
RNPS1 : "RNA binding protein Antitumoral : réduit la prolifération et l'invasi@ntravers la matrice
S1, serine-rich domain” Q15287 [390]
S100AG6 (calcyclin) : "S100 2 clones identiques. Prolifération cellulaire ehtarogenese. Interagit avec p53. )
calcium binding protein A6" P06703 [391-393].
. I Protéine 14.3.3. Stimule la voie Akt/mTOR. Arrétacle cellulaire. Export nucléaire et i
SFN - "stratifin P31947 dégradation DeltaNp63alpha. Favorise l'activitéadeKC. [394-397]
Migration / Métastases
DGCRG6 : "DiGeorge syndrome Médiateur possible de l'invasion
critical region gene 6" Q14129 [398]
Sérine protéase. Invasion et métastase. Biomarqueur
KLK6 (neurosin) : "kallikrein-
related peptidase 6" Q92876 [399-401]
Biomarqueur / Protéines dont la modulation de I'epgssion est associée aux processus cancereux
- m ' ' Biomarqueur potentiel
EEF1G : "eukaryotic translatlonp26641 q p [402]

elongation factor 1 gamma"”
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Protéines cytoplasmiques et Protéines des organalle

Prolifération / Apoptose / Régulation des voiessignalisation

AKT1S1 (PRAS40) : "AKT1
substrate 1 (proline-rich)"

Q96B36

Activation constitutive par PI3/Akt dans les cedlsitumorales du sein, évenement
précoce de la carcinogenése pulmonaire et mamnGorgréle la balance entre la
croissance et la mort cellulaire, dérégule I'apeptpour favoriser la tumorogenese.
Appartient au complexe mTORC1.

[403-406]

ALDH3AL : "aldehyde

Protection contre I'arrét de la croissance celialdiue a la péroxydation des membranes.

dehydrogenase 3 family, Q6PKA6 Taux élevé associé a la transformation de celluldésonaires en adénocarninome [407,408]
memberAl"
APH1A : "anterior pharynx Clivage du récepteur Notch ou de la beta-amylddéelenche une réponse anti-
defective 1A, gamma-secretase apoptotique en dévaluant le contrble de la caspagmendant de p53 [409,410Q]
subunit” Q96BI3
BTG3 : "BTG family, member Régulation négative du cycle cellulaire. Cible seniptionnelle de p53. Inhiber E2F1.
3" Q14201 |nhipition la voie de signalisation dépendante de S [411-413]
. . Protéase acide impliquée dans la protéolyse ebtacellulaire. Protege contre
CTSD : "cathepsin D PO7339apoptose. Activité dépendante du microenvironnettemoral [414-416]
DGUOK : "deoxyguanosine Phosphoryle certains analogues de déoxyribonudéssitilisés comme agents
kinase" Q16854 thérapeutiques. [417]
e m -3- Apoptose neuronale induite par p53. Induit la pedoiésation mitochondriale
GAPDH : "glyceraldehyde-3 P04406 pop parp p [418-420]

phosphate dehydrogenase™

apoptotique.

GPX1 : "glutathione peroxidase

Protection contre les UV, anti-apoptotique, inhdbitde I'activité des caspases, régulation

P07203 de la prolifération, relargage du cytochrome calmitochondrie. Biomarqueur risque du [421-426]

1 cancer colorectal. Protection contre le stress atiyd
Sécrétée. Inflammation, Réparation et Remodelageisiis. Stimule la migration et
invasion. Activation de la voie ERK1/2. Stimuleotssance, migration et
GRN : "granulin” p2g79g9 affranchissement d’'un support pour la croissantielage. Son précurseur est important [427-430]

dans la progression tumorale et dans la réponsdragxes chimiques. Marqueur
pronostic dans les carcinomes ovariens.
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. . 2 clones identiques. Suppression de I'expressiotéjgue dans la majorité des cas de
GSTP1: fglutathlc_)"ne S- ppg211 néoplasie intraépithéliale de faible pronostic. &tk prolifération cellulaire et protége  [431-433]
transferase pi les cellules contre I'apoptose via la kinase JNKle&transcriptionnelle de p53.

MTCH1 ou PSAP : Déperméabilisation de la membrane mitochondriapmptose
"mitochondrial carrier homolog
1 (C. elegans)” ou "presenilin QONZJ7 [434,435]
associated protein”

Activité pro-tumorale. Activation et localisatiore $TAT3. Surexprimée, active la voie

PPIA (cyclophilin A) : P62937 de signalisation ERK. Ligand pour la productiomai&talloprotéases matricielles. [436-438]
"peptidylprolyl isomerase A"

Suppresseur de tumeur en réponse aux stress dsydlatragit avec les oncogenes c-abl

PRDX1 : "peroxiredoxin 1" Q068304 c-myc. Prolifération et apoptose [439,440]
Suppresseur de tumeur. Sénescence. Inhibe I'apoptdgite par p53 . Réprimé par le
PRDX2 : "peroxiredoxin 2" P32119resvératrol [440-443]
TMSB4X : "thymosin beta 4, 2 clones identiques. Augmente I'expression de aygsk active JNK. Induit les
X-linked" P62328 stastases et la résistance au paclitaxel. FaM@risieité des caspases et de Bcl2 [444,445]
Migration / Métastases
CHCHD?2 : "coiled-coil-helix- 2 clones identiques. Induit la migration cellulaassociée au renforcement des plagues
coiled-coil-helix domain  Q9Y6H1 d’adhésion focales et des fibres d’actine. [446,447]
containing 2"
. Cible de la voie Ras. Protection par II-6. Apoptd3@ surexpression réduit la
KRT18 : "keratin 18" Q96910 [448-450]

prolifération tumorale.

4 clones identiques. Invasion et métastases. Dégrnaar les caspases. Coexprimée avec

KRTS : "keratin 8" po5787 KRT18 dans les cellules au phénotype de résistanutigple aux drogues [451-453]
anticancéreuses.

Autophagie. Activation de NKB. Atténue I'expression des cytokines.
SQSTML1 : "sequestosome 1" Q13501 [454-45T7]
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Implication dans la résistance aux traitements

- Expression augmentée dans cancer cutané squa pcation dans la résistance au
COX7C : "cytochrome ¢ ) zo, EXP g quanre [458,450]
oxidase subunit Vlic SFU.

MGST1: "microsomal Activé par le stress oxydatif. Induit le relargatyecytochrome c. Résistance multiple au
glutathione S-transferase 1" P10620 grogues ﬁ460,461]

Biomarqueur / Protéines dont la modulation de l'epgssion est associée aux processus cancereux

ATAD4 : "ATPase family, Biomarqueur potentiel
AAA domain containing 4" Q9BUGS [462]

C3orfl0 (HSPC300) : QSWUW Progression tumorale dans le cancer du rein. Stegegion dans le poumon
"chromosome 3 open reading 1 [463,464]
frame 10"

Expression réprimée apres transformation des esliphr 'oncogene Ras. La

FTHL : “ferritin, heavy P02794 surexpression réduit I'accumulation des espécesivéa de I'oxygene en réponse a des[465,466]o

polypeptide 1" dommages oxydatifs cellulaires
2 clones identiques. Expression réprimée apresftranation des cellules par 'oncogene
FTL : “ferritin, light Ras. La surexpression reduit 'accumulation dese@spréactives de I'oxygene en
polypeptide” PO2792 réponse a des dommages oxydatifs cellulaires. Bigmear pronostic dans le cancer du [465-467]u
sein
"hi ibili Modulé en réponse aux androgens. Biomarqueur
HM13 : hllstocomlpatlblllty 08TCTY p g q [468]
(minor) 13
KIF3A : "kinesin f"amlly Q9Y496 La surexpression peut étre associée au phénotyiastatigue [469]
member 3A
- "ornithi Augmentée sous traitement anticancéreux
OAZ1: ornlthl_ne . P54368 g [470]
decarboxylase antizyme 1
PSMD3 : "proteasome Sous-unité du protéasome 26S. Biomarqueur
(prosome, macropain) 26S 043242 [471]

subunit, non-ATPase"
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UBAS2 : "ubiquitin A-52 3 clones identiques. Biomarqueur potentiel
residue ribosomal protein  Q3MIH3 [472,473]
fusion product 1"

Protéines cytoplasmiques et membranaires

Prolifération / Apoptose / Régulation des voiessignalisation

GNB2L1 (RACK1) : "guanine 2 clones codant des régions différentes : aa 18%84a 1-274 sur 318 aa totaux.
nucl_eotlde binding protein ((_3 P63244 Impllcatlon dans l'activation de STATL1. Influence ld tumorogenése des cellules de [474,475]
protein), beta polypeptide 2-like melanome.
1II
- "orol inine-ri Interaction avec NF-kappaB, inhibe sa liaison ®NA
PRELP : prqllne/arglnlne I’IC.h P51888 PP [476]
end leucine-rich repeat protein
Migration / Métastases
= i in- Protéine suppresseur de I'invasion tumorale
CTNNAl  "catenin (cadherln" P35221 pp [477,478]
associated protein), alpha 1
Implication dans la résistance aux traitements
ABCC?9 : "ATP-binding Sous-unité des canaux potassiques sensibles 3, [folirait étre impliquée dans la
cassette, sub-family C 060706 résistance aux traitements [479,480]
(CFTR/MRP), member 9"
ABCDL1 : "ATP-binding La diminution du taux d’expression pourrait étrepliguee dans la tumorogenése renale.
cassette, sub-family D (ALD), P33897 Les transporteurs de type ABC seraient associéslaveésistance des cellules de [481]
member 1" melanome a divers drogues thérapeutiques.
ATRIBL TRase N e e e s o ° T
transporting, beta 1 P05026 P P ' [482-484]
polypeptide™
Biomarqueur / Protéines dont la modulation de l'epgssion est associée aux processus cancereux
MARCKSL1 : "myristoylated 2 clones identiques. La surexpression diminueddéfpration. Biomarqueur
alanine-rich C kinase substrateP49006 [485-487]
like 1"
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SLC12A2 : "solute carrier
family 12
(sodium/potassium/chloride
transporters), member 2"

P55011

Biomarqueur potentiel
[488]

Protéines sécrétées

CST3 : "cystatin C (amyloid
angiopathy and cerebral P01034

Favorise I'invasion tumorale en modulant I'activité la cascade MAPK/Erk. Inhibiteur
de cystéine protéase. La surexpression antagoimgasion. Antagoniste du récepteur du[489,4go]

hemorrhage)" TGRB. Réprimé dans 50% des cancers.
SOD3 : "superoxide Cl.ismUtaseP08294 Protection contre les stress oxydatifs. Inhibeifination et invasion cellulaire. [491,492]
3, extracellular
TNFSF9 : "tumor necrosis Cytokine. Interaction entre cellules dendritiquetueneurs. Active JNK. Voie utilisable
factor (ligand) superfamily, P41273 en thérapeutique. [493-497]
member 9"
Protéines dont les fonctions dans les processus céreux sont inconnues
"EP400 N-terminal like" Q6ZTU2Pas d'informations -
AP2S1 : "adaptor-related Pas d'informations directes. Phosphorylation dmles-unité beta2-adaptin du complexe
protein complex 2, sigma 1 P53680 AP-2 par 'oncogene c-Src [498]

subunit" (AP17, CLAPS2)

AP3S2 : "adaptor-related

protein complex 3, sigma 2 P59780

subunit”

Pas d'informations.

ATP5G3 : "ATP synthase, H+

transporting, mitochondrial FO

complex, subunit C3 (subunit
9)"

P48201

2 clones identiques. Pas d'informations.

BETLL : "blocked early in

15 clones identiques. Pas d'informations

transport 1 homolog (S. QQ'SYM -
cerevisiae)-like"
. Pas d'informations
C200rf4 : "chromosome 20 Q9Y312 _

open reading frame 4"
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C7orf49 : "chromosome 7 operQ9BWK
reading frame 49" 5

Pas d'informations

CDCA42EPS : "CDCA42 effector
protein (Rho GTPase binding)Q6NZY7
5

Pas d'informations

DPM2 : "dolichyl-phosphate
mannosyltransferase
polypeptide 2, regulatory
subunit”

o94rr7

Pas d'informations

EIF3D : "eukaryotic translation

initiation factor 3, subunit D" 015371

Pas d'informations

ENTPDG : "ectonucleoside

triphosphate
diphosphohydrolase 6 (putativeo75354

function)”

Pas d'informations

FAM54B : "family with
sequence similarity 54, membe®9H019
B"

Pas d'informations

GEMIN7 : "gem (nuclear

organelle) associated protein 7R9H840

Pas d'informations

GIYD1 (SLX1) : "GIY-YIG

domain containing 1" Q9BQ83

2 clones identiques. Pas d'informations

IDH3G : "isocitrate
dehydrogenase 3 (NAD+) P51553
gamma"

3 clones identiques. Pas d'informations

JMJIDA4 : "jumonji domain

containing 4" QIHIVI

Pas d'informations

MICALL1 : "MICAL-like 1" Q8N3F8

Pas d'informations

158




NELF : "nasal embryonic Pas d'informations

LHRH factor" QbX4w1 )
0S9: ampllfled“m Q13438 Pas d'informations i
osteosarcoma
PLACS : "placenta-specific 8" Q9NZFPas d'informations -
PNPLA7 : "patatin-like Pas d'informations
phospholipase domain Q6ZV29 -
containing 7"
SAKS1 : "SAPK substrate Pas d'informations
protein 1" (LOC51035) Q04323 i
SERF2 : "small I;DRK-rlch P84101 Pas d'informations i
factor 2
TMED10 : "transmembrane Pas d'informations
emp24-like trafficking protein P49755 -
10 (yeast)"
- "withi Pas d'informations
WIBG : "within bgcn homolog Q9BRPS i

(Drosophila)"

WSB2 : "WD repeat and SOC Pas d'informations

box-containing 2" %QNYS7

YWHAQ : "tyrosine 3- Pas d'informations

monooxygenase/trypt(_)phan 5_Q53RR5
monooxygenase activation
protein, theta polypeptide”

ZKSCANS : "zinc finger with QoY2L8 Pas d'informations
KRAB and SCAN domains 5"
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[ll. Discussion et conclusion.

La protéine appat utilisée dans ce double hybrisie censtituée de la partie C-
terminale de STAT3, ou domaine de transactivatid®.domaine est composé des aa 715 a
770 et contient donc le résidu sérine 727 qui pEwe phosphorylé quand STAT3 est
nucléaire. Comme il a été vu précédemment, le duende transactivation est nécessaire a
I'activation transcriptionnelle de STAT3. Le but dette étude a été de mettre en évidence de
nouveaux partenaires d’interaction de STAT3 qui uleait la transcription de ses genes
cibles. Le domaine de transactivation permet leutement de protéines coeffectrices au
niveau du promoteur du géne cible. Quelques caatetivs ont déja été démontré : SRC1A,
CBP et p300 sont recrutés par interaction avecoogathe afin d’acétyler les histones [285].
Cette modification des histones induit leur déphaeet le long de la chromatine, associée au
remodelage de la chromatine par le complexe BRG/BRBRG est d’ailleurs une autre
protéine recrutée par interaction avec STAT3 [286].

Le double hybride a été réalisé a partir d’'une bardjADNCc issue des transcrits de la
lignée cellulaire cancéreuse colorectale LS180.sNavons mis en évidence pres d'une
centaine de nouvelles protéines interagissant EBveomaine de transactivation de STATS3.
Toutefois, ces interactions ont été mises en éciEletans un modele bactérien, ce qui ne
permet pas de conclure sur I'existence de ces @xagpin vivo mais d’'obtenir une liste de
candidats potentiels.

Les candidats appartiennent a des familles de ipestdres hétérogenes et ont pour la
plupart des actions pleiotropes dans les processuzreux. Ces résultats sont en adéquation
avec I'importante diversité des fonctions de STAIEBs les cellules cancéreuses. La présence
de nombreuses protéines ribosomales est trés pgeobailt due a la biosynthese de STAT3,
qui nécessite la liaison avec les ribosomes. Cettipes, retrouvées au cours du double
hybride, ne sont pas considérés comme des candmaentiels. Toutefois, certaines
possedent des fonctions tumorales : de nombreusEginges ribosomales, par exemple
RPL18, RPL13 et RPS2, sont des biomarqueurs cedlslae prolifération tumorale [499-
501] Par contre, RPL29 n’est pas un biomarqueurs rparticipe a la différentiation des
cellules colorectales [502].

De plus, parmi les candidats, de nombreuses pestégont localisées dans le
cytoplasme. Une partie de ces protéines participentrafic intracellulaire (protéines du
réticulum endoplasmique, du Golgi, du cytosquejettene sont probablement pas engagées

dans une interaction spécifique avec STAT3. De m&meeraction de STAT3, qui plus est
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le domaine de transactivation, avec des protéinan@tabolisme ou de la structure cellulaire
semble étre non spécifique ou sans intérét. Pdurteaucoup posseédent des fonctions
tumorales liées aux effets oncogéniques de STAT3tébleau 3). Les exemples de la
GAPDH et de GNB2L1 sont décrits ci-apres.

La glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPPé&tticipe au trafic
intracellulaire par son activité glycolytique durd@ processus de la voie sécrétoire et serait
impliguée dans I'apoptose neuronale induite par pH# stimule son expression
[418,419,503]. De plus, elle peut s’accumuler daasmitochondrie pour induire la
perméabilisation de la membrane mitochondriale mudg&poptose [420]. Or, STAT3
régulerait ’'hnoméostasie de la mitochondrie afirfalgliter la transformation cellulaire [325].

Il est possible que STAT3 activé dans la mitoch@ndhnteragisse avec GAPDH afin de
protéger les cellules contre I'apoptose. Cette thgse sous-entend un nouveau rdle pour le
domaine C-ter de STAT3, mais aucune étude a I'hacigelle ne le laisse supposer.

GNB2L1, ou RACK1, est une protéine membranaire gprimettrait I'ancrage de la
protéine kinase C activée au cytosquelette. RAQKIpsme I'activité de Src, ce qui inhibe
egalement STAT3 et Myc ; par conséquent la cyddde cdk2 et cdk4 sont réprimés, p27 et
Rb sont activés, E2F1 est séquestré et le cyclblegté au niveau de la transition entre la
phase G1 et la phase S [504]. Parallelement, deudeg montrent I'implication de RACK1
dans l'activation de STAT1 et sa liaison avec ksepteurs membranaires [474,475]. Bien
gue les auteurs suggerent une interaction de pedtéine avec d’autres STATS, I'implication
du domaine C-terminal reste incertaine.

Les interactions cytoplasmiques de STAT3-C-ter @t spas décrites dans la
littérature ; de ce fait les partenaires cytoplagras mis en évidence dans cette étude ne sont
pas des candidats primordiaux a une analyse plusspe. Néanmoins, le cas de la protéine
AKT1S1 (ou PRAS40) et de BTG3 semblent intéressants

PRAS40 est une sous-unité du complexe mTORC1 ("naiamtarget of rapamycin
complex 1 »), qui régule la croissance cellulairaeurvie en réponse aux signaux nutritifs et
hormonaux. Elle est activée constitutivement pardee de signalisation PI3K/Akt dans les
cellules malignes et pré-malignes du sein alorél gst trées peu exprimé dans les cellules
normales [406]. Elle contrdle la balance entrertzissance et la mort cellulaire et dérégule
I'apoptose pour favoriser la tumorogenése, ce quiaé une cible potentielle des thérapies
anticancéreuses [403,405]. Le complexe mTORC1 éctgule positivement la synthése de
régulateurs clés de la synthése des ribosomeslatideluction des ARN messagers. PRAS40

est impliqué dans la régulation négative de la vD@R et de l'activité kinase, dans la
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régulation de la taille des cellules et de la pobidim des genes de survie. Il fonctionne
comme un régulateur négatif lorsqu’il est lié a NnRITL et s’en dissocie en réponse a
linsuline [404]. Or, Kimet al. a montré que STAT3 était impliqué dans la réststaa
l'insuline dans les cellules hépatiques provoquereun exces d’acides aminés ou inhibée par
la rapamycine. Cette fonction serait dépendante ladephosphorylation de S727 et
indépendante de celle de Y705, phosphorylationiiadpar mTOR en réponse a l'excés
d’acides aminés [505]. De plus, mTOR régule positient I'invasion des trophoblastes en
stimulant la sécrétion d’enzymes qui modifie la mcat extracellulaire et l'inhibition de
MTOR induit une diminution de la phosphorylationQ#27 [506]. Selon ces études, bien que
cytoplasmique, PRAS40 pourrait interagir avec STAT@n présence d'excés d'acides
aminés, PRAS40 lié a mTORC1 inhiberait la phosplation de la sérine 727 de STATS3, ce
qui provoquerait la résistance des cellules auling.

BTG3 (« B-cell translocation gene ») est une pr&éytoplasmique impliquée dans
la régulation négative du cycle cellulaire. Sa spression bloque la progression du cycle
induite par le sérum au niveau de la phase G1 die.c€loné en 1997 [507], BTG3 est une
cible transcriptionnelle de p53 capable d'inhib@FE [411]. Les travaux des équipes de Yu
et de Majid dans les cellules du sein ont permigléfair BTG3 comme un suppresseur de
tumeur sensible au genistein [412,413]. BTG3 estlebgent impliqué dans l'inhibition la
voie de signalisation dépendante de Src [413]. SIAS$t activé par phosphorylation sur
Y705 par Src et est un acteur du pouvoir transfatnoie v-src [307-310]. La liaison entre
STAT3 et BTG3 pourrait participer a l'activité orgEmique de Src: STAT3 séquestrerait
BTG3 afin de favoriser la transformation par Sr@anB ce cas, nous pouvons émettre
I’hypothése d’'une nouvelle fonction cytoplasmiquedbmaine de transactivation de STAT3,
qui serait indépendant de la phosphorylation de/Stalépendant de la phosphorylation de
Y705.

Les protéines nucléaires ou pouvant étre locatisés le cytoplasme et dans le noyau
représentent des candidats a une étude approfdedimteraction. Parmi celles-ci, certaines
présentent un intérét particulier : ATF4, DDB2 &R1.

L'un des candidats qui semble étre prometteur gdaupoursuite de I'étude de
l'interaction est ATF4. Facteur de transcriptiontgge bZIP (“basic leucine zipper”) comme
c-fos et c-jun, il régule la transcription de géimapliqués entre autres dans le métabolisme
des acides aminés, dans le processus métastatigos, la survie sous hypoxie et dans
'angiogenése. ATF4 est induit par le microenvirement tumoral et régule la progression

tumorale, ce qui en fait une cible pour les thaanticancéreuses [361,362]. Le réticulum
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endoplasmique est trés sensible a I'hypoxie, quoriae I'agressivité des tumeurs et a un
impact négatif sur la réponse aux thérapies. L'igoesulte en 'accumulation de protéines
mal repliées induisant une réponse modifiée dit&k Y& Unfold Protein Response ») dont
ATF4 est un régulateur majeur. Le stress du rétrouendoplasmique est un inducteur de
'autophagievia l'activité et la stabilisation d’ATF4. ATF4 estsaxié aux résistances des
cellules au cisplatine [508], aux agents induisdes dommages sur I'’ADN, aux anti-
inflammatoires non stéroidiens et aux inhibiteunspdotéasome [360,362]. Bagheti al a
mis en évidence un lien entre ATF4 et la localsatie STAT3 dans le développement des
glandes mammaires chez les souris surexprimant AT surexpression détériore
séverement le développement des glandes mammaissscié a une réduction de la
prolifération et une différentiation de I'épithétiualvéolaire mammaire et la surexpression de
p21 et p27. De plus, ces cellules glandulaires maines présentent une translocation
nucléaire de STAT3 activé [359]. La probabilité meuinteraction entre STAT3 et ATF4,
deux facteurs de transcription dont les activitégiypnorales sont similaires, est élevée.

L’'annihilation d’ATF4 induit une répression de laanscription des genes du
meétabolisme du glutathion. ATF4 jouerait un rolesléa résistance multiple aux drogwés
le systeme redox dépendant du glutathion [509]. il0est intéressant de noter que deux
enzymes de ce métabolisme ont été retrouvées: GRXGSTPL, impliquées dans la
préservation des cellules face aux stress oxyd&tds travaux permettent de renforcer l'idée
d’'une action synergique entre STAT3 et ATF4.

Un second facteur de transcription a été mis edeénde. USF1 se lie a une séquence
d’ADN symétrique (E-box) présente dans divers praurcs viraux et cellulaires. Activé par
la voie de signalisation MEK/ERK [368], USF1 actilegene suppresseur de tumeur APC
[370] et est lié a la répression du suppressetmrdeur SSeCKS suite aux changements dans
la chromatine du promoteur due a I'oncogéne Sr@][36SF1 se présente donc comme un
facteur de transcription anti-tumoral ; il est danvisageable que l'interaction avec STAT3
existein vivo et qu’elle permette I'inhibition de la transcrigmi des génes cibles d’'USF1,
notamment suite a la transformation cellulaire $ar.

Le dernier candidat dont la probabilité d’interantiest élevée est DDB2. DDB2 est
une protéine de réparation de '’ADN activée suitkessdommages sur I’ADN, notamment par
les UV. Elle active le systéme de réparation paiston de nucléotides en régulant le taux de
p21lwafl et celui de p53, ce dernier régulant eourefexpression de DDB2 [363,364]. De
plus, DDB2 possede une activité E3 ligase, permekizbiquitination des histones H2, H3 et

H4 afin de faciliter la réparation de 'ADN. EnfiDDB2 peut activer le programme de mort
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cellulaire par cette activité ligase [510]. Paraleent, I'implication de STAT3 dans ces
processus a été amorcée par Vignexbal.: STAT3 prévient I'activation de I'endonucléase
Eme-1, limitant les dommages sur I'ADN et augment#n survie cellulaire [323].
L’existence de l'interaction entre DDB2 et STAT3& vérifiée par coimmunoprécipation
dans les cellules cancéreuses colorectales panipgéqde recherche du centre Paul Papin
d’Angers.

La recherche dans les principales banques de denvé@gtales par comparaison de
séquences protéiques n'a pas permis de mettreidenée des orthologues de STAT3 dans
les principaux modéles tels durabidopsis thalianat Medicago truncatulaCependant, trois
protéines similaires possédant un domaine SH2 téndécouvertes : AtSHA et AtSHB chez
Arabidospsis thalianat OsSHA chez le riZQryza sativa [511,512]. Gacet al. a réalisé un
alignement des protéines végétales similaires dUXTS humains par leur domaine SH2 : ces
protéines sont issues du sofalycine max BE657344), du riz@ryza sativa AC087599), du
pois (Triticum aestivumBJ255035), du maisZéa maysBH788331) et de la Iégumineuse
Medicago truncatulgdBG583569) [511]. Pourtant leurs fonctions resteobnnues et il n’a
pas été détecté de domaine de liaison a ’ADN.

Cette étude chez ’'Homme peut permettre d’apprédreled fonctions de ces protéines
chez les plantes. En effet, le complexe TOR posskxdeorthologues chez les plantes et
participe a l'autophagie [513]. DDB2 posséde urhaldgue chezArabidopsis thaliana
AtUV-DDB2, qui participe a la réparation de 'ADNais influence aussi la prolifération
cellulaire dans le méristeme [514,515]. CiMedicago truncatulala comparaison d’AtUV-
DDB2 avec la banque de données NCBI a donné umespmmdance faible avec une protéine
référencée sous le numéro d’accession ACJ8506&/(httbi.nim.nih.gov/).

En conclusion, cette étude ouvre de réelles petispecd’études tant en recherche
animale que végétale. STAT3 est une protéine aunctifins pleiotropes dont certains
domaines sont conservés entre les espéces. Seatiactiest sensible a différents stress dont
'hypoxie. Bien que certaines interactions semblphts probables que d’autres, il sera
intéressant de vérifier dans un premier tempsniesactions de STAT3 avec les protéines de
stress mises en évidence dans cette étude chemifidoafin dans un second temps
d’appréhender l'existence de celles-ci chez lesitpia Cette étude a permis de trouver
plusieurs protéines impliquées dans les stressxigpes (PRDX1, PRDX2, GPX1, ATF4 par
exemple). L'interaction entre MtSAP1 et STAT3 resteere a démontrer mais ces résultats
nous permettent d’envisager un lien entre STATR®tstress hypoxiques, et donc entre la

protéine de stress SAP et STAT3, chez ’'Homme et btedicago truncatula
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Partie 2 : Double hybride de p21.

I. p21, un inhibiteur du cycle cellulaire aux rolesltiples.

1. Le gene et la protéine.

Le geneCDKN1Apour « cyclin-dependent kinase inhibitor 1A » @ mis en évidence
suite a une approche par hybridation soustractiveuppressive des fonctions du géne
suppresseur de tumeur p53. L'induction du genanfiti€ comme le géneafl) est associee a
'expression du gene p53 sauvage mais pas a cellmmutant dans une lignée cellulaire
tumorale cérébrale humaine [516]. Le geé@BPKN1A polymorphique, est localisé chez
'Homme en 6p21.2 [517] et est référencé dans k&elte données NCBI sous l'identifiant
NM_078467 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Des orthologues trés proches existent chez lesewag(n® acces uniprot souris
P39689 et rat Q64315) dont la séquence, la steigulactivation par p53 sont conservées
[516] (cf. figure 41A). Chez les végétaux, il eristn orthologue che&rabidopsis thaliana
KRP4 (n° d’accés uniprot Q8GYJ3), et un chez le(KRP4, n° d’acces uniprot Q7XDH8)
(cf. figure 41B). Toutefois aucune séquence simdlaia été mise en évidence ciedicago
truncatula CDKNZ1Acode une petite protéine de 165 acides aminéeréfée dans la base de
données Uniprot sous lidentifiant P38936 (httpwiwuniprot.org/). De nombreux noms lui
ont été attribués : p21, CAP20, CDKN1, CIP1, MDR&C1, SDI1, WAFL1. Tout au long de
ce travall, le géne est nomr@®KN1Aet la protéine p21. La séquence primaire est ptése
sur la figure 42. p21 est exprimée ubiquitairendans les cellules de mammiféeres [518,519]
et dans tous les tissus humains. La protéine mstnient régulée et instable : elle a une demi-

vie de 20 a 60 minutes seulement.
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Figure 41: Alignement des séquences primaires des orthekda p21
A. Comparaison entre p21 chez 'lHomme et chez leseunsg
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Oryza sativa.L’alignement a été réalisé avec le site en ligneoffé@ (http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-

bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stagel=1&dactidCOFFEE::Advanced) et le logiciel Genedoc.

La protéine p21 possede une séquence de locafisatidéaire dans le domaine C-
terminal, composée des acides aminés 141 a 15@guafe 42). Toutefois, la protéine peut
étre également localisée dans le cytosol selormdeslitions. Dans les cellules normales, la
localisation subcellulaire de p21 est étroitemémutée, et variable en fonction de I'état de
prolifération ou de différentiation. Cette spédtictopologique est largement abrogée dans la
transformation néoplasique.

p21 est une protéine subissant des modificatiorst-tpaductionnelle. Cheet al
montre que p21 peut étre acétylée sur la sérimosition 2 [520], et contient plusieurs sites
consensus qui peuvent servir de substrats pourcbepude kinases, incluant cdk2,
ATM/ATR, AKT, PKA, PKC, CKI ou CKIIl. PKA et AKT1 plesphorylent p21 sur la
thréonine 145 et la protéine PKC sur la sérinet4B0 (cf. figure 42) [521,522].
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Figure 42: Séquence primaire, modifications post-traductedies
et domaines de liaison de p21.
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2. p21 est un régulateur de la prolifération cell@air

La progression du cycle cellulaire est controlée Eectivation séquentielle des
complexes cycline-cdk (« cyclin dependent kinasd._&ctivité de ces complexes est régulée
par deux systémes : variation de I'état de phosgpdwion des kinases cdk et production ou
dégradation des cyclines [523].

Le role premier de p21 est d’étre un inhibiteur desplexes cycline/cdk [524]. Des
divers CKI déja recensés, p21 est le premier désro@t le mieux étudié. p21 a été identifié
presque simultanément par plusieurs groupes comimbiteur des CDK (CIP1: [525]),
comme gene régulé positivement par p53 (WAF1 : 6 comme gene associé a l'entrée
en sénescence (SDI1 : [526]). Cependant, de nomdseétudes sur les relations entre les
processus cellulaires et p21 ont permis de coraiEnent élargir ses fonctions. p21 est
aujourd’hui considéré autant comme un inhibitevunactivateur de la prolifération, mais il
intervient également dans les processus apoptstigieedifférentiation, de sénescence et dans

les processus d’'infection virale.
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a. p21, inhibiteur des complexes cycline/cdk.

Il existe 3 familles d’inhibiteurs des complexesclaye/cdk. La premiere classe
comprend les protéines de type INK4, qui se fixarnnhibent spécifiguement les complexes
cdk4-cycline D et cdk6-cycline D, la seconde eststtué des protéines « pRb pocket »
comprenant les protéines E2F1, E2F2, E2F3, p1@13. La troisieme classe comprend les
protéines de la famille Cip/Kip comme p2lwafl, ppiket p57 ; tous les complexes
cycline/cdk sont des cibles de cette derniere farfbl27,528].

La protéine p21 se lie au complexe cycline/cdk rdtide son activitéin vitro
[525,529,530]. Une seule molécule p21 est suffesgdur se fixer par son extrémité C-
terminale a une seule molécule de cycline [531,5BR]s précisément, la liaison se fait sur
p21 au niveau des motifs Cy. Le motif Cyl (ACRRLBGP compose des acides aminés 17 a
24 et le motif Cy2 (HSKRRLIF) des acides aminés 4358 [533]. Adams définit des motifs
encore plus restrictifs en comparant les differemetéines CKI : la séquence CRRL est
commune aux inhibiteurs Cip/Kip et situé dans lendme N-terminal de p21 (aa 18 a 21) et
correspond au motif Cyl, alors que la séquence KRRL154 a 157) située en C-terminal
correspondant au motif Cy2 est absente sur leipes p27 et p57 mais est cependant
commune aux protéines « pRb pocket » [534] (curggd2). L’équipe de Zhang en 1994 a
montré que la liaison des complexes cycline A/cdk2ycline D/cdk4 sur p21 se faisait sur
des sites différents de p21 [535].

p21 a en premier lieu été décrit comme une cilalestriptionnelle du suppresseur de
tumeur p53 [516,525]. Suite a divers stimuli aativia voie de signalisation impliquant p53,
celle-ci active la production de la protéine p2l ge fixe et inhibe l'activité de cdk2,
empéchant la phosphorylation de la protéine dmabtastome Rb (cf. figure 43). Le facteur
de transcription E2F ne peut alors induire la ttapson des genes de la phase S. Ce réle
peut aussi étre assuré par p27 et p57, cependanimelication dans la tumorogenése est
différente [536]. L'activation de p21 induit dona arrét des cellules en phase G1 du cycle
cellulaire en aval de p53. En effet, des sourisci#ftes en p21 montrent une absence de
point de contrdle en G1 du cycle cellulaire [53B®aradoxalement, toutes les cellules qui
proliferent ne produisent pas obligatoirement tedes cdk. Des études ont montré que le
complexe p21-cdk2-cycline existait sous forme a&ctat inactive [535], impliquant une
fonction non inhibitrice de p2l1 lié a cdk2 danstames conditions [530,539]. Plus
récemment, Martiret al a montré que certaines cellules proliférant nes@daient pas de
forme active de cdk2; cdk2 est donc superflue pbaohibition induite par p21 [540].

L’inhibition de la prolifération induite par p21 st donc pas exclusivement due a son action
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inhibitrice sur les complexes cycline-cdk et le gbaxe p21-cycline-cdk pourrait donc avoir

d’autres causes et d’autres fonctions.

Figure 43: p21 régule la progression du cycle cellulaire.
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p21 stoppe la progression du cycle cellulaire éibent le complexe cyclineE/cdk2. p21 est séquestré
par le complexe cycline D/cdk4 activé qui empécte association avec cyclineE/cdk2. Rb est un
substrat majeur de ces 2 complexes cycline/cdkydelphosphorylation de Rb le dissocie d’E2F,
induisant la transcription des génes sous l'infaged’E2F, impliqués dans divers processus dont la
réplication de 'ADN.Réf : [541] Rowland BD and Peeper DS. KLF4, p21 andtext-dependent
opposing forces in cancer. Nat. Rev. Cancer. (2606)1—-13.

Les premiers travaux sur l'action de p21 étaiersasur I'arrét du cycle en phase G1
suite a I'interaction avec cdk2 induite par p53.idfa21 est aussi impliqué dans les phases G2
et M. Dulicet al montre que p21 colocalise transitoirement avexytdine A ou B1 dans le
noyau en phase G2/M, et suggere que p21 induipanse transitoire en fin de G2 ou il joue
un réle dans le contréle tardif du point de restiitdu cycle [542]. Suite a des dommages sur
I'ADN, les cellules p21 ne sont pas capables de maintenir un arrét en G2/Meurent
[537,543]. Les conclusions de Dash et El-deirylsuble de p21 dans I'entrée en mitose sont
schématisées sur la figure 44. Durant la phase A, entre dans le noyau, est
hyperphosphorylé majoritairement par cdk2 sur l&dhine 57 a la transition S/G2. Avant
I'activation de la phosphatase CDC25C, p21 phosgpéerse lie a la cycline B1 a un moment
ou cdkl est phosphorylée sur la tyrosine 15 etidaibnt associée au complexe. CDC25C
activée déphosphoryle cdkl ce qui augmente satizasi complexe p21-cycline B1, qui est
alors activé [544]. p21 est impligué dans le cdetrde I'activation de cdkl pendant les

premieres étapes de la progression de la phaseef32lar mitose. Au moins dans certains
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tissus cdkl serait une cible cruciale de p21 dansimorogenese ; dans les cellules non
stressées ou aprés un stress génotoxique, p2kinbdikl aboutissant a un arrét du cycle en
phase G2.

Figure 44: Implication de p21 dans I'entrée en mitose.
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mitose : prophase, métaphase, anaphase et télopasgectivemenRéf: [544] Dash B. & El-Deiry

W Phosphorylation of p21 in G2/M promotes cyclinCBe2 kinase activity. Molecular and cellular
biology (2005) 25 : 3364-3387.

Non seulement p21 est capable de lier tous les lexep cycline/cdk, mais cette
interaction induit un effet significatif sur la gnession du cycle cellulaire. En plus de la
fixation aux cyclines, p21 agit aussi indirectemsunt I'activité des complexes cycline/cdk en
bloquant l'activation de la phosphorylation des cak niveau du segment d’activation
[110,545], effet démontré dans le cas de la phastdimn de cdkl et cdk2 par Mandatl al
[546].

b. p21, inhibiteur de la synthese d’ADN par interactiavec PCNA, est impliqué
dans la réparation de ’ADN.
Outre linteraction de p21 avec les complexes ogelidk, p21 possede également au

niveau de son domaine C-terminal un site de liagsdan protéine PCNA (« proliferating cell
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nuclear antigen ») composé des acides aminés 14 4cf. figure 42). Peu de mutations
faux sens de p2l existent; toutes induisent unm@tian plus ou moins importante de
l'interaction avec PCNA [547].

La protéine PCNA est essentielle a I'activité eplacessivité de 'ADN polymerase
et g, requises pour la réplication de 'ADN en hautifité et pour le systeme de réparation
par excision [548]. Par son interaction avec p2i,gxemple aprés stimulation par le facteur
de croissance épidermique [306], PCNA est ségquestp2l entre en compétition avec
’ADN polymérase ou avec d’autres protéines impéigsi dans la synthése de I’ADN pour la
liaison avec PCNA, ce qui induit une diminution ldecroissance cellulaire [549]. Il est a
noter que Cayrokt al. a montré que l'interaction entre ces deux progiaegmentait la
stabilité de p21 [550] et induisait un arrét duleyeellulaire en phase G1 et en phase G2 dans
les cellules déficientes en p53 [551].

Au-dela de l'inhibition de la synthese d’ADN, p24témpliqué dans la réparation de
'ADN. PCNA interagit avec des protéines directemémpliguée dans les systemes de
réparation de I'’ADN [549]. De ce fait, p21 inhibe $ystéme de correction des erreurs de
'ADN polymerase (« mismatch repair »), et le sys¢ede réparation par excision de base
dépendant de PCNA (« base excision repair ») [388-3"interaction entre p21 et PCNA est
suffisante pour inhiber les systémes de réparat@hBADN. Le r6le de p21 dans le systéeme
de réparation par excision de nucléotide (NER)eresntroversé. Tandis que le domaine N-
terminal de p21 n’a pas d’effet sur la réparatienldDN, le domaine C-terminal suffit a
inhiber le systeme NE vitro etin vivo, et son efficacité est augmentée par I'ajout de la
protéine PCNA pure [555]. Fotedat al montre une probable régulation du systeme de
réparation par excision de nucléotide (NER) dépetedde p21 apres exposition des cellules
aux ultra-violets [556]. Cependant, la protéine 2DE DNA-damages binding protein 2 »)
permet la reconnaissance des dommages dans lensyBlER et induit une répression du
géene p2l dépendante de p53 qui est cruciale pooorefonctionnement du systeme NER
[364]. Le réle de p21 dans le systeme NER reste daapprofondir.

L’interaction de p21 avec les complexes cycline/aikavec PCNA définissent la
fonction majeure de p21 au sein du cycle cellulairee inhibition des complexes cycline-cdk
associée a une inhibition de la réplication de IMDnduit un arrét du cycle cellulaire
[557,558]. De nombreuses études ont montré lingrme de p2l dans l'arrét du cycle
cellulaire. D’'une part p21 inhibe les complexeslicycdk par interaction directe, d’autre part
il est actif au niveau génomique : il bloque latb@se d’ADN par sa liaison avec PCNA,

mais c’est aussi un cofacteur transcriptionnelrggule I'activité de protéines liées a I’ADN,
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comme myc, E2F et STAT3; or lorsque STAT3 est triwement active, il y a
transformation cellulaire et carcinogenése [292,569)]. De plus, la surexpression de p21 est
associée a une répression des géenes du cycleaaellulne inhibition de la réplication de

I’ADN et a une entrée en mitose [562].

c. p21 est également un stimulateur de la prolifénatiglulaire.

Selon les conditions et les études, les effetsad#éficience en p21 chez des souris
« knock out » (KO), ou souris pZlainsi que les profils d’expression de p21 dassélules
tumorales, concluent soit a une activité oncogéamnigoit a une activité de suppresseur de
tumeur de p21. p21 participerait a une mitose aatmmes cellules apres levée de I'inhibition
du cycle induite par p21. De plus, p21 est capdplestimuler la transcription de facteurs
mitogéniques et anti-apoptotiques. Roninson propmkee selon laquelle les effets tardifs de
p21 ressembleraient aux activités paracrines dégesesénescentes et a des fonctions pro-
tumorales dans les fibroblastes [563].

Une étude de I'équipe de La Baer a particulierendénmtontré une activité spécifique
des CKI de la famillle Cip/Kip. Dans les lignéegémsarcomales U20S, SAOS et tumorales
du sein 184A1L521, p27 et p57 stimulent I'association de cdk4cdaecycline D.In vivo et
in vitro 'augmentation de ces CKI est suivie d'une augmgmm du taux de complexe
cycline D/cdk4. Cet effet a été observé uniquendans le cas du complexe cycline D/cdk4 et
uniquement avec cette famille de CKI, et seraitiiegour la progression de la phase G1 a la
phase S. La balance entre effet activateur du ampkt effet inhibiteur est due a la
stoechiométrie de la liaison et a la constante d&@ason résultante. Faiblement associe, p21
active ce complexe et vice-versa. Les Cip/Kip paiert fonctionner comme des adaptateurs
programmant les complexes cycline/cdk pour destiong spécifiques [564].

De méme, p21 aurait une activité prolifératrice slifférentes lignées selon les
stimulations : p21 est un régulateur positif dagpiolifération induite par IGF-1 (« insulin
growth factor 1 ») dans les cellules du sein, [585protegerait les cellules musculaires lisses
de l'apoptose en participant a la signalisationlad@rotéine Ets-1 (« ets erythroblastosis
virus E26 oncogene homolog 1 »). Dans ce casjMagd de p21 par la caspase 3 fait passer

la cellule d’'un état du a I'arrét du cycle a I'apage [566].

d. Localisation cellulaire et implication dans la piédation et I'apoptose.
La protéine p21 est majoritairement localisée densoyau ou elle agit comme

inhibiteur du cycle cellulaire et de la synthésA@N. Nonobstant, sa capacité de régulation
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du cycle dépend de sa sublocalisation. La phostdiany de p21 sur la thréonine 145 par
AKT1 la relocalise dans le cytoplasme tout en $iit la protéine, ce qui induit une perte
de l'inhibition du cycle et un gain d’activité ampioptotique, nécessaires a la fonction pro-
survie de p21. Par contre, suite a I'expositionea dgents génotoxiques, p21 entre dans le
noyau, colocalise avec PCNA pour promouvoir le &yst de réparation NER et ainsi
prévenir la progression en phase S et l'arrét diledp67].

Suite a des dommages sur I’ADN, l'activation de p#iuit un arrét de la prolifération
cellulaire, permettant a la cellule de réparer IM@t d’entrer en mitose, lorsque cela est
possible, tout en prévenant I'apoptose des cell@ependant le réle de p21 dans I'apoptose
reste controversé. Aprés privation de facteurs desgance, surexpression de p53 ou
différentiation des monocytes, p21 joue un rolé-apbptotique. Lors de la différentiation des
cellules U937 en monocytes, p2l est transloquéayawnvers le cytoplasme et empéche la
mort cellulaire. Dans ce cas, l'activité anti-apjgiue ne dépend pas de I'arrét du cycle et ne
peut étre attribuée a son effet cytostatique mala eégulation transcriptionnelleia ses
interactions ouvia son réle dans la réparation de I'ADN [568]. p2lutpaussi étre un
oncogéene dans certaines conditions, en empéclaguipfose et en favorisant la formation du
complexe cyclineD/cdk4 ou cycline D/cdk6 [110]. &lement, la fraction cytoplasmique
de p21 est capable de se lier a des protéines gutmjmues et d’inhiber leur activité comme
la procaspase 3 dans la mitochondrie des celluiges [569], les caspases 8 et 10 ainsi que
les protéines activées en cas de stress (SAPHKs} &inases régulant le signal apoptotique
[519].

Au contraire, une activité proapoptotiqgue de p2été définie par corrélation entre
'apoptose et 'augmentation de p21 [570]. Cepehdancune étude ne met en évidence la

nécessité de p21 pour I'apoptose.
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e. Reégulation de p21.

Au vu de I'importance de p21 dans les processuslaees vitaux, I'expression et la
fonctionnalité de p21 sont étroitement réguléeg tan niveau transcriptionnel que post-
transcriptionnel.

i. Reégulation transcriptionnelle de p21.

CDKNI1A est une cible de signaux multiples menant a fad& la prolifération
cellulaire. Deux voies coexistent, I'une dépendahtesuppresseur de tumeur p53 et l'autre
indépendante de p53 (cf. figure 45).

* Régulation dépendante de p53.

Le facteur de transcription p53 est essentiel g@aativation de nombreux genes
impliqués dans le contrdle de la croissance ceéltuldont CDKN1A Le promoteur de
CDKN1Aest constitué entre autres de 2 éléments répordph8 conservés chez le rat, la
souris et 'Homme [571]. Dans les tissus en dévstopent et dans la plupart des tissus
adultes, la transcription dEDKN1A ne requiert pas lintervention de p53. Cependhmnt,
régulation d&CDKN1Apar p53 semble essentielle a la survie cellukgiree a des dommages
sur ’ADN [572] ; I'arrét du cycle en phase G1 rikant nécessite la présence de p21 dans les
cellules colorectales humaines HCT116. Suite apbsition des cellules & un agent
déstabilisant du faisceau des microtubules au ateita phase G2, p53 active la transcription
de CDKN1A qui joue un role important au niveau du pointrdstriction post-mitotique
[573].

Quelgues facteurs sont impliqués dans la régulate@@DKN1A induite par p53, en
activant ou en stabilisant 'ARNm ou la protéine3574,575]. L’activation des oncogenes
Ras et Raf induit une augmentation de I'expressida fois des protéines p53 et p21. Ce
mécanisme serait protecteur de la tumorogenésendapt, I'activation oncogénigue de Ras
est présente dans de nombreux cancers ; pour @lsan cet effet est du a la petite GTPase
Rho. Nécessaire a la transformation cellulaireRes, son activité principale est de réprimer
la transcription deCDKN1A induite par Ras pour permettre le développementlade
prolifération tumorale [576]. Le taux de la kinad3ef, effecteur de Ras, module la réponse
cellulaire par induction de p2da p53 ou non [577].

* Régulation indépendante de p53.

De nombreux facteurs influencent I'expressionGiZKN1Asans intervention de p53.
Les signaux menant a I'activation de la transariptieCDKN1Asont divers et généralement
orientent l'activité cellulaire vers l'arrét du dgcet la différentiation. Les facteurs de

transcription induits par ces signaux se fixent ¢es régions spécifiques du promoteur de
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CDKN1A situés entre les sites n-119 et n+16, les élémenis-acting ». Les facteurs de
transcription les plus fréquents appartiennent famaille des facteurs Spl, qui répondent a
une variété de stimuli extérieurs, parfois en adssion avec les coactivateurs
transcriptionnels p300 et CREB. L’activité des &t de transcription STATSs est induite par
des facteurs de croissance et des cytokines, rfaitr@s effecteurs plus particuliers activent
également la transcription @DKN1Atels que les récepteurs nucléaires a la vitaminau®
acides rétinoiques et aux glucocorticoides, todsigant une différentiation des cellules suite
a l'arrét du cycle cellulaire.

Peu de facteurs répriment la transcriptiorCiEKN1A La répression dEDKN1Apar
'oncogene myc surexprimé joue un réle dans le id@ppEment de certaines tumeurs. Dans
les cellules tumorales du sein positives au récepte I'cestrogene alpha (EBR la
surexpression de myc et la répression de p21 qudémoule stimulent la prolifération
cellulaire [578]. De plus, myc induit I'expressialu facteur de transcription AP4, qui est
frequemment surexprimé dans les cellules tumoretdsrectales. AP4 peut réprimer la
transcription deCDKN1A inhibe l'arrét du cycle cellulaire, sensibilisesl| cellules a
I'apoptose induite par les dommages de 'ADN ettgeypprimer I'activation d€DKN1Apar
TGH3 [579].

ii. Régulation post-transcriptionnelle de p21.

Bien que I'essentiel de la régulation de p21 seesdu niveau transcriptionnel, les
dernieres études sur ce sujet laissent a pensda gégulation post-transcriptionnelle de p21
pourrait étre tout aussi importante. La demi-viep@4 est trés courte dans les cellules en
division. L'induction transcriptionnelle de p21 siaux dommages sur 'ADN est associée a
la protection de p21 contre la dégradation par VB®PSces deux phénomenes menent a la
surexpression de p21 [580]. Globalement, p21 extad@ par des mécanismes de protéolyse
dépendante et indépendante des ubiquitines (airefig6). Trois complexes d’ubiquitines
ligases sont impliqués dans cette protéolyse : *§SEFCRL4AP™ et APC/CP Ces
complexes agissent sur p21 pour le dégrader unignietarsque p2l est lié respectivement
aux complexes impliqguant CDK2/cycline, PCNA, ou CDé&ycline. Dans les autres cas, la
dégradation de 21 est indépendante des ubiquidsinteragit alors avec la sous-unitéaC8

de la sous-unité 20S du protéasome [581].
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Figure 45: Régulation transcriptionnelle de p21.
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Figure 46: Protéolyse de p21 dépendante des ubiquitinedlan cycle physiologique.

| [y | s | G2 | m ]
O Adaptor protein () Ubiquitin-conjugating enzyme (E2) D Ubiquitin ligase (E3)
O Substrate recognition factor O RIMG finger protein Q Scaffold subunits

a. Dégradation par le complexe « SEE (SKP1-CUL1-SKP2) E3 ubiquitin ligase » durant la
transition G1/S et durant la phase S. b. Dégradatiw le complexe « CREA™ (CUL4A or CUL4B—
DDB1-CDT2 (DDB1 is DNA damage-binding protein 1) Ebiqutin ligase” durant la phase S
lorsque p21 est lié & PCNA ou lors d'expositionsad#ra-violets. ¢ Dégradation par le complexe
« APCP“? (anaphase-promoting complex (APC)—cell divisionley20) E3 ubiquitin ligase » durant
la phase G2. L'inhibition de ce complexe duranpdint de contréle des microtubules de la phase G2
stabilise p21 et empéche I'entrée en mitd®éf: [110] Abbas T, Dutta A. p21 in cancer : intricate
networks and multiples activities Nat Rev Canc&0@ 9 : 400-414.

Divers facteurs affectent la stabilité de p21 pawduler le cycle cellulaire. TGFet
BMP2 stabilisent p21 dans les cellules colorectfi82,583] tandis que I'activation de JNK1
suite a un stress oxydatif inhibe son ubiquitinat[d40] et que certains virus tumoraux
contrblent le cycle cellulaire et 'apoptose patteaoie. La stabilité et la localisation de p21
sont également sous l'influence de phosphorylatidaes certains résidus. Le complexe
cyclineE/cdk2 phosphoryle p21 sur la sérine 130uiseht sa liaison au complexe
d’'ubiquitine SCE*"?; |a dégradation de p21 entre autres permet Isagasde la phase G1 a
la phase S [584]. AKT1 phosphoryle la thréonine,ldiSsocie le complexe p21/PCNA,
relocalisant de p21 vers le noyau et stimulantrtdifgration des cellules cancéreuses du sein
[547,585]. La kinase GSKBphosphoryle p21 sur la thréonine 57 pour le dégr§sia6],
alors que la phosphorylation sur la sérine 146A¥F1 ou PKG augmente sa stabilité et la

survie cellulaire [587,588].
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f. Implication de p21dans le cancer.

Les multiples fonctions de p21 dans la progresdionycle cellulaire et dans la survie
laissent & penser que p21 est un élément clé piligration tumorale. Cependant dans les
cancers humains les mutations entrainant la pertertttion de p21 sont rares, alors qu’il est
frequemment sous-exprimé dans la plupart des cayrab@nt ceux du poumon et du colon.

Beaucoup d’études sur l'implication de p21 dangprecessus tumoral sont issues
d’étudesin vivo sur les souris. Chez les souris, la délétion derp&ulte en un développement
spontané de tumeurs mais dont le commencemerdrdgt[689]. Un résultat similaire a été
démontré dans une seconde étude : Fraeklal en 2000 montre la collaboration des divers
inhibiteurs des complexes cycline/cdk (CKI). Latpedes CKI pl18 et p27 induisent un
développement spontané de tissus hyperplasiquesrmraux dés 3 mois chez les souris, par
exemple au niveau du pancréas et de I'estomac.eti@ pes CKI pl8 et p21 quant a elle
induit entre autres des hyperplasies gastriques tifoudles et des tumeurs
bronchioalvéolaires ; cependant, ces tumeurs selagpent plus tard dans la vie des souris.
L’augmentation de l'activité des cdk durant la phdS1l est une étape critique mais pas
suffisante de la croissance tumorale. Il y aurallaboration entre les diverses CKI selon les
organes, conférant un nouveau niveau de reguldtiocontréle de la prolifération cellulaire
et de la suppression tumorale [590]. De plus, demsancers intestinaux, I'élimination des 2
alleles de CDKN1A augmente la fréqguence et la taille des tumeurs. dlminution
d’expression de p21 est aussi un marqueur de farblgostic chez les patients [591].

Pour autant, la perte de p21 seule n’est pas anféspour favoriser la progression
tumorale. Abbas et Dutta ont répertorié les déamrs de p21 dans les principaux cancers.
Par exemple, l'inhibition des fonctions de Tg;Fdont la transactivation de p21, est
significatif de nombreux cancers [592] alors qab$ence d’expression de p21 tout comme sa
surexpression dans le cancer du sein peut étraabeur de mauvais pronostic [110,593,594].

p21 ne fonctionne donc pas comme d’autres suppresske tumeurs ; il agit en
synergie avec d’autres suppresseurs de tumeumnttedes activités des oncogenes. Méme
s’il n'est pas 'unique, p21 est le déterminant @ajde protection tumorale par p53 [595]. En
effet, la dérégulation de I'expression de p21 dart@ancer est souvent corrélée avec une perte
de fonction des activateurs de la transcription menp53. En outre, la surexpression ou la
modification de ses fonctions due a des mutationsrjt un réle dans le processus tumoral.

Il existe notamment des liens entre la répressmm2ilet la malignité tumorale. La
répression de p2l1 est inversement corrélée avestdbilité des microsatellites dans les

cancers colorectaux sans lien avec le statut de [p98]. Lors de la surexpression de
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'oncogene PML-RAR [597], de BCR-ABL [598] ou la ld8on de Ink4 [599], p21
influencerait les effets des dommages sur I'ADN mpéavoriser la transformation et la
prolifération cellulaire et protegerait de linsii#e@ génomique dans les cellules souches
hématopoiétiques. Mais le lien avec une augmentaiola progression tumorale est encore a
définir [597]. La perte de protection contre l'iakilité génomique par p21 contribuerait a la
malignité tumorale.

De plus, labsence d'expression de p2l1 favorise piaogression tumorale
simultanément a la coexpression des oncogenes tiasg600]. Le développement des
tumeurs ou l'oncogene myc est surexprime est etrepdu a la répression transcriptionnelle
de myc suCDKN1A comme dans le cas des cellules tumorales duEs&inLa perturbation
de la voie myc-p21 contribue a lI'apparition de stmice aux thérapies utilisant des anti-
cestrogenes [578].

L'importance de p21 dans le cancer est égalemesstentie au vu des effets de
nombreuses drogues anticancéreuses sur son erpre®ains une revue parue en 2003, Liu
répertorie les différentes drogues utilisées dassthérapies anticancéreuses qui ont une
activité sur p21 [601]. La figure 47 en est un gpeQuelques agents anticancéreux agissent,
au moins en partie, en induisa@@DKN1A; c’est le cas des inhibiteurs d’histones acétgase
des statines, de I'anti-inflammatoire sulindac etggfitinib. Le traitement de souris p21
avec un carcinogene, l'uréthane, induit un dévedopplus rapide des tumeurs par rapport
aux souris p21" [602]. Dans les souris hétérozygotes pour I'oncegdhpcl638,
linactivation ciblée deCDKN1A accroit la formation de tumeurs intestinales algue
I'inactivation totale deCDKN1A élimine la capacité du sulindac d’inhiber la fotina de
tumeurs induite par Apc1638. p21 est donc esseatiéhhibition tumorale, au moins par
cette drogue [603]. Le gefitinib, inhibiteur du e@teur a I'EGF, induit p21 et un arrét de la
croissance, réduite dans le cas d'une inactivatierp2l [604]. Parallelement, Yaa al.
montre une corrélation entre I'expression trangtdie p21 et l'irradiation des glioblastomes ;
inversement une diminution du taux de p2l est tmrévec la résistance des cellules aux
radiations [605]. Le traitement avec des agentsniduréventifs naturels comme les
rétinoides ou avec un inhibiteur de la COX2 arrélies cellules en phase GO ou G1 associé a
une induction de p21 [295,606,607].
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Figure 47 ‘Activité d’agents thérapeutiques sur p21.

Role de p21 Agent thérapeutique cancer taux de p21/sta

p21, inhibiteur du cycle cellulair¢Gefinitib cervical 1
Radiations glioblastome 1 et| selon la lignée cellulaife
Reservatrol hépatique T
Rétinoides hépatique i
Vitamine D3 prostatique i
Interféron alpha pancréatique i
NS-398 lingual 1

p21, inducteur de l'apoptose  [Adénovirus exprimant p21  |ovarien, endomeétrial, cervi¢al 1 (expression exogene)
Inhibiteurs d'histone

déacétylase, Butyrate de sodilgtioblastome i
Velcad, Inhibiteur du

protéasome, PS-341 leucémie i
Manumycine et Manumycir

combinée au Paclitaxel thyroidien i

Acides rétinoique de type trarns
combinés a l'adénovirus

exprimant p21 pulmonaire, colorectal 1 (expression exogéne)

Acide rétinoique hépatique 1

Cisplatine hépatique 1 (expression exogéne)

Raltitrexed, Méthotrexate,

Doxorubicine 0Ssseux 1

Camptothécine pulmonaire clivage par les caspases$

Chlamydocine ovarien clivage par les caspaseq
p21, inhibiteur de l'apoptose Doxorubicine 0,2ug/ml prostatique )

Doxorubicine 1pg/ml prostatique

Camptothécine 20nM colorectal i

Camptothécine 250nM colorectal i

Daunomycine, Etoposid

Doxorubicine colorectal 1

Parallelement, d’autres modes d’action existentvVekade, inhibiteur du protéasome,
induit une inhibition de la croissance et une apspten stabilisant p21 [608]. p21 peut
induire I'apoptose et sensibiliser les cellulea ahimiothérapie indépendamment de p53 dans
des cellules ayant eu de faibles dommages sur 'A819]. De méme, p21 joue un role dans
la sensibilité de cellules tumorales colorectal@sines aux traitements par la manumycine
et le paclitaxel [452,610]. Le traitement par laidemycine de la lignée colorectales HCT116
p21” résulte en une diminution du potential de membraitechondriale et en une activation
de la caspase 9, alors que ces effets sont inetdstins les cellules HCT116 p21p21
exerce donc un effet antagoniste sur la voie mandhale apoptotique. p21 maintiendrait le
potentiel homéostasique dans le cas d’'un contédative de I'expression de p14/ARF [611].

Toutes ces études impliquent p21 dans les multgigses menant a la tumorogenése.
Malgré cela, la capacité de p21 d’augmenter laifgration cellulaire complique le role de

celui-ci dans le processus tumoral. p21 est régutient surexprimé dans plusieurs cancers
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dont celui de la prostate ou du sein. De plus, dEnshultiples cas, cette surexpression est
corrélée avec un mauvais pronostic et une forteesagrité des tumeurs [110]. Il est
intéressant de noter que dans ces cas, p21 eptaguque. p21, a faible stoechiométrie, peut
egalement favoriser la progression tumorale encésiola cycline D avec cdk4 ou cdk6 sans
inhiber leur activité [564]. Cette notion de conization pourrait expliquer pourquoi I'activité
tumorale de p21 varie en fonction de son expresgian exemple, la perte d’'un seul alléle de
p21 accélére la croissance tumorale [612].

Toutefois, au vu des régulations complexes destitome de p21, utiliser les drogues
ciblant p21 dans une thérapie nécessite des préaauiModifier I'expression de p21 pour
réguler la prolifération cellulaire risque non sauknt de diminuer la prolifération mais
risque aussi d’avoir des conséquences sur l'indodtie la sénescence, sur la réparation de

I’ADN ou sur I'efficacité d’autres anticancéreux.

g. Autres fonctions.

i. p2l & sénescence.

La sénescence cellulaire est un état d’arrét irstvie ou réversible de la croissance
des cellules somatiques. Cet arrét peut étre inmuidifférents stimuli exogenes (radiations
UV, drogues chimiothérapeutiques) ou endogénes/éticin des oncogénes Ras, Raf, stress
oxydatif). Deux formes de sénescence existentjcaple et accélérée, et p21 participe a
chacune d’elle. Les cellules capables de se divisgreuvent le faire indéfiniment. A chaque
cycle cellulaire les téloméres, qui protégent égrité des chromosomes, se raccourcissent
jusqu’a une limite ou l'intégrité du génome ne ppluis étre assurée; les cellules entrent alors
en sénescence réplicative apres arrét du cyclelaiell La sénescence réplicative est un
processus lent et physiologique, contrairementsitescence accélérée qui est généralement
due a d’'importants dommages sur ’ADN que la celloé peut réparer ou a des oncogenes.
La sénescence représente un programme de proteciidre la prolifération illimitée et est
donc un mécanisme suppresseur de tumeur et unesepati-cancérigéne [563].

L'implication de p21 dans la sénescence a été t@p&e pour la premiere fois par
'équipe de Noda ou p21, nommé SDI1, apparait suneé dans les fibroblastes en
sénescence [526]. Depuis, quelques études ontifdesnprécisions quant a son réle dans ce
processus. Dans la plupart des conditions, p2é&xgstmé de facon transitoire, ce qui suggere
un réle de p21 uniguement dans les premiers stieldéveloppement du processus [613].

Dans les cellules de mammiféres, le point de ctalé la sénescence est initié par
induction de lI'une de ces deux voies de signélise: p53/p21 et pl6/Rb [524,614]. Les
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cellules hématopoietiques n’exprimant pas p2l1 econent le point de contréle de
sénescence, ont donc une durée de vie plus élamnéaautefois montrer de signe d’instabilité
chromosomique [615]. La sénescence réplicativanestjuée par une activation consécutive
des inhibiteurs du cycle cellulaire p53, p21 et [B3]. Les travaux de Fang et de Chang ont
montré que les cellules cancéreuses, sous l'inflielagents anticancéreux, étaient capables
d’entrer en sénescence accélérée par I'inhibittonabgénes et l'induction de suppresseurs
de tumeur tels que p21. La sénescence est indantéegpression de p21 dans les cellules de
fiborosarcome HT1080 et dans les cellules de mélan@yant subi une privation en
polyamines. De plus, cette induction de p21 duéabsénce de polyamines provoque le
développement d’'un phénotype sénescaatl’activation de plusieurs genes de type anti-
apoptotiqgues et mitogénes induits par p2l [616-618] sérine/thréonine kinase CKII
(« casein kinase Il ») est nécessaire a la progreski cycle cellulaire a la fois lors des
phases G1 et G2/M [61%ia I'activation de p53, CKII induit une augmentatida taux de
transcrits d&CDKN1A Dans les cellules colorectales HCT116 ainsi quesdes fibroblastes,
I'inhibition de CKII induit la sénescence qui estttment atténué dans les cellules HCT116
p53" et p21~ [620].

La surexpression de p2l est un évenement précoda dénescence réplicative,
contrairement & p16 qui intervient des semainessalfinitiation de I'arrét du cycle cellulaire
[621]. Cependant cette surexpression de p2l1 n’ast grésente dans toutes les cellules
sénescentes ; cette présence hétérogene suggep@guéest pas un déterminant majeur du
vieillissement cellulaire, contrairement a pl6dt a noter qu’au niveau de la crypte basale de
I'épithélium intestinal de souris dont les télomene sont plus fonctionnels, moins de 5% des
cellules sont positives au marquage de p21 [622g&kset al. montre I'existence d’un point
de contrdle dépendant de p21 qui limite le mainties cellules souches et d’une fonction de
p21 dans la réponse aux dysfonctionnements demééds [623]. Ju conclue qu’un niveau
d’expression basal de p21 est nécessaire au mmitdida quiescence des cellules souches
dans un but de protection contre les stress géigptes aigus. Parallélement, une
augmentation du taux de p21 induit une limite deowrellement cellulaire et de fonctions de
ces cellules souches adultes dans le cas de gEstoxiques aigus induit par le
dysfonctionnement des télomeres [622].

Dans une revue parue en 2002, Roninson discutpatessbles effets intercellulaires
dus a I'expression de p21. La surexpression desp2é a une induction de sénescence dans
les fibroblastes ou suite a [l'activation d'un régeur de p2l1 (exemple du TEF

provoquerait des effets paracrines sur les cellé@théliales, et ceia la production de
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facteurs anti-apoptotiques et mitogénes décrite Kramer et al [563,618]. Ces effets
paracrines pourraient alors étre a l'origine d’urensformation néoplasique des cellules
épithéliales adjacentes aux fibroblastes du stroma.

En conclusion, la protéine p21 serait donc un acémsentiel de l'initiation de la
sénescence cellulaire, processus maintenu parrésgion plus tardive mais plus constante
d’autres acteurs tels que p16.

ii. p21 & différentiation.

La différentiation cellulaire est le processus lpguel les cellules se spécialisent en un
type cellulaire. Par exemple, les cellules embraim®s de I'endoderme se différencient en
plusieurs types : intestinal, pulmonaire, gastriguecesophagien. Pour se différencier, une
cellule doit sortir du cycle cellulaire ; ces 2 pessus sont donc couplés [624]. Ainsi
l'intervention de p21 dans ce processus est tdait &rédible. De plus, un taux élevé de p21
est retrouvé dans plusieurs tissus trés differef@2s].

Parmi les premiers travaux mettant en évidence @ix concernant I'implication de
p21 dans la différentiation cellulaire portaient &s cellules myeloides, d’ou l'attribution du
nom MDAG6, pour « Melanoma differentiation-assodiaterotein 6 ». Dans les cellules
leucémiques p53 exposées & un stimulus pro-différentiation, I'ad@ cycle cellulaire est
induit par p21. Freemermast al démontre que la dérégulation de p21 dans ceslezll
interfére avec un arrét du cycle en phase G1, Rvdifférentiation et avec la perte de survie
en I'absence d’altération du complexe E2F [626].0Des, I'absence de surexpression de p21
dans la lignée leucémique U937 différenciée pabdiyrate de sodium induit un arrét du
cycle en G1 ou I'expression du marqueur de difféagion et de maturation CD11b [627].

Toutefois, les mécanismes d'action de p21 dansroeepsus sont mal compris.
L’étude menéeén vivo par Zhanget al. en 1999 montre I'implication de p21 dans le cdetr
de la différentiation des cellules musculaires. L& souris, I'absence de p21 ou de p57
n'induit pas de phénotype particulier, du a la rethnce des mécanismes mis en jeu. Par
contre, I'absence des deux protéines ne permeiaasmation de myotubes et augmente la
prolifération et I'apoptose des myoblastes [274]6Z3 phénotype est similaire a celui
observé chez les souris Riprotéine essentielle a la sortie permanente elisles du cycle
cellulaire [629-631]. Le role de p21 et de p57 wata réeguler négativement les activités des
cdk pour maintenir Rb dans une forme active et deaaellules musculaires hors du cycle
cellulaire. De méme, p2l coopére avec p57 pour rglent la différentiation et la
morphogenese dans les cellules pulmonaires dessmutependamment du cycle cellulaire

[274]. Dans les cellules colorectales Caco-2, |#éntintiation s’accompagne d'une
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suppression des activités de cdk2 et cdk4 précéddmbcage du cycle en G1, blocage induit
par 'augmentation du taux de p21 [632].

p21 serait impliqué dans les premiers stades diepsuis de différentiation et ne serait
pas requis pour le maintien du phénotype [633,88#Jn que peu d’études portent sur le role
de p21 dans la différentiation cellulaire, commeipla sénescence, p21 apparait comme un
acteur de linitiation du processus et ne particfiepas aux stades plus avancés ou au
maintien de cet état.

iii. p21 & autophagie.

L’autophagie est un processus physiologique assleéaenouvellement des protéines
et des organelles cellulaires. Elle peut aussi @ilisée comme source alternative d’énergie
guand la cellule est privée de nutriments. Excesselle induit une mort cellulaire
autophagique, tandis qu’elle est inactive dansérfits cas de cancers ou de maladies
neurodégénératives. Comme l'apoptose c’est un anogie de mort cellulaire. La relation
fonctionnelle entre apoptose et autophagie est mpl'autophagie représentant aussi un
mécanisme de défense cellulaire et toutes 2 stettdés dans des conditions physiologiques
et pathologiques incluant le processus tumoral][d3&vine et Yang discutent dans une revue
de 2005 de ce lien [636]. Les voies de l'autophagiele I'apoptose sont intriquées parce
gu’elles font appel aux mémes molécules de sigatadis telles que les caspases: dans
'autophagie elles sont inactivées [637]. Toutefdes molécules régulant I'entrée de la
cellule en autophagie plutdét qu’en apoptose etrsaraent sont peu déterminées. p21 régule
positivement ou négativement de I'apoptose [638]dee ce fait pourrait intervenir dans la
régulation de l'autophagie. Peu de travaux mengabnune activit¢é de p21 dans ce
processus ; I'autophagie induit une variation @xpression de p21 sans toutefois mettre en
evidence un réle concret. Une induction de l'autgpé par le temsirolimus [639] réprime
p21 et une inhibition de l'autophagie associée & umduction de l'apoptose par la
bafilomycine Al entraine la surexpression de p2D[6Parallément, Mazzargt al montre
gue I'induction de l'autophagie par le celecoxiturt une surexpression de p21 [641].

L’équipe de Fujiwara donne a p21 un rble de pivatres 'entrée de la cellule en
autophagie ou en apoptose. Des fibroblastes embaj@s murins sauvages (21 et mutés
sur p21 (p21) ont été traités avec du C(2)-ceramide [642]. &mmide, aux effets similaires
a ceux provoqués par lirradiation, induit 'apopeoet est stimulée par p21 [643,644], mais
elle est aussi impliquée dans la mort cellulainequaophagie [645]. Dans les cellules B21
le traitement induit le clivage de la caspase & etégradation des protéines de I'autophagie

Beclin-1 et Atg5, menant & une apoptose. Au camtrde traitement des cellules p21
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stabilise la Beclin-1 et Atg5 et n’induit pas dévabe de la caspase 3. L’inhibition de p21
dans les cellules p21 méne & une autophagie aux dépends de I'apoptoseaicement a la
surexpression de p21 dans les cellules'p@li augmente le nombre de cellules apoptotiques.
p21 aurait donc un role essentiel dans la détetmomadu type de mort cellulaire en
privilégiant I'apoptose. p21 inhiberait 'autophagin déstabilisant les protéines relatives a ce
processus sans influencer I'activité des compleyebne/cdk [642].

iv. p21 & virus.

En plus de ses fonctions au sein d’'une celluleesain tumorale, p21 est également
impliqué dans l'interaction hote-virus. Le cycldlgkire peut étre altéré par de nombreux
virus, les plus fréquents étant le polyomavirus, papillomavirus, les adénovirus et les
rétrovirus. Les virus affectent la stabilité et riggulation transcriptionnelle de p21 pour
modifier la prolifération cellulaire. Le virus lyrhptropique des cellules T humain de type 1
(HTLV-1) associé a la leucémie des cellules T dhasulte, tout comme Herpeviridaebovin
BoHV4, associé a des dommages sur I'’ADN, activertanoteur de p21. La transformation
des lymphocytes T est principalement due a l'attide la protéine virale phosphorylée Tax.
Or Tax est capable d’activer le promoteur de p2Ependamment de p53 [646,647]. De plus,
dans les fibroblastes Rat-1 infectés par ce virespression de p21 stimule la transformation
en cellules immortalisées et prévient 'apoptos#8]6 L'expression dans le cytoplasme des
protéines de la capside du virus de I'hépatite ibm spécifiquement la synthése de p21
contribuant a la tumorogenése induite par ce Vvj649,650]. La protéine ZTA du virus
Epstein Barr (EBV) stoppe le cycle cellulaire pan mécanisme impliquant p2l et
indépendant de p53. ZTA se lie a la protéine C/Egfha (« CCAAT/enhancer binding
protein alpha ») ce qui favorise la différentiatiehprovoque I'arrét du cycle cellulaire a la
transition de la phase G1 a la phase S en statiiligd et en activant sa transcription [651].

Le papillomavirus HPV est capable de transformer dellules et de les rendre
immortelles, notamment les cellules épithélialese€in, par I'expression d’'oncogénes viraux,
E6 et E7. Parallelement il a été montré que p2it i@éaliqué dans la transformation de ces
cellules. [652]. Le parvovirus AAV de type 2 (« adeassociated virus type 2 ») réprime p21
dans les cellules infectées par le HPV afin de rigeo sa réplication [653] alors qu’'apres
dommages sur 'ADN, E6 réprime p21 et favorise djpjose [654]. Dans la cellule saine, la
phosphorylation de p21 sur la sérine 130 par caiduit I'ubiquitination de p21 et sa
dégradation [584]. La cycline K, codée par le virde I'herpés 8 favorise cette

phosphorylation par cdk6, sans changer la locadisatellulaire de p21. Dans le cas des
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cellules infectées, p21 ne se lie plus a cdk2, mligunt ainsi I'arrét du cycle en G1 imposé par
p21 [655].

Parmi les virus régulant p21, le rétrovirus de tiomodéficience humaine 1 (HIV-1)
et son activité sur p21 ont été beaucoup plus &girobablement a cause de I'importance
infectieuse du HIV et des milliers de nouveaux @é@kectés par jour. Le virus HIV-1 infecte
les cellules du systéeme immunitaire et préférdetint les lymphocytes T4. Vpr, requise
pour la rétro-transcription du génome viral, emgéles cellules de proliférer en induisant un
arrét du cycle en phase G2 par inhibition du comgleyclineB/cdkl, afin que le virus puisse
s’intégrer. De plus, Vpr affecte les régulateurscgtale cellulaire dont p21 [656]. Dans les
lymphocytes T4 infectés par le HIV-1, l'irradiati@mduit une perte du point de contrdle de la
transition des phases G1/S, associée a une pep2ldet a une augmentation de I'activité du
complexe cyclineE/cdk2. Tat, régulateur viral née@g® a la réplication, se lie a p53 et le
séquestre, empéchant la transcriptiorCEKN1A La perte de p21 est spécifique, elle n’est
pas observée dans le cas de p27 et p57 [647]. &@mrent aux lymphocytes T4, les
macrophages infectés par le HIV-1 résistent pllasraort cellulaire, supportent la réplication
virale et donc peuvent faciliter la transmissionvitwis. Vpr régule la transcription de genes
associés a la défense de l'organisme, a la tratiedudu signal, a I'apoptose et au cycle
cellulaire, parmi lesquels p21 est le plus proémiinee taux de p21 est maximal au moment
de la réplication du virus. Dans les macrophagdsgut comme un accélérateur du cycle de
vie du virus [657]. Les cellules souches hématdjmpiés, dont le « réservoir » est régulé par
p21, sont quant a elles résistantes a l'infectian Ip HIV-1. Cette résistance serait du au
blocage de linfection par linteraction entre p2%t l'intégrase virale, évitant ainsi
l'intégration du génome viral au sein du génomdutate [658]. Wuet al. a utilisé le
composé chimique 9-aminoacridine (9AA) qui, a dblés concentrations, réactive la voie
p53 et restaure les fonctions de p2l tout en imhtiba réplication du virus. La
phosphorylation de p53 sur la sérine 15 permetlaadissociation de p53 de Tat, activant
CDKN1A[659]. L'inhibition par le 9AA est proportionnellé la dose de 9AA utilisée, sans
inhiber la prolifération cellulaire ou induire laom. p21 est phosphorylé sur la sérine 146, ce
qui accroit sa stabilité ; p21 se lie alors au dexgcycline T1/cdk9, inhibant la transcription
virale et est recruté au complexe de préintégratiorvirus. p21 aurait donc un réle direct
dans la transcription du HIV [657,660].

Bien que les mécanismes par lesquels les protéingles affectent la stabilité ou
I'activité de p21 soient inconnus, le ciblage d& g2t un mécanisme commun par lequel les

virus régulent la progression du cycle cellulairéagpoptose a leur avantage.
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h. Conclusion.

La protéine p2l1 possede donc de nombreuses foactiBar linhibition du
fonctionnement des complexes cycline/cdk et deylghese d’ADN par séquestration de
PCNA, p21 stoppe la progression du cycle cellulairgpermet a la cellule de réparer son
ADN, tout en prévenant I'apoptose. En effet, unkute morte avec un ADN réparé est un
gaspillage d'énergie cellulaire. Ainsi p21 est eenpier lieu un régulateur négatif de la
progression du cycle cellulaire par deux voiesmises en ciblant simultanément les génes de
prolifération et I'activité des cdk suite a desest variés [559].

Outre son activité d’inhibiteur des complexes ayelcdk, p21 est également impliqué
dans les fonctions nécessitant un arrét du cydlal@iee comme la réparation de I'ADN,
'apoptose, la sénescence, la différentiation iatdraction hote-virus. Les conclusions de la
majorité des travaux menés depuis 15 ans sur ledibms de p21 amene a définir p21
comme un capteur des signaux extracellulairestietaellulaires. p21 est un pivot déterminant
mais pas unique qui ameéne la cellule a s’engages dae voie plutdt que dans une autre. Les
mécanismes aboutissant a ce chaal’'action de p21 restent peu déterminés et panaisie
plus en plus complexes, a limage des fonctionsp@& dans l'apoptose ou dans la
prolifération cellulaire. Donget al pose le postulat suivant : I'orientation de pZtsvune
activité inhibitrice ou stimulatrice de la proliééon est due a sa localisation cellulaire. La
phosphorylation de p21 sur la thréonine 145 indoé localisation cytoplasmique, une levée
de l'inhibition de la prolifération cellulaire [567et une protection contre I'apoptose
[453,568].

C’est pourquoi I'étude des interactions de p2l as&mtres protéines prend de
importance. La détection de nouveaux partenaifegeraction de p21 permet d’approfondir
ses fonctions voire de comprendre I'environnemeéatssaire a I'engagement de p21 vers tel

ou tel processus.
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ll. Double hybride de p21

1. Faisabilité de la technique.

Les 2 conditionssine qua nonde la mise en place du double hybride bactérien,
production recombinante de la protéine appat etradesd’activation du gene rapporteur par
la protéine appat seule, ont été réalisées confoene au protocole. Dans le cas de p21,
comme dans celui de STAT3-Cter, les 2 conditiomg semplies.

Aprés production de la biomasse, la production mdgnante a été induite avec
100uM d’IPTG pendant 2h a 37°C sous agitation a@5et verifiée par western blot dont
I'anticorps utilisé est dirigé contre la protéir&lpLa protéine.cl a une masse moléculaire de
27kDa et p21 de 20kDa, p2ti a donc une masse moléculaire de 47kDa. Commeldaras
de STAT3-Cterkcl, la protéine est correctement produite par doee (cf. figure 48).

Figure 48: p212cl est produite par les bactéries du systéeme ddufiigde.

IPTG 100uM
Oh 2h

50 kDa — Acl-p21

37 kDa
——

25 kDa e
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-._-
15 kDa i ~

p21

Western blot a I'aide d’'un anticorps anti-p21 dedaduction recombinante de p21.

Le test de « self-activation » est également négettur p2l. Les bactéries sont
cotransformées avec le plasmide recombinant deolgipe appéat et le plasmide cible vide et
étalées sur milieu sélectif et non sélectif. Agreesibation, le pourcentage de clones obtenus
sur milieu sélectif par rapport au nombre de clast@enus sur milieu non sélectif est calculé.
Aucun clone n’apparait aprés incubation sur miiélectif (cf. figure 49). Parallelement, des
milliers de clones ont cr sur milieu non séledtifi’y a pas d’activation du gene rapporteur
suite a la production recombinante de I'une outi@udes protéines appats, le pourcentage de

clones sur milieu sélectif par rapport aux clongsmilieu non sélectif étant inférieur a 0,1%.
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Figure 49 :La production des protéines appat n’induit pastd/ation du géne

rapporteur en I'absence de cibles.

Milieu de croissance Milieu de croissance
sélectif non-sélectif

Cotransformation
p21-pBT et
pTRG

2. Crible de la banque d’ADNc humaine par p21.

Le crible d'une partie de la banque d’ADNc par deubybride bactérien a permis
d’obtenir 86 clones positifs. Aprés séquencages’@dvére que parmi les résultats, 3
comportent des séquences génomiques, 9 des séglssioes du génome mitochondrial, 20
des séquences codant des protéines ribosomalexdédt des protéines dont 2 séquences
redondantes, et un clone vide. Les 6 clones restamiportent des séquences codant 3
protéines différentes ; pour chaque protéine, dieéces différentes existent, codant une
partie différente de la protéine (cf. tableau 4ies).

L’analyse des résultats a été réalisée de la méamene que pour STAT3. Comme
précédemment, les clones obtenus ont été clasdésa@ion de leur nature fonctionnelle (cf.
figure 50A), de leur localisation subcellulaire.(fure 50B) et de leur fonction ou de leur
implication dans les processus cancéreux, qu’'stié&nt avérées ou supposées (cf. figure 51).
Comme dans le cas du double hybride de STAT3, 18%octbnes obtenus comportent des
séquences génomiques, et plus de la moitié desexl@h6%) codent des protéines
ribosomales, des protéines liées a la productioh mtetéinesin vivo ou des protéines
impliquées dans le métabolisme cellulaire et I'oigation de la cellule. La majorité des
protéines codées sont cytoplasmiques (73%), etipeeghes-ci 67% sont cytosoliques (cf.
figure 50B).

189



Figure 50: Répartition des partenaires potentiels de p2érls.

A. Répartition des partenaires en fonction de leature fonctionnell
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Les premieres études mettant en évidence p21 éntalisés a partir de travaux sur
différents processus : prolifération, différentati et sénescence [516,526,626]. Dans la
derniere décennie, les diverses publications orst em lumiére un réle de plus en plus
complexe pour cette protéine, et notamment danprlesessus cancéreux. Ainsi, le choix a
ete fait de présenter les partenaires potentiglnabk en fonction de leur implication dans la
progression tumorale. La figure 51 ci-dessous dommeapercu des types de partenaires
potentiels obtenus ; I'effet tumoral d’'une protéiregroupe ici a la fois un effet sur la

prolifération, sur la migration cellulaire et siagoptose.
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Figure 51: Répartition des partenaires potentiels de p2émis en fonction de leur activité
cancéreuses (hypothétique ou démontrée).

. L, Pro-proliferative
Non déterminée Pro-tumorale

0
29% 3% 17%

Anti-apoptotique
1%

Biomarqueur
cellulaire pro-
tumoral
16%

Biomarqueur
cellulaire anti-
tumoral
3%

Biomarqueur
cliniqgue
%

Anti-tumorale

13% ) ) )
Anti-proliferative

7%

Pro-
differentiation pro-apoptotique
1% 3%

Le tableau 4 ci-apres définit pour chaque partenksis activités tumorales décrites
dans la littérature, lorsque cela est possiblesdue c’'est le cas, la présence de redondance
est indiquée par le nombre de clones trouvés. Qaslglones sont présents en plusieurs
exemplaires mais ne possedent pas la méme séqudans ce cas, les acides aminés (aa)
codés par chaque séquence ainsi que le nombreleisaaminés totaux composant la protéine
sont indiqués. Dans la littérature existante acwe,j13 candidats ne présentent d'activité
particuliére au cours des processus tumoraux. €aains d’entre eux, aucune fonction n'a
méme été mise en évidence dans des conditionsgibgisjues ou pathologiques. Deux
candidats ont été classés dans ce groupe parcéesjetudes a leur sujet au cours de la
prolifération tumorale aménent des conclusions eges. Certaines protéines ne possedent
apparemment d’activité particuliére dans la progisgstumorale mais une modulation de leur
expression est régulierement trouvée dans dive¥setes ; ces protéines sont définies ici
comme des biomarqueurs. Le terme biomarqueur d&signe caractéristique biologique
mesurable liée a un processus normal ou non. lrestsignature biologique de I'effet et non
la mise en évidence directe de la cause. Les bapmears peuvent aussi révéler un évenement
passé. De ce fait, un biomarqueur n’est pas unigaemne protéine mesurable de maniere
simple utilisable pour la recherche clinique comimesont la gonadotrophine chorionique
humaine, marqueur de la grossesse, et I'antigemsagtique spécifique (PSA), marqueur du

cancer de la prostate.
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Tableau 4 Partenaires potentiels d’interaction avec p21.

7

Nom Unli\pl)rot Fonction/Implication dans les processus cancéreux Référence (s)
Protéines anti-tumorales
Suppresseur de tumeur
P07355 Reéponse au stress thermique. AssemblageudiHIV. Interagit avec PHB1 et
PHB2. Réle double dans les fonctions de I'oncogeiec. Régulée durant le
ANXA2 : "annexin A2" cycle cellulaire. Surexprimée dans quelques fordeesancer. Inhibition de la 443,661-666]
synthese d'ADN et de la division cellulaire. Indantde I'apoptose dépendante de
p53, de la sénescence ou de la différentiation.
. . o Q06830 Suppresseur de tumeur en réponse aux axsatifs. Interagit avec les [439,440,667 ¢
PRDX1 : "peroxiredoxin 1 oncogenes c-abl et c-myc. Prolifération et apoptose 68]
. . . P32119 Suppresseur de tumeur. Sénescence. Inidoptose induite par p53 . Réprimé[439,440,443,¢
PRDX2 : "peroxiredoxin 2 par le resvératrol 68]

7

Apoptose/Prolifération

GAPDH : "Glyceraldehyde 3-  P04406
phosphate dehydrogenase "

2 clones codant des régions différented:268 et aa 58-325 sur 325 aa totaux

Apoptose neuronale induite par p53 qui stimuleesqression. [418,419,503]

, P09211
GSTPL1 : "glutathione S-transferase

pr*

Suppression de I'expression protéique damsjorité des cas de néoplasie
intraépithéliale de faible pronostic. Réduit lalgévation cellulaire et protege les  [431-433]
cellules contre I'apoptose via la kinase JNK. Cibémscriptionnelle de p53.

RARRES3 : "retinoic acid receptor Q9UL19
responder (tazarotene induced) 3"

Réqgulateur négatif de la croissance dueétirxoides induit par le taratozene.
g g P [669,670]

Q99623

PHB2 (REA, BAP37) : "prohibitin
2II

2 clones codant des régions différented: HzB et aa 86-299 sur 299 aa totaux.
Possible suppresseur de tumeur. Régulation négativécepteur aux
oestrogenes. Apoptose. Différentiation. Progresdmlia mitose. Biomarqueur.

Infection virale [275,671-679]
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Réponse au stress

e _ 02794  Expression réprimée apreés transformatiocalkdes par 'oncogéne Ras. La
FTH1 : "ferritin, heavy polypeptide surexpression réduit I'accumulation des espécesivéa de 'oxygéne en réponse [465,466]
1 a des dommages oxydatifs cellulaires
P02792 Expression réprimée apres transformatiocelkdes par 'oncogéne Ras. La
e L surexpression réduit 'accumulation des espéceadivéa de I'oxygéne en réponse
FTL : “ferritin, light polypeptide a des dommages oxydatifs cellulaires . Biomargpeamostic dans le cancer du ~ [465-467]
sein
Protéines pro-tumorales
Oncogéne
P04632 Reégulation positive de la prolifération. X alevé pendant la transformation
CAPNSL1 : "calpain, small subunit maligne. Requise pour l'autophagie et la survieelkiles cancéreuses. Migration 680
1" de cellules métastatiques et angiogenése. Interagit cdk4. Modulateur de la [680]
réponse aux stress et aux dommages. Cible pooéidapie anticancéreuse.

PI3KCA : "phosphoinositide-3- P42336 Oncogene et biomarqueur clinique. Mise #@ut pl@ traitements. Polymorphisme[41,443,562,64
kinase, catalytic, alpha polypeptide” a la base de mutations impliquées dans les prosessicéreux. 1-683]
Apoptose/Prolifération

. Q53HR2 Protéine discriminante entre le carcinonf@a@énome adrénocortical. Réprime
ACADVL : "acyl-Coenzyme A par 'agent antitumoral indisulam qui modifie lekeycellulaire & plusieurs [684,685]
dehydrogenase, very long chain niveaux et induit p53 et p21.
P11802 Interagit avec p21 pour inhiber le cycléutare. S’associe a la cycline D au
CDK4 : "cyclin-dependent kinase cours de la phase G1, active E2F1pour le passaglease S. Mutations a
4" I'origine de formation de tumeur (Mendelian Inhanite in Man (MIM) [686,687]
n°609048, n°155600).
COX 15 : "Cytochrome c oxidase Q7KZN9 Cytochrome c. Augmentation de viabilité defules HeLa. Inhibition de
assembly protein COX15 homolog" I'apoptose induite par des radicaux oxygénés. [688]
HELZ : "Probable helicase with P42694  Répression dans les cellules cancéreusatie la croissance cellulaire. (642]

zinc finger domain”
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Q8TF42 Possede un domaine SH3. Interagit aveqjutime ligase Cbl. Inhibe
STS-1 : "Cbl-interacting protein" l'internalisation des récepteurs de 'EGF et du FD@&luite par le proto- [689]
oncogéene Cbl et prolonge I'activation des voiepadifération cellulaire.

Q9BRRO Facteur de transcription associé a la @malifon maligne. Croissance cellulaire
ZNF306 : "Zinc Finger Protein sans adhésion a un support et croissance tumothtgapique. Augmente la
Zfpa7" prolifération tumorale et la résistance au 5-flurezil, traitement usité dans le [690]
cancer colorectal.

P68104 Son interaction avec C-Raf augmente sdigdadiinduit la survie. Impliqué dans
la mort cellulaire indépendante des caspases. lattestimulation de la
migration.

[374-

EF1ALl : "Elongation factor 1-alpha
" 378,691,692]

1

Réponse au stress/Migration/Métastases

P05787 2 clones codant des régions différente0@a183 et aa 375-483 sur 483 aa
totaux. Invasion et métastases. Dégradée par $pases. Résistance a l'apoptose

KRTS : "cytokeratin-8" Coexprimée avec KRT18 dans les cellules au phéaatgmésistance multiple  [491-453,693]
aux drogues anticancéreuses.
FLOT1 : "flotillin 1" 075955 Activité pro-tumorale potentielle. [694]

Q53Y88 Sécrétée. Inflammation, Réparation et Remagédedes tissus. Stimule la migration
et I'invasion. Activation de la voie ERK1/2. Stineutroissance, migration et
GRN : "granulin (proepithelin)" affranchissement d'un support pour la croissantielaize. Son précurseur est  [427-430,695]
important dans la progression tumorale et danédanse aux drogues chimiques.
Marqueur pronostic dans les carcinomes ovariens.

M-RIP : "myosin phosphatase-RhdQ6WCQ1 Cible de la voie de signalisation des JNKa#mon.

interacting protein" [696]

o , Q9H7Z7 Homeéostasie du potentiel redox. Les proatatjhes PGE2 et (PG) E(2) (PGE(2))
PGES2: pfostefg'a”d'” E synthase synthétisées par PGES2 jouent un role prédomirend k& stimulation des [697]
2 carcinogeneses colorectales. Interagirait avectgaene c-myc.

Q13769 2 clones identitques. Complexe THO/TREXiag@ragit avec
THOCS : "THO complex 5" PISKCA. Différentiation. Le complexe TREX a été ilétomme un responsable [698]
de I'agressivité des cancers du sein.
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et Q9Y4G6 Phosphorylation par cdk5 ce qui réguledesdin de Smurfl a la taline, contrélant
TLN2 : "talin 2 o o x , . . e . [699]
ainsi sa demi-vie, la stabilité de I'adhésion diime, la migration cellulaire.
Implication dans les processus viraux.
. ) . P60033 Antigene qui régule la croissance des lymyties. Régule la cytostasie des
CD81 : "cluster of differentiation astrocytes. Systéme immunitaire, transduction guasides cellules lymphocytes  [700-702]
81 B et T. Récepteur pour le virus de I'hépatite C.
P62937 Pro-tumorale. Cible de la ciclosporine Agrdgmmunosuppresseur. Présence
PPIA : "cyclophilin A" d'auto-anticorps dans les sera de patients attd!iarﬂ:ance_r du se_in. S_ure>_(primée
"peptidylbrolyl isomerase A" dans Ie§ cancers dp poumon a petlte§ cell_ulesze!\ialvme de S|gnglls§1t|on ERKJ[438,703,704]
Intégration du provirus, initiation de l'infecti@t contréle de la réplication du
génome viral, notamment dans le cas d’une infegame virus HIV1.
., P63272 2 clones codant des regions différented :Jd et aa 26-116 sur 117 aa totaux.
SUPTA4H : "suppressor of Ty 4 Appartient au complexe DSIF. Requise pour |'aciivatle la transcription par Tat [705,706]
homolog 1 (S. cerevisiae)" (virus HIV). '
I Séquence nucléique génomique. Intégration du deushépatite B (HBV) dans
WBSCR1 : "Williams-Beuren . cette région. Potentialise la propagation clonaleitlis. Carcinogenése [707]
syndrome chromosome region 1 hépatique.
Biomarqueurs
ATP5D : "ATP synthase, H+ Q6FG90 Biomargueur. Surexprimée dans l'adénocar@mu poumon.
transporting, mitochondrial F1 [708]
complex, delta subunit”
COX8A : "Cytochrome c oxidase P10176 Biomarqueur. Complexe du cytochrome c. Maugd'évenement précoce de
subunit 8A, mitochondrial” I'apoptose. [709,710]
ECH1 : "Delta(3,5)-Delta(2,4)- Q13011 Altération de I'expression dans les celloégsinomales hepatiques
dienoyl-CoA isomerase, [569]
mitochondrial”
GSTO2 : "glutathione S-transferas€?9H4Y5  Son polymorphisme est un facteur de risque fa leucemie aigiie infantile et (711,712]

omega 2"

pour le cancer de I'estomac.
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MUC5A homolog : "PREDICTED: P98088

Biomarqgueur discriminant entre le carcinartestinal de type gastrique et la

similar to Mucin-5AC (Mucin 5 metaplasie incompléete intestinale, ol p21 est egidans presque 50% des cas  [713]
subtype AC, tracheobronchial)"
RABGGTA : "Rab Q92696 Biomarqueur potentiel.
geranylgeranyltransferase, alpha [714]
subunit"”
Protéines dont les fonctions dans les processus careux sont inconnues
ABHD14A : "abhydrolase domain Q9BUJO Pas d'informations ]
containing 14A protein”
COPE : "coatomer protein complex,014579  Pas d'informations ]
subunit epsilon”
FLJ23316 : "Homo sapiens mRNA Pas dinformations
similar to hypothetical protein i
FLJ23316 (cDNA clone
IMAGE:2822035)"
. 095166 ROle ambigu. Expression réduite dans lestumsndu sein. Suppresseur de tumeur.
GABARAP : "GABA(A) receptor- Augmentation de I'expression dans les adénomes ethcers de la thyroide. [306,715]
associated protein Role dans les premiers stades de la tumorogengissdienne.
LRRC14 : "leucine rich repeat Q15048 Pas d'informations ]
containing 14 protein”
MLF2 : "myeloid leukemia factor Q15773 Pas d'informations. Tres similaire a MLRicagene impliqué dans la leucemie 216.717
2" myéloide aigue. [716,717]
P117 (QIL1) : "hypothetical protein QSXKPO  Pas d'informations ]
P117"

Q96S59
RANBP9 : RAN binding protein 9

Roéle ambigu. Implication dans I'apoptoséactroissance cellulaire. Stabilise
l'isoforme alpha de TP73 et augmente son activib@poptotique apres traitement
avec du cisplatine. Expression affectée par TERAT&. La surexpression
pourrait causer une activation constitutive dediwncogénique Ras.
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SFRS?2 : "Splicing factor, Q01130 Pas d'informations
arginine/serine-rich 2 protein” )

SYTL1 : "synaptotagmin-like 1" Q81YJ3 Pas d'informations -

TBC1D2 : "TBC1 domain family, @8WUA7 Pas d'informations
member 2" )

UBAS2 : "ubiquitin A-52 residue Q3MIH3 2 clones identiques. Pas d'informations

ribosomal protein fusion product 1"

UBE2R?2 : "ubiquitin-conjugating Q712K3 Pas d'informations
enzyme E2R 2". )
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[ll. Discussion et conclusion.

Comme nous l'avons vu précédemment, p21 est urtéipeoaux fonctions diverses
mais essentielles dans nombre de processus cedkuldiu travers de la littérature, quelques
partenaires d’interaction ont été mis en éviden@s complexes cycline/cdk, PCNA, les
kinases phosphorylant p21 telles qu’AKT1 ou PKCigaassi les ubiquitines participant a sa
dégradation sont naturellement les premiers paresnde p21. Au-dela des protéines agissant
sur p21 ou subissant directement I'action de pRExiste d’autres protéines formant un
complexe avec p21. Par exemple, p2l interagit de®@rotéines MCM10 et géminin qui
interviennent dans la réplication de 'ADN [720}e& les suppresseurs de tumeurs RB1 et
TP53 [721,722], ainsi qu'avec certains facteurstrdascription tels que FOXO1 et E2F4
(« NCI-Nature Pathways Interaction Database »: wddwnci.nih.gov, « Reactome
Pathways » : www.reactome.org).

Toutefois, au vu des implications de p21 au seitad=ellule, la liste des partenaires
mis en évidence ne peut étre exhaustive. C'estgooiiune partie de ce travail s’est porté sur
la mise en évidence de nouveaux partenaires de gi@fie part afin d’approfondir les
fonctions de p21 dans le cancer et d’autre pant@iétendre ces fonctions au modele végétal.
En effet, p21 n'est pas référencé chitedicago truncatulaet ses orthologues chez
Arabidopsis thalianaet chez le riz [723] présentent peu d’homologigecala protéine
humaine (cf. figure 41B). Pourtant, la cellule viadgd réalise aussi le cycle cellulaire qui est
soumis a une régulation dépendante des complextinafgdk [724], impliquant I'existence
de protéines inhibitrices des complexes cycline/€tkezArabidopsis thaliana7 inhibiteurs
sont répertoriés, nommés ICK ou KRP (“inhibitordirgtctor with cyclin-dependent kinase”),
dont KRP4, I'orthologue de p21 [725,726]. L'étudescpartenaires d’interaction de p21 peut
permettre d’étendre les résultats chez le moltddicago truncatulaet ainsi par extension
définir 'orthologue de p21 dans ce modele.

Nous avons choisi de réaliser le double hybridg2ik a partir de la méme banque
d’ADNCc utilisée pour celui de STAT3. Particulieremge le traitement au préalable des
cellules colorectales avec du SN38, inhibiteur de tépoisomérase I, a induit une
surexpression de p21 dans cette lignée, augmdatprababilité de la présence du plus grand
nombre de partenaires d’interaction. Nous avonsemigvidence prés d’'une cinquantaine de
nouvelles protéines interagissant avec p2l. Toistetmmme dans le cas de STAT3, ces

interactions ont été mises en évidence dans un ldid&térien, ce qui ne permet pas de
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conclure sur l'existence de ces complexesvivo mais d’obtenir une liste de candidats
potentiels.

En partant du postulat que la majorité des interastdécouvertes ici se révélent
vraies, le réle de p21 au sein de la cellule sevioélargi par cette étude et devient
extrémement complexe. Toutefois, de nombreusesatitens semblent plus étre dues au
métabolisme général de p21 et non a sa fonctionplDg, beaucoup des partenaires ici
retrouvés ont une activité dans le cancer plus oingnimportante : les biomarqueurs par
exemple ne semblent pas jouer de réle actif, noais seulement représentatifs de I'état de la
cellule. Dans ce cas, leur interaction avec p2lbéemeu crédible et ne serait du qu'a une
homologie de séquence d’'un ou plusieurs domaines.

De nombreuses similitudes existent entre les r@sutibtenus avec STAT3 et avec
p21 comme protéines appats: proportion et typepddenaires obtenus, présence de
séquences génomiques, des mémes protéines ribesontk protéines impliquées dans
I'organisation cellulaire. De méme que pour STAEBdiversité des familles de protéines
retrouvées reflete en partie la complexité desoastide p21l. La plupart des protéines
ribosomales retrouvées font également partie dssltaés du double hybride de STAT3
(RPL18, RPL13 et RPL29 par exemple), renforcadel d’une interaction non spécifique et
due a la biosynthése protéique.

Onze protéines sont communes aux 2 double hybridE4Al, FTH1, FTL, GAPDH,
GRN, GSTP1, KRTS8, PPIA, PRDX1, PRDX2 et UBA52. lprstéines EF1A1, FTH1, FTL,
GAPDH, GSTP1 et KRT8 participent au métabolisma 8brganisation cellulaire ; elles ne
sont probablement pas engagées dans une interagtimifique avec p21. Cependant, elles
ont toutes des activités cancéreuses : FTH1 et pibtegent la cellule contre les stress
oxydatifs [465], GAPDH et EF1Al sont impliquées sldtapoptose [378,503], GSTP1 et
KRT8 dans la prolifération tumorale [431,453]. Bigune l'interaction avec la partie C-
terminale de STAT3 soit peu probable a cause dechdisation subcellulaire, celle avec p21
semble plus crédible. Néanmoins, ces interactiensrésentent pas un intérét majeur.

Parmi les candidats, aucun des partenaires mividange dans ce crible par double
hybride n'a été référencé dans la littérature corpnaé€ine interagissant avec p21 hormis la
protéine cdk4. La présence d’'un partenaire conmmetede valider le double hybride avec
p21 comme protéine appat. Parmi les résultats obfefun des partenaires, CAPNS1,
interagit également avec cdk4. La petite sous-uhitie la calpaine (CAPNSL1) participe au
remodelage du cytosquelette, a la transduction ignak et a régulation positive de la

prolifération. Modulateur de la réponse aux streisaux dommages, la calpaine représente
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une cible pour la thérapie anticancéreuse. Le ¢gtiélevé pendant la transformation maligne,
est requise pour l'autophagie et la survie de Edlgancéreuses et joue un réle clé dans la
migration de cellules métastatiques et I'angiogenfdB0]. Au vu de ces informations,
l'interaction entre p21 et la calpaine est proballserait intéressant de vérifier I'hypothese
d’'une compétition entre p21 et la calpaine pouraigon a cdk4, menant soit a un arrét du
cycle soit a la prolifération cellulaire.

Il est intéressant de noter que I'un des partesgiotentiels est impliqué a la fois dans
la prolifération tumorale et dans I'infection vieal2 processus dans lesquels p21 est actif. La
cyclophiline A (« PPIA »), également retrouvée dindouble hybride de STAT3, aurait une
activité pro-tumorale et est impliqguée dans l'inééign du provirus, l'initiation de l'infection
et le contrdle de la réplication du génome viratamment dans le cas d’une infection par le
virus HIV1 [703]. Des auto-anticorps anti-PPIA ofté détecté dans les sera de patients
atteints de cancer du sein [704]. Comme dans leleda calpaine, la cyclophiline A pourrait
étre a l'origine de nouvelles stratégies thérapees.

Bien gue l'interaction de p21 avec la plupart daggnaires potentiels soit possible,
nous en avons gardé 4 : 'annexine A2, les pérdriines 1 et 2 et PHB2.

L’annexine A2 (ANXA2) agit sur de nombreuses foon8 modulées par p21l.
Protéine régulatrice du taux de calcium intracelhel, elle participe au développement du
systeme squelettique, peut entre autre étre imgigians la réponse au stress thermique et est
essentielle a 'assemblage du virus HIV dans agstenonocytes [666]. Hayet al. a mis en
evidence un réle double d’ANXA2 dans les fonctiolesI’'oncogene v-Src [665]. L'annexine
A2 est régulée durant le cycle cellulaire et esexprimée dans quelques formes de cancer.
Des études impliquent I'annexine A2 dans des fonetiantiprolifératives par inhibition de la
synthese d’ADN et de la division cellulaire [66Riduction de I'apoptose dépendante de p53
[443], de la sénescence [663] ou de la différentaji664]. L'annexine A2 partage donc
beaucoup de fonctions avec p21, ce qui en fait anbepaire d’interaction trés probable.
Toutefois nous n'avons pas choisi d'étudier cetigeraction en premier lieu; la forte
similarité des fonctions des 2 protéines ne nopmsasemblé intéressante pour la mise en
evidence de nouvelles fonctionnalités de p21.

Les péroxiredoxines 1 & 2 (PRDX1 et PRDX2) régulémtpotentiel redox de la
cellule et protegent ainsi les tissus en élimirded peroxydes générés par le métabolisme et
en régulant la concentration intracellulaire g4 PRDX1 & PRDX2 sont considérés
comme des suppresseurs de tumeur en réponse agg sttydatifs [440]. PRDX1 induit

'apoptose dans les cellules cancéreuses cesophagifg67] et PRDX2 est impliquée dans la

200



sénescence et inhibe I'apoptose induite par p5@ swix stress oxydatifs [442,443]. p21 est
régulierement activé en réponse aux stress oxgdatifie interaction avec les péroxirédoxines
pourrait participer a cette réponse ainsi qu’ahifiition de la progression tumorale. Ces deux
protéines interagissent également avec le domareadsactivation de STAT3, comme nous
'avons vu précédemment. Une vérification de I'matgion in vivo doit absolument étre
réalisée avant toute étude fonctionnelle afin d&cda possibilité d'un domaine consensus
présent chez PRDX1 et PRDX2.

Enfin, nous nous sommes particulierement intéredsagprohibitine 2 (PHB2). Deux
séquences difféerentes codant chacune une parteettee protéine ont été retrouvées, l'une
codant les acides aminés 1 & 128 et l'autre leteacaminés 86 a 299. La partie commune
résultante correspond au domaine PHB, présent th#es les protéines de la famille
prohibitine. Il est a noter que PHB2 interagit aVaonexine A2 [661]. Les membres de la
famille des prohibitines sont extrémement conseatesours de I'évolution et sont présentes
dans les organismes de tous les regnes phylogéniddes orthologues de PHB2 ont
notamment été référencés chez le riz (0s07g0262200ICBI NP_001059325.1) et chez
Arabidopsis thaliang ATPHB2 n° NCBI NP_171882.1). Bien gu’initialemdntalisée dans
la mitochondrie, PHB2 est également présente dansyau et le cytoplasme [727,728]. Ses
fonctions sont détaillées dans la partie suivarf@accinctement, les prohibitines sont
impliquées dans la régulation de la transcripti@77[678,729] dans la cohésion des
chromosomeg275], dans la signalisation cellulaire, 'apoptdg80,731], ainsi que dans la
biogenése de la mitochondrie et I'intégrité du g@aanitochondrial [732,733]. Nous avons
choisi de poursuivre I'étude de l'interaction eni&l et PHB2 au vu des informations que
nous disposions sur I'expression et les fonctien®HB2 détaillées dans la partie qui suit.

En conclusion, cette étude, a I'image de celle T&TS, ouvre de réelles perspectives
d’études. D’'une facon générale, p21 protége lauleeliie la transformation néoplasique en
activant I'arrét du cycle cellulaire. Par la suif21 semble avoir un réle de pivot faisant
passer la cellule d’'un état d’arrét de la prolifiéra a un état de mort ou de différentiation.
Son activation est sensible a différents stress ltorpoxie et les dommages sur ’ADN. Bien
gue certaines interactions semblent plus probaplesd’autres, il sera intéressant de vérifier
dans un premier temps les interactions de p21 kegeprotéines de stress mises en évidence
dans cette étude chez I'Homme, comme les péroxidde et I'annexine A2 afin de
comprendre comment p21 amene la cellule a s’engiayes un processus spécifique selon le

stimulus initial.
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Partie 3 : Interaction entre p21 et PHB?2.

|. Etat actuel des connaissances sur la prohibitine 2.

La prohibitine 2 (PHB2) est une petite protéine3d&Da dont la séquence primaire
est schématisée sur la figure 52A (N° acceés UniQ@8623). Trois domaines existent : un
domaine N-terminal transmembranaire, un domain&aecommun a toutes les protéines de
la famille des prohibitines, nommé PHB ou SFPHretlamaine C-terminal de type « coiled-
coil ». Le nom prohibitine 2 provient de la forterhologie existant entre cette protéine et la
prohibitine, renommée de ce fait prohibitine 1 (PBiBcf. figure 52B). Toutefois, 2 autres
noms lui ont été assignés : BAP37, pour « B cedbaisted protein » [734] et REA pour
« repressor of estrogen activity ») [678]. Essdletisent mitochondriales, les prohibitines
peuvent également étre localisées dans le cytasdhres le noyau. Dans ces derniers cas,
PHB1 et PHB2 peuvent agir en complexe ou séparéneérieurs fonctions ne sont pas

toujours similaires.

Figure 52 :Séquence primaire de PHB2.
A : Domaines.
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[ I: domaine PHB/SPFH
[_1: domaine « coiled-coil »
B : Alignement de PHB2 avec PHBL1.
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Diverses fonctions ont été attribuées aux promeédgi: régulation du cycle cellulaire,
apoptose, assemblage des enzymes de la chaineat@spj vieillissement, et plus
récemment, régulation de linfection virale. LespBbtéines sont induites par des stress
meétaboliques causés par le déséquilibre entre yiethéses de protéines mitochondriales
codées par les genes nucléaires et mitochondrigarxcontre elles ne sont pas sensibles aux
stress oxydatifs, au choc thermique ou a d’autresscellulaires [735].

PHB2 a un réle crucial dans les phases précocedédeloppement embryonnaire,
puisque la suppression des 2 alleles est |étalstaie embryonnaire. L’'ablation d’'un seul
allele de PHB2 chez des souris montre une viabdiibéilaire a celle des souris sauvages
[736,737]. Il est intéressant de noter que la raprbryonnaire est également observée dans le
cas d’'une ablation totale de PHB1 [738]. De plesalx d’ARNmM de PHB2 serait le reflet du
potentiel de développement des ceufs de poissor] Et38hez la levureSaccharomyces
cerevisiage le taux d’expression des 2 prohibitines diminuegpessivement jusqu’'a un

facteur 5 durant la vie de la cellule [740].

1. PHB2 et infection virale.

Trois études suggérent une implication du complekiB1/PHB2 dans l'infection
virale. PHB2 interagit avec une protéine du virusBRS-CoV (« severe acute respiratory
syndrome coronavirus »), suggérant que cette petémodifierait la signalisation
intracellulaire de I'h6te durant l'infection [741e plus, la liaison des PHBs au domaine C-
terminal cytoplasmgiue (Env-CT) de la glycoprotéthevirus HIV-1 serait importante pour
la réplication du virus dans les cellules non pesanes [672]. Enfin, la présence du prion de
la levure dans le cytoplasme de celle-ci induisyathése des PHBs qui s’agregent dans le
cytosol et donc diminue leur concentration mitoahaale. Cet effet réduit entre autres la

stabilité de la cyclooxygénase 2 [742].
2. PHB2 et différentiation musculaire.
Depuis peu, PHB2 a également été impliqué dansiffarehtiation des cellules
musculaires. PHB2 agit comme un répresseur trgnguornel en interagissant avec MyoD et

MEF2, 2 facteurs de transcription stimulateurs dedifférentiation, ce qui réprime la

transcription de génes de différentiation dont jagenine. Or, en conditions physiologiques
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le taux de PHB2 diminue durant la différentiationsoulaire et est inversement corrélé avec
le taux d’Akt2.

Les études ont montré qu’Akt2, et non Aktl, intérag niveau de son domaine C-
terminal avec le domaine PHB de PHB2, mais neesgdis a PHB1. Cette interaction est
egalement impliquée dans I'effet de PHB2 sur |&d#ntiation des myoblastes : Akt2 se lie a
PHB2, réduisant la liaison de celle-ci a MyoD, isdt la transcription des génes de
différentiation sous l'influence de MyoD. Akt2 joum rdle précoce dans la sortie du cycle
cellulaire et dans la difféerentiation myogéniquée,cette fonction implique son interaction
spécifique avec PHB2 [673,743].

3. PHB2 dans la mitochondrie.

Dans la mitochondrie, PHB1 et PHB2 s’assemblenirenstructure macromoléculaire
circulaire a la membrane interne de la mitochon{ifigs,744]. Ce complexe est impliqué
dans divers processus cellulaires, de la biogendgehondriale a la mort cellulaire. En
particulier, les prohibitines (PHBs) sont esseld@gela la morphologie de la mitochondrie :
leur absence mene a une augmentation des ROS, manpdologie anormale des cristae
(compartiments internes formés par la membraneniatde la mitochondrie), désorganise les
nucléoides mitochondriaux, et sensibilise la celllix stimuli proapoptotiques. Notamment,
une de leurs fonctions clé est la régulation déT&ase OPA1L, acteur clé de la formation des
cristae [732,745,746].

De plus, le complexe PHB1/PHB2 phosphorylé estisegour 'homéostasie de la
mitochondrie et pour la survie des lymphocytes 47]7 Chez la levure, PHB1 et PHB2 sont
impliqués dans la durée de vie de la cellule etdaescence de fibroblastes s’accompagne
d’'une diminution du taux des PHBs [748,749]. LesBBHégulent le renouvellement de
protéines membranaires par une action négativé'ativité de la protéase mitochondriale
m-AAA [749]. Récemment, Kasashimat al. a démontré [l'implication de PHB2
mitochondriale dans I'apoptose. Le complexe PHBsmmte également les protéines
VDAC2 (« voltage-dependent anion channel 2 »), AN&adenine nucleotide translocator
2") ainsi gqu'un nouveau partenaire de PHB2, la gr@ anti-apoptotique Hax-1. Dans les
cellules Hela, I'extinction de PHB2 aboutit a urpmptose dépendante des caspasesine
régulation négative de Hax-1 ainsi qu’une fragmioade la mitochondrie [675]. PHB2
pourrait étre une molécule couplant directement il@sractions entre le noyau et le

cytoplasme et couplant la prolifération cellulaargec la morphogenese mitochondriale.
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4. PHB2 est un régulateur des activités oestrogéniques

Une des premiéres études sur PHB2 a défini celberaime une protéine corégulatrice
spécifiqgue du récepteur aux cestrogenes (ER), noniEZe pour « repressor of estrogen
activity » [678]. PHB2 est recrutée au réceptearalison ligand et est capable de diminuer
l'activité transcriptionnelle d’ER lorsque celui-est directement lié a '’ADN ou lorsqu'il
interagit avec d’autres facteurs de transcriptianpartie C-terminale de PHB2 est impliquée
dans cette interaction, cependant la région reqps&r la répression de lactivité est
différente [671,750].

Par son rble de répresseur du récepteur aux castgdpha (ER, PHB2 est un
modulateur physiologique de la glande mammaireefigt, un taux de production défini est
requis pour le maintien de l'activité normale ddcBt le développement normal de la glande
mammaire. L'importance des PHBs dans le tissu marenaaété démontrée par I'ablation
d’'un seul allele chez les souris : I'hétérozygatiéuit des changements morphologiques des
glandes mammaires associés a une augmentatiorficsimé de la prolifération et des
activités transcriptionnelles d’'ER [736,738]. Ureduction ou une perte des fonctions de
PHB2 peut causer une suractivation déE& augmenter le risque de cancer du sein chez
'Homme [736]. Ces études montrent I'importanceRiB2 dans la régulation de la réponse
aux ocestrogenes. Néanmoins les mécanismes mis edajeu cette régulation sont mal
connus : PHB2 se lie et recrute HDAC1 et HDACS afenréprimer la transcription d’BER
[634]. De plus, PHB2 agit en modulateur du rétradda négatif exercé sur le récepteur
TRPM6, impliqué dans la régulation du magnésiumagdllulaire, probablement en réponse
aux hormones magnésiotropiques comme I'EGF et $#ogenes [751,752].

L’activitée de corépresseur de PHB2 est régulée gmrliaison avec ER La
prothymosine alpha (Ri) est une protéine de remodelage de la chromatiest eéequise pour
la croissance et la survie cellulaire.dP3timule spécifiquement I'activité transcriptionleel
d’ERa en séquestrant PHB2, ce qui inhibe son interacdorc ER, permettant la
coactivation du récepteur entre autres par SRG3-fb5]. De plus, l'interaction PHB2-ER
est également régulée par BIG3 (« brefeldin A-iitbibguanine nucleotide-exchange protein
3 »), protéine fortement impliqué dans la signélisa oestrogénique dans les cellules
cancéreuses du sein. En I'absence de BIG3, lalsiiiow des cellules par I'cestradiol induit la
translocation de PHB2 vers le noyau et augmenigetaction entre PHB2 et 'BER En
présence de BIG3, PHB2 est séquestrée dans lelasmiop induisant une augmentation de

I'activité transcriptionnelle I’ER. La surexpression de BIG3 est un des mécanismssuct
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I'activation de la voie oestrogénique dans les eeclu sein liés aux hormones [756]. De
méme, KLF9 (« Krippel-like factor 9 ») serait intple dans la régulation du taux nucléaire
de PHB2 dans les cellules épithéliales et du stroté@an traitées a I'cestradiol [757]. Enfin,
Umanskayaet al a montre I'interaction entre Skp2B et PHB2 amge la diminution du taux

de PHB2 induit par la surexpression de Skp2B [7&8]régulation de PHB2 semble donc
étre essentiellement liée a sa capacité a se tles protéines qui la séquestre, empéchant son
interaction avec E&® notamment par une relocalisation cytoplasmiquiageotéine.

5. Implication dans le cancer.

PHB2 semble donc étre un important régulateur deéfmnse des cellules aux
cestrogenes et au vu de ces études, PHB2 nucléaumreap étre considéré comme un
suppresseur de tumeur. Les prohibitines, PHB1 é&@ZRldont associées avec divers types de
cancer dont les cancers du sein et du colon [7#4leeforts taux sont détectés dans les
tumeurs primaires [748]. De plus, les promoteurs génes PHB possedent des sites de
liaison pour I'oncogene Myc et la surexpressioncedui-ci induit leur expression [735].
PHB2 est impliqué dans la prolifération cellulgia sa fonction essentielle dans la mitose : il
est requis lors de la protection de la cohésioncéesroméres contre la phosphorylation par
PIk1 durant la phase précoce de la mitose [275].

Le récepteur aux cestrogenes traduit les effetsiltteurs des cestrogenes et les effets
inhibiteurs des anti-cestrogenes comme le tamoxif@ans les cellules cancéreuses du sein et
dans d'autres cellules-cibles des cestrogénes. leeesginduits par le récepteur aux
aestrogéenes comme le récepteur a la progestérdaecgtline D1 jouent un réle essentiel
dans la morphogenese, la fonction et la carcinagemnies glandes mammaires. Alors que
Murphy et al. montre que le taux d’ARNmM de PHB2 n’est pas déférentre les tumeurs du
sein et les cellules normales [759], Sinwiral. démontre que le taux d’expression de PHB2
est associé avec le degré de différentiation deseta du sein. Précisément, PHB2 est
inversement corrélé au grade tumoral. L’expressiarie selon les tumeurs du sein et est
corrélé avec des marqueurs connus de réponseaiexntents et inversement corrélé avec un
marqueur de la progression du cancer du sein [@®]étudiant 'expression des genes en
réponse a l'cestradiol et au genistein dans lesleslcancéreuses de I'ovaire, Parkeal a
montré queCDK1NAet PHB2 étaient régulés positivement dans la lignée gadg-1 alors

gue seuPHB2 était régulé négativement dans la lignée Br-1].760
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Néanmoins, il semble que PHB2 soit bien impliquéesdles cancers, méme si ses
fonctions sont ambigués. L’activité transcriptiolmedu récepteur aux oestrogénes est
positivement liée a la progression tumorale dassédlules sensibles aux cestrogenes. De ce
fait, PHB2 pourrait avoir un role de suppresseututeeur. Cette hypothése semble confirmée
par les travaux d’'Umanskay al, qui démontrent I'interaction entre Skp2B et PHBiN
gue ses fonctions soient inconnues, Skp2B est ér@quent surexprimée dans les cancers du
sein. Or cette surexpression diminue le taux de ZPefBlulaire [758]. De plus, la capsaicine,
agent anticancéreux, se lie a PHB2, induit sa lwaason vers le noyau et induit une
apoptose directement au niveau mitochondrial aeégiPHB2 contribue a plusieurs niveaux
[676]. Cependant, dans les tissus colorectaux noxreatumoraux, I'expression du récepteur
aux cestrogenes béta (BRest corrélée avec celle de PHB2, suggérant enessentiel d’'ER
et de ses corégulateurs dans le développementadesames colorectaux [761]. De méme, la
protéine EZH2 (« enhancer of zeste homolog 2 »pliquée dans la différentiation et la
progression des cancers du sein et de la prostgigme la transcription dépendante des
aestrogenes, comme PHB2. Ces 2 protéines interagisstre elles et leurs répressions sont
interdépendantes [762]. Enfin, parmi les genes diempression est modulée par 'R
BTG2 (“B-cell Translocation Gene 2”) est un genpmesseur de tumeur dont I'expression
est significativement réduite dans les carcinomeselin traités avec de I'cestradiol. Or, la
délétion de PHB2 annihile la répression de la fination induite par BTG2. La capacité du
complexe cestradiol-ERPHB2 de supprimer I'expression de BTG2 indique@la positif de

ce corépresseur dans la prolifération des celllllesein [674].

[l. Obijectifs de I'étude.

L’équipe de recherche du centre de lutte contrealecer Paul Papin a Angers se
focalise sur I'étude de protéines régulatricesalprblifération cellulaire tumorale ainsi que
sur les mécanismes moléculaires de résistanceetletes cancéreuses aux chimiothérapies.
Comme nous l'avons vu précédemment, p21 est un&ipeodont les fonctions sont
pleiotropes et de ce fait elle est un régulateardd nombreux processus. Cependant, les
déterminants menant aux fonctions de p21 dans ameplutdt que dans une autre sont mal
connus ; c’'est pourquoi nous nous sommes intéresdasmise en évidence de nouveaux
partenaires.

La découverte d’'une interaction entre p21 et PHB2r® de nouvelles perspectives

guant au role de PHB2 et de p21. PHB2 aurait ue cdimplexe au cours des processus
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tumoraux et ses fonctions semblent étre intrinsague liees a sa localisation subcellulaire.
Dans le noyau, PHB2 agirait en tant que molécutégidatrice et majoritairement menerait a
la répression de la transcription du gene ciblee Btude protéomique de tumeurs du colon
par la technique « iTRAQ » (« isobaric tag for tigka and absolute quantitation ») a montre
une surexpression de PHB2 par rapport aux tissus,squelque soit le type de tumeurs
(communication personnelle, travaux réalisés pathémy Bourreau et Catherine Guette,
Inserm U892, centre Paul Papin, Angers). PHB2 pdurainsi participer au moins
indirectement a la tumorogenese. Le complexe p2B&Ppburrait donc étre important lors
des processus tumoraux. L'étude de ce complexena été réalisée dans les cellules
cancéreuses colorectales d’'une part afin de cordprele role de PHB2 en lien avec les
fonctions de p2l et d'autre part afin de mettre étidence de nouveaux aspects des
fonctionnalités de p21.

Dans cette partie, nous nous sommes intéressedesdaiption de l'interaction entre
p21 et PHB2. Ces résultats ont fait I'objet d’'uticé® soumis présenté ci-aprés. En second
lieu nous avons cherché a comprendre le rble dupleom p21/PHB2 dans les cellules
tumorales colorectales. Pour ce faire, nous avass dun premier temps travaillé sur
limplication de PHB2 dans la prolifération tumagbuis dans I'expression d’'un oncogene
cellulaire, c-myc, qui module I'expression de p2a&isnqui est également régulé par p21.
Enfin, nous nous sommes intéressés a l'effet deZP$tiB le métabolisme de p21. Ces travaux

sont présentés dans les résultats supplémentaires.
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IIl. Article en soumission (« short communication ») mpame publication dans « FEBS

letters ».

The cell cycle inhibitor p21 interacts with the tra nscriptional coregulator PHB2.

Marie-Laure Gervais, Olivier Coqueret and Eric Leli  evre

Abstract

p21 is a potent cyclin/cdk complexes inhibitor and a key regulator in many process
involved in tumorigenesis. But it remains unclear how p21 during apoptosis and
differentiation acts. Here we demonstrate the direct interaction between p21 with
PHB2 in nucleus. In nucleus PHB2 acts as a transcriptional corepressor involved in
apoptotic, proliferative and differentiation controls. Mapping the interaction shows that
cyclin/cdk region of p21 binds to PHB domain of PHB2. Overall, this study defines a
novel protein complex which could maybe have other partners and acts as
transcriptional coregulator. Future studies will explore p21-PHB2 functions and the

cell process involved.

Keywords : p21, PHB2, two-hybrid, Cancer, protein interaction

Abbreviations: PHB2: prohibitin-2, PCNA: proliferating cell nuclear antigen, cdk:
cyclin-dependent kinase, REA: repressor of estrogens activity, IPTG: Isopropyl 3-D-

1-thiogalactopyranoside, WB: western blot. wt: wild-type. aa: amino acids.
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Introduction

Protein-protein interactions regulate all processes in the cell and are major
goals especially in cancer therapeutics research. p21"3™/cP! (p21), is a key negative
regulator of proliferation inhibiting cell cycle and DNA synthesis inhibition [559] and is
frequently down-regulated in cancers. It acts on almost all cellular process, but its
functions in some pathways remain unclear, especially during apoptosis, where it
could act as well as a stimulator or a repressor. It could also stimulate proliferation
under specific conditions [110]. Dong et al. suggests that p21 subcellular localisation
is involved in determining p21 function, and define p21 as an essential pivot leading
cell to enter in a specific pathway [763].

We performed bacterial two-hybrid screen to identify novel partners of p21. One
candidate isolated was prohibitin 2 (PHB2). PHB2, also called repressor of estrogens
activity (REA), is a highly conserved protein with a pleiotropic localisation. It belongs
to the prohibitin superfamily, which distinguishes by presence of a common domain,
named PHB. PHB2 is essential for mitochondria homeostasis [745] but is involved in
apoptosis [764], differentiation [673] or mitosis [275]. Nuclear PHB2 acts as a co-
regulator of transcription [677]. Nevertheless, the role of PHB2 during apoptosis and
differentiation isn’t clear. Given these function related to tumorigenesis and because
PHB2 was found overexpressed in colorectal cancer tissues from patients (personal
communication), we chose this putative partner of p21 to further studies.

This study defines an interaction between p21 and PHB2 and may underscore a

putative function for this complex.
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Materials and Methods.

Cell lines, antibodies and reagents.

Cancer colorectal LS180 and HCTT16 and fibrosarcoma HT1080 cell lines were
grown with RPMI medium containing 10% fetal bovine serum. For HEK293 cell line,
RPMI medium was changed for DMEM medium. HT1080 cell line expresses p21 only
under IPTG stimulation. All chemicals, mouse IgG and rabbit IgG antibodies were
from Sigma-Aldrich Inc. Molecular biology’s products were from Stratagene Inc. or
Promega Corp., p21 and PHB2 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology Inc.,

except PHB2 antibody used for immunoprecipitation (Novus Biological LLC).

Plasmid constructs and whole cell extract.

Constructs for two-hybrid were created according to manufacturer’s protocol.
For p21 as bait, full length sequence was amplified with flanking primers (5'-
AAATAGAATTCAATGTCAGAACCGGCTGGG-3’ and 5'-
AAAGGATCCTTAGGGCTTCCTCTTGGAGAAG-3) to insert EcoRI and BamHI sites
and then inserted into bait plasmid. Target cDNA library was constructed from
MRNAs of LS180 cell line treated with SN38 10ng/ml for 48h. For pull-down assay,
plasmid constructs of p21 were a kind gift from Dr. R. Fotedar. Full length PHB2 was
amplified by PCR with flanking primers (5’-
AGAAGGAGATATACCATGGGCATGGCCCAGAACTTGAAG-3 and S5'-
GATCCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTCTTACCCTTGATGAGGC),
inserted in plasmid petl4db (EMD chemicals Inc.) and transformed into

BL21(DE3)pLysS.
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Total proteins were extracted from cell with lysis buffer (Hepes pH7,9 25mM,
KCI 300mM, EDTA 0,2 mM, glycerol 10%, NP40 1%, aprotinin 5ug/ml, leupeptin
2ug/ml, pepstatin 0,1pg/ml, PMSF 1uM, Na3VO4 1mM, NaF 5mM) for 30min at 4C,

centrifuged at 13000xg for 10min and supernatant was immediately used.

Bacterial two-hybrid.

Screening was performed using the Bacteriomatch Il Two-Hybrid System kit
according to manufacturer’s instructions. Target’s sequences were isolated, identified
by sequencing and putative interacting proteins were identified using a megablast
(www.ncbi.org). Validation of the interaction was performed by cotransforming
isolated recombinant plasmids into the appropriate strain. Several dilutions of the
bacterial suspension were plated on dual selective medium and allowed to grow up

for 24h at 30<C.

Pull down assay and Immunoprecipitation.

Pull-down assays were performed using recombinant purified GST-tagged or
polyhis-tagged protein as bait and target or using whole cell extract as target.
Extraction and batch purification were performed using GST-bind or His-bind
purification kits (EMD chemicals Inc.). For cell extract as target, whole cell extract
was precleared with resin used for bait purification.

For immunoprecipitation, cell extract was precleared and then appropriate
specific or control antibody was added overnight at 4C. Protein A-agarose beads
were added to the mixture before western blot analysis. Pull-down assays,
immunoprecipitation and western blot analysis were performed as described

previously [291].
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Immunofluorescence.

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15min at room temperature,
permeabilized with 0,2% tritonX100 for 5min, blocked with 1% BSA and 5ug/ml
primary antibodies against p21 and PHB2 were exposed to cells overnight at 4<C.
Cells were treated with fluorescent secondary antibodies for 1h at 37<C in the dark,
following by treatment with 1mg/ml RNAse for 20min and nuclei were labelled by
Dapi 1pg/ml for 1 min. Cells were mounted on slides and fluorescence was read
using epifluorescence microscope. Images were captured with a 10x objective with a

100x optical zoom. Final images were adjusted for brightness and contrast.
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Results and Discussion.

Interaction of PHB2 with p21.

To identify novel partners of p21, we performed a bacterial two-hybrid screen
using the p21 as bait and a cDNA library from LS180 as target. Among clones
carrying sequences coding proteins, two clones encoding different sequences of
PHB2, named A and B, were isolated. Each purified clone was cotransformed with
purified p21 clone to validate the results. Transformed bacteria grew up on non
selective and selective media and control transformations were realised in parallel in
the same manner (fig. 1). Both co-transformations with PHB2 clones show a
significant association between p21 and PHB2 in bacteria. We confirmed it by pull-
down assays using cell lysate or purified polyhistidine-tagged PHB2. Wild-type
recombinant p21 binds native and recombinant PHB2 (fig. 2), establishing that the

interaction occurs directly in vitro.

Mapping the interaction.

Clone A encode PHB2 amino acids (aa) 86 to 298 and clone B encode PHB2 aa
1 to 218. Bacteria carrying clone B grow up faster, showing the interaction is stronger
with it. These sequences show that aa 86 to 218 define p21 binding domain. PHB2
contains a N-terminus transmembrane domain (aa 1-36), a central domain named
PHB (aa 68-195) and a C-terminus coiled-coil domain (aa 200-265). p21-interacting
domain covers almost all PHB domain; clone B carrying all this domain, instead of
clone A, so we can conclude that p21 interacts with PHB domain of PHB2, that
integrity of PHB domain or the N-terminus domain aren’t necessary for the interaction

but seem to be important.

214



We then mapped the domain of p21 bound to PHB2 using pull down assays
with p21 mutants. Three p21 mutants were used (fig. 3A). p21 mutant C lacks the C-
terminus half containing PCNA-binding domain and is able to interact with native and
recombinant PHB2 (fig. 3B-C). Mutant F lacks the N-terminus half containing a cyclin-
binding domain and mutant G contains only the PCNA-binding domain (fig. 3A).
Native and recombinant PHB2 bind p21F mutant but not G mutant, attesting that
PCNA-binding domain isn’t involved (fig. 3B-C). Nevertheless, PHB2-p21F interaction
is less important than PHB2-p21C interaction, suggesting PHB2 mainly interact with
N-terminus cyclin-binding domain of p21. We confirmed this performing pull down
assay between p21 and cyclin B with or without PHB2 (fig. 3D) using cell extract as
source of cyclin B. Cell treatment with nocodazole 50ng/ml for 18h induce cyclin B
overexpression. Under physiological conditions, there is less cyclin B bound to p21
when p21 is preincubated with PHB2. On the contrary there are no significant
differences under nocodazole treatment. Theses results demonstrate a competition
between cyclin B and PHB2 for p21, confirming PHB2 interacts with p21 in the area

of cyclin B binding domain.

Subcellular localisation.

PHB2 and p21 were labelled with specific antibodies in HEK293 and HT1080
and detected with fluorescence (fig. 4). In both cell lines, proteins are localised mostly
in nucleus. However, there are some differences. In HEK293 (fig. 4 left panel), PHB2
is apparently localised only in nucleus and seems to be bound to the chromatin in a
uniform manner, whereas p21 is also in cytoplasm. Nuclear p21 appears as granules
bound at chromatin’s specific areas. In HT1080 (fig. 4 right panel), PHB2 is located

only in nucleus but its localisation is more homogeneous. p21 is essentially located in
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nucleus but there is a part of p21 in cytoplasm too. Cytoplasmic and nuclear p21 form
halos around nuclear membrane.

So we could hypothesized the interaction occurs at chromatin’s specific areas;
suggesting a function in gene transcription regulation. This hypothesis is relevant

because p21 and PHB2 can function as transcriptional coregulators [292,677].

In vivo coimmunoprecipitation.

Finally the presence of p21-PHB2 complex in vivo was confirmed performing a
coimmunoprecipitation using cell lines lysates where p21 and PHB2 are expressed
(fig. 5). Interestingly, PHB2 is present in immunoprecipitates of p21 in HT1080 and in
LS180 but not in HCT116. Conversely there is no p2l detection in PHB2
immunoprecipitates in the first cell lines while it's detected in HCT116 (fig. 5). So
PHB2 presence after p21 precipitation differs depending on colorectal cell line,
suggesting a possible involvement of another interacting partner, which remains to be
identified. We hypothesised this third partner could be prohibitin 1 (PHB1). In fact,
PHB2 and PHB1 have highly similar sequences and can form heterodimer [672,747].
Moreover, PHB1 is considered as a tumour suppressor able to bind different nuclear
protein as ERa or p53 [730,765,766] and both proteins separately bind RNF2 and
ERa to repress gene transcription [678,764,767], but PHB1/PHB2 complex can bind

ERa too [738].

These results demonstrate for the first time the interaction between p21 and
PHBZ2, which occurs in vitro and in vivo in several cancer cell lines. One potential role
of PHB2 may be to recruit p21 on gene promoters to modulate the transcription.

PHB2 represses ERa transcriptional activity by recruiting histone deacetylases [677]
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and is linked to many processes like apoptosis or differentiation. When PHB2 is
translocated from mitochondria to nucleus, it functions on apoptosis control by
disturbing mitochondrial inner membrane [676] or on muscle differentiation by binding
the transcription factor myoD [673]. In parallel, p21 regulates transcription of
mitogenic factors and acts on differentiation [110]. We hypothesised that PHB2-p21
complex could be a transcriptionnal coregulator which repress mitogenic factors.
Future studies should explore the role of PHB2 in p21 functions, especially in p21-

dependent gene expression regulation.
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Figure legends.

Fig 1. Validation of the interaction . A co-transformation with putified clone A or B of
PHB2 and p21 clone was realised to validate results in bacteria. Bacteria were plated
on non selective and selective media at the same descending concentrations (arrow):
1,6x10° 0,8x10° 0,4x10° 0,2x10° and 0,1x10° bacteria per pl. Controls were
performed in parallel: LGF2 and Gal*'” cotransformation as positive control,

transformations with either Gal*'? or with Gal*'" and p21 as negative controls.

Fig 2. PHB2 directly binds p21 . (Upper panel) Beads with bound GST or p21-GST
were incubated with 5mg LS180 whole cell extract. PHB2 binding was analysed
using PHB2 immunoblot. Lysate represents 50ug cell extract. (Middle panel) Beads
with bound GST or p21-GST were incubated with 1pg recombinant PHB2-his. Direct
binding of PHB2 to p21 was analysed by polyhistidine immunoblot. PHB2-his on right
represents 50ng. (Lower panel) Beads with bound PHB2-histidine were incubated
with eluted p21-GST or GST and p21 binding was analysed by p21 immunoblot. p21-

GST on right represents 50ng.

Fig 3 PHB2 interacts with p21 N-terminus . (A) p21 mutants were used to define
PHB2 binding domain. (B-D) Pull down assays. (B) Beads with bound GST, p21-GST
wild-type, C, F, or G were incubated with 5mg LS180 cell extract. PHB2 binding was
analysed using PHB2 immunoblot. Input represents 50ug of cell extract. (C) Beads
with bound GST, p21-GST wt or mutants were incubated with 2.5ug tagged
polyhistidine PHB2. PHB2 binding was analysed using PHB2 immunoblot. Input
represents 250ng of tagged PHB2. (D) Beads with bound p21wt-GST were pre-

incubated or not with 2,5ug tagged polyhistidine PHB2. Then cell extract treated or
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not with nocodazole 50ng/ml for 18h was incubated with p21wt-GST-PHB2-his or
p21wt-GST. Cyclin B binding was analysed using cyclin B immunoblot. PHB2 and

cyclin B controls were used to assess PHB2 and cyclin B presence.

Fig 4 PHB2 and p21 are nuclear . p21 and PHB2 were stained with mouse anti-p21
and rabbit anti-PHB2 antibodies, respectively, or with appropriate IgG as negative
controls. Proteins were then labelled with anti-mouse-TRITC conjugated and anti-
rabbit-FITC conjugated antibodies, respectively, and fluorescence was detected.
Nuclei were stained with Dapi. (A) HEK293 cell line was cultured in physiological

conditions. (B) HT1080 cell line. p21 was induced for 24h with 50uM IPTG.

Fig 5. Interaction in vivo. Coimmunoprecipitation were realized from whole cell
extract on different cancer cell lines. Immunoprecipitation using rabbit
immunoglobulin G whole molecule was used as negative control. p21 in HT1080 cell
line was induced by IPTG 50uM addition for 24h. Immunoprecipitation and
immunoblot were realized using rabbit anti-p21 or rabbit anti-PHB2 antibody. LS180
cell line was treated or not with SN38 10ng/ml for 48h to overexpress p2l.
Coimmunoprecipitation were realized on treated or untreated whole cell extract,
precipitation and immunoblot were performed using appropriate antibodies. Lysate

represent 50ug precleared cell extract. IP: immunoprecipitation.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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IV. Résultats supplémentaires.

1. Matériels et Méthodes.

La lignée cellulaire utilisée ici est la lignée HES3, pour “Human Embryonic Kidney
293", mises en culture dans un milieu DMEM supplétéeen sérum de veau feetal a une
concentration finale de 10%. Les cellules sont e culture a 37°C dans une atmosphére
humidifiée avec 5% de CO2. Sauf mention contrdes, réactifs utilisés proviennent des
fournisseurs Promega pour le clonage et Sigma-&idpour les produits chimiques. Les

anticorps proviennent de Santa Cruz Biotechnoladgsemilieux cellulaires de Lonza.

a. Analyse de I'expression génique.

Apres culture et traitements des cellules, I'exttoac des ARN totaux est réalisée
conformément au protocole du réactif TriReagent lgfm Inc.). Les ARNs sont incubés 3
min a 70°C avec des amorces spécifiques de lactiptien inverse (« random primer »,
Invitrogen Corp.) puis la réaction de rétrotragokion est réalisée a 37°C pendant 1h suite a
I'ajout des réactifs suivants : dNTPs 0,4uM, RNAsbU, MMLV-RT 1U.

Les ADNc codant les protéines PHB2 et GAPDH sonpldiés par PCR en temps
réel avec des amorces spécifigues ne pouvant sdeybsur de I'ADN génomique de
concentration finale 0,2uM (cf. annexe 3) et lecté&ybrGreen (Applied Biosystems) selon
le protocole du fabricant. Les valeurs de cycldlsshienues (Ct : « Cycle Threshold ») sont
utilisées pour la quantification relative de I’ADNIrois répétitions biologiques de
I'expérience ont été réalisées et les Ct obtenus placune sont issus de la moyenne de 3
répétitions mathématiques. La quantification deDIMA méne a I'obtention d’'un facteur de
variation (amplification ou répression) de I'exmies du gene cible x, qui est significatif
lorsque sa valeur est supérieure ou égale a 2. ddinlimiter les variations dues a la
manipulation, un gene de référence, GAPDH, invériast utilisé. Les calculs suivants sont
utilisés afin d’obtenir le facteur de variation :

Pour chaque condition (traitement et témoiALt = Ctgenex— CteapoH

Puis :A(ACt) = ACt yraitement ACt témoin

Facteur d’amplification A = 29

Facteur de répression R = 1/4%Y)
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b. Analyse de I'expression protéique.

Les cellules en culture sont lavées 3 fois ave®HB8, récupérées mécaniqguement et
centrifugées a 800xg pendant 5min a températurdaateb Le culot cellulaire est dissous
dans 100ul de tampon de lyse total (cf. annexen@ypé 30min sur roue a 4°C et centrifugé
10min a 13 000xg a 4°C. La concentration protéidueaurnageant obtenu est déterminée par
dosage de Bradford : 5ul d’échantillon protéiquedissous dans 95ul d’eau, puis 150ul de
ractif de Bradford dilué au 1/3 sont ajoutés. Emafi@le, une gamme de concentration
croissante connue d’albumine (BSA) est réaliséeseD Q95 sont mesurées. La concentration
de I'échantillon est déterminée a partir de la pel# la gamme.

L’'analyse protéique se fait ensuite par Westernt BMVB), conformément au
protocole décrit dans le chapitre 1 (matériels éthmde 8.111.1). Les concentrations de gel de
polyacrylamide utilisées varient entre 8% et 12%,fenction de la taille de la protéine
observée, et 50ug de lysat protéique total ests#epdces anticorps primaires utilisés, tous
dilués d’'un facteur 1000, sont les suivants : anfis de lapin anti-PHB2, anticorps de lapin
anti-p21, anticorps de lapin anti-c-myc, anticodessouris anti-actine et anticorps de souris
anti-HSC70. Les intensités des bandes obtenues edrélation sont mesurées par le logiciel

« Quantity One 1D » et quantifiées en pourcentageotlime les unes par rapport aux autres.

c. Traitements des cellules et analyse des westeots bl

Les cellules en culture sont transfectées aveplesmides adéquats par le systeme
lipofectamine. Aprés traitement, les protéines sortaites et analysées par western blot. La
guantification se fait par mesure des intensitéstives des bandes obtenues par le logiciel
Quantity One.

Dans le cas de I'inhibition du protéasome, aprds @ transfection les cellules sont
traitées avec une solution de MG132 a 5uM pendant($igma-Aldrich). Les intensités des
bandes du western sont mesurées 2 par 2 par leido@)uantity One et définies en
pourcentage de volume 'une par rapport a I'auteecomparaison est faite entre les intensités
obtenues pour la transfection de p21 seule ergrediiules traitées et non traitées. Il en est de
méme pour les intensités obtenues apres cotramsfede PHB2 et de p21l. Pour chaque
transfection, le facteur d’augmentation est calai@e I'intensité de la bande correspondant
au taux de c-myc dans les cellules traitées et cefime intensité dans les cellules non taitées.
Ce facteur d’'augmentation est exprimé en pourcentiggl'intensité dans le cas des cellules

non traitées.
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Dans le cas de l'analyse de l'expression de I'oeoegc-myc, les intensités des
bandes obtenues sont quantifiées par le logiciploemcentage de volume les unes par rapport
aux autres. L'analyse des résultats a été faitguantifiant les intensités relativement a celle

obtenue dans le cas des cellules non tranfectées.

d. Transfection transitoire dans les cellules HEK293.

Le plasmide recombinant pRSV-p21 et le contréleespondant sont des présents
de ?. Le clonage de la séquence codante de PHE2raatisé dans le plasmide pcDNA4/TO
(Invitrogen) selon le protocole suivant. La matr@dEADN, constituée des ARNm purifiés de
la banque d’ADNc humains (30ng, cf. chapitre 1) iastibée avec le mélange réactionnel
suivant pour amplifier la séquence codante de PHB2PCR et insérer les nucléotides
nécessaires au clonage et a I'expression danselages : ARNm 30ng, dNTPs 0,4uM,
amorce sens et antisens 0,4uM de chaque (cf. ar®)eTaqg polymérase 5U. Les cycles
de PCR sont les suivants : 1 x (94°C 1min), 8 X(R30sec + 58°C 30 sec + 72°C 2min20) et
27 x (94°C 30sec + 62°C 30 sec + 72°C 2min20). tedpit obtenu est digéré par les
enzymes de restriction EcoRI et Xbal (2U chaqueppat 2h a 37°C, purifié et inséré dans le
vecteur pcDNA4/TO également digéré et purifie. E&rtion se fait par ajout de T4 DNA
ligase (3U) et incubation & 4°C sur la nuit. Leduib de ligation est utilisé pour transformer
les bactéries compétentes JM109. Les clones mositiht amplifiés et la minipréparation
d’AND plasmidique est séquenceée. Le clone contelegpliasmide recombinant ne présentant
pas de mutation est amplifié et conservé sous faenglycerol stock.

Les plasmides non recombinants et recombinants tsansfectés dans les cellules
HEK293 grace au systeme lipofectamine 2000 (Ing#éro Corp.) selon les instructions du

fabricant.

e. Test de clonogénicite.

Les cellules sont cultivées en plaque 96 puits e transfectées. Apres 24h de
transfection, les cellules sont récupérées par llééoent chimique (incubation dans la
trypsine pendant 5min a 37°C), lavées, comptéeassmencées en duplicat en plaque 6 puits
a une densité de 1000 cellules/puit. Les cellubed mises en culture pendant 7 jours jusqu’a
la formation de colonies observables a I'ceil nusdls puits contenant les cellules non
traitées. Les cellules sont lavées avec du PBSqalisées avec une solution de cristal violet
a 0,5% pendant 10min a température ambiante. Aagveges avec du PBS, les colonies sont

comptées par le logiciel Quantity One.
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f. FACS.

Les cellules en culture sont transfectées ou norina@tbées pendant 27h. Le
surnageant et les cellules récupérées comme préogeie sont centrifugés a 800xg pendant
5min a température ambiante. Le culot est repnis di paraformaldéhyde 2% pour fixer les
cellules pendant 10min a 4°C. Apres centrifugagblavage, les cellules sont incubées avec
une solution de perméabilisation et de saturattbnafinexe 2) puis I'anticorps primaire anti-
PHB2 de lapin (1/5) est ajouté pendant 1h a 4°C. L’anticorps secoadaiti-anticorps de
lapin couplé au FITC (1/16painsi que lintercalant de ’ADN Dapi (5ug/ml) oajoutés
pendant 1h a 4°C a l'obscurité. La lecture au cgtinenen flux (cf. annexe 1) se fait apres
dilution des cellules avec 500ul de PBS et 'aralyst réalisée par le logiciel « FACS DIVA
6 » (cf. annexe 1).

g. Immunofluorescence.

Le protocole utilisé est le méme que celui décaibgdl'article soumis (cf. chap. 3
partie 3 8 IIl.). Les cellules en culture sur uamelle de microscope sont transfectées pendant
24h, fixées dans du paraformadéhyde 4% pendant nl@mitempérature ambiante et
perméabilisées par une solution de TritonX100 &0p2ndant 5min a température ambiante.
Apres incubation dans une solution de saturatiamer@nt 1% de BSA, les cellules sont
mises en contact une nuit & 4°C avec une solut@mtidorps diluée au 1/5@&ontenant soit
'anticorps de souris anti-p21 et I'anticorps dpiteanti-PHB2, soit les immunoglobulines G
de souris et de lapin (Sigma-Aldrich). Aprées lawgdes cellules sont incubées pendant 1h a
37°C a l'obscurité en chambre humide avec une isolut’anticorps secondaires anti-
anticorps de lapin et anti-antcorps de souris (¥}56€onjugués aux fluorochromes FITC et
TRITC, respectivement. Par la suite les cellulest smitées avec de la RNAse (1mg/ml,
Qiagen) pendant 20min a 37°C a I'obscurité en clmarhbbmide et le noyau est marqué avec
une solution de Dapi & 1pug/ml pendant 1min a teaipée ambiante a I'obscurité. Aprés
lavage au PBS, les lamelles contenant les celkdas fixées sur les lames et la fluorescence
des cellules est visualisée au grossissement 1@30images sont traitées uniquement pour

ameliorer la luminosité et le contraste (cf. anngxe
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4. Reésultats.

a. PHB2 et prolifération cellulaire.

La construction plasmidique contenant la séquendarte de PHB2 est transfectée
transitoirement par un systeme de vésicules lipekg(Lipofectamine 2000, Invitrogen) dans
la lignée cellulaire HEK293. L’analyse des lysat®tigues montre une augmentation
croissante de la transcription du gene et du ta&ugrdtéines les 36 premiéres heures suivant
la transfection, puis une diminution drastique ap#8h (cf. figure 53). La production de
PHB2 est donc rapidement régulée, laissant supgpsefa surexpression de la protéine est
un événement défavorable au métabolisme celluddipar conséquent a la prolifération. De
plus, il n'a pas été possible de sélectionner anekexprimant de fagon stable la protéine.

Figure 53 :Cinétique d’expression transitoire de PHB2 tracisfe dans HEK293.
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Transfection de PHB2 dans HEK293. Les cellules samisfectées avec le complexe lipofectamine-
plasmide recombinant durant 0, 18, 24, 36 et 4&h.tdmps Oh correspond a la transfection du
complexe lipofectamine-plasmide non recombinantsett de contrbleA. Augmentation de la
transcription génique de PHB2. La surexpressioRldB2 est mesurée par le facteur d’amplification
de transcrits par rapport au taux de transcritgaehe de référenc8APDH, significatif lorsqu’il est
supérieur a 2B. Augmentation du taux de protéines PHB2. Westérhal'aide d’'un anticorps anti-

PHB2. Parallélement, I'actine est mise en évidexmreme contrble de charge.
Par la suite, I'effet de la surexpression de PH&2Is prolifération a été analysé par

clonogénicité. Les cellules transfectées pendahtdnon sont ensemencées a une densité
de 1000 cellules par puit et incubées pendant ufsjoAprés formation de colonies
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observables a I'ceil nu, le nombre de colonies pague condition est comptabilisé. La
transfection des cellules HEK293 par le plasmide necombinant induit un nombre de
colonies similaire voire supérieur a celui obsetaés le cas des cellules non transfectées. Par
contre, la transfection des cellules par le plasnf#iB2 recombinant entraine une croissance
des cellules 3 fois plus faible que dans le cascd#sles non transfectées (cf. figure 54). La
surexpression de PHB2, méme transitoire, a doncefiet négatif important sur la
prolifération des cellules HEK293.

Figure 54 Effet de la surexpression de PHB2 sur la proliféracellulaire.
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Test de clonogénicité. Les cellules HEK293 sont ndfectées avec le complexe
plasmide/lipofectamine ou non pendant 24h, puiasémencées a une densité de 1 000 cellules/puit
et incubées pendant 7 jours. Les cellules trarédede sont avec le plasmide non recombinant (vide)
ou avec le plasmide recombinant (PHB&auche Photographie des colonies obtenues colorées au
cristal violet.Droite. Quantification du nombre de colonies observéegprésentation en pourcentage

du nombre de colonies obtenues avec les cellulesransfectées.

Afin de comprendre comment PHB2 affecte négativéni@rcroissance cellulaire,
I'effet de la surexpression de PHB2 sur le cyclkutzre a été analysé. Les cellules traitées
ou non ont été préparees afin de marquer 'ADNiajug la protéine PHB2, puis passées
dans un cytomeétre de flux ce qui a permis de détemta distribution des cellules selon les
différentes phases du cycle cellulaire (cf. fighB. Les transfections de plasmide n’induisent
pas la création de nouvelles populations cellajoellules en apoptose ou cellules n'ayant
pas subi de cytokinése) par rapport aux cellulestrensfectées. La surexpression de PHB2
(figure 55C) induit une accumulation des cellules plus conséquente que dans le cas des
cellules transfectées avec le plasmide non recambiffigure 55B), au détriment des phases
SetG2.
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Figure 55 :Surexpression de PHB2 et cycle cellulaire.
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Cytométrie en flux. Les cellules HEK293 sont tracsées avec le complexe plasmide/lipofectamine
ou non pendant 24h, marquées et analysées patolaéye en flux. DAPI-A correspond a la quantié
d’ADN présent dans la cellule. Le premier pic cep@nd aux cellules en phase G1 (ADN n=2), le
second pic correspond aux cellules en phase G2 (ABM et la phase S se trouve entre les 2 pics.
Cellules non transfectédd. Cellules transfectées avec le plasmide non reo@mb(T0).C. Cellules

transfectées avec le plasmide PHB2 recombinant.

La surexpression de PHB2 n’a donc qu’un tres |éfiet sur le cycle cellulaire. De
plus, I'expression de genes impligués dans le cgolmame les cyclines ne varie pas sous
surexpression de PHB2 (données non présentéege [at, I'inhibition de la prolifération
observée ne peut étre imputée a des effets corstneks cycle cellulaire.

L’'oncogéne c-myc est un facteur de transcriptiopabée de réprimer I'expression de
CDKN1A dans les cellules du sein. Toutefois, dans lehilesl colorectales, p21 est un
cofacteur transcriptionnel qui régule I'activité denyc. C’est pourquoi nous avons analysé
I'expression de la protéine c-myc apres 36h dexguession de PHB2, de p21, ou de PHB2
et de p21 (cf. figure 56). Il s’avére que la traasion de PHB2 induit une diminution du taux
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de protéine c-myc de prés de 60%, effet beaucaupfplble et apparemment non significatif
dans le cas de la transfection de p21 (15%). Danad d’'une co-expression de p21 et PHB2,
la diminution du taux de c-myc observée est de S@¥%ntrant un effet limitant de p21 sur
'effet de PHB2. Dans le cas des cellules transtestavec les plasmides recombinants, une

seconde bande apparait vers 55kDa.

Figure 56: Effet sur I'expression de I'oncogéne c-myc.
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Gauche Western blot. pcDNA4/TO et pRSV : plasmides necombinant. HSC70 est analysé comme
contrble de chargeDroite. Représentation quantitative du taux de protémesyc réalisé par le
logiciel quantity one. Les intensités des bandewelstern sont mesurées et définies en pourcentage d
volume par rapport a I'intensité de la bande cgoadant au taux de c-myc dans les cellules non

transfectées.

D’aprés ces résultats, la surexpression de PHB2 ssti corrélée avec une inhibition
de I'expression de l'oncogéne c-myc. Lorsque p2IPEB2 sont cotransfectés dans les
cellules HEK293, le taux de c-myc est identique eax témoins. Au vu des résultats obtenus,
PHB2 pourrait réguler négativement I'expression cdeyc mais cette régulation semble
annihilée par la surexpression de p21, laissardéyeg que seule la forme de PHB2 non lié a
p21 pourrait réguler négativement I'expression-tieyc. L'influence du complexe p21/PHB2
sur l'activité régulatrice de PHB2 sur c-myc n’@sts clairement définie, la formation du
complexe pouvant peut-étre aboutir a une inhibitierla régulation de c-myc par PHB2.

Par la suite nous avons émis I'hypothése d'un cobimegit dans I'activité anti-
proliférative de p21 induite par sa liaison avecBRHPour confirmer cette hypothese, la
localisation subcellulaire de p2l1 suite a la surespion de PHB2 et l'effet de la

surexpression de PHB2 et de p21 a été realisée.
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b. PHB2 & p21.

Comme nous l'avons vu précédemment, la localisatobcellulaire de p21 peut
influencer ses fonctions sur la prolifération. Lpfoghese d’une relocalisation de p21 suite a la
surexpression de PHB2 a donc été vérifiee (cfréidgr). La surexpression de PHB2 n’induit
pas de variation de sa localisation : nucléaire BPHsemble uniformément liée a la
chromatine. p21 est majoritairement nucléaire. Agransfection de PHB2, p21 est toujours
localisé sous forme de granules dans le noyau laasoportion de protéine cytoplasmique

semble plus importante.

Figure 57: Immunolocalisation.

A. Plasmide vide B. PHB2
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Immunolocalisation. Les cellules sont fixées, pexbiisées et marquées avec un anticorps de souris

anti-p21, un anticorps de lapin anti-PHB2 et avecDhpi, marqueur des noyaux. Les anticorps
secondaires couplés aux fluorochromes TRITC et o ajoutés, les cellules sont fixées sur lame
de microscope et observées au grossissement AOQBansfection du plasmide vidB. Transfection

du plasmide recombinant PHB2.
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L’analyse de I'expression dEDKN1A et de p21 ne montre pas de variation aprés
surexpression de PHB2 (données non présentéem)gnientation du taux de p21 dans le
cytoplasme serait donc due a une relocalisatioroeta une stimulation de la biosynthese de
la protéine.

Des tests de clonogénicité ont été réalisés surcédsiles HEK293 suite a la
surexpression concomitante de p21 et de PHB2. dieetnent des cellules a été réalisé
comme précédemment et conformément au protocole §¢t¥.1.e). Les résultats sont
présentés sur la figure 58. La transfection dekilesl HEK293 par les 2 plasmides non
recombinants induit un nombre de colonies tresatéei par rapport aux cellules non
transfectées : en moyenne, le nombre de colonigespmnd a la moitié de celui des cellules
témoins. La transfection elle-méme des 2 plasmideslonc un effet négatif sur la
prolifération. Toutefois la transfection des ceadwl par les plasmides PHB2 et p21
recombinants induit un pourcentage de colonies t# Jar rapport aux cellules non
transfectées, soit une diminution de 90%. L’effet ld surexpression de PHB2 est donc
accentué par celle de p21.

Figure 58: Effet de PHB2 et de p21 sur la proliférationdeire.
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Test de clonogénicité. Les cellules HEK293 sont ndfectées avec le complexe
plasmide/lipofectamine ou non pendant 24h, puiagémencées a une densité de 1 000 cellules/puit
et incubées pendant 7 jours. Les cellules trarédscle sont avec les plasmides non recombinants
(vides) ou avec les plasmides recombinants (PHB@2%*). Gauche Photographie des colonies
obtenues colorées au cristal viol@roite. Quantification du nombre de colonies observées :

représentation en pourcentage du nombre de colohtesaues avec les cellules non transfectées.

237



Transfection 24h MG132 5M Oh MG132 54M 12h Augmentation du aux de p21 du au raltement MG132
pcDNA4/TO - + -+ - - - -+ -+
350
pRSV + + - + +
300 ]'
PHB2-pcDNA4TO - = - - + - + - - - - 4 - ¥ c
% 250 -
p21-pRSV - - - - -+ + - - - - -+ o+ 2
75kDa g 200 4
— =3
HSC70 —— — S ]
kel
50kDa = 100 | T
WB | PHB2 o= === - - — - = g0, B 0
0 :
25kba p21 p21 + PHB2
-
p2l .- - 20kDa Transfections

La coexpression de PHB2 et de p21 induit donc arte fnhibition de la prolifération,
induite aussi bien par p21 que par PHB2. Les 2épres agissent en synergie. Cependant,
implication du complexe p21/PHB2 reste encoretéinir.

Lors des expériences ou était réalisée la transfectes 2 plasmides recombinants
(exemple cf. figure 56), il s’est avéré que le talexp21l observé est plus faible apres co-
expression des 2 protéines qu’aprés surexpressiqn2d seule. Par contre, le taux de PHB2
ne varie pas. L’hypothése d’'une implication de PHBRs la dégradation de p21 a été alors
mise en avant. Les cellules ont été transfectéedgme 36h et traitées avec un inhibiteur du
protéasome, le MG132, les 12 dernieres heures deatesfection afin de bloquer la
dégradation protéique. Les résultats sont présentéa figure 59. Lorsque le protéasome est
inhibé, le taux de p21 lors de la transfection 2ipgkasmides est supérieur a celui observé sans
MG132. En effet, I'inhibition du protéasome indwibe augmentation du taux de p21 de
I'ordre de 100% lors de la transfection du plasnp@é seul, alors que cette augmentation est
de 270% lors de la cotransfection des plasmidesgpZAHB2 (cf. figure 59, droite). Cette
différence d’augmentation indique que PHB2 a bierffiet sur la quantité de p21 cellulaire.

Figure 59: Inhibition du protéasome et expression de p21.

Inhibition du protéasome et surexpression de PHBRe21. Les cellules sont transfectées avec les
plasmides non recombinants ou avec les plasmidesnt@nants p21 e PHB2 durant 36h. Les cellules
sont traitées ou non avec du MG132 5uM pendarit2egernieres heures de la transfect®auche
Western blot. HSC70 est utilise comme contrdle ltirge .Droite. Représentation de 'augmentation

du taux de protéines p21.
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5. Discussion.

L’étude des partenaires d’interaction de p21 parbtd hybride bactérien a partir
d’'une banque d’ADNc humaine associée a une étudehionique a permis de mettre en
évidence l'interaction entre p21 et la prohibithéPHB?2).

La protéine PHB2 interagit au niveau de son domegémgral PHB (ou SPFH) avec la
partie N-terminale de p21, contenant un site dedimavec les complexes cycline/cdk. Cette
interaction entre en compétition avec celle deyidice B pour p21, confirmant le réle du
domaine d’interaction cycline/cdk de p21 dans laisbn avec PHB2. De plus, cette
interaction est directe et se produntvivo dans les cellules cancéreuses colorectales et de
fiborosarcome. L’analyse de la localisation subdaiie des 2 protéines suggere qu’elles
interagiraient dans le noyau et plus précisémentni@eau de sites spécifiques sur la
chromatine. De plus, nous avons montré que la puesgion de PHB2 pourrait étre
responsable d’'une inhibition de la prolifératiofidaire, d’'une diminution de I'expression de
'oncogene c-myc et d’'une limitation du taux de EXprimé apres transfection.

Cependant, il n'a pas été possible de mettre etegue le réle exact du complexe
p21/PHB2 au sein de la cellule tumorale. L'étudéadeurexpression de PHB2 et la littérature
nous permettent d’émettre plusieurs hypothésesadail :

* p21/PHB2 modulerait I'activité de facteurs de tipion.
» PHB2 se lierait a p21 pour induire la dégradatiercelui-ci par le protéasome.
* p21/PHB2 jouerait un réle dans linduction de I'ppmse et/ou de la
différentiation.
La vraisemblance de ces hypothéses est discutdgres. Bien qu’apparemment éloignées,
ces fonctions présumées peuvent se compléter lore déponse cellulaire a un stimulus

spécifiqgue non déterminé.

p21/PHB2 pourrait moduler I'activité de facteurs detranscription.

La localisation de p21 et de PHB2 au niveau dehi@roatine suggere que ces 2
protéines interagiraient pour moduler la trans@ipte géenes cibles, ce qui est en adéquation
avec les fonctions de corégulateur transcriptioniéetites dans la littérature [292,678]. Cette
fonction est illustrée avec les hypotheses d'urguledion de l'activité des facteurs de
transcription E2F1 et &R
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Le facteur de transcription E2F1 active la traqdmon des genes de la phase S comme
la cycline E, mais aussi des genes codant desimpestémpliquées dans la progression du
cycle cellulaire (cyclines, cdk), dans le contrééela prolifération (TP53, BRCAL, caspase 3)
ainsi que dans la réparation et la réplication’d®N (thymidine kinase, PCNA, RAD51,
MCM2) [768,769]. p21 module l'activité transcriptioelle de facteurs de transcription
oncogéniques tels qu’'E2F1 et STAT3 [560] mais égale de facteurs mitogéniques et anti-
apoptotiques, notamment sous privation en acideséasn|618]. p21 régule positivement
'expression de protéines d’adhésion et de progéingacellulaires. A l'inverse, p21 régule
négativement I'expression de protéines dont lastraption est stimulée par E2F1 : DHFR et
thymidylate synthase (réparation de 'ADN) et caitImad2 (mitose) [563,618]. Ces travaux
suggerent que p21 interagirait avec E2F1 pour mégri'induction de génes impliqués dans
la prolifération cellulaire. En paralléle, il a é@émontré que la prohibitine 1 (PHB1), dont
PHB2 est tres proche, se lie a E2F1 [766] par sonaithe C-terminal « coiled coil » [770]
pour réprimer son activité transcriptionnelle. €eittiteraction implique également Rb ou
RNF2 (« RING finger protein 2 »). Le complexe PHBIF2 régule I'activité d’E2F1 par 2
voies de signalisation, I'une directe par la liaiste PHB1 et I'autre passant par la CKI pl16
[767]. Parallelement, Leet al. a montré que PHB2 interagissait avec RNF2 pouimép la
transcription des génes par CP2c comme celui gehbaglobuline [764].

Dans ce travail, les coimmunoprécipitations réalkséntre p21 et PHB2 laissent a
penser qu’'un autre partenaire participerait a ceptexe. Or PHB1 et PHB2 peuvent
s’assembler pour former des hétérodimeres [745,711¢xistence d'un complexe
PHB1/PHB2/p21 serait donc possible et ce complexairrpit moduler [lactivité
transcriptionnelle de facteurs de transcriptioneesels a la prolifération tumorale comme
E2F1. Cependant la surexpression de PHB2 n’incastge changement de I'expression des
cyclines (données non présentées). Cette hypothest néanmoins pas a exclure; le
complexe pourrait moduler I'activité d’un autre tiewar de transcription ou la transcription de
genes induite par E2F1 qui n'ont pas été testés.

PHB2 se lie a p21 par son domaine PHB et une pdutadomaine C-terminal « coiled-
coil », précisément au niveau des acides aminés2@. Ce domaine est également impliqué
dans l'interaction de PHB2 avec le récepteur auxoganes alpha (&R, qui interagit au
niveau des aa 175 a 198 [671]. Le domaine d'intEnacgue nous avons défini ici est

probablement en réalité plus restreint. PHB2 estledgent nommé REA parce que les
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premiers travaux sur cette protéine I'ont idenéif@gamme un répresseur des cestrogenes et de
I'activité transcriptionnelle d’'ER [678].

Les récepteurs aux cestrogenes sont des factetrandeription dépendants de leurs
ligands qui régulent la croissance, la difféeremdratet le maintien de diverses fonctions
cellulaires. En présence d'cestradiol et dd=RHB2 est transloqué de la mitochondrie vers le
noyau ou il inhibe I'expression des genes dépesddifiRy [675]. Ces mémes genes peuvent
étre modulés de facon similaire par c-myc. C-myt feEsquemment surexprimé dans les
lignées cellulaires cancéreuses, dont celle du eeidu colon, et est impliqué dans la
progression tumorale. Dans les cellules tumoraleseth positives a ER la surexpression de
c-myc inhibe la transcription de p21, menant a stidulation de la prolifération tumorale
[578]. Parallelement, le facteur de croissance #ridial vasculaire (VEGF) est un géne cible
des récepteurg et aux cestrogenes dans les cellules tumorales dy&&2h et surtout un
régulateur clé de I'angiogenese, et par conségieefd prolifération et de la survie tumorale.
Dadianiet al.conclue que c-myc est régulé positivement paodegogéenes et qu'il existe une
coopération entre ERet c-myc dans la régulation du VEGF par les ceétreg. C-myc
simulerait la régulation cestrogénique de I'angi@gen[773]. De plus, le récepteur &EReut
induire la transcription de-mycen réponse aux oestrogénes mais surtout s’il régtiepas
avec TIP30, corégulateur transcriptionnel ayantastwité de suppresseur de tumeur [774].

Dans cette étude nous avons mis en évidence uneutiom de I'expression de
'oncogene c-myc suite a la surexpression de PHBZs précisément, cette diminution n’est
pas due a une régulation transcriptionnelle (domnéen présentées) et se traduit par
'apparition d’'une forme plus courte d’environ 50& Perssoret al. a mis en évidence 2
protéines précipitées avec des anticorps dirigégreoc-myc : l'une présente une masse
moléculaire de 65 kDa, est nucléaire et se liABN, et 'autre de masse moléculaire de 49
kDa est exclusivement cytosolique. Les auteurs idéduque cette seconde forme serait une
protéine associée a c-myc [775]. A notre connassaaucune étude ultérieure n'a confirmé
cette hypothése ; I'existence d’'un lien entre qesaux et I'apparition d’'une protéine de
50kDa apres surexpression de PHB2 pourrait étresagee. Quoi qu’il en soit, la
surexpression de PHB2 induit une diminution deolanke nucléaire de c-myc (65kDa) : il est
envisageable que PHB2 interagirait avecaoEpbur inhiber la transcription de c-myc et
stopper la prolifération cellulaire. La participati de p21 a cette inhibition devrait étre
envisagée : p21 coopére avec CBP pour régulerfepémnent la transcription des genes
cibles d’ERx en réponse aux cestrogenes [560]. Il est possitdd’activité transcriptionnelle

de ERx sur le gene c-myc soit modulée négativement pacolmplexe p21/PHB2 afin
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d’inhiber la prolifération cellulaire. Dans ce cds,domaine de liaison de PHB2 sur p21

exclurait les acides aminés impligués dans l'intkoa avec ER.

PHB2 se lierait a p21 pouvant mener a la dégradatiode celui-ci par le protéasome.

Lors de la surexpression concomitante des 2 pedgie taux de p21 est inférieur a
celui observé apres surexpression de p21 seulecftégtn’a pas été observé dans le cas de
PHB2, indiquant que la diminution du taux de p2ksh’'pas du a lefficacité de la
transfection. L’étude de I'expression génique dé pRite a la surexpression de PHB2 ne
montre pas d’'influence de PHB2 sur la productiomp®#. Nous avons donc voulu vérifier si
la surexpression de PHB2 avait une incidence suptession de p21 en bloquant I'activité
du protéasome. Il s’avere que l'augmentation dux tde p2l1 suite a linhibition du
protéasome est supérieure lorsque PHB2 et p2lssostprimeés par rapport a 'augmentation
obtenue apres surexpression de p21 uniguemenaultait donc un lien entre la surexpression
de PHB2 et la dégradation de p21 par le protéasome.

La dégradation de p21 par le protéasome est unmséoa dépendant et indépendant
des complexes ubiquitines. Les conditions intrata@lles et stimuli environnementaux
nécessaires a l'induction de la dégradation de gtiddulent diverses voies de signalisation.
En conditions physiologiques, la dégradation de p@lubiquitination est dépendante de p53
et de 3 complexes ubiquitines ligases impliqués ahas conditions trés définies. Hormis ces
conditions, la dégradation de p21 est indépendi#sgaibiquitines ; p21 interagit alors avec la
sous-unité C8 de la sous-unité 20S du protéasome [581]. Laoimide p21 avec une cdk
favorise la dégradation de p21 [776], alors queytdine D1 entre en compétition avecd&
interfere avec la dégradation de p21 [777]. Eniqdrer, le complexe cycline E/cdk2
phosphoryle p21 sur S130 ce qui induit son ubigaiton [584]. p21 lié aux complexes
cycline A/cdk2 ou cycline E/cdk2 interagit avec 3kmenant a sa dégradation [581]. La
dégradation de p21 au cours du cycle cellulairdiqup des protéines spécifiques de chaque
phase, dont Skp2 qui permet le passage de la @thsda phase S. Deux variants d’épissage
de Skp2 existent, A et B, qui ont des substratemihts. Par exemple, seul A interagit avec
p27. Skp2 interagit avec p27 et p21 mais dansdedeap2l, la littérature ne mentionne pas
quel variant est impliqué. PHB2 interagit avec SkpQui est frequemment surexprimé dans
les cancers, ce qui I'inhibe et donc participe anladulation de I'activité des cestrogenes et
donc a la tumorogenése [758]. L'existence d’'un &etre le complexe p21/PHB2, Skp2 et le

systeme du protéasome pourrait éventuellemenegétrisagée.

242



La dégradation de p21 est également un mécanismegmnse en conditions
pathologiques. De faibles doses de ROS ou d'irtiatigpar UV induisent la dégradation de
p21via une voie dépendante des ubiquitines, de I'expactéaire de la protéine et de Skp2
[556,778]. La stimulation par les UV induit I'actitton de la sérine/thréonine kinase G8K3
inhibée par Akt, qui phosphoryle p21 sur la séritp4, menant a une dégradation
indépendante des ubiquitines. Lors du catabolisrasalbde p21, GSKB phosphoryle
€également p21, mais sur la thréonine 57 [779]. Aatraire, la demi-vie de p21 est
augmentée par inhibition de GSKPar Akt sous stimulation par le sérum [780].

D’aprés ces données, la formation du complexe pfBZPpourrait étre impliquée
dans la dégradation de p21 par le protéasome ti8ilegpothése est avérée, un nouveau role
de PHB2 et un nouveau systéeme de régulation despiient mis en évidence. Les études
ultérieures nous permettront de confirmer cetteothyse et de définir les mécanismes
menant a la dégradation de p2l suite a la suresipresle PHB2, et notamment si les
ubiquitines et Skp2 sont impliquées. Par la suég,conséquences sur les fonctions de p21
devraient étre examinées. En effet, l'interactiatree p21 et PHB2 pourrait peut-étre induire

une dissociation de ces protéines du facteur dedrgption qu’elles moduleraient.

p21/PHB2 jouerait un réle dans l'induction de I'apgtose et/ou de la différentiation

p21 étant un puissant inhibiteur du cycle cellelagt PHB2 se fixant au niveau d’un
domaine de liaison aux cycline/cdk, nous avons €mmypothése que la liaison de PHB2 avec
p21 jouait un réle dans la régulation de la prodiféon cellulaire. Les cellules HEK293 ont
été transfectées afin de surexprimer transitoirer®&fB2 et/ou p21 pour analyser I'activité
des protéines sur la prolifération cellulaire.’#v&re que la surexpression de PHB2 pendant
moins de 48h est tres probablement suffisante puluire un net recul de la croissance
cellulaire potentialisée par la surexpression coritante de p21. A l'instar de PHB1 [781],
PHB2 pourrait étre un suppresseur de tumeur dangdfiules cancéreuses colorectales.
L’étude que nous avons réalisée dans les cellu#$293 montre que les 2 protéines auraient
une activité antiproliférative, mais I'implicatiaiu complexe p21/PHB2 dans ce phénomene
n‘est pas confirmée. De plus, bien que nous ayomstnd que PHB2 stopperait la
prolifération cellulaire, le processus menant ar&a de la prolifération qui est en jeu
(apoptose, sénescence, différentiation...) n'a pasdéfini. Les fonctions de p21 ne se
limitent pas a I'inhibition du cycle cellulaire 2f est un régulateur clé capable de « diriger »

la cellule vers d’autres processus [110,518], notant vers l'apoptose [110,568] et la
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différentiation [633]. De ce fait, 'hypothese d'arét de la prolifération par le complexe
p21/PHB2 menant a I'apoptose ou a la différentiatievrait étre envisagée. L'implication du
complexe semble possible lors de I'apoptose cononsede la différentiation cellulaire.

Les fonctions de p21 dans I'apoptose sont encotggires, bien que son implication
soit avérée [110]. La capsaicine, inducteur deolfapse [782-786], potentialise la voie de
signalisation de p53, induisant I'expression de @21Bax [787,788]. Parallélement, la
capsaicine interagit avec PHB2 et la relocalistadritochondrie vers le noyau aboutissant a
une apoptose [676]. Cet effet est également obs#amé les cellules HelLa déficientes en
PHB2 ou apparait une apoptose dépendante des essj@ka régulation négative de Hax-1
et la fragmentation mitochondriale [675]. Il poutraonc y avoir un lien entre la
relocalisation de PHB2 hors de la mitochondrie, saraction avec p21 et I'induction de
'apoptose dépendante des caspases, particulietesnan traitement par la capsaicine. De
plus, linhibition de I'expression de c-myc obsesvpourrait participer a l'induction de la

mort cellulaire.

D’aprés l'analyse de la littérature, p21/PHB2 paiirragir sur le processus de
différentiation, notamment par le biais d’Akt. Seinal. a mis en évidence la liaison de PHB2
et d’Akt [743] ; le domaine d'interaction de PHB2a(120-232) est également compris dans le
domaine d’interaction avec p2l défini dans nosawav Akt est une famille de protéines
kinase qui régulent la survie et le métabolismédulz@te notamment par régulation de la
progression du cycle cellulaire. Deux isoformesid’Axistent, Aktl et Akt2. Seule Aktl est
essentielle a la prolifération cellulaire, tandisAkt2 favorise la sortie du cycle cellulaire et
est impliquée dans la différentiation des cellulessculaires squelettiques [521]. Dans les
myoblastes différenciés, I'absence d’Akt2 empéchs imyoblastes de sortir du cycle
cellulaire, et a I'inverse la surexpression d’Aktdppe le cycle cellulaire a la transition entre
les phases M et G1 et induit une augmentation alxi d@ p21 nucléaire. Akt2, et non Aktl,
est capable d’interagir avec PHB2 et p21. PHB2yoet PHB1, se lie a la partie C-terminale
d’Akt2 au niveau des aa 413 a 480 et inhibe laédsffitiation musculairgia I'inhibition
d’Akt2. En effet, Akt2 est nécessaire a I'activité facteur de transcription MyoD, et donc a
la transcription de lamyogénine[521,743]. De méme, Akt2, et non Aktl, interagit
spécifiguement avec p21 pour stopper la progressiiorycle cellulaire [521]. En fait, Akt est
hyperactivé dans de nombreuses tumeurs et régale\t& et/ou la prolifération tumorale en

partie par phosphorylation de p21, induisant labibsation de la protéine [587]. Akt
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constitutivement activé stimule I'expression de p21a différentiation myogénique ; c’est un
intermédiaire et p21 un effecteur critique de l&ewe survie des myoblastes ; ils sont actifs
durant les phases précoces de la différentiati6][7

Nous pouvons donc envisager I'’hypothese d'une mapbn du complexe p21/PHB2
dans la différentiation cellulaire. En effet, p2tteragit avec Akt2, menant a l'arrét de la
prolifération, et régule spécifiquement la transtioin des génes cibles d’'lzFen réponse aux
cestrogenes, induisant des phénomenes spécifiqueta ddifférentiation des cellules
mammaires [560]. p21 peut donc étre défini commecamctivateur transcriptionnel de la
différentiation cellulaire, fonction pouvant égalem étre attribuée a PHB2. Les protéines
p21, PHB2 et Akt2 pourraient éventuellement s’asdenpour stopper le cycle cellulaire et
éviter que la cellule entre dans un processusftigahtiation.

Cependant, I'implication de l'inhibition de I'exgsion de c-myc dans ce processus
semble peu évidente. Certes c-myc serait impliqués de contrble de la taille de la cellule et
dans la différentiation musculaire, mais contragam aux myoblastes normaux, les
myoblastes exprimant c-myc sont incapables de fordes myotubes et montrent une
expression réduite des facteurs de différentialityoD, myogénine et Myf5 [790,791]. C-
myc serait alors un inhibiteur de la différentiaticellulaire, ce qui semble en contradiction

avec I'hypothése d’une inhibition de la différetita par PHB2.

245



VI. Conclusion.

Ce travail a permis de mettre en évidence lint@vacentre p21 et PHB2, trés
probablement nucléaire, et d’émettre de nombrehgpsthéses quant au réle du complexe
p21/PHB2. Nous proposons le modele suivant : FadgBon entre p21 et PHB2 induit la
modulation de l'activité de facteurs de transcadpfi soit par fixation du complexe a ces
derniers, soit par dégradation de p2l; ce compleadiciperait a linhibition de la
prolifération cellulaire et a la régulation de lggose et/ou de la différentiation.

Les études ultérieures devraient étre axées dangramier temps sur I'hypothése
d’'une modulation de facteurs de transcription conlmeécepteur aux cestrogenes alpha
(ERa) par le complexe p21/PHB2. Pour ce faire, I'udéitien d’'un modele tumoral issu de
tissu mammaire serait plus adéquate. Dans un seongs, la présence d'un troisieme
partenaire serait a veérifier et ce dernier devésie identifie. Parallélement, le processus
inhérent a l'inhibition de la prolifération cellute du a PHB2, apoptose, différentiation ou
autre, devrait étre élucidé. Chez le tabac, Ahral. a montré que la surexpression des
prohibitines augmentait la production de ROS deal®0 fois et induisait une sénescence
précoce des feuilles [792]. Il serait intéressanteabter I'implication du complexe p21/PHB2
dans une réponse aux stress oxydatifs, et notammeewdir si un lien avec les localisations
mitochondriales des 2 protéines existerait.

p21 et PHB2 sont impliquées dans de nombreux psasesommuns : contrdle de la
croissance cellulaire, apoptose, différentiatiodfnescence et interaction entre I'héte et les
virus. Il semble probable que le complexe p2l/PH®2 induit par différents stimuli
environnementaux et possede plusieurs activitésleHau des interactions protéine-protéine
et les variations de sa localisation subcelluldeesomplexe p21/PHB2 pourrait étre un pivot

de la réponse cellulaire aux stress biotiquesietigbes.
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DISCUSSION GENERALE.
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La collaboration entre deux équipes de recherchElhiversité d’Angers, dont les
thématiques de recherche portent pour l'une suelmination deMedicago truncatulaet
pour l'autre sur les mécanismes moléculaires dardéfération tumorale, a abouti a la mise
en place d'une nouvelle technique au sein du laboea permettant d’améliorer les
connaissances fonctionnelles de protéines d’'intdréttravail présenté ici, issu de cette
collaboration, est axé sur lutilisation du doubtgbride bactérien dans I'étude des
interactions protéine-protéine.

Initialement, I'objectif de ce travail était de @er des informations sur les fonctions
de 2 protéines impliquées dans la tumorogeneseep&ITAT3, et d’une nouvelle protéine
mise en évidence dans la régulation de la germoimatie la Iégumineusdledicago
truncatula nommée MtSAP1. Pour ce faire, nous avons étuhéirteractions protéine-
protéine de chacune de ces protéines d’'intérétigainle hybride bactérien. La mise en place
du double hybride en systéme bactérien au sein atbordtoire d’accueil Physiologie
Moléculaire des Semences a permis de découvrirodeeties interactions impliquant p21,
STAT3 et MtSAP1 dans différents processus celletair

Le double hybride bactérien est une technique eamlthnalyse simultanée des
interactions protéiniques mise au point chez laidepar Fields et Song et adaptée chez la
bactérie par Joung et al. [53,54]. La protéine tdli@é recombinante est exprimée
conjointement avec une protéine cible recombinatite&teraction entre ces 2 protéines active
la transcription du géne rapporteur ce qui perraatrbissance de la bactérie sur un milieu
spécifique. La séquence codant la protéine cililesetée et identifiée par bioinformatique.
Le terme cible peut désigner I'ensemble des pregiiiune cellule : dans ce cas la production
recombinante des protéines cibles est issue danktraction d'une banque d’ADNc dans une
condition donnée ; c’est ce cas que nous avonsicti@tudier. Cette technique présente de
nombreux avantages : la bactérie est un organisnm@esa cultiver, facilement manipulable,
peu onéreux et dont la croissance est rapide. ublddybride en bactérie est notamment un
systeme d’étude plus rapide que le phage displajustefficace que le double hybride de la
levure. De plus, le clonage des séquences codanpri@éines recombinantes dans les
plasmides d’expression procaryotiques est simpkmabser et la sélection des clones positifs
est rapide. Chez la levure, beaucoup de protéjmast aecombinantes sont capables d’activer
la transcription du géne rapporteur en I'absencaelinteraction avec une protéine cible, ou
d’induire une toxicité pour la levure, risque tfaghle chez la bactérie. L’activation du gene
rapporteur non spécifiqgue peut également survggsainteraction entre une des protéines

recombinantes et une protéine endogene de I'haietr@rement a la levure, la bactérie ne
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possede que tres peu d'orthologues aux protéiresrganismes d’étude que sont 'lHomme
et Medicago truncatula ainsi le nombre de faux positifs est bien irdari dans le double
hybride bactérien et le panel de protéine appbsalies est de ce fait bien supérieur.

Toutefois, il présente 2 inconvénients majeursprizduction des protéines n’est pas
toujours conforme a celle observée dans I'organisitial et la localisation subcellulaire des
protéines n’est pas forcément respectée, ce quimedifier les interactions entre protéines.
Aprés synthése par les ribosomes, la protéine iegéd vers les organites cellulaires afin
d’étre correctement conformée. Outre la mise eoepthes structures secondaires et tertiaires,
les protéines subissent des modifications postittamhnelles comme les glycosylations ou
I'ajout de chaines lipidiques, aboutissant a ladpotion d’'une protéine fonctionnelle. Or les
glycosylations sont fonction de chaque protéinesom pas du méme type chez la levure et
chez les eucaryotes supérieurs et sont méme iaetast chez la bactérie. La synthése en
systeme bactérien peut mener a une protéine médroo@e et/ou non fonctionnelle. En outre,
la localisation subcellulaire joue un réle impottdans la mise en place des interactions et la
bactérie est un organisme procaryote : I'adressaquifié des protéines recombinantes peut
induire des interactions chimeériques.

Les interactions protéine-protéine sont tres fréguent régulées par les états
d’activation des protéines impliquées, en majatééerminés par I'état de phosphorylation de
résidus spécifigues de la protéine, comme c'estale pour STAT3, qui est activé par
phosphorylation sur la tyrosine 705 et la sérin&. A2activation des protéines se fait en
réponse a des stimuli intracellulaires ou extratailes et ne peut étre reproduite par la
bactérie. En conséquence, les protéines recomemanbduites peuvent ne pas étre dans un
état d’activation propice, ce qui limite le nomhite partenaires d’interaction identifiables.
Néanmoins, des interactions peuvent persister absdénce d'activation des protéines,
notamment lors d’études en systéme hétérologuén odtro. Dans le cas de STATS3, la
phosphorylation sur la tyrosine 705 induit une disaion de la protéine, mais n’est pas
responsable de linteraction entre les domainds,exl est uniquement le déclencheur. Les
interactions se font entre motifs ou entre domaigeécifiques ; beaucoup de protéines
appartiennent a des familles structurellement et possedent des domaines homologues
ou consensus, méme si leurs fonctions sont éloggh@eprésence seule d’'un motif spécifique
peut induire une interaction, sans pour autantligu&e réalise dans I'organisme initial. Les
modifications conformationnelles des protéinesiaijog la présence de domaines consensus

peuvent créer des interactions chimériques faussasitles résultats du double hybride.
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Le double hybride en bactérie n’est donc pas uneghadé permettant d’obtenir une
liste fiable et exhaustive de tous les partenaliiggeraction d’'une protéine. Néanmoins, elle
permet d’obtenir une liste conséquente de candpiatntiels a l'interaction avec la protéine
d’'intérét. Comme pour toute techniqirevitro, les interactions mises en évidence dans ce
systeme doivent étre vérifiées par des expérieincéso. L'étude de la littérature traitant des
protéines d'intérét et cibles permet d’affiner istd des candidats. Par contre, le double
hybride met uniquement en évidence des interactitirestes, ce qui n'est pas le cas des
coimmunoprécipitations par exemple. Le double dgest donc un bon outil d’analyse des
interactions protéine-protéine, essentiellement rmemapproche sans a priori. Il est
régulierement utilisé dans la littérature pour meeéin évidence de nouvelles interactions afin
de connaitre ou d’'approfondir les connaissancedesufonctions de la protéine d'intérét.
Néanmoins, le double hybride est souvent utilistwroe point de départ: aprés mise en
evidence de l'interaction, les auteurs confirméistence du complexa vivo puis étudient

les fonctions ou les conséquences cellulaires fe@ation du complexe.

Dans ce travail nous avons réalisé 3 doubles hgbrizactériens pour 3 protéines
appat, p21, STAT3-Cter (domaine de transactivatierla protéine STAT3) et MtSAP1, a
partir de 2 banques d’ADNCc, l'une d’origine humaiek l'autre issue de la légumineuse
Medicago truncatula

Le geneMtSAP1la été mis en évidence lors de I'analyse d’'une barsgustractive et
suppressive avant et aprés la germinatioMddicago truncatuld108].: il est exprimé durant
la maturation, son taux est maximal dans la gre@guohe et cette expression s’éteint durant les
premiers stades de la germination. Nous avons dopposé que MtSAP1 est une protéine
régulée négativement lors de la germination. L'étfmhctionnelle du gene que nous avons
réalisé dans un premier temps montre une sen@ibiéMtSAP1a divers stress abiotiques,
notamment lors d’'un traitement avec une hormonegamininative, I'acide abscissique, ou
lors d’'un stress hypoxique. Sous ces conditioresxpfession de la protéine est induite,
suggérant I'implication de MtSAP1 dans ces procesBe plus, I'analyse bioinformatique de
MtSAP1 montre qu’elle appartient a la famille de®t@ines associées au stress SAP.
Cependant son rble reste indéterminé, c’est pounmjoos avons réalisé une étude de ses

interactions par double hybride.
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Les protéines p21 et STAT3 ont été largement édgditant au niveau structurel que
fonctionnel. Elles sont fortement impliquées daes processus tumoraux chez 'Homme :
p21 agit comme un suppresseur de tumeur, au canttaiSTAT3, facteur de transcription a
activité oncogénique. Le domaine C-terminal de S3Adst phosphorylé pour induire
I'activité transcriptionnelle oncogénique de STATRrsqu’il est constitutivement activé,
STAT3 permet I'échappement de la cellule a tous pescessus pouvant réguler la
prolifération et permet laltération de I'envirorment extracellulaire afin de favoriser
linvasion métastatique. La protéine p21 est unibidur de la progression tumorale par
blocage du cycle cellulaire et de la synthese d’ADMNis p21 est également impliqué dans
les autres réponses cellulaires. Ces 2 protéireseptent un fort intérét dans la mise en place
de stratégies thérapeutiques : p21 est un pivdd d&ponse antiproliférative car elle agit sur
la prolifération mais également sur la différentiat le vieillissement et la mort cellulaire
[110], alors que STAT3 favorise la prolifération l@hvasion tumorale en stimulant la
synthése de protéines effectrices [111]. Chez lesitgs, ces protéines possedent des
orthologues assez éloignés au niveau de leur séguernmaire, bien que les fonctions
essentielles soient apparemment conservées. Nauns ahoisi d’étudier les interactions de
ces protéines par double hybride afin d’approfofedirconnaissances sur leurs fonctions.

L’expression du genBltSAP1étant maximale dans la graine séche, nous avanisi ch
de construire une banque d’ADNc issue des trassdé la graine seche ddedicago
truncatula pour réaliser ce double hybride. La banque d’ADNenhine que nous avons
utilisé est issue des transcrits d’'une lignée thel tumorale colorectale humaine, la lignée
LS180. Ces cellules ont été traitées avec un itthibide la topoisomérase |, le SN38,
métabolite de I'irinotécan qui est utilisé danstleérapies anticancéreuses. Le traitement avec
du SN38 a permis d’augmenter considérablementube da p21 exprimé dans la cellule sans
modifier le taux ou l'activation de STAT3. Quelqgaeit la banque, nous avons choisi ces
conditions (graine séche et lignée colorectaléériafin d’obtenir la probabilité d’avoir un
maximum de partenaires d’interaction la plus élepéssible. Le réseau des interactions
protéine-protéine est dynamique et représentatii distant donné. Contrairement au génome
qui est stable, le protéome est en évolution cotestat de fait les interactions se modifient en
fonction des stimuli, de la présence des protéirmes,leur état d’activation, de leur
localisation...L’étude des interactions protéine-pinoé ne peut donc aboutir a la constitution
d’'une carte de toutes les interactions protéigquesantes. De plus, de meilleurs résultats sont
obtenus lorsque le crible est plus spécifique. drédsles sur des voies spécifiques ou sur des

facteurs de maladies donnent des résultats pluausikifs, couvrant toutes les facettes du
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systeme étudié, contrairement aux cribles globd&our étre représentative des transcrits
produits dans les cellules, la banque doit contanirminimum 1 million de clones et la
longueur des séquences clonées dans le plasmildedoli étre suffisamment importante.
L'utilisation de trop petits fragments augmenteplababilité de faux-positifs. En effet, un
fragment d’ADNc codant uniquement un domaine ou pexgie de protéine peut induire une
interaction aspécifique, due a la présence de ségaeconsensus par exemple. D’autre part,
la séquence peut étre insuffisante pour identiferpartenaire d’interaction lors de la
comparaison des séquences cibles avec les basksmaées. Les banques d’ADNc humaine
et deMedicago truncatulacomportent respectivement 9 millions et 5 milliafes clones, et
nous avons retenu les fragments d’ADNc dont ldetagist au minimum de 400pb. Les
fragments les plus longs présentent entre 2 O00BO&O pb : les protéines codées par ces
ADNCc ont donc une masse moléculaire comprise etiret 112kDa, ce qui correspond a la
majorité des protéines exprimées dans une cellipres les criteres de qualité du double
hybride, les banques sont donc trés représentade®protéines exprimées dans les cellules
des organismes choisis.

Apres analyse des résultats, nous avons compat&nseparametres et observés
plusieurs similitudes. Dans tous les cas, le pouagge de faux positifs obtenus est de I'ordre
de 30%, la majorité des séquences obtenues sditd&mgine génomique soit codent des
protéines ribosomales et enfin parmi les partesairee forte propension est localisée dans le
cytoplasme. La proportion de faux-positifs obtencesespond a celle obtenue dans ce type
d’étude. Le nombre de séquences génomiques obtestissrprenant : ceci pourrait étre du a
une contamination de séquences génomiques lora perification des ARNm qui, clonées
dans le plasmide pTRG en aval de la séquence:B&IApol, peuvent étre traduit en protéine
chimérique. Au contraire, la présence de nombreussEgiences codant des protéines
ribosomales est cohérente : lors de leur syntHeseprotéines interagissent avec certaines
protéines ribosomales. Bien que quelques protéiimsomales soient impliquées dans
d’autres processus, et notamment dans le canc@t, [BOus avons choisi d’ignorer pour le
moment ces partenaires potentiels ; les protéibesamales retrouvées sont identiques dans
les 3 double-hybride, ce qui renforce I'idée d’unkeraction aspécifique des protéines appat
avec ces cibles. Enfin, la présence de nombreus#Sines cytoplasmiques s’explique par la
plus forte proportion de protéines localisées dansytoplasme par rapport aux protéines
nucléaires. De plus, chaque protéine d’intérét pénatlocalisée dans le cytoplasme. Bien que
le nombre de clones positifs obtenus soit tre®dfit entre les 3 doubles hybrides (environ
200 pour STAT3-Cter, 100 pour p21 et 50 pour MtSARSs proportions de faux positifs, de
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séquences genomiques et de protéines ribosomalesdsatiques. Certaines protéines sont
représentées plusieurs fois dans un méme criblemiele de BET1L dans le crible de
STAT3-Cter, dont la méme séquence est retrouvéfish suggérant une redondance de
nombreuses séquences.

Parmi les partenaires d’interaction potentiels, nawons remarqué la présence de
partenaires connus. Le crible de MtSAP1 met eneivid 'homodimérisation de MtSAP1,
puisque l'une des cibles est la protéine appatre@iene. Or, les protéines SAP sont capables
de former des homodiméres [242]. Dans le cas deduitit beaucoup de partenaires sont déja
connus, nous avons retrouve la séquence codartdkde p21 interagit avec les complexes
cycline/cdk, et notamment avec le complexe cycimedk4 présent au cours de la phase G1
du cycle cellulaire [530]. p21 est surexprimé Idistraitement avec du SN38, qui induit un
blocage des cellules a la transition entre la plaket la phase S, et inhibe la progression du
cycle cellulairevia son interaction avec les complexes cycline/cdkfdiede retrouver des
partenaires connus parmi les résultats du cribimeede valider la méthode appliquée a ces
protéines appats. Dans le cas de STAT3-Cter, adesnpartenaires potentiels n’est décrit
dans la littérature comme étant en complexe avéclSTToutefois, le manque de partenaires
connus parmi les résultats ne conteste pas laitéalitt la méthode appliquée a STATS3.
D’une part nous n’avons utilisé que la partie Grieale de STAT3 pour le crible, éliminant
toutes les interactions impliquant d’autres domsiEautre part dans les 3 doubles hybrides,
la banque n'a pas été totalement criblée, compte e I'importance de la taille des
banques et du temps imparti pour réaliser ce travai

Certains partenaires potentiels ont été mis eneéciel dans les 3 doubles hybrides :
GAPDH, EF1A1 et PPIA ainsi qu'une protéine de lanifee des glutathion-S-transférases
(GST25 ou GSTP1). Ces protéines présentent detidoadifférentes et interagiraient avec
les protéines appat, dont les fonctions divergassiall est donc possible que ces interactions
soient dues a des séquences consensus ou a dagregruridimensionnelles particulieres ;
dans ce cas, ces protéines pourraient étre rewsupérmi les partenaires potentiels de
nombreux double hybride. L’hypothese d’'une activatdes genes rapporteurs uniquement
due a I'expression de ces protéines pourrait étvesagée. Les protéines GAPDH, EF1A1,
GSTP et PPIA possedent des orthologues trés sieslaheZ. coli, respectivement nommés
GAPDH, sous-unité 1 de la sulfate adénylyltransféraGST et rotamase A. Toutes sont
impliquées dans le métabolisme de la bactérie et nmantreraient pas d’activité
transcriptionnelle ; cependant il n’est pas impadssgu’il y ait un effet de ces protéines sur la

transcription des genes rapporteurs du a la sugsgjun des protéines plus gu’aux protéines
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elles-mémes. Nous avons choisi de mettre de cGiépeetenaires potentiels, dont les
orthologues existent chez la bactérie, parce gsedemblent présenter un intérét moindre au

niveau fonctionnel.

Le crible d’'une banque d’ADNc par double hybridectéaien permet de mettre en
évidence simultanément de nombreuses interactiorec da protéine d’intérét. Ces
interactions en systeme procaryote doivent étréié&es dans I'organisme initiain vivo.
Toutefois ce type d’étude permet d’envisager rapiele® de nombreuses hypothéses quant
aux fonctions possibles des protéines.

L’une des applications les plus importantes duleniar double hybride est la mise en
exergue de fonctions inconnues par déterminatiomtestactions protéine-protéine
potentielles. Dans le cas de MtSAP1, les fonctenrd supposées : elle serait impliquée dans
la réponse a I'ABA, a la sécheresse, a I'hypoxieaetfroid. La présence de protéines
impliquées dans ces phénomenes parmi les parterdingeraction potentiels (par exemple
HSP20 et LEAS5) renforce ces premieres données. MMwaas choisi 3 candidats, MBF1,
DREB et HR, comme candidats a l'analyse des fonstisupposées de MtSAP1. Les 3
protéines sont présentes chigedicago truncatulamais elles n'ont pas été étudiées. La
recherche des orthologues a la fois chez les @attehez 'Homme a cependant permis de
relater leurs roles durant les stress abiotiquedeesupposer un lien avec MtSAP1. MBF1
participe a la réponse aux stress oxydatifs, thepres et a 'ABA [240,243], DREB a la
réponse aux stress thermiques et hydriques [22Rea la réponse aux stress oxydatifs
[232]. MtSAP1 appartient a la famille des protéin88P, cofacteurs transcriptionnels
nucléaires. La mise en évidence des interactiotie 8&tSAP1 et DREB ou HR, 2 facteurs de
transcription, renforce I'hypothése d’une activiténscriptionnelle. Parallelement, MtSAP1
serait également cytoplasmique et son interactiea &BF1 pourrait définir un role pivot de

MtSAP1 dans la signalisation intracellulaire enamége aux stress.

Les banques d’ADNc ont été réalisées a partir seus ou de lignées dans lesquels
'expression de la protéine d’'intérét est maximale.ce fait, il est probable qu’un maximum

de partenaires d’interaction soit présent. Cependas interactions potentielles détectées
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n’'ont pas toujours lieu dans ce tissu ou dans @ettelition précise, bien que ce soit le cas
pour la majorité. Ceci représente a la fois un tagamet un inconvénient du double hybride :
les interactions mises en évidence ne permettentipaconstruire une carte des interactions
ayant lieu a un temps donné mais permettent deoseppexistence d’interactions et donc de

nouvelles fonctions ou de nouvelles régulationsliopant la protéine d’'intérét. Bien que les

fonctions de STATS3 et p21 aient été tres largenétudiées, il reste quelques interrogations
concernant certains aspects de leur fonctionnent@gite étude a permis d’envisager de
nouveaux aspects de p21 et de la partie C-termileaf&TAT3.

Le double hybride de p21 a permis de mettre eneéciel de nouvelles interactions
protéine-protéine agissant dans les processus &umdte choix des candidats a été discuté
préecédemment) mais il a également permis d’ouwinauvelles perspectives sur les roles de
p21 dans d'autres processus : infection virale.esgénce et différentiation. Ainsi, p21
interagirait avec CD81, PPIA et SUPT4H. La synthdeep21 est inhibée par le virus de
I'hépatite C au niveau post-transcriptionnel [656],p21 interagirait avec CD81, récepteur
membranaire pour ce méme virus [700]. PPIA et SUWP3dnt nécessaires a la réplication du
virus HIV-1. D’apres les études sur p2l1 dans lelules infectées par le HIV-1, les
interactions entre PPIA et p21, et entre SUPT4H24t pourraient éventuellement permettre
au virus de détourner la machinerie du cycle caillela son avantage [703,705]. Nous avons
retrouvé une région génomique particuliére parmirksultats : WBSCR1. Cette région est
celle ou s’integre le virus de I'hépatite B, menanine carcinogenese hépatique. L'existence
d'une interaction entre cette région et p2l espremante ; il pourrait étre intéressant
d’étudier cette interactiom vivo, en particulier de montrer si cette interactioh des type
protéine-ADN ou protéine-protéine et si elle esplioquée dans le cancer hépatique induit par
I'hépatite B.

Cette étude pourrait également aider a la compséterdu réle de p21 dans la
sénescence et la différentiation. p21 serait umiateur de ces phénomenes mais ne
participerait pas au maintien du phénotype cellelassocié [110]. La péroxiredoxine 2 est un
suppresseur de tumeur qui inhibe I'entrée en sénescpar inhibition de la voie ERK
[442,793], ce qui suggererait un lien entre l'mitbn de la sénescence et I'hypothétique
complexe p21/PRDX2. De méme, PHB2 et THOCS5 sontigu@s dans l'induction de la
différentiation, I'un négativement [743] et 'autp@sitivement [794], renforcant I'hypothéese
d’'une interaction avec p21l lors de la régulationl’datrée en différentiation. Parmi les
partenaires, l'annexine A2 présente de nombreuxrétsg, parce qu’elle possede de

nombreuses fonctions communes avec p21 ; lintdeét'interaction, si elle est avéréee, a
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précédemment été discuté : ANXA2 et p21 pourraagit de concert dans linitiation de la
sénescence, de la différentiation, dans I'apopt&segrolifération cellulaire et I'infection
virale.

Enfin, le double hybride de p21 a permis d’envisatexistence de complexes
d’interactions protéiniques plus importants. L'aisal de la littérature des partenaires mis en
évidence montre qu’ANXA2 interagit avec PHB1 et PHB61]. Or, comme nous l'avons
démontré, p21 interagit avec PHB2, et nous sup@ogar la présence de PHB1 au sein du
complexe est possible. Nous pouvons proposer I'tngse de la formation d’'un complexe
ANXA2/PHB1/PHB2/p21. IL en est de méme avec la aalp : la calpaine interagit avec
cdk4, partenaire de p21. L'existence d’'un compleadpaine/cdk4/p21 est possible, mais nous
pouvons également envisager une compétition dalfaine et de p21 pour la liaison a cdk4,
compte tenu des études montrant une regulatioriiymsle la prolifération par la calpaine
[680].

L’étude de la littérature traitant des candidatdepbels peut également laisser
supposer de nouvelles fonctions de la protéine’on domaine d’intérét, se traduisant par
exemple par une variation de sa localisation. Dansas du double hybride de la partie C-
terminale de STAT3, les candidats obtenus n’onttpas une activité transcriptionnelle et la
majorité est cytoplasmique. Or, le domaine de tetgation de STAT3 serait impliqué
uniquement dans la modulation de la transcriptes génes cibles dans le noyau. Cette étude,
appuyée par la littérature, laisse entrevoir I'itfygése d’'une fonction de ce domaine dans le
cytoplasme, notammentia la mise en évidence de certains partenaires pelermomme
BTG3 et PRAS40. Le domaine de transactivation d&TS3Test activé par phosphorylation de
la sérine 727, induisant ses fonctions transcmptadlesin vivo. Cette activation n’a pas lieu
dans la bactérie. Pour autant, nous ne pouvonsi@@sminer si les interactions entre les
candidats cytoplasmiques obtenus et STAT3-Cter somdmatiquement chimériques. En
effet, les interactions se produisant entre donsailaepartie C-terminale de STAT3 peut avoir
un réle dans le cytoplasme sans avoir été phosl@®osyr la sérine 727. Cette étude, par la
mise en évidence de nombreux partenaires potentigtsplasmiques, pourrait servir de
préambule a I'étude de ce domaine dans le cytoga3iwutefois, ces interactions n'ont pas
encore été confirmées vivo. De plus, de récentes études montrent une lotahisa

mitochondriale de STAT3 [324,325] et certaines @ras retrouvées dans le double hybride
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sont également localisées dans la mitochondrie B&F CHCHD2, COX7C, DGUOK,
MTCH1, IDH3G et MGSTL1). La vérification de I'existee de ces interactions permettrait
éventuellement de confirmer le role de STAT3 dansitochondrie.

Le double hybride permettrait aussi d’approfonds relations entre les protéines et
les régulations qui en découlent. Nous avons miéuiatence la possibilité d’'une interaction
de la partie C-terminale de STAT3 avec les prow@saguestosome 1 (SQSTM1) et PRELP.
Ces 2 protéines présentent un lien avec le facteuranscription NkeB : PRELP interagit
avec NFxB et inhibe sa liaison a 'ADN, tandis que SQSTMdtivee NF«B et atténue
'expression des cytokines. STAT3 et MB-sont tous 2 impliqués dans la tumorogenese et
dans l'inflammation [335,337]. STAT3 entre en cotign avec NFkB au niveau de la
liaison & 'ADN et régule son recrutement [795,7963s interactions potentielles ou avérées
SQSTM1/ NFxB, PRELP/ NF«B, SQSTM1/STAT3 et PRELP/STAT3 permettraient
d’envisager un modeéle de régulation de l'activiee NiF«B par STAT3, ou de STAT3 par
NF-«B.

Nous avons vu que la présence de cibles communes léa doubles hybrides
pouvaient relever d’interactions non spécifiquegamment lorsque les partenaires potentiels
ont des fonctions métaboliques. De la méme mamjeéeenous ne pouvons pas affirmer que
des interactions détectées exist@nvivo, nous ne pouvons éliminer définitivement d’autres
interactions a priori, bien gqu’elles ne présentgas un intérét immeédiat. La plupart des
protéines ont de multiples fonctions et localisadioqui ne sont pas exhaustivement
répertoriées pour toutes les protéines. p21 et STét des fonctions opposeées, néanmoins
d’apres ce travail la granuline interagirait aves R protéines. Bien qu’impliquée dans la
migration et I'invasion des cellules cancéreus@8]4la granuline est une protéine sécrétée,
ce qui rend apparemment impossible son interadimmctionnelle avec p21 et STATS3.
Toutefois, elle est synthétisée sous forme de pséau ayant également une localisation
intracellulaire. La forme intracellulaire peut étmomplexée avec le facteur positif
d’élongation de la transcription P-TEFb, aboutissaria répression de la transcription du
promoteur HIV-1, mais aussi de la transcriptioncdeyc; par contre, la transcription de
PCNAnN’est pas affectée. De plus, les granulines réminfiactivation transcriptionnelle du
facteur de transcription c-myc. La granuline ingélidaire serait un répresseur spécifique de

la transcription modulant les fonctions de factalgdranscription viraux et cellulaires [797].
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La protéine c-myc est un oncogéne dont la tranonipest stimulée par STAT3 [293] et
parallelement réprimée par p21 [292]. D’apresttédature, la granuline et/ou son précurseur
stimulent la progression tumorale par activationlal@rolifération ; la granuline stimule la
synthese de la cycline D1 [798] mais réprime Raaibn transcriptionnelle de c-myc.
L’hypothése d’'une interaction entre GRN et p2l auree GRN et STAT3-Cter est
envisageable, ce qui pourrait éclairer le lieneestrs fonctions protumorales et I'inhibition de

la transcription de c-myc.

Initialement, ce projet a été mis en ceuvre afircréser les informations recueillies
sur les protéines de stress SAP et sur les moduap21 et STAT3, et ce pour appréhender
les fonctions des protéines d’intérét et leur gaesiien chez 'Homme et che¥ledicago
truncatula L'analyse des doubles hybrides nous a permiset&enen évidence une probable
implication commune de MtSAP1, de p21 et de STABBsdun processus spécifique : la
réponse au stress oxydatif. En effet, les 3 pregémtiintérét sont sensibles a ce stress et de
nombreuses cibles identifiées participent a laledgun du stress oxydatif. L’expression et les
fonctions de p21 comme de STATS3 sont sensiblestgpeede stress : p21 est impliqgué dans
la régulation du taux de ROS générés [799], protageellule contre I'hypoxie en inhibant
'induction de I'apoptose [800,801], et I'absenae STAT3 sensibilise les cellules au stress
oxydatif [802]. De méme, I'expression de MtSAP1 aggmentée sous stress hypoxique et
I'étude fonctionnelle du géne ainsi que les réssildian double hybride suggérent que MtSAP1
participerait a la perception du taux de ROS imitataires, aboutissant a une détoxification
de la cellule.

Parmi les séquences cibles analysées, des séqumuzed des protéines impliquées
dans le stress oxydatif ont été retrouvées dan8 l@subles hybrides. MtSAPL1 interagirait
avec AGP, GAPDH et HR, toutes 3 liées a la prodectle la cellule en réponse a ces stress
[217,231,232]. p21 se lierait a PGES2, COX15, CAPN&Ix sous-unités de la ferritine et
aux peroxiredoxines 1 et 2, également impliguéesisdda protection cellulaire
[439,465,680,688,697]. STAT3-Cter interagirait a@ssc des protéines protectrices : ATF4,
DDB2, ANXA1, ALDH3A1, GPX1, MGST1, SOD3, les sousités de la ferritine et les
péroxiredoxines [365,371,426,439,461,465,491]. t&s@nce de partenaires communs entre
p21 et STAT3-Cter (péroxiredoxines et ferritine)nftone l'importance du réle de ces

protéines dans la réponse au stress oxydatif. Besxpedoxines sont des protéines anti-
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tumorales activées suite a des stress, notammgdatifs. Elles régulent le potentiel redox de
la cellule et protegent les tissus en éliminanple®xydes générés par le métabolisme ; ainsi
elles régulent la concentration intracellulaire sl Leur production est générée suite a
divers stress, biotiques ou abiotiques, et fontigpaes mécanismes de défense antioxydants
des plantes. Dans les conditions physiologiquéss ehodulent la signalisation redox durant
le développement et I'adaptation des plantes a éenironnement, et protégent 'ADN de
dommages [803,804].

Le stress oxydatif est un facteur majeur de I'imihaation et les dommages liés a ce
stress sont dépendants du taux de fer, puisqu’o@sede fer induit la production de ROS tres
réactifs via la réaction de Fenton. La ferritine est une pr@éde stockage du fer
intracellulaire, et joue donc un réle central denségulation du taux ferrique intracellulaire.
La ferritine posséde des liens tres étroits aveprtdection cellulaire face aux dommages
oxydatifs. Elle est produite en phase aiglie et egpression est augmentée dans des
conditions de prolifération incontrolée, de produtt excessive de ROS et durant
linflammation et les infections [805]. Elle protmgit la cellule en séquestrant le fer dans la
cellule [806]. Bien qu’ayant les mémes fonctiongzles plantes et chez 'lHomme et étant
sensible a un taux excessif de fer, la ferritinerégulée au niveau transcriptionnel chez les
plantes, alors que sa régulation est post-trartgmmimelle chez les animaux [807]. Chez
'Homme, le suppresseur de tumeur p53 est induitilesence de fer et contrble le taux de
ROS. Leeet al démontre que la ferritine interagit avec p53 setress oxydatif, mais
également qu’elle augmente I'expression et l'at#iviranscriptionnelle de p53. De plus,
'absence de ferritine induit un retard d’inductides genes cibles de p53 en réponse aux
dommages oxydatifs [808]. STAT3 est un médiateufidammation et p21 un géne cible
de p53, et tous 2 sont impliqués dans la répongestass oxydatifs. L’hypothese d’'une

interaction avec la ferritine est donc tout a éavisageable.

Les orthologues de MtSAP1 chez 'Homme décrits dan#térature sont AWP1 et
ZNF216. La transcription déNF216est induite par les cytokines pro-inflammatoirés-&
et IL-11B, qui stimulent I'activation de STAT3 [244,297,808{ régulent NReB. STAT3
entre en compétition avec NdB au niveau de la liaison a 'ADN et régule sonrugéement.
Le TNFu stimule plusieurs voies de signalisation intradeltes, induisant la génération de
ROS et donc un stress oxydatif selon les stimutiagellulaires [810,811]. Le role de NdB
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lors d’'un stress oxydatif ou une ischémie est p&erchiné : suite a une ischémie ce facteur
de transcription est activé et transloqué dansolau. Toutefois, le type de contrdle qu'il
exerce sur la réponse au stress différerait sesrcéllules [812,813]. De plus, 'activité de
NF-kB est régulée négativement par la protéine IKK BFZ16 se lie a IKK pour inhiber
I'activation de NFkB induite par le TNE et I'IL-11 [109]. Enfin, MtSAP1 interagirait avec
HR, orthologue de HIFdl et NF«B régule la transcription de celui-ci induite parTNFo.
Lors d’'une stimulation par le TNf;- la signalisation intracellulaire peut aboutiractivation

de I'expression de p21 puis a la sénescence [84]1,8his également a une apoptose passant
par la protéolyse de p21 [810]. Ces données nausgbeent de supposer I'existence d’un lien
entre les protéines p21, SAP, HR, STAT3 etdlors d’'un stress hypoxique induit par le
TNFa. Le modele suivant proposé est totalement hypigtinétil découle des informations de
la littérature et n’a pas de preuve expérimentadestimulation par le TN& générerait des
ROS, activerait STAT3 et ZNF216. ZNF216 inhibe tiaation de NF«B en se liant a IKK,
STATS3 se lierait aux promoteurs des genes ciblegnepéchant parallelement le recrutement
de NF«B par compétition pour le promoteur. Ainsi, ZNF2&6 STAT3 participeraient a
l'inhibition de la régulation de la transcriptioe dHIF-1o par NFkxB, menant a I'expression
de HIF-1o ; HIF-1a permettrait I'établissement des systemes physiplas régulant le stress
hypoxique, notamment par sa liaison avec ZNF216alleEement, I'inhibition de NFkB
restaurerait le taux de p21 nécessaire au corddotlaux de ROS intracellulaires [799]. Bien
gue ce modéle soit totalement hypothétique, il @ouétre envisagé de le transposer chez les
plantes, ce qui permettrait de mettre en évideeg®ithologues correspondants, de confirmer
le réle de MtSAP1 dans ces processus et d’appraftexiconnaissances sur la tolérance des
plantes aux stress hypoxiques.

Enfin, il est intéressant de noter qu’une protéiégulatrice du stress oxydatif est
retrouvée dans les 3 doubles hybrides : la cycloghA (PPIA). CheaMedicago truncatula
beaucoup de séquences identifiées codent desmastidiconnues ou dont les fonctions dans
la réponse aux stress sont inconnues, et PPIAiepddie. Nous avons choisi d’écarter les
protéines redondantes entre les 3 études des eamdidune vérification de l'interaction, et
notamment la cyclophiline A. En effet, cette progest conservée dans toutes les especes et
appartient au métabolisme de la bactérie : a ptioreraction semble aspécifique. La
fonction de PPIA dans la plante a la réponse asstest inconnue, elle est définie comme
une chaperonne aidant au repliement correct ddgipes néosynthétisées. Nonobstant, les
travaux sur les orthologues de ces protéines ingempeuvent apporter quelques réponses sur

les mécanismes de réponse a I'hypoxie, notammiankeurs interactions protéiniques. La
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cyclophiline A (PPIA) chez 'Homme favorise I'inflamation, processus impliquant STATS3,
et est activée en réponse aux stress oxydatifspeop2l1 et ZNF216 [815]. De plus, chez les
plantes, la régénération la cyclophiline A faciliterégénération des péroxiredoxines [816].
Ces travaux ont permis de renforcer I'hypothese déle de la cyclophiline A au cours des
processus tumoraux mais également d’appréhend@ratebles fonctions chevledicago
truncatula Bien qu’il soit peu vraisemblable que les compeRPIA/p21, PPIA/STAT3-Cter
et PPIA/MtSAP1 existent simultanément chktedicago truncatula I'existence de ces
interactions au cours des stress oxydatifs seraiesivisager. D’'une part, la présence du
complexe PPIA/MtSAP1 orienterait les 2 protéines\aes fonctions liées au stress oxydatif,
et d’autre part, I'étude de PPIA chiledicago truncatulan réponse a ce stress pourrait peut
étre aboutir a la caractérisation des orthologees2d et de STAT3 chez ce modéle.
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Cette étude avait pour but une meilleure comprebendes fonctions des protéines
d’intérét MtSAP1, STAT3 et p21, par I'étude de eurteractions protéine-protéine. Dans ce
travail nous avons réalisé 3 doubles hybrides hac® pour mettre en évidence des
interactions entre les protéines d’intérét et desémes exprimées dans les cellules de
I'organisme concerné.

Le premier double hybride a été réalisé pour medtreévidence les fonctions de
MtSAP1 dans la graine mature, dont le role estaw&trminé. L'étude fonctionnelle du gene
gue nous avons réalisé dans un premier temps mongesensibilité ddtSAPl1a divers
stress abiotiques, notamment lors d’un traitemeeat aine hormone anti-germinative, I'acide
abscissique, ou lors d’un stress hypoxique. Sosi€@eaditions, I'expression de la protéine est
induite, suggérant I'implication de MtSAP1 dans pescessus. Dans un second temps nous
avons analysé les partenaires potentiels de MtS@#Rdnus par double hybride bactérien.
Parmi eux, 3 ont retenu notre attention au vu dastions de leurs orthologues décrites dans
la littérature : MBF, DREB et HR. Ces deux étudeasont permis d’émettre une hypothése
modélisée sur les fonctions de MtSAP1. L'expresslenMtSAP1 serait induite sous stress
abiotique, notamment oxydatif, aboutissant a saeraction avec d’'une part MBF dans le
cytoplasme afin d’'inhiber les voies de signalisatrégulée par MBF, et d’autre part avec
DREB et HR dans le noyau afin d’'induire I'expressite protéines de détoxification, les 2
systemes aboutissant a la protection de la catluidre ces stress. Des expériences ultérieures
nous permettront de confirmer ces interactiongdalisation subcellulaire et les fonctions de
MtSAP1.

Nous avons utilisé le domaine C-terminal de STAT&iaque la banque d’ADNc
humaine pour réaliser le second double hybrideépiact. Le domaine C-terminal de STAT3
étant lié a l'activité transcriptionnelle de la @ioe, nous proposons parmi les nouveaux
partenaires potentiels 3 protéines cibles commedidats a une étude approfondie
immédiate : ATF4, DDB2 et USF1. L'’interaction enttddB2 et STAT3in vivo a été
confirmée par Sandy Courapied de I'équipe de retieedu Centre Paul Papin. Ces 3
protéines sont localisées dans le noyau. ATF4 asfaateur de transcription a activité
oncogénique dont les fonctions sont similaires|e ae STAT3 : stimulation des processus
métastatiques, de I'angiogenéese et de la survie Isgpoxie. Les fonctions de d’ATF4 dans la
survie sous hypoxie et l'autophagie suggere un dél&STAT3 dans ces phénomeénes en lien
avec cette interaction. USF1 serait un facteurraestription anti-tumoral et DDB2 est une
protéine de réparation de I’ADN capable d’activapbptose. L’interaction de ces protéines

avec STAT3 semble intéressante dans la comprémedsi® mécanismes de transformation
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néoplasique. Dans un premier temps, la vérificatlenl’existence des interactios vivo
devrait étre effectuée pour pouvoir étudier pasude I'implication de ces complexes dans la
tumorogenese. De plus, la découverte de certainenadres comme BTG3 ou PRAS40
suggere l'implication du domaine C-terminal dansclgoplasme, hypothese qu’il sera
intéressant de vérifier en parallele.

Le dernier double hybride a donc été réalisé azZdcqpmme protéine d’intérét et la
banque humaine comme cible. Parmi les nombrewemares mis en évidence, certains
confirment le r6le de p21 dans l'infection viraleependant, nous proposons 4 partenaires
potentiels comme candidats a une étude ultérielaanexine A2, impliquée dans les mémes
processus que p21l, les péroxiredoxines 1 et 2,resggur de tumeur, et la prohibitine 2
(PHB2), que nous avons choisi d'étudier. L'étudéenigure des péroxiredoxines et de
'annexine A2 pourrait apporter des informationp@émentaires sur les fonctions de p21,
notamment au niveau de I'apoptose et de la sénescBrprocessus dans lesquels I'action de
p21 est mal connue. PHB2 a été retenue au vu deossibles implications dans l'arrét de la
prolifération et de la différentiation, mais égarhparce qu’elle est fortement surexprimée
dans des tumeurs colorectales de patients. Au cderse travail nous avons veérifié
I'existence de l'interaction entre p21 et PHB2vivo et nous avons déterminé les domaines
impliqués. Toutefois nous n'avons pas pu mettréwadence le réle de ce complexe dans les
mécanismes tumoraux. Le complexe p21/PHB2 pouktedt impliqué dans la régulation de
l'activité de facteurs de transcription comme |eemteur aux cestrogenes alpha, dans la
régulation de I'expression de l'oncogene c-myc etélans la dégradation de p21 par le
protéasome. Ces hypothéses devraient étre vérdi@ggemier lieu, notamment en utilisant
un modéle de cellules cancéreuses du sein, otceptedir est fortement exprimé. Par la suite,
les conséquences physiologiques de cette intenadggraient étre observées, permettant de

comprendre comment p21 engage la cellule verdfiarelntiation ou I'apoptose, par exemple.

Nous avons realisé les doubles hybrides des pegt@lintérét en ayant 2 objectifs : le
premier était d’approfondir les connaissances ssirfbnctions de chaque protéine d’intérét
dans le modele concerné, et le second était deecrlas informations obtenues afin d’établir
un lien fonctionnel entre les protéines d’'intérétcaurs des stress. L'analyse des partenaires
nous a permis de mettre en évidence une implicammmune de MtSAP1, de p21 et de

STAT3 dans un processus spécifique : la réponssrass oxydatif. Toutes les cellules sont
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sensibles a la concentration en oxygene. Notamnhemnpyolifération tumorale induit une
hypoxie percue par les cellules et impliquant STAT®21. Dans les 3 doubles hybrides, de
nombreuses protéines impliquées dans la réponisdaa®l au stress oxydatif ont été mises en
evidence (HR, péroxiredoxines, PPIA en sont quedegxemples). Parmi elles, la cyclophiline
A (PPIA) est retrouvée dans les 3 doubles hybrid®s. plus, I'étude de la littérature
concernant les protéines d’intérét, les cibleegtdrthologues de celles-ci a permis d’émettre
'hypothése d’une relation entre les activités @& ,pSTAT3 et MtSAP1 dans la cellule
humaine en condition hypoxique, notammeatla régulation de NkB. Les orthologues de
p21 et de STAT3 sont peu connus chez les plantesyersement I'orthologue de MtSAP1
mal connu chez ’'Homme. Ce travail permet donc dowe nombreuses perspectives quant
aux fonctions de ces protéines et devrait permel&rdransposer les informations sur la
régulation des stress oxydatifs recueillies dansnodéle vers le second modele. Les études
ultérieures pourront utiliser ces résultats afin aeiser les informations obtenues: la
réalisation de double hybride entre une protéinet@ét d'un organisme et la banque de
I'autre organisme pourrait étre faite pour apprdiotes mécanismes liés a ce stress et pour
déterminer les roles exacts des orthologues deep@& STAT3 chez les plantes d’'une part, et
de MtSAP1 chez 'Homme d’autre part.

Cette étude nous a permis de montrer que le dooybeide bactérien apportait
rapidement de nombreuses informations. L'étude itdsractions entre protéines peut
permettre d’envisager de nouvelles fonctions dertéaéine d’'intérét ou de la protéine cible,
d’approfondir les mécanismes moléculaires impliquéle définir simultanément des
interactions existantes dans plusieurs phénomeelslaires, de mettre en évidence des
complexes protéiques de plus de 2 protéines varsupposer de nouvelles fonctions d'un
domaine patrticulier. L’application la plus intéraste du double hybride reste néanmoins la
détermination de fonctions de la protéine d’intéEgt conclusion, le double hybride bactérien
s’utilise comme point de départ d'une étude fonuiglle des interactions protéiniques et
représente un outil puissant pouvant suggérerrdpbcations au-dela du mécanisme étudié

initialement.
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Annexe 1

Appareillage/Fournisseur

Autoradiographies : « Molecular Imager PharosFXsFystem » Biorad Laboratories, Inc.

Banques d'ADNc : Maxipréparation d'ADN plasmidig@®asmid Maxi Kit, Qiagen Inc.

Constructions géniques : Extraction d’/ADN plasmuigic Mini kit | plasmide E.Z.N.A.®,
VWR

Dosage d'acides nucléiques : Nanodrop 1000 spéctitmmeter, Thermo Scientific Inc..

Extraction ARN : TriReagent Ambion

Membrane Western Blot : PVDF Immobilon-P Transfeerivbrane, 0,45um, Millipore

Puces a protéines : BIACORE (GE Healthcare) eteiftGhip® (CIPHERGEN)

Révélation ECL Western Blot : « Quantity One 1D Melecular Imager ChemiDoc XRS
System » Biorad Laboratories, Inc..

Séquencgage : MilleGen S.A. Labege, France,

Transfert Western Blot :Trans-Blot SD Semi-Dry Ts#an Cell, Biorad Inc..

Cytométrie de flux : BD LSRII logiciel FACS DIVA 6

Immunofluorescence : microscope Nikon eclipse B@jiciel Genikon

PCR semi-quantitative : SybrGreen, Applied Biosystac.

vecteur pGEMT-easy Promega Corp.

Génotypes

« Bacteriomatch Il screening/validation reportempetent cells » A(mcrA)183A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl hisB supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F" laclq HIS3 aadA Kanr]

JM109 : endAl gIinVv44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mcrBflac-proAB) el4- [F' traD36
proAB+ laclq lacAM15] hsdR17(rK-mK+)

LS180 : N° ATCC CL-187 (http://www.atcc.org/)

Parragio : http://www.pi.csiro.au/ahpc/legumes/pafaggio.pdf

XL1blue MRF’ Kan :A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96
relAl lac [F" proAB laclgAM15 Tn5 (Kanr)]

Liens internet

Protocole double hybride bactérien : http://wwvattgene.com/manuals/200412.pdf

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi.

http://clusters.wallonie.be/rechercheclinique/fiiatites/2009-10-07-interference-au-nivea
des-interactions-proteine-proteine.html.

http://ncbi.nim.nih.gov

http://plantta.jcvi.org/

http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
bin/Tcoffee/tcoffee cgi/index.cgi?stagel=1&dactio@COFFEE::Advanced

http://www.hybrigenics.com/
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed

http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/

http://www.protneteomix.com

http://www.protneteomix.com/

http://www.stratagene.com/manuals/200412.pdf

http://www.uniprot.org/uniprot/

http://www1.giagen.com/Products/Protein/Assay/LighipSystem/default.aspx

http:/pim.hybrigenics.com

Wellcome Trust Sanger Institute http://www.sangeuk/

www.curie.fr

www.gnis.fr.

www.medicago.org

www.pid.nci.nih.gov

www.reactome.org

www.statistigues-mondiales.com.
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Annexe 2

SB 2X

Tris-HCI pH 6,8 130mM
glycérol 10%

SDS 1%
beta-mercaptoethanol 50ul/mi
bleu de bromophénol traces

Révélation Western blot ECL
Tris-HCI (pH 8) 100mM
Luminol 1,25mM

H202 0,6%
Acide-p-coumarique 225uM
SOC

Pour 1L
Bacto-tryptone 209
Bacto-yeast extract 5g
NacCl 0,59
KCI2 1M 5mi
eau x mi

pH7, stériliser puis ajouter 20ml de glucose 1M

Sels M9

Na2HPO4 67,8g/L

KH2PO4 30g/L

NacCl 5g/L

NHACI 10g/L
Milieu M9 non Volume final

sélectif 500ml
Agar 7,5¢
Eau 380ml

Stériliser et conserver a 60°C
Sels M9 50ml

Additifs M9 67,5ml
Chloramphenicol 25pg/ml
Tétracycline 20ug/ml

Tampon de lyse totale

Hepes pH7,9 25mM Aprotinin 5pg/m|l

KCI 300mM Leupeptin 2pug/m

EDTA 0,2 mM Pepstatin 0,1pg/ml

Glycerol 10% PMSF 1uM

NP40 1% Na3vO4 1mM
NaF 5mM

TBS-Tween0,05%-BSA1%
Tris base 1,21 g/L
NacCl 8 g/L
Tween 500ul/L
BSA 10g
LB-agar
LB (Luria Broth) 20g/L
agar 15g/L

Additifs M9 Volume final 50ml
7.4 ml de Glucose 20%

3.7 ml de Adénine HCI 20 mM
37 ml de His DO 10X

370 pl de MgS0O4 1M

370 pl de Thiamine HCI 1M
370 pl de ZnSO4 10 mM

370 pul de CaCl2 100 mM

370 pl de IPTG 100 mM

Milieu M9 double Volume

sélectif final 500ml
Agar 7,59
Eau 380ml
Stériliser et conserver a 60°C
Sels M9 50ml

Additifs M9 67,5ml
Chloramphenicol 25ug/ml
Tétracycline 20pg/mi
3-AT 200mM
Streptomycine 12,5ug/ml

Solution de perméabilisation
et de saturation cytométrie
Triton X-100 0,2%

Albumine de serum bovin 2%
PBS
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Annexe 3

* Amorces PHB2 pour la construction PHB2-pcDNA4/Tarfsfection cellulaire
transitoire)
Sens : PHB2FL_induc_F : 5-GGTGGAATTCGCCACCATGGCCGAACTTGAAGG-3'
Antisens : PHB2FI_induc_R : 5-GCCCTCTAGATCATTTCTTECCTTGATGAG-3’

* Amorces PHB2 pour la PCR semi-quantitative en terépk
Sens : PHB2_gPCR55°_F : 5-TGTTCACCGTGGAAGGCGG-3’
Antisens : PHB2_gPCR55°C_R : 5-CATCTGTAGGTCTTTGGEGT-3'

 Amorces GAPDH pour la PCR semi-quantitative en tendgel
Sens : GAPDH_gPCR55° _F : 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
Antisens : GAPDH_gPCR55°C_R : 5-GAAGATGGTGATGGGATT-3’
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Etude des interactions protéine-protéine par doybeide bactérien :
applications en Agro-alimentaire et en Santé.

Les interactions entre protéines sont un enjeu unaa recherche. Hautement spécifiques,
elles régulent I'organisation cellulaire, ainsi das réponses aux stimuli extérieurs ; ce sont
des cibles idéales des agents thérapeutiques. des/é¢echniques d’étude sont disponibles,
mais peu d’entre elles permettent d’analyser semgéiinent plusieurs interactions. L'objectif
de ce travail est d'utiliser le double hybride lgaigtn pour découvrir de nouveaux partenaires
de 2 régulateurs de la prolifération tumorale humpap2l et STAT3, et en paralléle pour
déterminer la fonction de MtSAP1, impliquée dangdamination et la réponse aux stress
abiotiques cheaedicago truncatula L'analyse des partenaires potentiels de I'oncegén
STATS3 et de l'inhibiteur p21 suggere I'existencembeiveaux mecanismes moléculaires de la
tumorogenése auxquels participerait STAT3, et pedienvisager de nouvelles hypotheses
guant au role de p21. Un nouveau complexe, p2liptote2, est étudié mais sa fonction
reste supposée : il pourrait agir comme corégulateanscriptionnel et/ou réguler la
protéolyse de p2l. L'étude du geMiSAP1 et des partenaires d’interactions suggerent
fortement que MtSAP1 serait induit par I'hypoxielle jouerait un réle considérable dans la
détoxification et la tolérance de la plante aussir€e travail, appuyé par la littérature, met en
évidence un lien fonctionnel entre p21, STAT3 eSKP1 au cours de I'hypoxie dans les
cellules cancéreuses humaines. La confirmationette biypothese permettrait d’approfondir
les mécanismes de protection cellulaire face gpbbie, tant au sein des tumeurs humaines
gue lors de la tolérance tedicago truncatula

Protein-Protein interactions’ studies using baataéwo-hybrid: applications in

Foods and Health domains.

Protein-protein interaction’s studies are a majballenge for current research. These
interactions are highly specific and regulate albgesses in cell, from metabolism to
responses to external stimuli. So they are cruargets for therapeutics. Many methods are
available for study them, but only few allow diseomg many protein complexes together, as
two-hybrid can do. The goal of this work is to urs®re new partners of p21 and STAT3,
two major protein involved in tumour control, and the other side is to define the function
of MtSAP1 which is involved inMedicago truncatulaseed germination and in abiotic
stresses’ response. STAT3 and p21l’s potentialdotierg partners analysis strongly suggest
the existence of new tumour molecular mechanismerev®TAT3 plays a role, and define
new hypothesis for p21’s function when the celleenh a specific process. A new protein
complex, p21/prohibitin2, was chosen for a detadialy but its function was only supposed:
it could be a transcriptional regulator and/or colbé involved in p21 proteolysis. In parallel,
MtSAPlgene study and two-hybrid analysis strongly sugges involvement of MtSAP1
during cell response to hypoxia: MtSAP1 would beduice in response to hypoxia and then
could have an important role in plant detoxificatiand tolerance. This work, supported by
literature, underscores a link between p21, STAMG BItSAP1 during human tumour cell
response to hypoxia. The validation of this hypsihewill let to deepen cell protection
mechanisms against hypoxia, in human tumour as agetluring tolerance establishment in
Medicago truncatula

Mots-clés :
Double hybride bactériehedicago truncatulap21, STAT3, stress abiotique, MtSAPL1.
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