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Résumé

La synthése des protéines de choc thermique (HSPs) est un moyen de défense
développé par la cellule pour faire face aux diverses agressions auxquelles elle peut étre
soumise. En tant que chaperons, les HSPs participent aux mouvements intracellulaires des
protéines, préviennent ['agrégation des protéines altérées, éliminent les protéines
anormales et contribuent a la conformation correcte des peptides nouvellement
synthétisées. Mon équipe d’accueil s’intéresse aux rbles des HSPs dans des processus
cellulaires tels que I"apoptose et la différenciation cellulaire. Le but de mon travail de these
consiste a étudier le réle des protéines de choc thermique HSP90 et HSP70 au cours de la
différenciation des monocytes en macrophages.

J’ai dans un premier temps étudié I'implication de HSP90 dans la différenciation
macrophagique. c-IAP1 est un membre de la famille des protéines inhibitrices de I'apoptose
impliqué dans la régulation de I'apoptose, dans le cycle cellulaire et dans la signalisation
cellulaire. Nous avons précédemment montré que c-IAP1 migre du noyau vers le cytoplasme
au cours de la différenciation cellulaire. Nous démontrons dans ce travail que c-IAP1 est une
protéine cliente de la protéine de choc thermique HSP90P. Dans trois différents modéles de
différenciation, ces protéines interagissent et migrent ensemble du noyau vers le
cytoplasme au cours de la différenciation cellulaire. L'inhibition de HSP90 ou la déplétion
spécifique de I'isoforme B par des siRNA conduisent a sa dégradation par le protéasome. La
fonction de chaperon moléculaire de HSP90 envers c-IAP1 est spécifique de I'isoforme B car
la déplétion de I'isoforme a n’a pas d’effets sur c-IAP1. De plus l'inhibition de HSP90 ou la
déplétion de HSP90OB bloquent la différenciation cellulaire tout comme la déplétion de c-
IAP1 par siRNA.

La deuxieme partie de montre travail a consisté a étudier le réle de HSP70 dans la
différenciation macrophagique. Nous montrons que cette protéine est fortement induite
apres stimulation des cellules par le facteur de croissance M-CSF et que son inhibition
bloque la différenciation des monocytes en macrophage. HSP70 interagit avec la protéine
Spi-1/Pu.1, facteur de transcription clé de la différenciation macrophagique. L’expression de
Spi-1/Pu.1 augmente également au cours de la différenciation macrophagique et ce de
maniére similaire a celle de HSP70. Ceci suggere I'implication des facteurs de transcription
responsables de I'induction des HSPs, les Heat Shock Factor (HSF). L’étude du promoteur de
Spi-1/Pu.1 a révélé la présence d’une séquence ressemblant fortement aux éléments de
réponse classiques sur lesquels se fixe HSF1. HSF1 est capable de se fixer sur le promoteur
de Spi-1/Pu.1 et I'inhibition de HSF1 bloque I'expression de Spi-1/Pu.1. HSF1 participe donc
au contréle de I'expression de Spi-1/Pu.1 lors de la différenciation macrophagique.

HSP90 et HSP70 sont donc essentielles a la différenciation macrophagique.
Comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans les voies de différenciation se révele
extrémement important puisque des altérations des mécanismes de I’"hématopoiese sont
retrouvées dans plusieurs types de leucémies (leucémies aigués myéloblastiques et
leucémies myélo-monocytaires chroniques). Connaitre le role des HSPs dans la
différenciation cellulaire permettrait donc de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour le traitement de ces pathologies.



Abstract

Heat shock proteins (HSPs) are molecular chaperones whose expression is increased
after many different stresses. They have a protective function helping the cell to cope with
lethal conditions. These proteins play an essential role as molecular chaperones by assisting
the correct folding of nascent and stress-accumulated misfolded proteins and by preventing
their aggregation. My team is interested in understanding the roles of HSPs in two
physiological related processes: apoptosis and cell differentiation. The aim of my work is to
study the functions of HSP90 and HSP70 in macrophagic differentiation.

| first studied the role of HSP90 in macrophagic differentiation. We previously
reported that cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (c-IAP1), migrated from the nucleus to
the surface of the Golgi apparatus in cells undergoing differentiation. c-IAP1 is a member of
the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family which has demonstrated functions in cell
death, cell signaling and mitosis. Here, we show that c-IAP1 is a client protein of the stress
protein HSP90R. In three distinct cellular models, the two proteins interact and migrate from
the nucleus to the cytoplasm during the differentiation process through a leptomycin B-
sensitive pathway. Inhibition of HSP90 proteins by small chemical molecules and specific
depletion of HSP90P isoform by siRNA both leads to c-IAP1 degradation by the proteasomal
machinery. This chaperone function of HSP90 towards c-IAP1 is specific of its B isoform as
specific depletion of HSP90a isoform does not affect c-IAP1 content. Chemical inhibition of
HSP90 or siRNA-mediated depletion of HSP90P both inhibit cell differentiation, which can be
reproduced by siRNA-mediated depletion of c-IAP1. Altogether, these results suggest that
HSP90P prevents auto-ubiquitination and degradation of its client protein c-IAP1, whose
depletion would be sufficient to inhibit cell differentiation.

The second part of my work consisted in the study of the role of HSP70 in
macrophagic differentiation. We used two models of differentiation: human peripheral
monocytes exposed to M-CSF and THP1 cells induced to differentiate by TPA. We found that
in both models, HSP70 expression was induced during differentiation. Interestingly, the
expression of Spi-1/Pu.1, a transcription factor essential for monocytes to differentiate, was
similarly induced. Upon differentiation, both proteins co-localized in the nucleus and
associated. Inhibition or down regulation of HSP70 induced Spi-1/Pu.l degradation and
blocks the differentiation process, indicating that the necessity of Spi-1/Pu.l to be
chaperoned by HSP70 during differentiation. Since Spi-1/Pu.1 promoter has a HSE-like, we
studied whether transcription factors responsible for HSPs induction, HSF, could be involved.
We show that although HSF2 do not seem involved, HSF1 binds to Spi-1/Pu.1 promoter and
its inhibition blocks Spi-1/Pu.1 expression and monocytes differentiation.

So HSP90 and HSP70 are essentials for macrophagic differentiation. Understanding
monocyte differentiation regulation is important since defects of the differentiation process
can lead to the development of leukemias (acute myeloid leukemia, chronic myelomonocytic
leukemia). A better understanding of the roles of HSPs may provide new therapeutic
strategies for the treatment of these pathologies.



En science, la phrase la plus excitante que I'on peut entendre, celle qui annonce de nouvelles
découvertes, n’est pas « Euréka » mais « c’est dréle ».

Isaac Asimov
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17-AAG: 17-Allylamino-17-
demethoxygeldanamycine

17-DMAG: 17-Dimethylamino-ethylamino-
17-demethoxygeldanamycine

ABD: ATP Binding Domain

ADD70: AIF Derived Decoy for HSP70
AIF: Apoptosis Inducing Factor

AML1: Acute Myeloid Leukemia 1 protein
ASK: Apoptotic Signal regulating Kinasel
ATP: Adénosine triphosphate

AVPI: Ala—Val-Pro-lle

BAG: Bcl-2-associated athanogene

BFU: Burst Forming Unit
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BIRC: Baculoviral IAP repeat-containing

CARD: Caspase Activation and
Recruitement Domain

Caspase: Cysteinyl Aspartate Cleaving
Protease

CBF: Core Binding Family
CD: Cluster of Differentiation
CDK: Cyclin-Dependent Kinases

C/EBP: CCAAT Enhancer Binding Proteins
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CHIP: C-terminus of Hsc70/HSP70
interacting protein
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DA: Domaine d’Activation
DBD: DNA Binding Domain
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DIF: Differentiation-Induced Factor

DISC: Death Inducing Signaling Complex
DR: Domaine de Régulation

EGR: Early Growth Response

elF4G: elongation Initiator Factor 4G

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase
Ets: E twenty six

FADD: FAS-Associated Death Domain
FAS-L: FAS- Ligand

Fragments Fc : Fragment Cristallisable

GHKL : gyrase bactérienne, HSP90,
histidine kinase, MutL

14


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_triphosphate

GP: GlycoProtéine

GRP: Glucose-Regulated Protein
HDAC: histone deacetylase

HIP: HSC70 Interacting Protein

HLA: Human Leukocyte Antigen

Hop: HSP70-HSP90 Organizing Protein
HSC: Heat Shock Cognate

HSE: Heat Shock Element

HSF: Heat Shock Factor

HSP: Heat Shock Proteins

IAP: Inhibitor of Apoptosis Protein

IKK: IkB Kinase

IL: interleukine

IRF1: Interferon Regulatory Factor 1
JNK: c-Jun N-terminal Kinase

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase

MAPKKK: Mitogen Activated Protein
Kinase Kinase Kinase

M-CSF: Macrophage-Colony Stimulating
Factor

NEF: Facteurs d’Echange Nucléotidique

NF-Y: Nuclear Factor Y

NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NF-IL6: Nuclear Factor for IL-6 expression
NK: Natural Killer

NO: Oxyde Nitrique

PBD: Peptide Binding Domain

PEST : Proline (P), acide glutamique (E),
serine (S), thréonine (T).

PKB: Protéine Kinase B

PKC: Protéine Kinase C

RING: Really Interesting New Gene
RIP1: Receptor Interacting Protein 1
SH2: SRC Homology 2

SIRT1: sirtuin (silent mating type
information regulation 2 homolog) 1

SMAC: Second Mitochondrial Activator of
Caspases

Spi-1/Pu.1: Spleen focus forming virus
proviral integration 1 / Purine Rich Box 1

Src: Sarcoma

STAT: Signal Transducers and Activators
of Transcription

TBP: TATA box Binding Protein).

TNF: Tumor Necrosis Factor
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TNFR : récepteur du Tumor Necrosis
Factor

TPA: 12-O-TétradécanoylPhorbol-13-
Acétate

TPR: Tetratricopeptide Repeat

TRADD: Tumor Necrosis Factor Receptor-
Associated Death Domain Protein

TRAF: TNF Receptor-Associated Factor

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand

TRAP1: Tumor Necrosis Factor
Receptor-Associated Protein 1

TSA: Trichostatine A
UBA: ubiquitin-associated

URE: Upstream Regulatory Element
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I Les protéines de choc thermique

A) Laréponse au choc thermique

Les cellules de tout organisme vivent dans des conditions physiologiquement stables.
Elles peuvent cependant étre soumises a des agressions diverses ce qui impose une faculté
d’adaptation indispensable a leur survie. Les organismes ont ainsi développé la capacité de
résister a une augmentation de quelques degrés au-dessus du niveau physiologique en
induisant la synthese d’'un ensemble de protéines appelées protéines de choc thermique ou

HSPs (Heat Shock Proteins).

La réponse cellulaire a des situations de stress a été décrite initialement chez la
drosophile. Une augmentation de la température de quelques degrés induit chez cet
organisme un renflement au niveau de certains chromosomes géants des glandes salivaires,
les chromosomes polyténes (Ritossa, 1962). Ces renflements apparaissent suite a plusieurs
stress environnementaux (Ashburner, 1970), sont associés a une synthése d’ARN messager
et sont retrouvés dans de nombreux autres tissus et especes de drosophiles (Berendes,
1965). Le stress cellulaire active non seulement I'expression de génes mais aussi la
production de protéines spécifiques appelées protéines de choc thermique, ou Heat Shock
Proteins HSPs (Tissieres et al., 1974). Ces protéines ont ensuite été détectées chez la levure
(Miller et al., 1979) puis dans de nombreux autres organismes allant des archéobactéries a
I’'homme. Les HSPs représentent I'un des systémes génétiques les plus hautement conservés
entres les organismes. Par exemple le ggene HSP70 présente un pourcentage d’identité de 72
% entre ’homme et la drosophile et de 50% entre 'lhomme et Escherichia coli (Hunt and

Morimoto, 1985).

Le role protecteur des HSPs suite a une augmentation de la température, la
thermotolérance, a été mis en évidence en 1982 dans des fibroblastes de hamster. Une
augmentation bréve et non létale de la température induit en effet une résistance

transitoire a une deuxieme élévation de température normalement létale. La cinétique
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d’acquisition de la thermotolérance correspond a la cinétique de synthese des protéines de
choc thermique et suggere donc I'implication des HSPs dans ce phénomene (Li and Werb,

1982).

Les protéines de choc thermique sont des « chaperons moléculaires ». La plupart des
inducteurs de stress ont en commun d’altérer les structures des protéines cellulaires
perturbant ainsi le métabolisme cellulaire et entrainant une toxicité. Les HSPs sont alors
capables de s’associer avec ces protéines et d’empécher leur agrégation. Elles peuvent
également redonner aux protéines nouvellement formées ou anormales une conformation
tridimensionnelle adéquate (Burel et al., 1992). Cette fonction de chaperon moléculaire
confere aux HSPs un role essentiel dans la protection lors d’un stress mais aussi dans le

métabolisme cellulaire en dehors de tout stress.

L’exposition d’une cellule a un choc thermique induit trois étapes successives. La
premiere étape, dite d'altération, conduit a la dénaturation des protéines ayant pour
conséquence la perte de leur fonction et la formation d'agrégats protéiques insolubles
(Nguyen et al., 1989). La seconde étape, la réponse au choc thermique, se caractérise par
I'activation transcriptionnelle des génes hsp aboutissant a la synthése des HSPs. Enfin la
phase de récupération durant laquelle les altérations morphologiques sont corrigées. Les
protéines retrouvent alors des activités similaires a leurs valeurs initiales. L'activation des

geénes hsp est alors interrompue et les HSPs retrouvent leur niveau basal d’expression.

B) Les Heat Shock Factors

La réponse au choc thermique correspond a I'activation de facteurs de transcription
appelés Heat Shock Factors (HSFs). Ces protéines se lient a ’ADN au niveau de séquences
spécifiques situées dans le promoteur des génes hsp : les HSE (Heat Shock Elements) et
induisent I'expression des différentes HSPs. Cette réponse a été décrite a I'origine comme
survenant apres un choc thermique mais de nombreux autres stimuli sont également

capables d’induire I’activation de ces facteurs de transcription (Figure 1).
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- Choc thermique - Inflammation, fievre - Cycle cellulaire
- Radicaux libres - Hypertrophie - Facteurs de croissance
- Métaux lourds - Stress oxydant - Développement
- Pesticides - Ischémie - Différenciation
- Agents anti-cancéreux - Infections virales et bactériennes - Oncogeénes
- Lésions neuronales, tissulaires
- Cancer
- Age

v ' !

Figure 1. Les différents inducteurs de la réponse au choc thermique.

Les HSFs ont été isolés tout d’abord chez Saccharomyces cerevisiae (Sorger and
Pelham, 1988; Wiederrecht et al., 1988). Il s’est avéré par la suite qu’il existait plusieurs HSFs
différents chez les vertébrés et les plantes (Nakai, 1999; Nover et al., 1996; Wu, 1995). Trois
HSFs ont été jusqu'a présent identifiés chez I'homme : HSF1, HSF2 et HSF4, chaque HSF
présentant différentes isoformes issues de I'épissage alternatif (Fiorenza et al., 1995). HSF3
n’est quand a lui présent que chez la souris et les oiseaux (Fujimoto et al., 2009; Nakai and

Morimoto, 1993).

HSF1 a été identifié a I'origine comme le principal facteur de transcription de la
réponse au choc thermique et son action dans ce phénomene a été profondément étudiée.
L'invalidation du gene hsf1 chez la souris entraine en effet une perte de la thermotolérance
(McMillan et al., 1998). HSF2 semble étre quant a lui plus particulierement impliqué dans le
développement et la différentiation cellulaire (Kallio et al., 2002; Ostling et al., 2007;
Sistonen et al., 1992). Aucune fonction relative au stress n’a été montrée pour HSF4 mais ce
facteur est fortement impliqué dans la formation de la lentille ou dans la maintenance de

I’épithélium olfactif (Fujimoto et al., 2004; Takaki et al., 2006).
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La compréhension du réle des HSFs est encore incomplete. Leur ressemblance de
structure suggere une certaine redondance entre eux dans la réponse au stress mais la
diversité de ces facteurs indique également une spécialisation de cette réponse et un
controle assez fin de la transcription des différentes HSPs, d’autant plus qu’un grand nombre

de stimuli différents sont capables d’induire la réponse au choc thermique.

1) Structure des HSFs

Les HSFs sont relativement bien conservés au cours de |’évolution (Pirkkala et al.,

2001) et possédent plusieurs domaines principaux (Figure 2) :

16 123 137 212 384 417 438 529
HSFla [ 1]

16 123 137 212 384 416 507
HSF1p (]

8 112 126 201 360 393 410 536
HSF2a ) (L

8 112 126 201 360 392 518
HSF2p ] [ ]

19 123 137 213 246 290 463
HSF4a

19 123 137 213 246 320 493
HSF4B

Figure 2. Structure des différents HSFs humains. Adapté de (Pirkkala et al., 2001).

J
J

Domaine de liaison a ’'ADN (DBD)

Répétitions hydrophobes

Région spécifique de I'isoforme

Répétitions hydrophobes impliquées dans l'oligomérisation

21



- le domaine de liaison a ’ADN (DBD) situé en N terminal constitué d’une structure
hélice-boucle-hélice (Harrison et al., 1994; Vuister et al., 1994). Ce domaine est responsable
de la fixation du facteur a I'ADN mais également de I'oligomérisation (Lu et al., 2009;

Takemori et al., 2009) et de I'activité transcriptionnelle (Yamamoto et al., 2009).

- un domaine adjacent composé de 80 résidus formant 3 répétitions hydrophobes

(HR-A/B) responsable de la trimérisation (Sorger and Nelson, 1989).

- une autre région de répétitions (HR-C), absente de HSF4 et des HSFs de levure. Ce
domaine serait impliqué dans I'inhibition de la trimérisation en interagissant avec les autres

répétitions H-RA/B (Green et al., 1995; Hoj and Jakobsen, 1994; Nieto-Sotelo et al., 1990).

HSF1 possede également un domaine de régulation contrélant le domaine
d’activation de la transcription situé en c-terminal. HSF2 contient un domaine d’activation de

la transcription controélé par plusieurs domaines régulateurs (Figure 3).

1 16 123 137 212 384 417 438 529

HSFla

Y i

Domaine de Domaine
régulation d’activation
18 112 126 201 360 393 410 536
HSF2a
— — S | | E—]
DR DA DR DR DA

Domaine de liaison a I’ADN (DBD)
{:] Répétitions hydrophobes impliquées dans I'oligomérisation
Répétitions hydrophobes

DR : Domaine de régulation
Région spécifique de I'isoforme DA : Domaine d’activation

Figure 3. Structure de HSFla et de HSF2a
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2) Activation de HSF1

L’activation de HSF1 est un processus qui comprend trois grandes étapes: la
trimérisation du facteur, la translocation dans le noyau et la liaison a I’ADN (Figure 4).
Plusieurs modifications post-traductionnelles telles que Ila phosphorylation ou la

sumoylation régulent I'activité transcriptionnelle de HSF1.

Stress
Notéine dénaturée
Nd | .
" il
— 3 (_HSP90 A 5 HSP%0
_HSP70 HSP70
HSP90 B
HSP90
= (. HSP0 HSP70
_ HSP70 HSP70

Protéine renaturée

HSP90
®
® HSP70

Figure 4. L'activation de HSF1. En 'absence de stress, HSF1 est retenu sous forme inactive par les
protéines HSP70 et HSP90. Lors d’un stress, HSP70 et HSP90 vont se détacher de HSF1 afin de renaturer les
protéines dénaturées. HSF1 ainsi libéré est transloqué dans le noyau ou il se trimérise et se lie a ’ADN au
niveau des éléments de réponses spécifiques, les HSE, situés dans le promoteur des genes hsp70, hsp90 et
hsp27. Aprés phosphorylation, HSF1 induit I’expression des différentes HSPs favorisant ainsi la renaturation des
protéines. Une fois les protéines renaturées, les HSPs retournent dans le noyau et détachent HSF1 des HSE

permettant ainsi le retour a une situation normale.
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En absence de stress, HSF1 est localisé principalement dans le cytoplasme sous forme
de monomeéres inactifs. Le domaine HR-C situé en c-terminal inhibe en effet la trimérisation
par des interactions intramoléculaires (Rabindran et al., 1993; Zuo et al., 1994). HSF1 est
également maintenu sous forme monomérique par plusieurs protéines. Les protéines de
choc thermique HSP70 et HSP90, avec l'aide de plusieurs autres co-chaperon,
« séquestrent » ainsi HSF1 sous sa forme inactive (Conde et al., 2009; Voellmy, 2006;
Voellmy and Boellmann, 2007). Les HSPs pourraient ainsi jouer un réle de senseur en étant
capable de détecter les protéines en voie de dénaturation ou d’agrégation lors d’un stress.
Elles se détacheraient alors de HSF1 permettant ainsi sa trimérisation (Figure 4).
L’environnement biochimique de HSF1 (la température, le pH) peut également jouer un réle
sur sa conformation (Mosser et al., 1990; Zhong et al., 1998). Lorsque le niveau des HSPs
devient suffisamment élevé, une partie de ces HSPs retourne dans le noyau, interagit avec

HSF1 et provoque le démantélement des triméres de HSF1 (Voellmy, 2006).

L’activation et le r6le de HSF2 dans la réponse au choc thermique restent encore mal
connus. HSF2 existe sous forme de diméres inactifs a I'état basal et se trimérise lors de la
différenciation des cellules K562 par I’"hémine (Sistonen et al., 1994; Trinklein et al., 2004).
Des études d’invalidation de génes ont révélé que lors d’'un choc thermique HSF2 interagit
avec HSF1 au niveau du promoteur de HSP70 pour former des héterotrimeres (Ostling et al.,
2007). Llinteraction entre HSF1 et HSF2 semble également jouer sur [lactivité
transcriptionnelle de ces deux facteurs de transcription (Sandqvist et al., 2009; Wilkerson et

al., 2008).

Une fois trimérisé, HSF1 se lie a I’ADN par son domaine de liaison a ’ADN au niveau
de séquences définies appelées Heat Shock Elements ou HSE. Ces séquences correspondent
a des répétions inversées de la séquence nGAAn (Amin et al., 1988). L’architecture de ces
séquences ainsi que leur nombre au sein du promoteur pourraient jouer un réle sur le
recrutement spécifique des HSFs et sur leur activité (Sakurai and Takemori, 2007; Yamamoto
et al., 2009). La liaison des HSFs sur I’ADN provoque également des changements dans
I'organisation de la structure chromatinienne (Fritah et al., 2009; Inouye et al., 2007;

Tsukiyama et al., 1994; Wu, 1980; Xu et al., 2008).
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La fixation des HSFs sur les HSE est indépendante de I'activité transcriptionnelle de
HSF1. En effet, dans la levure, HSF1 est li¢ a 'ADN de maniére constitutive mais n’a pas
d’activité transcriptionnelle en absence de stimuli (Jakobsen and Pelham, 1988; Sorger and
Pelham, 1988). Par ailleurs, dans les cellules de mammiféres, un traitement par I'acétylate
de sodium ou par des anti-inflammatoires non stéroidiens entraine la formation des trimeéres
et la liaison a I’ADN de HSF1 sans induire son activité transcriptionnelle (Jurivich et al., 1992;
Lee et al., 1995). Un événement supplémentaire serait donc nécessaire pour induire I'activité

transcriptionnelle de HSF1.

Les modifications post-traductionnelles de HSF1 sont ainsi essentielles a I'activité
transcriptionnelle de HSF1. HSF1 peut étre phosphorylé sur plusieurs résidus par différentes
kinases (Figure 5). Les phosphorylations sur les résidus serine s303 et s307 situées dans le
domaine régulateur de HSF1 semblent étre impliquées dans la régulation négative de
I'activité transcriptionnelle de HSF1 en absence de stress. Lors d’un stress, HSF1 devient
hyperphosphorylé et I'augmentation de la phosphorylation au niveau de la serine 230

augmente |'activité transcriptionnelle de HSF1 (Voellmy, 2006).

® ® ® ®

1 s230 s303/7 s326 s363 529
HSF1a SRRNN N BN e
\ Y )\ Y )
Domaine de Domaine
régulation d’activation

Serine Kinase Fonction

s230 CaMkI + transactivation
s303/7 GSK3, ERK1/2, p38 MAPK, - transactivation

PKC
$326 n.d + transactivation
s363 JNK - transactivation

Figure 5. Liste des différents résidus serine pouvant étre phosphorylés ainsi que les kinases
responsables de leur phosphorylation. n.d : non déterminé.
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D’autres modifications post-traductionnelles ont été décrites comme jouant un réle
sur l'activité de HSF1 ou sa liaison a I’ADN. Ainsi I’activation de la déacétylase SIRT1 (sirtuin
(silent mating type information regulation 2 homolog) 1) prolonge la liaison de HSF1 sur le
promoteur de HSP70 en maintenant HSF1 dans un état déacétylé capable de lié ’ADN. De
plus la sous-expression de SIRT1 accélere la phase d’atténuation de la réponse au choc
thermique et le relargage de HSF1 de son HSE (Westerheide et al., 2009). La sumoylation de
HSF1 diminue également I'activité transcriptionnelle de HSF1 (Brunet Simioni et al., 2009).
Ainsi plusieurs voies de signalisation cellulaire issues de stimuli différents peuvent contréler
I’expression des HSPs via |'activation de protéines régulant I'activité transcriptionnelle de

HSF1.

3) Inhibition de HSF1

Il n’existe jusqu'a présent aucun inhibiteur de la réponse au choc thermique ciblant
spécifiguement HSF1. Un certain nombre de composés limitent en revanche l'induction de

I’expression des HSPs en jouant sur I'activité transcriptionnelle de HSF1 :

- Les bioflavonoides tels que la quercetine. La quercetine est un flavonoide de
type flavonol présents chez les plantes qui inhibe la synthése des HSPs suite a un choc
thermique. Son mécanisme d’action n’est pas tres bien défini et semble dépendre du type
cellulaire ainsi que de la nature du stress (Hansen et al., 1997). La quercetine n’empéche pas
la formation des trimeres de HSF1 (Nagai et al., 1995) et ne semble pas interférer avec la
liaison a I’ADN. Elle modifie cependant la phosphorylation de HSF1 (Hansen et al., 1997).
Mais a la concentration utilisée dans ces études, la quercetine inhibe aussi plusieurs autres
protéines et notamment des kinases. Une hypothese serait que cette molécule inhiberait
certaines protéines kinases responsables de la phosphorylation et de I'activation de HSF1

(Whitesell and Lindquist, 2009).

- Le KNK437, un composé synthétique de la famille des lactames. Il inhibe
I'acquisition de la thermotolérance ainsi que I’expression des HSPs sans diminuer leur niveau

basal (Yokota et al., 2000). Son mécanisme d’action n’est également pas connu et
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contrairement a la quercetine, ce composé n’interviendrait pas au niveau de Ila
phosphorylation de HSF1 (Whitesell and Lindquist, 2009). C’est un inhibiteur plus puissant

qgue la quercetine, un peu plus spécifique et moins toxique.

- Le triptolide, un diterpene tri-epoxyde issu de la plante chinoise Triptergium wilfordii.
C’est a I’heure actuelle I'inhibiteur le plus efficace. Son mécanisme d’action est inconnu : il
interférerait avec l'activité transcriptionnelle de HSF1 sans empécher la formation des
trimeres, la phosphorylation ou la liaison a I’ADN de cette protéine (Westerheide et al.,
2006). Il est actuellement testé in vivo dans le traitement des cancers pancréatiques et des

neuroblastomes (Antonoff et al., 2009; Phillips et al., 2007).

C) Les HSPs

L’activation de HSF1 permet I'expression des protéines de choc thermique. Chez les
mammiféres, les HSPs sont regroupées en six grandes familles en fonction de leur poids
moléculaire : une de faible poids moléculaire (small HSPs ou sHSPs), la famille HSP47, HSP60,
HSP70, HSP90 et HSP110. Bien que les HSPs partagent des propriétés communes, chaque
famille présente des particularités concernant par exemple leur localisation intracellulaire,
leur dépendance vis a vis de 'ATP (Adénosine triphosphate), leur expression basale ou leur
induction par un stress. Dans les cellules de mammiféres, HSP60 et HSC70 (Heat Shock
Cognate 70) sont exprimées de fagon constitutive alors que HSP27 et HSP70 sont fortement

induites lors de nombreux stress cellulaires.

Nous n’aborderons ici que les trois principales familles de protéines de choc
thermique les plus étudiées : HSP27, HSP70 et HSP90 (HSPB, HSPA et HSPC avec la nouvelle

nomenclature: Tableau 1).
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La famille des petites protéines de choc thermique : HSPB

Nom du gene Nom fi.e la Anciens noms ID du géene humain
protéine
hsp1 HSPB1 HSP27, HSP25 3315
hsp2 HSPB2 MKBP, HSP27 3316
hsp3 HSPB3 HSPL27 8988
hsp4* HSPB4 o-A cristalline , CRYAA, CRYA1 1409
hsp5* HSPB5 o-B cristalline , CRYAB, CRYA2 1410
hsp6 HSPB6 HSP20 126393
hsp7 HSPB7 cvHSP 27129
hsp8 HSPBS8 H11, HMN2, HSP22 26353
hsp9 HSPB9 FLI27437 94086
hsp10* HSPB10 ODF, ODF1, RT7, ODF2, SODF 4956
hsp11 HSPB11 HSP16.2 51668

La famille HSP70 : HSPA

Nom du géne Nom (,j.e la Anciens noms ID du géne humain
protéine

hspala HSPA1A HSP70-1, HSP72, HSPA1, HSP70 3303
hspalb HSPA1B HSP70-2 3304
hspall HSPA1L HSC70t, hum70t, HSP-hom 3305
hspa2 HSPA2 HSP70.2 3306
hspas HSPAS BIP, GRP78, MIF2 3309
hspa6 HSPAG6 Heat-shock protein-6 3310
hspa7 HSPA7 Heat-shock protein-7 3311
hspa8 HSPA8 HSC70, HSP71, HSP73 3312
hspa9 HSPA9 GRP75, mortaline 3313

hspal2a HSPA12A FLI13874 259217

hspal2b HSPA12B RP23-32L15.1 116835

hspal3* HSPA13 Stch 6782
hspald HSPA14 HSP70-4, HSP70L1 51182

La famille HSP90 : HSPC

Nom du gene Nom f’,e la Anciens noms ID du géne humain
protéine
HSP90AA1,HSP90a, HSPN, HSP86,
hspel* HSPCl HSP90, HSP9OA, HSPION 3320
hspc2* HSPC2 HSP90AA2, HSP90a 3324
hspc3* HSPC3 HSP90AB1, HSPC2, HSP90B, HSP90B 3326
hspcd* HSPC4 HSP90B1, GP96, GP94, endoplasmine 7184
hspc5* HSPC5 TRAP1, HSP75, HSPOOL 101310

Tabeau 1. Nomenclature des différentes HSPs. Adapté de (Kampinga et al., 2009) * : pas encore de
consensus au sein de la communauté scientifique.
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1) La famille des petites HSPs

Les protéines de choc thermique de faible poids moléculaire (entre 15 et 30 kDa) ou
sHSP forment une famille ubiquitaire et abondante. Elles partagent des homologies de
séquence et des propriétés biochimiques telles que la phosphorylation et I'oligomerisation.
Ces chaperons moléculaires ont une activité indépendante de I’ATP et protegent les cellules
de I'agrégation des protéines (Ehrnsperger et al., 1997). Il existe une dizaine de sHSP chez
I'hnomme, les plus étudiées étant HSP27 (HSPB1), I'a-A-cristalline et I’a-B-cristalline.
Contrairement aux protéines de choc thermique de poids moléculaire plus élevé, les sHSPs
ne sont pas trés conservées entre les espéces. Elles partagent cependant un domaine
récurrent, le domaine a-cristallin, qui présente un fort pourcentage d’identité avec les

protéines a-cristallines, composantes abondantes du cristallin (Ingolia and Craig, 1982).

HSP27 est le membre le plus étudié de cette famille. HSP27 comporte un motif WDPF
en amino-terminal, permettant la formation de grands oligomeéres, et un domaine carboxy-
terminal nécessaire a la stabilisation de ces structures oligomériques (Figure 6). HSP27 peut
en effet s’oligomériser et former des structures de haut poids moléculaire pouvant aller
jusqu’a 800 kDa. Le dimere de HSP27 est I’élément de base pour I'assemblage des complexes
multimériques. L'oligomérisation est un processus dynamique qui dépend du statut de
phosphorylation de la protéine (Bruey et al., 2000) (Figure 6). HSP27 peut étre phosphorylée
au niveau des résidus serines en position 15, 78 et 82 par la MK2 (MAPKAP kinase 2) elle-
méme activée par la p38 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (Stokoe et al., 1992;
Theriault et al., 2004). La phosphorylation de HSP27 entraine la formation de petits

oligomeres.
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Figure 6. HSP27 : structure et équilibre entre petits et grands oligomeres.

HSP27 est une protéine trés ubiquitaire. Elle peut étre exprimée dans de nombreux
types cellulaires, a des stades spécifiques du développement et de la différenciation (Garrido

et al., 1998). Son expression basale est faible et augmente fortement en cas de stress.

L’activité chaperon de HSP27 est liée a son statut d’oligomérisation. Sous la forme de
grands oligomeres, HSP27 se lie aux protéines dénaturées, permet a ces protéines de
retrouver leur structure tridimensionnelle correcte et empéche I'agrégation des protéines
(Ehrnsperger et al., 1997; Lee et al., 1997; Rogalla et al., 1999; Shashidharamurthy et al.,
2005). HSP27 est aussi capable d’inhiber la synthese protéique lors d’un choc thermique en
interagissant avec le facteur elF4G (elongation Initiator Factor 4G) essentiel a la traduction
de nombreux ARN messagers (Cuesta et al., 2000). Ce phénoméne permet a la cellule
d’éviter I'accumulation de protéines anormalement conformées et d’agrégats toxiques en

condition de stress.

Mon équipe a également montré que HSP27, sous forme de petits oligomeres, peut
se lier a 'ubiquitine et favoriser lors d’un stress la dégradation par le protéasome de
certaines protéines telles que IkBa, inhibiteur du facteur de survie NF-kB (Nuclear Factor-

kappa B) ou p27"**

, inhibiteur des CDK (Cyclin-Dependent Kinases) (Parcellier et al., 2006;
Parcellier et al., 2003). D’autre part, en condition de stress, les petits oligoméres de HSP27
entrent dans le noyau, forment de grands oligomeres et induisent la sumoylation de HSF1.
HSP27 peut également se lier aux protéines du cytosquelette : elle interagit avec les
molécules de F-actine afin d’empécher la perturbation du cytosquelette lors d’un stress
(Paul et al., 2010). Elle est également fortement impliquée dans la protection de la cellule

aprés un stress oxydant en en réduisant le taux des espéces réactive oxygénées (Arrigo et al.,

2005; Rogalla et al., 1999).
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2) HSP70

Les membres de la famille HSP70 représentent les HSPs les plus nombreuses et les
plus conservées. Cette famille comprend différents membres présentant un fort
pourcentage d’identité entre eux et entre les organismes (50 % entre le gene hsp70 humain
et son équivalent chez E-Coli, 70 % avec celui de drosophile) (Hunt and Morimoto, 1985).
Certaines protéines de cette famille sont exprimées constitutivement dans la cellule. C’'est le
cas des protéines HSC70, HSP70.2, GRP75 (Glucose-Regulated Protein 75), GRP78 et HSP70-
1t. D’autres, telles que HSP70 (HSP72) ou HSP70-6 sont induites lors de stress cellulaires
(Daugaard et al., 2007) (Tableau 2).

La famille HSP70 : HSPA

% d'identité

. Numéro Localisation Localisation Induite par
Noms Anciens noms envers d'accession  chromosomique cellulaire le stress
HSPAIA a
HSP70-1, HSP72, Cytosol, Noyaux, .
HSPA1A HSPAL HSP70 100 NM_005345 6p21.3 Lysosomes oui
Cytosol, Noyaux, .
HSPA1B HSP70-2 99 NM_005346 6p21.3 oui
Lysosomes
HSC70t, hum70t, HSP-
HSPA1L SC70t hl;nr; O, HS 91 NM_005527 6p21.3 Cytosol, Noyaux non
HSPA2 HSP70.2 84 NM_021979 14924.1 Cytosol, Noyaux non
HSPA5  BIP, GRP78, MIF2 64 NM_005347  9q33-q34.1 Reticulum non
endoplasmique
HSPA6  Heat-shock protein-6 85 NM_002155 lcen-qter Cytosol, Noyaux oui
HSPA8 HSC70, HSP71, HSP73 86 NM_006597 11923.3-925 Cytosol, Noyaux non
HSPA9 GRP75, mortaline 52 NM_004134 5¢g31.1 Mitochondries non

Tableau 2.Informations sur les membres de la famille HSP70.
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a) Les principales protéines constitutives de la famille HSP70

e HSC70t (HSPA1L) et HSP70.2 (HSPA2)

HSC70t ou HSP70-hom chez ’homme est retrouvée principalement dans les testicules
dans les spermatides en élongation (Tsunekawa et al., 1999). Cette protéine n’est pas
inductible, le promoteur du géne ne contenant pas de HSE. Le réle de HSC70t dans la
spermatogenese est trés peu connu mais le fait que le testicule soit maintenu a une
température plus basse que le reste de I'organisme pourrait justifier I'existence de ce
chaperon. HSC70t est également retrouvée dans I'épithélium olfactif ou elle augmente

I’expression de récepteurs olfactifs (Neuhaus et al., 2006).

HSP70.2 (HSPA2) est exprimée faiblement et de maniére constitutive dans la plupart
des tissus mais elle est plus particulierement abondante dans les testicules et le cerveau
(Bonnycastle et al., 1994; Son et al., 2000). Son expression est fréquemment fortement
diminuée chez les hommes dont la spermatogeneése est anormale (Son et al., 2000). De plus,
les souris males invalidées pour le géne hspalb sont stériles a cause d’une apoptose massive
des cellules germinales (Dix et al., 1996). Dans les spermatocytes de souris, elle est

impliquée dans le phénomene de méiose (Govin et al., 2006).

e GRP78 (HSPA5)

Cette protéine est localisée dans le réticulum endoplasmique des cellules. Elle
permet le transport et le repliement des protéines nouvellement synthétisées dans la
lumiere du réticulum (Munro and Pelham, 1986). GRP78 contient un signal présumé de
localisation dans le réticulum dans sa partie N-terminale et peut étre induite par des stress
réticulaires (Gething, 1999). GRP78 est exprimée de maniere abondante dans toutes les
cellules et plus particulierement dans les cellules sécrétrices telles que les ilots
pancréatiques. Les souris invalidées pour le géne meurent au stade embryonnaire soulignant

le role essentiel de GRP78 dans la cellule (Luo et al., 2006).
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e HSC70 (HSPAS8)

HSC70 est exprimée dans la plupart des tissus de I'organisme et n’est que trés peu
induite lors d’un choc thermique. Elle est impliquée dans de nombreux processus cellulaire,
notamment dans le repliement des protéines nouvellement synthétisées, dans le transport
des protéines a travers les membranes, dans la prévention de la formation des agrégats
protéiques lors d’un stress, dans I'autophagie ou dans la dissociation des cages de clathrine
entourant les vésicules d’endocytose et d’exocytose (Daugaard et al., 2007; Eisenberg and
Greene, 2007; Lindquist and Craig, 1988). HSC70 est ainsi essentielle au bon fonctionnement
des cellules : les souris invalidées pour le géne hspa8 ne sont pas viables (Florin et al., 2004)
et la déplétion de la protéine par interférence a ARN entraine une mort massive dans de

nombreux types cellulaire (Rohde et al., 2005).

La fonction de chaperon de HSC70 n’est pas limitée aux protéines. HSC70 est en effet
capable de se lier aux éléments riches en adénine et uracile dans la région 3’ non traduite de
I’ARN messager de Bim dans les cellules rouges, permettant ainsi la stabilisation de I’ARN

messager de cette protéine pro-apoptotique(Matsui et al., 2007).

e GRP75 (HSPA9)

Cette protéine comporte dans sa séquence un signal spécial permettant son
transport dans la matrice de la mitochondrie. C'est en effet une protéine mitochondriale qui
participe au repliement des protéines apres leur passage a travers les membranes (Mizzen et

al., 1989; Ostermann et al., 1990).

b) Les protéines inductibles de la famille HSP70 : la protéine HSP70 (HSPA1)

HSP70 est issue de deux génes, hsp70.1 (hspala) et hsp70.3 (hspalb), situés sur le
chromosome 6 et dont les loci sont tres proches (Gunther and Walter, 1994; Milner and
Campbell, 1990). lls ne comportent pas d’intron et sont fortement inductibles par un stress.
Ces deux genes vont permettre I'expression des protéines HSPA1A et HSPA1B regroupées

indifféremment sous le nom de HSP70. Lors d’un stress, le facteur de transcription HSF1 se
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lie au niveau du promoteur des génes hsp70.1 et hsp70.3 et induit rapidement une forte

expression de HSP70.

HSP70 est la protéine de choc thermique inductible par excellence. Dans des
conditions physiologiques, HSP70 est un chaperon moléculaire dépendant de I'ATP. Elle
facilite le repliement des polypeptides nouvellement synthétisés, participe a I'assemblage de
complexes multiprotéiques et au transport des protéines dans la cellule. Lors d’un stress
cellulaire, de nombreuses protéines perdent leur conformation tridimensionnelle adéquates
et leurs fonctions. Certaines peuvent également s’accumuler dans la cellule et former des
agrégats insolubles nocifs pour la cellule. HSP70 est alors recrutée pour prévenir cette

agrégation ou pour diriger ces protéines vers le protéasome en vue de leur dégradation.

HSP70 est principalement cytosolique, mais peut étre relocalisée dans le noyau lors
d’un stress ou elle participe notamment a I'assemblage et la translocation des ribosomes
(Velazquez and Lindquist, 1984; Welch and Suhan, 1986). Dans des conditions normales,
HSP70 est exprimée différemment selon le type cellulaire et la phase du cycle cellulaire

(Taira et al., 1997).

HSP70 comporte deux domaines principaux (Figure 7) :

Domaine de ’Pomain.e EEVD
liaison a ATP dinteraction
1 peptidique 1 641
HSP70 [ ]

Figure 7. Structure de HSP70.

- Un domaine de liaison a I’ATP (ATP Binding Domain ou ABD)

- Un domaine d’interaction peptidique (Peptide Binding Domain, PBD) en c-terminal
riches en glycines et prolines comprenant un motif EEVD permettant la liaison avec

d’autres protéines co-chaperons (domaine TPR).
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c) HSP70 : un chaperon moléculaire

La prise en charge des protéines substrats par HSP70 se fait par reconnaissance d’'une
séquence consensus enrichie en résidus hydrophobes du substrat par le PBD. Le PDB est
constitué d’un feuillet § et d’'une hélice a formant une sorte de « couvercle ». Lorsqu’elle est
lige a 'ATP, HSP70 adopte une conformation ouverte et permet I'entrée du substrat.
L’hydrolyse de I'ATP entraine alors la fermeture et la stabilisation du substrat. L'arrivée
d’une nouvelle molécule d’ATP provoque ensuite I'ouverture de HSP70 et la libération de la

protéine (Figure8) (Hartl and Hayer-Hartl, 2009).

Protéine dénaturée

O .

HSP40 Rl

N HSPm
HSP40 + Pi
Q O
» " ,\:‘ e
NEF NEF
ATP
o
u
Protéine renaturée . NEF
S N

b |
RS ADP

Figure 8. Modele de I'activité chaperon de HSP70. La protéine substrat est apportée a HSP70 par le co-
chaperon HSP40. L’hydrolyse de I'ATP entraine la « fermeture » de HSP70, la fixation de la protéine substrat sur
HSP70 et sa stabilisation. Des facteurs d’échange nucléotidique (NEF) permettent alors la dissociation de I’ADP.
La fixation d’une nouvelle molécule d’ATP permet « I'ouverture » de HSP70 et la libération de la protéine

substrat. Pi : phosphate inorganique.
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Les mécanismes de retour a une conformation tridimensionnelle adéquate restent
cependant assez mal connus. Les protéines dénaturées ou nouvellement synthétisées ont
tendance a se renaturer naturellement. Les chaperons moléculaires tels que HSP70
pourraient alors favoriser ce retour en accélérant la cinétique de repliement (Hartl and

Hayer-Hartl, 2009).

Une fois libérée par HSP70, la protéine substrat peut emprunter différentes voies :

- Elle peut étre définitivement libérée et remplir sa fonction de protéine.

- Si sa conformation n’est toujours pas adéquate, elle peut étre re-chaperonnée par

HSP70 et suivre le cycle vu précédemment

- Sile repliement est plus complexe, elle peut étre acheminée vers d’autres systemes

de chaperonnage : les chaperonines (HSP60) ou bien le complexe impliquant HSP90

- Elle peut étre dégradée par le protéasome.

La décision dépend donc du dégrée de complexité du repliement mais également des
co-chaperons recrutés par HSP70. HSP70 est assistée d’un co-chaperon, HSP40, constitué
entre autre d’un domaine J. HSP40 peut lier directement le polypeptide a prendre en charge
et le transférer au domaine PBD de HSP70, puis stimuler I’hydrolyse de I’ATP grace a son
domaine J (Hennessy et al., 2005). Des facteurs d’échange nucléotidique (NEF) tels que BAG-
1 (Bcl-2-associated athanogene) ou HSP110 se lient au domaine ATPase de HSP70 et
catalysent I'échange ATP — ADP (Alberti et al., 2003; Andreasson et al., 2008) (Figure8).
Classiquement, les co-chaperons possedent 2 fonctions principales : ils peuvent soit réguler
I'activité ATPasique de HSP70 et son affinité pour son substrat, soit recruter d’autres
complexes protéiques mais ils peuvent également faire les deux. Par exemple la fixation de
la protéine Hop (HSP70/HSP90 Organizing Protein) va permettre le recrutement de HSP90 et
le transfert du substrat d’'un complexe protéique a un autre. La protéine CHIP (C-terminus of
Hsc70/HSP70 interacting protein) va quand elle bloquer I'activité ATPase de HSP70 et va
participer a I'ubiquitinylation et a la dégradation par le protéasome de la protéine substrat
(Hohfeld et al., 2001). Ainsi la fixation spécifique des co-chaperons va déterminer le devenir

de la protéine substrat : le recrutement des co-cheperons Hip (HSC70 Interacting Protein) et
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Hop va par exemple favoriser le repliement de la protéine substrat alors que les protéines
BAG-1 et CHIP vont au contraire entrainer sa dégradation par le protéasome (Revue citée en
annexe |: Heat shock proteins: cell protection through protein triage, Lanneau, 2010)

(Figure9).

HSP40 HSP40

HSP70 . — -
U U U U

Favorisele Recrute le L
) Recrute HSP90 , Ubiquitination
repliement protéasome

Figure 9. Exemples de différents complexes de HSP70. La fixation du co-chaperon Hip au niveau du
domaine ATPase de HSP70 ou celle de Hop sur le domaine TPR favorise le repliement de la protéine substrat en
la stabilisant et en recrutant le complexe impliquant HSP90. Le co-chaperon BAG-1 est un facteur d’échange
nucléotidique et entre en compétition avec Hip pour se fixer sur HSP70. CHIP est une ubiquitine ligase. BAG-1
et CHIP favorisent la dégradation de la protéine substrat en permettant le recrutement du protéasome et

I"'ubiquitination de la protéine substrat.

L’activité biologique de nombreuses protéines dépend de HSP70. HSP70, en stabilisant
certaines kinases ou certains facteurs de transcription, participe au bon fonctionnement des
voies de signalisation cellulaire. Elle est ainsi impliquée dans la transduction du signal, dans
la régulation du cycle cellulaire ou dans les phénoménes de mort cellulaire ou de
différenciation. HSP70 jouerait donc un réle essentiel dans plusieurs pathologies telles que
les maladies neuro-dégénératives, les maladies auto-immunes ou le cancer (Guzhova and

Margulis, 2006).

d) Inhibition de HSP70

HSP70 est souvent surexprimée dans les cellules cancéreuses. Elle protége ces

derniéeres de la mort cellulaire induite par différents agents anticancéreux, notamment grace
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a sa capacité a prévenir 'apoptose (Garrido et al., 2006). L'inhibition de HSP70 apparait alors

comme une stratégie trés intéressante dans le traitement des cancers.

Contrairement a HSP90, il n’existait pas jusqu'a trés récemment des molécules
inhibant de maniere spécifique HSP70. Des inhibiteurs de la réponse au choc thermique tels
gue la quercetine ou le triptolide étaient alors utilisés afin de bloquer I'expression de HSP70
via l'inhibition de I'activité transcriptionnelle de HSF1. Plusieurs molécules inhibitrices de
HSP70 ont été cependant récemment identifiées (Powers et al., 2010). Le premier inhibiteur,
la pifithrine-u (PFTY, PES ou PAS) a d’abord été caractérisé en tant qu’agent inhibant la
fixation de la protéine p53 a la mitochondrie en réduisant son affinité pour les protéines
anti-apoptotiques Bcl-xl et Bcl-2 (Strom et al., 2006). L’analyse approfondie des cibles de la
pifithrine-u a révélé par la suite que cette molécule interagit avec HSP70, bloque
I'interaction entre HSP70, ses co-chaperons et ses substrats et supprime le développement
tumoral (Leu et al., 2009). Une autre molécule dérivée de I'adénosine a été identifiée grace a
I’étude de la structure du domaine de fixation de 'ATP de HSP70 par cristallographie aux
rayons X et par bioinformatique (Williamson et al., 2009). Ce composé, le VER-155008 induit
I'apoptose dans des cellules du cancer du sein et potentialise I'action apoptotique d’un
inhibiteur de HSP90, le 17-AAG (17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycine) (Massey et al.,
2009).

Mon équipe a également développé différents inhibiteurs de HSP70. Nous avons
élaboré un mutant de délétion de la protéine AIF (Apoptosis Inducing Factor) capable
d’interagir avec HSP70. Ce dérivé, nommé ADD70 (AIF Derived Decoy for HSP70), a montré
une bonne sensibilisation des cellules cancéreuses a la mort induite par des agents
chimiotherapeutiques (Schmitt et al., 2006). Cependant sa grande taille limite son utilisation
en clinique. Nous avons alors développé des aptameéres peptidiques capables d’inhiber
efficacement HSP70. Ces peptides augmentent la sensibilité des cellules cancéreuses a la
mort induite par le cisplatine in vitro ainsi que dans des modeéles de cancer chez la souris et

le rat (Rerole et al, article soumis).

38



3) HSP90

La famille HSP90 se compose de quatre membres principaux : HSP90a, HSP90B, GP96
et TRAP1.

a) GP96 et TRAP1

e GP96

GP96 (GlycoProtéine 96) ou GRP94 est présente chez les vertébrés et quelques
invertébrés tels que Caenorhabditis elegans mais est absente chez les bactéries, les levures
ou la drosophile (Arrigo et al., 2005). C'est une glycoprotéine de 96 kda présente en
abondance dans le réticulum endoplasmique grace a une séquence de rétention située en c-
terminal (Maki et al., 1990) et également exprimée a la surface des cellules (Robert et al.,
1999). Cette protéine est présente constitutivement dans toutes les cellules mais son

expression peut étre augmentée suite a un stress réticulaire (Bush et al., 1997).

GP96 est un chaperon moléculaire responsable de la maturation des protéines (Yang
and Li, 2005). Depuis quelques années, GP96 est devenue la cible de nombreuses études
concernant son réle dans le systéme immunitaire. GP96 participe en effet a la présentation
des antigenes, notamment en chaperonnant les antigenes tumoraux (Multhoff, 2006). Un
vaccin basé sur GP96 isolé a partir de tumeurs de patients est par ailleurs en essais clinique

de phase lll dans le traitement de certains cancers (Testori et al., 2008).

e TRAP1

TRAP1 (Tumor Necrosis Factor Receptor—Associated Protein 1) est une protéine
dépendante de I’ATP située dans la mitochondrie dont la fonction reste mal connue. Bien
gue trés proche de HSP90, elle n’interagit pas directement avec les protéines clientes et les

co-chaperons classiques de HSP90 (Felts et al., 2000).
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b) HSP9O0 : structure

HSP90a et HSPI90B sont les membres principaux de la famille HSP90. Ces deux
isoformes sont issues d’une duplication du gene originel au cours de I'évolution (Gupta,
1995) et présentent environ 86 % d’identité entre elles. Pendant de nombreuses années, la
plupart des études ne faisaient pas la différence entre ces deux protéines, le terme HSP90
faisait et fait alors indistinctement référence aux deux isoformes (Chen et al., 2005). HSP90
est une protéine de stress essentielle a la survie des cellules eucaryotes. C'est une des
protéines les plus abondantes de la cellule puisqu’elle représente environ 1% des protéines

totales et son expression peut étre induite par un stress (Csermely et al., 1998).

HSP90 est constituée de trois grandes régions (Figure 10):

- Un domaine N-terminal correspondant au site de fixation principal de I'’ATP

- Un domaine central impliqué dans la reconnaissance des protéines clientes

- Un domaine C-terminal responsable de la dimérisation (Figure 10). L'ATP peut
également se fixer au niveau d’un deuxieme site situé en c-terminal lorsque le premier est

occupé (Soti et al., 2002).

Région N-terminale Partie médiane Région C-terminale
NH, — N ( M ] C — cooH
Y /! Y : Y J
Site de fixation de I'ATP Site de fixation peptidique Site de dimérisation
Signal de localisation nucléaire Site de fixation de la
Site de phosphorylation calmoduline

Site de fixation de co-

@ N chaperons

Figure 10. Structure de HSP90.N : domaine N-terminal, M : domaine central, C : domaine C-terminal.
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La dimérisation de HSP90 est nécessaire a ses diverses fonctions (Minami et al.,
1994). C'est principalement sous forme d’homodiméres a-a ou B- que HSP90 est active
mais elle existe également des formes hétérodimériques ainsi que des formes
monomeériques (essentiellement la formef). HSP90 s’associe alors a d’autres protéines afin
de former des complexes impliqués dans le processus de repliement des protéines (Pratt and

Toft, 2003).

c) HSP90 : fonction

HSP90 stabilise de trés nombreuses protéines appelées « protéines clientes de
HSP90 ». A I'heure actuelle plus de cent protéines clientes ont été identifiées. Néanmoins,
HSP90 semble plus particulierement impliquée dans le chaperonnage de 2 grandes classes

de protéines :

- Les facteurs de transcription. Elle intervient dans la maturation et la
régulation de I'activité de plusieurs facteurs de transcription, notamment les récepteurs aux

hormones stéroidiennes (Picard et al., 1990).

- Les protéines kinases. Elle participe a la stabilisation et a I'activation des
protéines kinases telle que Akt/PKB (Protéine Kinase B),v-Src kinase ou Raf Kinase (Csermely

et al., 1998; Sato et al., 2000).

HSP90 est également impliquée dans la stabilisation du cytosquelette en s’associant a
la fois a I'actine et la tubuline. Linteraction avec les microfilaments permet de préserver
I'intégrité cellulaire aprés un stress et le transport intra-cytoplasmique de protéines (Czar et

al., 1996; Pratt, 1992).

L’association de HSP90 avec ses protéines clientes est régulée par I’ATP. HSP90 se
comporte comme une "pince" en piégeant sa protéine cliente entre ses monomeres. La
fixation puis I’hydrolyse de I’ATP induisent des changements conformationnels de HSP90 et
entrainent la stabilisation de sa protéine cliente au bout de plusieurs cycles (Figure 11) (Pearl

and Prodromou, 2006).
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Figure 11. Modele de l'activité chaperon de HSP90. La fixation de I’ATP sur son site induit des
changements de conformation de HSP90. La protéine cliente de HSP90 est alors piégée et rendue a nouveau

active. L’hydrolyse de I’ATP provoque la libération de la protéine cliente. D’aprés (Pearl and Prodromou, 2006).

L'activité chaperon de HSP90 dépend de nombreuses protéines co- chaperons. Le
motif EEVD présent dans le domaine c-terminal de HSP90, reconnu par le domaine TPR
(Tetratricopeptide Repeat) de certains co-chaperons, permet leur fixation sur HSP90 (Pearl
and Prodromou, 2006). Le co-facteur Hop permet le recrutement du complexe HSP70/HSP40
et I'arrivée de la protéine cliente. D’autres co-chaperons jouent sur la conformation de
HSP90 et son activité ATPasique de HSP90. Ainsi Cdc37 et p23 ont un effet inhibiteur alors

que Ahal ou Crp6 augmente cette activité ATPasique (Wandinger et al., 2008).

Les modifications post-traductionnelles de HSP90 telles que son acétylation, sa s-
nitrosylation ou sa phosphorylation régulent également I'activité de HSP90. L’acétylation de
HSP90 inhibe par exemple I'activité chaperon de HSP90 (Bali et al., 2005; Murphy et al.,
2005). Des inhibiteurs d’histones deacetylases (HDAC) tels que la Trichostatine A (TSA)
entrainent une hyperacétylation de HSP90 et une diminution des interactions entre HSP90,
ses co-chaperones et certaines de ses protéines clientes qui restent alors non-fonctionnelles

(phénomene décrit pour le récepteur aux glucocorticoides (Kovacs et al., 2005)). La s-
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nitrosylation de HSP90 par l'oxyde nitrique (NO) modifie la cystéine 597 de HSP90 et

diminue son activité ATPasique (Martinez-Ruiz et al., 2005).

Bien que le mécanisme de fonctionnement de HSP90 soit relativement bien connu
(il existe de nombreuses structures en trois dimensions obtenues par cristallographie aux
rayons X montrant les différents états de HSP90), les conditions de recrutement des co-

chaperons et la spécificité des protéines clientes restent un mystere.

d) Différences entre HSP90a et HSP90[

HSP90a et HSP90B partagent 86% d’indenté entre elles et different par leur
composition en amino-acides dans leur région C-terminale. HSP90a est inductible par
plusieurs stress externes et représente la forme minoritaire tandis que HSP90B est

majoritaire et exprimée de maniere constitutive (Sreedhar et al., 2004).

L’étude de ces isoformes lorsqu’elles sont exprimées dans la levure en tant que seule
source de HSP90 a révélé des différences dans leur capacité a activer certaines protéines
clientes. Dans ce contexte, I'isoforme B a montré une plus forte sensibilité au radicicol, un
inhibiteur de HSP90 (Millson et al., 2007). De plus il a été montré récemment que la protéine

GCUNC45 est un co-chaperon spécifique de HSP90P (Chadli et al., 2008).

Ces isoformes semblent également jouer un réle différent dans le développement
des organismes. Au cours du développement de I'embryon de souris, HSP90B est présent
dans tous les stades et dans la plupart des cellules alors que HSP90a est plus
particulierement présente dans les hépatoblastes, les épithelia et les cellules germinales
primordiales. L'invalidation du géne HSP90B chez la souris est |étale suite a des altérations
de la différenciation des trophoblastes et du développement du placenta (Voss et al., 2000),
bien que le niveau de HSP90a ne soit pas modifié. Ainsi, bien que HSP90a soit exprimée

normalement, elle n’arrive pas a compenser la perte en HSP90B (Voss et al., 2000).
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Il semblerait que HSP90a soit plus particulierement impliquée dans la protection de la
cellule lors d’un stress alors que I'isoforme B ait davantage un réle dans le développement et

la différenciation cellulaire.

e) Inhibition de HSP90

HSP90 est souvent fortement exprimée et sous forme active dans les cellules
cancéreuses, notamment dans les cancers du sein et dans les leucémies (Jameel et al., 1992;
Yufu et al.,, 1992). Cette surexpression est considérée comme un facteur de mauvais
pronostic : HSP90 est en effet impliquée dans la protection de la cellule cancéreuse contre la
mort induite par les agents du systéme immunitaire ou par les agents cytotoxiques. Elle
confére également a la cellule cancéreuse une indépendance vis-a-vis des facteurs de
croissance et une insensibilité vis-a-vis des signaux anti-croissance. Enfin HSP90 permet de
favoriser I'angiogenése au sein de la tumeur (Powers and Workman, 2006). C’'est pourquoi
depuis quelques années HSP90 est devenue une cible thérapeutique de choix pour le

développement de nouveaux traitements anti-cancéreux.

L’étude du mécanisme d’action de HSP90 a permis le développement de petites
molécules inhibitrices de HSP90. Lorsqu’il est lié a HSP90, ’ATP adopte une conformation
particuliére retrouvée uniquement dans les ATPases possédant un motif appelé « Bergerat
fold ». Ce motif est présent dans les protéines de la superfamille GHKL (gyrase bactérienne,
HSP90, histidine kinase, MutL) et ne ressemble pas aux domaines ATPase retrouvés par
exemple dans les kinases classiques ou dans HSP70. Des petites molécules mimant cette
conformation dans la poche de fixation de I’ATP ont alors été développées afin d’inhiber
spécifiguement HSP90. Ainsi le 17-AAG, molécule dérivée de I'antibiotique geldanamycine,
se fixe dans le site de fixation de I'ATP et empéchent les changements conformationnels de
HSP90, induisant ainsi la déstabilisation et éventuellement la dégradation des protéines
clientes (Neckers and Neckers, 2002). Le 17-AAG présente un fort potentiel thérapeutique
puisque il inhibe HSP90 et de ce fait sensibilise les cellules cancéreuses aux agents
cytotoxiques utilisés en chimiothérapie. De plus, ce produit semble étre « spécifique » des

cellules cancéreuses. En effet, dans les cellules cancéreuses I’affinité de HSP90 pour I’ATP est
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100 fois supérieure a celle observée dans les cellules normales. Puisque le 17-AAG mime
I’ATP, I’affinité de HSP90 pour le 17-AAG et donc son activité cytotoxique sont également
augmentées dans les cellules tumorales par rapport aux cellules normales (Kamal et al.,
2003). Le 17-AAG est actuellement en études cliniques de phase Il pour le traitement de
myélomes multiples réfractaires (Usmani et al., 2009). De nombreuses autres molécules
dérivées ou non du 17-AAG telles que les purines synthétiques D-Z8 et H-71 ou le radicicol
sont également développées afin d’inhiber HSP90 (Figure 12) (Didelot et al., 2007). Il existe
également d’autres inhibiteurs de HSP90 qui interférent avec la dimérisation de HSP90 ou

son interaction avec ses protéines clientes (Barginear et al., 2008).
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Figure 12. Exemples d’inhibiteurs de HSP90. GM : geldanamycine

L'utilisation de ces inhibiteurs souléve cependant quelques problemes. On ignore en
effet si ces inhibiteurs se lient de maniére équivalente a HSP90a et a HSP90PB. Puisque
HSP90B semble étre particulierement impliquée dans le développement des organismes, les
conséquences de I'utilisation d’inhibiteurs de HSP90 doivent étre étudiées, d’autant plus que
HSP90 jouerait un role dans I'évolution en favorisant le polymorphisme et I'apparition de

mutations génétiques (Queitsch et al., 2002). L’inhibition de HSP90 a également pour effet
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secondaire d’augmenter fortement I’expression de HSP70 (Kaarniranta et al., 2005; Schmitt
et al., 2006) et donc de protéger les cellules de la mort, ce qui pourrait limiter I'utilisation de

ces molécules.

1. L’apoptose

A) Géneralités

Le terme d’apoptose fait référence a la chute programmée des feuilles en automne
(du grec apo: au loin, et ptosis: chute). C’est un mécanisme de mort cellulaire programmée
qui intervient dans de nombreux phénomeénes physiologiques tels que I'organogénése ou le
maintien de I’"homéostasie tissulaire en détruisant les cellules devenues inutiles ou altérées.
Contrairement au phénomene de nécrose, défini comme étant une mort cellulaire
désordonnée, I'apoptose est au contraire une mort propre et extrémement controlée. Elle
est considérée comme un mécanisme de suicide qui aboutit au démantelement de la cellule
par l'activation de toute une machinerie intra-cellulaire sans interférer avec les cellules

voisines.

Le processus d’apoptose se caractérise par de profonds changements de la
physiologie de la cellule. Les cellules en apoptose s’isolent des autres cellules par perte de
contact cellulaire. La membrane plasmique forme des bourgeonnements a la surface des
cellules. Celles-ci vont se disloquer en fragments cellulaires entourés d’'une membrane
phospholipidique, les corps apoptotiques, contenant des parties de cytoplasme et de noyau.
Ces corps apoptotiques vont ensuite étre rapidement éliminés par les cellules du systeme
immunitaire, ce qui évite la libération du contenu cellulaire et le déclanchement d’une
réponse inflammatoire locale. La reconnaissance de ces corps est facilitées par la
translocation des phosphatidylserines du feuillet interne de la membrane plasmique vers le

feuillet externe (Bevers et al., 1999; Krieser and White, 2002).
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Au niveau cytoplasmique, I'apoptose s’accompagne d’une acidification et d’une
condensation du cytoplasme. Les différents organites se regroupent et rétrécissent alors que
la mitochondrie augmente de taille. Le potentiel mitochondrial transmembranaire diminue,
ce qui entraine un relargage des protéines mitochondriales présentes dans I'espace inter-
membranaire vers le cytosol (Wang and Youle, 2009). Au niveau du noyau cellulaire, la
chromatine se condense le long de I'enveloppe nucléaire. L'ADN nucléaire est ensuite clivé

en fragments réguliers d’environ 180 paires de bases.

B) Les voies de I’apoptose

Il existe deux principales voies d’activation du processus apoptotique : la voie
extrinseque faisant intervenir les récepteurs de mort et la voie intrinséque ou
mitochondriale (Figure 13). Ces deux voies aboutissent au clivage et a I'activation de
protéases a cystéine nommeées caspases (Cysteinyl Aspartate Cleaving Proteases). Les
caspases sont synthétisées sous forme de précurseurs activés par clivage protéolytique. Elles
sont divisées en trois groupes : les caspases impliquées dans l'inflammation comme la
caspase-1, les caspases initiatrices comme les caspases-8, -9 et -10, les caspases
apoptotiques effectrices comme les caspases-3 et -7. Les caspases effectrices permettent le

démantelement de la cellule lors de I'apoptose.

- la voie extrinseque ou la voie des récepteurs de mort est activée par les
ligands de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) tels que le TNFa, FAS-L (FAS- Ligand) ou
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand). La fixation de ces ligands sur leurs
récepteurs spécifiques conduit a I'activation des caspases-8 ou -10 au sein d’un complexe
moléculaire appelé DISC (Death Inducing Signaling Complex) composé de |'adaptateur FADD
(Fas-Associated Death Domain), des procaspases-8 ou -10 et d’autres protéines régulatrices
comme RIP1 (Receptor Interacting Protein 1) ou TRADD (Tumor Necrosis Factor Receptor-
Associated Death Domain Protein). Une fois activées, les caspases initiatrices vont a leur tour

cliver les caspases effectrices, notamment la caspase-3.
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- La voie intrinseque ou voie mitochondriale est activée par des signaux
externes comme des agents cytotoxiques, une carence en facteurs de croissance ou des
stimuli physiques (rayons X ou UV). Ces signaux entrainent le relargage de protéines
mitochondriales dans le cytosol. Une fois libérés de la mitochondrie, le cytochrome C et
I'adaptateur Apaf-1 forment un complexe nommé apoptosome permettant le recrutement
et I'activation de la procaspase-9. La caspase-9 va alors cliver les caspases effectrices telles
qgue la caspase-3. Le relargage des protéines pro-apoptotiques mitochondriales et la
formation de I'apoptosome peut également intervenir lors de la voie extrinseque. En effet
lorsque la formation du DISC est insuffisante, la caspase 8 peut cliver la protéine Bid qui va

alors activée la protéine Bax et la voie mitochondriale.
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Figure 13. Représentation schématique des grandes voies de I'apoptose.
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De trés nombreuses protéines intracellulaires (plus de 350) sont des cibles des
caspases lorsque ces enzymes sont activées au cours de I'apoptose (Fischer et al., 2003). Ces
cibles incluent par exemple des protéines impliquées dans le maintien de lintégrité
structurale (comme la spectrine a ou I'actine a), des protéines contrélant le cycle cellulaire
(p21, p27Kip1), des protéines impliquées dans la syntheése, le clivage ou la réparation de ’ADN
(ICAD, Acinus, PARP, DNA-PK), des kinases (Lyn) ou des facteurs de transcription (GATA-1).
Le clivage de ces protéines conduit au démantélement de la cellule (clivage des protéines du
cytosquelette, fragmentation de I’ADN), a I'inhibition des voies de survie et a 'activation de

facteurs pro-apoptotiques aboutissant in fine a la mort irréversible de la cellule.

L'apoptose est un mécanisme extrémement contrélé. La dérégulation de I'apoptose
est impliquée en effet dans de nombreuses pathologies telles que les maladies neuro-
dégénératives (maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson), certaines maladies auto-
immunes (lupus érythémateux) ou le cancer. De nombreuses protéines pro- ou anti-
apoptotiques interviennent a différents niveaux dans les voies de signalisation de I'apoptose.
C'est le niveau d’expression et d’activation de ces protéines qui va au final orchestrer la
décision survie versus mort cellulaire. Un grand nombre de protéines régulent ainsi de

maniére négative la mort cellulaire par apoptose.

C) Régulation de I'apoptose par les HSPs

Le role des HSPs dans la régulation de I'apoptose est approfondi dans la revue citée
en Annexe |l : Heat Shock Proteins : essential proteins for apoptosis regulation (Lanneau et

al., 2008).

Les HSPs, via leur fonction de chaperon moléculaire, participent a la régulation du
processus apoptotique. Le role cytoprotecteur des HSPs a été largement étudié et démontré
par de nombreuses équipes, notamment la mienne. La surexpression de HSP27, de HSP70 ou
de HSP90 inhibe ainsi I'apoptose dans un grand nombre de modeles différents et

inversement, leur sous-expression par siRNA ou par des anti-sens sensibilise a la mort
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cellulaire (Lanneau et al., 2008). Les HSPs jouent un role essentiel dans la régulation de la
mort cellulaire par apoptose en interférant d’'une part avec les deux voies principales de
I'apoptose, la voie intrinséque et extrinseque, et en favorisant d’autre part les voies de
survie. HSP27 peut par exemple induire I'ubiquitinylation et la dégradation de plusieurs
protéines telles que IkBa, inhibiteur du facteur de transcription NF-kB, et donc favoriser la
survie des cellules. HSP27 peut également inhiber I'activation des caspases en interagissant

avec différents acteurs des voies apoptotique tels que le cytochrome C (Bruey et al., 2000).

Les cellules déplétées en HSP70 sont extrémement sensibles a la mort cellulaire
induites par de nombreux stimuli. Le controle de HSP70 sur I'apoptose s’effectue a différents
niveaux en inhibant par exemple la trimérisation des récepteurs de mort de TRAIL (Guo et
al., 2005), en empéchant la perméabilisation de la mitochondrie en inhibant la translocation
de Bax (Stankiewicz et al., 2005), en prévenant la formation de I'apoptosome via son
interaction avec Apaf-1 (Beere et al., 2000) ou encore en protégeant certaines cibles des
caspases telles que GATA-1 (Ribeil et al.,, 2007). HSP70 peut également se lier a AIF et
empécher sa translocation dans le noyau et la condensation de la chromatine (Ravagnan et
al., 2001). L'étude approfondie de cette interaction par mon équipe a permis de développer

des molécules pouvant se lier a HSP70 et I'inhiber.

HSP90 régule |'apoptose principalement via le chaperonnage de ses protéines
clientes. De nombreuses protéines clientes de HSP90 sont ainsi impliquées dans les voies de
survie des cellules. HSP90 stabilise par exemple RIP1, protéine recrutée au niveau du
récepteur au TNFa TNF-R1 et qui favorise I'activation de NF-kB et de JNK (c-Jun N-terminal
Kinase), généralement associée a la survie de la cellule. HSP90 interagit également avec la
protéine kinase AKT, elle aussi associée a la survie cellulaire et stabilise certaines protéines

anti-apoptotiques telles que FLIP ou Bcl-2, empéchant ainsi I'activation de I'apoptose.
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. La différenciation macrophagique

La différenciation cellulaire est un processus physiologique indispensable au
développement ainsi qu’au bon fonctionnement de 'organisme. C'est par ce mécanisme
gu’une cellule pluripotente ou indifférenciée acquiére de nouvelles capacités afin de se
spécialiser en un type cellulaire possédant des caractéristiques et des fonctions biens

précises.

La différenciation cellulaire et I'apoptose sont des mécanismes tres proches.
Certaines modifications morphologiques observées lors des phénomenes de différenciation
cellulaire, telle que la condensation du noyau ou la perte d’organites lors de la
différenciation des spermatides ou au cours de la différenciation érythroide terminale,
rappellent fortement les caractéristiques de l’apoptose (Cagan, 2003). Les caspases,
principales actrices de I'apoptose, sont également activées au cours de la différenciation de
plusieurs types cellulaire (Launay et al., 2005). Elles participent ainsi a la différenciation des
fibres musculaires (Fernando et al., 2002), la différenciation érythroide (Zermati et al., 2001)
la différenciation mégacaryocytaire (Kozuma et al., 2009) ou encore la différenciation

macrophagique (Sordet et al., 2002).

La différenciation macrophagique se déroule dans le cadre de I’hématopoiése. C'est
par ce mécanisme que les monocytes, cellules du systéme immunitaire circulant dans le
sang, deviennent dans les tissus des macrophages. Les macrophages phagocytent alors les
débris cellulaires et les pathogenes. lls peuvent également présenter des antigénes aux
lymphocytes T et induire une réponse immunitaire adaptée. La différenciation
macrophagique est finement contrélée par de nombreuses protéines. Nous aborderons ici le
réle du facteur transcription Spi-1/Pu.1, de la protéine inhibitrice de I'apoptose c-IAP1 ainsi

qgue des protéines de choc thermique dans ce processus.
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A) L’hématopoiese

L’hématopoiese est un processus ordonnée et hautement contrélé conduisant a la
production par la moelle osseuse de cellules sanguines matures (érythrocytes,
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, lymphocytes, monocytes et
plaquettes) a partir d’'un nombre restreint de cellules souches. Afin de maintenir
I’'hnoméostasie, I’'hématopoiése doit maintenir un équilibre entre la production (prolifération
et différenciation) et la disparition (apoptose) des différentes cellules sanguines. Un
déséquilibre de ce processus peut conduire a la production anarchique d’un type cellulaire

précis et au développement de leucémies.

L'hématopoiese se déroule chez 'homme apres la naissance dans la moelle des os, en
particulier dans l'os sternal, les os iliagues et la téte du fémur. Elle se produit avant la
naissance dans les ilots sanguins de la vésicule vitelline puis dans le foie, la rate et les

ganglions lymphatiques.

L’'hématopoiése comporte quatre compartiments différents (Figure 14):

- Les cellules souches multipotentes

Toutes les cellules sanguines sont produites a partir d'une méme cellule
indifférenciée dite cellule souche multipotente ou cellule souche primitive. Ces cellules ne
sont pas morphologiquement identifiables. Elles sont dotées d’une capacité d’auto-
renouvellement élevée, capacité qu’elles vont progressivement perdre lorsqu’elles vont

s’engager de fagon irréversible dans une des voies de différenciation hématopoiétique.

- Les progéniteurs

Une fois engagées dans une voie de signalisation, les cellules souches multipotentes
perdent leur multipotence et deviennent une cellule souche engagée ou progéniteur. Ces

cellules ne sont pas morphologiquement indentifiables mais elles sont mises en évidence
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grace aux techniques de culture de cellules médullaires en milieux semi-solide et en
présence de facteurs de croissance adaptés ou elles donnent naissance a des colonies de

différents types:

e Colonies de cellules granuleuses neutrophiles et monocytaires dont |'origine est la
CFU-GM (Granulocyte Monocyte Colony Forming Unit)

e Colonies de cellules granuleuses basophiles dont I'origine est la CFU-B

e Colonies érythroblastiques dont I'origine est une BFU-E (Burst Forming Unit) et la
CFU-E

e Colonies mégacaryocytaires dont |'origine est une CFU-Meg.

- Les précurseurs

Ce sont des cellules morphologiquement reconnaissables localisées dans la moelle
osseuse. Le compartiment des précurseurs a pour buts la maturation cellulaire et la
multiplication. La maturation des cellules s’"accompagne de modifications morphologiques
telles que la diminution de la taille cellulaire, la diminution du rapport nucléo-cytoplasmique,
la disparition des nucléoles ou encore la condensation de la chromatine. Parallelement a la
maturation, les cellules vont subir entre 3 et 5 mitoses de sorte qu'un précurseur peut
donner naissance jusqu’a 32 cellules filles. Les précurseurs les plus immatures sont les
myéloblastes, les proérythroblastes, les mégacaryoblastes, les lymphoblastes et les

monoblastes.

- Les cellules matures

Ces sont les différentes cellules sanguines de |'organisme. Ces cellules sont pour la
plupart d'entre elles tres différenciées et sont les éléments terminaux et fonctionnels
des lignées. Elles n'ont pas ou trés peu de possibilités de synthése protéique et de division.
Leur durée de vie est courte (quelques heures pour les polynucléaires, quelques jours pour

les plaquettes, quelques semaines pour les hématies) mais leur nombre est trés élevé.
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Figure 14. Représentation schématique de I’"hématopoiese. CSH : cellules souches hématopoiétiques,
PMP : progéniteur multipotent, PMC : progéniteur myéloide commun, PLC : progéniteur lymphoide commun,
PGM : progéniteur granulomonocytaire, PEM : progéniteur érythro-mégacaryocytaire, CFU : colony-forming
unit, BFU : burst-forming unit, E : érythrocyte, MK : mégacaryocyte, M : monocyte, G : granulocyte, Eo :

éosinophile, B : basophile.

L’'hématopoiése doit étre parfaitement controlée afin d’assurer la production de chaque

élément en quantité et en temps voulu. Différents éléments régulateurs participent a ce

controle tels que les facteurs de croissance produits par les cellules du stroma de la moelle

osseuse ou le microenvironnement hématopoiétique lui-méme.
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B) Les monocytes

La différenciation macrophagique correspond a la différenciation terminale des
monocytes en macrophages. Les monocytes sont des cellules sanguines mobiles et douées
de phagocytose issues de la différenciation des monoblastes ou promonocytes produits a
partir des CFU-GM. Dans la moelle osseuse, les promonocytes se multiplient et continuent
leur maturation. Lorsque cette maturation est suffisante (un ou deux jours), les monocytes

quittent la moelle osseuse et se retrouvent dans le sang.

Les monocytes sont les plus grandes cellules circulant dans le sang. De forme ronde,
elles mesurent entre 12 et 25 um et atteignent jusqu'a 40 um de diamétre. Leur nombre est

variable tout comme leur durée de vie qui s’étale de quelques jours a quelques mois.

L'étude des marqueurs membranaires permet l'identification des populations de
monocytes. Ces cellules présentent ainsi des marqueurs de différenciation de la lignée
granulocytaire neutrophile : CD33 (Cluster of Differentiation 33), CD13 et des antigénes HLA
DR (Human Leukocyte Antigen). Elles possédent également des récepteurs pour les
fragments Fc (Fragments Cristallisables), les immunoglobulines G (CD32, CD64), des
récepteurs pour les fractions du complément (CD21, CD35), des protéines d’adhésion
(CD11a, b et c) ou des protéines facilitant la liaison aux lipopolysaccahrides bactériens

(CD14).

Les monocytes restent environ 24 heures dans le sang puis quittent la
circulation sanguine pour entrer dans les tissus ou ils sont exposés a différents stimuli
comme les cytokines, les chimiokines, les acides gras, les hormones et les immunoglobulines.
Ces agents induisent leur différenciation en macrophages et leur migration dans les tissus

environnants ou ils assureront une immuno-surveillance innée.
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C) Les macrophages

Les macrophages sont des éléments de grande taille (30 a 60 um de diamétre), au
noyau excentré arrondi a chromatine condensée. Le cytoplasme est volumineux, vacuolaire

et contient de nombreux lysosomes primaires et secondaires.

Les macrophages sont des éléments essentiels du systeme immunitaire inné et
adaptatif chez les vertébrés. Leurs fonctions sont variées et finement controlées par
I’environnement cellulaire. Les macrophages reconnaissent et phagocytent les pathogénes
et induisent, par présentation d’antigéne aux lymphocytes T, une réponse immunitaire
spécifique protectrice. Les macrophages peuvent cependant avoir des actions opposées dans
la réaction inflammatoire (pro- ou anti-inflammatoire), dans la réponse immunitaire
(immunogénicité ou tolérance), et dans ’lhoméostasie tissulaire (destruction ou restauration
destissus). Les macrophages sont en effet capables de secréter différentes

cytokines telles que :

- Le Tumor Necrosis Alpha (TNFa) qui initie une cascade de cytokines

conduisant a une réponse inflammatoire

- L'interleukine (IL-) 1-B, cytokine pro-inflammatoire

- Les interleukines 10 (anti-inflammatoire), 12, 18 (pro-inflammatoire) ou

I'interféron a et B, cytokines possédant une activité immuno-régulatrice

- L'IL-6, produite suite a une infection ou une blessure, qui stimule Ia

production d’anticorps par les lymphocytes B et induit I'activation des lymphocytes T.

Malgré leur maturation, les macrophages nécessitent un stimulus permettant
I'acquisition de leurs fonctionnalités. Les macrophages peuvent étre activés ou désactivés
par liaison des récepteurs de surface lors de contacts cellules-cellules ou par différentes

cytokines telles que I'IFN-y sécrété par de nombreuses cellules immunitaires dont les
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lymphocytes T CD4+, les lymphocytes TCD8+, les cellules Natural Killer (NK) et les

macrophages eux-mémes (Schleicher et al., 2005).

Les macrophages sont présents dans tous les tissus de |'organisme et peuvent résider
dans les organes pendant plusieurs mois. Il existe par ailleurs des populations particuliéres
de macrophages appelés macrophages résidents présentes dans certains organes. Ces
populations ont des roles spécifiques adaptés a leur localisation tissulaire. On trouve par

exemple :

- les cellules de Langerhans de la peau spécialisées dans la présentation d’antigenes et dans

la réaction inflammatoire

- les ostéoclastes présents dans la moelle osseuse et agissent dans les processus de

remodelage osseux

- les astrocytes et les cellules microgliales présentes dans le cerveau, qui aident a la

régulation de la croissance des neurones et peuvent servir a la présentation d’antigenes

- les cellules de Kiipffer dans le foie responsables de la phagocytose des particules du sang.

D) La différenciation macrophagique : role du M-CSF

La différenciation des monocytes en macrophages est gouvernée principalement par
un facteur de croissance : le M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor, CSf-1, Colony
Stimulating Factor 1) (Auffray et al., 2009). Il existe trois différentes formes de M-CSF issues
de I'épissage alternatif des ARN messagers : une forme associée a la surface des cellules, une
forme ancrée a la matrice extracellulaire et une forme soluble (Fixe and Praloran, 1998). Le
M-CSF est produit par un grand nombre de cellules et peut étre sécrété par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins ou produit localement dans les tissus par les cellules
épithéliales et stromales (Pixley and Stanley, 2004). Le M-CSF stimule la prolifération, la

différenciation et la survie des différents progéniteurs engagés dans la voie de
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différenciation des macrophages. Les souris possédant une mutation au niveau du gene csf-

1 ont ainsi une sévere déficience en macrophage (Kodama et al., 1991).

Le M-CSF, sous forme de dimére, se fixe au niveau du récepteur au M-CSF (M-CSF-R,
c-fms ou CD115) a la surface des différents précurseurs myéloides, des monocytes, des
macrophages et des cellules dendritiques. Le récepteur, codé par le proto-oncogene c-fms,
est un membre de la superfamille des immunoglobulines composé d’un seul domaine

transmembranaire séparant deux parties:

- la partie extracellulaire contenant une séquence de type immunoglobuline répétée

cinqg fois. C'est sur cette partie que se fixe le ligand

- la partie intra-cellulaire composée de deux domaines tyrosine kinase qui entourent

une séquence non catalytique. Cette partie permet la transduction du signal.

La fixation du M-CSF sur la partie extracellulaire de son récepteur entraine la
stabilisation du récepteur par dimérisation, puis |'activation de ses domaines kinases. Cette
activation stimule la trans-phosphorylation des résidus tyrosine sur la partie intracellulaire
du récepteur permettant la fixation de molécules de signalisation a domaine SH2. Ces
protéines a tyrosine vont alors activer, en fonction du niveau de différenciation de la cellule,
des voies de signalisation favorisant la survie (voie PI-3K ...), la prolifération (cas des voies
impliquant Grb2, MEK/ERK Extracellular signal-Regulated Kinase), la différenciation (voie des
Protéines Kinases C ou PKC) (Pixley and Stanley, 2004). La fixation du M-CSF sur son
récepteur induit ainsi des vagues successives d’activation de la PI-3K et de la protéine kinase
AKT dont la durée et I'amplitude augmentent en fonction du temps. L’activation d’AKT est
nécessaire a l'activation de la caspase-8 et a la différenciation des monocytes en

macrophages (Jacquel et al., 2009).

Le processus de différenciation macrophagique peut étre reproduit in vitro a partir de
monocytes issus du sang périphérique ou de progéniteurs myéloides par un traitement au
M-CSF. Ce processus peut aussi é&tre mimé par des cellules de lignées cellulaires myéloides
leucémiques capables de se différencier en cellules de type macrophagique comme les

lignées humaines U937 et THP-1 (Figure 15). La différenciation est alors induite par une
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exposition des cellules au M-CSF, a la vitamine D3 ou I'un de ses analogues, ou par les esters
de phorbol comme le TPA (12-O-TétradécanoylPhorbol-13-Acétate). Ces derniers activent les
PKC et vont en quelque sorte mimer I'effet du M-CSF en activant via les PKC certaines voies
de signalisation impliquant AKT, ERK 1/2 ou la p38 MAPK (Jang et al., 2005; Numazawa et al.,
2003). Le TPA peut également induire un arrét des cellules dans le cycle cellulaire en
inhibant notamment I'expression de c-Myc et a stimuler la sécrétion de M-CSF dans le milieu

environnant (Tsiftsoglou et al., 2003).

L’état de différenciation des macrophages est évalué :

- Par des changements au niveau de la morphologie: les cellules deviennent

adhérentes, s’étalent et forment des pseudopodes (protubérances).

- Par I'expression de nouvelles protéines a leur surface (marqueurs de différenciation)
telles que le CD71 (récepteur de la transferrine) ou le CD163 (récepteur scavenger de
I’'hémoglobine) ou I'augmentation de I'expression de protéines déja présentes telles que le

CD11b (chaine aM de I'intégrine).

- Par I'acquisition (ou le renforcement) de nouvelle fonctions telles que la phagocytose

ou la production de cytokines.

La différenciation de progéniteurs myéloides peut étre obtenue également par
I’exposition des cellules a de faibles concentrations de GM-CSF (Granulocyte Monocyte
Colony Stimulating Factor) (Barreda et al.,, 2004). Cependant, bien qu’ils expriment les
mémes marqueurs de différenciation, ces macrophages ne possédent pas le méme
phénotype que ceux obtenus par le traitement des cellules par le M-CSF, possedent une

activité phagocytaire diminuée et produisent moins d’H,0; et d’IL-10 (Akagawa, 2002).

In vitro, les monocytes du sang circulants peuvent aussi étre différenciés en cellules
dendritiques par un traitement au GM-CSF et a I'IL-4. Les cellules développent alors des
dendrites, expriment a leur surface les molécules de classe Il du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH 1) et les marqueurs de différenciation dendritiques tels que le

CD36, le CD1a ou le CD86.
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Monocytes Primaires Cellules THP1

M-CSF TPA

Figure 15. La différenciation macrophagique. A gauche : différenciation des monocytes primaires
(isolés a partir du sang périphérique humain) en macrophages par le M-CSF. A droite : différenciation des
cellules THP1 par le TPA. Au cours de la différenciation macrophagique, les cellules deviennent adhérentes au

support, s’étalent et développent des pseudopodes. Grossissement : x100.

E) Ladifférenciation macrophagique : le facteur de transcription Spi-1/Pu.1

1) Les facteurs de transcriptions impliqués dans la différenciation

macrophagique

La différenciation macrophagique correspond a I'acquisition de la part des monocytes
d’un nouveau phénotype et de nouvelles fonctions au sein de I'organisme. L’expression d’un
grand nombre de genes est ainsi modifiée au cours de ce processus. Ces modifications de
I’expression génique sont notamment liées a I'activation ou a l'inhibition de facteurs de

transcriptions.
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L'utilisation de souris déficientes pour certaines facteurs de transcription a permis de
mettre en évidence I'implication d’un certain nombre d’entre eux dans la différenciation

macrophagique (Friedman, 2002; Rosenbauer and Tenen, 2007; Valledor et al., 1998) :

- Les facteurs de transcription de la famille des C/EBP (CCAAT Enhancer Binding
Proteins). Leur expression est limitée au lignage myéloide mais dépend du stade de
différenciation. Ainsi C/EBPa et & sont principalement exprimés dans les granulocytes
immatures alors que C/EBP B (Nuclear Factor for IL-6 expression, NF-IL6) et y sont
surexprimés au cours de la maturation des macrophages. C/EBPa participe au
développement des monocytes en favorisant la transcription du géne c-fms codant pour le
récepteur au M-CSF. NF-IL6, en collaboration avec d’autres facteurs de transcription, régule
I’expression du gene de I'lL-1B (Yang et al., 2000), du gene de la chitotriosidase CHIT1 (Pham
et al.,, 2007) ou du M-CSF (Xie et al.,, 2002). La production et la différenciation des
macrophages ne sont pas bloquées dans les souris déficientes en NF-IL6 mais ces souris
possedent des macrophages non fonctionnels incapables d’éliminer les pathogénes
intracellulaires ou les cellules tumorales (Tanaka et al., 1995). NF-IL6 serait donc

principalement impliqué dans la maturation des macrophages.

- Les facteurs de transcription de la famille CBF (Core Binding Family). C’'est une
famille de protéines hétérodimériques contenant une sous unité CBFf commune et d’une
sous unité CBFal, a2 (ou Acute Myeloid Leukemia 1 protein, AML1) ou a3. AML1 reconnait
une région située dans le promoteur du gene c-fms et coopére avec NF-IL6 afin d’induire
I'expression de ce gene (Zhang et al., 1994). AML1 pourrait également faciliter I'action

d’autres facteurs de transcription tels que Spi-1/Pu.1.

- Les facteurs de transcription c-Myb et c-Myc régulent de maniére négative la
différenciation en favorisant la prolifération des cellules et en répriment I'expression de
génes impliqués dans l'induction de la différenciation terminale. Ainsi c-Myb réprime le
promoteur du gene c-fms et inhibe I'expression et I'activité des facteurs C/EBP (Friedman,

2002).
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- La famille des STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription). Ces
membres posseédent un domaine SH2 (SRC Homology 2) permettant la transduction du
signal. STAT3 participe a la répression des facteurs c-Myb et c-Myc au cours de la voie de
différenciation des monocytes. Un autre membre de cette famille, DIF (Differentiation-
Induced Factor), est activé au cours de la différenciation des cellules U937 par les ester de

phorbol.

- EGR1 et EGR2 (Early Growth Response), membres de la famille des facteurs de
transcription a doigt de zinc sont exprimés dans les macrophages. Leur fonction est encore
mal connue : les souris invalidées pour le géne codant pour EGR1 ne possedent pas de
défaut de la différenciation macrophagique ni de maturation, peut-étre a cause de |'effet

compensatoire d’autres facteurs.

- NF-Y (Nuclear Factor Y). L’activité transcriptionnelle de NF-Y augmente au
cours de la différenciation des monocytes en macrophages et participe a la synthése du

récepteur de la ferritine CD71 et a I'expression de molécules du CMH de classe Il.

- IRF1 (Interferon Regulatory Factor 1), facteur de transcription impliqué dans
I'arrét de la prolifération et IRF8, autre facteur de transcription impliqué dans la

détermination de la voie granulocytique versus monocytique/macrophagique.

- La famille des HOX. Ces facteurs de transcription contiennent un domaine de
liaison a I'ADN appelé homéodomaine. Parmi ces facteurs, HOXB7 participe aux étapes

intermédiaires de la différenciation des monocytes.

- NF-kB. L’activation de NF-kB est transitoire mais indispensable au processus
de différenciation des monocytes en macrophages (Pennington et al., 2001). Cette activation
est moins forte et moins soutenue que lors de la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques (Baltathakis et al., 2001). Au cours de la différenciation macrophagique, la

caspase-8 est recrutée et activée au sein d’'un complexe protéolytique impliquant FADD,
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RIP1 et FLIP. La caspase-8, en clivant RIP1, permet la diminution de I'activité NF-kB et la

poursuite du processus de différenciation (Rebe et al., 2007).

- Spi-1/Pu.1, le principal facteur de transcription de la différenciation des

monocytes en macrophages.

2) Spi-1/Pu.l: structure

Spi-1/Pu.1 (Spleen focus forming virus proviral integration 1 / Purine Rich Box 1) est
un facteur de transcription appartenant a la famille Ets (E twenty six) découvert en 1988 par
le docteur Moreau-Gachelin et ses collaborateurs (Moreau-Gachelin et al., 1988) en tant que
produit du gene ciblé par les insertions du rétrovirus de Friend (virus formant des foyers
spléniques ou Spleen Focus Forming Virus) dans la maladie de Friend. |l a été« redécouvert »
deux ans plus tard par une équipe américaine dirigée par le docteur Maki en tant que
facteur de transcription se fixant sur des motifs riches en purines au niveau du promoteur du
géne codant pour le CMH Il (Klemsz et al., 1990). Rapidement il s’est avéré que le facteur de
transcription Pu.l correspondait en réalité au produit du géne ciblé par le retrovirus de

Friend, Spi-1.

Spi-1/Pu.1 est codé par le géne sfpil situé sur le chromosome 11 de 'homme. Il est

composé de plusieurs domaines principaux (Figure 16) :

- Un domaine de transactivation situé en N terminal. Ce domaine comporte
notamment une région riche en résidus acides et une autre région riche en glutamines. La
participation de ces régions a I'activation de Spi-1/Pu.1 semble dépendre du géne ciblé par
spi-1/Pu.1, de la lignée et du stade de différenciation (Fisher et al., 1998; Klemsz and Maki,
1996; Nishiyama et al., 2004).

- Un domaine PEST, comportant une séquence riche en proline (P), en acide

glutamique (E), en serine (S) et en thréonine (T). Cette séquence est généralement associée
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aux protéines possédant une faible demi-vie bien que la protéine délétee pour cette région
présente la méme durée de vie que la protéine sauvage (Fisher et al., 1998). Ce domaine

serait impliqué dans I'interaction avec d’autres partenaires protéiques (Huang et al., 2007).

- Un domaine Ets, partagé par d‘autres facteurs de transcription de la famille
Ets, situé en C-terminal correspondant au site de fixation a ’ADN. Ce domaine, composé
d’un enchainement de 3 hélices alpha et 4 feuillets beta antiparalléles formant un motif
hélice-tour-hélice et boucle-hélice-boucle, se lie a I’ADN au niveau de 2 lysines et 2 arginines
conservées entre les protéines Ets. Il reconnait au niveau de I’ADN, une séquence contenant
le motif GAAA. Ce domaine permet par ailleurs la fixation sur des ARN (Hallier et al., 1996) et
est impliqué dans linteraction avec d’autres facteurs de transcription tels que GATA-1 ou

C/EBPB (Nerlov et al., 2000; Yang et al., 2000).

1 7 70 75 93 126 159 171 260 272

Spi-1/Pu.1

I Y

Domaine d’activation = Domaine de liaison a ’'ADN

Région acide
(] Région riche en glutamine
Domaine PEST

Domaine ETS

Figure 16. Structure de Spi-1/Pu.1

3) Spi-1/Pu.l: expression

L'expression de Spi-1/Pu.l est essentiellement restreinte au systéme
hématopoiétique. Son expression est trés dynamique pendant ’hématopoiese, le niveau de
Spi-1/pu.1 variant selon les stades de différenciation. Il est exprimé fortement dans les
stades précoces de I'hématopoiése dans les cellules souche hématopoiétiques, les

progéniteurs lymphoides communs, les progéniteurs granulo-macrophagiques et les
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progéniteurs thymiques. |l est également exprimé dans les macrophages, les granulocytes et
les lymphocytes B mais ne I'est pas dans les lymphocytes T (a part certains lymphocytes Th2)

et les cellules NK (Natural Killer) (Zhu and Emerson, 2002).

Les mécanismes qui contrélent I'expression de Spi-1/Pu.l commencent a étre
identifiés. Plusieurs facteurs de transcriptions sont impliqués dans le controle de I’expression
de Spi-1/Pu.l. L'étude du promoteur par des expériences de délétion chez la souris et
I’'homme a ainsi montré qu’une région du promoteur nécessaire a I'expression spécifique de
Spi-1/Pu.1 dans les lignées myéloides était présente a environ 330 paires de bases en amont
de I'ATG. Cette région contient des sites de fixation des facteurs de transcription Oct et spl
(Chen et al., 1995). Spi-1/Pu.1 peut également se fixer sur son propre promoteur et réguler

ainsi sa propre expression (Chen et al., 1995).

Spi-1/Pu.1 est également fortement exprimé dans les cellules B. Le site responsable
de la fixation des facteurs de transcription Oct-1 et Oct-2 ainsi que la présence du co-
activateur OBF-1/Bob1/OCA-B sont essentiels a I'expression de Spi-1/Pu.l (Chen et al.,
1996). Le fait qu’OBF-1/Bob1/OCA-B ne soit exprimé que dans les cellules B pourrait

expliquer I'expression spécifique de Spi-1/Pu.1 dans la lignée lymphoide.

In vivo, I'expression de Spi-1/pu.1 dans des modeéles de souris transgéniques n’est pas
rétablie lorsque des constructions comprenant seulement le promoteur de Spi-1/Pu.1 sont
utilisées. Cependant des constructions comportant le gene sfpil en entier ainsi que des
séquences de 35 kilobases en 5’ et 3’ du géne permettent I'expression exogene de Spi-
1/Pu.1 dans les cellules myéloides et les lymphocytes B. Il existe en effet un élément de
régulation situé trés en amont (aux alentours de 15 kb) du gene. Cet URE (Upstream
Regulatory Element) est composé de 2 régions homologues hautement conservées entre les
especes ainsi qu’un site potentiel d’intégration du rétrovirus de Friend (Okuno et al., 2005).
La suppression de cet élément par recombinaison homologue chez la souris entraine une
diminution de 80% de I'expression de Spi-1/Pu.l dans la moelle osseuse et induit le
développement de leucémies (Rosenbauer et al., 2006; Rosenbauer et al., 2004). Il a été
montré récemment que les facteurs de transcription AML1 et NF-kB sont capables de se fixer

au niveau de cet élément et d’activer I'expression de Spi-1/Pu.1l (Bonadies et al., 2009;
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Huang et al., 2008). Cet élément possede par ailleurs une hypersensibilité a la Dnase |

témoignant de I’état ouvert de la chromatine a cet endroit (Li et al., 2001).

L'expression de Spi-1/Pu.1l ainsi que son activité transcriptionnelle au cours de la
différenciation des cellules myéloides sont également régulées par GATA-1. GATA-1 est le
facteur de transcription essentiel a la différenciation érythroide terminale GATA-1. Lorsqu’il
est exprimé de maniére exogene dans des lignées myéloides, GATA-1 induit une trans-
différenciation de ces cellules en éosinophiles (a des niveaux intermédiaires de GATA-1) ou
une retro-différenciation en progéniteurs multipotents (a de plus fort niveaux) (Kulessa et
al., 1995). De plus, la perte de GATA-1 chez le poisson zébre transforme les précurseurs
érythroblastes en cellules myéloides et provoque ainsi une forte augmentation du nombre
de neutrophiles et de macrophages (Galloway et al., 2005). GATA-1 est en effet capable
d’interagir avec Spi-1/Pu.1l et réprime son activité transcriptionnelle (Nerlov et al., 2000).
Plus récemment, il a été montré que GATA-1 et GATA-2 peuvent se fixer au niveau du
promoteur de Spi-1/Pu.l et empécher son expression (Chou et al., 2009). Le niveau
d’expression de Spi-1/Pu.1, contrélé entre autre par GATA-1, déterminerait ainsi le devenir
des cellules lors de I'hématopoiése. Spi-1/Pu.1 peut en retours inhiber la différenciation
érythroide en interagissant directement avec GATA-1 et en réprimant son activité

transcriptionnelle (Rekhtman et al., 1999).

Le niveau d’expression de Spi-1/Pu.l est également contrdlé par des mécanismes
autres que les facteurs de transcription. Des mécanismes épigénétiques tout d’abord : le
statut de méthylation de I’ADN et la structure chromatinienne au niveau du gene sfpil
different entre les cellules exprimant Spi-1/Pu.1 et les cellules ne I'exprimant pas (Amaravadi
and Klemsz, 1999). Il existe également un mécanisme de contrble de I'expression de Spi-
1/Pu.1 par des ARN anti-sens provenant des régions introniques du géne et d’une région en
amont de ce geéne. Ces transcrits interagissent avec I'URE et régulent I'expression de Spi-

1/Pu.1 au niveau de la traduction de ’ARN messager (Ebralidze et al., 2008).
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4) Spil/Pu. : fonction
a) Role dans I’lhématopoiese

L'utilisation de souris déficientes totalement ou partie pour Spi-1/Pu.l a permis

d’étudier la fonction de ce facteur de transcription.

Les premieres études ont été réalisées a I'aide de deux types de souris déficientes en
Spi-1/Pu.1 générées par deux groupes indépendants. Dans la premiére étude, les souris Spi-
1/Pu.1'/' meurent entre les jours 16 et 18 de la gestation. Les embryons mutants ont une
sévere altération du développement des lymphocytes B et T, des monocytes et des
granulocytes (Scott et al., 1994) suite a I'absence des différents progéniteurs. Ces souris
possedent un nombre normal de précurseurs érythroides mais un nombre réduit de
proérythroblastes, d’érythroblastes, de réticulocytes et d’érythrocytes. Les souris Spi-1/Pu.1
7~ utilisées dans la deuxiéme étude naissent normalement mais meurent au bout de 48h de
septicémie. Ces souris ne possedent pas de macrophages, d’ostéoclastes, de neutrophiles,
de cellules dendritiques et de lymphocytes B et T (McKercher et al., 1996) mais parviennent
cependant a vivre quelques semaines de plus en présence d’antibiotiques. On observe alors
I'apparition de lymphocytes T (mais pas de lymphocytes B) ainsi que quelques neutrophiles

incapables de se différencier complétement.

Plusieurs autres modeles de souris Spi-1/Pu.1 - (notamment des KO conditionnels)
ont montré I'importance de Spi-1/Pu.1 dans le développement des cellules myéloides et des

lymphocytes B :

- Au niveau de la cellule souche hématopoiétique : Spi-1/Pu.1 est exprimé dans
les cellules souches hématopoiétiques et est essentiel a leur auto-renouvellement (lwasaki
et al., 2005). Les cellules souches déficientes en spi-1/Pu.1 n’arrivent pas a générer les

précurseurs myéloides et lymphoides (lwasaki et al., 2005).

- Au niveau des progéniteurs: il est nécessaire au développement des

progéniteurs myéloide communs (CMP) et des progéniteurs polynucléaire/monocytique
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ainsi qu’au développement des progéniteurs lymphoides communs (CLP) (Dakic et al., 2005;
Iwasaki et al, 2005). La délétion de Spi-1/Pu.l dans les progéniteurs
polynucléaires/monocytiques induit une augmentation du nombre de granulocytes (Dakic et
al., 2005) et son invalidation dans les progéniteurs lymphoides communs n’empéche pas la
maturation des lymphocytes B (Iwasaki et al., 2005). Enfin Spi-1/Pu.1 est également exprimé
a un faible niveau dans les progéniteurs érythroides. Sa délétion dans ces cellules entraine la
perte de leur auto-renouvellement, l'arrét de Ila prolifération, leur différenciation

prématurée et finalement leur apoptose (Back et al., 2004).

- Au niveau de la différenciation macrophagique : Spi-1/Pu.l est un acteur
essentiel de la différenciation des monocytes en macrophages. Les cellules souches
embryonnaires invalidées pour ce géne sont en effet incapables de se différencier en
macrophages et n’expriment pas les marqueurs de différenciation classiques des

macrophages tels que le récepteur au M-CSF ou le CD11b (Henkel et al., 1996).

b) Spi-1/Pu.l : régulateur de la transcription

Les sites de fixation de Spi-1/pu.1l ont été retrouvés dans plusieurs promoteurs de
génes myéloides et lymphoides B (Tableau 3). Dans les cellules B, il participe a I'expression
des genes codant pour les chaines k et A, les chaines lourdes u et les chaines J des
immunoglobulines. Lors de la différenciation des monocytes en macrophages, il participe
notamment au contrdle de I'expression du récepteur au M-CSF et de certaines molécules
d’adhésion. Il contréle I'expression de nombreuses protéines enzymatiques des granules des
neutrophiles et des macrophages (macrosialine ...). Il participe également a I'augmentation
de I'expression du CD11b (chaine aM de l'integrine) observée lors de la différenciation de

lignées cellulaires par les ester de phorbol (Pahl et al., 1993).

68



Immunoglobulines Autres genes

Protéines de la surface cellulaire : LFA-1
(CD11a/CD18), CD72, CD20, macrosialine
Chaine lourde p Cytokines : IL-1B, MIP-1a, TNFa, IL-1Ra
Chaine J Kinases : Btk

Enzymes : elastase, cathepsine G, lysozyme,
gelatinase, gp91, p47

CMH Il I-AB

Récepteurs Protooncogenes : c-rel, c-fes
Immunoglobulines : FcyRI et FcyRllla

Complément: CR3 (CD11b/CD18) CR4

(CD11c/CD18)

Facteurs de Croissance : GM-CSFR, G-CSFR, M-CSFR

Récepteurs scavenger de type | et Il

Récepteur au mannose

Chaines légéres k et A

Protéine Membranaire MB1

Tableau 3. Exemples de génes régulés par Spi-1/Pu.1. D’aprés (Lloberas et al., 1999).

L’activité transcriptionnelle Spi-1/Pu.1 peut étre évaluée a l'aide de geénes
rapporteurs placés sous le contréle d’éléments de réponse a Spi-1/Pu.l. Dans des modéles
cellulaires non hématopoiétiques (fibroblastes par exemple), Spi-1/Pu.1 apparait comme
étant un faible transactiviteur. Dans des cellules fonctionnelles pour Spi-1/Pu.1 (lymphocytes
B ou macrophages), I'activité de Spi-1/Pu.l est en revanche trés supérieure. Spi-1/Pu.1
aurait ainsi besoin d’autres facteurs pour avoir une activité transcriptionnelle optimale. Spi-
1/Pu.1 interagit par exemple avec NF-IL6 pour activer I'expression du gene de I'IL-1B (Yang et
al., 2000). Les facteurs de transcription sp1 ou c-Jun coopérent avec Spi-1/Pu.1 afin d’induire
I’expression de leur genes cibles (Eichbaum et al., 1997; Grondin et al., 2007). Ces complexes
favoriseraient le recrutement de I’ARN polymérase Il et des facteurs généraux de la
transcription au niveau de ces génes cibles facilitant ainsi leur expression (Grondin et al.,
2007). Spi-1/Pu.l pourrait également faciliter la fixation de ces différents facteurs en
modifiant la structure de la chromatine (Huo and Zhang, 2005; Krysinska et al., 2007). De
maniére intéressante, de nombreux genes myéloides ne possedent pas une TATA box. Spi-
1/Pu.1, en interagissant avec le facteur TBP (TATA box Binding Protein) pourrait par ce

moyen recruter la machinerie basale de transcription des génes (Tenen et al., 1997).
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F) La différenciation macrophagique : la protéine inhibitrice de I'apoptose c-IAP1

Au cours de la différenciation des monocytes en macrophages, les caspases sont
activées mais cette activation n’est pas associée a la mort cellulaire. Il existerait donc des
mécanismes capables de protéger certaines cibles du clivage par les caspases. Dans le but
d’identifier ces mécanismes de protection, I'équipe dirigée par le professeur Solary au sein
de mon laboratoire a étudié I'implication des protéines inhibitrices de I'apoptose, les IAPs
(Inhibitor of Apoptosis Proteins) dans la différenciation des monocytes en macrophages.
C’est ainsi qu’il a été montré que la protéine c-IAP1 (Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1)

jouait un role essentiel lors de la différenciation.

c-IAP1 est une protéine appartenant a la famille des IAPs. Ces protéines ont été
identifiées initialement chez les baculovirus : afin de favoriser leur réplication, ces virus sont
capables de protéger les cellules infectées de la mort cellulaire en produisant une protéine
neutralisant les caspases, la protéine Cp-IAP (Crook et al., 1993). Les IAPs ont été par la suite
décrites dans plusieurs autres organismes et sont trés conservées au cours de |'évolution
(Miller, 1999; Schimmer, 2004). Chez I’homme, huit protéines IAPs ont été identifiées: NAIP
(Baculoviral IAP repeat-containing BIRC1), c-IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), XIAP (BIRC4),
survivine (BIRC5), Apollon (BIRC6), ML-IAP (BIRC7) et ILP-2 (BIRCS8) (LaCasse et al., 1998).

1) c-IAP1 : structure

Les IAPs sont caractérisées par la présence d’un a trois domaines BIR (Baculovirus IAP
Repeat) (Figure 17). Ces domaines, composés d’environ 70 résidus aminoacides, sont repliés
en trois feuillets § et surmontés de 4 hélices a (Sun et al., 1999; Sun et al., 2000; Verdecia et
al., 2000). Ces hélices et ces feuillets sont regroupés de maniere a former un noyau
hydrophobe au centre duquel est situé un atome de zinc. Les BIR ont pour fonction
principale de permettre des interactions entre protéines. Leur répétition dans la séquence
des IAPs permet d’augmenter l'affinité pour un partenaire protéique le nombre de

partenaires potentiels (Yang and Li, 2000). c-IAP1 posséde ainsi 3 domaines BIR.
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c-IAP1 possede en c-terminal un domaine RING (Really Interesting New Gene)
caractérisé par un enchainement spécifique de résidus histidine et de cystéine permettant
de coordonner deux atomes de zinc. Ce domaine confére a c-IAP1 une activité E3 ubiquitine
ligase (enzyme qui catalyse le transfert d’un résidu ubiquitine préalablement activé par

I’enzyme E1 puis transféré aux enzymes de conjugaison E2) (Vaux and Silke, 2005).

c-IAP1 et c-IAP2 possedent un domaine CARD (Caspase Activation and Recruitment
Domain). Les domaines CARD sont engagés dans des interactions homotypiques, c’est a dire
entre protéines pourvues de tels domaines. Ce sont généralement des régulateurs de

I’'apoptose mais la fonction du CARD de c-IAP1 et c-IAP2 reste encore inconnue.

Récemment un nouveau domaine a été identifié dans X-IAP, c-IAP1 et c-IAP2: le
domaine UBA (ubiquitin-associated) (Gyrd-Hansen et al., 2008). Ce domaine, localisé entre
les domaines BIR3 et CARD de c-IAP1, est capable de fixer la mono-ubiquitine ainsi que les
chaines poly-ubiquitine Lys48 et Lys63. Cette ubiquitinylation jouerait un role dans le

renouvellement de la protéine (Blankenship et al., 2009).

1 604

c-IAP1

Domaine BIR

Domaine UBA
D Domaine CARD

Domaine RING

Figure 17. Structure de c-IAP1.
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2) c-IAP1 : fonctions

a) Régulation de I'apoptose

Les IAPs ont été initialement décrites comme protéines pouvant interagir avec les
caspases et inhiber I'apoptose. C’est le cas par exemple de XIAP qui est le membre de la
famille IAP le mieux caractérisé a I’heure actuelle. XIAP est capable d’inhiber directement les
caspases -3, -7 et -9 via des interactions avec les domaines BIR2 et BIR3 (Salvesen and
Duckett, 2002). Cependant malgré la présence de ces domaines, c-IAP1 ne semble pas étre
impliqué dans l'inhibition des caspases (Eckelman and Salvesen, 2006), méme s’il se fixe a
ces protéases. Grace a leur domaine RING, c-IAP1 et c-IAP2 peuvent induire I'ubiquitinylation
des caspases et pourraient donc ainsi entrainer leur dégradation par le protéasome (Choi et
al., 2009). c-IAP1 peut également interagir avec la protéine pro-apoptotique SMAC (Second
Mitochondrial Activator of Caspases)/DIABLO (Direct IAP Binding protein with low pl). Cette
derniére est relarguée de la mitochondrie dans le cytoplasme lors de I'apoptose et inhibe
notamment XIAP. c-IAP1 séquestrerait smac/DIABLO et favoriserait ainsi I'activité anti-

apoptotique de XIAP (Csomos et al., 2009).

b) Régulation de la voie des TNF-R et de NF-kB

c-IAP1 a été initialement isolée et caractérisée comme une protéine associée au
récepteur Il du Tumor Necrosis Factor a. (TNFR-II). Il a été en effet observé qu’au niveau de
ce récepteur, c-IAP1 interagissait avec les protéines adaptatrices TRAF1 et TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Factor) (Rothe et al.,, 1995). Depuis, le réle de c-IAP1 dans les
mécanismes de signalisation cellulaire, notamment dans la signalisation des TNFR et de NF-

kB a été approfondi.

Le Tumor Necrosis Factor a a été identifié dans les années 1970 chez la souris pour
son activité immunitaire anti-tumorale. Ce ligand se fixe a la surface des cellules au niveau
de 2 récepteurs, TNFR-I et TNFR-II. La fixation du TNFa induit la trimérisation des récepteurs
et le recrutement l‘aide d’interactions domaine-domaine de différents partenaires
protéiques a l'intérieur de la cellule. C’est la nature de ces partenaires protéiques qui va

décider des mécanismes de signalisation a mettre en ceuvre et, au final, du type de la
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réponse a effectuer. Ainsi 'engagement du TNFR-I peut induire aussi bien des signaux de
survie que des signaux de morts. Suite a la fixation du TNFa sur le TNFR-1, deux complexes
protéiques peuvent étre formés (Micheau and Tschopp, 2003). La formation du premier
complexe (complexe 1), associé a la membrane plasmique, est responsable de I'activation de
la voie de survie via notamment NF-kB. Le deuxiéme complexe (complexe 2) est cytosolique
et conduit a la mort cellulaire (Figure 18). Le passage du complexe 1 au complexe 2 semble
étre induit par des modifications de RIP1 et de TRADD exposant le domaine de mort de
TRADD permettant ainsi le recrutement de FADD et, par son intermédiaire, des caspases

initiatrices.

/ ProCaspase-8
IKK l
NF-kB

<)\1 Caspases

NE-kB ASK1 effectrices

NS

\

Survie Mort cellulaire

Figure 18. Représentation schématique de la signalisation du TNFa. L’engagement du TNFR-I au niveau
membranaire peut induire des signaux de survie aussi bien que des signaux de mort suivant la nature du
complexe formé. La fixation du TNFa sur le TNFR-I peut entrainer la formation de deux complexes. Le complexe
1 regroupe la molécule adaptatrice TRADD, RIP1, TRAF2 et sa formation permet de favoriser la survie cellulaire
via I'activation du facteur NF-kB et de ASK1. Le complexe 2 est composé de la quasi-totalité du complexe 1 ainsi
gue de la protéine FADD qui va permettre le recrutement et I’activation de la procaspase-8 et entrainer la mort
cellulaire.
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Grace a son activité ubiquitine ligase, c-IAP1 possédent deux grandes fonctions au
niveau des récepteurs au TNFa. Au niveau du TNFR-II, c-IAP1 peut induire la dégradation de
certains partenaires protéiques associés a ce récepteur et favoriser I'apoptose induite par
I’activation du TNFR-I. Au niveau du TNFR-I, le r6le de c-IAP1 est moins connu. Il semblerait
gue c-IAP1 n’induise pas la dégradation des protéines mais contribue plutét a I'activation du
facteur de transcription NF-kB généralement associé a la survie cellulaire (Srinivasula and

Ashwell, 2008). Ainsi :

c-IAP1 ubiquitinyle TRAF2. L'étude des protéines associées au TNFR-2 a montré que c-IAP1

est capable de se fixer aux TNFR-I et TNFR-2 (Rothe et al., 1995). Des expériences de double
hybride ont par la suite mis évidence l'interaction directe entre c-IAP1 et un membre du
complexe protéique associé au TNFR-I, la protéine adaptatrice TRAF2 (Uren et al., 1996). Au
sein du complexe, c-IAP1 interagit avec TRAF2 au niveau de son domaine BIR1 (Samuel et al.,
2006). Il permet alors I'ubiquitinylation de TRAF2 et sa dégradation par le protéasome (Li et
al., 2002). L'activation du TNFR-Il stimule la dégradation de TRAF2 par un mécanisme
dépendant de l'activité ubiquitine ligase de clAP1, ce qui conduit a une sensibilisation des
cellules a I'apoptose induite par la stimulation du TNFR-I par le TNF-a (Li et al., 2002). c-IAP1
peut également ubiquitinyler TRAF3 et entrainer sa dégradation par le protéasome. TRAF3
est une protéine adaptatrice que se lie au niveau du CD40, autre membre de la famille des
TNFR exprimé plus particulierement au niveau des cellules immunitaires. La dégradation de

TRAF3 permet I'activation des MAPK et de NF-kB (Karin and Gallagher, 2009).

c-IAP1 ubiquitinyle RIP1: c-IAP1 et c-IAP2 ubiquitinylent directement la protéine RIP1

(Bertrand et al., 2008; Mahoney et al., 2008). L'ubiquitinylation constitutive de RIP1 est
associée a la survie des cellules, notamment les cellules cancéreuses, via la phosphorylation
de IKKB (IkB Kinase), la dégradation de IkB et l'activation de NF-kB (voie canonique
d’activation). La déplétion de c-IAP1 conduit a la désubiquitinylation de RIP1, sa dissociation
du récepteur et son recrutement au niveau d’un complexe contenant FADD et la caspase-8

et a la mort cellulaire (Petersen et al., 2007).
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c-IAP1 ubiquitnyle ASK1 : ASK1 (Apoptotic Signal regulating Kinasel) appartient a la famille

des MAPKKK (Mitogen Activated Protein kinase kinase kinase). Elle peut s’associer a TRAF2
et réguler I'activation de p38 MAPK et de JNK suite a différents stimuli (Nagai et al., 2007).
Dans les lymphocytes B, une déficience en c-IAP1 empéche la dégradation de TRAF2 et
d’ASK1 induite par une stimulation du TNFR-II, résultant en une activation prolongée de ces

voies de survie (Zhao et al., 2007).

c-IAP1 interagit avec NEMO/IKKy dans les cellules de col utérin humain HelA, et catalyse son

ubiquitinylation sans pour autant stimuler sa dégradation. Cette ubiquitinylation en réponse

au TNFa induit I'activation de IKKy et de NF-kB (Tang et al., 2003).

c-IAP1 peut également intervenir au niveau la voie non canonique de NF-kB viag un
complexe impliquant TRAF2, TRAF3 et NIK. L'ubiquitinylation de NIK et sa dégradation
subséquente par le protéasome permet 'inhibition de la voie non canonique d’activation de

NF-kB (Karin and Gallagher, 2009; Vince et al., 2009).

Le role de c-IAP1 dans la signalisation du TNFa et dans I’activation de NF-kB est assez
complexe. Les souris invalidées pour c-IAP1 possédent une activation normale de NF-kB suite
a la stimulation par le TNFa et ne sont pas plus sensibles a la mort induite par cette cytokine
(Conze et al., 2005). Cependant le niveau de c-IAP2 est anormalement élevé dans ces souris.
c-IAP1 peut en effet ubiquitinyler et entrainer la dégradation de c-IAP2. |l existerait donc des

mécanismes de compensation compromettant |'utilisation des souris invalidées pour c-IAP1.

3) c-IAP1 et la différenciation des monocytes en macrophages

Au cours de la différenciation des monocytes en macrophages, la protéine c-IAP1
migre du noyau vers le cytoplasme, et plus particulierement au niveau de I'appareil de Golgi,
(Plenchette et al., 2004). Les mécanismes qui contrélent la localisation cellulaire de c-IAP1
restent cependant assez mal compris. Sa taille I'empéchant de diffuser a travers les pores
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nucléaires (Gorlich, 1998) ainsi que I'absence de signal de localisation nucléaire (NLS)
classique suggerent I'existence d’'un autre mécanisme de transport impliqué dans sa
localisation au niveau du noyau. Deux signaux d’export nucléaire (NES) fonctionnels sont
retrouvés dans la séquence de la protéine au niveau du CARD. Ces séquences permettraient

son export suite a sa reconnaissance par le transporteur exportine (Crm1) (Moroianu, 1998).

La translocation de c-IAP1 est un mécanisme nécessaire a la différenciation
macrophagique. Sa surexpression bloque en effet le processus de différenciation (Plenchette
et al., 2004). Dans le noyau, c-IAP1 contribue a la régulation du cycle cellulaire (Samuel et al.,
2005) alors qu’il participe dans le cytoplasme a la dégradation de TRAF2 observée au cours
de la différenciation des monocytes en macrophages. Cette dégradation, qui a lieu au niveau
de I'appareil de Golgi, est nécessaire au processus de différenciation et a la réponse au

ligand du CD40 (Dupoux et al., 2009).

4) Inhibition de c-IAP1

L’étude du role de c-IAP1 est facilitée par l'utilisation de différents inhibiteurs. Ces
molécules ont été développées grace a I'analyse de la structure tridimensionnelle des IAPs et

de leur inhibiteur smac/DIABLO.

La fonction pro-apoptotique de smac/DIABLO dépend de 4 résidus conservés (Ala—
Val-Pro-lle : AVPI) situés en N-terminal et permettant l'interaction avec le domaine BIR3 de
XIAP, c-IAP1 et c-IAP2 (Du et al., 2000; Samuel et al., 2006; Verhagen et al., 2000). Plusieurs
molécules ont été alors développées a partir de I'étude de l'interaction entre ces IAPs et
smac/DIABLO. Ces molécules (Smac mimétiques) imitent la partie AVPI de Smac/DIABLO et
different entre elle dans leur structure chimique. On retrouve ainsi dans la molécule SMAC-
N7 les résidus AVPIAQK correspondant a cette partie de smac/DIABLO (Heckl et al., 2008). A
I’heure actuelle, plus de 50 brevets ont été déposés concernant |’élaboration et I'utilisation
de ces inhibiteurs (Flygare and Fairbrother, 2010). Ces molécules ont par ailleurs montré
d’excellents résultats en tant qu’agents anti-cancéreux utilisés seuls ou en combinaisons

avec d’autres produits (Petersen et al., 2007; Vince et al., 2007; Zobel et al., 2006).
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Les smac mimétiques n’inhibent pas réellement c-IAP1 et c-IAP2 mais induisent
plutét leur dégradation deés les minutes qui suivent le traitement sans affecter le niveaux des
autres IAPs et des TRAFs (Varfolomeev et al., 2007; Vince et al., 2007). Cette dégradation fait
intervenir le protéasome et dépend de la concentration en inhibiteur utilisée. La dégradation
de c-IAP1 est le résultat de I'auto-ubiquitinylation de c-IAP1 (Varfolomeev et al., 2007) : les
smac mimétiques altérent probablement la conformation de c-IAP1 favorisant I'accés aux
résidus a ubiquitinyler. De nombreuses ubiquitine ligase stimulent ainsi leur propre

ubiquitinylation en absence de leur substrat.

G) Les HSPs

Annexe Il : Mini Review : Apoptosis Versus Cell Differentiation, (Lanneau et al., 2007)

Les protéines de choc thermique possédent, notamment grace a leur activité
chaperon, un role déterminant dans plusieurs processus cellulaires. Nous avons vu par
exemple que ces protéines sont fortement impliquées dans la régulation de I'apoptose.
Etant donné que les mécanismes de I'apoptose et de la différenciation sont assez proches, il

n’est pas étonnant que les HSPs participent a la différenciation cellulaire.

Le niveau d’expression des HSPs est finement régulé au cours du développement et
de la différenciation. Ainsi au cours de la formation de I'os endochondral, I'expression de
HSP27, HSP70 et HSP90 varie selon les étapes de I'ossification (Loones and Morange, 1998).
L'expression des différentes HSPs varie également au cours de la différenciation
cellulaire des cellules de carcinome de colon HT29 (Cai et al., 2006), des cellules K562 par le
sodium butyrate (Grebenova et al., 2006) ou de la différenciation des ostéoblastes (Shakoori

etal., 1992).
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1) HSF1 au cours du développement et de la différenciation cellulaire

Les souris invalidées pour HSF1 sont viables mais possédent plusieurs altérations du
placenta, une létalité prénatale ou des retards de croissance. Ces souris ne sont pas fertiles
et produisent de maniére anormalement élevée du TNFa, provoquant alors une
augmentation de la mortalité en réponse aux endotoxines (Xiao et al., 1999). Le niveau basal
des HSPs reste cependant inchangé mais la réponse au choc thermique est abrogée. HSF1
est également essentiel au développement des ovocytes en contrélant I'expression de
HSP90a (Bierkamp et al., 2010; Metchat et al., 2009). HSF1 est ainsi considéré comme un
facteur maternel essentiel au développement des embryons (Christians et al., 2000). Chez le
poisson zébre, HSF1 est nécessaire au bon développement de la lentille au stade

embryonnaire (Evans et al., 2007).

Concernant le phénoméne de différenciation cellulaire, une surexpression de HSF1 dans
les cellules du colon bloque la différenciation induite par le sodium butyrate (Cai et al.,
2006). HSF1 est également responsable de lI'augmentation de I'expression de HSP70
observée au cours de la différenciation des cellules erythroleucémiques K562 par I’"hémine

(Trinklein et al., 2004; Yoshima et al., 1998).

2) HSP27

L'expression de HSP27 est augmentée lors du développement des embryons de
poissons zebres (Mao and Shelden, 2006), au cours de la différenciation des keratinocytes,
des cellules musculaires C2C12 (lto et al., 2001) ou lors de la différenciation des cellules HL-
60 en granulocytes induite par I'acide rétinoique (Chaufour et al., 1996). L'implication de
HSP27 dans la différenciation de ces cellules serait liée d’une part a sa capacité a se fixer aux
protéines du cytosquelette et a favoriser le réarrangement de ce dernier lors de la
différenciation cellulaire (Bektas and Rubenstein, 2010) et d’autre part a induire I'arrét de la

prolifération cellulaire (Spector et al., 1994).

Nous avons montré récemment que HSP27 était fortement impliquée dans la

différenciation érythroide en contrélant le niveau de GATA-1. La déplétion de HSP27 induit
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en effet une accumulation de GATA-1 et bloque la différenciation des cellules K562 induite
par I'hémine et la différenciation des cellules CD34+ par I'Epo. Vers la fin de la
différenciation érythroide, HSP27 est phosphorylée, entre dans le noyau, se lie a GATA-1 et
induit son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (annexe IV : HSP27 controls
GATA-1 protein level during erythroid cell differentiation, de Thonel et al., 2010, sous

presse ).

3) HSP70

Le niveau d’expression de HSP70 varie également au cours du développement et de

la différenciation de plusieurs types cellulaires (Martin et al., 2009; Oza et al., 2008).

Au cours de la différenciation érythroide, HSP70 protege les cellules en cours de
différenciation de la mort cellulaire. Elle empéche la translocation de AIF évitant ainsi la
fragmentation de I’ADN (Lui and Kong, 2007) et protége également certaines protéines telles
gue GATA-1 du clivage par les caspases (Ribeil et al., 2007). HSP70 favorise également la
différenciation et la survie des cellules HL-60 en cellules de type macrophage ou granulocyte

(Kwak et al., 1998).

4) HSP90

HSP90 est une protéine essentielle au développement des organismes. Son
invalidation, sa déplétion ou les mutations du géne correspondant sont effet létales chez la
drosophile (Yue et al., 1999), le nématode (Inoue et al., 2006), le poisson zébre (Krone et al.,
2003) et la souris (Voss et al., 2000). Le role essentiel de HSP90 dans le développement et la
différenciation cellulaire viendrait notamment du fait que de nombreuses protéines ont
besoin de HSP90 pour étre stabilisée ou actives. Par exemple HSP90, en contrdlant I’état de
phosphorylation de AKT, permet la différenciation des cellules musculaires C2C12 (Yun and
Matts, 2005). HSP90 permet également la translocation dans le noyau de I’héparanase

aboutissant a la différenciation des cellules HL-60 par le TPA (Nobubhisa et al., 2007).
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Résultats : premiere partie

L’interaction entre HSP906 et c-IAP1 est
néecessaire a la difféerenciation cellulaire

80



Préambule

Les caspases, principales protéines effectrices de I'apoptose, sont activées au cours
de la différenciation des monocytes en macrophages (Sordet et al., 2002). Cette activation
n’entraine pas la mort des monocytes mais est au contraire nécessaire a la différenciation de
ces cellules. Afin de comprendre les mécanismes par lesquels les monocytes sont protégés
de la mort cellulaire, I'équipe dirigée par le professeur E. Solary au sein de mon laboratoire
étudie les protéines normalement impliquées dans la régulation du processus apoptotique
dans le contexte de différenciation cellulaire. C’est ainsi qu’ils ont mis en évidence
I'implication de la protéine inhibitrice de I'apoptose c-IAP1 dans le cadre de la différenciation

cellulaire.

Au cours de la différenciation macrophagique, c-IAP1 migre du noyau vers le
cytoplasme (Plenchette et al.,, 2004). Une analyse par protéomique des partenaires
protéique de c-IAP1 a révélé la présence de la protéine de choc thermique HS90. Mon travail
a donc consisté a déterminer si la protéine de choc thermique HSP90 s’associe avec c-IAP1
pour permettre son export nucléaire et a étudier I'implication de cette protéine de choc

thermique dans le cadre de la différenciation cellulaire.

Afin d’étudier la différenciation macrophagique, j'ai utilisé des monocytes primaires
issus du sang périphérique de donneurs humains dont la différenciation en macrophage peut
étre induite par le facteur de croissance M-CSF. Jai également utilisé la lignée cellulaire
THP1. Ces cellules sont issues d’une leucémie monocytique aigiie et peuvent se différencier
en cellules de type macrophage par un traitement par un ester de phorbol, le TPA. Ces deux
modeles cellulaires présentent cependant l'inconvénient d’étre extrémement difficiles a
transfecter. La relocalisation de c-IAP1 est un phénomeéne retrouvé dans plusieurs autres
modeles de différenciation cellulaires. C'est le cas par exemple de la différenciation des
cellules HT-29 (lignée de carcinome colique) en cellules productrices de mucus qui peut étre
induite par le butyrate de sodium. J’ai donc utilisé cet autre modele de différenciation afin

de réaliser les diverses expériences de transfection nécessaires a mon étude.
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Des altérations des mécanismes de I'hématopoiese sont retrouvées dans plusieurs
types de leucémies (leucémies aigués myéloblastiques et leucémies myélo-monocytaires
chroniques). Ces deux types de leucémies sont caractérisés par un nombre anormalement
élevé de monocytes résultant entre autre d’un défaut de la différenciation de ces cellules
en macrophages. Comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans les voies de
différenciation se révele donc extrémement important afin de mieux connaitre ces

pathologies et de trouver des traitements adaptés.

L’ensemble de ce travail a été publié¢ en 2008 dans le journal « Cell Death and

Differentiation ».
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Interaction of heat-shock protein 90 isoform (HSP90p)
with cellular inhibitor of apoptosis 1 (c-lIAP1) is
required for cell differentiation

C Didelot"?®, D Lanneau™®, M Brunet'2, A Bouchot®, J Cartier’, A Jacquel', P Ducoroy**, S Cathelin'2 N Decologne', G Chiosis®,
L Dubrez-Daloz"?, E Solary'? and C Garrido*"2

Members of the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family have demonstrated functions in cell death, cell signalling, cell
migration and mitosis. Several of them are E3 enzymes in the ubiquitination of proteins that leads to their degradation by the
proteosomal machinery. We previously reported that one of them, cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (c-IAP1), migrated from
the nucleus to the surface of the Golgi apparatus in cells undergoing differentiation. Here, we show that c-IAP1 is a client protein
of the stress protein HSP90p. In three distinct cellular models, the two proteins interact and migrate from the nucleus to the
cytoplasm along the differentiation process through a leptomycin B-sensitive pathway. Inhibition of HSP90 proteins by small
chemical molecules and specific depletion of HSP90p isoform by siRNA both lead to auto-ubiquitination of c-IAP1 and its
degradation by the proteasome machinery. This chaperone function of HSP90 towards c-IAP1 is specific of its p isoform as
specific depletion of HSP90« does not affect c-IAP1 content. Chemical inhibition of HSP90 or siRNA-mediated depletion of
HSP90B both inhibit cell differentiation, which can be reproduced by siRNA-mediated depletion of c-IAP1. Altogether, these
results suggest that HSP90 prevents auto-ubiquitination and degradation of its client protein c-IAP1, whose depletion would be

sufficient to inhibit cell differentiation.

Cell Death and Differentiation advance online publication, 1 February 2008; doi:10.1038/cdd.2008.5

Members of the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family were
initially described as a series of natural inhibitors of cell death.
Among the eight human proteins of this family, X-linked IAP
(XIAP) demonstrated to be the bona fide caspase inhibitor’
whereas the others demonstrated, for the most part, functions
in cell signalling? and mitosis.® Several of these proteins
harbour a Really Interesting New Gene (RING) domain at the
carboxy terminus and function as an E3 enzyme in the
cascade of ubiquitination that targets proteins to the ubiquitin-
proteasome degradation machinery.*

One of these IAP with a RING domain is cellular IAP1
(c-IAP1) that was initially described as a signalling molecule.?
Although c-IAP1 has subsequently been described as a direct
inhibitor of caspases, this remains a controversial issue.>®
Due to its E3 function, c-IAP1 is responsible for the
ubiquitination and subsequent degradation of the adaptor
protein TNF receptor associated factor 27 and the serine—
threonine apoptosis signal-regulating kinase 12 in the tumour
necrosis factor alpha (TNF«) signalling pathway. In this TNFo
pathway, c-IAP1 was reported also to interact with the serine-
threonine kinases receptor interacting protein 2 and nuclear

factor kappaB (NF-xB) essential modifier, upstream of
NF-xB,° and to block caspase-8 activation, downstream
of NF-xB."°

Deletion experiments in Drosophila melanogaster have
revealed other functions of I1APs in cell differentiation,!" cell
migration,'® and immune response.'® In mammals, c-IAP1-
deficient mice develop normally. However, cells from
c-IAP1—/— mice express markedly elevated levels of its
highly homologous protein c-IAP2, suggesting that a redun-
dancy in the function of the two proteins might take place.’
Deletion of several other IAPs have demonstrated to lead
to defaults in the development. XIAP deficiency delays
development of the mammary gland'® whereas that of
BRUCE, a giant E3 ubiquitin ligase IAP, affects placenta
development'® and T-cell maturation.”” How IAPs interfere
with the differentiation pathways remain undetermined.

We have reported previously that c-IAP1 was located in the
nucleus of undifferentiated cells and migrated to the cyto-
plasm along the differentiation process to concentrate at the
surface of the Golgi apparatus in terminally differentiated
cells.”® In a search for a function of c-IAP1 in the different
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cellular compartments, we have identified an interaction
between c-IAP1 and heat-shock protein 90 f isoform
(HSP90p), a molecular chaperone abundant in cancer cells
and whose inhibition is currently being tested in cancer
therapy. HSP90p migrates with c-IAP1 from the nucleus to
the cytoplasm and its inhibition induces c-IAP1 degradation by
the proteasomal machinery, which can be sufficient to block
the differentiation process.

Results

HSP90p associates with c-IAP1. In an approach to
determine the functional role of c-IAP1 in the different
cell compartments, we performed a mass spectrometry
analysis of the proteins immunoprecipitated with an anti-
c-lIAP1 antibody in monocytic THP1 cells before (c-IAP1
located in the nucleus) and after (c-IAP1 located in the
cytoplasm) 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
induced differentiation into macrophages. Interestingly, in
three different experiments, we identified peptides

Table 1 HSP90-derived peptides interacting with c-IAP1

Heat-shock protein Peptide Position
HSP90p ELISNANASDALDK 42-53
IDIIPNPQER 73-82
LGIHEDSTNR 439-448
EQVANSAFVER 492-502
HSP90x NONE

Peptides identified by mass spectrometry MS/MS after c-IAP1 immuno-
precipitation

a & K
N &
S & & g

N A A N
clAP1 [l Sy B 172
HSPoO: [ B ' © |90

HSPIO0p |se — 90

b Undifferentiated cell

corresponding to the isoform f of the heat-shock protein
HSP90 whereas no peptide of the o isoform was identified
(Table 1). HSP90 is the most abundant molecular chaperone
in eukaryotic cells, comprising ~1-2% of cellular proteins
under non-stressed conditions. In mammals, two isoforms
exist, which are encoded by different but highly conserved
genes.'® We confirmed the interaction of c-IAP1 with HSP90p
by immunoprecipitation using an antibody that specifically
recognizes the HSP90f isoform and immunoblotting with
an anti-c-IAP1 antibody (Figure 1a). In contrast, immuno-
precipitation with an antibody that specifically recognizes
HSP90x isoform did not detect a strong interaction of this
isoform with c-IAP1 (Figure 1a). FRET analysis confirmed
the c-IAP1/HSP90p-interaction in THP1 cells (energy level
higher than five, in green, yellow or red (Figure 1b). In these
THP1 cells, c-IAP1/HSP90f-interaction was observed only
in the nucleus, confirming our previous observations that
c-IAP1 has a nuclear localization in undifferentiated cells.'®
The c¢-IAP1/HSP90g-interaction was also observed in
differentiated cells (Figure 1c). TPA-induced differentiation
of THP1 cells was associated with an increase in c-IAP1
expression (Figure 1c, lower panel) together with an
increased amount of c-lAP1 associated with HSP90pS
(Figure 1c, upper panel). Mutations in leucine residues that
characterize the three potential c-IAP1 nuclear export
sequences'®2° did not affect the HSP90p/c-IAP1 interaction
(data not shown), indicating that the protein—protein
interaction involves other c-IAP1 sequences.

HSP90p translocates with c-IAP1 from the nucleus to the
cytoplasm. To determine whether HSP90p relocalized with
c-1AP1 from the nucleus to the cytosol during differentiation,
we performed immunofluorescence and cell fractionation

c IP HSP90B
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&
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HSP90B| — — |—90
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Figure 1 c-IAP1 interacts with HSP90. (a) Immunodetection of c-IAP1, HSP90x and HSP90/ after immunoprecipitation with HSP90x (IP HSP90s) or HSP90S (IP
HSP90p) or a non-relevant (IP GFP) antibody (Ab) in undifferentiated THP1 cells. (b) FRET analysis of c-IAP1 interaction with HSP90S in undifferentiated THP1 cells.
(c) Upper blot, immunodetection of c-IAP1 after immunoprecipitation with HSP90S Ab (IP HSP90S) in THP1 cells left untreated or treated with TPA (20 nM, 24 h).
Immunoprecipitations with HSP27 or GFP antibodies were used as negative controls (IP HSP27, IP GFP). Lower blot, amount of c-IAP1 in the inputs. HSC70 was used as

protein loading control
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Figure2 Nuclear extrusion of c-IAP1 and HSP90p during cell differentiation. (a) Fluorescence microscopy analysis of HSP90p (red) and c-IAP1 (green) in monocytic cells
(THP1 and peripheral blood mononuclear cells) and colon cancer HT-29 cells. Cells were either left untreated (control) or exposed to TPA (20 nM, 24 h), M-CSF (100 ng/ml, 3
days) or NaB (3mM, 3 days), respectively. Differentiation was monitored by flow cytometric analysis of CD11b or CD71 membrane expression for THP1 and primary
monocytes respectively, and by immunodetection of villin for HT-29 cells. HSC70 was used as protein loading control. Nuclei, labelled with Hoescht 33342, are stained in blue.
Magnification x 300. One representative figure is shown (N'=4). (b) Western blot analysis of c-IAP1 and HSP90/ in nuclear extracts of THP1 cells, either left untreated or

treated with 20 nM TPA for 1, 2 or 8h. HSC70 was used as protein loading control

studies. Immunofluorescence analysis in TPA-differentiated
compared to undifferentiated THP1 cells indicated that
c-IAP1 and HSP90p both translocated from the nucleus to
the cytosol (Figure 2a). The cellular redistribution of the
two proteins was also observed in two other cell models.
Primary monocytes (peripheral blood monocytic cells)
were induced to differentiate into macrophages upon
M-CSF exposure for 3 days and their differentiation
was assessed by morphological changes and the
expression of CD71 and CD163 at their surface (Figure 2a
and Supplementary Figure 1). HT-29 colon cancer cells
were induced to differentiate in mucin-producing cells by
exposure to sodium butyrate (NaB) and their differentia-
tion was assessed by morphological changes and
the expression of villin (Figure 2a). In all cases, the
differentiation associated nuclear extrusion of both
c-IAP1 and HSP90p was blocked by cell treatment with
leptomycin B, a specific inhibitor of the nuclear export protein
exportin 1 (Supplementary Figure 2).'®2° The nuclear exit
of c-IAP1 and HSP90S seems to be an early event in a
differentiation process. Only one hour after TPA treatment of
THP1 cells, the content of both proteins in the nucleus was
strongly decreased (Figure 2b).

c-IAP1 is a client protein of HSP90. Heat shock protein
90 is required for the maturation and functional stability of a
number of proteins termed HSP90 client proteins. Upon

inhibition of HSP90, the client protein is not anymore
chaperoned and, as a consequence, is degraded by
the proteasome. Since c-IAP1 associated with HSP90/ and
these two proteins were redistributed from the nucleus to the
cytoplasm with the same kinetics, we wondered whether
c-IAP1 was a client protein of HSP90p, that is, was degraded
by the proteasome machinery when HSP90 activity was
inhibited. To answer this question, we used three small
soluble inhibitors of HSP90, including the benzoquinone
ansamycin  17-allylaminogeldanamycin  (17-AAG) and
the synthetic small molecule inhibitors of the purine scaffold
class PU-H71 and PU-DZ8. Exposure of HT-29 cells for 18 h
to any of the three compounds efficiently decreased the
expression of the protein RIP1, a well known HSP90 client
protein (Figure 3a),2' in the absence of any significant
apoptosis (not shown). These treatments all reduced
the amount of the endogenous c-IAP1 detected with a
virtually complete disappearance of the protein after 24 h of
drug treatment, as demonstrated by western blot (Figure 3b)
and immunofluorescence experiments (Supplementary
Figure 3). The pattern of c-IAP1 levels after the different
treatments was similar to that of RIP1 (Figure 3b).
The disappearance of c-IAP1, as that of RIP1, was
prevented by cotreatment with the proteasome inhibitor
MG132 whose efficacy was assessed by quantifying the
ability of cell lysates to cleave the substrate Suc-LLVY-
AMC?2 (Figure 3b) and by determining the total amount of

-
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Figure 3 c-IAP1 is a client protein of HSP90. (a) Western blot analysis of RIP in untreated cells (control) or treated for 18 h with 17-AAG (1 uM), PU-H71 (200 nM) or
PU-DZ8 (100 nM). HSC70 was used as protein loading control. (b) HT-29 cells were treated with the HSP90 inhibitors 17-AAG (1 M), PU-H71 (200 nM) or PU-DZ8 (100 nM) for
18 h in the presence or absence of MG132 (2 uM) before measuring the ability of cell lysates to cleave the substrate Suc-LLVY-AMC. c-IAP1 and RIP1 protein contents were
determined by western blot. HSC70 was used as protein loading control. (¢) Upper panel, HT-29 control transfected (Control), transfected with a c-IAP1 wild-type construct
(GFP c-IAP1 wt) or transfected with a c-AP mutant in which the RING domain has been deleted (GFP c-IAP1ARING), were either left untreated or treated with 17-AAG (1 uM,
18 h) in the presence or absence of MG132 (2 M, 18 h). The amount of the c-IAP1 was immunodetected (IB) with a c-IAP1 Ab or GFP Ab (for endogen and transfected c-IAP1
respectively) after immunoprecipitation with an ubiquitin Ab (IP Ub). Lower panel, immunodetection of c-IAP1 (endogen and GFP-derived constructs) in the previously
described transfected cells, before ubiquitin immunoprecipitation (inputs). HSC70 was used as protein loading control. (d) Immunodetection of c-IAP1, HSP90o and HSP90/3
in HT-29 cells, transfected with scramble siRNA or transfected with a siRNA that targets HSP90x: or HSP90S respectively. HSC70 was used as protein loading control

ubiquitinated proteins in the cells (Supplementary Figure 4).
As expected, this total amount of ubiquitinated proteins
inversely correlated with the proteasome activity, reflecting
their degradation.

Immunoprecipitation of ubiquitinated proteins followed by
identification of c-IAP1 by immunoblotting indicated that
ubiquitinated c-IAP1 was detected upon treatment with
17-AAG in the presence of the proteasome inhibitor MG132
(Figure 3c). Interestingly, deletion of the RING domain of
c-1AP1 prevented its ubiquitination upon inhibition of HSP90
by 17-AAG, suggesting its auto-ubiquitination (Figure 3c).?
HSP90 inhibitors equally target HSP90o and HSP90p iso-
forms. To determine which of the two isoforms was involved in
the degradation of c-IAP1, we depleted one or the other
isoform by the use of specific siRNAs. As shown in Figure 3d,
depletion of HSP90p induced a decrease in c-IAP1 expres-
sion while no effect was observed when depleting HSP90u«
(Figure 3d).

Cell Death and Differentiation

Inhibition of HSP90 blocks cells differentiation. Exposure
of THP1 cells to the three tested HSP90 inhibitors was
observed to prevent their TPA-induced differentiation, as
assessed by the lack of characteristic changes in cell
morphology (not shown) and the lack of CD11b expression
increase at the cell surface (Figure 4a). Similarly, these
inhibitors  prevented M-CSF-induced differentiation  of
peripheral blood monocytes, as indicated by the lack of cell
adhesion to the culture flask (not shown) and the lack of
appearance of the differentiation markers CD71 (Figure 4b)
and CD163 (Supplementary Figure 1). HSP90 inhibitors also
blocked the NaB-induced differentiation of HT-29 cells, as
indicated by the lack of induction of vilin expression
(Figure 4c). siRNA-mediated decrease in the expression of
HSP90§ also inhibited NaB-induced villin expression in HT-29
cells whereas siRNA-mediated decrease in the expression of
HSP90« did not (Figure 4d). These results suggested a
specific function for HSP90p isoform in cell differentiation.



c-1AP1, a client protein of HSP90p
C Didelot et a/

D

a b C
(<3 A >
128 I Control 128 I 17-AAG v < s
. 128 | » 5 <
— TPA [ Control o Ane x,\'\ xQ\S xQ\\
¢ = 17-AAG g — csF £ +M-CSF e
g = 1T-AAGHTPA & S NaB . + . + . . . .
0] Villin | ———"--p——}wo
10°10" 10210% 10* 10°10" 102103 10* 10°10'10%10%10*
CD11b-FITC CD71-FITC CD7A-FITC HSC70 | e e — i o e e WA |‘7°
128 I Control 512 I Control 512 | [ PU-H71
- TPA | PU-H71
i) i) m |\|-CSF © | —
5 — PU-H71 5 5 +M-CSF d +NaB
a2 m— PU-H71+TPA 3 g . .
3 N gy
O #‘9 '\Qﬁq‘? -S*i S
0 0 e ol & & & °F
10°10' 10? 10% 10* 10°10"10%10%10* 10°10'10%10%10*
CD11b-FITC CD71-FITC CD71-FITC Villin | — W— — __..|_90
128 HSPO0y | — |—90
[ Control 512 I PU-DZ8
—TPA B Control 012
2 2 — PU-DZ8 HSP9O | |—9°
s == PU-DZ8 < = M-CSF £ +M-CSF
@ === PU-DZ8+TPA = e
I W @ HSC70 ﬁ ---|_ 70
0 s M 0 S 0 —=ll
10° 10" 10 10° 10°10" 10%10%10* 10°10"10%10%10*
CD11b-FITC CD71-FITC CD71-FITC
Figure 4 Inhibitors of HSP90 or specific depletion of HSP90 block cell differentiation. (a) Flow cytometry analysis of CD11b membrane expression in THP1 cells left

untreated (control) or treated with the inhibitors of HSP90 17-AAG (1 uM), PU-H71 (200 nM) or PU-DZ8 (100 nM), in the presence or absence of TPA (20 nM, 24 h). (b) Flow
cytometry analysis of CD71 membrane expression in primary monocytes before (control) and after exposure to M-CSF (100 ng/ml) for 3 days, in the presence or absence of
17-AAG (1 M), PU-H71 (200 nM) or PU-DZ8 (100 nM). (c) Immunodetection of villin in HT-29 cells either left untreated or treated with sodium butyrate (NaB, 3 mM for 3 days),
in the presence or absence of 17-AAG (1 uM), PU-H71 (200 nM) or PU-DZ8 (100 nM). HSC70 was used as protein loading control. (d) Immunodetection of Villin, HSP90« and
HSP904 in HT-29 cells non transfected (control), transfected with scramble siRNA, a siRNA that targets HSP90x: or a siRNA that targets HSP905. HSC70 was used as protein

loading control

c-IAP1 depletion inhibits macrophage and epithelial
cells’ differentiation. Since we had observed that c-IAP1
was a client protein of HSP90p, that is, that c-IAP1 was
degraded by the proteasome machinery in the absence of
HSP90S, we tested the effects of c-IAP1 depletion on cell
differentiation. Western blots, flow cytometry and microscopy
analyses showed that siRNA-mediated depletion of c-IAP1
prevented the differentiation of THP1 cells into macrophages
upon TPA exposure, as assessed by the lack of
morphological changes and the lack of increase in CD11b
expression at the cell surface (Figure 5a). Similarly, depletion
of c-IAP1 prevented the differentiation of HT-29 cells
exposed to NaB, as indicated by the lack of villin
expression (Figure 5b). Accordingly, a commercial inhibitor
of IAPs, SMAC N7, was observed to inhibit the TPA-induced
differentiation of THP1 cells (Figure 5c) and NaB-induced
differentiation of HT-29 cells (Figure 5d), in a dose-
dependent manner. Altogether, these results suggest that
HSP90S inhibition leads to auto-ubiquitination and
degradation of its client protein c-IAP1 whose depletion is
sufficient to inhibit cell differentiation.

Discussion

We and others previously reported that, during cell
differentiation, c-IAP1 relocalized from the nucleus to the
cytosol in an nuclear export sequences-dependent
manner.'®2° The present work demonstrates that c-IAP1

nuclear exclusion also requires the f§ isoform of the chaperone
HSP90. We identify c-IAP1 as a client protein of HSP90p and
demonstrate that the chaperone prevents the auto-ubiquitina-
tion and degradation of the IAP protein, which would
otherwise block the differentiation process. Whereas deletion
experiments in D. melanogaster have revealed functions of
IAPs in cell differentiation,’" c-IAP1 deficient mice develop
normally. This lack of phenotype was most probably related to
markedly elevated levels of c-IAP2 in c-IAP1-deficient mouse
cells with redundancies in the functions of the two proteins.’
Other potential explanations include the use of alternative
pathways of differentiation when c-IAP1 is disrupted or the
appearance of specific c-IAP1 functions in humans as
compared to mice.

Interaction networks emerging from large scale experi-
ments demonstrate that HSP90 plays a central role in multiple
pathways and cellular processes.>* Some reports suggest
that the two isoforms of the stress protein, HSP90x and
HSP90S, might have different functions in the cells. HSP90«
has often been described to protect the cells from death in
stressful conditions whereas HSP90S has been involved in
embryonic development, cell differentiation and cytoarchi-
tecture maintenance.®> In D. melanogaster, homozygous
point mutations of the hsp90 orthologue named hsp83 is
lethal whereas heterozygous mutants are sterile.?® In
Caenorhabditis elegans, deletion of daf-21, the orthologue of
hsp90, affects oocyte development®” and in zebrafish, Danio
rerio, disruption of hsp90 orthologue affects somatic muscle

Cell Death and Differentiation
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Figure 5 Depletion of c-IAP1 inhibits macrophage and colon cancer cells differentiation. (a) Upper panel, immunodetection of c-IAP1 in THP1 cells transfected with a
pcDNA3 control construction or a c-IAP1 antisense construction (AS). Middle panel, fluorescence microscopy analysis of c-IAP1 (green) in monocytic THP1 cells transfected
with a pcDNA3 control construction or a c-IAP1 antisense construct (AS), either untreated or treated with TPA (20 nM, 24 h). Lower panel, flow cytometry analysis of CD11b
membrane expression in THP1 control-transfected (pcDNA) or AS-c-IAP1-transfected cells treated with TPA (20 mM, 24 h). HSC70 was used as protein loading control. (b)
Upper blot, immunodetection of c-IAP1 in HT-29 cells transfected with a scramble siRNA or a siRNA that targets c-IAP1 (SIRNA-clAP1). Middle panel, fluorescence microscopy
analysis of c-IAP1 (green) in HT-29 cells transfected with a scramble siRNA or a c-IAP1 targeting siRNA, then left untreated or treated with 3mM NaB for 3 days. Lower blot,
immunodetection of villin in the HT-29 cells. SC70 was used as protein loading control. (¢) THP1 and HT-29 cells were pre-treated with the IAP inhibitor SMAC N7 (20 or

50 uM) before inducing their differentiation by exposure to TPA and NaB, respectively

development.?® In mice, hsp90p loss-of-function is lethal, due to
defects in trophoblast differentiation and placenta development
that cannot be rescued by endogenous HSP90x.2° Here, we
show that while HSP90S depletion blocks cell differentiation,
HSP90x depletion does not seem to affect this physiological
process. These results further emphasize the functional
divergences between these two HSP90 proteins in humans.

HSP90 is an ubiquitous molecular chaperone that is
required for the proper folding of a set of client proteins. Its
broad clientele includes structurally and functionally different
proteins that include a growing range of protein kinases, a
variety of nuclear hormone receptors, cell surface receptors
such as ErbB2/neu, transcription factors such as HIF-1« and
many others.?® The molecular basis for HSP90’s specificity
for client proteins is largely unknown and close homologue
proteins can demonstrate different dependence on HSP90
for their function. When no more chaperoned by HSP9O, for
example when the conformation of the stress protein changes
upon binding and hydrolysis of ATP, the client protein is
ubiquitinated by ligases and degraded by the proteasome.®
Here, we show that c-1AP1 is another client protein of HSP90/
that protects c-IAP1 from its previously identified ability for
auto-ubiquitination and degradation.3'-%2

Cell Death and Differentiation

HSP904 and c-IAP1 depletion experiments reported in the
present study demonstrate that both proteins are required for
cell differentiation. Given the number of HSP90 client proteins
in the cell, including proteins such as RIP1 and the inhibitor of
NF-kB kinase (IKKo/p) that play a role in cell differentiation,3®
c-IAP1 is probably not the unique mediator of HSP90
pro-differentiating effect. How c-lIAP1 redistribution from the
nucleus to the cytoplasm contributes to the differentiation
process is still a matter of speculation. As an E3 ligase, c-IAP1
could favour the degradation of specific proteins. Caspases
have been reported to be ubiquitinated by mammalian IAPs
in vitro but the role of these enzymes in cell differentiation
is limited to specific cell types®*** and evidence that IAPs
physiologically ubiquitinylate caspases and promote their
degradation, is still missing.® c-IAP1 could also modulate
NF-xB transcription factor activity’ or specific signalling
pathways involving adaptor molecules such as TRAF2” and
serine—threonine kinases such as ASK1.8

HSP90 is overexpressed in many cancers and is presumed
to be required to sustain aberrant signalling in malignant
cells."® HSP9O has therefore emerged as an exciting target in
cancer therapy and small molecule inhibitors of HSP90 are
currently developed for clinical evaluation. Those include the



three inhibitors used in this work, the 17-AAG that has
completed phase | clinical trials and is currently tested in
phase Il trials and the purine-scaffold inhibitors PU-H71 and
PU-DZ8, in phase | and advanced preclinical evaluation
respectively.?® Both ansamycins and purines bind to the
conserved N-terminal ATP-binding pocket at the surface of
the two HSP90 proteins, HSP90« and HSP90#, which inhibits
their ATP-dependent chaperone activity. It is at present
unknown whether the effect of HSP9O0 inhibitors blocking cell
differentiation has any repercussion in the treated patients.
The effect of HSP90 inhibitors in the cell differentiation
process has already been hinted by other authors. Geldana-
mycin was shown to block myoblast differentiation® and to
promote apoptosis of human leukaemic and breast cancer
cells.®® The molecule was recently shown also to significantly
inhibit dendritic cell functions, thereby affecting the immune
response.®” However, in some circumstances and specific
cellular models, HSP90 inhibitors can promote rather than
inhibit cell differentiation.®® This discrepancy could be related
to the preferential inhibition of HSP90x compared to HSP90p,
depending on the drug and the cell type.

Altogether, our study identified an essential function of
HSP90p isoform in cell differentiation, that is, to chaperone
c-IAP1 and thereby protect this E3 ligase from auto-
ubiquitination and degradation by the proteasomal machinery.
This protective effect is essential as cell differentiation is
inhibited as soon as c-1AP1 is degraded or deleted. It remains
to be determined which essential function is exerted by c-1AP1
when migrating, together with HSP90p, from the nucleus to
the cytoplasm in cells undergoing differentiation.

Materials and Methods

Cell culture and differentiation. THP1 monocytic leukaemia cells,
obtained from DSMZ (Braunschweig, Germany), were cultured at a density up to
8 x 10%cells per ml in RPMI 1640 medium supplemented with 9% fetal bovine
serum and induced to differentiate into macrophage by exposure to 12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA, 20 nM, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier,
France) during 24 h. Cell differentiation was assessed by following morphological
changes and the expression of cell surface marker CD11b-FITC by flow cytometry
analysis as described.3® Monocytes from human peripheral blood were obtained
with informed consent from healthy donors and purified using an isolation kit
(Miltenyi Biotec, Paris, France) following manufacturer's instructions. Primary
monocytes were differentiated into macrophages by treatment with macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF exposure, 100ng/ml, 3 days, R&D Systems,
Abington, UK) and differentiation was assessed by analysis of the membrane
differentiation marker CD71, as described.®® The HT-29 cell line, obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA), was grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich) containing 4.5 g/l of glucose
and supplemented with 9% fetal bovine serum. Medium was changed every day
to limit spontaneous differentiation or differentiation was induced by exposure to
sodium butyrate (NaB, 3mM, 3 days, Sigma-Aldrich) and assessed by determining
the expression of villin.

HSP90 and c-IAP inhibitors. 17-(Allylamino)-17-demethoxygeldanamycin
(17-AAG) was purchased from BioMol (Tebu-bio, Le Perray en Yvelines, France)
and used at 1uM. PU-H71 and PU-DZ8 were provided by G Chiosis
(Sloan-Kettering Cancer Center, NY) and used at 200 and 100 nM, respectively.
SMAC-N7 was purchased from Calbiochem (Merck Chemicals, Nottingham, UK)
and used at 20 and 50 1M during 4 h before differentiation induction of THP1 and
HT-29 cells with TPA (20 nM) and NaB (3 mM) respectively.

Immunoprecipitation. Cells were lysed in immunoprecipitation buffer
(50 mM HEPES, pH 7.6; 150 mM NaCl; 5mM EDTA; 0.1% Nonidet P-40 (NP-40,
Sigma-Aldrich)) during 1h. After centrifugation during 10min at 15000 x g, the
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protein concentration of superatant was evaluated (DC protein assay, BioRad,
Marnes-la-Coquette, France) and 500 ng of protein were incubated with 2 ug of the
indicated antibody (anti-GFP, anti-ubiquitin and anti-HSP90o/f from TebuBio;
anti-c-IAP1 from R&D Systems; anti-HSP90x and anti-HSP90 kindly donated by
D Toft (Rochester, USA)) with constant agitation at 4 °C. Then, the immuno-
complexes were precipitated with protein A/G-Sepharose (Amersham, Les Ullis,
France). The pellet was used for immunoblotting or MS/MS analysis.

MS/MS analysis of c-IAP1 immunoprecipitation. After Coomassie
blue staining, the SDS-PAGE (polyacrylamide gel and electrophoresis) is excised in
three parts. Proteins were digested in gel by trypsin at 37°C overnight. Peptides
were extracted and analysed by MS/MS as described previously.*°

Immunoblot analysis. Whole cell lysates were prepared by lysing the cells in
immunoprecipitation buffer excepted for villin expression analysis for which proteins
were extracted with CHAPS 1% (Sigma-Aldrich) diluted into Tris buffer (Tris—HCI
10mM, pH 7.4). Cells were kept on ice for 1 h and were vortexed three times. After
centrifugation (15000 x g, 10min, 4°C), supernatant was evaluated for protein
concentration by a micro-bicinchroninic acid protein assay (Bio-Rad).

Cytoplasmic and nuclear extracts were obtained by lysing cells during 15 min on
ice in a lysis buffer (10 mM Hepes, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM
DTT) with 0.6% NP-40 in the presence of protease inhibitors (Roche, Neuilly sur
Seine, France). Cell lysate was centrifugated at 1200 x g for 15min and the
supernatant was carefully collected (cytoplasmic fraction). The pellet was washed
once and resuspended in lysis buffer (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0.1% NP-40, protease inhibitors) and nuclear fractions were harvested after
centrifugation (15000 x g, 10 min). Proteins were separated in SDS-PAGE onto
PVDF membranes (Millipore, Molsheim, France). Immunoblot analysis was
performed using specific antibodies and enhanced chemoluminescence-based
detection (Millipore). The antibodies used were the rabbit polyclonal anti-HSP90
from ABR (Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France), anti-c-lAP1 from R&D
Systems, the mouse monoclonal anti-HSC70 and anti-ubiquitin from Santa-Cruz
(Tebu-Bio), anti-Villin from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France) and anti-GFP
from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). All the monoclonal
antibodies used were of the IgG1 isotype.

Proteasome activity. Proteasome activity was determined as described
previously.? Briefly, cells (2 x 10°in 200 ul PBS, pH 7.4) were incubated for 30 min
at 37 °C with 100 1M of the cell-permeant fluorogenic substrate N-succinyl-L-leucyl-
L-leucyl-L-tyrosine-7-amido-4-methyl coumarin (Bachem, Basel, Switzerland).
Fluorescence generated by its cleavage was quantified by using a Kontron SFM
25 spectrofluorometer (Kontron AG, Zurich, Switzerland). When needed,
proteasome activity was inhibited by exposure of the cells to Z-leu-leu-leu-H-
(aldehyde) (MG132, Peptide Institute, Osaka, Japan), at 2 uM for 18 h.

Plasmid constructs. pECFP-c-IAP1 and pEGFP-c-IAP1 plasmids were
constructed by subcloning full length c-IAP1 cDNA (provided by JC Reed, La
Jolla, CA, USA) into the Bgll/Sall site of pECFP-C1 and pEGFP-C1 respectively
(Clontech, Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France). pEYFP-HSP90/ plasmid was
constructed using GFP-HSP90 provided by D Picard (Geneve, Switzerland). After
PCR amplification (sense 5-gATAGGTACCATGCCTGAGGAAGTGCAC-3';
antisense: 5'-GGTCGGATCCCTAATCGACTTCTTCCAT-3'), the cDNA encoding
HSP90/ was cloned into Kpn/BamH1 sites of pEYFP-C1 (Clontech). The cDNA
encoding the 1-566 amino acid sequence of c-IAP1 (c-IAP1-ARING) was amplified
by PCR from the pcDNA-myc-c-IAP1 (JC Reed, La Jolla, CA, USA) (sense: 5'-GA
ACAGAAACTCATCTCTGAAGAGGATCTG-3'; antisense: 5'-GATCTTTGCAAC
CTCCTCAATTGT-3) and first cloned into pCR-2.1 TOPO plasmid (Invitrogen),
then subcloned into the EcoR1 site of pEGFP-C2 (Clontech). The c-IAP1 antisense
(AS-c-IAP1) construct was obtained by subcloning full length c-IAP1 cDNA in an
antisense orientation into the EcoR1/Kpn1 site of pcDNA 3.1 (Invitrogen).

Small interfering RNA (siRNA) and transfection. HSP90x and
p siRNA and scramble were purchased from Ambion (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) and c-IAP1 siRNA from Eurogentec (Angers, France). HT-29
cells were plated in serum-containing medium one day before transfection. Cells
were transfected with siRNAs using oligofectamine (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) and with plasmids using Superfect transfection reagent (Qiagen,
Courtaboeuf, France), following the manufacturer's instructions. Cells were
analysed 48h after transient transfection. THP1 cells were transfected by
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AS-c-IAP1 or pcDNA3.1, or cotransfected by pECFP-c-IAP1 and pEYFP-HSP90
using the AMAXA nucleofector kit (Amaxa, KéIn, Germany). Transfected cells were
selected with geneticin (0.7 pg/ml, Sigma-Aldrich).

Immunofluorescence staining. Cells were fixed in PBS-para-
formaldehyde 4% during 15 min and permeabilized by incubation with PBS-Triton
0.1% for 3min. After washing with PBS, samples were saturated with PBS-BSA
3% during 30min before incubation overnight at 4°C with anti-c-IAP1 (BD
Biosciences) or anti-HSP90S (ABR). After four washes in PBS-BSA 1%,
appropriate secondary antibodies coupled with fluorochromes (Alexa 486 and
568 nm; Molecular Probe, Leiden, Netherlands) were added during 1h at room
temperature in the dark. The nucleus was labelled by Hoescht 33342 incubation
during 5min. Images were acquired using the Cell Observer station (Zeiss,
Germany). Briefly, the system is composed by an inverted microscope AxioVert
200M equipped for fluorescence with a CCD camera. All the system is motorized
and controlled by the Axiovision software (Zeiss).

CFP/YFP fluorescence resonance energy transfer (FRET)
analysis. For FRET imaging experiment in living cells, THP1 transfected cells
in Petri dish were placed on the stage of the microscope (Cell Observer station,
Zeiss). FRET image acquisition and analysis were done by the Axiovision FRET
software (Zeiss) using the Youvan’s calculation method.
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Discussion - Conclusions

HSP90 est une protéine de choc thermique essentielle a la survie des cellules. Son
activité de chaperon moléculaire la conduit a jouer un role dans de nombreux processus
cellulaires. Elle intervient par exemple dans la protection contre la mort par apoptose, dans

le contrdle du cycle cellulaire et dans la transduction de signaux (Didelot et al., 2006).

Dans cette étude, nous démontrons que HSP90 est impliquée dans la différenciation
des monocytes en macrophages. Elle migre du noyau vers |'appareil de Golgi et son
inhibition empéche la différenciation des cellules. Nos résultats montrent que HSP90
chaperonne c-IAP1 et participe a son export du noyau. HSP90p interagit en effet avec c-IAP1

et I'inhibition de cette protéine chaperon bloque sa sortie.

c-IAP1 est située dans le noyau dans les monocytes et migre vers le cytoplasme dans
les macrophages. Lorsqu’elle est exprimée dans le noyau, c-IAP1 participe a la régulation du
cycle cellulaire (Samuel et al., 2005). Dans les cellules Hela, un signal apoptotique (un
traitement par la cytokine TRAIL, par la staurosporine ou aprés exposition aux rayons UV)
induit également la relocalisation de c-IAP1 vers le cytoplasme via un mécanisme dépendant
des caspases (Samuel et al., 2005). Les caspases étant également activées lors de la
différenciation macrophagique, on peut supposer qu’il existe un mécanisme commun entre
la sortie de c-IAP1 observée lors de la différenciation cellulaire et lors de I'apoptose. Les
caspases une fois activées clivent de nombreuses protéines substrats et notamment des
protéines nucléaires. L'absence de c-IAP1 dans le noyau suite a sa relocalisation dans la
mitochondrie pourrait favoriser I'activité nucléaire des caspases, c-IAP1 ne pouvant plus
interférer avec elles. Une fois localisée dans le cytoplasme, c-IAP1 participe entre autre a la
dégradation de la protéine adaptatrice TRAF2 par le protéasome nécessaire a la progression

de la différenciation macrophagique (Dupoux et al., 2009).

c-IAP1 est une protéine essentielle a la différenciation des monocytes. Son inhibition
par le SMAC-N7 bloque en effet la différenciation cellulaire. Bien que le SMAC-N7 ne soit pas
un inhibiteur spécifique de c-IAP1 (il inhibe également les protéines XIAP et c-IAP2), le fait

qgque la diminution de son expression par ARN interférence bloque également Ila
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différenciation macrophagique souligne l'importance de c-IAP1 dans ce processus de

différenciation.

HSP90 est également essentielle a la différenciation macrophagique car son
inhibition ou la diminution de son expression bloquent la différenciation cellulaire. Nous
montrons dans ce travail que c-IAP1 est une protéine cliente de HSP90. L'inhibition de HSP90
par différentes molécules induit en effet la dégradation par le protéasome de c-IAP1 et la
déplétion par ARN interférence de HSP90B entraine également une diminution de

I’expression de c-1AP1.

Le role de HSP90 dans la différenciation macrophagique n’est bien sir pas restreint
au chaperonnage de c-IAP1. HSP90 est impliquée dans la stabilisation et I'activation d’un
grand nombre de protéines. HSP90 participe par exemple a l'activation de la voie de
signalisation de NF-kB (en stabilisant RIP1 ou IKK) ou de Akt qui sont toutes deux impliquées
dans le processus de différenciation cellulaire (Lanneau et al., 2008). L'inhibition de HSP90
perturberait donc ces voies de signalisation et pourrait expliquer le blocage de Ia
différenciation des monocytes en macrophages observé apreés traitements par les différents

inhibiteurs.

Un déreglement de I'expression de HSP90 participe au processus de cancérisation. En
effet, dans les cellules cancéreuses, HSP90 est particulierement active et stabilise de
nombreuses protéines oncogéniques telles que Src ou Akt. Certains phénomeénes de
résistance des cellules cancéreuses, probleme majeur des traitements anti-cancéreux
actuels, pourraient étre évités du fait des multiples cibles potentielles des inhibiteurs de
HSP90. C’'est pourquoi HSP90 est devenue une cible intéressante pour le développement de
nouveaux agents anti-cancéreux. Les molécules dérivées de |’antibiotique geldanamycine
ainsi que les purines synthétiques que nous avons utilisées se lient au niveau du site de
fixation de I’ATP de HSP90a et HSP9O0B et inhibent leur I'activité chaperon. Bien qu’il n’y ait
pas encore d’études concernant I'effet de I'inhibition de HSP90 sur les patients traités avec
ces inhibiteurs, certaines données montrent que ces molécules bloquent plusieurs processus
cellulaires tels que la différenciation des myoblastes (Yun and Matts, 2005) et la maturation
des cellules dendritiques, perturbant ainsi leur fonction et la réponse immunitaire (Bae et

al., 2007). Nous démontrons dans cette étude que l'inhibition de HSP90 par le 17-AAG altere

92



la différenciation des monocytes en macrophages. Ces expériences étant menées in vitro, Il
serait intéressant de vérifier, dans le contexte des essais cliniques actuellement menés, si un
traitement par le 17-AAG affecte la différenciation ou la fonction des monocytes et des
macrophages en raison de la susceptibilité aux infections que provoquerait un tel effet

secondaire.

L’inhibition de HSP90 favorise cependant dans certains cas la différenciation cellulaire
comme par exemple la différenciation cellules Kasumi-1 possédant une mutation du gene
codant la protéine KIT ou celle des cellules HL-60 possédant la protéine chimeére Bcr-Abl
(Nimmanapalli et al., 2001; Yu et al., 2006). Les conséquences de l'inhibition de HSP90
dépendraient donc du type cellulaire ciblé, de la concentration en inhibiteur utilisée ou du

niveau de HSP90 (notamment le niveau d’expression des isoformes a et B) dans la cellule.

Le terme HSP90 regroupe en réalité deux isoformes appelées HSP90a et HSP9O0p.
Leurs séquences peptidiques étant trés proches, de nombreuses études ne différencient pas
ces deux protéines et les différents inhibiteurs de HSP90 disponibles bloquent
indistinctement les deux isoformes. Ces deux protéines semblent cependant avoir des
fonctions différentes lors du développement des organismes ou il a été montré que
I'invalidation de I'isoforme B chez la souris était |étale malgré un niveau normal de HSP90a.
Nous montrons dans ce travail que HSP90p interagit avec c-IAP1 et que la diminution de son
expression bloque la différenciation macrophagique. Au contraire, HSP90a n’interagit que
faiblement avec c-IAP1 et sa déplétion n’a pas d’effet sur la différenciation. Nos résultats
soulignent donc la différence de fonction entre ces deux isoformes lors de la différenciation

cellulaire et I'importance de I'isoforme B dans ce phénomene.
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Perspectives

Les perspectives de ce travail s’articulent autour de trois axes principaux :

- Comprendre les mécanismes de relocalisation de HSP90. Nous avons montré que
HSP90B sortait du noyau au cours de la différenciation cellulaire. Cependant les mécanismes
permettant I'export de HSP90B sont encore inconnus. Nous pensons que les modifications
post-traductionnelles de HSP90B, notamment son acetylation, sa phosphorylation, sa
nitrosylation ou sa sumoylation, jouent un réle sur sa localisation cellulaire. Nous étudions
ces modifications post-traductionnelles par électrophorése bidimensionnelle afin de séparer
les différentes formes de HSP90 puis nous les révélons par immuno-empreinte. Nous
pourrons modifier par mutagenése dirigée les sites responsables de ces modifications afin de
déterminer leur impact sur l'interaction avec c-IAP1 et sur le role de HSP90 dans la
différenciation cellulaire. Il serait également tres intéressant de déterminer s’il existe un lien
entre I'activation de la cascade de signalisation provoquée par la liaison du M-CSF sur son
récepteur et les modifications post traductionnelles de HSP90OB qui peuvent apparaitre ou

disparaitre au cours de la différenciation.

- Evaluer les effets de I'inhibition de HSP90 in vivo dans des modeles murins. Aprés
traitements des animaux par les différents inhibiteurs que nous possédons (17-AAG, 17-
DMAG : 17-Dimethylamino-ethylamino-17-demethoxygeldanamycine, PU-H71, PU-DZ8),
nous déterminerons si ces animaux posseédent des anomalies au niveau du nombre de
cellules immunitaires (notamment des macrophages) et si la réponse immunitaire elle-

meéme est affectée.

- Déterminer I'implication de HSP90 dans un contexte de différenciation pathologique.
L'équipe du professeur Eric Solary a Dijon s’intéresse a la physiopathologie des leucémies
myélomonocytaires chroniques, une affection entre syndrome myélodysplasiques et
myéloprolifératif caractérisée par une accumulation de monocytes dans le sang, la moelle et

la rate. Un réseau a été constitué en France autour de partenaire pour collecter des
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échantillons de moelle de patients. Nous différencierons ex vivo des monocytes du sang
périphérique de patientes avec leucémie aigué et de patients atteints de leucémie myélo-
monocytaire chronique et nous déterminerons si, dans ces deux pathologies myéloides
malignes, il existe des anomalies de I'expression et ou de la fonction de la protéine de stress
HSP90 par microscopie et fractionnement cellulaire. Nous regarderons également les effets

des traitements par les inhibiteurs de HSP90 sur ces cellules leucémiques.
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Résultats : deuxieme partie

HSF1 controle I'expression du facteur de
transcription Spi-1/Pu.1 au cours de la
difféerenciation macrophagique
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La deuxieme partie de mon travail de these a constitué a étudier le role de la
protéine de choc thermique HSP70 lors de la différenciation des monocytes en macrophages

ainsi que I'implication du facteur de transcription HSF1 dans ce phénomeéne.

Lors de la premiére partie de ce travail de thése, jai étudié |'expression des
différentes HSPs au cours de la différenciation macrophagique. J'ai remarqué que
I'expression de HSP70 augmentait fortement au cours de la différenciation cellulaire. J'ai
également observé que I'expression du facteur de transcription clé de la différenciation
macrophagique, la protéine Spi-1/Pu.1l, augmentait au cours de la différenciation et ce de
maniére similaire a celle de HSP70. J'ai donc dans un premier temps étudié le role de la
protéine HSP70 dans la différenciation des monocytes en macrophages en déterminant
notamment s’il existe une relation entre HSP70 et Spi-1/Pu.l. Je me suis intéressé dans un
second temps aux mécanismes de l'induction de ces deux protéines lors de la différenciation
des monocytes en macrophages. Le principal facteur de transcription controlant I'expression
des protéines de choc thermique étant HSF1, j'ai déterminé si ce facteur est activé lors de la
différenciation macrophagique. Nos résultats montrent que HSF1 est impliqué dans le
contréle de I'expression de Spi-1/Pu.l lors de la différenciation des monocytes en

macrophages.

Le travail présenté ici est encore en cours de réalisation. Il manque en effet plusieurs
résultats supplémentaires (indiqués en tant résultats non montrés, data not shown) avant

d’étre complet et de pouvoir étre soumis.
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Abstract

We previously showed that heat shock protein HSP70 played a determinant role in
erythroblasts’ differentiation. Here, we studied HSP70 involvement in macrophagic
differentiation. We used two models of differentiation: human peripheral monocytes exposed
to M-CSF and THP1 cells induced to differentiate by TPA. We found that in both models,
HSP70 expression was induced during differentiation. Interestingly, the expression of Spi-
1/Pu.1, a transcription factor essential for monocytes to differentiate, was similarly induced.
Upon differentiation, both proteins co-localized in the nucleus and associated. Inhibition or
down regulation of HSP70 induced Spi-1/Pu.l degradation and blocks the differentiation
process, indicating that the necessity of Spi-1/Pu.l to be chaperoned by HSP70 during
differentiation. Since Spi-1/Pu.l promoter has a HSE-like, we have studied whether
transcription factors responsible for HSPs induction, HSF, could be involved. We show that
although HSF2 do not seem involved, HSF1 binds to Spi-1/Pu.1 promoter and its inhibition
blocks Spi-1/Pu.l expression and monocytes differentiation. Understanding monocyte
differentiation regulation is important since defects of the differentiation process can lead to
the development of leukemias (acute myeloid leukemia, chronic myelomonocytic leukemia).
A Dbetter understanding of the roles of HSPs may provide new therapeutic strategies for the
treatment of these pathologies.

Introduction

Exposure to a wide variety of physical and chemical stresses activates the expression
of stress response genes coding for the Heat shock proteins (HSPs). HSPs are molecular
chaperones that help the cell to cope with these stressful conditions by mediating correct
refolding of denatured proteins. Beside their well described role in cell protection under
stressful conditions, HSPs play essential roles in a variety of cellular processes such as cell
cycle and apoptosis. HSPs have also demonstrated essential functions for cell differentiation.
They are involved, for instance, in erythroblast (De Thonel et al., 2010; Ribeil et al., 2007)
and macrophage differentiation (Didelot et al., 2008), and their level of expression is tightly

regulated during development.
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Expression of HSP genes is regulated by the family of the heat shock transcription
factors (HSFs), which bind to the heat shock element (HSE) in the promoter region of heat
shock genes and stimulate their transcription. Three members have been identified in
mammals: HSF1, HSF2 and HSF4. HSF1 is the major stress-responsive family member while
HSF2 has been related to differentiation (Akerfelt et al., 2007). In response to stressful
stimuli such as elevated temperatures, oxidants and bacterial or viral infections, HSF1 is
activated by trimerization and hyperphosphorylation (Holmberg et al., 2002; Pirkkala et al.,
2001). As a result, HSF1 acquires the ability to bind to HSE and to activate transcription of
heat shock genes, which results in accumulation of HSPs such as HSP70 with, as a final
outcome, cell protection. However, HSF1 not only regulates expression of heat shock genes in

response to stress but it is also involved in development by regulating non heat shock genes.

The transcription factor Spi-1/Pu.l is a member of the Ets family expressed during
hematopoiesis in myeloid and B lymphoid cells. It plays an essential role in the acquisition of
the macrophage phenotype by regulating the expression of many myeloid genes such as the
M-CSF receptor, the macrophage scavenger receptor, CD11b or II-p. The level of Spi-1/Pu.l
is critical for specifying cell fate and its disregulation can lead to the development of
leukemias and lymphomas (Rosenbauer et al., 2004; Tatetsu et al., 2007). Previous reports
demonstrated that the proximal promoter of human Spi-1/Pu.l gene and an upstream
regulatory element (URE), located -17 kb upstream of the transcription start site, are essential
for Spi-1/Pu.1 gene regulation (Bonadies et al., 2009; Chen et al., 1995).

Here we show that both HSP70 and Spi-1/Pu.l are induced during macrophagic
differentiation of human monocytes from peripheral blood and THP1 monocytic cells. HSP70
interacts with Spi-1/Pu.1 and its inhibition with the HSP70 specific inhibitor PES (Leu et al.,
2009) blocks the differentiation process. Moreover, we show that HSF1 binds to Spi-1/Pu.l
promoter on a HSE-like sequence, located 730 pb upstream of the transcription start site, and
controls Spi-1/Pu.l expression. All these data demonstrate that HSFlis involved in
macrophagic differentiation, upstream Spi-1/Pu.1.
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Materials and methods

Cell culture and differentiation. THP1 monocytic leukaemia cells, obtained from DSMZ
(Braunschweig, Germany), were cultured at a density up t08.10° cells per ml in RPMI 1640
medium supplemented with 9% fetal bovine serum and induced to differentiate into
macrophage by exposure to 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA, 20 nM, Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) during 24 h. Cell differentiation was assessed by
following morphological changes and the expression of cell surface marker CD11b by flow
cytometry analysis as described(Sordet et al., 2002). Monocytes from human peripheral blood
were obtained with informed consent from healthy donors and purified using an isolation kit
(Miltenyi Biotec, Paris, France) following manufacturer’s instructions. Primary monocytes
were differentiated into macrophages by treatment with macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF exposure, 100 ng/ml, 3 days, R&D Systems, Abington, UK) and differentiation was
assessed by analysis of the membrane differentiation marker CD71, as described (Sordet et

al., 2002). PES (pifithrin-p), quercetin and triptolide were purchased from Sigma-Aldricht.

Cell transfection and plasmids used. HelLa cells were plated in serum-containing medium
one day before transfection. Cells were transfected with plasmids using JetPEI™ transfection
reagent (Polyplus Transfection, Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France) following the
manufacturer’s instructions. Cells were analysed 48 h after transient transfection. HSP70 full
length and HSP70 mutants lacking ATP binding domain or peptide binding domain plasmids
were obtained after cloning in a HA-tagged vector. Spi-1/Pu.1 Myc tagged vector was a

kindly gift from Francoise Moreau-Gachelin (Institut Curie, Paris, France).

Immunoblot analysis. Whole cell lysates were prepared by lysing cells in Lysis buffer
(150mM NacCl, 1% Triton X-100, 50mM Tris HCI pH 8.0). Cells were kept on ice for 30 min
and were vortexed three times. Aftercentrifugation (15 000 g, 10 min, 40°C), supernatant was

evaluated for protein concentration by a micro-bicinchroninic acid protein assay (Bio-Rad).

Cytoplasmic and nuclear extracts were obtained by lysing cells during 15 min on ice in a lysis
buffer (10mM Hepes, 10mM KCI, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1ImMDTT) with 0.6% NP-

40 in the presence of protease inhibitors (Roche, Neuilly sur Seine, France). Cell lysate was
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centrifuged at 1200 g for 15 min and the supernatant was carefully collected (cytoplasmic
fraction). The pellet was washed once and resuspended in lysis buffer (50mM Hepes, 150mM
NaCl, 5mM EDTA,0.1% NP-40, protease inhibitors) and nuclear fractions were harvested
after centrifugation (15 000 g, 10 min). Proteins were separated in SDS-PAGE onto PVDF
membranes (Millipore, Molsheim, France). Immunoblot analysis was performed using
specific antibodies and enhanced chemoluminescence-based detection (Millipore). The
antibodies used were the mouse monoclonal anti-HSP70 from StressGen (TebuBio Le Perray
en Yvelines, France),mouse monoclonal anti-HSC70, goat polyclonal anti-Lamin B and the
rabbit polyclonal HSF1 from Santa Cruz (TebuBio), rabbit polyclonal anti-Spi-1/Pu.1 and
anti-Myc from Cell Signaling (Ozyme)and anti-HA from Covance ImmunoTechnologies,

(Eurogentec, Liége Science Park, Belgium).

Monoclonal antibodies used were of the IgG1 isotype.

Immunoprecipitation. Cells were lysed in immunoprecipitation buffer (50mM HEPES, pH
7.6, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40 (NP-40,Sigma-Aldrich)) during 30 min.
After centrifugation (10 min 15 000g), the protein concentration of supernatant was evaluated
(DC protein assay, BioRad, Marnes-la-Coquette, France) and 800 pg of protein were
incubated with 3 pg of the indicated antibody (anti-HSP70, anti-HA) with constant agitation
at 4°C. Then, the immunocomplexes were precipitated with protein A/G-Sepharose
(Amersham, Les Ullis, France).

Immunofluorescence staining. Cells were fixed in PBS-paraformaldehyde4% during 15 min
and permeabilized by incubation with PBS-Triton0.1% for 3 min. After washing with PBS,
samples were saturated with PBS-BSA3% during 30 min before incubation overnight at 4°C
with anti-HSP70 (Tebu-Bio), anti-Spi-1/Pu.1 (Ozyme), anti-HSF1 and anti-HSF2 (Tebu-Bio).
After four washes in PBS-BSA 1%, appropriate secondary antibodies coupled with
fluorochromes (Alexa 486 and568 nm; Molecular Probe, Leiden, Netherlands) were added
during 45 min at room temperature in the dark. The nucleus was labeled by Hoescht 33342
incubation during 5 min. Images were acquired using the Cell Observer station

(Zeiss,Germany). Briefly, the system is composed by an inverted microscope AxioVert200M
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equipped for fluorescence with a CCD camera. All the system is motorized and controlled by
the Axiovision software (Zeiss). Colocalization

Chromatinimmunoprecipitation (chIP). chip experiments were performed by using
Milipore EZ-ChIP™ Chromatin Immunoprecipitation Kit according manufacturer’s
instructions. Briefly cells (20.107) were first fixed by 37% formaldehyde. Glycine was added
to quench unreacted formaldehyde and cells were lysed in SDS Lysis Buffer after 2 PBS
washes. Samples were sonicated (7 pulses of 15 seconds) and immunoprecipitation of
crosslinked protein/DNA was performed with an anti-HSF1 or an anti-lgG1l antibody
(TebuBio). The complexes were washed 4 times. After reverse crosslinking, the DNA was
purified using Nucleospin Extract Il kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France). PCR was
performed using AccuPrime™ Taq DNA Polymerase System (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Primers wused: 5’- CTGAGAAACCTGGGCTGGAAAC-3° and 5’-
GATCTAGCAGGCTATCAGG-3".

Results

1) HSP70 and Spi-1/Pu.l are both induced during macrophagic differentiation and

colocalize in the nucleus.

In order to study whether HSP70 plays a role in macrophage differentiation, we
analyzed the expression of HSP70 and compare it with that of Spi-1/Pu.l, a transcription
factor essential for macrophages formation (Henkel et al., 1996). Two models of macrophagic
differentiation were used, M-CSF induced differentiation of primary monocytes from
peripheral blood (Figure 1a) and TPA induced differentiation of THP1 cells (Figure 1b). In
these two differentiation models, the expression of both HSP70 and Spi-1/Pu.l increased 24
hours after the beginning of the differentiation and lasted several days. The localization of
these two proteins was studied by immunofluorescence in primary monocytes (Figure 1c).

Spi-1/Pu.1 localized in the nucleus 24 hours after the beginning of the differentiation. HSP70,
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although present in the whole cell, it also accumulated in the nucleus. We conclude that these
two proteins colocalize in the nucleus during differentiation (Figure 1d).

2) HSP70 and Spi-1/Pu.1 interact during differentiation.

Since both HSP70 and Spi-1/Pu.l are induced at the same time and colocalize in the
nucleus of the differentiating monocytes, we studied whether they could associate. We first
immunoprecipitated endogenous HSP70 and immunoblotted with a Spi-1/Pu.l in THP1 cells
left untreated or treated 24 hours with TPA (Figure 2a). An interaction between HSP70 and
Spi-1/Pu.1 was detected in TPA treated cells. HSP70 contains two functional domains, the
ATP binding domain and the peptide binding domain. HeLA cells were co-transfected with a
vector coding Spi-1/Pu.1 tagged with Myc and with a HSP70 full length plasmid or a HSP70
lacking the ATP binding domain (HSP70AABD) or the peptide binding domain
(HSP70APDB) plasmid fused with a HA tag. Immunoprecipitation experiments on cell
lysates with an anti-HA antibody demonstrated that while Spi-1/Pu.l binds to HSP70 full
length or to HSP70AADB, no interaction was found between Spi-1/Pu.l and HSP70APDB
(Figure 2b). Therefore, Spi-1/Pu.l interacts with HSP70 and the peptide binding domain of

HSP70 is involved in the association.

3) HSP70 is essential for macrophagic differentiation

In order to determine if HSP70 was required for macrophagic differentiation, we first used
a recently described HSP70 specific inhibitor, PES (Leu et al., 2009). Exposure of peripheral
blood monocytes to PES prevented M-CSF-induced differentiation, as assessed by the lack of
cell adhesion to the culture flask (not shown) and the lack of appearance of the differentiation
marker CD71 (Figure 3a). Similarly, this HSP70 inhibitor prevented TPA-induced
differentiation of THP1 cells as indicated by the lack of CD11b expression increase at the cell
surface (Figure 3b). Thus, HSP70 inhibition by PES leads to macrophagic differentiation
blockage. Down regulation of HSP70 by means of a sSiRNA allowed us to confirm that HSP70
activity is required in this differentiation process (not shown). Inhibition of HSP70 also

induces Spi-1/Pu.1 degradation (figure 3c).
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4) HFS1 but not HSF2 localizes in the nucleus during macrophagic

We then checked by immunofluorescence and cell fractionation studies the expression and
the localization of the main transcription factors responsible for the induction of HSPs, HSF1
and HSF2, during the differentiation of both primary monocytes (Figure 4a, 4c) or THP1 cells
(Figure 4b, 4d). Although HSF2 is more related to differentiation processes than HSF1, we
did not detect this transcription factor in the nucleus. Thus, HSF2 do not seem to be involved
in macrophagic differentiation. HSF1 was expressed in undifferentiated peripheral monocytes
but only translocates into the nucleus 6 to 24 hours after M-CSF exposure; At 48, HSF1
content in the nucleus decreased (Figures 4a and 4c). This transitory expression of HSF1 in
the nucleus during differentiation was also found in THP1 cells. HSF1 accumulated in the
nucleus from 6 to 16 hours after TPA exposure and, by 24 hours, HSF1 nuclear content
strongly decreased (Figure 4b and 4d). We can conclude that HSF1 is transitory activated
during macrophagic differentiation. Studies of HSF1 trimerization confirmed the activation of

HSF1 during monocytic differentiation (not shown).

5) HSF1 binds to Spi-1/Pu.1 promoter on a HSE-like sequence

Analysis of the Spi-1/Pu.l gene (spfil) promoter allowed us to find a HSE-like sequence
(5’-GAACAGATTCAGAGGGAA-3’) located 730 pb upstream of the initiation site (Figure
5a). Chromatin immunoprecipitation (chIP) experiments using an anti-HSF1 antibody and
primers surrounding this HSE shown that HSF1 can bind to spfil promoter in the region of
this HSE (Figure 6b). EMSA experiments with this particular spfilHSE or with a mutated
form will further validate HSF1 binding to spfil.

6) HSF1 inhibition prevents Spi-1/Pu.1 expression

To determine the role of HSF1 on Spi-1/Pu.1l expression, we used two inhibitors of
HSF1, quercetin and triptolide (Hansen et al., 1997; Westerheide et al., 2006). We first
checked if these molecules can efficiently inhibit HSF1 by analyzing their ability to prevent
the induction of HSP70 during heat shock in THP1 cells (Figure 6a). As expected, heat shock
induced the expression of HSP70 and treatment with quercetin (10 puM) or triptolide (10 nM)

prevents this HSP70 induction, indicating the inhibition of the heat shock response. Then, we
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determined the effect of these inhibitors on Spi-1/Pu.l expression. Triptolide treatment
inhibited the induction of Spi-1/Pu.l in primary monocytes treated 48 hours with M-CSF
(figure 6b). Similarly, in THP1 cells, quercetin and triptolide inhibited the increase in Spi-
1/Pu.l expression induced by 24 hours exposure to TPA (Figure 6¢). An increase in the
proteasomal degradation of the protein did not participate in the overall decrease in Spi-1/Pu.1
expression observed since proteasome inhibitors did not restore the level of Spi-1/Pu.l
(Figure 6¢). Thus, HSF1 inhibition prevents the expression of Spi-1/Pu.l gene during

macrophagic differentiation.

7) HSF1 inhibition blocks macrophagic differentiation

Treatment of peripheral blood monocytes with HSF1 inhibitors (quercetin or triptolide)
prevented both M-CSF-induced differentiation, as assessed by the lack of expression of the
differentiation marker CD71 (Figure 7a), and TPA-induced differentiation of THP1 cells as
indicated by the lack of CD11b expression at the cell surface (Figure 7b). So HSF1 inhibition
leads to macrophagic differentiation blockage. HSF1 down regulation with a ShRNA confirms

the need of HSF1 in this monocytic differentiation process (not shown).
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Figure Legends.

Figure 1. HSP70 and Spi-1/Pu.l are both induced during macrophagic differentiation
and colocalize in the nucleus. a. Immunodetection of HSP70 and Spi-1/Pu.1 during M-CSF
induced differentiation (100 ng/mL) of monocytes from peripheral blood. HSC70 was used as

loading control. b. Immunodetection of HSP70 and Spi-1/Pu.l during TPA induced
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differentiation (20 nM) of THP1 cells. c. Fluorescence microscopy analysis of HSP70 and
Spi-1/Pu.l in M-CSF induced differentiation of human peripheral monocytes. Nuclei, labeled
with Hoescht 33342, are stained in blue. d. Fluorescence microscopy analysis of HSP70 and

Spi-1/Pu.l in peripheral monocytes treated 48 hours with M-CSF.

Figure 2. HSP70 interacts with Spi-1/Pu.l. a. Immunodetection of Spi-1/Pu.1 and HSP70
after immunoprecipitation with HSP70 (IP HSP70) or a non-relevant (IP IgG) antibody in
THP1 cells left untreated (DO) or treated for 24 hours with TPA (D1). Lower blot, inputs.
b.Hela cells were co-transfected with a plasmid coding Spi-1/Pu.1 fused with a Myc Tag and
a plasmid coding HSP70 full length or deleted for the ATP binding domain, HSP70AADB, or
for the peptide binding domain,HSP70APBD,fused to a HA tag. Immunodetection of Spi-
1/Pu.1 (Myc) and HSP70 (HA) followed after immunoprecipitation with an anti-HA antibody
or with a non-relevant (IP 1gG). HSC70 was used as a loading control.

Figure 3. HSP70 inhibition prevents macrophagic differentiation. a. Flow cytometry
analysis of CD71 expression, phycoerythrin (PE)-coupled anti-CD71, on monocytes from
peripheral blood left untreated or treated with PES (5 uM or 2 uM) and then exposed to M-
CSF for two days. b. Flow cytometry analysis of CD11b expression, phycoerythrin (PE)-
coupled anti-CD11b,on THP1 cells pre-treated or not with PES (10 uM or 5 uM) and then
exposed to TPAfor 24 hours.In grey: staining with a non-relevant antibody (IgG1l). c.
Immunodetection of Spi-1/Pu.1l in THP1 left untreated (NT) or treated with 10 or 20 uM of
PES. HSC70: loading control.

Figure 4. HSF1 transitory localizes in the nucleus during macrophagic differentiation. a.
Fluorescence microscopy analysis of HSF2 and HSF1 during M-CSF induced
differentiationof monocytes from peripheral blood. Nuclei, labeled with Hoescht 33342, are
stained in blue. b. Fluorescence microscopy analysis of HSF2 and HSF1during TPA induced
differentiation of THP1 cells. c. Immunodetection of HSF1 during M-CSF induced
differentiation of monocytes from peripheral blood. d. Western blot analysis of HSF1 and
Spi-1/Pu.l in nuclear extracts from THP1 cells, either left untreated or treated with 20 nM
TPA for 6, 16, 24 and 48 hours.HSC70, loading control.
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Figure 5. HSF1 binds to Spi-1/Pu.l promoter. a. Spi-1/Pu.1l promoter sequence. In blue :
potential HSE. b. PCR detection of a DNA fragment containing the potential HSE after
immunoprecipitation with an anti-HSF1 antibody (IP HSF1) or a non-relevant antibody
(IPIgG) in THP1 cells treated with TPA for 6 hours or 16 hours.

Figure 6. HSF1 inhibition blocks Spi-1/Pu.1 expression. a. Western blot analysis of HSP70
in THPL cells after a heat shock (45 min, 42°c) with or without quercetin (10 uM) or
triptolide (10 nM). b. Immunodetection of Spi-1/Pu.1l in monocytes from peripheral blood
treated during 1 or 2 days with M-CSF with or without triptolide (10 nM). c. Western blot
analysis of Spi-1/Pu.1 in THP1 cells treated 24 hours with TPA with or without triptolide (10
nM), quercetin (10 pM) and MG132 (25 uM, 4 hours before cell lysis). HSC70 was used as a

loading control.

Figure 7. HSF1 inhibition impairs macrophagic differentiation. a. Flow cytometry
analysis of CD71 expression (phycoerythrin (PE)-coupled anti-CD71) on monocytes from
peripheral blood either left untreated or treated with triptolide (left, 10 nM) or with quercetin
(right, 10 puM) and then exposed to M-CSF for two days. In grey: non relevant (IgG1l)
staining. b. Flow cytometry analysis of CD11b expression (phycoerythrin (PE)-coupled anti-
CD11b) on THP1 cells treated with triptolide (left, 10 nM) or with quercetin (right, 10 uM)
and then exposed to TPA for 24 hours. In grey: staining with a non-relevant antibody (IgG1).
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Figurel.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4,
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Figure 5.
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Figure 6.
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Discussion - Conclusions

HSP70 est probablement la protéine de choc thermique la plus fortement induite
apres un stress cellulaire afin de protéger la cellule contre les diverses agressions auxquelles
elle peut étre soumise. HSP70 participe en effet au repliement des protéines, a I'assemblage
des complexes multi-protéiques ainsi qu’au transport de protéines a travers les membranes.
HSP70 possede également un rdéle important dans la régulation des processus cellulaires en
interagissant avec de nombreuses protéines impliquées dans la transduction des signaux

cellulaires, de la transcription, du cycle cellulaire ou de I'apoptose.

Nous montrons dans ce travail que HSP70 est impliquée dans la différenciation
macrophagique. Nous avons en effet observé que cette protéine était fortement induite
aprés stimulation des cellules par le facteur de croissance M-CSF ou par le TPA. De plus son
inhibition a I'aide du PES, récemment décrit comme étant un inhibiteur spécifique de HSP70,
bloque la différenciation des monocytes en macrophage. Nous utilisons actuellement des
siRNA dirigés spécifiquement contre HSP70 afin d’évaluer plus précisément I'importance de

HSP70 dans la différenciation cellulaire.

Nous montrons également que HSP70 interagit avec le facteur de transcription clé de
la différenciation macrophagique, la protéine Spi-1/Pu.l. HSP70 étant un chaperon
moléculaire, HSP70 pourrait chaperonner Spi-1/Pu.1 et participer a son repliement ou a sa
stabilisation ou a son transport dans le noyau. Le PES, en interférant avec I'activité chaperon
de HSP70, empécherait le chaperonnage de Spi-1/Pu.l et inhiberait ainsi I'activité de ce

facteur de transcription et par conséquent bloquerait la différenciation macrophagique.

Certains rbles de HSP70 dans d’autres processus de différenciation ont été
précédemment décrits. Mon équipe, en collaboration avec le groupe dirigé par le professeur
Olivier Hermine, a ainsi montrée que HSP70 pouvait protéger le facteur de transcription
GATA-1 du clivage par les caspases lors de la différenciation érythroide. Spi-1/Pu.1 est

également clivé par la caspase-3 au cours de I'apoptose induite par les rayons UV de cellules
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leucémiques. Puisque la caspase-3 est activée au cours de la différenciation macrophagique,
HSP70 pourrait aussi protéger Spi-1/Pu.l de son clivage a l'instar de son réle dans la

différenciation rouge.

HSP70 et Spi-1/Pu.1 sont tous deux fortement induits au cours de la différenciation
macrophagique. Lors d’un stress, I'augmentation rapide de I'expression de HSP70 est le
résultat de I'activation des facteurs de transcription HSF. Bien que HSF2 ait été décrit comme
étant plus particulierement impliqué dans le développement et la différentiation cellulaire,
ce facteur de transcription ne semble pas étre activé au cours de la différenciation
macrophagique puisque nous n’observons pas sa présence dans le noyau. HSF1 est quant a
lui transloqué dans le noyau au moment ou l'expression de HSP70 et de Spi-1/Pu.l
commence a augmenter et semble étre activé au cours de la différenciation macrophagique.
L'état de trimerisation et de phosphorylation de HS1 sera déterminé afin de confirmer

I’activation de ce facteur de transcription.

L’étude du promoteur de Spi-1/Pu.l a révélé la présence d’une séquence
ressemblant fortement aux éléments de réponse classiques sur lesquels se fixe HSF1. Cet
élément, situé 700 pb en amont du site d’initiation de la transcription, est en effet constitué
de répétitions du motif GAA et TTC rappelant la structure d’un HSE. Nous montrons que
HSF1 est capable de se fixer au niveau de cette séquence au moment ou il est présent dans
le noyau et ou I'expression de Spi-1/Pu.1 augmente. Nous confirmerons la fixation de HSF1
sur ce nouvel HSE et identifierons plus précisément la séquence de cet HSE par des
expériences de retard sur gel (EMSA) en utilisant des oligonucléotides comportant des

mutations de cet HSE.

Nous montrons donc que HSF1 est capable de se fixer sur le promoteur de Spi-1/Pu.1
mais nous ignorons encore exactement le réle de HSF1 sur I'expression de Spi-1/Pul. Le fait
que HSF1 soit présent dans le noyau au moment ou I'expression de Spi-1/Pu.1 commence a
augmenter et que l'inhibition de HSF1 a l'aide de la quercetine ou du triptolide bloque
I’expression de Spi-1/Pu.1l nous ameéne a penser que HSF1 serait un régulateur positif de
I’'expression de Spi-1/Pu.l1. Ces inhibiteurs ne sont cependant pas spécifiques de HSF1 et

pourraient peut-étre cibler d’autres facteurs de transcription impliqués dans I'expression de
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Spi-1/Pu.1. L'utilisation de siRNA dirigés contre HSF1 et de test d’activité luciferase (en
utilisant le promoteur de Spi-1/pu.1 couplé au géne de la luciférase en présence ou non de
HSF1) permettrait également d’évaluer plus spécifiquement le role de HSF1 dans le contréle

de I'expression de Spi-1/Pu.1.

HSF1, en plus de son role majeur dans la réponse au choc thermique, contrble
I’expression de protéines autres que les HSPs. Le stress cellulaire est un évenement critique
pour la cellule. La transcription de nombreux génes considérés comme non-essentiels est
ainsi inhibée afin de favoriser la survie de la cellule et HSF1 agit alors comme répresseur de
I’expression de ces genes. Ainsi dans les macrophages, HSF1 réprime I'expression des génes
du TNFa, de I'lL-1B, c-fos ou c-fms lors d’'un choc thermique; HSF1 régule également
I'expression de genes en dehors d’un stress. Ainsi HSF1 est nécessaire a l'induction de
I’expression de I'lL-6 en réponse au LPS. HSF1 régule I'expression de I'lL-6 en permettant le
recrutement de co-activateurs tels que NF-kB sur le promoteur de ce gene. HSF1 modifie
I'acétylation de I'histone H3 et favorise I'ouverture de la chromatine. On peut penser que
HSF1 joue un rble semblable au niveau du promoteur de Spi-1/Pu.l au cours de la
différenciation macrophagique. HSF1 en se fixant sur ce promoteur permettrait le
recrutement des facteurs de transcription responsables de I'induction de Spi-1/Pul comme

NF-kB ou Spi-1/Pu.1 lui-méme.

Lorsque le niveau des HSPs est suffisamment élevé, une partie de ces protéines entre
dans le noyau. Ces HSPs provoquent le démantelement des triméres de HSF1 et 'arrét de
son activité transcriptionnelle, permettant ainsi un retro-contréle trés fin de la réponse au
choc thermique. On pourrait envisager un role semblable pour la différenciation : HSP70, qui
est fortement induite, pourrait stopper I'activité transcriptionnelle de HSF1 et I'induction de

Spi-1/Pu.1.
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Perspectives

Plusieurs travaux restent encore a effectuer afin de compléter cette étude :

- Poursuivre I'étude de HSP70 dans la différenciation macrophagique. Afin de mieux
comprendre |'importance de HSP70 dans ce processus, nous utiliserons des siRNA dirigés
spécifiguement contre HSP70 afin diminuer I'expression de cette derniére puis nous
analyserons I'état de différenciation de ces cellules ainsi que I'expression de Spi-1/Pu.1.
Nous utiliserons également d’autres inhibiteurs de HSP70, notamment ceux développés par
mon équipe, les aptameres peptidiques. Nous déterminerons également si Spi-1/Pu.1l est

clivé au cours de la différenciation macrophagique et si HSP70 le protege.

- Confirmer l'activation de HSF1 en étudiant son statut de phosphorylation (par
immuno-empreinte et immuno-fluorescence) ainsi que son état d’oligomérisation (par
immuno-empreinte apres séparation des complexes suivant leur taille par chromatographie
d’exclusion). Il serait également tres intéressant de relier I'activation du récepteur au M-CSF
avec celle de HSF1. La fixation du M-CSF sur son récepteur pourrait en effet entrainer
I’activation de kinases qui phosphoryleraient HSF1. Nous utiliserons différents inhibiteurs de
kinases (PI13k ...) avant de déclencher la différenciation des monocytes puis nous analyserons

I’état de phosphorylation de HSF1.

- Approfondir I'étude de la fixation de HSF1 sur le promoteur de Spi-1/Pu.1 par des
expériences de gel retard (EMSA) en utilisant des oligonucléotides correspondant a la

séquence sauvage ou mutée de I'HSE retrouvée dans le promoteur de Spi-1/Pu.1.

- Définir le réle de HSF1 sur le contrdle de I'expression de Spi-1/Pu.1: HSF1 est-il un
facteur de transcription ou plutdt un co-activateur pour Spi-1/Pu.1 ? nous étudierons son
role par des tests de I'activité luciférase aprés transfection par un plasmide comprenant le
promoteur de Spi-1/Pu.1 fusionné au geéne rapporteur de la luciférase dans des cellules

exprimant ou non HSF1.
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- Déterminer plus précisément le role de HSF1 dans la différenciation macrophagique a
I’aide de siRNA dirigés contre HSF1. Nous étudierons leurs effets sur la différenciation et sur
I’expression de Spi-1/Pu.1. Nous utiliserons des souris invalidées pour HSF1 afin d’étudier les
conséquences de son absence sur la différenciation macrophagique. Nous déterminerons
enfin s’il existe un contréle de I'arrét de l'activité transcriptionnelle de HSF1 lorsque le

niveau de HSP70 est élevé.

Comme pour HSP90, nous étudierons I'état de HSP70 et de HSF1 dans un contexte de

différenciation pathologique (leucémie aigué et leucémie myélo-monocytaire chronique).

Puisque HSF1 joue un rdle dans I'expression de Spi-1/Pu.1, il est probable que ce
facteur de transcription contréle I'expression d’autres génes. Une approche plus générale
par CHIP-sequencing aprés immunoprécipitation de HSF1 et séquencage de I’ADN précipité
nous permettra de déterminé si HSF1 se fixe sur le promoteur des génes autre que les HSPs

et Spi-1/Pu.1.
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Discussion générale :

La différenciation cellulaire est-elle un

stress cellulaire ?
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Les différents résultats que j’ai obtenus lors de mon doctorat ainsi que les données
de la littérature montrent que les protéines de choc thermique et les facteurs de
transcription responsables de leur induction, habituellement associés a la réponse au stress
cellulaire, sont fortement impliqués dans le processus de différenciation. La différenciation

cellulaire serait-elle alors une forme de stress cellulaire ?

La réponse au stress cellulaire comporte trois grandes parties :

- Le déclanchement de la réponse : le déclanchement de la réponse au stress cellulaire
correspond a la rupture de I'équilibre au sein de la cellule : I'arrivée d’un stimulus, d’un
signal, va bouleverser I'état d’origine de la cellule et va entrainer une réponse de la part de
celle-ci dans le but de pouvoir retourner a un nouvel état d’équilibre. Dans le cas de la
réponse suite a un stress cellulaire, le stimulus correspond au stress cellulaire lui-méme. Il
peut étre de nature physique (température, les rayons UV ...) ou chimique (radicaux libres,
métaux lourds ...). Ces différents stress ont en en commun de perturber I'équilibre cellulaire
en modifiant la fluidité membranaire, la conformation des protéines, I'intégrité de I’ADN et
constituent un danger pour la cellule. Celle-ci est alors capable de détecter ce danger méme
si I'on ne sait pas encore vraiment comment. Un de ces mécanismes fait intervenir les HSPs.
Lors d’un stress cellulaire, la conformation tridimensionnelle des protéines est altérée et
celles-ci exposent alors a leur surface des parties hydrophobes normalement cachées a
I'intérieur de leur structure. Les HSPs présentent dans la cellule et normalement associées
aux Heat Shock Factors vont alors se détacher des HSFs et se lier a ces parties hydrophobes.

Les HSFs ainsi libérés entrent dans le noyau et induisent la synthése massive de HSPs.

- La réponse de la cellule : « le triage cellulaire ». Il consiste a arréter la synthése des
protéines devenant inutiles, a éliminer les protéines anormales ou également inutiles déja
présentes et a protéger les protéines essentielles a la survie. C’est le réle principal des HSPs
lors d’un stress: elles favorisent le repliement des protéines, empéchent la formation

d’agrégats et permettent la dégradation des protéines altérées ou inutiles.
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- Le retour a I’équilibre : une fois ce triage effectué, la synthése des HSPs s’arréte suite
a I'arrét de I'activité transcriptionnelle de HSF1. La synthése des protéines retrouve peu a

peu son activité normale.

Dans le cas de la différenciation cellulaire et notamment pour la différenciation

macrophagique on retrouve ces trois grandes étapes :

Le déclanchement correspond souvent a l'arrivée d’une cytokine, d’un facteur de
croissance sur son récepteur. La fixation de ces protéines va alors déclencher une cascade de
signalisation impliquant par exemple des protéines kinases aboutissant a I'activation des
génes permettant I'expression de protéines nécessaires a l'acquisition de nouvelles
fonctions pour la cellule. Les HSFs sont également impliqués dans cette premiere phase. lls

induisent I'expression des HSPs telles que HSP70 ou d’autres génes tels que Spi-1/Pu.1.

Il existe également une forme de triage lors de la différenciation cellulaire : les
protéines devenant inutiles sont éliminées (des données personnelles montrent que
I'activité du protéasome augmente fortement lors de la différenciation). Les HSPs sont
également fortement induites et assurent leur activité de chaperon (transport de protéines

comme c-IAP1 ...) permettant a la cellule de retrouver un nouvel état d’équilibre

A mon sens ces deux processus sont trés proches. Bien que les réponses en elle-
méme soient assez différentes (nature du stimulus : les cellules se différenciant ne sont pas
réellement en danger de mort contrairement aux cellules subissant un stress, les voies de
signalisation différent également), ce sont tous deux des phénomenes transitoires qui font
intervenir certains acteurs communs (les HSFs et les HSPs) afin d’assurer la transition d’un
état d’équilibre a un autre. On peut donc penser au final que le véritable role des HSPs est

en fait d’adapter la cellule face a une situation inédite afin d’assurer sa survie.
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Abstract

Stress-inducible heat shock proteins (HSPs) are chaperones that catalyze the proper folding of
misfolded proteins. The ubiquitin-proteasome system is an error-checking system that directs
improperly folded proteins for destruction. A coordinated interaction between the HSPs
(renaturation) and the proteasome (degradation) must exist to assure protein quality control
mechanisms. Although it remains still unknown how the decision folding versus degradation
is taken, many pieces of evidence demonstrate that HSPs interact directly or indirectly with
the proteasome assuring quite selectively the proteasomal degradation of certain proteins
under stress conditions. In this review we will describe the different data that demonstrate a
role for HSP90, HSP70, HSP27 and aB-crystallin in the partitioning of proteins to either one

of these pathways, referred as protein triage.
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Abstract

Many different external and intrinsic apoptotic stimuli induce the accumulation in the cells of a set of proteins
known as stress or heat shock proteins (HSPs). HSPs are conserved proteins present in both prokaryotes
and eukaryotes. These proteins play an essential role as molecular chaperones by assisting the correct fold-
ing of nascent and stress-accumulated misfolded proteins, and by preventing their aggregation. HSPs have
a protective function, that is they allow the cells to survive to otherwise lethal conditions. Various mechanisms
have been proposed to account for the cytoprotective functions of HSPs. Several of these proteins have
demonstrated to directly interact with components of the cell signalling pathways, for example those of the
tightly regulated caspase-dependent programmed cell death machinery, upstream, downstream and at the
mitochondrial level. HSPs can also affect caspase-independent apoptosis-like process by interacting with
apoptogenic factors such as apoptosis-inducing factor (AIF) or by acting at the lysosome level. This review
will describe the different key apoptotic proteins interacting with HSPs and the consequences of these inter-
actions in cell survival, proliferation and apoptotic processes. Our purpose will be illustrated by emerging
strategies in targeting these protective proteins to treat haematological malignancies.
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Introduction

Heat shock proteins (HSPs), also called stress pro-
teins, are highly conserved proteins whose expression
is induced by different kinds of stresses [1]. HSPs
have strong cytoprotective effects and behave as
molecular chaperones for other cellular proteins.
Inappropriate activation of signalling pathways occurs
during acute or chronic stress as a result of protein
misfolding, protein aggregation or disruption of regula-
tory complexes. The action of chaperones, through
their properties in protein homeostasis, is thought to
restore the balance. Mammalian HSPs have been
classified in two groups according to their size: high
molecular weight HSPs and small molecular weight
HSPs. The first group includes three major families:
HSP90, HSP70 and HSP60. Some of them are
expressed constitutively; whereas, expression of the
others is induced by stressful conditions. These pro-
teins can be targeted to different subcellular compart-
ments. High molecular weight HSPs are adenosine-5'-
triphosphate (ATP)-dependent chaperones and
require co-chaperones to modulate their conformation
and ATP binding. In contrast, small HSPs, such as
HSP27, are ATP-independent chaperones [2]. Among
the different HSPs, HSP27 and HSP70 are the most
strongly induced after stresses such as anticancer
drugs, oxidative stress or irradiation. While hardly
expressed in non-transformed cells, both HSP27 and
HSP70 are abundantly expressed in cancer cells and
therefore have been suggested as important prognos-
tic factors in malignant diseases [1].

Apoptosis is a programmed cell death induced by
stimuli-like growth factor withdrawal, hypoxia, DNA
damage or cytotoxic drugs. Interestingly, these same
stimuli induce the expression and accumulation of
HSPs, demonstrating that a death stimulus can elicit a
protective response in the cell. Many data accumulat-
ed in the last 10 years clearly demonstrated that HSPs
have essential anti-apoptotic properties. HSPs associ-
ate with key stress signalling and apoptotic molecules,
thereby blocking cell death and promoting survival,
proliferation or differentiation. In this review, we will dis-
cuss the role of the main HSPs (HSP27, HSP60,
HSP70, HSP90a and HSP90R) in the different apop-
totic pathways. As defaults in apoptosis and cell prolif-
eration are at the basis of tumour development, the
pathophysiological functions of HSPs in haematologi-
cal malignancies will be developed as an example.

744

Main HSPs

Small HSPs are a group of proteins that vary in size
from 15 to 30 kD and share sequence homologies
and biochemical properties such as phosphorylation
and oligomerization. HSP27, probably the most stud-
ied member of this family, is an ATP-independent
chaperone whose main function is protection against
protein aggregation [2]. HSP27 can form oligomers
up to 1000 kD. The HSP27 dimer might be the build-
ing block for the multimeric complexes. HSP27
oligomerization is a dynamic process that depends on
the phosphorylation status of the protein and expo-
sure to stress [3]. Human HSP27 can be phosphory-
lated at three serine residues and its dephosphoryla-
tion enhances oligomerization. This phosphorylation
is a reversible process catalysed by the MAPKAP
kinases 2 and 3 in response to a variety of stresses
including differentiating agents, mitogens, inflamma-
tory cytokines such as tumour necrosis factor-a
(TNF-«) and interleukin-18 (IL-1B), hydrogen perox-
ide and other oxidants. HSP27 is expressed in many
cell types and tissues, at specific stages of develop-
ment and differentiation [3]. It is a late inducible HSP
that accumulates in the cells after several different
stresses such as oxidative stress, serum deprivation,
anticancer drugs or radiation. In cancer cells, the
basal expression of HSP27 is abnormally high and
associates with cell resistance to anticancer therapy.

Mammalian HSP60, also called chaperonin, is
mostly contained within the mitochondrial matrix,
although it can also be detected in extra-mitochondr-
ial sites including the cytosol [4, 5]. HSP60 is a con-
stitutively expressed HSP, although its expression
can slightly increase after certain stresses, mainly
heat [6]. HSP60 participates in the folding of mito-
chondrial proteins and facilitates the proteolytic
degradation of misfolded or denatured proteins in an
ATP-dependent manner. The chaperone function of
HSP60 is regulated by HSP10, which binds to
HSP60 and regulates its substrate binding and
ATPase activity. In the presence of ADP, two HSP10
molecules bind to one HSP60 molecule. HSP60 and
HSP10 do not always act as a single functional unit:
only newly mitochondria imported proteins are
severely affected by inactivation of HSP10 [7].

The HSP70 family constitutes the most conserved
and best-studied class of HSPs. It encompasses pro-
teins ranging from 66 to 78 kD that are encoded by a
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multi-gene family consisting of at least 11 genes in
humans. Some have mainly a cytosolic localization like
the major inducible HSP70 (called simply HSP70 or
HSP72) or the constitutively expressed HSC70, one is
located into the mitochondria (mtHSP70) and one in the
endoplasmic reticulum (GRP78/Bip) [8]. Eukaryotic
HSP70s contain two functional domains: the NH2-ter-
minal ATP-binding domain (ABD) and the COOH-termi-
nal peptide-binding domain (PBD). Under normal condi-
tions, HSP70 proteins function as ATP-dependent
molecular chaperones by assisting the folding of newly
synthesized polypeptides, the assembly of multi-protein
complexes and the transport of proteins across cellular
membranes [9]. Proteins like HSP40, CHIP, HOP, HIR,
BAG-1 and BAG-3 are HSP70 co-chaperones. They
can bind either the PBD or the ABD of HSP70, thereby
modulating the chaperone activity of the protein. A
range of stimuli, including anticancer agents, rapidly
induces the synthesis of stress-inducible HSP70. Gene
ablation studies show that inducible HSP70 plays an
important role in apoptosis. Mouse embryonic cells
lacking the two genes that encode for inducible HSP70,
hsp70.1 and hsp70.3, are very sensitive to apoptosis
induced by a wide range of lethal stimuli [10]. Further,
disruption of the testis specific isoform of HSP70
(hsp70.2) results in germ cell apoptosis [11].
Prominent members of the HSP90 family of pro-
teins are HSP90a and HSP90B [12]. These two
HSP90 isoforms are essential for the viability of
eukaryotic cells. They are constitutively abundant,
make up 1-2% of cytosolic proteins, and can be fur-
ther stimulated in their expression level by stress.
HSP90 associates with a number of signalling pro-
teins including ligand-dependent transcription fac-
tors, such as steroid receptor [13], ligand-independ-
ent transcription factors, such as MyoD [14], tyrosine
kinases, such as v-Src [15], and serine/threonine
kinases, such as Raf-1 [16]. The stability of these
HSP90-binding proteins, called HSP90 client pro-
teins, is ensured by HSP90. The inhibition of the
chaperone induces their degradation by the protea-
some. HSP90 binds ATP and undergoes a conforma-
tional change upon ATP binding that is needed for its
chaperone function. Co-chaperones of HSP90
include Cdc37, p23, Ahal, PP5, HOP and CHIP.

HSPs, cell signalling and apoptosis

Apoptosis, or programmed cell death, is a type of
death essential during embryogenesis and, latter on
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in the organism, to assure cell homeostasis.
Apoptosis is also a very frequent type of cell death
observed after treatment with cytotoxic drugs [17].
Two pathways characterize apoptotic processes,
both mediated by a family of cysteine proteases
known as caspases: the intrinsic or mitochondrial
pathway and the extrinsic or death receptors path-
way. The two signal-transducing cascades converge
at the level of capase-3, an effector caspase that
leads to the typical morphologic and biochemical
changes of the apoptotic cell.

The intrinsic pathway involves the production or
activation of pro-apoptotic molecules upon intracellu-
lar stress signals. These molecules converge on the
mitochondria to trigger the release of mitochondrial
apoptogenic molecules under control of the Bcl-2 (B-
cell lymphocytic-leukaemia proto-oncogene) family
of proteins. Bcl-2 proteins include anti-apoptotic
members such as Bcl-2 and Bcl-xL, multi-domain
pro-apoptotic members mainly Bax and Bak [18, 19]
and a series of BH3 domain-only pro-apoptotic pro-
teins, such as Bid [20], that function upstream of Bax
and Bak [21]. One of the released mitochondrial mol-
ecule is cytochrome ¢, which interacts with cytosolic
apoptotic protease activation factor-1 (Apaf-1) and
pro-caspase-9 to form the apoptosome, the caspase-
3 activation complex [22]. Two other mitochondrial
proteins, Smac/Diablo and Htra2/Omi, activate apop-
tosis by neutralizing the inhibitory activity of the
inhibitory apoptotic proteins (IAPs) that associate
with and inhibit some of the activated caspases [23].

The extrinsic pathway is triggered through plasma
membrane proteins of the TNF receptor family known
as death receptors and leads to the direct activation
of the receptor-proximal caspase-8 or caspase-10 in
the death-inducing signalling complex (DISC).
Caspase-8 either directly activates the downstream
cascade of caspases or cleaves Bid into an active
truncated form named tBid that connects the extrin-
sic to the intrinsic apoptotic pathways through mito-
chondria permeabilization [24].

HSPs have been shown to block apoptosis by
interfering with caspase activation. Overexpression
of either HSP27, HSP70, HSP60 or HSP90, inhibits
apoptosis and prevents caspase activation in many
different cellular models upon a variety of cellular
stresses, including accumulation of misfolded proteins,
reactive oxygen species (ROS) or DNA damage [1, 25,
26, 27]. On the contrary, depletion of HSP27, HSP60,
HSP70 or HSP9O0, either by anti-sense constructions
or siRNA strategies, increases the cells’ sensitivity to
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apoptotic stimuli [28, 29-31]. In some cellular con-
texts, HSP70 depletion is sufficient to trigger apopto-
sis through caspase-3 activation, in the absence of
any additional stressful stimulus [32, 33]. Therefore,
HSPs are involved, either directly or indirectly, in the
modulation of caspase activities. HSPs can block
both the intrinsic and the extrinsic apoptotic path-
ways through the interaction with key proteins at
three levels: (/) upstream the mitochondria, thereby
modulating signalling pathways; (ii) at the mitochon-
drial level, controlling the release of apoptogenic
molecules (iii) and at the post-mitochondrial level, by
blocking apoptosis from a later phase than any
known survival enhancing drug or protein.

HSPs’ targets in upstream signalling
pathways

Growth factors, such as nerve growth factor or
platelet-derived growth factor, induce cell survival by
activating the phosphatidylinositol 3-kinase pathway
(P13-K). Activated PI3-K phosphorylates inositol
lipids in the plasma membrane that attract the ser-
ine/threonine kinase Akt/PKB, a protein that gener-
ates a survival signal in response to growth factor
stimulation. Akt targets multiple proteins of the apop-
totic machinery [34, 35], including Bad [36] and cas-
pase-9 [37]. HSP27 has been described to have pro-
survival effects through its interaction with the protein
kinase Akt, an association that is necessary for Akt
activation in stressed cells (Fig. 1A). In turn, Akt can
phosphorylate HSP27, thus leading to the disruption
of HSP27-Akt complexes [38]. HSP27 can also bind
to F-actin and prevent the disruption of the cytoskele-
ton resulting either from heat shock, cytochalasin D
or from other stresses. This has been reported to
affect mitochondria membrane structure and thereby
the release of mitochondrial apoptogenic molecules
such as cytochrome c¢ [39]. Recently, we have
demonstrated that HSP27 protection to apoptosis
induced by etoposide or TNF-« in different cancer
cell lines can result from an increase in the activity of
the survival transcription factor nuclear factor-«B
(NF-kB). NF-«kB is involved in the expression of sev-
eral anti-apoptotic proteins, such as Bcl-2, Bcl-xL
and c-IAPs. HSP27 effect on NF-«kB results from an
increase in the ubiquitination and proteasomal
degradation of the NF-«B inhibitor I-kBa [40] (Fig.
1B). HSP27 also increases the ubiquitination and

746

proteasomal degradation of the cell cycle protein
p27k'p1 under stress conditions. As a consequence,
cell proliferation, once the stress conditions are over,
is facilitated [41] (Fig. 1B).

HSP70 also inhibits stress-activated kinases, such
as apoptosis signal-regulating kinase 1 (Ask1), for
example HSP70 down-regulation facilitates H2Oo-
induced Ask1 activation and subsequent apoptosis in
NIH3T3 cells [42] (Fig. 1B). HSP70 also binds to c-
Jun N-terminal kinase (JNK), which does not require
its ATPase domain [26, 43] and prevents its activa-
tion [44] (Fig. 1A). For example, MEF hsp70.1_/_
resist to JNK-mediated apoptosis induced by hyper-
osmolarity [45]; whereas, AEG3482, a promising
novel compound, inhibits JNK activity through
increased expression of HSP70 [46]. HSP70 also
negatively interferes with p38 kinase activity [47].

HSP70 binds to non-phosphorylated protein
kinase C (PKC) via the kinase’s unphosphorylated
carboxyl-terminus, priming the kinase for re-phos-
phorylation and stabilizing the protein [48]. HSP70
also binds and stabilizes protein kinase B or Akt [48]
(Fig. 1A). Interestingly, the endothelial-specific
HSPA12B, a distant member of HSP70 family that is
required for zebrafish vasculature development, is
involved in endothelial cell migration and tube forma-
tion through sustaining Akt activity [49]. Thus, HSP70
family members could play a role both in the control
of cell survival and differentiation.

HSP70 has also been shown to affect some tran-
scription factors involved in the expression of Bcl-2
proteins. Bcl-2 and Bax are transcriptional targets of
the tumour suppressor protein p53: the transcription
of Bcl-2 is repressed by p53 whereas that of Bax is
induced. As a consequence, p53 expression induces
apoptosis in response to DNA damage. Many tumour
cells have a mutated p53 and either HSP70 or
HSC70 could form stable complexes with this mutant
protein. HSP70 could also mask the nuclear localiza-
tion sequence (NLS) of p53, thus preventing its
nuclear import [50, 51].

The role of HSP70 in regulating NF-kB function is
more controversial. Cytosolic HSP70 could inhibit
NF-«kB while plasma membrane-associated HSP70
could activate this transcription factor [52, 53], but
both cytosolic and membrane-associated HSP70
usually accumulate together upon stressful stimuli
[54]. Anyway, in endothelial cells, elevation of HSP70
to a significant level favours TNF-a-mediated apopto-
sis via inhibition of the NF-«B survival pathway [55].
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HSP70 could block NF-kB activation through inhibi-
tion of both I-kBa Kinase (IKK) activation and subse-
quent degradation of I-xkBa [56, 57]. This effect could
mediate a function of HSP70 in promoting elimina-
tion of cells with damaged DNA. Inhibitors of growth
(ING) proteins, which are tumour suppressors whose
expression is down-regulated in a variety of human
cancers, transduce stress signals after DNA damage
and bind histones, thus regulating chromatin struc-
ture and p53 activity. These proteins induce HSP70
that in turn promotes TNF-a receptor-mediated
apoptosis by binding I-kBa Kinase (IKK) and impair-
ing NF-kB survival signalling [58] (Fig. 1B).

HSP90 regulates the activity and stability of many
transcription factors and kinases implicated in apop-
tosis such as NF-kB, p53, Akt, Raf-1 and JNK [59].
HSP90 can affect NF-«kB survival activity via the IKK
complex, which is composed of two catalytic and one
regulatory subunits (Fig. 1B). HSP90 and Cdc37 are
also present, association mediated through the
kinase domain of the catalytic subunits [60]. HSP90
associates to mutated p53 and stabilizes the protein.
In chronic leukaemia cells, inhibition of HSP90 by
geldanamycin down-regulates mutated p53 protein
while up-regulating wild-type p53 [61]. On the other
hand, p53 could repress HSP90a gene expression in
UV irradiated cells [62]. Other transcription factors
whose function could be modulated by HSP90
include Her2 and HIF1« [63, 64].

HSP90 interacts with and stabilizes phosphorylat-
ed Akt (Fig. 1A). In turn, phosphorylated Akt can
phosphorylate the pro-apoptotic Bcl-2 family protein
Bad and the caspase-9 [37], leading to their inactiva-
tion and to cell survival. Akt has also been shown to
phosphorylate the I-xB kinase, which results in pro-
motion of NF-kB-mediated cell survival [35]. HSP90
also interacts with Raf-1 and the dissociation of this
complex results in apoptosis in mast cells [65] and in
B-lymphocytes [66]. JNK is another client protein of
HSP9O. Finally, several cytokines, such as IL-6 and
type | and Il interferons, could up-regulate HSP90
expression, leading to a survival loop. IL-6 transgenic
mice exhibit a transcriptional up-regulation of HSP90
mRNA. The transcription factors STAT3 and
CCAAT/enhancer-binding protein 8 (C/EBP), which
are under the control of the IL-6 receptor and the
MAPK pathway, co-operatively bind and activate the
HSP9O0B promoter [67, 68].

© 2008 The Authors
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HSPs’ targets at the mitochondrial level

HSP27, in L929 murine fibrosarcoma cells exposed
to cytochalasin D or staurosporine, prevents the
cytoskeletal disruption and Bid re-distribution to the
mitochondria that precedes cytochrome c release
[39]. HSP27 has also been shown to inhibit the mito-
chondrial release of Smac and thereby to confer
resistance of multiple myeloma cells to dexametha-
sone [69] (Fig. 1A).

HSP70, coupled to HSP40, blocks Bax translocation
preventing mitochondrial outer membrane permeabi-
lization and thereby inhibiting the release of cytochrome
¢ and that of other mitochondrial apoptogenic mole-
cules such as apoptosis inducing factor (AIF) [70]. This
HSP70 function depends on both its chaperone and its
ATP hydrolytic domains [71] (Fig. 1A).

Cytosolic HSP60 could form a complex with the
pro-apoptotic protein Bax [72]. Under hypoxic condi-
tions HSP60 and Bax dissociate, whereupon Bax
translocates to the mitochondria and induces apop-
tosis. The interaction of HSP60 and Bax may there-
fore prevent apoptosis. Accordingly, recent studies
show that reducing HSP60 expression with anti-
sense oligonucleotides in cardiomyocytes correlated
with an increase in Bax and a reduction in Bcl-2 and
resulted in induction of apoptosis [73, 74]. In neurob-
lastoma cells, mitochondrial HSP60 has been shown
to protect mitochondrial normal oxidative phosphory-
lation functions by selectively acting at the complex
IV activity level, thereby preserving ATP generation
and decreasing cytochrome c release [75] (Fig. 1A).

In tumour cells, HSP9O0 is present in the mitochon-
dria in combination with its related molecule
TRAP-1. This mitochondria-located HSP90 regulates
mitochondrial membrane permeabilization and
cytochrome c release. Its inhibition by the pep-
tidomimetic Shepherdin (which contains a cell-pene-
trating sequence) provokes a depolarisation of the
mitochondrial membrane and a dose-dependent
release of cytochrome c. This might have important
consequences in cancer therapy since HSP90 chap-
erone was identified in tumour cells’ mitochondria,
not in mitochondria from normal tissues [76]. Some
reports describe the formation of a Bcl-2/HSP90B
complex that could prevent the release of
cytochrome c¢ from mitochondria and caspase-3 acti-
vation in mast cells [77]. This effect was recently

747

Journal compilation © 2008 Foundation for Cellular and Molecular Medicine/Blackwell Publishing Ltd



Survival Facto

i

A

rs

HSP70

/\ERI{

PI3K

Survival Factor Withdrawal
/M

v |
«_HsP70 ) —INK —— Bax

— HSPT0
- HSP27 / \ Bl
AKT uspre HSP90 , —>Bcl-2
> «_HSP9O  HSP27_ N J_
HSP90 . _HsP90
T A lf 1 ql,t
part- C€
L_I
 HsP27
Caspase 9 ;mZT/
anie Factin
HSPZ ruption
@}7/—«Caspase3b (_HSP60
,CAD \ MHspP70)
@70/ \ GATA1
Apoptosis
B U~y FAS Receptor and
TNF-R2 1‘ H H TRAIL Death Receptors [ |
\
E;ﬁiﬁ\ I _J | |
L= SN 7 * w70
S| w70 Csear, (3|
HSP70 /1 O| Caspase 8 ASK1
«_HsP90 / / Bid
HSP70
/ FLIP M -
\iishag) P27
NIK
P70 | —
2! IiK \Lysmme
v
kB
N';: SB._ = Effector caspases HSP70 __.l
l AlF cathepsins
NF-kB HSP27
‘ 27/\-/ — _HSP70
p
g v
Cell survival /

proliferation

748

Apoptosis / apoptosis-like <«

© 2008 The Authors
Journal compilation © 2008 Foundation for Cellular and Molecular Medicine/Blackwell Publishing Ltd



~f—

J. Cell. Mol. Med. Vol 12, No 3, 2008

Fig. 1 Schematic representation of HSPs regulatory function in the intrinsic (A), extrinsic and caspase independent
pathways to death (B). (A) HSPs can block the mitochondrial intrinsic pathway of apoptosis by interacting with key pro-
teins at three levels: (i) upstream the mitochondria, thereby modulating signalling pathways (HSP70 modulates the acti-
vation of stress-activated kinases such as Akt, JNK or ERK); (i) at the mitochondrial level, controlling the release of
cytochrome ¢ (HSP27 by its interaction with the actin, HSP70 or HSP60 with Bax, and HSP90 with Bcl2) and (iii) at the
post-mitochondrial level, by blocking apoptosis by their interaction with cytochrome ¢ (HSP27), Apaf-1 (HSP70 or
HSP90) or caspase-3 (HSP27). (B) At the death receptors level, HSP70 and HSP90 can interact with RIP favoring cell
survival. HSP70 (through TRAIL and FADD recruitment) and HSP9O0 (through FLIP) block caspase 8 activation. HSP90
and HSP70 inhibit Bid cleavage while HSP27 affects Bid mitochondrial re-distribution. At the caspase-independent path-
ways level, HSP70 neutralizes AIF and inhibits cathepsines release from lysosomes. AKS1 pathway is affected directly
by HSP70 or through Daxx by HSP27. Inhibition: -, activation: —.

confirmed in monocytes/macrophages and dendritic
cells treated with an unmethylated CpG motif of bac-
terial DNA and radicicol can inhibit this association
[78] (Fig. 1A).

HSPs’ targets at the
post-mitochondrial level

We, and other groups, have demonstrated that
HSP27 can prevent the activation of caspases by
directly sequestering cytochrome ¢ when released
from the mitochondria into the cytosol [79, 80] (Fig.
1A). The heme group of cytochrome c is necessary
but not sufficient for this interaction that involves
amino acids 51 and 141 of HSP27 and requires
dimerization of the stress protein. In human mono-
cytes undergoing spontaneous apoptosis, HSP27
has been shown to associate to and block active cas-
pase-3 [81]. HSP27 can also increase the anti-oxi-
dant defence of cells by decreasing ROS cell content
[82] and neutralizes the toxic effects of oxidized pro-
teins [83]. This latter effect may occur more specifi-
cally in neuronal cells and involves phosphorylated
HSP27 [84]. HSP27 may also affect membrane blebs
formation, one of the morphological changes that
take place on the late phase of apoptosis. The
actin—-myosin system has been proposed as a source
of contractile force for bleb formation [85] and HSP27
is a cap-binding protein that plays a role in F-actin re-
organization [86] (Fig. 1A).

Li et al. [87] found HSP70-inhibited apoptosis
downstream of the release of cytochrome ¢ and
upstream of the activation of caspase-3. Indeed,
HSP70 has been demonstrated to directly bind to
Apaf-1, thereby preventing the recruitment of procas-
pase-9 to the apoptosome [88]. The ATPase domain

© 2008 The Authors

of HSP70 was described to be necessary for this
interaction [89]. In TNF-induced apoptosis, HSP70
does not preclude the activation of caspase-3 but
prevents downstream morphological changes that
are characteristic of dying cells like activation of
phospholipase A2 and changes in nuclear morphol-
ogy [8]. During the final phases of apoptosis, chro-
mosomal DNA is digested by the DNAse CAD
(Caspase Activated DNAse) following activation by
caspase-3. The enzymatic activity and proper folding
of CAD has been reported to be regulated by
HSP70, its co-chaperone HSP40 and ICAD, the
inhibitor of CAD. ICAD recognizes an intermediate
folding state conferred by HSP70-HSP40 [90]. It has
also been reported in T cell receptor (TCR)-stimulated
T cells that HSP70 binds CAD and enhances its
activity [91]. Another final target of caspase-3 is the
transcription factor GATA-1. We have demonstrated
in human primary erythroid precursors that HSP70
can protect GATA-1 from caspase-3 cleavage. As a
consequence, erythroid cells do not die by apoptosis
but instead differentiate [92] (Fig. 1A).

HSP90 could negatively affect Apaf-1 function in
apoptosis. HSP90 directly binds Apaf-1 and inhibits
its oligomerization and further recruitment of procas-
pase-9 [93]. Vimentin, a major component of interme-
diate filament, is degraded in response to apoptotic
inducers. The cleavage of vimentin by caspases
probably results in disrupting of its flamentous struc-
ture which may facilitate nuclear condensation and
subsequent fragmentation. HSP90 binds to vimentin
and protects it from apoptotic cleavage [94] (Fig. 1A).

A pro-apoptotic role for HSP60 and HSP10 has
been demonstrated by two independent groups. In
both HelLa and Jurkat cells, activation of caspase-3
by camptothecin or staurosporine was observed to
occur simultaneously with HSP60 and HSP10
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release from the mitochondria (Fig. 1). The authors
demonstrated in vivo and in vitro that HSP60 and
HSP10 associated to procaspase-3 and favoured its
activation by cytochrome c¢ in an ATP-dependent
manner, suggesting that the chaperone function of
HSP60 was involved in this process [95, 96] (Fig. 1A).

HSPs and the
extrinsic death receptor pathway

HSP27 inhibits Fas-induced apoptosis [97]. The
phosphorylated form of HSP27 directly interacts with
Daxx. This latter protein connects Fas signalling to
the protein kinase Ask1 that mediates a caspase-
independent cell death [98] (Fig. 1B).

HSP70 inhibits TNF-a-induced cell death and this
protective effect is lost in Bid homozygous-deleted
mouse embryonic fibroblast (MEF) cells [99]. HSP70
can block the cleavage of Bid by activated caspase-8
[99]. Exposure of haematopoietic cells to TNF-a
induces the activity of the pro-apoptotic double-
stranded RNA-dependent protein kinase (PKR). An
inhibitor of PKR is the Fanconi anaemia complemen-
tation group C gene product (FANCC). HSP70 inter-
acts with the FANCC protein via its ATPase domain
and, together with HSP40, inhibits TNF-induced
apoptosis through the ternary complex HSP70,
FANCC and PKR [100, 101].

In human chronic myeloid leukaemia (CML) cells,
HSP70 can mediate Bcr-Abl-induced resistance to
TNFa-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-
induced apoptosis by preventing the formation of
DISCss involving DR4 and DR5 [102]. The role of
HSP70 in Fas-mediated apoptsis is more controver-
sial with opposite effects that depend on the cell con-
text [103, 104] (Fig. 1B).

A key regulator in apoptosis induced by TRAIL is
FLIP. It has been shown in glioma cells that HSP90«
associates with FLIP(S) in a manner dependent on
the ATP-binding NH2-terminal domain of the chaper-
one. Following TRAIL exposure, HSP90a and its
client protein FLIP(S) are recruited to the DISC.
HSP90a depletion blocked the recruitment of
FLIP(S) to the DISC and thereby sensitized resistant
glioma cells to TRAIL-induced apoptosis [105].
HSP90 has also been shown to interact with and sta-
bilize the Receptor Interacting protein (RIP). Upon
ligation of tumor necrosis factor receptor (TNFR)-1,
receptor interacting protein (RIP)-1 is recruited to the
receptor and promotes the activation of NF-kB and
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JNK. Degradation of RIP-1 in the absence of HSP90
precludes activation of NF-kB mediated by TNF-«
and sensitizes cells to apoptosis [106]. Finally, in
NIH3TS3 fibroblasts, HSP90 has been shown to sup-
press TNF-a-induced apoptosis by directly associating
to Bid, thereby preventing its cleavage [107] (Fig. 1B).

HSPs and alternatives,
caspase-independent,
apoptosis-like pathways

Upon activation of the intrinsic pathway not only
cytochrome c is released from the mitochondria. AlF
and endonuclease G (EndoG) are also released upon
an apoptotic stimulus. These two mitochondria inter-
membrane proteins translocate to the nucleus and
triggers caspase-independent nuclear changes [108].

HSP70 has been shown to prevent cell death in
conditions in which caspase activation does not occur,
due to the addition of exogenous caspase inhibitors
[109], or in cells in which Apaf-1 or caspase-9 were
genetically inactivated [110], indicating that the
cytochrome c/Apaf-1/caspase was not the sole path-
way of the anti-apoptotic action of HSP70. Indeed,
HSP70 directly binds to AIF and inhibits AlF-induced
chromatin condensation. HSP70 neutralizes the apop-
togenic effects of AIF in cell-free systems, in intact
cells microinjected with recombinant HSP70 and/or
AIF protein, as well as in cells transiently transfected
with AIF cDNA. Of note, endogenous levels of HSP70
seem to be sufficiently high to control AlF-mediated
apoptosis since down-regulation of HSP70 by an anti-
sense construct sensitized the cells to serum with-
drawal and AIF [110]. This protective effect of HSP70
might be physiologically relevant as AlIF sequestration
by HSP70 reduces neonatal hypoxic/ischaemic brain
injury [111]. In addition, HSP70 inhibits erythroblast
apoptotis by blocking AIF nuclear import [112]. HSP70
associates also with EndoG to prevent DNA fragmen-
tation [113], but this association could involve AIF as a
molecular bridge (Fig. 1B).

Lysosomes also functions as integrators of cell
death signals in many different cell death scenarios
[114]. Lysosomal proteases, of which the most stud-
ied are the cathepsins, translocate from the lysoso-
mal lumen to the cytosol in response to a wide vari-
ety of apoptotic stimuli, such as TNF-a [115, 116],
Fas [117], microtubule stabilizing agents [118], stau-
rosporine [119], p53 activation [120], oxidative stress
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[117, 121], growth factor deprivation [117] and lyso-
somotropic agents [121, 122]. Upon release to the
cytosol, cathepsins can trigger mitochondrial outer
membrane permeabilization [115, 119, 120, 122,
123]. Cathepsins release can also ensue an apoptot-
ic morphology that is independent of the mitochon-
dria release of cytochrome c or AIF [116, 124].
HSP70 is found in the endolysosomal membranes of
many tumours and stressed cells where it inhibits the
release of lysosomal cathepsins into the cytosol
[125, 126]. Lysosomes positive for HSP70 display an
increased size and resistance against chemical and
physical membrane destabilization [125] (Fig. 1B).

HSP90gB is involved in signalling prolactin-induced
apoptosis during spermatogenesis. Prolactin recep-
tor is a client protein of HSP90R and its inhibition pro-
motes spermatogonial apoptosis [127] by a still
unknown mechanism.

What directs the interaction
of a HSP with a given apoptotic
partner?

HSPs are strong cytoprotective proteins that can
associate to multiple apoptotic partners and thereby
can block apoptosis at different levels. The cellular
survival needs, which depend on the experimental
conditions (i.e. apoptotic stimulus and experimental
model), might dictate which are the apoptotic targets
that must be inactivated by the chaperones. HSPs
post-translational modifications and/or their pres-
ence in a given cellular compartment are important
variables in determining the interaction of a HSP
with a given apoptotic partner. In this way HSP27
seems to modulate its different protective properties
by changing its oligomerization pattern, which is
regulated by the phosphorylation status of the pro-
tein. We have demonstrated in vitro and in vivo that
HSP27-mediated inhibition of caspase-dependent
apoptosis involved large non-phosphorylated
oligomers of HSP27 [128]. In contrast, the phospho-
rylated form of the protein directly interacts with
Daxx [98]. These results suggest that the oligomer-
ization/phosphorylation of the protein alters HSP27
conformation and hence determine its capacity to
interact with different apoptotic proteins. The essen-
tial HSP27 anti-apoptotic function seems to take
place in the cytosol [79]. Accordingly, leptomycin B,
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which is an inhibitor of the nuclear export of pro-
teins, triggers nuclear accumulation of HSP27,
which prevents its protective functions [129].

In contrast to HSP27, little is known about HSP70
post-translational modifications. HSP70 is one of the
most powerful anti-apoptotic proteins since it blocks
almost all identified cell death pathways. Interaction
of HSP70 with a given partner may be determined by
HSP70 co-chaperones and its cellular localization.
For example, the presence of HSP70 in the lysosomal
membrane is necessary for inhibiting the lysosomal
pathway to death. During red blood cell formation,
HSP70 migrates into the nucleus where it interacts
with the transcription factor GATA-1 to prevent its
cleavage by caspase-3, whose activation is required
for the erythroid differentiation process. Thereby, the
migration of HSP70 in the nucleus is essential to
determine whether an erythroblast is going to die by
apoptosis or to differentiate into a red blood cell [92].
In tumour cells, HSP70 expression at the plasma
membrane facilitates their clearance by the immune
system. Membranary HSP70 facilitates granzyme B
penetration in a perforin-independent way and
ensures cytotoxic T lymphocytes kKilling through
FasL/Fas-mediated contact [54, 130].

HSP90 anti-apoptotic function can be explained
because some of its client proteins, to whom HSP90
assure their stability, are anti-apoptotic proteins. The
first explanation of why HSP90 associates to a given
partner can be found in the different isoforms of
HSP90, the « and B that most studies unfortunately
do not differentiate. Evidence accumulates that these
isofoms may have different functions in the cell. For
instance, HSP90R isoform has a function in cell differ-
entiation that the « isoform does not have [131]. The
« and B isoforms might also have a different function
in the regulation of apoptosis. Post-translational mod-
ifications of HSP90 could also account for the differ-
ential affinity of the chaperone for its multiple part-
ners. HSP90a can be acetylated on its lysine 294,
which inhibits its binding to several client proteins.
HSP90B can be phosphorylated on Ser 254, which
favours tumour regression and tumour immunogenic-
ity [132]. However, how the acetylation or phosphory-
lation of HSP90 isoforms affect their interaction with
different protein partners, and how these events affect
their anti-apoptotic functions remain to be deter-
mined. HSP9O0 is the only chaperone targeted in can-
cer therapy to sensitize tumour cells to chemothera-
py-induced death. Geldanamycin derivatives [133]
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bind the ATP pocket of HSP90 to inhibit their chaper-
one function. In turn, HSP90 ‘client’ proteins are not
anymore stabilized by HSP90 and are degraded by
the proteasome. These inhibitors equally block
HSP90 « and B isoforms which precludes their exper-
imental use to determine the relative contribution of
each of them in apoptosis control.

HSP60 role in apoptosis is rather contradictory.
Overexpression of HSP60 and/or HSP10 increases
the survival rate of cardiac myocytes undergoing
ischaemia/reperfusion injury [134]; whereas, reduc-
tion in HSP60 level is sufficient to precipitate apopto-
sis in myocytes [73]. Nevertheless, expression of
HSP60 was identified as a good prognostic indicator
in human oesophageal squamous cell carcinoma,
reflecting the ambiguous role of this chaperone in
tumour cell death process [135]. HSP60 can be pro-
apoptotic by facilitating caspase-3 activation or anti-
apoptotic through inhibiting Bax. These controversial
results might be re-counciled on the basis on HSP60
localization and experimental variables. Cytosolic
HSP60 might have a protective function whereas
mitochondrial HSP60, released to the cytosol upon
an apoptotic stimulus (in other words, in cells already
committed to apoptosis and that can not be anymore
recuperated), facilitates cell death. Thus, interaction
of cytosolic HSP60 with active caspase-3 could dic-
tate its effect on cell death [136]. HSP60 can also be
found in the plasma membrane where its expression
correlates with increased apoptosis in adult cardiac
myocytes [137]. These opposite HSP60 chaperone
functions and/or its cellular localization could be reg-
ulated by the phosphorylation/dephosphorylation of
the protein [5].

Role of HSPs in
haematological malignancies

In contrast to normal, non-transformed, cells and tis-
sues where the expression of stress-inducible HSPs
is, at the basal level, rather low or non-existent, HSPs
are abundantly expressed in most cancer cells, in
particular in several haematological malignancies,
including lymphoid diseases and chronic or acute
myeloid leukaemias. Overexpression of HSP27,
HSP70 and HSP9O0 correlates with a poor prognosis
in acute myeloid leukaemias and myelodysplasic
syndromes [138, 139]. In acute myeloid leukaemia
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cells, HSP27 prevents drug-induced apoptosis [140].
In multiple myeloma cells, down-regulation of HSP27
can restore the apoptotic response to dexametha-
sone through activation of the intrinsic, caspase-
dependent pathway [69].

Importantly, up-regulated HSP70 or HSP90 could
stimulate cell proliferation through the control of tyro-
sine kinase functions. In CML cells, Bcr-Abl tyrosine
kinase activity results in the phosphorylation and acti-
vation of Akt, which inactivates Bad, caspase-9 and
FOXOS, and in the phosphorylation and DNA-binding
activity of STAT5, which results in increased expres-
sion of the anti-apoptotic protein Bcl-xL. Increased
expression of HSP70 results in up-regulation of
STATS5 level and activity. Inhibition of the Bcr-Abl tyro-
sine kinase activity with imatinib or inhibition of PI-3K
activity with wortmannin, both result in a decreased
HSP70 expression and a down-regulation of STAT5
activity [102]. Thus, uncontrolled cell signalling may
result in the transcriptional up-regulation of HSP70.

Targeting HSP90 also provides evidence for the
role of HSP90 in the control of haematopoietic malig-
nant cell apoptosis, survival and proliferation. In man-
tle cell lymphomas, the HSP90 inhibitor, 17-allyl-
amino-demethoxygeldanamycin (17-AAG), induces
cell cycle arrest and apoptosis by activating caspase-
9[141]. In HTLV1-associated adult T cell leukaemias,
HSP90 inhibition abrogates cell cycle progression
and induces apoptosis through inhibition of the NF-
kB pathway [142]. In malignant mast cells, 17-AAG
inhibits the constitutive activity of the receptor tyro-
sine kinase c-kit and downstream signalling mole-
cules Akt and STAT3 [143]. In acute myeloid
leukaemia cell lines, 17-AAG reduces the level of the
constitutively activated tyrosine kinase FLT-3 with
internal tandem repeat mutation and downstream
STATS activity [144]. HSP9O also functions as a
chaperone for ZAP-70 (Zeta-associated of 70 kD), a
protein that is abnormally expressed in patients with
aggressive chronic lymphocytic leukaemia (CLL),
and its inhibition leads to ZAP-70 degradation and
leukaemic cell death [145, 146].

Recently, a novel HSP90 inhibitor, IPI-504, was test-
ed in mice with Bcr-Abl leukaemias that resist to the
tyrosine kinase inhibitor imatinib because of a T315I
mutation in the fusion gene. The combination of IPI-405
and imatinib increases mice survival and appears to
eliminate leukaemic stem cells [147]. A combination of
17-AAG and cytarabine also renders acute myeloid
leukaemia cells more sensitive to death [148].
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In multiple myeloma, HSP90 demonstrated dual
functions. First, inhibition of Hsp90a and Hsp90pB
with siRNA or 17-(dimethylaminoethylamino)-17-
demethoxygeldanamycin (17-DMAG), an analogue
of 17-AAG, both induce apoptosis in IL6-independent
and dependent myeloma cell lines as well as in primary
CD138" multiple myeloma cells co-cultured with their
bone marrow microenvironment. 17-DMAG attenuates
the level of STAT3 and phospho-extracellular signal
regulated kinase (ERK), which inhibits cell survival
[149]. Secondly, the anti-leukaemic activity of borte-
zomib, a proteasome inhibitor, in multiple myeloma was
shown to involve the exposure of HSP9O0 at the cell sur-
face of dead cells, which facilitates contacts with den-
dritic cells and stimulates the antitumour immune
response. In such a situation, the combined use of
bortezomib and a HSP90 inhibitor abrogates myeloma
cell immunogenicity and could be deleterious [150].

The expression level of HSPs may not be the only
parameter that modulates their oncogenic function.
Histone deacetylase 6 (HDAC6) controls HSP90
deacetylation [151] and inhibitors of HDAC (HDACI)
capable of inhibiting HDACS6 induce the hyperacetyla-
tion of HSP9O0. In turn, proteins such as Akt, Ber-Abl or
FIt-3 could be degraded by the proteasome in acute
and CML cells [152, 153]. For example, siRNA-mediat-
ed knockdown of HDACG6 in Bcr-Abl-positive, K562
leukaemic cells results in HSP90 hyperacetylation, loss
of its chaperone function and degradation of Bcr-Abl,
Akt and c-Raf. However, the effects of this strategy on
tumour cell growth and survival remains limited [154],
suggesting that a combination of HDAC inhibitors with
specific tyrosine kinase inhibitors might be necessary.
A combination of 17-AAG and HDACG6i (LBH589) is
also efficient in inducing cell death in various leukaemic
cell lines and primary leukaemic cells through function-
al inhibition and degradation of HSP90, leading to pro-
teasomal degradation of client Bcr-Abl and/or Fit-3
[155]. In leukaemic cells in response to the antitumour
drug alkyl-lysophospholipid analogue edelfosine, JNK
and HSP90 are recruited in lipid rafts. Inhibition of
HSP90 decreases edelfosine-induced JNK activation
which is Ask1 independent [156].

HSPs inhibitors:
drugs of the future?

Because of their anti-apoptotic and tumourigenic
properties, HSPs are interesting targets in cancer
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therapy. The receptor tyrosine kinase FLT3 involved
in acute myeloid leukaemias, the chimeric proteins
Bcr-Abl and NPM-ALK involved in CML and anaplas-
tic large-cell lymphomas respectively, are client pro-
teins for HSP90 [157, 158]. HSP9O0 inhibitory agents,
currently under clinical investigations, are therefore
promising drugs in these diseases. These agents
include natural products such as benzoquinone
ansamycins (such as the geldamicyn derivatives 17-
AAG and 17-DMAG, already in phase Il clinical trials)
and many emerging synthetic compounds.
Interestingly, HSP90 inhibitors seem specific for can-
cer cells. The molecular basis for the selective antitu-
moural activity of the HSP90 inhibitors might be the
conformation of the HSP90 complex, as HSP90 iso-
lated from tumour cells has a 20 to 200 times higher
binding affinity for the inhibitors than HSP90 isolated
from normal cells [159-161].

Studies in Ber-Abl human leukaemia cells suggest
that HSP70 is also a promising therapeutic target for
reversing drug resistance, probably due to its ability
to inhibit death pathways both upstream and down-
stream of the mitochondrial signalling [102, 162]. An
inhibitor of HSP70 would be very useful alone and in
combination with other drugs since most of them,
including the already mentioned inhibitors of HSP90,
enhance HSP70 expression in malignant cells, which
it is believed to reduce the drug efficacy [163].
Unfortunately, thus far, no small or soluble molecule
that would selectively inhibit HSP70 is available.
Some inhibitors of the heat shock response, acting at
the level of the heat shock transcription factor 1
(HSF1) to block the transcription of HSPs genes,
have been experimentally tested. These include the
flavonoid quercetin [30] and the diterpene triepoxide,
triptolide [164] but these molecules are rather unspe-
cific. We, and others, have extensively reported that
HSP70 anti-sense constructs demonstrated
chemosensitizing properties and even killed cancer
cell lines in the absence of additional stimulus [32,
165]. The cytotoxic effect of HSP70 down-modulation
is particularly strong in transformed cells whereas
the targeted protein is undetectable in normal cells
[10]. The selective efficacy of HSP70 depletion could
be related to the constitutively stressed phenotype of
tumour cells, as compared to normal cells, with an
enhanced dependency on the cytoprotective action
of HSP70 [33, 166].

We have recently demonstrated that rationally
engineered decoy targets of HSP70 derived from the
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protein AlF, called ADD70 (for AIF Derived Decoy for
HSP70), can sensitize cancer cells to apoptosis
induction by neutralizing HSP70 function. These all
peptides carry the AIF region from aa 150 to aa 228,
previously defined as required for HSP70 binding
[167]. These constructs bind to HSP70 but lack an
apoptotic function. Experiments using different malig-
nant cell types demonstrate that some of these AIF
derivatives inhibitors of HSP70 strongly increased
the sensitivity of cancer cells to chemotherapy in
vitro. This effect was merely related to their ability to
neutralize endogenous HSP70 since this pro-apop-
totic activity was lost in HSP70-negative cells [10]. In
vivo, in a syngeneic rat colon cancer cell model and
in a syngeneic mouse melanoma model (B16F10),
ADD70 decreased the size of the tumours or at least
delayed in their growth. In addition, ADD70 sensi-
tized both the rat colon cancer cells and the mouse
melanoma cells to the chemotherapeutic agent cis-
platin. This ADD70 antitumourigenic effect was not
observed in immunodeficient animals and were
associated with an increase in tumour-infiltrating
cytotoxic CcD8" T cells [163]. Therefore a positive
strategy aimed at interfering with HSP70, as
opposed to negative strategies based on anti-sense
constructs or RNA interference, is feasible for
chemosensitization, at least in vitro and in vivo in
experimental models. Future will tell whether these
peptides can be permeated (i.e. by its fusion with a
membrane translocation domain) and directly inject-
ed in the tumour. That could open new perspectives
in their use as local chemosensitizing agents in
HSP70-expressing human tumours.

HSP27 is undoubtedly also an interesting target in
cancer therapy, as HSP27 depletion experiments in
cancer cells demonstrate [28, 29, 168]. However, the
structural complexity of this molecule makes difficult
the search for therapeutic molecules that could
neutralize it [3].

Although the repercussions at the long term of
HSPs inhibition deserves to be evaluated (for
instance the genome stability for HSP90 [169]) or the
evolution of neuronal degenerative diseases for
HSP27 [84, 170], they might be relevant drugs in the
future, not only in malignant diseases but also in
other pathologies in which a high level of HSPs is
observed. For example, our unpublished results
show that HSP70 and HSP90 are abundant in the
extracellular medium of animals that develop a graft
versus host disease and demonstrate an immuno-
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genic function. These HSPs could be a danger signal
that increases the T cell-dependent immune
response, which would open a new future for HSPs
inhibitors in the setting of haematopoietic stem cell
transplantation.
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ABSTRACT

Heat shock proteins HSP27, HSP70 and HSP90 are molecular chaperones whose
expression is increased after many different types of stress. They have a protective
function helping the cell to cope with lethal conditions. The cytoprotective function of HSPs
is largely explained by their anti-apoptotic function. HSPs have been shown to interact
with different key apoptotic proteins. As a result, HSPs can block essentially all apoptotic
pathways, most of them involving the activation of cystein proteases called caspases.
Apoptosis and differentiation are physiological processes that share many common
features, for instance, chromatin condensation and the activation of caspases are
frequently observed. It is, therefore, not surprising that many recent reports imply HSPs in
the differentiation process. This review will comment on the role of HSP90, HSP70 and
HSP27 in apoptosis and cell differentiation. HSPs may determine de fate of the cells by
orchestrating the decision of apoptosis versus differentiation.

INTRODUCTION

Stress or heat shock proteins (HSPs) were first discovered in 1962! as a set of highly
conserved proteins whose expression was induced by different kinds of stress. It has
subsequently been shown that most HSPs have strong cytoprotective effects and behave as
molecular chaperones for other cellular proteins. HSPs are also induced at specific stages
of development, differentiation and during oncogenesis.2 Mammalian HSPs have been
classified into five families according to their molecular size: HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 and the small HSPs. Each family of HSPs is composed of members expressed
either constitutively or regulated inducibly, and/or targeted to different sub-cellular
compartments. The most studied HSPs are HSP90, the inducible HSP70 (also called
HSP72) and the small heat shock protein HSP27.

HSP90 is a constitutively abundant chaperone that makes up 1-2% of cytosolic
proteins. It is an ATP-dependent chaperone that accounts for the maturation and
functional stability of a plethora of proteins termed HSP90 client proteins. In mammals,
HSP90 comprises 2 homologue proteins (HSP90a and HSP90B) encoded by separated
but highly conserved genes that arose through duplication during evolution.? Most studies
do not differentiate between the two isoforms because for a long time they have been
considered as having the same function in the cells. However, recent data and notably
out-of-function experiments indicate that at least some functions of the beta isoform are
not overlapped by HSP90o’s functions.* HSP70, like HSP90, binds ATP and undergoes a
conformational change upon ATP binding, needed to facilitate the refolding of denatured
proteins. The chaperone function of HSP70 is to assist the folding of newly synthesized
polypeptides or misfolded proteins, the assembly of multi-protein complexes and the
transport of proteins across cellular membranes.”>® HSP90 and HSP70 chaperone activity
is regulated by co-chaperones like Hip, CHIP or Bag-1 that increase or decrease their
affinity for substrates through the stabilization of the ADP or ATP bound state. In contrast
to HSP90 and HSP70, HSP27 is an ATP-independent chaperone, its main chaperone
function being protection against protein aggregation.” HSP27 can form oligomers of
more than 1000 Kda. The chaperone role of HSP27 seems modulated by its state of oligo-
merization, the multimer being the chaperone competent state.® This oligomerization is
a very dynamic process modulated by the phosphorylation of the protein that favors the
formation of small oligomers. Cell-cell contact and methylglyoxal can also modulate the
oligomerization of the protein.’
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It is now well accepted that HSPs are important modulators
of the apoptotic pathway. Apoptosis, or programmed cell death,
is a type of death essential during embryogenesis and, latter on in
the organism, to assure cell homeostasis. Apoptosis is also a very
frequent type of cell death observed after treatment with cytotoxic
drugs.'® Mainly, two pathways of apoptosis can be distinguished,
although cross-talk between the two signal transducing cascades
exists (Fig. 1). The extrinsic pathway is triggered through plasma
membrane proteins of the tumor necrosis factor (TNF) receptor
family known as death receptors, and leads to the direct activation
of the proteases called caspases, starting with the receptor-proximal
caspase-8. The intrinsic pathway involves intracellular stress signals
that provoke the permeabilization of the outer mitochondrial
membrane, resulting in the release of pro-apoptotic molecules
normally confined to the inter-membrane space. Such proteins
translocate from mitochondria to the cytosol in a reaction that is
controlled by Bcl-2 and Bcl-2-related proteins.!! One of them is the
cytochrome ¢, which interacts with cytosolic apoptosis protease-acti-
vating factor-1 (Apaf-1) and pro-caspase-9 to form the apoptosome,
the caspase-3 activation complex.!? Apoptosis inducing factor (AIF)
and the Dnase, EndoG, are other mitochondria intermembrane
proteins released upon an apoptotic stimulus. They translocate to
the nucleus and trigger caspase-independent nuclear changes.!>!4
Two additional released mitochondrial proteins, Smac/Diablo and
Htra2/Omi, activate apoptosis by neutralizing the inhibitory activity
of the inhibitory apoptotic proteins (IAPs) that associate with and
inhibit caspases' (Fig. 1).

Apoptosis and differentiation are two physiological processes that
share different features like chromatin condensation or the need of
caspase activity.'® It has been demonstrated in many differentiation
models that the activation of caspases is preceded by a mitochondrial
membrane depolarization and release of mitochondria apoptogenic
molecules.'”>!8 This suggests that the mitochondrial-caspase
dependent apoptotic pathway is a common intermediate for
conveying apoptosis and differentiation. Timing, intensity and
cellular compartmentalization might determine whether a cell is
to die or differentiate. HSPs might be essential to orchestrate this
decision. This review will describe the role of HSP90, HSP70 and
HSP27 in apoptosis and cell differentiation.

HSP27, HSP70 AND HSP90 ARE ANTI-APOPTOTIC PROTEINS

Overexpression of HSP27, HSP70 or HSP90 prevents apoptosis
triggered by various stimuli, including hyperthermia, oxidative stress,
staurosporine, ligation of the Fas/Apo-1/CD95 death receptor or
anticancer drugs.>!*-2! Downregulation or inhibition of HSP27,
HSP70 or HSP90 have been shown to be enough to sensitize a cell to
apoptosis, proving that endogenous levels of those chaperones seem
to be sufficiently high to control apoptosis.?224 It is now known
that these chaperones can interact with key proteins of the apoptotic
signaling pathways (Fig. 1).

HSP90: A survival protein through its client proteins.
HSP90 client proteins include a number of signaling proteins
like ligand-dependent transcription factors and signal transducing
kinases that play a role in the apoptotic process. Upon binding and
hydrolysis of ATD, the conformation of HSP90 changes and the
client protein, which is no longer chaperoned, is ubiquitinated and
degraded by the proteasome.??

A function for HSP90 in the serine/threonine protein kinase Akt
pathway was first suggested by studies using an HSP90 inhibitor that
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promoted apoptosis in HEK293T and resulted in suppressed Akt
activity.2® A direct interaction between Akt and HSP90 was reported
later.?” Binding of HSP90 protects Akt from protein phosphatase
2A (PP2A)-mediated dephosphorylation.?® Phosphorylated Akt
can then phosphorylate the Bcl-2 family protein Bad and caspase-9
leading to their inactivation and to cell survival.?82? But Akt has been
also shown to phosphorylate IkB kinase, which results in promotion
of NFkB-mediated inhibition of apoptosis.>® When the interaction
HSP90/Akt was prevented by HSP90 inhibitors, Akt was dephosphor-
ylated and destabilized and the likelihood of apoptosis increased.?’
Additional studies showed that another chaperone participates in
the Akt-HSP90 complex, namely Cdc37.2¢ Together this complex
protects Akt from proteasome degradation. In human endothelial
cells during high glucose exposure, apoptosis can be prevented by
HSP90 through augmentation of the protein interaction between
eNOS and HSP90 and recruitment of the activated Akt.>! HSP90
has also been shown to interact with and stabilize the receptor inter-
acting protein (RIP). Upon ligation of TNFR-1, RIP-1 is recruited
to the receptor and promotes the activation of NFkB and JNK.
Degradation of RIP-1 in the absence of HSP90 precludes activation
of NFkB mediated by TNFa and sensitizes cells to apoptosis.>?
Another route by which HSP90 can affect NFkB survival activity is
via the IKK complex.?> The HSP90 inhibitor geldanamycin prevents
TNF-induced activation of IKK, highlighting the role of HSP90 in
NFkB activation. Some other HSP90 client proteins through which
this chaperone could participate in cell survival are p53%* and the
transcription factors Her2 and Hiflc.3%3

But the anti-apoptotic role of HSP90 can also be explained by
its effect and interaction with proteins not defined as HSP90 client
proteins (i.e., whose stability is not regulated by HSP90). HSP90
overexpression in human leukemic U937 cells can prevent the
activation of caspases in cytosolic extracts treated with cytochrome
¢ probably because HSP90 can bind to Apaf-1 and inhibit its
oligomerization and further recruitment of procaspase-9.3”

Unfortunately, most studies do not differentiate between HSP90at
and HSP90P. It has recently been demonstrated in multiple
myeloma, in which an over expression of HSP90 is necessary for cell
survival, that depletion of HSP90P by siRNA is sufficient to induce
apoptosis. This effect is strongly increased when also HSP90a is
also depleted,?? suggesting different and cooperating anti-apoptotic
properties for HSP90a and HSP90P. Confirming this assumption,
in mast cells, HSP90B has been shown to associate with the anti-
apoptotic protein Bcl-2. Depletion of HSP90B with a siRNA or
inhibion of HSP90 with geldanamycin inhibits HSP90P interaction
with Bcl-2 and results in cytochrome c release, caspase activation
and apoptosis.?®

In conclusion, HSP90 anti-apoptotic functions can largely be
explained by its chaperone role assuring the stability of different
proteins. Recent studies suggest that the two homologue proteins,
HSP90o and HSP90P, might have different survival properties. It
would be interesting to determine whether HSP90a and HSP90B
bind to different client proteins or bind with different affinity.

HSP70: A quintessential inhibitor of apoptosis. HSP70
loss-of-function studies demonstrated the important role of HSP70
in apoptosis. Cells lacking hsp70.1 and hsp70.3, the two genes that
code for inductive HSP70, are very sensitive to apoptosis induced by
a wide range of lethal stimuli.>® Further, the testis specific isoform of
HSP70 (hsp70.2) when ablated, results in germ cell apoptosis.40 In
cancer cells, depletion of HSP70 results in spontaneous apoptosis. 4!
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Figure 1. Modulation of apoptosis and differentiation by HSP90, HSP70 and HSP27. In apoptosis (upper part), HSPO can inhibit caspase (casp.) activation
by its interaction with Apaf1. HSP9O stabilizes proteins from the survival signaling including RIP, Akt and Bcl-2. HSP70 can block apoptosis by inhibiting
INK, Bax mitochondrial translocation, by interacting with AIF and/or Apaf-1 or by protecting essential nuclear proteins from caspase-3 cleavage. HSP27
can block caspase activation through its action on F-actin, Bid, ROS or cytochrome c. HSP27 also favors the proteasomal degradation of proteins like l«Bo.
During differentiation (lower part), HSP9O stabilizes proteins involved in signaling induced by differentiating factors like Akt, RIP as well as Rb. HSP70
prevents the cleavage of GATA-1 by caspase-3 allowing erythoblast to differentiate instead of dying by apoptosis. HSP70 neutralization of AIF contributes
also to the survival of the differentiating cells. HSP27 might be involved in the cell cycle arrest (—, stimulation; L, inhibition; *, in erythroblasts).
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HSP70 has been shown to inhibit the apoptotic pathways at
different levels (Fig. 1). At the pre-mitochondrial level, HSP70
binds to and blocks c-Jun N-terminal Kinase (JNK1) activity.42’43
Confirming this result, HSP70 deficiency induces JNK activation
and caspase-3 activation®® in apoptosis induced by hyperosmolarity.
HSP70 also has been shown to bind to non-phosphorylated protein
kinase C (PKC) and Akt, stabilizing both proteins.*>

At the mitochondrial level, HSP70 inhibits Bax translocation and
insertion into the outer mitochondrial membrane. As a consequence,
HSP70 prevents mitochondrial membrane permeabilization and
release of cytochrome c and ATE4¢

At the post-mitochondrial level HSP70 has been demonstrated
to bind directly to Apaf-1, thereby preventing the recruitment of
procaspase-9 to the apoptosome.4” However, these results have been
contradicted by a study in which the authors demonstrated that
HSP70 do not have any direct effect on caspase activation. They
explain these contradictory results by showing that it is a high salt
concentration and not HSP70 that inhibits caspase activation.*8

HSP70 also prevents cell death in conditions in which caspase
activation does not occur.?’ Indeed, HSP70 binds to AIE inhibits
AIF nuclear translocation and chromatin condensation.?*3%5! The
interaction involves a domain of AIF between aminoacids 150
and 228.5% AIF sequestration by HSP70 has been shown to reduce
neonatal hypoxic/ischemic brain injury.>®> HSP70 has also been
shown to associate with EndoG and to prevent DNA fragmentation®*
but since EndoG can form complexes with AIF, its association with
HSP70 could involve AIF as a molecular bridge.

HSP70 can also rescue cells from a later phase of apoptosis than
any known survival protein, downstream caspase-3 activation.>®
During the final phases of apoptosis, chromosomal DNA is digested
by the DNase CAD (caspase activated DNase), following activation
by caspase-3. The enzymatic activity and proper folding of CAD has
been reported to be regulated by HSP70.%°

At the death receptors level, HSP70 binds to DR4 and DR3,
thereby inhibiting TRAIL-induced assembly and activity of death
inducing signaling complex (DISC).> Finally, HSP70 has been shown
to inhibit lysosomal membrane permeabilization thereby preventing
cathepsines release, proteases also implicated in apoptosis.”®>?

In conclusion, HSP70 is a quintessential regulator of apoptosis
that can interfere with all main apoptotic pathways. Interestingly, the
ATP binding domain of HSP70 is not always required. For instance,
while the ATPase function is needed for the Apaf-1>° and AIF
binding,>! it is dispensable for JNK® or GATA-1°! binding/protec-
tion. In this way, in erythroblasts, in which HSP70 blocks apoptosis
by protecting GATA-1 from caspase-3 cleavage, a HSP70 mutant
that lacks the ATP binding domain of HSP70 is as efficient as wild
type HSP70 in assuring the protection of erythroblasts.®!

HSP27: An inhibitor of caspase activation. HSP27 depletion
reports demonstrate that HSP27 essentially blocks caspase-dependent
apoptotic pathways. Small interefence targeting HSP27 induces apop-
tosis through caspase-3 activation.®¢3 This may be consequence of
the association of HSP27 with cytochrome ¢ in the cytosol, thereby
inhibiting the formation of the caspase-3 activation complex as
demonstrated in leukemia and colon cancer cells treated with different
apoptotic stimuli.®4% This interaction involves amino-acids 51 and
141 of HSP27 and do not need the phosphorylation of the protein.®>
In multiple myeloma cells treated with dexamethasone, HSP27 has
also been shown to interact with Smac.%”

HSP27 can also interfere with caspase activation upstream of the
mitochondria.®® This effect seems related to the ability of HSP27 to
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interact and regulate actin microfilaments dynamics. In 1929 murine
fibrosarcoma cells exposed to cytochalasin D or staurosporine,
overexpressed HSP27 binds to F-actin®® preventing the cytoskeletal
disruption, Bid intracellular redistribution and cytochrome c release®®
(Fig. 1). HSP27 has also important anti-oxidant properties. This is
related to its ability to uphold glutathione in its reduced form,% to
decrease reactive oxygen species cell content,!” and to neutralize the
toxic effects of oxidized proteins.”? These anti-oxidant properties
of HSP27 seem particularly relevant in HSP27 protective effect in
neuronal cells.”!

HSP27 has been shown to bind to the kinase Akt, an interaction
that is necessary for Akt activation in stressed cells. In turn, Akt could
phosphorylate HSP27, thus leading to the disruption of HSP27-Akt
complexes.”? HSP27 also affects one downstream event elicited by
Fas/CD95. The phosphorylated form of HSP27 directly interacts
with Daxx.”? In LNCaP tumor cells, HSP27 has been shown to
induce cell protection through its interaction with the activators of
transcription 3 (Stat3).”# Finally, HSP27 protective effect can also
be consequence of its effect favouring the proteasomal degradation
of certain proteins under stress conditions. Two of the proteins that
HSP27 targets for their ubiquitination/proteasomal degradation
are the transcription factor nuclear factor kB (NFkB) inhibitor
IkBo and p27%P!. The pronounced degradation of IkBa induced
by HSP27 overexpression increases NFkB dependent cell survival’>
while that of p275P! facilitates the passage of cells to the proliferate
phases of the cellular cycle. As a consequence HSP27 allows the cells
to rapidly resume proliferation after a stress.”®

Therefore, HSP27 is able to block apoptosis at different stages
because of its interaction with different partners. The capacity
of HSP27 to interact with one or another partner seems to be
determined by the oligomerization/phosphorylation status of the
protein, which, at its turn, might depend on the cellular model/
experimental conditions. We have demonstrated in vitro and in
vivo that for HSP27 caspase-dependent anti-apoptotic effect, large
non-phosphorylated oligomers of HSP27 were the active form of the
protein.”” Confirming these results, it has recently been demonstrated
that methylglyoxal modification of HSP27 induces large oligomers
formation and increases the anti-apoptotic caspase-inhibitory
properties of HSP27.78 In contrast, for HSP27 interaction with
the F-actin and with Daxx, phosphorylated and small oligomers of
HSP27 were necessary’>7? and it is its phosphorylated form that
protects against neurotoxicity.

HSP27, HSP70 AND HSP90 AND CELL DIFFERENTIATION

Under the prescribed context of HSPs as powerful inhibitors of
apoptosis, it is reasonable to assume that an increase or decrease in
their expression might modulate the differentiation program. The first
evidence of the role of HSPs in cell differentiation comes from their
tightly regulated expression at different stages of development and
cell differentiation. For instance during the process of endochondrial
bone formation, they are differentially expressed in a stage-specific
manner.3! In addition, during post-natal development, time at
which extensive differentiation takes place, HSPs expression is
regulated in neuronal and non-neuronal tissues.®? In hemin-induced
differentiation of human K562 erythroleukemic cells, genes coding
for HSPs are induced.®?

In leukemic cells HSP27 has been described as a pre-differentiation
marker®* because its induction occurs early during differentiation.8%-88
HSP27 expression has also been suggested as a differentiation marker
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for skin keratinocytes®? and for C2C12 muscle cells.”® This role for
HSP27 in cell differentiation might be related to the fact that HSP27
expression increases as cells reach the non proliferative/quiescent
phases of the cellular cycle (G,/G,).!%7¢

Subcellular localization is another mechanism whereby HSPs
can determine whether a cell is to die or to differentiate. We,
and others, have recently demonstrated the essential function of
nuclear HSP70 for erythroid differentiation. During red blood
cells formation, HSP70 and activated caspase-3 accumulate in
the nucleus of the erythroblast.”! HSP70 directly associates with
GATA-1 protecting this transcription factor required for erythro-
poiesis from caspase-3 cleavage. As a result, erythroblats continue
their differentiation process instead of dying by apoptosis.’! HSP70,
during erythropoiesis in TF-1 cells, have been shown to bind to
AIF and thereby to block AIF-induced apoptosis, thus allowing the
differentiation of erythroblasts to proceed.!®

HSP90 has been required for erythroid differentiation
of leukemia K562 cells induced by sodium butyrate’? and for
DMSO-differentiated HL-60 cells. Regulation of HSP90 isoforms
may be a critical event in the differentiation of human embryonic
carcinoma cells and may be involved in differentiation into specific
cell lineages.?3 This effect of HSP90 in cell differentiation is probably
because multiple transduction proteins essential for differentiation
are client proteins of HSP90 such as Akt,” RIP32 or Rb.”
Loss of function studies confirm that HSP90 plays a role in cell
differentiation and development. In Drosophila melanogaster, point
mutations of HSP83 (the drosophila HSP90 gene) are lethal
as homozygotes. Heteterozygous mutant combinations produce
viable adults with the same developmental defect: sterility.”® In
Caenorhabditis elegans, DAF-21, the homologue of HSP90, is
necessary for oocyte development.?” In zebrafish, HSP90 is expressed
during normal differentiation of triated muscle fibres. Disruption of
the activity of the proteins or the genes give rise to failure in proper
somatic muscle development.?® In mice, loss-of-function studies
demonstrate that while HSP90a loss-of-function phenotype appears
to be normal, HSPIOP is lethal. HSP90p is essential for trophoblasts
differentiation and thereby for placenta development and this func-
tion can not be performed by HSP900..

HSPI0 inhibitors have also been used to study the role of HSP90
in cell differentiation. These inhibitors such as the benzoquinone
ansamycin geldanamycin or its derivative the 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG), bind to the ATP-binding
“pocket” of HSP90 with higher affinity than natural nucleotides and
thereby HSP90 chaperone activity is impaired and its client proteins
are degraded. As could be expected by the reported role of HSP90
in cell differentiation, inhibitors of HSP90 block C2C12 myoblasts
differentiation.”® In cancer cells and human leukemic blasts, 17-AAG
induces a retinoblastoma-dependent G, block. These G, arrested
cells do not differentiate but instead die by apoptosis.'?°

However, some reports describe that inhibitors of HSP90 can
induce the differentiation process. In acute myeloid leukemia
cells, 17-AAG induced apoptosis or differentiation depending on
the dose and time of the treatment.'®! Opposite effects on cell
differentiation and apoptosis are also obtained with the HSP90
inhibitor geldanamycin: in PCI12 cells it induced apoptosis while
in murin neuroblastoma N2A cells it induced differentiation.!%?
In breast cancer cells, 17-AAG-induced G, block is accompanied
by differentiation followed by apoptosis.!%> The HSP90 inhibitor
PU3, a synthetic purine that like 17-AAG binds with high affinity
to the ATP “pocket” of HSP90, caused breast cancer cells arrest in
G, phase and differentiation.!%4
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These contradictory reports concerning the inhibitors of HSP90
and cell differentiation could be explained if we consider that these
drugs, depending on the experimental conditions, can have some side
effects more or less independent of HSP90. Another possibility is that
these studies do not differentiate between the amount of HSP90a
and HSPI0P inhibited. It is presently unknown whether HSP90
inhibitors equally block both isoforms, HSP90o and HSP90P. It
is not known neither whether post-translational modifications of
HSP90 (acetylation, phosphorylation.) can affect their affinity for
the inhibitors. HSP90a has been reported to be induced by lethal
stimuli while the HSP90f can be induced by growth factors or cell
differentiating signals.'®> Mouse embryos out-of-function studies
clearly show the role of HSP90 in the differentiation process and,
at least for HSP90P role in embryo cell differentiation, there is not
an overlap with HSP90a. functions. Therefore, we can hypothesized
that it can be the degree of inhibition of HSP9OP by the HSP90
inhibitors that would determine whether or not there is a blockade of
the differentiation process. This degree of inhibition of the different
HSP90 isoforms might be conditioned by their cellular localization
and their post-translational modifications. It should be noted,
however, that the relative relevance of HSP90p in the differentiation
process might depend on the differentiation model studied.

To summarize, we can hypothesize that the role in the
differentiation process of a chaperone will be determined by
expression, redistribution and/or
post-translational modifications induced at a given stage by a differ-
entiation factor. How can HSPs affect the differentiation process?
First by their anti-apoptotic role interfering with caspase activity,
we and other authors have shown that caspase activity was gener-
ally required for cell differentiation.!®!” Therefore, HSPs by
interfering with caspase activity at a given moment, in a specific
cellular compartment, may orchestrate the decision differentiation
versus apoptosis. In this way, we have recently shown that HSP70
was a key protein to orchestrate this decision in erythroblasts.%!
Second, HSPs may affect the differentiation process by regulating
the nuclear/cytosolic shuttling of proteins that take place during
differentiation. For instance, c-IAP1 is translocated from the
nucleus to the cytosol during differentiation of hematopoietic and
epithelial cells, and we have demonstrated that HSP90 is needed
for this ¢-TAP1 nuclear export.'% It has also been shown that,
during erythroblast differentiation, HSP70 is needed to inhibit AIF
nuclear translocation.!® Third, in the case of HSP90, the role in the
differentiation process could be through certain of its client proteins,
like RIP or Akt, whose stability is assured by the chaperone.

its transient subcellular

REPERCUSSIONS AND CONCLUDING REMARKS

The ability of HSPs to modulate the fate of the cells might have
important repercussions in pathological situations such as cancer.
Apoptosis, differentiation and oncogenesis are very related processes.
Defaults in differentiation and/or apoptosis are involved in many
cancer cells” aetiology. HSPs are abnormally constitutively high in
most cancer cells and, in clinical tumors, they are associated with
poor prognosis. In experimental models, HSP27 and HSP70 have
been shown to increase cancer cells’ tumorigenicty and their depletion
can induce a spontaneous regression of the tumors.?41%7 Several
components of tumor cell-associated growth and survival pathways
are HSP90 client proteins. These qualities have made HSPs targets
for anticancer drug development. Today, although many research
groups and pharmaceutical companies look for soluble specific
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inhibitors of HSP70 and HSP27, only specific soluble inhibitors of
HSPI0 are available for clinical trials. For some of them (17-AAG)
phase II clinical trials are almost finished.!® However, considering
the new role of HSP90p in cell differentiation, it seems essential to
re-evaluate the functional consequences of HSP90 blockade.
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Abstract

HSP27 is a chaperone whose cellular expression increases in response to various stresses and
protects the cell by either inhibiting apoptotic cell death or promoting the ubiquitination and
proteasomal degradation of specific proteins. Here, we show that GATA-1 is a client protein
of HSP27. In two models of erythroid differentiation, i.e. in K562 cells induced to
differentiate into erythroid cells upon hemin exposure and CD34-positive human cells ex vivo
driven to erythroid differentiation in liquid culture, depletion of HSP27 provokes an
accumulation of GATA-1 and impairs terminal maturation. More specifically, we demonstrate
that, in the late stages of the erythroid differentiation program, HSP27 is phosphorylated in a
p38-dependent manner, enters the nucleus, binds to GATA-1 and induces its ubiquitination
and proteasomal degradation, provided that the transcription factor is acetylated. We conclude
that HSP27 plays a role in the fine tuning of terminal erythroid differentiation through

regulation of GATA-1 content and activity.
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Abstract

Heat shock proteins (HSPs) are molecular chaperones whose expression is increased
after many different stresses. They have a protective function helping the cell to cope with
lethal conditions. These proteins play an essential role as molecular chaperones by assisting
the correct folding of nascent and stress-accumulated misfolded proteins and by preventing
their aggregation. My team is interested in understanding the roles of HSPs in two
physiological related processes: apoptosis and cell differentiation.The aim of my work is to
study the functions of HSP90 and HSP70 in macrophagic differentiation.

| first studied the role of HSP90 in macrophagic differentiation. We previously
reported that cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (c-IAP1), migrated from the nucleus to
the surface of the Golgi apparatus in cells undergoing differentiation. c-IAP1 is a member of
the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family which has demonstrated functions in cell
death, cell signaling and mitosis. Here, we show that c-IAP1 is a client protein of the stress
protein HSP90R. In three distinct cellular models, the two proteins interact and migrate from
the nucleus to the cytoplasm during the differentiation process through a leptomycin B-
sensitive pathway. Inhibition of HSP90 proteins by small chemical molecules and specific
depletion of HSP90Bisoform by siRNA both leads to c-IAP1 degradation by the proteasomal
machinery. This chaperone function of HSP90 towards c-IAP1 is specific of it B isoform as
specific depletion of HSP90a isoform does not affect c-IAP1 content. Chemical inhibition of
HSP90 or siRNA-mediated depletion of HSP90Bboth inhibit cell differentiation, which can be
reproduced by siRNA-mediated depletion of c-IAP1. Altogether, these results suggest that
HSP90Bprevents auto-ubiquitination and degradation of its client protein c-IAP1, whose
depletion would be sufficient to inhibit cell differentiation.

The second part of my work consisted in the study of the role of HSP70 in
macrophagic differentiation. We used two models of differentiation: human peripheral
monocytes exposed to M-CSF and THP1 cells induced to differentiate by TPA. We found that
in both models, HSP70 expression was induced during differentiation. Interestingly, the
expression of Spi-1/Pu.1, a transcription factor essential for monocytes to differentiate, was
similarly induced. Upon differentiation, both proteins co-localized in the nucleus and
associated. Inhibition or down regulation of HSP70 induced Spi-1/Pu.l degradation and
blocks the differentiation process, indicating that the necessity of Spi-1/Pu.l to be
chaperoned by HSP70 during differentiation. Since Spi-1/Pu.1 promoter has a HSE-like, we
studied whether transcription factors responsible for HSPs induction, HSF, could be involved.
We show that although HSF2 do not seem involved, HSF1 binds to Spi-1/Pu.1 promoter and
its inhibition blocks Spi-1/Pu.1 expression and monocytes differentiation.

So HSP90 and HSP70 are essentials for macrophagic differentiation. Understanding
monocyte differentiation regulation is important since defects of the differentiation process
can lead to the development of leukemias (acute myeloid leukemia, chronic myelomonocytic
leukemia). A better understanding of the roles of HSPs may provide new therapeutic
strategies for the treatment of these pathologies.
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Résumé

La synthése des protéines de choc thermique (HSPs) est un moyen de défense
développé par la cellule pour faire face aux diverses agressions auxquelles elle peut étre
soumise. En tant que chaperons, les HSPs participent aux mouvements intracellulaires des
protéines, préviennent ['agrégation des protéines altérées, éliminent les protéines
anormales et contribuent a la conformation correcte des peptides nouvellement
synthétisées. Mon équipe d’accueil s’intéresse aux rbles des HSPs dans des processus
cellulaires tels que I"apoptose et la différenciation cellulaire. Le but de mon travail de these
consiste a étudier le réle des protéines de choc thermique HSP90 et HSP70 au cours de la
différenciation des monocytes en macrophages.

J’ai dans un premier temps étudié I'implication de HSP90 dans la différenciation
macrophagique. c-IAP1 est un membre de la famille des protéines inhibitrices de I'apoptose
impliqué dans la régulation de I'apoptose, dans le cycle cellulaire et dans la signalisation
cellulaire. Nous avons précédemment montré que c-IAP1 migre du noyau vers le cytoplasme
au cours de la différenciation cellulaire. Nous démontrons dans ce travail que c-IAP1 est une
protéine cliente de la protéine de choc thermique HSP90P. Dans trois différents modeles de
différenciation, ces protéines interagissent et migrent ensemble du noyau vers le
cytoplasme au cours de la différenciation cellulaire. L'inhibition de HSP90 ou la déplétion
spécifique de lI'isoforme B par des siRNA conduisent a sa dégradation par le protéasome. La
fonction de chaperon moléculaire de HSP90 envers c-IAP1 est spécifique de I'isoforme B car
la déplétion de I'isoforme a n’a pas d’effets sur c-IAP1. De plus lI'inhibition de HSP90 ou la
déplétion de HSP90OB bloquent la différenciation cellulaire tout comme la déplétion de c-
IAP1 par siRNA.

La deuxieme partie de montre travail a consisté a étudier le réle de HSP70 dans la
différenciation macrophagique. Nous montrons que cette protéine est fortement induite
apres stimulation des cellules par le facteur de croissance M-CSF et que son inhibition
bloque la différenciation des monocytes en macrophage. HSP70 interagit avec la protéine
Spi-1/Pu.1, facteur de transcription clé de la différenciation macrophagique. L’expression de
Spi-1/Pu.1 augmente également au cours de la différenciation macrophagique et ce de
maniére similaire a celle de HSP70. Ceci suggere I'implication des facteurs de transcription
responsables de I'induction des HSPs, les Heat Shock Factor (HSFs). L’étude du promoteur de
Spi-1/Pu.1 a révélé la présence d’une séquence ressemblant fortement aux éléments de
réponse classiques sur lesquels se fixe HSF1. HSF1 est capable de se fixer sur le promoteur
de Spi-1/Pu.1 et I'inhibition de HSF1 bloque I'expression de Spi-1/Pu.1. HSF1 participe donc
au contréle de I'expression de Spi-1/Pu.1 lors de la différenciation macrophagique.

HSP90 et HSP70 sont donc essentielles a la différenciation macrophagique.
Comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans les voies de différenciation se révele
extrémement important puisque des altérations des mécanismes de I’"hématopoiese sont
retrouvées dans plusieurs types de leucémies (leucémies aigués myéloblastiques et
leucémies myélo-monocytaires chroniques). Connaitre le role des HSPs dans la
différenciation cellulaire permettrait donc de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour le traitement de ces pathologies.
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