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RESUME

Le stress oxydatif exerce des effets cellulaires qui peuvent conduire a la sénescence, a 'apoptose
et a la mutagenese. Les cellules cancéreuses peuvent développer un avantage prolifératif sur les
cellules normales dans un environnement de stress oxydatif, qui de ce fait, participe a la
progression tumorale. Nous émettons l'hypothese que MAPKAPK?2 (Mitogen-Activated Protein
Kinase-Proteine Kinase), une cible directe de la p38 MAPK, pourrait conférer aux cellules de
cancer du foie une résistance au stress oxydatif. En effet, MK2 est exprimée dans le foie, et les
souris invalidées pour MK2 présentent une diminution significative de contenu anti-oxydant dans
le foie. Dans quatre lignées cellulaires de carcinome hépatocellulaire et de cholangiocarcinome,
l'inhibition pharmacologique de MK2, MK2i, augmente la mort cellulaire induite par le stress
oxydatif par une diminution de l'activité de Hsp27 et une augmentation du niveau du suppresseur
de tumeur p53. MK2 favorise la survie cellulaire »ia 'activation de la réponse anti-oxydante Nrf2
et de la voie ’EGFR. L'expression de l'agoniste ’EGFR, HB-EGF, est augmentée en réponse
au stress oxydatif. A son tour, HB-EGF induit la phosphorylation de Hsp27 qui est inhibée par
MK2i dans les cellules tumorales hépatobiliaires, ce qui indique que 'axe HB-EGF/EGFR est un
activateur de la voie MK2. MK2 est également responsable de 'augmentation de I'expression de
I'Tl-8 induite par le stress oxydatif. Cette augmentation semble dépendre de Hsp27. De plus, nous
avons identifié la protéine d'échafaudage EBP50 comme une nouvelle protéine de liaison de
MK2. Dans les cellules cancéreuses hépatobiliaires, EBP50 contribue a la régulation de la voie
MK2/Hsp27. La déplétion I’EBP50 par ARN interférents provoque une diminution de la
phosphorylation de Hsp27, de la survie cellulaire ainsi qu’une baisse des taux d'ARNm de HB-
EGF et d’'IL-8. Dans les échantillons de tissus humains, 'expression de MK2, de Hsp27 et
d’EBP50 est augmentée dans le carcinome hépatocellulaire par rapport au tissu hépatique non
tumoral. En résumé, ces données fournissent la preuve d'un rdle prépondérant de l'axe
MK2/EBP50/Hsp27 dans la progression du cancer du foie en conférant aux cellules tumorales

hépatobiliaires une résistance au stress oxydatif.



ABSTRACT

Oxidative stress exerts cellular effects that can lead to senescence, apoptosis and mutagenesis.
Cancer cells can develop a proliferative advantage over normal cells in an environment of
oxidative stress, which thereby, participates in tumor progression. We hypothesized that
MAPKAPK2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2), a direct target of p38
MAPK, could mediate the resistance of liver cancer cells to oxidative stress. Indeed, MK2 is
expressed in the liver, and MK2 KO mice display a dramatic depletion of liver anti-oxidant
content. In four hepatocellular and biliary cancer cell lines, pharmacological inhibition of MK2 by
MK2i enhanced oxidative stress-induced cell death through a decrease in Akt and Hsp27 activity
and an increase in tumor suppressor p53 level. MK2 promoted cell survival via activation of the
anti-oxidant Nrf2 response and the EGFR pathway. The expression of the EGFR agonist, Hb-
EGF, increased in response to oxidative stress. In turn, Hb-EGF induced Hsp27
phosphorylation that was down-regulated by MK2i in liver cancer cells, indicating that EGFR
activation by Hb-EGF is a potent activator of MK2. MK2 also increased oxidative stress-induced
IL-8 production that depends on Hsp27. Furthermore, we found that MK2 was a binding partner
of the scaffolding protein EBP50. In liver cancer cells, EBP50 contributed to up-regulate the
MK2/Akt/Hsp27 pathway. Silencing of EBP50 by siRNA in these cells caused a dectease in the
phosphotylation of Akt/Hsp27 and in the mRNA levels of Hb-EGF and IL-8. In human tissue
samples, MK2, Hsp27 and EBP50 expressions were found to be increased in hepatocellular
carcinoma compared with the matched non-tumor liver tissue. Overall, these data provide
evidence for a preponderant role of MK2/EBP50/Akt/Hsp27 axis in liver cancer progression by

mediating oxidative stress resistance in liver tumor cells.
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INTRODUCTION

L'Organisation mondiale de la Santé estime qu'en 2012, le cancer primitif du foie représentait
prés de 800 000 déceés dans le monde. 1l est le 6™ type de cancer le plus fréquent et la 2°™ cause
de déces par cancer dans le monde (World Cancer Report 2014). Le cancer primitif du foie est
constitué de plusieurs tumeurs malignes histologiquement différentes. Le carcinome
hépatocellulaire (CHC) et le cholangiocarcinome (CCA) sont les deux types majoritaires de
cancer primitif du foie. La carcinogénese hépatobiliaire est un processus complexe et
multifactoriel. L’extréme hétérogénéité génétique entre les patients et 'évolution génétique méme
de la tumeur rend difficile la mise au point des thérapies ciblées efficaces.

Des recherches de signatures moléculaires tendent a classifier les tumeurs afin de proposer des
traitements adaptés. Les travaux de Zucman-Rossi ont permis d’établir sept principales voies de
signalisation qui sont dérégulées dans le carcinome hépatocellulaire. Les mutations somatiques
dans le promoteur du gene de la sous-unité « transcriptase réverse » (I'ERT) de la télomérase sont
les plus fréquentes. La dérégulation de la voie Wnt/B-caténine se situe en 2™ position, vient en
3" position les mutations dans les génes des régulateurs du cycle cellulaire tels que p53 et ATM
(Ataxia-Telangiectasia Mutated). Les régulateurs épigénétiques qui participent a la dynamique de
la chromatine constituent également I'une des voies des plus fréquemment dérégulées. La
dérégulation des voies Akt/mTOR (mammalian Target of Rapamycin), des voies Ras/Raf, de la
voie de réponse au stress oxydatif Ntf2 (Nuclear Factor Erythroid-detived-2-Like 2)/Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1) et de la voie JAK/STAT (Janus kinase/Signal Transducer

and Activator of Transcription) est plus mineure (Nault et al. 2014). De manicre similaire au

carcinome hépatocellulaire, la dérégulation des voies de la Wnt/p-caténine, de p53, I’EGFR et
ses cibles en aval telles que B-Raf/K-Ras et PI-3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase)/PTEN/Akt, JAK/STAT ainsi que des modulateurs épigénétiques a été rapportée dans le
cholangiocarcinome. Tandis que les mutations du promoteur de TERT n’y ont pas été décrites
(Andersen et al. 2012, Sia et al. 2013). Ces études ont mis en évidence différentes classes de
signatures impliquées dans le controle du cycle cellulaire et la prolifération, dans la
différenciation, la migration et la survie cellulaire ainsi que dans la réponse inflammatoire et
angiogénique (Shen et al. 2013). Cependant, la valeur pronostique de ces classifications reste a

valider.



Le carcinome hépatocellulaire se développe aux dépens des hépatocytes qui composent
majoritairement le foie (80% des cellules du foie). Il est de loin le cancer primitif du foie le plus
commun car il représente 70-80% des cas. L’incidence du carcinome hépatocellulaire est tres
hétérogene selon les régions géographiques. La majorité de carcinomes hépatocellulaires
surviennent dans les pays en développement, en Asie et en Afrique. Cette répartition suit celle
des hépatites virales B et C, qui constituent la principale cause de carcinome hépatocellulaire,
avec un taux plus élevé de carcinome hépatocellulaire dans ces régions ou ces infections sont
endémiques (http:/ /www.who.int/mediacentre/factsheets/fs204/en/et
http:/ /www.euro.who.int/en/health-topics/communicable-diseases /hepatitis/data-and-
statistics/hepatitis-c). Le carcinome hépatocellulaire touche préférentiellement les hommes dont
la plus forte prévalence serait liée aux facteurs de risque (les hépatites, ’alcool...) (World Cancer
Report 2014). L’incidence du carcinome hépatocellulaire dans les pays d’Asie telle que la Chine et
la Corée connait une diminution grace a la mise en place de mesures de santé publique avec une
vaccination massive contre 'hépatite B et une prévention contre ’Aflatoxine (Kao et al. 2005,
Chang et al. 2009). A l'opposé, I'incidence tend a augmenter dans les pays développés (Europe,
Amérique du Nord, Australie et Japon). Cette augmentation est attribuable a une hausse de
prévalence de l'infection par le virus de I'hépatite C (Yoshizawa 2002, Maillard 2011). Outre les
infections hépatiques, les facteurs de risque tels que l'obésité, le diabete et la stéatose hépatique
non alcoolique (NASH) et I'ingestion chronique de I’alcool contribuent au développement du
carcinome hépatocellulaire (Severi et al. 2010).

Le cholangiocarcinome résulte d’une prolifération anormale des cellules biliaires intra- et extra-
hépatiques qui arborent les canaux biliaires. Il est le deuxiéme cancer primitif du foie derriere le
carcinome hépatocellulaire. L’incidence du cholangiocarcinome est deux fois plus élevée en Asie
du Sud-Est et aux Etats-Unis que dans le reste du monde. Comme pour le carcinome
hépatocellulaire, le développement du cholangiocarcinome suit la répartition géographique des
hépatites B et C (Palmer et al. 2012). Les origines du développement du cholangiocarcinome sont
trés variées. La rectocolite hémorragique et la cholangite sclérosante primitive représentent les
facteurs de risque essentiels en Occident. Les patients atteints de rectocolite hémorragique ont un
risque relatif de cholangiocarcinome estimé a 31 fois plus élevé par rapport a la population
générale. Environ 10 a 15 % des patients ayant une cholangite sclérosante primitive
développeront un cholangiocarcinome. D’autres facteurs de risque ont été décrits comme la
lithiase biliaire intra-hépatique, les malformations biliaires congénitales (la maladie de Caroli ou le
kyste du cholédoque) et les infections parasitaires du foie (Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis).

La lithiase hépatique et les infections parasitaires biliaires sont principalement retrouvées en Asie.



Comme pour le carcinome hépatocellulaire, le développement de cholangiocarcinome a
également été associé a d’autres facteurs de risque comme lalcool, la stéatose hépatique, le
diabete et 'obésité (Rigvi et al. 2013, Ragumilava et al. 2014).

Bien que l'incidence du cancer du foie dans les zones endémiques pour les infections virales ait
commencé a diminuer, son augmentation dans les pays développés est un important probleme de
santé public. Le cancer primitif du foie est passé de la 3™ cause de mortalité liée au cancer a la
2°" cause entre 2008 et 2012. I’augmentation de la prévalence de l'obésité, du diabéte et de la
stéatose hépatique dans le monde laisse prédire une hausse de I'incidence du cancer primitif du
foie pour les années a venir (Bafy et al. 2012, Michelotti et al. 20713). A T’heure actuelle, il n’existe
aucun traitement thérapeutique efficace contre le cancer primitif du foie en dehors de la résection
chirurgicale et la transplantation hépatique. Un tres faible nombre de patients peuvent prétendre
a ces solutions qui sont basées sur des critéres de sélection stricts sans compter les risques élevés
de récurrence, méme apres la transplantation. Pour les stades trés avancés du carcinome
hépatocellulaire et du cholangiocarcinome, des soins palliatifs permettent un prolongement de la

survie des patients de quelques mois (Bruix et al. 2014, Ragumilava et al. 2014).

Le carcinome hépatocellulaire et le cholangiocarcinome ne se développent pas a partir des mémes
types cellulaires. Cependant, ces deux cancers résultent principalement des maladies
hépatobiliaires dans lesquelles I'inflammation joue un réle majeur dans le développement des
cancers du foie.

L’inflammation est initiée par les cellules inflaimmatoires résidentes ou infiltrantes qui sont
activées par des molécules d’alerte ou des interleukines telles que 'IL-8 sécrétée par les cellules de
parenchyme lésées. La réponse inflammatoire permet d’éliminer les débris des cellules mortes et
la régénération tissulaire. Elle permet ainsi de maintenir I'intégrité tissulaire et fonctionnelle du
foie. Une dérégulation de cette réponse par des facteurs internes tels que les acides biliaires ou
externes comme les microorganismes pathogénes entraine peu a peu la formation d’un tissu
cicatriciel appelée « fibrose». La fibrose peut évoluer a long-terme vers une restructuration
hépatique en nodules cirrhotiques. La cirrhose est le stade ultime dans lequel les fonctions du foie
sont altérées provoquant une insuffisance hépatique (Jiao et al. 2009). Ce processus est présente
dans toutes les étiologies, qu’elles soient virale, alcoolique, stéatosique ou cholestatique.

En effet, la rétention de ces acides biliaires au cours de la cholestase augmente la perméabilité des
mitochondries aux protons provoquant la génération d’especes réactives de Poxygene (Rok ef al.
2000, Sokol et al. 2005). Ce phénomene constitue un événement précoce a laltération du

parenchyme 27z 'induction de I'apoptose et de la nécrose des cellules (Lemasters et al. 1998). La



libération des acides biliaires hydrophobes comme les acides désoxycholiques résultante de la
mort des cellules du parenchyme entraine I'activation des cellules de Kupffer, des macrophages
résidentiels du foie. Par ailleurs, les acides biliaires agissent comme des seconds messagers,
activent des voies de signalisation et induisent une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces
cytokines activent et recrutent des neutrophiles au si¢ge de la lésion hépatique (Lagaridis et al.
2004, Allen et al. 2011). Les cellules inflammatoires activées produisent des especes réactives de
Poxygene qui oxydent les membranes lipidiques des cellules du parenchyme et contribuent ainsi
aux dommages hépatiques (Ljubuncic et al. 1996).

De maniere similaire a la rétention des acides biliaires, 'accumulation des acides gras saturés dans
les hépatocytes induit 'apoptose de ceux-ci. Les acides gras saturés peuvent activer la protéine
pro-apoptotique Bax, provoquent une perméabilisation mitochondriale et Iactivation de la
cascade des caspases (Epand et al. 2004, Malhi et al. 2006). Les espéces réactives de I'oxygene
libérées lors des dysfonctionnements des mitochondries, des peroxysomes et des microsomes
font le lien entre la stéatose hépatique et 'inflammation. L’inflammation agit comme un second
«hit» et amplifie la génération d’especes réactives de 'oxygene qui maintiennent en retour
I'inflammation (Takak: et al. 2013).

Dans les infections virales comme I’hépatite C, les particules virales NS3, NS4, NS5 activent les
cellules de Kupffer qui produisent alors davantage de cytokines pro-inflammatoires (Hosomura et
al. 2071). L’hyperproduction de ces cytokines entretient la réponse inflammatoire qui altére le
tissu hépatique zia la production d’especes réactives de 'oxygene. De plus, certaines particules
virales telle que la protéine core du virus de 'hépatite C augmente la teneur intracellulaire des
especes réactives de 'oxygene conduisant aux altérations hépatocytaires (Okuda et al. 2002).

Ainsi, la relation entre l'inflammation et les espéces réactives de loxygeéne dans le foie est
étroitement liée. L’inflammation viz les cellules inflammatoires est responsable de la production et
de la libération des especes réactives de 'oxygene qui induisent des dommages cellulaires. Par
ailleurs, des activités métaboliques excessives dans les cellules hépatobiliaires générent également
des especes réactives de I'oxygéne qui sont capables de stimuler les cellules inflammatoires.
L’accumulation de ces évenements conduit a des modifications tissulaires irréversibles qui

peuvent étre impliquées dans la carcinogenése hépatique.



Role du stress oxydatif dans le foie

CHAPITRE I :
ROLE DU STRESS OXYDATIF DANS LE FOIE

Le foie est 'organe interne le plus imposant et le premier régulateur du métabolisme systémique.
11 assure le métabolisme des glucides et le stockage du glycogene et de diverses substances telles
que des vitamines liposolubles (A, D, K, E) et des métaux (le fer et le cuivre). Il est le principal
acteur du métabolisme des lipides. Avec les hépatocytes, le foie élabore les acides biliaires
composant la bile. Outre le métabolisme des glucides et des lipides, le foie est un organe de
détoxification. Il permet le métabolisme des xénobiotiques (médicaments, alcool, polluants
chimiques...) et constitue une premiere barriére contre les micro-organismes. Le foie possede un
arsenal impressionnant d’enzymes de détoxification tels que les cytochromes P450, les glutathion-
S-transférases et des transporteurs responsables de I’élimination des substances étrangeres hors
de la cellule. Quant a la surveillance immunitaire, elle est assurée par les cellules de Kupffer qui
sont les macrophages résidentiels du foie. Ces cellules ont pour role de phagocyter les antigenes
qui arrivent de lintestin et d’empécher qu’ils ne gagnent la circulation générale viz la
vascularisation hépatique.

Les activités de métabolisme et de détoxification du foie sont sources d’especes réactives de
Poxygene. Ces derniers oxydent les composantes cellulaires et peuvent affecter le bon
fonctionnement cellulaire. En physiologie normale, les especes réactives de l'oxygene sont
éliminées par les différents systéemes antioxydants cellulaires garants d’un milieu réducteur.
Cependant, I’équilibre entre les espéces oxydantes et les antioxydants peut étre rompu dans les
cellules hépatobiliaires pat un exces de xénobiotiques et par une sut-activation/chronicité de la
réponse inflammatoire. L’accumulation des especes réactives de l'oxygene conduit au stress
oxydatif qui cause des mutations génétiques, des modifications épigénétiques, l'expression
d’oncogénes et/ou linhibition de suppresseurs de tumeur. Les espeéces réactives de 'oxygéne
semblent ainsi jouer un réle crucial dans la pathogeneése et la progression des cancers primitifs du
foie indépendamment de Détiologie. Les modifications génétiques observées au cours de
I’évolution des tumeurs du foie peuvent étre liées aux effets mutageénes des especes réactives de
loxygene et a leur augmentation dans les cellules cancéreuses (Wang et al. 2002, Severi et al. 2010,

Stauffer et al. 2012).



Role du stress oxydatif dans le foie

1-GENERALITE SUR LE STRESS OXYDATIF

Le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre de la balance oxydants/antioxydants en faveur des
especes réactives de I'oxygene dans la cellule. Cette dernicre peut tolérer jusqu’a une certaine
teneur en especes réactives de oxygeéne grace a ses systemes de défense anti-oxydante et de
réparation qui reconnaissent et éliminent les molécules endommagées par oxydation. La
pertutbation de I’équilibre oxydant/antioxydant peut étre provoquée soit par un déficit
d’antioxydants au niveau de leur production et/ou de leur distribution soit par une surabondance
des especes réactives de 'oxygene. Les espéces réactives de Poxygene, de par leur nature réactive,
peuvent oxyder tous les composants cellulaires induisant ainsi des effets déléteres.
Paradoxalement, les especes réactives de I'oxygene agissent comme des seconds messagers qui
activent des voies de signalisation cellulaire et modulent expression des geénes, le métabolisme, le

cycle et la mort cellulaire (1alko et al. 2006).

1-1-Définition des espéces réactives de ’oxygene

L’oxygene atmosphérique (O,) est une molécule inerte a moins qu’elle absorbe Iénergie
suffisante pour ¢étre convertie en especes chimiques plus actives. Les espéces réactives de
loxygene sont des métabolites partiellement réduits des molécules d’oxygene via des réactions
d’oxydoréduction catalysées par des enzymes.

Les especes réactives de 'oxygene incluent les radicaux libres et les réactifs non radicalaires. Les
radicaux libres sont définis par la présence d’un ou plusieurs électrons de valence non appariés, ce
qui les rend extrémement réactifs, instables avec une durée de vie trés courte. La tendance
naturelle de ces électrons libres est d’interagir de maniere non spécifique avec les électrons des
atomes avoisinants afin d’établir une liaison covalente stable. Les molécules non réactives ayant
perdu un électron peuvent devenir réactives a leur tour ; s’enclenche alors une réaction en chaine
jusqu’a la formation de molécules non réactives. Les radicaux libres peuvent interagir entre eux et
former des dérivés oxygénés non radicalaires moins réactifs et plus stables.

Les especes réactives de 'oxygene sont produites par la perte d’un électron qui correspond a une
réaction d’oxydation ou par le gain d’un électron za une réaction de réduction. Ainsi, la réduction
de O, catalysée par une oxydase en y ajoutant un électron donne naissance a un anion superoxyde
(O,7). La transformation des anions superoxydes est effectuée spontanément par la superoxyde

dismutase (SOD) en une espéce intermédiaire « peroxyde ». Cette derni¢re est convertie
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Role du stress oxydatif dans le foie

immédiatement par la catalase en peroxyde d’hydrogene (H,O,) et en radical hydroxyle (OH),
puis en eau (H,O) (Figure 1).

La durée de vie des radicaux hydroxyles est de Pordre de la nanoseconde. Ces radicaux réagissent
et disparaissent sur le lieu méme de leur formation. Les autres especes radicalaires tels que le
radical alkyle (RO") et le monoxyde d’azote (NO) peuvent avoir une demi-vie de l'ordre de
quelques microsecondes a quelques secondes. Parmi les dérivés oxygénés non radicalaires, H,0O,
peut rester stable durant des minutes (Thannickal et al. 2000).

En comparaison aux autres especes réactives de oxygene, H,O, est 'une des molécules réactives
des plus stables avec les hydroperoxydes organiques RO,H. Mais a 'inverse des radicaux libres,
H,O, réagit peu avec des molécules biologiques. Les résidus cystéine et méthionine des protéines
contiennent des groupements thiols qui font partie des quelques cibles de H,O,. Les métaux de
transition comme le fer ou le cuivre clivent la liaison O—O de H,O, générant des radicaux
hydroxyles et des complexes métalliques activés (réaction de Fenton et de Haber-Weiss). Ces

especes sont plus réactives et moins discriminantes que H,O,. Elles sont initiatrices des réactions

radicalaires et responsables de 'oxydation de nombreuses molécules biologiques (Izziay 2008).

Spontaneous univalent electron
transfer from reduced components
of the electron transport chain

e

0>

superoxide

e Enzymatic or spontaneous dismutation

H20:
hydrogen peroxide

e Reaction with Fe2+

[t |
N
-

Figure 1 : Formation des espéces réactives de 'oxygene (Kiley et al. 2004).

Reduction
(additional electrons)
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1-2-Sources des especes réactives de 'oxygeéne

Le métabolisme aérobie conduit les cellules eucaryotes a produire en continue des espéces
réactives de l'oxygene. Celles-ci proviennent essentiellement des réactions enzymatiques, de la

chaine respiratoire mitochondriale et de 'activation des cellules inflammatoires.

La mitochondrie est la centrale énergétique de la cellule, responsable de la production d’énergie
sous forme d’ATP indispensable aux fonctions cellulaires. La production d’ATP se fait a partir du
catabolisme des nutriments vz le cycle de Krebs. Ce dernier permet la synthése du NADH,H" et
du FADH, qui sont des donneurs d’électrons. Ainsi NADH,H" et FADH, cédent
respectivement leurs électrons aux complexes I et II de la chaine respiratoire mitochondriale. Les
électrons sont ensuite transférés aux complexes III et IV par le biais des réactions
d’oxydoréduction jusqu’a 'accepteur final, 'oxygene. Ce processus crée un gradient de protons
qui permet a IATP synthase de convertit PADP en ATP. Au cours de la respiration
mitochondriale, des électrons peuvent étre relachés des complexes I et III. En réagissant avec
Poxygene, ces électrons libérés sont responsables de la formation des anions superoxydes. La
fuite des électrons au niveau mitochondriale constitue ainsi la principale source d’especes

réactives de 'oxygene endogene (Nok/ et al. 2005) (Figure 2).

oMM

o, IMM
Matrix 8
Complex V

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV (ATP Synthase)

% H+ % H* H*

Succinate Fumarate ' ADP H*+ ATP
NADH NAD*

Figure 2 : Production d’especes réactives de l'oxcygene le long de la chaine respiratoire mitochondriale (Perier et al.

2012).

Le NADH,H" peut étre également utilisé par les enzymes NOX (NADPH oxydases). Ces
enzymes sont ubiquitaires et catalysent la réduction mono-électronique de 'oxygene a I'aide du

NADPH,H" ou du NADH,H" qui produit deux anions superoxydes (Figure 3). Les anions
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superoxydes sont immédiatement dismutés en H,O, par les SOD. Les NOX forment une famille
de sept membres (NOX 12 5 et DUOX 1 et 2) dont la structure différe selon les types cellulaires,
phagocytaires ou non phagocytaires.

Le role des NOX est tres étudié dans les neutrophiles et les macrophages, ou ces enzymes sont
présentes a la membrane cellulaire, sous forme inactive dans les phagocytes quiescents.
L'exposition des phagocytes a des micro-organismes ou a des médiateurs inflammatoires entraine
l'activation des NOX aboutissant a une production massive des anions superoxydes. Des anions
superoxydes forment avec le monoxyde d’azote (NO) le peroxynitrite. Le peroxynitrite est a la
fois un agent oxydant et nitrant et extrémement réactif. Ce phénomene appelé « flambée
respiratoire » ou « burst oxydatif » joue un role primordial dans la défense contre les organismes
pathogenes. Apres lintégration de l'agent pathogene par la membrane et la formation du
phagosome, des granules phagocytaires contenant des SOD et la myéloperoxydase se fusionnent
et contribuent a la formation de I'acide hypochloreux et du radical hydroxyl hautement toxique.
Ces dernieres molécules permettent élimination des pathogenes (Karlsson et al. 2002, Lambeth
2004). Cependant, une partie de H,O, formée par les SOD dans le phagosome diffuse du
phagosome dans le compartiment extracellulaire (Test ef al. 1984). Cette fuite peut endommager
localement les tissus et contribuer a leur inflammation. A linverse des isoformes NOX des
cellules phagocytaires, les isoformes de NOX dans les cellules non phagocytaires qui possedent
une activité basale, produisent beaucoup moins d’especes réactives de l'oxygene. Les NOX
constituent ainsi la deuxieme source endogene d’espéces réactives de l'oxygene apres les

mitochondries (Jiang et al. 2011).

20, 20,

Extracellular

Cell
membrane

Intracellular

NADPH 7~ N NADP*+ H*

Figure 3 : Réduction de loxcygene par les NOX (Maghzal et al. 2012).
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D’autres sources endogenes d’especes réactives de oxygene sont liées a Pactivité normale des
enzymes telles que la xanthine oxydase qui intervient dans la dégradation des bases puriques, les
enzymes de la voie de lacide arachidonique (lipoxygénases, cyclo-oxydagénases). Les
cytochromes P450 exprimés principalement au niveau du foie et impliqués dans le métabolisme
de diverses molécules dont les xénobiotiques, sont aussi des producteurs d’especes réactives de

Poxygene (Neve et al. 2000).

De par ses diverses fonctions de synthese et de stockage tres énergivores, le foie assure également
la détoxification et le métabolisme de nombreuses substances exogenes (alcool, médicaments,
toxines, polluants...) et endogenes (acides gras et stéroides) via les cytochromes P450 (Feng et al.
2013, Wang et al. 2013) (Figure 4). Le foie posséde ainsi un métabolisme mitochondrial important
qui implique des systémes enzymatiques redox de maniere continue. De plus, des acides biliaires
hydrophobes (acides désoxycholiques, acides taurocholiques) dont le foie assure la production et
I’acheminement sont capables d’induire indirectement la génération d’especes de I'oxygene en
perturbant le fonctionnement des mitochondries. Le dysfonctionnement mitochondrial est due a
une diminution de lactivité des complexes I et III de la chaine respiratoire mitochondriale
(Krahenbubl et al. 1994) et a une augmentation de la perméabilité mitochondriale aux protons
(Sokol et al. 2005). Ainsi la production d’especes réactives de Poxygene est plus élevée dans le foie

en comparaison a la plupart des autres organes (Roma et al. 2008).

Antioxidants
Fatty w-hydroxylated ~ (e.9. GSH)
acids fatty acids

m
NAD F’H\\_“_F//, NADP"

Oxidant stress

Alcohol Acelaldehyde Lipid peroxidation,
mitochondrial dysfunction,
NAD" NADH DMNA damage

%o,

Acelate
/E/
e
%,

Figure 4 : Dégradation de ['alcool et des acides gras par l'un des mentbres de la famille des cytochromes P450,
CYP2ET (Leung et al. 2013).
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1-3-Détoxification cellulaire des espéces réactives de ’oxygene

En condition physiologique, les espéces réactives de 'oxygeéne sont rapidement prises en charge
par les systemes antioxydants afin d’éviter des dommages cellulaires et afin de maintenir
I’homéostasie redox intracellulaire. La détoxification des espéces réactives de l'oxygene peut

s’effectuer a I’aide des molécules non-enzymatiques et des enzymes anti-oxydantes.

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métallo-enzymes qui catalysent la dismutation des
O, en H,0, et en O,. Les SOD se distinguent par le co-facteur métallique qu’elles utilisent, le
cuivre (Cu®"), le zinc (Zn*"), le manganése (Mn”") ou le fer (Fe*"), et par leur distribution cellulaire
ou tissulaire. Les SOD1 (Cu,Zn-SOD) sont localisées dans les compartiments cytosoliques, et
sont responsables de 90% de lactivité totale des SOD. Les SOD2 (Mn-SOD) se trouvent au
niveau des mitochondries et les SOD3 (Cu,Zn-SOD) sont présentes dans le milieu extracellulaire
et dans les espaces interstitiels. Elles forment ainsi la premiere et la plus importante défense anti-
oxydante enzymatique contre les especes réactives de loxygene (Zelko et al. 2002). La
décomposition de H,O, en H,O est ensuite assurée par la catalase, le systeme
peroxyrédoxine/thiorédoxine et le systeme glutathion.

La catalase est exprimée dans toutes les cellules et est particulicrement concentrée dans le foie.
Au niveau subcellulaire, la catalase est localisée principalement dans les peroxysomes (Litwin et al.
1987).

Les peroxyrédoxines sont des thiorédoxine peroxydases qui catalysent la réduction de H,O, mais
aussi d’autres hydro-peroxydes organiques et du peroxynitrite. Les peroxyrédoxines constituent
une famille de six membres (Prx 1-6). Elles sont présentes dans le cytosol, dans la mitochondrie,
dans le réticulum endoplasmique et dans l'espace extracellulaire. La réduction de H,O, par les
peroxyrédoxine est majeure puisqu’elles prennent en charge 90% de I'H,O, généré par les
mitochondries (Cox et al. 2070). Ceci explique son expression ubiquitaire et son abondance dans
les cellules (Rhee et al. 2007). La thiorédoxine comme la peroxyrédoxine est ubiquitaire. Elle
permet de réduire les ponts disulfures des protéines et est elle-méme oxydée au cours de cette
réaction d'oxydo-réduction. La thiorédoxine oxydée est réduite par la thiorédoxine réductase qui
utilise le NADPH,H" comme donneur d’électron (Nishiyama et al. 2001).

Le glutathion (GSH) est un puissant antioxydant. Il protége les cellules du stress oxydatif en
interagissant directement avec les espéces réactives de l'oxygene. Le glutathion catalyse la
décomposition de H,0O, en H,O et permet la réduction des ponts disulfures des protéines

cytoplasmiques et des hydro-peroxydes d’origine lipidique. Le glutathion est également un
ytop q Y p Y g piaiq g g
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chélateur des ions cuivreux ce qui limite les réactions de type Fenton (Hanna et al. 1992). Ces
réactions sont possibles a I'aide des enzymes qui utilisent le glutathion comme co-facteur, les
glutathion peroxydases (GPx), les glutarédoxines (Grx) et les glutathion-S-transférases (GST). 1l
existe huit isoformes de GPx (1-8) identifiées chez ’homme, qui se différencient de par leur
distribution cellulaire et leur spécificité de substrats. GPx1 est I'isoforme majoritaire, distribuée
dans plusieurs compartiments cellulaires, y compris les mitochondries. Dans le foie, GPx1
représente environ un tiers de Dactivité totale des GPx (Chance et al. 1979). Les GST sont
impliquées dans la détoxification des électrophiles générés lors du métabolisme des composés
endogenes et des xénobiotiques par leur conjugaison au GSH. Celles-ci sont divisées en trois
familles selon leur localisation cellulaire cytosolique, mitochondriale ou microsomale (Hayes ef al.
2005).

Lors du stress oxydatif, les protéines peuvent subir la glutathionylation qui correspond a la
formation de ponts disulfures entre le GSH et les protéines. Les glutarédoxines (Grx), famille
d’oxydoréductases, permettent de réduire I’hyper-glutathionylation des protéines. Chez ’homme,
la famille Grx comprend trois membres : Grx1 présent dans le cytosol et le noyau, Grx2 et Grx5
présents dans les mitochondries. Leur role de protection semble essentiel dans plusieurs systémes
tels que I'épithélium des voies aériennes, les systemes cardiovasculaire et nerveux ou dans le
systeme reproducteur. Durant les réactions catalysées par ces enzymes, le glutathion est oxydé en
disulfure de glutathion (GSSG). Les Grx permettent le recyclage de GSSG en GSH en présence
du NADPH,H", ce qui maintient un niveau de GSH élevé dans la cellule (Ii//ig et al. 2008) (Figure
5).

Les molécules anti-oxydantes non-enzymatiques comprennent des molécules de petits poids
moléculaires intracellulaires comme la cystéine, la vitamine C (acide ascorbique), et la vitamine E
(o-tocophérol). Leur régénération se fait a I'aide de l'oxydation du glutathion par les GPx

(Masella et al. 2005).
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Figure 5 : Elimination du H,0, par les engymes anti-oxydantes (Oliveira-Margues et al. 2009).

2- LE STRESS OXYDATIF DANS LES CANCERS DU FOIE

L’homéostasie redox intracellulaire est finement régulée par les systemes antioxydants en

adéquation avec les activités métaboliques cellulaires. Tout changement dans ces systemes

antioxydants et/ou métaboliques par des agents externes et/ou par l'inflammation chronique

pourrait perturber I’équilibre redox et provoquer un stress oxydatif par exces des especes

réactives de 'oxygene. Cet exces peut avoir des conséquences néfastes telles que la mutagenése
yg q q g

qui peut conduire a la transformation de cellules normales en cellules tumorales. Les especes

réactives de oxygene contribueraient a la prolifération des cellules tumorales et a 1’acquisition
yg p q

d’un phénotype plus invasif et agressif viz 'activation des voies de signalisation et de transcription

de genes. Le stress oxydatif participe ainsi a tous les stades de la carcinogénese, de I’initiation 2a la

g Y g >

progression tumorale. Grace a la technique de résonnance paramagnétique électronique,

Vagimigli et ses collaborateurs ont mesuré la concentration des especes réactives de 'oxygene

dans des biopsies de foie sain et de foie de patients. Le foie sain contient significativement moins

p g
d’espéces réactives de 'oxygene que le foie infecté par les virus de I’hépatite B ou C ainsi que
d’autres altérations hépatiques (hépatites auto-immunes, cirrhose biliaire primitive et cholangite
q > p g

sclérosante primitive) (I algimigli et al. 2000). Tandis que le stress oxydatif est significativement
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augmenté dans le foie de carcinome hépatocellulaire que le foie des autres étiologies telles que la

NASH et 'hépatite C (Chuma et al. 2008, Tanaka et al. 2013).

2-1-Effets mutagenes des especes réactives de Poxygéene

Les especes réactives de I'oxygene, fortes de leur potentiel oxydant, peuvent altérer tous les
composants cellulaires : protéines, lipides et nucléotides. Un nombre élevé de lésions de TADN
peuvent entrainer des modifications permanentes du patrimoine génétique. Les especes réactives
de Poxygene oxydent les bases créant des sites abasiques, des cassures simples ou doubles brins
de PADN, des pontages ADN-protéines ou ADN-ADN et des adduits intra-caténaires
(Devasagayam: et al. 1991, Ward 1994, Krokan et al. 1997, Cooke et al. 2003).

Le radical hydroxyle est considéré comme la principale espéce réactive de I'oxygene qui interagit
avec les bases de 'ADN, le désoxyribose et les nucléotides libres (Iu et al. 2001). Le radical
hydroxyle est tres réactif mais a une demi-vie courte. Sa diffusion dans la cellule est ainsi limitée,
toutefois le radical hydroxyle réagit rapidement avec les composants cellulaires a proximité
immédiate. H,O,, précurseur du radical hydroxyle, diffuse plus facilement et par conséquent, est
plus susceptible d'étre impliqué dans la formation des bases oxydées. Le peroxynitrite qui peut
également diffuser entre les cellules, modifie les bases de 'ADN au cours de l'inflaimmation
(Marnett 2000).

Le nombre de Iésions de PADN dues a Poxydation serait comprises entre 0,1 et 100 lésions par
méga-paires de bases (Mpb) dans les cellules et les tissus (Nakamura et al. 1999, De Bont et al.
2004). Parmi les lésions oxydatives, la lésion 8-oxo-dG (8-oxo-2’-désoxyguanosine) est la plus
commune. La fréquence des Iésions 8-oxo-dG est estimée a un nombre de 5 par Mpb. Cette
modification est ainsi utilisée comme un marqueur de 1ésions de P’ADN induites par le stress
oxydatif (Poulsen 2005). 8-oxo-dG provoque le mésappariement avec lalanine lors de la
réplication (Cheng et al. 1992). De plus, la forme oxydée des dGTP libres, le 8-oxo-dGTP, lors de
la synthése d’ADN, peut s’apparier avec une cytosine ou une adénine provoquant des
transversions A : Ten C: Get G: Cen T : A (Sekzguchi et al. 2002).

Plus le stress oxydatif est important, plus la fréquence des dommages a PADN est élevée.
Lorsque deux ou plusieurs Iésions oxydatives de PADN se retrouvent a I'intervalle de 10 paires de
bases 'une de l'autre, ces Iésions constituent un cluster appelé « OCDL » (Oxidative Clustered
DNA Lesion). Contrairement aux lésions simples de PADN qui sont réparées efficacement, la
réparation de ces clusters est plus difficile (Nowsheen et al. 2009). Ces clusters constituent ainsi une

source majeure de mutations au cours de la tumorigenese (Radford et al. 2008).
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Si la réponse aux dommages a ’ADN n’aboutit pas a une réparation compléete des 1ésions de
’ADN lorsque ces lésions sont trop séveres, les cellules subissent un arrét du cycle cellulaire
permanent (la sénescence) ou la mort cellulaire (apoptose/nécrose) (De Zio et al. 2013).
Cependant, certaines lésions peuvent conduire a I'activation d’oncogeénes et/ou a la mutation de
genes suppresseurs de tumeurs conférant aux cellules endommagées une résistance a 'apoptose
et une immortalité. Les mutations du suppresseur de tumeur p53 et de 'oncogene Ras ont été
associées aux lésions oxydatives de PADN dans la carcinogenese hépatique (Shen et al. 1996) et
dans la carcinogénése de la peau (Nishigori et al. 2004). La résistance a 'apoptose par la mutation
de p53 procure ainsi un avantage sélectif a des cellules dites «initiées ». La mutation de Ras
permet aux cellules d’échapper a la sénescence, ce qui favorise 'acquisition de 'immortalité. De
plus, cette mutation permet également la prolifération nécessaire au développement tumoral
(Sarkisian et al. 2007).

Des preuves expérimentales 7z vivo indiquent ainsi que le stress oxydatif est responsable de la
transformation maligne des cellules hépatiques. En absence de I'enzyme de détoxification SOD1,
des souris SOD7”~ développent spontanément des tumeurs du foie. I.’espérance de vie de ces
souris est nettement réduite, passant de 36 mois a 25 mois en comparaison aux souris sauvages.
Cette réduction est corrélée a une augmentation accrue de l'incidence des tumeurs du foie chez
les souris SOD7”" vers I’age de 20 mois. Quelques mois plutot, diverses lésions hépatiques ont
été observées chez ces souris. Des transversions G: C en T': A et des transitions G: Cen A: T
ont été relevées, signes du stress oxydatif dans le foie (Busuttil et al. 2005). Le niveau de 8-oxo-DG
reste inchangé dans le cerveau des souris SOD17" en comparaison 4 celui des souris sauvages. De
méme, aucune modification du taux de 8-oxo-G et de 8-oxo-dG dans I'urine qui refléte le stress
oxydatif dans 'organisme n’a été relevée. Méme si le taux de 8-oxo-dG est élevé dans le rein des
souris déficientes en SOD1 en comparaison a celui des souris sauvages, il est nettement supérieur
dans le foie des souris déficientes en SOD1 (Siomek et al. 2010). Ces données suggerent que le foie

est particulierement susceptible au stress oxydatif et a la tumorigenése qui en résulte.

2-2-Effets épigénétiques des espéces réactives de ’oxygene

La prolifération des cellules tumorales conduit a une augmentation du métabolisme. Cette
augmentation a pour conséquence une élévation de la production d’espéces réactives de
Poxygene. Ainsi, il a été observé que la teneur d’especes réactives de I'oxygene est plus élevée
dans les cellules tumorales que dans les cellules normales (Toyokuni et al. 1995, Nowsheen et al.

2009). Cette concentration d’espéces réactives de 'oxygene ne peut qu'augmenter les 1ésions
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d’ADN, maintenir l'instabilité génétique et contribuer a la progression tumorale zzz une sélection
des clones les plus résistantes (Loeb 20717). Cette sélection passe par des effets épigénétiques
induits par le stress oxydatif qui déclenche tres précocement une réponse adaptative commune
aux cellules de mammiféres. Il s’agit d’'une augmentation d’expression de génes impliqués dans la
réponse au stress. Beaucoup d’entre eux codent des protéines de défense anti-oxydante, d’autres
des facteurs de survie, de croissance, ou des médiateurs de I'inflammation. Les espéces réactives
de Poxygene participent ainsi de fagon directe ou indirecte a la régulation des voies de
signalisation qui participent a la progression tumorale (Klaunig et al. 2070). Dans les chapitres
suivants (ci-dessous), il sera abordé la principale voie anti-oxydante, Nrf2 et la voie oncogénique

EGFR. Le prochain chapitre sera consacré a la kinase MK2.

2-2-1-La voie anti-oxydante Nrf2

Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid-derived-2-Like 2) est un facteur de transcription de type leucine
zipper ou « fermeture éclair a leucine (bZIP). En condition basale, Nrf2 se lie a la protéine Keap1
(Kelch ECH associating protein 1) qui retient Nrf2 dans le cytoplasme et favorise la dégradation
de Nrf2 par le protéasome (Cullinan et al. 2004). Lors d’un stress oxydatif, 'interaction entre Nrf2
et son répresseur Keapl est rompue, Nrf2 est transloqué dans le noyau (Tong et al. 2006). Dans ce
compartiment, Nrf2 s'hétérodimérise avec des petites protéines Maf (Masculoaponeurotic
fibrosarcoma) qui facilite la liaison de Nrf2 a PADN sur des éléments de réponse anti-oxydante
(ARE, Antioxidant Response Element) (1o} et al. 1997, Nguyen et al. 2003)(Figure 6).

Les genes induits par Nrf2 sont impliqués dans I'homéostasie redox cellulaire. Ceux-ci
comprennent des enzymes de catabolisme des anions superoxyde et peroxydes : SOD, Prx, GPx ;
des molécules impliquées dans la régénération des protéines et cofacteurs oxydés : TrxR1, Srx1 ;
des enzymes nécessaires a la synthése des facteurs de réduction : GCLC (Glutamate-Cysteine
Ligase catalytic) et GCLM (Glutamate-Cysteine Ligase regulatory) pour la synthése du glutathion,
GO6PDH (Glucose-6-Phsophate Dehydrogenase), 6PGD (Phosphogluconate Dehydrogenase) ;
ou encore la protéine de réponse au stress HO-1 (Heme Oxygenase 1) connue aussi sous le nom
de Hsp32 (Heat shock protein 32)... (Gong et al. 2002, Kensler et al. 2007, Reichard et al. 2007).

Bien qu'un faible niveau de Nrf2 ou une perte d'activité Nrf2 augmente la production des
especes réactives de loxygene et les dommages a I'ADN et prédispose les cellules a la
tumorigenese, l'activité élevée de Nrf2 peut également jouer un role dans l'évolution du cancer
(Hayes et al. 2006). La sous-expression de Keapl qui rend Nrf2 constitutivement actif stimule la

croissance des cellules cancéreuses du poumon en condition basale. De méme pour les
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fibroblastes embryonnaires de souris déficientes en Keapl (Obta et al. 2008). Cependant, chez les
souris invalidées pour Keapl, aucune augmentation de l'incidence des cancers n’a été observée.
Cela suggere que Nrf2 ne jouerait pas un role dans linitiation tumorale mais plutét dans la

sélection clonale durant le développement tumoral (Ma et al. 2012).
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Figure 6 : Transcription des génes antioxydants activée par N1f2 en réponse au stress oxydatif (""Carcinogenesis',

livre édité par Kathryn Tonissen, 2013).

2-2-2-1a voie oncogénique EGFR

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), également appelée ErbB-1 ou HERI, est un
membre de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase ErbB/HER. Son domaine C-
terminale cytosolique possede un domaine kinase et de multiples sites de phosphorylation. EGFR
lie différents ligands dont EGF (Epidermal Growth Factor) et TGF-a (Transforming Growth
Factor-a) qui sont ses deux ligands majeurs, et également 'amphiréguline, Iépiréguline, la f3-
celluline, I’épigene, la neuréguline-2 et HB-EGF (Heparin Binding-EGF-like growth factor). La
fixation des ligands sur le récepteur permet la dimérisation des récepteurs de TEGEFR entre eux
ou avec d’autres membres de sa famille. Ce phénomeéne conduit a Iactivation du domaine
tyrosine kinase d’EGFR qui en s’autophosphorylant crée des points d’ancrage pour des

complexes protéiques. Ces protéines prennent le relais et permettent la transduction du signal

(Schlessinger 2002).
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A Tinverse de I'activation dépendante du ligand, plusieurs études ont démontré que les espéces
réactives de loxygene, en particulier H,O, sont capables d’activer le récepteur EGFR.
L’activation d’EGFR par les rayons ultra-violets dans les fibroblastes NIH 3T3 et dans les cellules
mammaires HC11 murins est abrogée en présence de 'antioxydant suramine (Hwuang et al. 1996).
De méme, la surexpression de la catalase, qui réduit H,O, en eau, dans les kératinocytes humains
inhibe fortement l'activation d’EGFR induite par les rayons ultra-violets (Peus et al. 1999). Ces
résultats suggerent que les rayons ultra-violets activent EGFR par Iintermédiaire de H,O, qui
jouerait alors un réle de second messager. Un récepteur activé par son ligand peut transactiver un
autre récepteur via la génération de H,O,. L’activation du récepteur EGFR est possible par ce
mécanisme (DeYulia et al. 2005). Le récepteur EGFR est ainsi transactivé par la fixation de
I'angiotensine II sur son récepteur AT1 (Mifune et al. 2005).

Par ailleurs, Goldkorn et ses collegues ont observé que H,O, induit la phosphorylation 'EGFR
de manicre dose-dépendante dans les cellules cancéreuses du poumon A549. Cette
phosphorylation se fait préférentiellement sur les résidus tyrosines et faiblement sur les sérines et
sur les thréonines ’EGFR (Gamon et al. 1995, Goldkorn et al. 1998). 11 a été proposé que
P'activation des récepteurs a activité tyrosine kinase par les ROS serait due a la désactivation des
PTPs (Phosphotyrosine Phosphatase) via 'oxydation des résidus cystéine situés dans leur poche
catalytique (Knebel et al. 1996). Tandis que Miyazaki et ses collegues ont démontré que le stress
oxydatif augmente le niveau des ARNm de HB-EGF et d’amphiréguline dans les cellules
épithéliales gastriques de rat RGM1. Cette augmentation ne dépend pas de I'activité de la PKC
(Protein Kinase C) puisque sa déplétion ne modifie pas le niveau des ARNm de HB-EGF et
d’amphiréguline (Mzyazaki et al. 1996). Une autre étude rapporte que Iactivation d’EGEFR par le
stress oxydatif est possible via I'activation de plusieurs métalloprotéases ADAM 9, 10 et 17. Ces
dernieres clivent pro-HB-EGF en HB-EGF a la surface membranaire. HB-EGF libéré peut alors
se lier a son récepteur EGFR et lactiver (Fischer et al. 2004).

En condition basale, l'activation dI’EGFR par les ligands entraine I'internalisation et la
dégradation du récepteur et permet une prolifération modérée. Le stress oxydatif induit par H,0O,
favorise une activation et une phosphorylation aberrante I’EGFR aussi bien a la surface cellulaire
quau niveau péri-nucléaire (De Wit et al. 2001, Khan et al. 2006, Filosto et al. 2011). La
transformation des cellules épithéliales hépatiques non-néo-plasiques de rat T51B par H,O, se
fait via lactivation ’EGFR (Huang et al. 2007). En stimulant EGFR en absence de ses ligands,
H,O, induit des réponses cellulaires régulées par EGFR : survie cellulaire, prolifération,
angiogenese, migration et invasion. Ces réponses sont impliquées dans la progression tumorale

(Figure 7).
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Figure 7 : Implication ’EGER dans la progression tumorale (Gazdar 2009).

Une des plus grandes familles des voies de signalisation activée par les especes réactives de
Poxygene est celle des MAPKSs (Runchel et al. 2071). Parmi les voies de signalisation MAPKSs, la

voie de MK2 est souvent associée au stress oxydatif et a I'inflammation. Les fonctions de MK2

seront détaillées dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE II :
IMPLICATION DE MK2 DANS LA REPONSE AU STRESS

OXYDATIF

Les MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinase) appartiennent a la superfamille des Ser/Thr
Kinases. Elles sont activées par des enzymes en amont — les activateurs, les MAPKKKs (MAPK
Kinase Kinase), les MAPKKs (MAPK Kinase) et les MAPKSs — en réponse a différents stimuli
externes.

Les MAPKSs se répartissent en trois groupes majeurs : ERKs (Extracellular signal-Regulated
Kinase), JNKs (c-Jun N-terminal kinase) et les MAPKs p38. Les voies JNKs et MAPKs p38 sont
plus souvent associées a la signalisation des stimuli de stress. A leur tour, elles phosphorylent des
protéines cibles qui assurent ainsi la transduction du signal en diverses réponses cellulaires : le
métabolisme, I'expression génique, la mitose, la différenciation, la mobilité, la survie et 'apoptose
(Cargnello et al. 2011) (Figure 8). Les cibles des MAPKSs peuvent étre également des kinases que
I'on nomme des MAPKAPK (MAPK-Activated Protein Kinase) (Gaeste/ 2008).

~ Proliferation
Proliferation Differentiation
Differentiation Metabolism Differentiation

Figure 8 : Cascade de signalisation implignant des NLAPKs en réponse a divers stimuli (adapté

d'abcamBiochemicals).
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1-GENERALITE SUR MK2

1-1-Découverte de la kinase MK2

MAPKAPK2 (MAPK-Acitvated Protein Kinase 2) ou MK2 fait partie de la sous-famille des
CAMKs (Calcium/Calmodulin-dependent protein Kinase) de par leur homologie dans le
domaine Kinase (Enge/ et al. 1993) (Figure 9).

MAPKAPKs RSK1-4

MK2 MK3  MK5

CAMK group
human kinome

Figure 9 : Famille des CAMKS chez I'homme (adapté de (Gaestel 2006)).

Initialement identifiée 7z vitro comme une cible de la kinase ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase 1/2), MK2 est capable de phosphoryler la protéine chaperonne Hsp27 (Heat
shock protein 27), que l'on appelle également HSPB1 chez 'homme, ou Hsp25 pour son
homologue murin (S7koe et al. 1992). Cependant, des travaux menés par deux équipes différentes
ont démontré que MK2 était activée en présence de I'arsénite, d’'un choc de température, d’'un
stress osmotique ou par 'IL-1 (Intetleukine-1) et non en réponse aux agonistes ’ERK1/2 —
NGF (Nerve Growth Factor) ou EGF (Epidermal Growth Factor). Une nouvelle protéine a ainsi
été identifiée, RK (Reactivating Kinase) (Rowse et al. 1994) ou p40 (Freshney et al. 1994), plus
connue aujourd’hui sous le nom de MAPK p38 (Han et al. 1994) comme étant un activateur

spécifique de MK2.

1-2-Expression génique et protéique de MK2 au niveau tissulaire

Le gene codant MK2, MAPKAKP2, est situé au niveau du 1% chromosome, locus 1932 chez

I’homme et compte 11 exons. La synthése des ARNm de MK2 peut étre induite dans les
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ostéoblastes traités par TOGP-(10-14) (un agent mitogénique des cellules osseuses) vz 'activation
de la kinase Erk1/2 (Miguel et al. 2005). Tandis que la dégradation des ARNm de MK2 s’effectue
via la liaison de miR-483-3p sur deux sites dans leur partie non-traduite 3> UTR (Untranslated
Region) (Bertero et al. 2011).

11 existe deux transcrits de MAPKAKPZ, variant 1 (NCBI Reference Sequences: NM_004759.4)
et variant 2 (NM_032960.3). Ces deux transcrits résulteraient de I’épissage alternatif du dernier
exon en extrémité 5 du pré-ARNm de MAPKAKP2. I’expression des ARNm des variants de
MAPKAKPZ2 est ubiquitaire. On notera une forte expression des deux transcrits dans le tissu
cardiaque et le muscle. A linverse, ils sont a peine détectables dans le placenta et faiblement
exprimés dans le foie et les poumons. Les deux transcrits de MAPKAKP2 sont en quantité
équivalente, excepté dans le cerveau ou le variant 1 est prédominant et dans le pancréas ou le
variant 2 est plus abondant (Zx et al. 1997). Les variants 1 et 2 sont ainsi traduits en protéines,
respectivement en lisoforme 1 ou MK2b (NP_004750.1) et en lisoforme 2 ou MK2a
(NP_116584.2).

Chez la souris, le gene Mapkapk? est localisé également sur le 1% chromosome en position 1 E4;
1, et compte 10 exons. Contrairement a ’homme, un seul transcrit de 3,5 kilobases a été identifié.
La quantification de ce transcrit par northern blot indique qu’il est plus fortement exprimé dans
le cceur et dans le muscle comme chez 'homme. Dans les poumons, le taux du transcrit de
Mapkapk?2 est élevé a linverse de ses homologues humains alors que son niveau dans le foie
murin reste faible comme chez ’homme (Engel et al. 1993).

Les deux isoformes de MK2 sont observées chez la plupart des espéces et dans différents types
cellulaires. L’existence de ces deux isoformes a été également mise en évidence chez la souris et
serait due a des modifications post-transcriptionnelles (Chevalier et al. 2000). Cependant, des

¢tudes complémentaires sont nécessaires pour élucider les mécanismes sous-jacents.

1-3-Structure et localisation subcellulaire de MK2

La protéine MK2 existe sous deux isoformes MK2a et MK2b qui se distinguent par leur région
C-terminale. MK2a posséde une séquence protéique de 400 acides aminés alors que MK2b n’est
composée que de 370 acides aminés (Figure 10).

L’extrémité N-terminale est identique pour les deux isoformes de MK2 et n’est présente que chez
les vertébrés (Gaestel 2006). Cette extrémité composée de 35 acides aminés est une région riche en

proline capable d’interagir 7z vitro avec des domaines SH3 (Src homology 3) de c-Abl (Enge/ et al.
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1993, Stokoe et al. 1993, Plath et al. 1994, Zu et al. 1994). Elle est requise pour l'activation 7 vivo de
MK2 par la MAPK p38 (Ben-Levy et al. 1995).

La région riche en proline est suivie du domaine catalytique central de la kinase et I'extrémité C-
terminale de MK2 qui sont tous deux conservés au cours de 'évolution (Gaestel 2006).

MK2a possede plusieurs domaines a sa région C-terminale. La région C-terminale de MK2a est
composée ainsi d’'une séquence de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Sequence) —
Lys-Lys-Xaal0-Lys-Arg-Arg-Lys-Lys — qui la situe dans le noyau (S#koe et al. 1993). A T'intérieur
de cette séquence, un domaine « Docking » (ou site D ou domaine 8 ou domaine DEJL) — Leu-
Leu-Lys-Arg-Arg-Lys-Lys — permet la liaison de MK2 avec les isoformes a et 3 de la MAPK p38
et non avec les isoformes & et y (Swith et al. 2000, Meng et al. 2002). La région NLS/domaine
Docking est précédée d’une séquence d’export nucléaire NES (Nuclear Export Signal) — Met-
Thr-Ser-Ala-Leu-Ala-Thr-Met-Arg-Val — permettant 'export de MK2o du noyau vers le
cytoplasme. Dans les cellules quiescentes, la séquence NES de MK2a est masquée par une boucle
auto-inhibitrice formée par un motif Hélice oo amphiphile, empéchant ainsi I'export nucléaire de
MK2a. MK2a reste alors majoritairement dans le noyau (Enge/ et al. 1995). La phosphorylation sur
la thréonine 334 de MK2a par la kinase p38 démasque la séquence NES de MK2a, ce qui permet
ainsi 'export de MK2a du noyau vers le cytoplasme (Ben-Levy et al. 1998, Engel et al. 1998) (Figure
11a).

Contrairement 2 MK2a, MK2b ne possede pas de séquence NES ni de domaine NLS/D dans sa
région C-terminale. Par conséquence, MK2b ne peut interagir avec p38 et resterait
majoritairement dans le cytoplasme (Zu et al. 1994). Malgré une région C-terminale plus courte,
Pactivité de MK2b est également régulée par une boucle auto-inhibitrice comme décrit ci-dessus
(Zu et al. 1995) (Figure 11b).

MK2a et MK2b phosphorylent de maniere similaire Hsp27 (Chevalier et al. 2000), les différences

fonctionnelles entre ces deux isoformes n’ont pas été abordées a ce jour.

1 T2|22 82|72 T334 400
MK2a Proline Catalytic domain ! aHelix\ NES |—| NLS |—
1 T2|22 82|72 T334 370
MK2b Proline Catalytic domain ! Al domain |—

Figure 10 : Structure des isoformes MK2a et MK2b.
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1-4-Mécanismes d’activation et d’inhibition de MK2

Bien qu'ERK1/2 soit capable de phosphoryler MK2 7 vitro sur plusieurs sites (Stokoe et al. 1992),
aucune étude ne montre que cette phosphorylation est possible 7 vivo. Contrairement a ERK1/2,
p38 est capable de phosphoryler et ainsi d’activer les deux isoformes de MK2 7 vitro et in vivo
(Freshney et al. 1994, Ben-Levy et al. 1995).

11 existe trois sites de phosphorylation de MK2 par p38 : la thréonine 222 et la sérine 272 situées
a lintérieur du domaine catalytique de MK2 tandis que la thréonine 334 est-elle située a
Pextrémité C-terminale de MK2. Cette derniere est activée lorsqu’elle est phosphorylée par p38
sur au moins deux de ses trois sites de phosphorylation (Ben-Levy et al. 1995) (Figure 10).

La phosphorylation de la thréonine 334 est particulicrement importante. Celle-ci permet a MK2a
de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Meng et al. 2002). Zu et ses collegues ont
observé que lactivité kinase de MK2 est diminuée de 30% lorsque la séquence d’acides aminés
327-338 de MK2b qui contient la thréonine 334 est manquante (Zu et al. 1995).

Par ailleurs, la région C-terminale de MK2 joue un role primordial dans la régulation de lactivité
de MK2. En condition normale, cette région forme une boucle auto-inhibitrice empéchant
Pactivité kinase de MK2. Au contraire, cette activité est remarquablement augmentée lorsque la
région C-terminale de MK2 est déplétée. L’activité catalytique de MK2 semble ainsi dépendante
de la fermeture/ouverture de la boucle auto-inhibitrice (Ben-Levy et al. 1995). Des études
cristallographiques et des analyses par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert)
révelent que P'ouverture de la boucle auto-inhibitrice de MK2 est régulée par la phosphorylation
sur la thréonine 334 de MK2. Ces résultats suggerent que la thréonine 334 joue un réle critique a
la fois dans la régulation de la localisation et de Iactivité de MK2 (Nezninger et al. 2001) (Figure
11).
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Figure 11 : Régulation de l'activation de MK2 par la boncle auto-inhibitrice. Le changement conformationnel

induit par la phosphorylation sur la thréonine 334 de MK2 par p38 permet la libération de la boucle anto-
inbibitrice du domaine catalytique, rendant ainsi MK2 active (a et b) (adapté de (Zn et al. 1995, Engel et al.
1998)).

L’inactivation de MK2 est régulée par la phosphatase PP2A (Protein Phosphatase 2A) (Swokoe et
al. 1992, Freshney et al. 1994). Outre I'inactivation par déphosphorylation, Pactivité de MK2 peut
étre limitée par la SUMOylation. La SUMOyation est une modification post-traductionnelle qui
ajoute de petites protéines appelées SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) semblables a
I'ubiquitine sur les résidus lysines des protéines. Il s’agit d'un mécanisme réversible qui affecte les
protéines cibles dans plusieurs processus tels que leur localisation subcellulaire, leur dégradation,
leur liaison a leurs partenaires ou a TADN. Chang et ses collegues ont démontré que MK2 est
SUMOylée sur la lysine 339 dans les cellules humaines endothéliales aortiques et artérielles
pulmonaires ainsi que dans les cellules HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cell)
traitées au TNF-o. La mutation de cette lysine en arginine rend impossible la SUMOylation de
MK2. Par conséquent, cette mutation accroit lactivit¢é de MK2, ce qui se traduit par une

augmentation de la phosphorylation de Hsp27 in vitro (Chang et al. 2011).
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Quant a linhibition de I'expression de MK2, une étude révele qu’elle peut étre régulée par le
micro-ARN miR-483-3p. En effet, la partie 3> UTR (Unstranslated Region) des ARNm de MK2
comportent deux sites cibles du miR-483-3p. Lorsque différentes lignées de kératinocytes NHEK,
HaCat et MK sont transfectées avec des plasmides codant le pré-miR-483-3p, I'expression
protéique de MK2 est fortement inhibée. A 'inverse, I'expression de MK2 est maintenue dans les
cellules COS-7 lorsqu’elles sont transfectées avec des plasmides codant MK2 muté dans la région

3’ UTR. miR-483-3p est ainsi capable d’inhiber 'expression de MK2 (Berzero et al. 2071).

2-SUBSTRATS ET FONCTIONS BIOLOGIQUES DE MK2

Les fonctions biologiques de MK2 incluent la production de cytokines, le remodelage du
cytosquelette, le controle du cycle cellulaire et Pexpression génique. Ces fonctions sont relayées
par les substrats que MK2 phosphoryle. Ces substrats sont divers et comprennent des enzymes
(Sutherland et al. 1993, Thomas et al. 1997, Werz et al. 2000), des protéines impliquées dans la
régulation du cytosquelette (Cheng et al. 1998, Kato et al. 1998), des protéines qui lient les ARNm
(Roussean et al. 2002, Bollig et al. 2003, Chrestensen et al. 2004, Stoecklin et al. 2004), des facteurs de
transcriptions (Heidenreich et al. 1999, Neufeld et al. 2000, Janknecht 2001) et des régulateurs du cycle
cellulaire et de 'apoptose (Ueda et al. 2004, Manke et al. 2005, Weber et al. 2005).

La glycogene synthase (GS) est le ler substrat de MK2 identifié. MK2 est capable de la
phosphoryler GS n vitro sur la sérine 7 (Stokoe et al. 1992). Tres rapidement, Hsp27 a été identifiée
comme un autre substrat de MK2. En effet, Hsp27 posséde des sites de phosphorylation dont la
séquence (Lys-Ser-Arg-Gln-Lys-Ser-Ser-Gly) est similaire a celle qui entoure la sérine 7 de la GS
(Stokoe et al. 1992). La phosphorylation de Hsp27 par MK2 et la fonctionnalité de cette
phosphorylation feront 'objet d’un chapitre a part ci-apres.

Plusieurs études montrent ainsi que MK2 phosphoryle efficacement les peptides ayant pour
séquence (Leu/Phe/Ile)-Xaa-Arg-(Gln/Ser/Thr)-Leu-pSer/pThr-Hyd ou Hyd est un résidu
hydrophobe (Stokoe et al. 1993, Clifton et al. 1996, Manke et al. 2005, Gaestel 2006). La recherche des
cibles de MK2 n’a alors pas cessé depuis son identification. Toutefois, la relevance physiologique
de ces substrats ainsi que le réle méme de MK2 restent a déterminer z vivo.

Une des fonctions majeures et trés largement étudiée de MK2 est la régulation de la migration

cellulaire.
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2-1-Réle de MK2 dans Porganisation du cytosquelette et dans la migration cellulaire

La dynamique et lorganisation du cytosquelette cellulaire dépendent des processus de
phosphorylation et de déphosphorylation des composantes des filaments intermédiaires, des
microtubules et des microfilaments d’actine. Plusieurs études ont ainsi montré I'implication de
MK2 dans la réorganisation du cytosquelette et dans la migration cellulaire.

MK2 est capable de phosphoryler 7z vitro la vimentine (Ser38, 50, 55 et 82), une protéine majeure
des filaments intermédiaires de type III exprimée dans les cellules endothéliales et
mésenchymateuses. Cependant, cette phosphorylation n’a pas d’impact sur I'assemblage de la
vimentine (Cheng et al. 2003). Alors que la phosphorylation de la vimentine par d’autres kinases
telles que PKA (Protein Kinase A), Rho-kinase, CDK-1 (Cyclin-Dependent Kinase 1) et PAK-1
(p21-Activated Kinase 1) affecte 'organisation de la vimentine (Hyder et al. 2008). La relation

entre MK2 et la vimentine n’a toujours pas été élucidée a ce jour.

Le remodelage du cytosquelette d’actine est impliqué dans plusieurs processus physiologiques et
pathologiques dont I'angiogenese. Un des facteurs responsables de I'angiogencse est le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). Ce dernier induit la formation des fibres de stress, la
migration des cellules endothéliales et leur formation en tubes vasculaires qui sont des
mécanismes de l'angiogencse. Plusieurs études ont montré que MK2 est phosphorylée en
présence de VEGF dans les cellules endothéliales. MK2 semble ainsi réguler I'angiogencse a
travers une de ces cibles, LIMK1 (LIM Kinase 1) (Zhang et al. 2003, Kobayashi et al. 2006, |agielska
et al. 2012).

La cofiline est une protéine qui déstabilise les filaments d’actine. Elle permet la dépolymérisation
de ces filaments en s’y fixant. L’activité de la cofiline est régulée par phosphorylation. La kinase
LIMK1 phosphoryle la cofiline et I'inactive. La cofiline phosphorylée par LIMKI1 se dissocie des
filaments d’actine et se lie a la protéine adaptatrice 14-3-3. Les filaments d’actine sont alors
stabilisés et se polymérisent. I a été montré que le régulateur négatif de la cofiline, LIMKI1, est
phosphorylée sur la sérine 323 et activée par MK2 dans les cellules endothéliales soumises au
VEGF-A. La suppression de cette phosphorylation par le remplacement d’un mutant non-
phosphorylable sur la sérine 323 de LIMKI inhibe la formation des fibres de stress et la
migration des cellules endothéliales, tout comme la suppression de MK2 par les ARN
interférents. La phosphorylation de LIMK1 par MK2 est ainsi essentielle a la formation des fibres
de stress et des tubes vasculaires, ainsi que la migration des cellules endothéliales (Kobayashi et al.

2006) (Figute 12).
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Figure 12 : Régulation de la polymérisation dactine par MK2 (adapté de (Gaestel 2006)).

Plusieurs autres substrats de MK2 sont des protéines interagissant avec le cytosquelette d’actine.
De nombreuses études ont été menées dans les cellules immunitaires. La protéine LSP-1
(Leukocyte-Specific Protein 1) est une protéine du cytosquelette d’actine, exprimée
spécifiquement par les cellules myéloides. LSP-1 est une cible majeure de MK2 dans les
neutrophiles. MK2 phosphoryle LSP-1 sur les sérines 204 et 252 présentes dans le domaine de
liaison aux filaments d’actine (Huang et al. 1997). Dans les neutrophiles murins, la phosphorylation
de LSP-1 par MK2 en réponse a un gradient de fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) permet de
localiser LSP-1 dans les lamellipodes qui sont des structures enrichies en filaments d’actine (W et
al. 2007). De maniere intéressante, les neutrophiles provenant des souris déficientes en MK2
montrent une perte partielle de directionnalité alors que la migration des cellules est plus rapide
dans les chambres de Zigmond contenant un gradient de tMLP (Hannigan et al. 20017). Plus
récemment, Kahle et ses collégues ont confirmé I'importance de la phosphorylation de LSP-1 par
MK2 dans la migration des neutrophiles (Kable et al. 2013). Ces études suggerent que MK2 permet
de stabiliser la polarisation des filaments d’actine durant le chimiotactisme des neutrophiles via la
phosphorylation de LSP-1.

Une autre cible de MK2, ARPC5 (Actin-Related Protein 2/3 Complexe subunit 5) aussi appelée
p16-Atrc, appartient au complexe protéique Arp2/3 (Actin-related protein 2/3). Ce complexe est
impliqué a la fois dans le chimiotactisme des neutrophiles et dans la phagocytose (Mullins et al.
1998, Weiner et al. 1999, May et al. 2000). Arp2/3 est un nucléateur qui permet la formation des
noyaux d’actine et ainsi la polymérisation de l'actine (Ma et al. 1998). 11 existe deux isoformes

d’ARPC5, A et B. De maniere intéressante, seule I'isoforme A est phosphorylée par MK2 (87ngh et
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al. 2003). MK2 pourrait ainsi réguler la polarisation des neutrophiles via la phosphorylation
d’ARPC5 A et de LSP-1.

Contrairement a Arp2/3, CapZ (Capping protein Z) constitue une coiffe a I'extrémité plus des
filaments d’actine et empéche ainsi son élongation (Cogper et al. 2000). CapZIP (CapZ-Interacting
Protein) a été identifiée comme une cible de MK2. MK2 phosphoryle CapZIP 7 vitro sur deux
sérines 179 et 244. Mais seule la sérine 179 est phosphorylée dans les lymphocytes T Jurkat en
réponse a un stress oxydatif induit par Panisomycine (Eyers et al. 2005). Bien que MK2 ne soit pas
la seule kinase qui phosphoryle CapZIP, la stimulation des cellules Jurkat par I’anisomycine
provoquerait la dissociation de CapZIP de CapZ dans ces cellules suggérant un réle de cette

phosphorylation dans le remodelage des filaments d’actine.

2-2-Role de MK2 dans la production de médiateurs inflammatoires

Non seulement MK2 est essentielle pour le chimiotactisme des cellules immunitaires, elle I'est
tout autant pour la production des médiateurs inflammatoires. En effet, les souris déficientes en
MK2 sutrvivent mieux a linjection péritonéale de LPS (Lipolysacchatide)/galactosamine du fait
d’une réduction des taux sériques de TNF-a et de NO (monoxyde d’azote). Les cellules isolées a

partir de la rate de ces souris sécretent nettement moins de TNF-a et 'TFN-y et a un degré
moindre d’IL-16 et d’IL-6. La sécrétion d’IL-10 anti-inflammatoire se fait plus tardivement
(Kotlyarov et al. 1999). Cependant, les souris déficientes en MK2 présentent une plus forte
susceptibilité aux infections bactériennes. La charge bactérienne est augmentée de facon
significative dans différents organes de ces souris. De plus, la phagocytose par les macrophages
est diminuée (Lebner et al. 2002). Cela suggere que MK2 joue un role majeur dans la réponse
inflammatoire. MK2 peut réguler cette derni¢re par des mécanismes transcriptionnels et post-

transcriptionnels.

2-2-1-Régulation transcriptionnelle des médiateurs inflammatoires par HSF1

HSF1 (Heat Shock Factor 1) est un facteur de transcription qui se fixe aux séquences HSEs (Heat
Shock Element) du promoteur des Hsps (Heat shock protein) en réponse aux chocs thermiques.
De nombreux geénes codant des cytokines et des chimiokines présentent des HSEs dans leur

promoteur capable de fixer HSF1. Cependant, contrairement aux protéines Hsps, HSF1 réprime
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Pexpression des cytokines et des chimiokines. Ainsi, il inhibe I'expression de TNF-o (Tumor

Necrosis Factor-a), et indirectement celle d’IL-6 en induisant 'expression de son régulateur
négatif ATF-3 (Activating Transcription Factor-3) (Takii et al. 2010, Ambade et al. 2012).

En condition normale, HSF1 se lie a Hsp90 qui le séquestre dans le cytoplasme et inhibe ainsi
Pactivité transcriptionnelle de HSF1. MK2 inactive HSF1 en le phosphorylant sur la sérine 121.
En effet, cette phosphorylation entraine une augmentation de I'interaction entre HSF1 et Hsp90
et réduit par conséquent la capacité de HSF1 a se fixer sur le promoteur de Hsp70b. Cependant,
lorsque les cellules cancéreuses du col de I'utérus Hela sont exposées a un choc thermique,
HSF1 se dissocie de Hsp90. HSF1 libérée, migre dans le noyau ou il active le promoteur des
genes de Hsps et réprime ceux des cytokines. Pourtant, MK2 est fortement activée dans ces
mémes conditions (Wang et al. 2000).

Contrairement au choc thermique, le LPS, activateur connu de MK2, induit une forte production
de cytokines pro-inflaimmatoires TNF-o et IL-6 dans le foie des souris. L’inhibition de Hsp90
par  linjection  intrapéritoniale de  17-DMAG  (17-Dimethylamino-ethylamino-17-
demethoxygeldanamycin) chez les souris traitées au LPS réduit significativement la production de
ces cytokines. L’inhibition de Hsp90 permet la libération de HSF1 qui abroge alors I'expression
des cytokines. La répression de 'expression de HSF1 par des ARN interférents réverse l'effet de
I'inhibition de Hsp90 et restore ainsi 'expression des cytokines (Awbade et al. 2012) (Figure 13).
L’activité inhibitrice de HSF1 sur Pexpression des cytokines dépendrait ainsi du stimulus.
D’autres études sont nécessaires pour déterminer la fonction exacte de la phosphorylation de

HSF1 par MK2.

Endotoxin / LPS

Hsp90 inhibition ————]

v
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Figure 13 : Régulation transciptionnelle des médiatenrs inflammatoires par MK2 (Ambade et al. 2012).
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2-2-2-Régulation post-transcriptionnelle des médiateurs inflaimmatoires par les protéines de
liaison aux séquences d’ARNm riches en éléments AU

Laspect le plus connu de la fonction régulatrice de la réponse inflaimmatoire par MK2 est son
implication dans la stabilisation des ARNm des médiateurs inflaimmatoires. Ces derniers
possedent, pour une majorité d’entre eux, des séquences AREs (Adenylate Uridylate-Rich
Elements) dans la région non traduite 3’UTR (3’ Untranslated Region). En se liant a ces
séquences, les ARE-BPs (ARE Binding Protein) stabilisent les ARNm et permettent I'initiation
de la traduction, ou au contraire les entrainent vers la voie de dégradation (Figure 14). Ce
processus permet une régulation fine et rapide de la production des médiateurs inflammatoires en

réponse aux stimuli externes (Tableau 1).

Binding of destabilizing Binding of stabilizing
complex (AUFT) complex (HuUR)

e T

|\\_f\2 ARE-BP

Rapid deadenylation-
dependent decay

n w11 P
T,
Figure 14 : Modéle de stabilisation/ dégradation des ARNm: par les différentes liaisons entre les AREs et les
ARE-BPs. Les facteurs déstabilisants tels gue AUFT, TTP, KSRP ou BREF1/2 entrainent une désadénylation

rapide en réduisant ['affinité de PABP (Poly(A)-Binding Protein) pour la quene poly(A). Inversement, les factenrs
stabilisants tels que HuR ou PAIP2 bloguent la désadénylation (adapté de (Wilnsz et al. 2001)).
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TTP family Hu family AUFI KSRP PAIP2
VEGF Ciais and others (2004); Levy and others (1998) Xin and others Onesto and
Essafi-Benkhadir and (2012) others
others (2007) (2004)
TNF-o  Carballo and others (1997, Ford and others (1999); Lu and others
1998); Lai and others (1999); Nabors and others (2001); (2006)
Johnson and others (2000); Di Marco and others
Mahtani and others (2001); (2001); Chen and others
Phillips and others (2004); (2006); Tiedje and others
Chen and others (2006); (2012)
Hitti and others (2006);
Deleault and others (2008)
GM-CSF Carballo and others (2000); Atasoy and others (1998);  Raineri and
Carrick and others (2004); Raineri and others (2004); others (2004)
King and others (2009) Winzen and others (2007)
TGF-p Bai and others (2012);
Nabors and others (2001)
CXCL1 Datta and others (2008, 2010) Fan and others (2011)
IL-1 Chen and others (2006); Dhamija and
King and others (2009) others (2011)
IL-6 Zhao and others (2011) Hutin and others (2013) Hutin and Dhamija and
others (2013) others (2011)
IL-8 Suswam and others (2008); Dixon and others (2001); Suswam and

Balakathiresan and others
(2009); King and others
(2009); Galbiati and others

Nabors and others (2001);
Balakathiresan and others
(2009); Galbiati and

others (2005);
Winzen and
others (2007)

(2012) others (2012)

Tablean 1 : Les ARE-BPs et leurs cytokines cibles (Griseri et al. 2014).

TTP (Tristetraprolin) est 'une des cibles les plus connues de MK2 et a été largement étudiée dans
la régulation des ARE-ARNm (ARNm contenant des séquences AREs). Une analyse par la
technique d’immunoprécipitation protéine-ARNs (RIP-Chip) a partir de lysat de macrophages
murins RAW264.7 traités par le LPS a révélé que TTP est capable de réguler une centaine
d’ARNm (Stoecklin et al. 2008). TTP se lie directement aux séquences AREs des ARNm, les
déstabilise en recrutant les désadénylases CAF1 (CCR4-Associated Factor 1).

La phosphorylation de TTP par MK2 sur les sérines 52 et 178 réduit la liaison de TTP a CAF1
d’une part (Marchese et al. 2010) et entraine la séquestration de TTP par la protéine adaptatrice 14-
3-3 dans le cytoplasme d’autre part (Chrestensen et al. 2004, Stoecklin et al. 2004, Brook et al. 20006).
Ainsi, Iaffinité de TTP pour les séquences AREs est diminuée, ce qui permet a HuR (Human
antigen R) de s’y fixer et de stabiliser les ARNm cibles (Izedje et al. 2012) (Figure 15). La voie
MK2/TTP a été impliquée ainsi dans la stabilité des ARNm qui s’accompagne d’une
augmentation de la production des médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, 'TL-6, I'IL-

8 et VICAM-1 (Hitti et al. 2006, Zhao et al. 2011, Shi et al. 2012).
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Figure 15 : Modulation de I'activité de TTP par MK2 (Gaestel 2000).

Dans les macrophages, I'activation de MK2 par le LPS contribue au recrutement des neutrophiles
via la stabilisation des ARNm de MIP-2 (Macrophage Inflaimmatory Protein-2). MK2
phosphoryle 7z vitro hnRNP A0 (heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein A0) sur la sérine 84.
Cette phosphorylation de hanRNP A0 par MK2 est retrouvée dans les cellules RAW264 traitées
au LPS et est fortement diminuée dans les macrophages dérivés de la moelle osseuse des souris
déficientes en MK2. Elle augmente ainsi l'affinité de hanRNP A0 pour les ARNm de MIP-2 mais
également pour les ARNm de COX-2 et de TNF-a, ce qui permet de les stabiliser (Roussean et al.
2002).

Semblable a TTP, BRF1 (Butyrate Response Factor 1, une des trois sous-unités du complexe de
facteurs de transcription de PARN polymérase III) s’associe aux AREs et aux enzymes de
dégradation des ARNm. La phosphorylation de BREF1 par MK2 sur les sérines 54, 92 et 203
augmente la stabilité des ARE-ARNm. Cependant, elle n’altére pas la capacité de liaison aux
AREs de BRF1 ni ses interactions avec les désadénylases (Maitra et al. 2008). Le mécanisme par
lequel cette phosphorylation stabilise des ARE-ARNm reste a élucider.

En recherchant les cibles de MK2 capables de réguler les taux des ARNm, Bollig et ses collégues
ont identifié PABP1 (Poly(A)-Binding Protein 1) (Bollig et al. 2003). Cette protéine se lie a la queue
poly(A) des ARNm et recrute elF4G (eukaryotic translation Initiation Factor 4 Gamma), un
facteur d’initiation de traduction des ARNm. Le role de PABP1 dans la régulation post-
transcriptionnelle des ARNm reste a ce jour controversé. PABP1 interagit avec TTP, la stabilise

et augmente la liaison de TTP aux ARNm de TNF-a.. Alors que TTP déstabilise les ARE-ARNm
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en recrutant la désadénylase CAF1, 'interaction PABP1-TTP bloque le recrutement de CAF1 sur
les queues poly(A) des ARE-ARNm, ce qui permet leur stabilisation (Rowltt et al. 2008). Au
contraire, PABP1 pourrait favoriser la désadénylation des ARE-ARNm en se liant a AUF1 (ARE
poly(U)-binding degradation factor 1) nommé également hnRNP D. En effet, son interaction
avec AUF-1 empéche sa liaison avec elF4G et entraine ainsi la désadénylation des ARE-ARNm
(Brook et al. 2012). La phosphorylation de PABP1 par MK2 pourrait réguler les interactions entre
PABP1 et ses différents partenaires tels que TTP, AUF1 et elF4G. D’autres études sont
nécessaires pour déterminer le réle de la phosphorylation de PABP1 par MK2.

2-3-Role de MK2 dans la régulation des points de contréle du cycle cellulaire et de la
survie cellulaire

2-3-1-Points de controle via les phosphatases Cdc25

Le stress oxydatif, les irradiations ionisantes ou les rayons ultra-violets induisent des dommages a
PADN. Assurer le maintien de Iintégrité génomique des cellules nécessite une réponse aux
dommages a ’ADN, connue sous le nom de DDR (DNA Dommage Response). Cette réponse
est constituée de plusieurs points de controle (checkpoints) présents aux différentes phases du
cycle cellulaite dont les principales sont : G1/S checkpoint ; intra-S checkpoint et G2/M
checkpoint. La DDR est coordonnée par deux voies majeures ATM (Ataxia-Telangiextasia
Mutated) et ATR (Ataxia-Telangiectasia and RAD3-related) selon les types de dommages a
I’ADN. La voie ATM répond aux cassures double-brin de TADN tandis que celle I’ATR aux
cassures simple-brin. Les voies ATR/ATM activent respectivement les kinases Chk1 (Checkpoint
kinase 1) et Chk2 (Checkpoint kinase 2). Ces kinases phosphorylent et inactivent ensuite des
phosphatases Cdc25A, B et C. Une fois phosphotylées, les phosphatases Cdc25B/C sont
exportées hors du noyau et sont retenues dans le cytoplasme par la protéine adaptatrice 14-3-3.
Quant a Cdc25A, sa phosphorylation conduit a sa dégradation. Les phosphatases Cdc25 régulent
positivement des complexes Cycline/Cdk qui permettent la progression du cycle cellulaire.
L’inhibition de ces phosphatases entraine un ralentissement de la progression du cycle cellulaire
nécessaire a la réparation des dommages. Lorsque les dommages a TADN excedent la capacité de
réparation de la cellule, la voie apoptotique est déclenchée vz I'activation de p53 (Caputo et al.

2012).
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Il a été montré que la voie p38 est indispensable a une activation complete de la DDR (Bulavin et
al. 2001, Raman et al. 2007). En particulier, MK2 est capable de phosphoryler les phosphatases
Cdc25B et C respectivement sur les sérines 323 et 216 en réponse au rayonnement ultra-violet,
permettant leur liaison a 14-3-3. Bien que Cdc25A possede des motifs phosphorylables par MK2,
une phosphorylation directe de Cdc25A par MK2 n’a pas pu étre mise en évidence. En revanche,
lorsque des cellules humaines d’ostéosarcome U20S sont déplétées en MK2, une perte de
checkpoints G1 et S, qui fait suite a des dommages a ’ADN, est observée. L’absence de MK2
rend ces cellules plus sensibles a la mort induite par les rayons ultra-violets (Figure 16) (Manke et
al. 2005).

En 2007, Reinhardt et ses collaborateurs démontrent que les stress génotoxiques induits par la
cisplatine, la camptothécine et la doxorubicine activent la voie p38/MK2 dans les MEFs (Mouse
Embryonic Fibroblasts), dans les cellules humaines, Hela et de glioblastome, US87MG.
L’activation de la voie p38/MK2 nécessite 'activation des voies ATR/ATM dans les cellules
U20S traitées par la cisplatine ou la doxorubicine. A I'inverse, les rayons ultra-violets activent la
voie p38/MK2 indépendamment de ces deux voies. Par ailleurs, la fonction de MK2 dans les
checkpoints semble essentielle dans les cellules déficientes en p53. L’inhibition de MK2 provoque
lapoptose de ces cellules. En effet, lorsque Iexpression de MK2 est réprimée par des ARN
interférents, les MEFs p53"/* survivent mieux aux traitements génotoxiques que les MEFs p53™",
En absence de MK2 et de p53, les MEFs soumis a la cisplatine ou a la doxorubicine entrent en
mitose malgré la présence de cassures de TADN. Ceci constitue 'une des caractéristiques de la
catastrophe mitotique. La présence de cassures de PADN déclenche le checkpoint en G2/M qui,
en cas d’échec, peut aboutir a 'activation de I'apoptose. Ces résultats 7z vitro sont traduits 7z vive
par une diminution drastique de la taille et du diametre des tumeurs induites par injection des
MEFs p537 transformés H-Ras-V12 et déplétés en MK2 dans des souris nude
immunodéprimées traitées a la cisplatine ou a la doxorubicine, en comparaison aux tumeurs
controles établies a partir des MEFs p53”" transformés H-Ras-V12 non-déplétés en MIK2. Des
analyses du cycle cellulaire par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) montrent qu’en
absence de MK2, les MEFs p53’/ " traités a la doxorubicine ne sont pas capables d’établir un
checkpoint fonctionnel en G2/M alors que la kinase Chk1 est activée. En effet, 'inactivation de
Cdc25B est déficiente dans ces cellules lorsque MK2 est déplétée par des ARN interférents. De
plus, MK2 est nécessaire au checkpoint en S dans les MEFs p53”" soumis 4 la cisplatine. Lorsque
MK2 est déplétée dans ces cellules, la dégradation/inactivation de Cdc25A y est plus faible
(Reinhardt et al. 2007). L’activation de MK2 semble ainsi indispensable aux différents checkpoints

du cycle cellulaire dans les cellules déficientes en p53 soumises aux stress génotoxiques.
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Figure 16 : Les voies kinases de checkpoints lides aux dommages a I’ADN. La voie ATM/ Chk2 est initiée par
les cassures donble-brins de I'”ADN, alors que la voie ATR/ Chk1 est activée par le blocage des fonrches de
réplication et des cassures simples brins de '’ADN. La phosphatase Cde25A est responsable de la transition
G1/S. Tandis que les phosphatases Cde25B et C permettent entrée des cellules des phases G2 en mitose. La
phosphorylation de ces phosphatases par Chk1, Chk2 et MK2 entrainent lenr liaison a 14-3-3 et a f-TRCP
pour Cde25.A, et ainsi un arrét du cycle cellulaire nécessaire a la réparation de ' ADN (Gurgis et al. 2014).

2-3-2-Points de controle via la protéine GADD45a

Bien que les effets cellulaires provoqués par la déplétion de MK2 ressemblent a ceux liés a la
perte de Chk1 lors des dommages a PADN (Xiao et al. 2003), les deux voies MK2 et Chk1 sont
essentielles a I'arrét du cycle cellulaire en absence de réponse coordonnée par p53. Le checkpoint

de la transition G2/M en cas de dommages 2 PADN dans des cellules HelLa mutées pour p53,
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nécessite dans un premier temps l'activation nucléaire de Chk1 puis P'activité cytoplasmique de
MK2. Cette dernicre, activée en réponse a la doxorubicine, phosphoryle dans le cytosol PARN
(Poly-A Ribonuclease) sur la sérine 557 d’une part et hnRNP AO sur la sérine 84 d’autre part.
Cela conduit a la stabilisation des ARE-ARNm de GADDA45a (Growth Arrest and DNA
Damage-inductible protein). GADD45a. est un régulateur du cycle cellulaire dont 'expression est
induite par des dommages a TADN. La déplétion de GADD45a dans les cellules HeLa traitées a
la doxorubicine entraine un échec des checkpoints en S et G2/M, phénotype également observé
en cas de perte de la fonction de MK2 dans les cellules soumises aux stress génotoxiques. La

stabilisation des ARNm de GADD450. permet ainsi 'augmentation de son niveau protéique. En
retour, la protéine GADD45a. est capable de réguler positivement MK2 qui maintient alors les
cellules endommagées en arrét en inactivant les phosphatases Cdc25B/C (Figure 17) (Reinbardt et
al. 2010).

Alors que Pexpression de GADD45a. est réprimée au niveau transcriptionnel par le facteur de

transcription c-Myc (Barsyte-Lovejoy et al. 2004), MK2 amplifie la transcription de GADD45a. via la
biogenése des micro-ARNs qui ciblent c-Myc. miR-34c et miR-145 font partie de ces micro-
ARNSs (Cannell et al. 2010, Hong et al. 2013). En effet, 'augmentation de I'expression de miR-34c
est inversement associée a la diminution de c-Myc dans les cellules HEK293 (Human Embryonic
Kidney 293) traitées par I'etoposide qui provoque des dommages a PADN. Cette augmentation
est également corrélée a I'activation de MK2. De ce fait, la diminution de I'expression de MK2
par des ARNs interférents réduit fortement a la fois le taux de pri-miR-34c et de miR-34c dans

les cellules HEK293 et dans les MEFs p53’/ ", ce qui suggere que MK2 régule I'expression de

miR-34c¢ au niveau transcriptionnel. Ainsi, I'inhibition de miR-34c par un anti-miR-34c dans les
cellules HEK293 soumises a 'etoposide montre également un échec du checkpoint en S comme
lors de I'inhibition de MK2 dans la réponse aux dommages a PADN. Cependant, l'intermédiaire
entre MK2 et miR-34c reste a identifier (Cannell et al. 2010).

Une étude plus récente démontre 'importance de MK2 dans la régulation de Pexpression des
micro-ARNs. Parmi 345 micro-ARNs analysés dans les MEFs déficients en MK2, le niveau de 83
micro-ARNs est au moins deux fois moins élevé contre celui de 13 autres micro-ARNs qui
augmente plus de deux fois, en comparaison a ceux mesurés dans les MEFs sauvages. La
régulation de I'expression de ces micro-ARNs par MK2 est relayée par p68, appelé également
DDXB5. p68 est un composant du complexe Drosha qui permet le clivage des pri-micro-ARNs en
pré-micro-ARNs. MK2 phosphoryle p68 sur la sérine 197 et permet la translocation de p68 du
cytoplasme au noyau dans les MEFs. D’une part, la phosphorylation de p68 par MK2 est requise

pour l'incorporation de p68 dans le complexe Drosha. D’autre part, elle permet la diminution de
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Iexpression de c-Myc vza la maturation de miR-145 qui cible ainsi c-Myc dans les MEFs et dans
les cellules cancéreuses du sein MCF7 (Hong et al. 2013). L’induction de miR-34c et miR-145 par
MK2 contribuerait ainsi a 'augmentation des ARNm de GADD450. qui seront ensuite stabilisés
par les cibles de MK2, PARN et hnRNP A0. Ces processus permettent d’entretenir I'activation
de MK2 et ainsi de maintenir Parrét du cycle jusqu’a la réparation complete des dommages a
I’ADN (Figure 17).

La régulation des micro-ARNs par MK2 peut étre également relayée par Ago-2 (Argonaute-2). 1l
s’agit du premier membre identifié du complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). La
protéine Ago-2 est indispensable a Iexpression et a la maturation des micro-ARNs. Elle est
phosphorylée sur la sérine 387 dans les cellules HEK293T traitées a I'arsénite de sodium ou a
l'anisomycine. Il a été ainsi démontré que MK2 est capable de phosphoryler 7z vitro Ago-2 sur la
sérine 387. Cette phosphorylation est nécessaire au recrutement d’Ago-2 dans des granules de
stress. Ces granules de stress peuvent séquestrer certaines protéines pro-apoptotiques et
constituent également un réservoir ’ARNm de protéines de survie. La localisation d’Ago-2 dans
ces granules pourrait ainsi contribuer au réle de survie de MK2 en condition de stress cellulaire

(Zeng et al. 2008).
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Figure 17 : L'expression de GADD45a est amplifiée par MK2 via la stabilisation des ARNm de

GADD45a et l'induction des micro-ARN s régulatenrs négatifs de c-Mye (Reinbardt et al. 2071).

2-3-3-Régulation de la voie Akt

Plusieurs cibles de MK2 ont été décrites dans la fonction anti-apoptotique. Celle-ci peut étre
assurée par la kinase de survie Akt. En effet, Akt a été impliquée dans la survie cellulaire en
réponse a différents stimuli de stress. La diminution de son expression par des ARNs interférents
réduit Pexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et augmente celle de la protéine pro-
apoptotique Bax dans les cellules cancéreuses du sein MCF-7 soumises aux rayons ultra-violets.

Dans ces mémes conditions, la diminution d’Akt provoque une baisse de la viabilité cellulaire
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avec une forte induction des protéines régulatrices du cycle cellulaire p21 et p53, et de 'entrée des
cellules en apoptose (Kanagasabai et al. 2010). L’activation d’Akt est nécessaire a cette survie. Shie
et ses collegues ont démontré ainsi que I'inhibition d’Akt par la triciribine induit 'apoptose dans
les cellules cancéreuses pulmonaires PCO6 traitées soient par I'etoposide ou le TNF-a ou H,O,
(Shi et al. 2011).

Akt est activée par phosphorylation sur la thréonine 308 et la sérine 437 par la PI 3-K
(Phosphatidylinositol 3-Kinase). L’équipe d’Alessi a été la premiere a montrer que MK2 est
capable de phosphoryler 7z vitro Akt sur la sérine 437 et non sur la thréonine 308. Alors que ces
deux phosphorylations d’Akt sont requises pour l'activation complete d’Akt (Alessi et al. 1996).
De plus, cette étude indique que la phosphorylation d’Akt en réponse aux différents stimuli de
stress qui activent fortement MK2 dans les fibroblastes embryonnaires murins 3T3 et dans les
cellules HEK293, est inhibée uniquement en présence des inhibiteurs de PI 3-K. Alessi et ses
collaborateurs ont suggéré ainsi que la phosphorylation d’Akt est indépendante de l'activation de
MK2 (Shaw et al. 1998).

Des recherches plus récentes contredisent les résultats de I'équipe d’Alessi. La phosphorylation
sur la sérine 437 d’Akt est inhibée d’une part, par un inhibiteur peptidique de MK2 dans les
neutrophiles humains stimulés par le fMLP (Rane et al. 2001) et dans les cellules VSMCs (Vascular
Smooth Muscle Cells) traitées avec de 'angiotensine 11 (Taniyama et al. 2004) et d’autre part, par
des ARNSs interférents dirigés contre MK2 dans les cellules Caco-2 (Hu et al. 2006). Szyniarowski
et ses collegues démontrent que la suppression de lexpression de MK2 par des ARNs
interférents dans les cellules cancéreuses du sein MCF-7 diminue fortement la phosphorylation
d’Akt, a la fois celle de la sérine 437 et celle de la thréonine 308 (Sgyniarowski et al. 2011).

Pour étre activée, Akt doit étre recrutée a la membrane plasmique 27 son domaine PH (Pleckstrin
Homology) par PIP; (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). 11 a été observé que la
production de PIP; dans les macrophages murins Raw264.7 soumis au LPS est bloquée par un
inhibiteur de MK2, PF3644022 (McGuire et al. 2013). L’activation de MK2 semble donc

indispensable a la phosphorylation et a I'activation d’Akt.

2-3-4-Régulation de la voie MDM2/p53

MK2 peut favoriser la survie en modulant de maniére indirecte I'activité de p53 par le biais de la
phosphorylation de son régulateur négatif HDM?2 (Human Double Minute 2), plus connu sous le

nom de MDM2 (Mouse Double Minute 2), son homologue murin. En condition normale, le
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facteur de transcription p53 a une durée de vie relativement faible. Selon le type de stress ou par
I'influence du microenvironnement, p53 peut étre stabilisé et ainsi activé. Une fois activé, p53
permet Pexpression de nombreux génes qui sont impliqués dans P'arrét du cycle cellulaire, dans la
réparation de ’ADN, dans 'apoptose ou encore dans différentes réponses adaptatives. p53 induit
également l'expression de son principal régulateur négatif MDM2 controlant ainsi sa propre
régulation. MDM2 est une E3 ubiquitine ligase qui se lie a p53. Elle peut ajouter des
groupements ubiquitines sur p53, ce qui entraine la dégradation de p53 dans le noyau méme. Elle
peut également faciliter export de p53 mono-ubiquitiné du noyau vers le cytoplasme. A l'aide
d’un co-facteur telle que I'ubiquitine ligase E4 dans le cytoplasme, MDM2 catalyse la poly-
ubitiquinylation de p53 et induit la dégradation de p53 par le protéasome. MDM2 est hautement
régulée par phosphorylation en réponse aux dommages a PADN mais aussi aux facteurs de

croissance (Figure 18) (847 et al. 2012).
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Figure 18 : Modulation de l'nbitiquinylation de p53 par MDM?2 (Shi et al. 2012).

Weber et ses collaborateurs ont montré que MK2 était capable de phosphoryler 7z vitro MDM2
sur les sérines 157 et 166. Les formes phospho-mimétiques des sérines 157 et 166 de MDM?2
rendent MDM?2 plus active dans la dégradation de p53 dans les cellules U20S. Lorsque les

cellules U20S cultivées en présence ou non de sérum, sont soumises a 'anisomycine, MDM2 est
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fortement phosphorylée sur la sérine 166. Ceci suggere que MK2 peut étre responsable de la
phosphorylation de MDM2 en réponse a l'anisomycine. L’importance de MK2 dans cette
phosphorylation est confirmée dans les fibroblastes 3T3 dérivés des souris déficientes en MK2.
La phosphorylation sur la sérine 166 de MDM2 est inhibée dans ces fibroblastes contrairement
aux fibroblastes murins sauvages. L’absence de MK2 dans les MEFs soumis aux rayons ultra-
violets entraine une stabilisation de p53 qui résulte d’'une diminution de la phosphorylation de
MDM2. Ainsi le nombre de cellules entrant en apoptose en réponse aux rayons ultra-violets est
multiplié par quatre dans les MEFs déficients en MK2 en comparaison aux MEFs sauvages
(Weber et al. 2005).

De méme, l'implication de la voie MK2/MDM2 dans la réponse anti-apoptotique a été
démontrée dans un modéle de catcinogenése de la peau. Des doses de DMBA/TPA (7,12-
dimethylbenz[a]anthracéne/12-O-tetradecanoylphorbol-13-acétate) ont été appliquées sut la peau
des souris sauvages ou déficientes en MK2. Des biopsies de peau de ces souris ont été ensuite
effectuées. Des extraits nucléaires de biopsies de peau des souris déficientes en MK2 traitées au
DMBA/TPA présentent un niveau nettement plus élevé de p53 qui est corrélé a une diminution
de la phosphorylation/activation de MDM2 pat rapport aux extraits provenant des soutis
sauvages. L’augmentation du nombre de cellules mortes dues au traitement DMBA/TPA
observée dans la peau des souris invalidées pour MK2 en comparaison au nombre de cellules
mortes dans la peau des souris sauvages est le résultat de la stabilisation de p53 (Jobansen et al.

2009).

MK2 régule négativement la voie p53 a travers la phosphorylation d’une autre protéine, le facteur
de transcription AATF (Apoptose Antagonizing Transcription Factor), en réponse aux stress
génotoxiques. En condition basale, AATFE est séquestré dans le cytoplasme par sa liaison a
MRLC3 (Myosin-Regulatory Light Chain-3). A la suite de différents stimuli de stress tels que les
rayons ultra-violets, la doxorubicine ou l'augmentation de la pression osmotique, AATF se
détache de MRLC3 et transloque dans le noyau. MK2 phosphotyle 7z vitro AATF sur la thréonine
366. Cette phosphorylation provoque la dissociation entre AATEF et MRLC3. Des résultats
d’expériences sur les MEFs déficients en MK2 soumis aux rayons ultra-violets indiquent une
accumulation I’AATT dans le cytoplasme contrairement a la localisation nucléaire I’AATF dans
les MEFs sauvages. MK2 est ainsi responsable de la translocation I’AATF dans les cellules
stressées.

Dans le noyau, AATF se lie aux régions promotrices de geénes codant des protéines pro-

apoptotiques telles que BAX (Bcl-2-Associated X protein), BAK (Bcl-2 homologous Antagonist

46



Implication de MK2 dans la réponse au stress oxydatif

Killer) et de PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis). AATF, en se fixant sur ces
genes, empéche leur transcription par p53. A linverse, I'AATF nucléaire ne régule pas
l'expression de genes codant des protéines d’arrét du cycle cellulaire. Cela entraine alors
Iexpression de ceux-ci induite par p53 comme CDKNT7.A qui code la protéine p21, GADD45a,
et RPRM (TP53 dependent G2 arrest mediator candidate) (Hopker et al. 2012). En retour,
GADD4500 maintient lactivation de la voie p38/MK2 (Reinhardt et al. 2010). La voie
MK2/AATF temporise ainsi les fonctions pro-apoptotiques de p53 tout en favorisant ses

fonctions de checkpoints, laissant le temps aux réparations des dommages a ADN d’étre

effectuées (Figure 19).
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Figure 19 : Régulation positive '’ AATF par la voie p38/ MK2 (Hopker et al. 2012).

3-Réle de MK2 dans la mitose et la croissance cellulaire

11 existe également d’autres cibles de MK2 moins connues dont la phosphorylation par MK2 est
peu étudiée. Parmi lesquelles, on peut retenir la kinase Plk1 (Polo-like kinase 1). Cette dernicre
joue un role majeur dans la régulation du cycle cellulaire. Son expression est faible durant
I'interphase mais est augmentée pendant la phase G2 pour atteindre un niveau d’expression
maximal en mitose. MK2 interagit avec Plk1 et la phosphoryle sur la sérine 326 dans les cellules

Hela, durant leurs deux premicres phases de la mitose, prophase et métaphase. Cette
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phosphorylation est augmentée lorsque les cellules sur-expriment MK2 et est diminuée en
absence de MK2. Plk1 phosphorylée sur la sérine 326 permettrait, en recrutant la y-tubuline aux
centrosomes, la formation des fuseaux mitotiques nécessaire a la progression de la mitose. La
mutation inhibitrice de cette phosphorylation retarde la sortie des cellules de mitose. Les cellules
déplétées en MK2 présentent ainsi des défauts mitotiques dus a une défaillance dans la

phosphorylation de Plk1 (Tang et al. 2008).

MK2 participe également a la croissance cellulaire en régulant négativement TSC2 (Tuberous
Sclerosis Complex 2). TSC2 appelé également tuberin, forme un complexe avec TSC1. TSC1 et
TSC2 sont deux suppresseurs de tumeur. La délétion hétérozygote de TSC2 ou de TSC1 chez la
souris entraine un développement de carcinomes rénaux de 100%. Les cancers sporadiques tels
que ceux de la prostate, du poumon, du colon, de 'endomeétre ou du sein sont associés a des
mutations dans le géne des TSCs (Mak et al. 2004). Le complexe TSC1/TSC2 régule
négativement la croissance cellulaire a travers linhibition de la traduction des ARNm en
protéines. Le complexe réduit la phosphorylation de la kinase SOK (ribosomal protein S6 Kinase)
activatrice de la traduction d’une part et active le régulateur négatif de la traduction, 4E-BP1
(initiation factor 4E-Binding Protein 1) d’autre part.

MK2 phosphoryle TSC2 sur la sérine 1210 en réponse au sérum ou a I'anisomycine dans les
cellules HEK293. Cette phosphorylation entraine la liaison de TSC2 a la protéine adaptatrice 14-
3-3, qui est alors retenu dans le cytoplasme et ne peut plus exercer sa fonction inhibitrice de la
traduction. Seul un dominant négatif de MK2 empéche la liaison entre TSC2 et 14-3-3 induite par
le sérum ou 'anisomycine. L’utilisation d’inhibiteurs de voies MEK ou de PI 3-K n’a aucun effet
sur cette liaison (L: et al. 2003). 11 est possible qu’en phosphorylant TSC2, MK2 empéche I’action

inhibitrice de TSC2 sur la synthese protéique favorisant ainsi la croissance cellulaire (Figure 20).
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Figure 20 : Régulation de la traduction par MK2 via TSC2 (Gaestel 2006).

Une autre cible intéressante de MK2 est SRF (Serum Response Factor). Il s’agit d’un facteur de
transcription majeur pour les genes possédant un élément de réponse au sérum SRE (Serum
Response Element). Ces genes font partie d'un ensemble de genes connus sous le nom d’IEGs
(Immediate Early Gene). Ils codent un grand nombre de protéines de survie et de croissance.
Heindenreich et ses collaborateurs ont été les premiers a démontrer que MK2 est capable de
phosphoryler SRF sur la sérine 103 dans les cellules HelLa et NIH3T3 en réponse a divers stimuli
de stress (anisomycine, arsénite, fluorure de sodium..). Cette phosphorylation est aussi efficace 7
vitro que celle de Hsp27 par MK2. Lorsque les fibroblastes isolés des souris sauvages sont traités a
l'arsénite, SRF est phosphorylé sur la sérine 103. Cette phosphorylation est absente dans les
fibroblastes isolés des souris déficientes pour MK2. Cela signifie que MK2 est une kinase majeure
de SRF 7n vivo (Heidenreich et al. 1999). L’expression des IEGs tels que egr?, ¢-fos, et nur77 dans les
fibroblastes murins MK2” est sévérement diminuée en comparaison a celle présente dans les
fibroblastes sauvages soumis a 'anisomycine. Cette diminution pourrait étre liée a I'instabilité de
p38 dans les souris invalidées pour MK2, la voie p38/MSK1/CREB (C-AMP Response
Element-Binding protein) étant affectée dans les fibroblastes de ces souris. Cependant,
Pexpression d’'un mutant stable de p38 dans les fibroblastes ne rétablit que partiellement
Iexpression des IEGs induite par 'anisomycine. L’augmentation des ARNm des IEGs est ainsi
due a Iactivité transcriptionnelle de SRF activé par MK2.

L’expression d’un mutant actif de MK2 dans les MEFs déficients en MK2 permet la transcription
des IEGs en présence d’anisomycine. Tandis que l'ajout de l'actinomycine D, qui inhibe la

transcription, ne modifie pas significativement 'augmentation du taux des ARNm des IEGs
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induite par I’anisomycine dans les MEFs MK2”" ou lexpression de MK2 est restaurée. Cela
signifie que la stabilisation des ARNm des IEGs est indépendante de MK2 (Ronkina et al. 20117).
L’activation de la voie MK2/SRF permettrait également aux cellules d’adapter leur métabolisme
en situation de stress. Une étude récente a identifié le géne PFKEFB3 (6-Phosphofructo-2-
Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase 3) comme une cible de SRF.

PFKFB3 catalyse la synthese et la dégradation de F26BP (Fructose-2,6-bisphosphate). Le géne
PFKFB3 posséde une séquence SRE permettant la fixation de SRF. L’exposition des cellules
HelLa ou des cellules humaines de glioblastome multiple, T98G, aux divers stresses tels que H,O,,
anisomycine ou les rayons ultra-violets induit rapidement la transcription de PFKFB3. Dans ces
mémes cellules, lorsque activité de MK2 est inhibée a I'aide d’un inhibiteur pharmacologique
PF3644022, le taux d’ARNm de PFKFB3 treste similaire a celui des cellules non traitées. De
méme, le taux de transcrits de PFKFB3 n’est pas affecté dans les MEFs MK2”" soumis a
I'anisomycine ou au sérum. Seule la surexpression d’un mutant constitutivement actif de MK2
dans ces cellules restaure 'expression des ARNm de PFKFB3.

MK2 permet non seulement la transcription de PFKFB3 mais aussi 'activation de cette enzyme.
En effet, la production de F26BP induite par 'anisomycine dans les cellules HelLa est diminuée
lorsque Iactivité de MK2 est inhibée. MK2 phosphoryle PFKFB3 sur la sérine 461 7 vitro. Cette
phosphorylation entraine lactivation de PFKFB3. La surexpression de la forme mimant la
phosphorylation de la sérine 461 de PFKFB3 conduit a une nette augmentation de la production
de F26BP par rapport a celle de PFKFB3 sauvage dans les cellules Hela, T98G et MCF7. La
phosphotylation/activation de PFKFB3 par MK2 est confirmée iz vivo. Elle est absente dans les
MEFs déficients en MK2 traités a l'anisomycine, ce qui correspond a une non-élévation de

F26BP (Figure 21) (Novellasdemunt et al. 2013).
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Figure 21 : Implication de MK2 dans le métabolisme cellulaire en condition de stress (Bolanos 2013).
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CHAPITRE III :
REGULATION DE LA PROTEINE DE STRESS HSP27 PAR
MK2

Bien que Hsp27 (Hsp25 chez la souris) puisse étre phosphorylée i vitro par plusieurs kinases
telles que PKC, PKD, MK5..., i wiwo, MK2 est la kinase qui phosphoryle de maniere
préférentiellement Hsp27 (Kostenko et al. 2009). Le stress oxydatif induit I'activation des trois voies
MAPKs (ERK, JNK et p38) mais seule I'inhibition de la voie p38 abroge la phosphorylation de
Hsp27 (Gaitanaki et al. 2003). MK2 phosphoryle Hsp27 sur trois sérines 15, 78 et 82, avec une
préférence pour la sérine 82 (Stokoe et al. 1992) (Figure 22). Dans la séquence protéique de Hsp25
(homologue murin de Hsp27), la sérine 78 est manquante et la sérine 82 correspond a la sérine 86
(Gaestel et al. 1991). Des expériences de transfection de dominants négatifs constitutivement actif
ou inactif de MK2 dans plusieurs types cellulaires démontrent que la phosphorylation de Hsp27
est fortement dépendante de MK2 (Xu et al. 2006). In vivo, la phosphorylation de HSP27 est
réduite dans le tissu cardiaque des souris déficientes en MK2 soumises au LPS (Kothyarov et al.
1999) et dans les MEF's traités a ’arsenite provenant de ces souris (1ertiz et al. 2000).

Hsp27 est une protéine chaperonne ATP-indépendante (Jakob et al. 1993). Elle existe sous
plusieurs formes homo-oligomeres ou hétéro-oligomeres, monomeres, dimeres, tétrameres et
peut former dans la cellule des agrégats d’oligomere supérieurs a 800 kDa. La partie N-terminale
de Hsp27 possede un domaine WDPF (tryptophane, acide aspartique, proline et phénylalanine)
essentiel a 'oligomérisation, suivi d’'une séquence partiellement conservée dont la fonction est
inconnue. Hsp27 comme toutes les Hsps contient un domaine «a-crystalline» conservé,
nécessaire également a I'oligomérisation. Son extrémité C-terminale est une région flexible qui
participerait aux interactions avec des protéines partenaires, a loligomérisation et serait
particulicrement importante pour la solubilité de Hsp27 (Figure 22). Parallelement a sa fonction
de protéine chaperonne, Hsp27 est impliquée dans plusieurs réponses physiologiques telles que la
stabilité et la polymérisation des filaments d’actine, la migration cellulaire, la stabilit¢ des ARNm,
lapoptose... (Kostenko et al. 2009). Son rdle dans ces réponses est fortement régulé par la

phosphorylation.
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Figure 22 : Structure primaire de Hsp27 et sites de phosphorylation (Kostenko et al. 2009).

1-IMPLICATION DE MK2/HSP27 DANS LA DYNAMIQUE DU CYTOSQUELETTE
D’ACTINE

Hsp27 est une protéine de coiffe des filaments d’actine. Sous sa forme non-phosphorylée, Hsp27
inhibe la polymérisation d’actine. Lors d’un stress, la phosphorylation de Hsp27 induit des
changements conformationnels réduisant la taille multimérique de Hsp27 et les interactions avec
ses partenaires, sans affecter ses propriétés de chaperonne (Knauf et al. 1994, Lavoie et al. 1995).
Phospho-Hsp27 stabilise alors les filaments d’actine en les empéchant de former des agrégats
(Guay et al. 1997, Clerk et al. 1998). En se dissociant des extrémités des filaments d’actine, Hsp27
permet leur élongation (Benndorf et al. 1994, Piotrowicz et al. 1998) (Figure 23).

Butt et ses collaborateurs ont été les premiers a démontrer que la triple phosphorylation de
Hsp27 par MK2 augmente la polymérisation de Iactine dans les plaquettes humaines (Butt et al.
2001). L’implication de la voie MK2/Hsp27 dans le remodelage du cytosquelette d’actine et dans
la migration cellulaire a été ensuite décrite dans plusieurs types cellulaires et en réponse a divers
stimuli. La surexpression de la forme active de MK2 ou de la forme tri-phosphorylée de Hsp27
par la substitution des sérines en acides aspartiques (Hsp27-Ser15/78/82Asp) entraine la
formation des fibres de stress dans les cellules endothéliales pulmonaires de rat RPMEC (Kayyali
et al. 2002). En revanche, la surexpression de la forme non-phosphorylable de Hsp27 (Hsp27-
Ser15/78/82Ala) dans les myoblastes murins C2C12 inhibe leur migration induite par BPM-2
(Bone Morphogenetic Protein-2) (Gamell et al. 2011). La migration des cellules HelLa induite par la
chimiokine CXCL12 est abolie par la réduction de I'expression de MK2 ou de Hsp27 par des

ARN:Ss interférents dans ces cellules (Roussean et al. 2006).
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Figure 23 : Régulation de la dynamique des filaments d’actine par Hsp27 (Wettstein et al. 2012).

2- IMPLICATION DE MK2/HSP27 DANS LA SURVIE CELLULAIRE

L’implication de Hsp27 dans la survie cellulaire en condition de stress est bien connue.
L’augmentation d’expression de Hsp27 lors d’un choc thermique est accompagnée d’une stabilité
croissante des fibres de stress. L’inhibition de I'induction de Hsp27 en réponse a 'hyperthermie
est associée a une activité croissante des caspases et ainsi a ’'augmentation du nombre de cellules
entrant en apoptose (Gorman et al. 1999). Hsp27 permet non seulement une thermo-tolérance
mais réduit également la mortalité cellulaire provoquée par des agents cytotoxiques (Lavoie et al.
1993, Garrido et al. 1997). Hsp27 empéche I'apoptose des cellules provoquée par d’autres types de
stress telles qu’une stimulation du récepteur Fas/APO-1 (Apoptosis antigen 1) ou la
staurosporine, un agent anti-cancéreux (Meblen et al. 1996).

Hsp27 inhibe Papoptose en inactivant la cascade des caspases. L’élévation du cytochrome ¢
cytoplasmique apres un choc thermique est accélérée dans la lignée Hela-ASHsp27-1 qui
exprime peu Hsp27 contrairement a la lignée HelLa-neo15 qui sur-exprime Hsp27. Ceci explique
pourquoi les cellules HelLa-neo15 survivent mieux aux doses croissantes de staurosporine que les
cellules HeLLa-Ahsp27-1 (Paul et al. 2002). De plus, en se liant a la pro-caspase-3, Hsp27 I'inactive
(Pandey et al. 2000) (Figure 24). De nombreuses études indiquent ainsi que la surexpression de

Hsp27 dans les cellules confere une résistance a I'apoptose. Lorsque les cellules sont stimulées,
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une partie des Hsp27 est phosphorylée mais non dans sa totalité. Afin de déterminer I'influence
de la phosphorylation de Hsp27 dans la résistance aux stress, plusieurs études ont utilisé les
formes phosphorylées et non-phosphorylées de Hsp27 par la substitution des sérines.

Les cellules pancréatiques cancéreuses Pancl qui expriment la forme tri-phosphorylée de Hsp27
(Hsp27-Ser15/78/82Asp) présentent une vitesse de prolifération inférieure a celle des cellules
exprimant la forme non-phosphotylable de Hsp27 (Hsp27-Ser115/78/82Ala) en condition basale
(Nakashima et al. 2011). Ceci suggere que la phosphorylation de Hsp27 réduit la prolifération.
Cependant, plusieurs études concluent le contraire et ce, dans d’autres types cellulaires. En
présence de cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation d’actine, les cellules de hamster
CCL39 exprimant Hsp27 non-phopshorylable s’arrétent de proliférer et meurent. A linverse, les
cellules contenant Hsp27 sauvage survivent et continuent de proliférer (Lavoie et al. 1995). De
plus, la surexpression de Hsp27 sauvage confére une résistance au stress oxydatif généré par
H,O, contrairement a celle de Hsp27 non-phosphorylable dans les cellules de hamster (Huot et al.
1995). Ainsi, Hsp27 non-phosphorylable ne serait pas capable de protéger les cellules contre le
stress oxydatif (Figure 24).

Rogalla et ses collaborateurs ont démontré que seules la forme sauvage, les formes mono et bi-
phosphotylée de Hsp27 (respectivement Hsp27-Ser15Asp et Hsp27-Set78/82Asp) permettent
aux cellules fibroblastiques murines 1929 de survivre au stress oxydatif induit par H,O,. Ce n’est
pas le cas de la forme tri-phosphorylée Hsp27-Ser15/78/82Asp (Rogalla et al. 1999). Tandis que
les cellules humaines de muscle lisse bronchique BSMC sont capables de résister a H,O,
lorsqu’elles expriment Hsp27 tri-phosphorylée. En effet, la surexpression de Hsp27 sauvage ou
de Hsp27-Ser15/78/82Asp permet une synthese de glutathion, un puissant antioxydant, dans ces
cellules. En diminuant le stress oxydatif, Hsp27 sauvage ou tri-phosphorylée réduit la mort
cellulaire (Salinthone et al. 2007, Jackson et al. 2008). Cependant, le contenu en glutathion dans les
poumons des souris invalidées pour MK2 reste inchangé. On notera que le contenu en glutathion
dans le foie des souris invalidées pour MK2 est diminué de 21% et que I'expression de Hsp27 est
augmentée dans les deux organes. Aucune phosphorylation de Hsp27 n’est détectée dans ces
tissus (Jackson et al. 2010). La participation de MK2/Hsp27 dans la synthese de glutathion pourrait

étre organe-dépendant, ce qui reste a déterminer.
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Figure 24 : Inbibition de l'apoptose par Hsp27 (Paul et al. 2002).

Le concept selon lequel la voie MK2/Hsp27 confére une survie cellulaire, est soutenu par

quelques études récentes. Les cellules cancéreuses du poumon PC6 soumises aux différents types

de stress (H202, Etoposide ou TNFa) présentent une augmentation du clivage de la caspase-3 et

subissent I'apoptose en présence d’un dominant-négatif de MK2. La substitution des sérines

phosphorylables par MK2 par des alanines non-phosphorylables dans Hsp27 augmente

également le clivage de la caspase-3 et 'apoptose de ces cellules dans les mémes conditions (847 et

al. 2071). L”équipe de Yin confirme ces résultats en proposant que la phosphorylation de Hsp27

par MK2 soit essentielle a I'activation des voies pro-survie. L’apoptose des cellules Hel.a en

réponse au TNF-o est augmentée en absence de MK2 ou de la tri-phosphorylation de Hsp27

dans ces cellules. En effet, dans les cellules Hela, I'inhibition de MK2 par I'inhibiteur
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pharmacologique CMPD1 ou par des ARNs interférents diminue la phosphorylation des kinases
ERK et p38 induite par le TNF-o. Alors que la surexpression de Hsp27 tri-phosphorylée
augmente cette phosphorylation. Le TNF-a entraine I'interaction entre Hsp27 phosphorylée et la

kinase pro-survie TAK1 (Transforming growth factor B-Activated Kinase), une kinase en amont
d’ERK et de p38, dans les cellules Hela. L’interaction entre Hsp27 et TAK1 dépend de
l'activation de MK2 puisque l'inhibition de MK2 diminue cette interaction. Cette dernicre est
nécessaire a lactivation de TAK1. En absence d’activité de MK2 ou de tri-phosphorylation de
Hsp27, la phosphorylation/activation de TAK1 est diminuée. La fonction de survie de la voie
MK2/Hsp27 serait relayée ainsi par TAK1 (Qi et al. 2014). Par ailleurs, la voie MK2/Hsp27 est
aussi nécessaire a activation des voies pro-survie Src/Akt en réponse 2 TRAIL (Tumor necrosis
factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand). TRAIL induit la phosphorylation activatrice de Strc et
d’Akt dans les cellules HelLa. Cette phosphorylation est abolie lorsque MK2 est déplétée dans les
cellules. De méme, lorsque les cellules surexpriment la forme non phosphorylée de Hsp27
(sérines 78 et 82), la phosphorylation de Src et d’Akt est inhibée. Cela provoque 'apoptose des
cellules HelLa soumises au TRAIL. L’expression de Hsp27 tri-phosphorylée atténue cet effet
contrairement a celle de Hsp27 non-phosphorylée ou a 'absence de MK2 dans ces cellules. De
maniere similaire a TAKI, Pactivation de Src nécessite Iinteraction entre Src et Hsp27
phosphorylée. L’absence de la phosphorylation de Hsp27 provoquée par la déplétion de MK2
dans les cellules diminue Iinteraction entre Src et Hsp27 (Q: et al. 2014). La phosphorylation de
Hsp27 par MK2 serait indispensable pour activer les différentes voies de survie en réponse aux

stimuli qui induisent la mort cellulaire.

Quelques études suggerent que la fonction de survie de Hsp27 est associée a sa capacité de
former des complexes multi-protéiques, en particulier avec la kinase anti-apoptotique Akt. Il a été
démontré que Hsp27, Akt, MK2, p38 pouvaient former un complexe dans la cellule. Lorsque les
neutrophiles sont traités avec du fMLP ou lorsque les cellules de fibrosarcome murin 1.929 sont
sont traitées par H,O,, MK2 phosphoryle Akt et Hsp27. Une fois phosphorylée, Hsp27 se
dissocie de ses trois partenaires p38, MK2 et Akt (Rane et al. 2001, Zheng et al. 2006). Hsp27 serait
nécessaire a 'activation d’Akt par MK2. Dans les granulocytes polynucléaires, des anticorps anti-
Hsp27 empéchent linteraction entre Akt et MK2. De méme, la liaison MK2/Akt est altérée
lorsque Hsp27 est déplétée dans les cellules épithéliales des tubules rénaux HK-11. La perte de
'association entre MK2 et Akt conduit 2 un déficit de la phosphorylation/activation d’Akt par
MKZ2, ce qui déclenche I'apoptose de ces cellules (Wu et al. 2007). Cependant, une étude récente

contredit ces résultats. L’activation d’Akt par MK2 observée dans les macrophages de souris
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déficientes en Hsp27 est identique a celle observée dans les macrophages de souris sauvages
traités au LPS. La présence de Hsp27 n’est donc pas nécessaire a I'activation d’Akt par MK2 dans
ces cellules (McGuire et al. 2013). 11 est possible que Hsp27 ne soit pas nécessaire a I'interaction

MK2/Akt dans tous les types cellulaires ni en réponse 2 toutes les catégories de stimuli.

3- IMPLICATION DE MK2/HSP27 DANS L’EXPRESSION DES MEDIATEURS
INFLAMMATOIRES

Alors que MK2 est un acteur clé de la production des cytokines inflammatoires, le réle de sa cible
majeure Hsp27 dans ce processus est peu étudié. Pourtant Hsp27 peut réguler I'expression des

médiateurs inflammatoires a la fois au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel.

3-1-Régulation transcriptionnelle des médiateurs inflammatoires par Hsp27

MK2 et Hsp27 réguleraient indirectement le facteur de transcription majeur NF-kB qui est
impliqué dans I'expression des médiateurs inflammatoires. Gorska et ses collegues ont démontré
que I'activation de MK2 conduit a la rétention de p38 dans le cytoplasme des cellules HUVECs
stimulées par le TNF-a. Dans ces cellules, Hsp27 est phosphorylée et participe a cette rétention.
En réduisant le niveau de p38 dans le noyau, MK2 et Hsp27 diminuent la phosphorylation
activatrice de la kinase MSK1 (Mitogen and Stress-activated protein Kinase 1) par p38 dans ce
compartiment. Cela a pour conséquence une réduction de la phosphorylation de la sous-unité
activatrice de NF-kB, p65, par MSK1. Paradoxalement, cette réduction de la phosphorylation de
p05 n’équivaut pas a une diminution de I'expression des médiateurs inflammatoires.

En effet, p65 controle expression transcriptionnelle de son propre régulateur négatif IKB qui
Iexporte hors du noyau. Une forte activation de p65 entraine une expression élevée d’IkB
contrairement a une activation modérée de p65. En absence de MK2, une augmentation rapide
du taux d’'IKB est observée ce qui provoque une activité transitoire de p65 et une réduction
d’expression des médiateurs inflammatoires. En présence de MK2, I'activité transcriptionnelle de
p05 est modérée mais plus durable ce qui permet 'augmentation de la transcription de génes de
médiateurs inflammatoires. MK2 et Hsp27 maintiennent 'activation de p65 dans le temps en
séquestrant p38 dans le cytoplasme et permettent ainsi 'expression de VCAM-1 dans les cellules

HUVEC: traitées au TNF-ou (Gorska et al. 2007).
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De plus, Hsp27 peut induire la dégradation du régulateur négatif de p65, IKB. Lorsque les cellules
HelLa sont stimulées par I'IL-1, la kinase TAK1 est phosphorylée ce qui entraine I’activation de la
kinase IKK (IkB Kinase ). Une fois activée, IKK ubiquitine IKB et conduit IkB a la dégradation.
La dégradation d’IKB permet ainsi l'activation de la voie NF-kB. Hsp27 est nécessaire a
P'activation compléete de la kinase TAK1 (Figure 25). La suppression de Hsp27 ou de TAKI1
inhibe Iactivité de la kinase IKK dans les cellules Hela traitées a I'IL-1. Cependant, Alford et ses
collegues n’ont détecté que peu de dégradation d’IKB (Afford et al. 2007). Le mécanisme par lequel

Hsp27 régule la transcription des médiateurs inflammatoires reste a identifier.
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Figure 25 : Régulation transcriptionnelle par la voie MK2/ Hsp27.
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3-2-Régulation post-transcriptionnelle des médiateurs inflammatoires par Hsp27

Lasa et son équipe ont remarqué que la forme mimant la triple phosphorylation des sérines 15, 78
et 82 de Hsp27 stabilise les ARNm rapporteurs « B-globin-Cox », qui possedent des éléments
riches en AU (AREs), dans les cellules HelLa. Les formes mimant une simple ou une double
phosphorylation de Hsp27 peuvent aussi les stabiliser mais dans une proportion moindre.
Toutefois, ces travaux n’ont pas permis d’identifier le mécanisme sous-jacent (Lasa et al. 2000). La
déplétion de Hsp27 entraine une diminution de la production d’IL-6, d’IL-8 et de Cox-2 par les
cellules Hela traitées avec de I'IL-1. L’expression de ces cytokines est liée d’une part a leur
transcription et d’autre part a la stabilisation de leurs ARNm. L’ajout d’actinomycine D qui inhibe
la transcription entraine une diminution de ces ARNm dans les cellules. Cette diminution est
majorée en absence de Hsp27. Hsp27 permet ainsi la stabilisation des ARNm d’IL-6, d’IL-8 et de
Cox-2 en réponse a 'IL-1 sans affecter ceux de Bel-x, de GADD45a, de p21 ou de c-Fos. Hsp27
ne stabiliserait pas les ARNm d’IL-6 et de Cox-2 de maniére directe mais régulerait leur
stabilisation en activant les voies MAPKs en amont de MK2. En effet, I'inhibition de Pexpression
de Hsp27 dans les cellules provoque une diminution de P'activation de MKK3/MKKG6, de p38 et
de MK2 (Alford et al. 2007).

Quelques années plus tard, 'équipe de Knapinski a démontré que la surexpression de Hsp27 tri-
phosphorylée dans la lignée de monocytes THP-1 stabilise les ARNm de TNF-a et d’IL-1.
Hsp27 interagit avec AUF-1 (AU-binding Factor 1) dans un complexe composé de différentes
isoformes d’AUF-1, des facteurs d’initiation de la traduction et différents Hsps, capable de
recruter la machinerie de dégradation des ARNm. Hsp27 est elle-méme une ARE-BP (ARE-
Binding Protein) essentielle a la dégradation rapide des ARE-ARNm (Siusimer et al. 2008). La
triple phosphorylation de Hsp27 déstabilise I’association entre Hsp27 et AUF-1, et conduit a la
fois AUF-1 et Hsp27 vers la voie de dégradation par le protéasome (Knapinska et al. 20117).

De méme, la surexpression de Hsp27 tri-phosphorylée entraine une dégradation d’AUF-1
contrairement a celle de Hsp27 non-phosphorylable dans les cellules Hela. Cette dégradation est
restituée en absence de la protéine B-TtrCP (B-Transducin repeat-Containing Protein), une sous-
unité de reconnaissance du substrat du complexe ubiquitine ligase SCF (Skp1-Cullin-F-box
protein). Hsp27 phosphorylée forme un complexe avec la sous-unité p40 phosphorylée ’AUF-1
et B-TrCP alors que la forme non-phosphorylable de Hsp27 ne peut se lier ni a AUF-1 ni a 3-
TrCP. La phosphorylation de Hsp27 permet I'ubiquitinylation d’AUF-1 par B-TtCP et ainsi la

dégradation d’AUF-1. La surexpression de B-TtCP dans les cellules Hella qui expriment Hsp27
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tri-phosphorylée stabilisent les ARNm de TNF-a et de Cox-2. De résultats similaires sont
obtenus avec la déplétion d’AUF-1 dans les cellules. Ces données suggerent que la dégradation

d’AUF-1 par la voie MK2/Hsp27/B-TtCP permet la stabilisation des ARE-ARNm (17 ¢t al.
2013).
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CHAPITRE IV :
ROLE DE MK2 DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE

1-ROLE DE MK2 DANS LES MALADIES INFLAMMATOIRES

Aux vues de I'implication de diverses cibles de MK2 dans I'inflammation, MK2 a beaucoup été
¢tudiée dans de nombreux modéles de maladies a composantes inflammatoires. Kotlyarov et ses
collaborateurs sont les premiers a démontrer que I'invalidation de MK2 dans les souris les rend
plus résistantes aux dommages hépatiques induits par le LPS/D-galactosamine (Kothyarov et al.
1999). Cependant, la suppression de MK2 chez la souris peut aussi avoir des effets dramatiques.
La perte de MK2 aurait pour conséquence de rendre les souris plus sensibles aux infections
bactériennes étant donné que la réponse inflammatoire y est réduite. Dans un modele d'infection
par les bactéries Listeria monocytogenes, les souris MK2”" sont incapables de réduire la croissance
bactérienne. Une mortalité plus importante est alors observée chez les souris MK2”
contrairement aux souris sauvages (Lebner et al. 2002).

Quelques années plus tard, plusieurs études ont démontré Peffet bénéfique de Iinhibition de
MK2 7n vivo dans des modéles de maladies inflammatoires. Dans un modele d’arthrite rhumatoide
les souris déficientes en MK2 présentent une diminution d’incidence d’arthrite rhumatoide et des
atteintes moins séveres (Hegen et al. 2006). La déplétion de MK2 chez les souris réduit le
développement de la pancréatite induite par la céruléine, un colorant (Tzez et al. 2006). De méme
pour l'inflaimmation vasculaire induite par l'angiotensine II (Ebrahimian et al. 2011). Dans un
mode¢le murin, le LPS provoque une inflammation dans les régions palatines qui conduit a une
perte osseuse parodontale. Cette perte est fortement ralentie par Iinjection de petits ARNs
interférents de MK2 dans les régions palatines de ces souris. L’inhibition de MK2 par des ARNs
interférents diminue non seulement linfiltrat inflammatoire mais aussi les ostéoclastes qui
détruisent le tissu osseux (L7 et al. 20717). La colite induite par le sulfate de sodium de dextran chez
les souris est moins sévere lorsque les souris sont invalidées pour MK2 en comparaison aux
souris sauvages (L7 ez al. 2013).

D’autres études sur des modeles d’inflammation de la peau présentent des résultats différents.
L’absence de MK2 chez les souris réduit l'inflaimmation de la peau provoquée par contact avec
loxazolone (Funding et al. 2009) mais ne montre aucun effet anti-inflammatoire dans

I’hypersensibilité induite par DNFB (2,4-dinitrofluorobenzene) (Schottelins et al. 20710). Ainsi la
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modulation de I'inflammation par MK2 pourrait dépendre des modéles d’inflammation, du type
de stimuli ou encore des organes cibles dans les études.

Bobo et ses collaborateurs ont été les premiers a constater qu’il existait une corrélation entre
Iélévation de phospho-MK2 et la présence de Clostridia difficiles chez les patients. Dans des
échantillons de selles des patients, une corrélation entre 'augmentation d’IL-8 et l'infection par
les Clostridia difficiles a été également observée. Ces résultats ont suggéré que la voie MK2 pouvait
étre impliquée dans I'inflammation intestinale des patients infectés par les Clostridia difficiles (Bobo et
al. 2013). MK2 pourrait étre ainsi une cible thérapeutique intéressante dans les maladies
inflaimmatoires. Par conséquent, il serait intéressant d’étudier l'activation de MK2 chez des

patients atteints d’autres pathologies a composantes inflammatoires.

2-ROLE DE MK2 DANS LE CANCER

L’association entre I'inflammation et le cancer est bien reconnue. Johansen et ses collegues ont
démontré que MK2 joue un role dans le développement des tumeurs épidermiques vz la
régulation de la réponse inflaimmatoire et I'apoptose des cellules dont PADN est endommagé
(Johansen et al. 2009). En arrétant la progression du cycle cellulaire, les cellules cancéreuses sont
capables de réparer les dommages a 'ADN causés par des agents de chimiothérapies et
d’échapper ainsi a I'apoptose. L’équipe de Yaffe a constaté que linhibition de MK2 chez les
souris déficientes en p53 confere une sensibilité aux chimiothérapies (Reimhardt et al. 2007). Plus
récemment, il a été démontré que la voie MK2 permet également une résistance aux radiations
ionisantes dans des cellules cancéreuses du pancréas (Wang et al. 2014). La résistance des tumeurs
a ces chimiothérapies et aux radiations ionisantes pourrait étre liée a une augmentation
d’expression et d’activité de MK2.

La surexpression de MK2 dans un cancer a été observée pour la premicre fois dans le cancer du
sein. Cette surexpression est accompagnée d’une augmentation d’activité de MK2 dans les
échantillons tumoraux en comparaison a celle des échantillons contrdles (Salh et al. 2002). Les
marquages immunohistochimiques des échantillons humains de cancers du cou et du cerveau
révelent une forte présence de phospho-MK2 dans ces tumeurs (Reinbardt et al. 2010). Une équipe
américaine rapporte une différence d’expression de MK2 dans le cancer de prostate selon
lorigine ethnique. MK2 est davantage exprimée dans les échantillons des patients américains
d’origine africaine que ceux d’origine caucasienne. Cette différence pourrait s’expliquer par une

liaison basale augmentée des récepteurs d’androgenes sur le promoteur du gene de MAPKAPK?2
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dans les cellules des patients d’origine africaine par rapport aux patients d’origine caucasienne.
L’incidence et le taux de mortalité du cancer de la prostate étant plus élevés chez les premiers en
comparaison aux deuxiemes, MK2 pourrait participer au développement et a la progression du
cancer de la prostate (Wang et al. 20173).

Une augmentation de l'expression de MK2 a été observée également dans d’autres types de
cancer. Une analyse génomique des cellules plasmatiques néoplasiques et normales a permis
d’identifier 'augmentation d’expression de 46 génes dans les myélomes multiples. Parmi ces
genes, se trouvent MAPKAPK2 dont expression des ARNm est surexprimée dans 58% des 31
échantillons de myélomes multiples. Cependant, les résultats d’immunohistochimie de ces
échantillons indiquent que 'augmentation de expression protéique de MK2 est visible seulement
dans 21% des cas (Felix et al. 2009). Dans des tumeurs gastro-intestinales stromales issues de 139
patients, MK2 est fortement exprimée dans 44,6% des cas. Cette expression est associée a la
présence des métastases et a la récidive. La forte expression de MK2 pourrait étre due a une
altération du chromosome 1, ou se situe le gene de MK2, qui survient fréquemment dans les
tumeurs gastro-intestinales stromales. L’étude indique également une corrélation entre la
diminution de la survie sans progression des patients et 'augmentation de MK2 chez 133 patients
avec des tumeurs résécables. MK2 pourrait étre ainsi un facteur indépendant de pronostic de
survie sans progression dans les tumeurs gastro-intestinales stromales (Birner et al. 2012).
L’augmentation de MK2 dans le cancer peut étre le résultat d’'une amplification du promoteur du
gene de MK2. En effet, I’équipe de Lu a constaté en recherchant dans la Database des Variants
Génomiques (DGV) trois catégories de variations du nombre de copies (CNV) de MAPKAPK?2,
2.CNV-2091, g.CNV-30450 et g.CNV-71062. Etant donné la faible fréquence de g. CNV-2091 et
de g.CNV-710062, I'équipe a choisi g.CNV-30450 qui couvre la région du promoteur de
MAPKAPKZ2 d’une longueur de 1,7 kilobases. Trois types de g.CNV-30450 (deux, trois ou quatre
copies) ont été mis en évidence dans les échantillons sanguins de 4789 sujets controles et de
cancer du poumon. Les individus portants quatre copies de g.CNV-30450 présentent un risque
deux fois plus élevé de cancer du poumon, une médiane de survie plus faible et un risque accru
de déces en comparaison aux individus portant deux ou trois copies de g.CNV-30450.
Cependant, aucune corrélation significative n’a été observée entre les parameétres cliniques et les
génotypes g.CNV-30450. Liu et ses collaborateurs ont vérifié ensuite si le nombre de copies de
2.CNV-30450 pouvait étre associé a 'expression de MAPKAPK?2. En effet, 'expression de MK2
est plus importante en présence d’'une double copie de g.CNV-30450 par rapport a une seule
copie. Le génotype de quatre copies de g.CNV-30450 est corrélé a 'augmentation significative

des taux d’ARNm et de protéines de MK2. L’équipe de Lu suggere ainsi que g.CNV-30450
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pourrait étre un biomarqueur de la susceptibilité et de pronostic du cancer du poumon (Lix et al.
20712). Ces résultats ont été également retrouvés dans 1590 échantillons de carcinome
nasopharyngé en comparaison aux 1979 échantillons non-cancéreux. De plus, les génotypes
2.CNV-30450 sont positivement corrélés a I'infection par le virus d’Epstein-Barr. L’association
de MK2 et linfection par le virus d’Epstein-Barr pourrait étre un indicateur de risque de

développement du carcinome nasopharyngé (Yang et al. 2014).
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Une des protéines sur laquelle se portent certains projets de recherche du groupe de Laura
Fouassier est la protéine adaptatrice EBP50 (Ezrin-radixin-moesin-Binding Protein 50). EBP50
est exprimée dans le foie et est localisée essentiellement au niveau subapical des cellules
épithéliales du foie, les hépatocytes et les cellules épithéliales biliaires. En tant que protéine
adaptatrice, EBP50 permet la formation des complexes protéiques a 'aide de ses domaines PDZ
(PSD95/DIgA/Z0O-1-like). Elle concentre, compartimente, positionne différents acteurs
protéiques et participe ainsi a la régulation de Iactivité de ses partenaires et a la transduction du
signal. Dans les cancers du foie, le role ’EBP50 est controversé. Elle peut étre suppresseur de
tumeur ou oncogene selon sa localisation subapicale ou cytoplasmique (Claperon et al. 2071). Afin
de mieux comprendre le réle d’EBP50 dans la carcinogencse hépatique et d’identifier de
nouveaux partenaires, un crible double hybride a été effectué a partir d’une banque d’ADNc de
foie humain. Par cette approche, le groupe de Laura Fouassier a identifié un nouveau partenaire
d’EBP50, la kinase MK2.

La littérature scientifique sur les fonctions de MK2 est abondante mais trés peu d’études ont été
menées dans le foie. Identifiée comme la principale kinase de la protéine chaperonne Hsp27,
MK2 participe a la régulation de la migration cellulaire, du cycle cellulaire, de I'inflammation et de
la résistance au stress oxydatif (Gaeste/ 2006, Reinbardt et al. 2009, Cai et al. 2011). Dans le cancer,
MK2 serait pro-oncogene. Elle permet la survie des cellules cancéreuses soumises au stress
oxydatif et confere a celles-ci une résistance aux chimiothérapies. MK2 est surexprimée dans
certains cancers tels que le cancer du sein, le cancer du poumon et les tumeurs stromales gastro-
intestinales (Sa/b et al. 2002, Birner et al. 2012, Lin et al. 2012).

Par ailleurs, le stress oxydatif, qui active fortement MK2, est 'un des acteurs clés du
développement et de la progression tumorale hépatique (Nishikawa et al. 2009, Jaeschke 2071). Le
role de la kinase MK2 en réponse au stress oxydatif n’étant pas connu dans les cancers du foie,
j’ai alors entrepris des expériences sur les lignées épithéliales cancéreuses hépatiques afin de :

— déterminer les fonctions de MK2 dans la réponse au stress oxydatif,

— étudier interaction entre MK2 et EBP50,

— identifier le r6le EBP50 en conditions de stress oxydatif,

— examiner Pexpression de MK2, de la principale cible de MK2, Hsp27 et ’EBP50 dans les

tumeurs du foie.
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CAPSULE

Background: MK2 can act as a pro-carcinogenic kinase.

Results: In liver cancer cells, MK2 is activated by oxidative stress and promotes survival by
stimulating antioxidant defense, inflammation and the HB-EGF/EGFR axis. Its action is

mediated by interaction with EBP50 and Hsp27.
Conclusion: MK2 promotes liver cancer through antioxidant action.

Significance: MK2 is a new potential therapeutic target in liver cancer.

ABSTRACT

Oxidative stress caused by excessive reactive oxygen species (ROS) plays a prominent role in
carcinogenesis. ROS activate signaling pathways including receptor tyrosine kinase and
intracellular kinases. MAPK-activated protein kinase 2 (MK2), a component of a major pathway
activated by oxidative stress, phosphorylates several targets including its bona fide substrate
Hsp27. MK2 is also a regulator of inflammatory cytokines. The generation of ROS causing
oxidative stress occurs in liver diseases, during their progression to liver cancer. Therefore, we
aimed to define the expression and function of MK2 in liver cancer using human hepatocellular
carcinoma (HCC) and cholangiocarcinoma (CCA) cell lines, and tissue samples. We found that
H202-induced oxidative stress triggered MK2 activation and phosphorylation of Hsp27 in CCA
and HCC cells. Pharmacological inhibition of MK2 enhanced oxidative stress-induced cell
apoptosis. This effect was accompanied by a decrease in the phosphorylation of Hsp27,
antioxidant defense and HB-EGF/EGFR activation. The expression of IL-8, an inflammatory
mediator that plays a role in cancer cell survival, was also decreased after inhibition of MK2. We
identified the scaffold protein EBP50 as a new binding protein of MK2. EBP50 contributed to
up-regulate the MK2/Hsp27 pathway in liver cancer cells upon stimulation by H202. MK2,
Hsp27 and EBP50 expressions were all upregulated in human specimens of hepatocellular
carcinoma. Overall, these data provide evidence for a role of MK2 in resistance to oxidative

stress in liver cancers.

68



Résultats

INTRODUCTION

Hepatocellular carcinoma (HCC) and cholangiocarcinoma (CCA) are primary malignant tumors
of the liver, both with poor prognosis and limited therapeutic options (1,2). The development of
both tumors is associated with chronic viral infections (i.e. viral hepatitis B or C), excessive
alcohol consumption and nonalcoholic steatohepatitis (NASH). All these conditions are the
source of excessive ROS production in the liver, which would contribute to hepatocarcinogenesis
(3-8). ROS overproduction has been demonstrated by electron paramagnetic resonance in human
HCC biopsies (9).

Oxidative stress refers to an imbalance in favor of reactive oxygen species (ROS) at the expense
of antioxidant defenses. Persistent oxidative stress has been associated with carcinogenesis. In
tumors, due to a high metabolic activity, malignant cells produce high quantities of ROS such as
hydrogen peroxide (H202) that causes oxidative stress (10). Besides inducing DNA damage,
ROS including H202 activate signaling molecules such as the epidermal growth factor receptor
(EGFR)(11-13) and intracellular kinases like the mitogen-activated protein kinase (MAPK)-
activated protein kinase 2 (MK2) (14-16) that belongs to the p38 MAPK signaling cascade
(17,18).

MK2 regulates pleotropic cellular functions, which comprise cell cycle, survival, apoptosis,
inflammation and resistance to oxidative stress (19-23). The heat shock protein Hsp27 is one of
the major substrates of MK2 (24). The regulation of Hsp27 by MK2 was demonstrated in MK2-
deficient mice in which the phosphorylation of Hsp27 is lost (21). Hsp27 displays anti-apoptotic
properties (25,26) and regulates the expression of interleukin-8 (IL-8), a proinflaimmatory
chemokine involved in cancer cell survival (27,28). MK2 can also phosphorylate other substrates
such as Akt, a pro-survival kinase, and Mouse Double Minute 2 homolog (MDM2), a negative
regulator of the pro-apoptotic protein p53 (29,30). MK2 has been identified as a pro-carcinogenic
kinase involved in the regulation of cell cycle, cell invasion and resistance to chemotherapy in
cancer cells (20,31-34). Moreover, MK2 overexpression was previously demonstrated in multiple
myeloma (35), lung cancer (306), gastrointestinal stromal tumors (37) and breast cancer (38).

To date, the expression of MK2 in liver cancer has not been examined, although the protein has
been detected in normal liver tissue (39-41). Furthermore, the role of MK2 in response to
oxidative stress remains to be determined in liver cancer biology. The purpose of the study was
to decipher the contribution of MK2 in human liver cancer cells exposed to H202-induced
oxidative stress. We show that MK2 activation contributes to resistance against oxidative stress

by counteracting apoptosis and triggering pro-survival signals in malignant hepatic cells. This
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pro-carcinogenic effect of MK2 is likely due in patt to 1/ upregulation of proteins involved in the
antioxidant defenses, Nfr2 and HO-1, 2/ increased expression of IL-8 and the EGFR ligand HB-
EGF associated with an activation of EGFR. Furthermore, we demonstrate that the MK2-
dependent signaling pathway is regulated by EBP50, a scaffold protein identified here as a novel
binding protein of MK2. Finally, enhanced expression of MK2, Hsp27 and EBP50 is observed in
human liver tumors, supporting a biological role of the MK2 pathway in liver carcinogenesis.
Overall, the present work highlights a role for the p38MAPK/MK2 pathway in resistance to

oxidative stress that may participate to liver carcinogenesis.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Patients and liver tumor specimens - Samples of HCC and paired adjacent nontumoral liver
tissue (n = 70) or intraheptic CCA tumors (n = 10) were obtained from patients who underwent
liver resection in Saint-Antoine Hospital (APHP, Tumor bank HUEP, “TumeurEst”).
Characteristics of patients with HCC are provided in Table 1. CCA patients’ median age was 66
yr (range 54-79) with well or moderately differentiated CCA (massive subtype, mean size 9 cmy;
range 4.5-15 cm). According to the TNM staging system (7th edition), four lesions were T1
(solitary tumor without vascular invasion), one was T2a (solitary tumor with vascular invasion)
and five were T2b (multiple tumors) (42). Non tumoral liver tissue showed no significant fibrosis
except in one patient who had chronic hepatitis B with few fibrous septa. Histologically normal
liver tissue (control liver samples) was obtained from 8 patients who underwent partial
hepatectomy for the treatment of metastases or benign tumor. Tissue samples were snap-frozen

in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

Cell models - Human HCC cell lines included PLC/PRF5 cells provided by Dr. Christine Perret
(Institut Cochin, Paris, France), and HepG2 cells from ATCC. Human CCA cell lines included
Mz-ChA-1 cells provided by Dr. A. Knuth (Zurich University, Switzerland), and EGI-1 cells
obtained from DSMZ, Germany. Hela cells were obtained from ATCC.

The cells were incubated in hydrogen peroxide (H202) from Sigma-Aldrich (100-1000 uM) to
induce oxidative stress. In some experiments, the MK2 inhibitor (MK2 inhibitor 111, Merck) (5
uM) was added to the culture medium 1 h before H202.

Cell viability was measured using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay. Cells were incubated with the tetrazolium dye MTT at the final
concentration of 0.1 mg/mL for 4h at 37°C. Absorbance of the colored solution was quantified

by a spectrophotometer (Tecan) at 560 nm.

Immunostaining - Paraffin-embedded human tissue samples were cut in 4-um sections and
antigens were unmasked as indicated in Table 2. Sections were incubated sequentially with H20O2
for 5 min, with blocking serum (Protein block serum-free, Dako) for 20 min, with primary
antibodies (Table 2) for 30 min and with secondary biotinylated antibodies (Trekkie Biotinylated
Rabbit/Mouse link, Biocare Medical) for 20 min. Sections wetre finally incubated with

TrekAvidin-HRP for 20 min. The Autostainer Plus (Dako) was wused to perform
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immunostainings. The color was developed using amino-ethyl-carbazole (AEC peroxidase
substrate kit; Vector Laboratories, Ltd.). The sections were counterstained with haematoxylin and
mounted with Glycergel (Dako).

For immunofluorescence, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, permeabilized in
0.1% Surfact-Amps X100 (Thermo Scientific) and blocked with 1% albumin and 10% goat
serum for 1 h at room temperature. The cells were incubated overnight with primary antibodies
(Table 2) and then for 1 h at room temperature with secondary fluorescent antibodies
(Invitrogen). Cell nuclei were counterstained with DRAG-5 (Invitrogen) for 5 min during the
final wash before mounting (Fluoromount; EMS). Cells were observed with an epifluorescence

or an SP2 confocal microscope (Leica).

Western blotting - Cells were lysed on ice in Laemmli buffer (Biorad) supplemented with f3 -

mercaptoethanol or in RIPA buffer supplemented with 1 mM orthovanadate and a cocktail of
protease inhibitors (Roche Diagnostics). Proteins were heated for 5 min at 96°C, subjected to
SDS-PAGE migration and transferred to nitrocellulose membranes (Biorad). The blots were
blocked with TBS (0.1%) Tween-20 containing 5% bovine serum albumin and incubated with
primary antibodies (Table 2) overnight at 4°C and with secondary horseradish peroxidase-linked
antibodies (Cell Signaling) for 1 h at room temperature. Immune complexes were visualized by

enhanced chemiluminescence (Pierce).

I1.-8 assay - 1L-8 in cell supernatants was measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using a human anti-IL-8 kit (DuoSet, R&D Systems Europe) according to the

manufacturer's instructions.

RINA isolation and gene expression amalysis - Total RNA was extracted from cell cultures
using RNeasy Mini Kit (Qiagen). For tissues, a preliminary RNA extraction step was conducted
using TRIzol Reagent (Life Technologies). RNA was reverse-transcribed and quantified by real
time PCR on a LightCycler® 480 instrument (Roche) using SYBR Green chemistry and specific
primers (Table 3). For each sample, gene expression was normalized to hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (HPRT) mRNA content and was expressed relatively to the same
calibrator (for human samples). The relative quantity of each target mRNA was determined from

duplicates using the formula 2AACT,
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Gene silencing - Hsp27 and EBP50 expression was silenced by using a pool of four siRNA (ON-
TARGETpius SMARTpool, Dharmacon). Control siRNA was a pool from Dharmacon
(siGENOME non-targeting siRNA pool 2). Transient transfections were performed with 75-100
nM of siRNA using DharmaFFECT 4 (Thermo Scientific).

Yeast two-hybrid screem - The coding sequence of human EBP50 (GI number 29165827) was
amplified by PCR and cloned into pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen). Bait cloning into pB27
(N-LexA-bait C fusion) and Y2H screening of a commercialized human liver cDNA library
(human liver RP1) were performed by Hybrigenics, S. A. Eighty-two millions interactions were
tested with EBP50 and after selection, 272 positive clones were analyzed. cDNA fragments

corresponding to positive “prey”  clones were amplified by PCR and sequenced at their 5’
and 3" junctions. The resulting sequences were searched against GenBank using a fully

automated procedure, assigned a “Predicted Biological Score” indicative of the confidence of

interactions.

Immunoprecipitation - Cells were harvested in the immunoprecipitation buffer (NP-40)
supplemented with 1 mM orthovanadate and a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)
and subjected to centrifugation for 15 min at 4 °C. Precleared proteins (1 mg) were incubated
with antibodies (4 Yg) (Table 2) overnight at 4 °C. Immunoprecipitated proteins were suspended

in Laemmli buffer and subjected to western blot analysis.

Glutathione-S-transferase (GST) pull-down - GST pull-down was performed as previously
described (43). Protein lysate from Hel.a cells or Mz-ChA-1 cells was incubated with GST-fusion
protein beads for 2 h at 4°C. The beads were extensively washed 4 times with 1 mL PBS. Bound

protein fractions were eluted with Laemmli buffer and analyzed by western blot.

Statistical analysis - Results are given as mean = SEM. Data were analyzed using Prism 5.0
software (GraphPad Software Inc.). Data obtained from 7» vitro experiments in cell lines were
compared using Mann-Whitney U and Wilcoxon tests. Statistical tests were two-sided.
Expression data obtained from human tissue specimens were compared using Mann-Whitney U
test (unpaired data) and Wilcoxon test (paired data). Correlations between MK2, Hsp27 and
EBP50 mRNA expression in human liver tissue samples were conducted using Spearman rank

correlation coefficient. P value of less than 0.05 was considered significant.
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RESULTS

Oxidative stress triggered by H,0, activates MK2 in liver cancer cells — We first determined
whether MK2 was activated by oxidative stress challenge in liver cancer cells. MK2 activity,
which was monitored by a shift in electrophoretic mobility and by phosphorylation of its bona fide
substrate Hsp27, was examined in human HCC (PLC/PRF5, HepG2) and CCA (Mz-ChA-1,
EGI-1) cell lines exposed to a sub-lethal dose of H,O, (500 uM) for 30 min, 1 h and 2 h in the
presence or absence of MK2 inhibitor (MK21). In western blot assays, MK2 was visualized with a
specific antibody that recognizes MK2 irrespective of its phosphorylation status, and MK2
phosphorylation was detected by a shift towards lower electrophoretic mobility. Upon H,O,
treatment, the phosphorylation level of MK2 and Hsp27 was increased in all cell lines (Fig. 1A).
MK2i, an ATP-competitive inhibitor of MK2 (44) markedly reduced H,O, induction of
phospho-Hsp27 without affecting the activation status of MK2.

Inhibition of MK2 sensitizes liver cancer cells to H,0,-induced apoptosis — MK2 regulates
cell survival. Analysis of cell survival was performed using the MTT assay in HCC and CCA cells
treated with H,0O, (100-1000 uM) in the presence or absence of MK2i (Fig. 1B). In all cell lines,
H,0O, induced a dose-dependent decrease in cell viability. In the presence of H,0O, MK2i caused a
reduction of cell viability to a greater extent compared to H,O,. To further determine whether
the decreased survival induced by MK2i was due to cell apoptosis, we analyzed p53 nuclear
localization by immunofluorescence (Fig. 2A) and the cleavage of caspase-3 and poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP) by western blot (Fig. 2B) in two cell lines representative of the two
types of liver tumors, PLC/PRF5 (HCC) and Mz-ChA-1 (CCA) cells. In the presence of H,0,
and MK2i, a higher nuclear expression of p53 and a stronger cleavage of the caspase-3/PARP
were observed in cells compared to H,O, alone. These findings indicate that MK2 displays an

anti-apoptotic role leading to the survival of liver cancer cells upon oxidative stress.

Inhibition of MK2 diminishes H,O,-induced nuclear Nrf2 and HO-1 expression and
increases DNA damage in liver cancer cells — To further understand the role of MK2 in cell
survival, we first examined whether MK2 affected antioxidant defenses. The nuclear factor-
erythroid-derived 2-like 2 (Nrf2) is a major regulator of the antioxidant response. Nfr2 induces
the transcription of genes encoding proteins involved in cellular protection against oxidative
stress, such as the heme oxygenase 1 (HO-1) (45). Upon exposure to H,O,, Nrf2 accumulated
into the nucleus of PLC/PRF5 and Mz-ChA-1 cells (Fig. 3A) and the expression of HO-1
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increased in these cells (Fig. 3B). Inhibition of MK2 prevented the nuclear localization of Nrf2
and reduced the expression of HO-1 induced by H,O, (Fig. 3A and B). The loss of the
antioxidant response induced by MK2i in H,O,-treated cells correlated with an increase in DNA

damage, as attested by a greater increase in nuclear foci number and total protein expression of
YH2AX, a marker of DNA-double strand breaks, compared to H,O, alone (Fig. 3C and D).
These data suggest that MK2 protects liver cancer cells against oxidative stress by inducing an

antioxidant response required for cell survival.

The MK2 mediates H,O,-induced 1L.-8 expression via phosphorylation of Hsp27 — MK2
regulates the expression of IL-8, a chemokine involved not only in inflammation but also in
tumor cell survival (28). We investigated whether MK2 regulated IL-8 expression in Mz-ChA-1
and PLC/PRF5 cells exposed to H,O, in the presence or absence of MK2i. Upon H,O,
treatment, IL-8 mRNA expression and protein secretion were significantly enhanced in
PLC/PRF5 and Mz-ChA-1 cells and inhibition of MK2 abrogated these effects (Fig. 4A and B).
Since Hsp27 is phosphorylated by MK2 (Fig. 1A) and a regulator of I11.-8 expression in Hela cells
(27), we examined the contribution of Hsp27 to IL-8 mRNA expression in liver cancer cells
exposed to H,0O,. The siRNA pool against Hsp27 (siHsp27) significantly reduced Hsp27 mRNA
level in the cells (Fig. 4C). Loss of Hsp27 diminished significantly the level of IL-8 mRNA in
H,O,-treated cells (Fig. 4D). These data were consistent with a positive regulation of 1L-8

expression by the MK2/Hsp27 axis in liver cancer cells exposed to H,O,.

Inhibition of MK2 abrogates H,O ,-induced HB-EGF/EGEFR signaling in liver cancer cells
— H,O, promotes EGFR phosphorylation and increases expression of the EGFR ligand HB-
EGF in epithelial cell types (13,46,47). Given the importance of the EGFR axis in liver
carcinogenesis (48-50), we investigated the potential of the MK2 pathway to regulate this process.
H,0O, induced the phosphorylation of EGFR (Fig. 5A) and caused a twofold augmentation of
HB-EGF mRNA expression in Mz-ChA-1 and PLC/PRFS5 cells (Fig. 5B). MK2i led to a marked
reduction of H,O,-induced phosphorylation of EGFR and expression of HB-EGF mRNA (Fig.
5A and B). MK2i had no effect on amphiregulin, another EGFR ligand the expression of which
increased under H,O, treatment (data not shown). Likewise, the downregulation of Hsp27 by
siRNA reduced H,0,-mediated HB-EGF overexpression (Fig. 5C). Furthermore, the addition of
exogenous HB-EGF activated MK2 and caused phosphorylation of Hsp27, thereby amplifying

MK2 signaling (Fig. 5D). These results suggest that MK2 confers resistance to oxidative stress in
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liver cancer cells by regulating the HB-EGF/EGFR axis presumably through a positive feedback
loop.

The MK2/Hsp27 signaling is regulated by the scaffold protein egrin-radixin-moesin
binding phosphoprotein 50 (EBP50) - A yeast two-hybrid screen of human liver cDNA
identified EBP50, a PDZ protein highly expressed in the liver, as a binding protein of MK2.
Consistently, the analysis of the MK2 protein sequence revealed the presence of a PDZ motif
LTRL at the C-terminus (Fig. 6A). The interaction between the two proteins was confirmed 2
vitro by GST pull-down and i ce/lulo by immunoprecipitation (Fig. 6B and C). GST pull-down
experiments were performed with Hela cell lysate using GST-EBP50 fusion proteins containing
either WT-EBP50, or each of the two PDZ domains of EBP50, PDZ1 and PDZ2 (Fig. 6B).
Western blot analysis indicated that MK2 binds EBP50, through its two PDZ domains. In this
experiment, Akt, which is a binding partner for EBP50, was used as a positive control (51).
Reciprocal immunoprecipitation experiments using either MK2 (Fig 6C, left panel) or EBP50
antibody (Fig 6C, right panel) showed that EBP50 interacted both with MK2 and phospho-MK2
in Mz-ChA-1 cells.

We then analyzed whether EBP50 could modulate MK2-dependent signaling. In Mz-ChA-1 and
PLC/PRF5 cell lines treated with H,O,, the downregulation of EBP50 with siRNA reduced
phosphorylation of Hsp27 without affecting MK2 activation (Fig. 6D). This result indicates that
EBP50 is required for the stimulation of the phosphorylation of Hsp27 in oxidative stress
condition. Interestingly, GST pull-down analysis showed that Hsp27 associated with EBP50 only
when Mz-ChA-1 cells were treated with H,O, and not in control conditions (Fig. OE).
Functionally, down-regulation of EBP50 by siRNA altered MK2-dependent effects. Loss of
EBP50 induced a further increase of H,O,-induced caspase-3 and PARP cleavage (Fig. 6F) and
DNA damages attested by gH2AX protein expression (Fig. 6G). Furthermore, the
downregulation of EBP50 counteracted H,O,-induction of HB-EGF (Fig. 6H) and of IL-8 (Fig.
6I) mRNA expression.

Expressions of MK2, Hsp27 and EBP50 are upregulated in human liver tumors — We
examined the mRNA levels of MK2, Hsp27 and EBP50 in 70 HCC tumors (T) and paired
surrounding non-tumor liver tissues (NT) as well as in 8 healthy livers. MK2, Hsp27 and EBP50
mRNA levels were similar between non-tumor liver tissues and healthy livers (data not shown),
whereas they were significantly higher in HCC tumors compared with matched non-tumor

tissues (Fig. 7A). Spearman correlation analysis showed a strong correlation between the levels of
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mRNA encoding the three proteins (p<<0.0001) (MK2 and Hsp27, r=0.59; MK2 and EBP50,
r=0.65; Hsp27 and EBP50, r=0.60). To validate the overexpression at the protein level,
immunohistochemistry of MK2, Hsp27 and EBP50 was performed (Fig. 7B) on seven HCC
tumors. The proteins were found highly expressed in tumor cells compared with matched non-
tumor tissues. Immunohistochemistry analysis was also performed in 10 CCA tumors in which, a
higher expression of MK2, Hsp27 and EBP50 was observed in comparison to non-tumoral bile
duct epithelium (Fig. 7C). These results supported a role of the MK2/Hsp27/EBP50 signaling

module in liver cancers.

77



Résultats

DISCUSSION

Cancer cells produce excessive ROS that can activate signaling cascades including of receptor
tyrosine kinases and intracellular kinases. MK2 is a kinase activated in response to oxidative
stress. The major findings in this study provide evidence that: 1/ ROS, i.e. H,0,, activate MK2
and increase phosphorylation of Hsp27 in liver cancer cells; 2/ pharmacological inhibition of
MK2 enhances the deletetious effects of H,O,-induced oxidative stress on cell survival, and
abrogates antioxidant defenses and cytoprotective signals such as the HB-EGF/EGFR signaling
and IL-8 expression; 3/ MK2 signaling towards Hsp27 is regulated by the scaffold protein
EBP50, a protein expressed in liver epithelia and overexpressed in liver cancers; 4/ in parallel to
EBP50, the levels of MK2 and Hsp27 are also upregulated in human liver tumors.

The heat shock protein Hsp27 has been identified as a major substrate of MK2 (24). We found
that H,O, was a potent activator of MK2 responsible for the phosphorylation of Hsp27 in liver
cancer cells. Because Hsp27 displays anti-apoptotic properties (25), it may contribute to the
cytoprotective properties of MK2 in liver cancer cells subjected to oxidative stress. Inhibition of
Hsp27 by siRNA sensitizes cells to H,O,-induced apoptosis (data not shown), strengthening the
anti-apoptotic role of Hsp27 as previously suggested in colon cancer stem cells (52). In
neutrophils, anti-apoptotic function of Hsp27 is mediated by Akt, which is another substrate of
MK2 (26). In these cells, Hsp27 regulates Akt activation and cell apoptosis by mediating
interaction between Akt and its upstream activator MK2 (53). An MK2-dependent activation of
Akt was also observed in liver cancer cells exposed to H,O, (data not shown). Recently, a
regulation of the MK2-Hsp27-Akt signaling cascade by the Rit GTPases has been highlighted as
mediating anti-apoptotic pathway (23). Therefore, we propose a role for both, Hsp27 and Akt in
the pro-survival effects of MK2.

Previous investigations have demonstrated that ROS interfere with the EGFR pathway. EGFR
has a major contribution to carcinogenesis in HCC and CCA (48,49). H,0O, has been shown to
regulate EGFR by inducing its phosphorylation (13,46,54). We show that EGFR activation by
H,0O, depends on activity of MK2 in liver cancer cells. In addition to the regulation of EGFR, it
has been shown that H,O, increased the synthesis of EGFR ligands including amphiregulin and
HB-EGF in gastric epithelial cells (13) and in bladder and lung carcinoma cell lines (46). In the
latter study, the molecular mechanisms underlying the upregulation of HB-EGF relied on
increased activity of the metalloprotease TACE, leading to the ectodomain shedding of proHB-
EGF into HB-EGF, and the subsequent activation of EGFR (46). Consistently, it was

demonstrated in monocytes that MK2 activity is necessary for ROS-stimulated TACE activation
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(55). Here, we show that H,O,-induced HB-EGF expression depends on MK2 and Hsp27. We
cannot exclude a regulation of HB-EGF mRNA by tristetraprolin (T'TP). The MK2 substrate
TTP is known as an mRNA destabilizing factor, which binds to AU-rich mRNA elements and is
inactivated by phosphorylation (56). In addition, Hsp27 has recently also been described as a
regulator of the stability of mRNAs containing AREs (57). Using the database “AREsite” (58),
we found the presence of an ARE in the 3’UTR in HB-EGF mRNA. Therefore, increased
expression of HB-EGF could be explained by the inactivation of the potential HB-EGF mRNA
destabilizer TTP and/or by the increased ability of Hsp27 to stabilize HB-EGF mRNA. Of
course, an effect of MK2 and Hsp27 on TACE activity in cancer liver cells cannot be excluded.
Furthermore, we show that the HB-EGF/EGFR signaling module activates the MK2-Hsp27
pathway, suggesting the existence of a positive feedback loop.

IL-8 (also named CXLS) is an inflammatory chemokine regulated by MK2 that promotes
immune infiltration, angiogenesis, and cancer cell survival (22,59,60). Previous work published by
DeForge et al. (61), has shown that IL-8 expression was upregulated by oxidative stress in HCC
cells, HepG2. Here, we underline a positive regulation of IL-8 mRNA by MK2 and Hsp27 in
response to oxidative stress in liver cancer cells, which is accompanied by a higher secretion of
IL-8 in cell supernatants. IL-8 expression is controlled through mRNA stabilization (62).
Accordingly, we found that MK2 stabilized H,O,-induced IL-8 mRNA in Mz-ChA-1 and
PLC/PRF5 cells (data not shown). Expression of IL-8 mRNA that contains AU-rich elements
could be regulated by TTP and Hsp27. In CCA, little information is available regarding 1L.-8
expression by tumor cells. However, a higher basal expression of 1L-8 was measured in human
cholangiocytes isolated from livers of patients with primary sclerosing cholangitis, a hepatobiliary
disease that can progress to CCA, as compared with normal cholangiocytes (63). Regarding HCC,
a higher serum concentration of IL-8 was found in patients, which interestingly was positively
correlated with a reduced level of antioxidants (64). In HCC tissue, 1L-8 expression was strongly
detected in tumor cells that represent the major producer (65). Once secreted, IL-8 binds G
protein-coupled receptors CXCR1 and CXCR2. In human CCA, a strong expression of CXCR2
has been observed (66) and stimulation of the CCA cell line Mz-ChA-1 by IL-8 has been shown
to increase cell proliferation (67). In human HCC, expression levels of CXR2 were significantly
increased in HCC compared with adjacent and normal liver tissues (68). Thus, the resistance to
oxidative stress of liver cancer cells may be related to a higher production of IL-8, which in turn
could act as a proliferative and/or prosutvival mediator through an autocrine fashion.

Scaffold proteins containing PDZ domains organize signaling complexes (69). We herein

identified a new regulation of the MK2 signaling pathway by the scaffold PDZ protein EBP50.
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EBP50 is highly expressed in normal liver, and specifically in hepatocytes and cholangiocytes
(43,70). In both liver tumors, an upregulation of EBP50 expression has been reported and
suggested to participate in carcinogenesis by stimulating b-catenin and EGFR pathways in HCC
and CCA, respectively (71,72). Previous works performed by our team and others have shown
that EBP50 regulated cellular signaling pathway including the receptor tyrosine kinases EGFR
(71,73) and PDGEFR (74), and the intracellular kinases Akt (51) and PKCC (75). In liver cancer
cells exposed to oxidative stress, EBP50 appeared to facilitate phosphorylation of Hsp27 by
MK2. While in basal condition, no interaction was evidenced between EBP50 and Hsp27, an
interaction was highlighted in cells treated with H,O,, indicating that EBP50 may be involved in
the formation of a signaling complex required for MK2 to phosphorylate Hsp27. Accordingly,
downregulation of EBP50 in liver cancer cells, increased apoptosis and DNA damage induced by
H,0O,, suggesting a regulation of H,O,-induced MK2 signaling by EBP50. In addition, the
regulation of the HB-EGF and IL-8 levels seems to be dependent on EBP50. Therefore, we
provide a new regulatory mechanism of MK2 signaling and highlight a novel function of EBP50
in liver biology-

Finally, we found that HCC tumors displayed higher expression of MK2, Hsp27 and EBP50
compared with adjacent noncancerous liver tissues. By performing correlation analysis, we found
a combined deregulation of the three proteins. In agreement with the expression of mRNA, the
protein level of MK2, Hsp27 and EBP50 was higher in HCC tumor. Expression of MK2 at the
protein level has been previously showed to be associated with a higher activity of the kinase in
breast cancer (38). Augmentation of Hsp27 level was observed both in serum (76) and liver
tumor tissue (77,78) from patients with HCC. Hsp27 expression was also increased in tumor and
bile of patients with CCA (79). We found that the level of EBP50 mRNA was enhanced in HCC
tissue and accompanied by an increase of the immunostaining of EBP50 as previously reported
by Shibata et 2/ (72). EBP50 immunostaining was also higher in CCA tissues in keeping with our
previous observations (71). Together, these novel observations reinforce a potential role of the

MK2/Hsp27/EBP50 axis in livet tumors.

In summary (Fig. 8), we have demonstrated that ROS activated an MK2-dependent signaling
pathway in liver cancer cells, which provides cell ability to survive and to activate cytoprotective
mechanisms including antioxidant defenses and activation of the HB-EGF/EGFR axis.
Upregulation of the MK2 signaling module including EBP50 and HSP27 7z vive in human liver
tumors and 7z witro in stressed liver cancer cells provide a mechanism whereby liver tumors

progress under oxidative stress. These data have implication regarding the role played by MK2
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pathway in resistance to oxidative stress and underscore potential of MK2 as a therapeutic target

in liver cancers.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Oxidative stress triggered by H,O, activates MK2/Hsp27 pathway in liver cancer
cells. A. Analysis of H,O,-stimulated MK2-dependent signaling pathway in HCC (PLC/PRF5,
HepG2) and CCA (Mz-ChA-1, EGI-1) cell lines. Cells were treated with 500 uM of H,O, in the
presence or absence of MK2i (5 uM). The phosphorylation status of MK2 and Hsp27 was
examined by western blot. MK2 was visualized using a specific antibody that recognizes MK2
irrespective of its phosphorylation status; MK2 phosphorylation was attested by an upper shift in
electrophoretic mobility. Phosphorylated and total Hsp27 were detected by two different
antibodies. B. Cells were incubated with increasing doses of H,O, for 48 h in the presence or
absence of MK2i. Cell viability was measured using a MTT assay. Statistical analysis: n=6 in
duplicate; Mann-Whitney; ** P < 0.01, ** P < 0.001, s no H,0,. * P < 0.05, " P < 0.01, ** P
< 0.001 »s H,0O, without MK2i.

FIGURE 2. Inhibition of MK2 sensitizes liver cancer cells to oxidative stress-induced apoptosis.
Cells were treated with 250 uM (PLC/PRF5) or 500 uM (Mz-ChA-1) of H,O, for 24 h in the
presence or absence of MK2i. A-B: p53 nuclear expression was analyzed by immunofluorescence

(A) and caspase-3 and PARP cleavage was evaluated by western blot (B).

FIGURE 3. Inhibition of MK2 reduces the nuclear localization of Nfr2 and total expression of
HO-1, and increases DNA damage. Cells were treated with 250 pM (PLC/PRF5) or 500 uM
(Mz-ChA-1) of H,O, for 2 h (A), 8 h (B) and 24 h (C, D) in the presence or absence of MK2i. A.
Subcellular localization Nfr2 was analyzed by immunofluorescence; B. HO-1 expression was
analyzed by western blot. C-D: Nuclear localization and protein level of gH2AX were evaluated

by immunofluorescence (C) and western blot (D), respectively.

FIGURE 4. The MK2/Hsp27 pathway regulates H,O,-induced IL-8 expression. A-B: Cells were
incubated with 250 uM (PLC/PRF5) or 500 pM (Mz-ChA-1) of H,0, for 5 h (A) or 24 h (B) in
the presence or absence of MK2i, were subjected to RT-PCR analysis of IL-8 (A), and analysis of
IL-8 concentration by ELISA in the supernatant (B). C-D: Cells transiently transfected with
Hsp27 or Cont siRNA for 67 h and incubated with H,O, for 5 h, were subjected to RT-PCR
analysis of Hsp27 (C) and IL-8 (D). Statistical analysis: n=6 in duplicate; Wilcoxon rank-signed
test; * P < 0.05, ¥ P < (0.01, ** P < 0.001 »s control or siCont, Mann-Whitney; *P<0.05"p
< 0.01 »s H,0O,.

FIGURE 5. Inhibition of MK2 abrogates H,O,-induced activation of HB-EGF/EGFR axis in
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liver cancer cells. A. EGFR activation in response to H,O,was analyzed by western blot. B-C:
RT-PCR analysis of HB-EGF mRNA expression in liver cancer cell lines. Cells were treated with
250 uM (PLC/PRF5) or 500 uM (Mz-ChA-1) of H,O, for 5 h in the presence or absence of
MK2i (B). Cells were transiently transfected with Hsp27 or control siRNA for 67 h and treated
with H,O, for 5 h (C). D. Analysis of MK2 activation in response to HB-EGF by western blot.
PLC/PRF5 and Mz-ChA-1 cells were serum-deptived for 24 h and pretreated with or without
MK2i 1 hour prior to incubation with HB-EGF (50 ng/mL) for 30 min. Statistical analysis: n = 6
in duplicate; Wilcoxon rank-signed test; ** P < 0.01 s Cont or siCont; Mann-Whitney; #P<0.05
vs H,0,.

FIGURE 6. The MK2/Hsp27 pathway is regulated by the scaffold protein EBP50. A. MK2
owns protein a typical PDZ motif at its COOH-tail, LTRL. B-C: MK2 binds to EBP50. GST
pull-down analysis was performed by incubating the immobilized GST recombinant proteins of
EBP50 (left panel and middle panel) with Hela cell lysate (right panel). Western blot analysis
using MK2 and AKT antibodies (B). MK2 (left panel) or EBP50 (right panel) was
immunoprecipitated with specific antibody or control immunoglobulin G from whole-cell lysates
of Mz-ChA-1 cells. Western blotting was performed with an antibody against EBP50 (left panel)
or MK2 (right panel) (C). D. Loss of EBP50 decreases MK2-dependent cell signaling. Mz-ChA-1
and PLC/PRFS5 cells were transiently transfected with EBP50 or control siRNA for 72 h and
treated or not with 500 uM (Mz-ChA-1) or 250 uM (PLC/PRF5) of H,O,. Phosphotylated status
of MK2 and Hsp27 was analyzed by western blotting. E. H,O, promotes interaction between
EBP50 and Hsp27. Mz-ChA-1 cells were treated or not with 500 uM of H,O, for 30 min. Cell
lysate was incubated with 25 ug of GST only or GST-EBP50 for 2 h and Hsp27 was detected by
western blotting. F-I: Loss of EBP50 causes cell death and DNA damages. PLC/PRF5 and Mz-
ChA-1 cells were transiently transfected with EBP50 or control siRNA for 48 h and treated or
not with H,O, for 24 h (F-G) or 5 h (I). Western blotting was performed to analyze cleavage of
caspase-3 and PARP (F) and gH2AX expression (G). H-I: HB-EGF (H) and IL-8 (I) mRNA
expression was analyzed by RT-PCR. Statistical analysis: n = 6 in duplicate; Wilcoxon rank-signed
test; ** P < 0.01 o5 siCont; Mann-Whitney; * P < 0.05 5 H,O,.

FIGURE 7. MK2, Hsp27 and EBP50 status in human liver tumors. A. Real-time PCR
analysis of MK2, Hsp27 and EBP50 mRNA expression in 70 human paired HCC (T)/nontumor
(NT) liver tissue samples. B-C: Representative immunostaining showing overexpression of MK2,
HSP27 and EBP50 in a HCC tumor compared to paired nontumor tissue (n=7) (B) and in CCA
tumor (n=10) compared to normal liver (C). Statistical analysis: T »s NT: Wilcoxon test for paired

values. **¥* P < 0.001.

92



Résultats

FIGURE 8. Hypothetical model depicting the role of MK2 in protecting liver cancer cells from
oxidative stress. Upon oxidative stress, MK2 is activated and triggers 1/ phosphorylation of
Hsp27; 2/ antioxidant defense through Ntf2 and HO-1; 3/ ovetrexpression of IL-8 and HB-
EGF, and activation of EGFR; 4/ inhibition of apoptosis. EBP50 acting as a scaffold of MK2
regulates the MK2/Hsp27 pathway.

93



Résultats
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Figure 2
A
PLC/PRF5 Mz-ChA-1
p53

Control
H202
MK2i

H202 5
+MK2i

B
PLC/PRF5 Mz-ChA-1
& W«

\(o\ or D) o‘lx \$°\ ov P O"LX
P W WP W

‘ -— - ‘ \ — — .}Cieaved caspase-3
s ‘ Uncleaved PARP

- o= ks .4 Cleaved PARP
‘---{ '----’-GAPDH

95



Résultats

Figure 3
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Figure 4
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Table 1: Clinical and pathological characteristics of 70 patients with HCC

Age (years)
Mean (* SD)

62 (+ 13)

Sex ratio (M/F)

5.4 (59/11)

Etiology of chronic liver disease, n
HCV infection
HBYV infection
Alcohol abuse
Hemochromatosis
NASH

Combined viral hepatitis and alcohol

Combined metabolic  syndrome
alcohol
Undetermined

and

14 (20 %)
20 (29 %)
4 (6 %)
2 (3 %)
9 (13%)
7 (10 %)
6 (9 %)
8 (11 %)

Cirrhosis, n (%)

33 (47 %)

Tumor size (mm)

Mean (* SD)

63.1 (+ 48.8)

Number of tumots, n
Single
Multiple

55 (77 %)
15 (23 %)

Tumor grade, n *
Well differentiated
Moderately differentiated

Poorly differentiated

11 (16%)
35 (51 %)
23 (33 %)

Invasion

14 (20 %)

* n=069 available
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Table 2 : Primary antibodies used for immunodetection

Antigen

Name Species | Manufacturer Clone Dilution unmasking
Akt Rabbit Cell Signaling C67E7 1/1000 (WB)
Caspase-3 Rabbit Cell Signaling 1/500 (WB)

1/1000 (WB), Citrate, pH 6
EBP50 Rabbit Pierce 1/200 IHC & (15 min 95°C)

IP)
EGFR Rabbit Santa Cruz 1/250 (WB)
GAPDH Mouse Santa Cruz 6C5 1/5000 (WB)
HO-1 Mouse Pierce HO-1-1 1/1000 (WB)
Hsp27 Rabbit Enzo 1/1000 (WB)
Citrate, pH 6

Hsp27 Mouse Enzo G3.1 1/200 IHC) (15 min 95°C)

1/1000 (WB &
MK2 Rabbit Cell Signaling IP)

EDTA, pH 9

MK2 Mouse Santa Cruz H-66 1/50 IHC) (15 min 95°C)
Nrf2 Rabbit Santa Cruz C-20 1/200 (IF)
p-S78-Hsp27 Rabbit Cell Signaling 1/1000 (WB)
p-Y1068 EGFR | Rabbit Cell Signaling 1/1000 (WB)
p53 Mouse Santa Cruz B-P3 1/200 (IF)
PARP Rabbit Cell Signaling H-250 1/1000 (WB)

1/1000 (WB)
gH2AX Mouse Millipore JBW301 1/500 (IF)
WB, western blot; IHC, immunohistochemistry; IP, immunoprecipitation; IF,
immunofluorescence.
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Table 3 : Primers used for quantitative real-time PCR

Genes Forward Reverse
SLCIA3RT
(EBP50) 5 GGCTGGCAACGAAAATGAGC ¥ 5 TGTCGCTGTGCAGGTTGAAG 3
HBEGF 5' GAAAGACTTCCATCTAGTCACAAACA ¥ 5' GGGAGGCCCAATCCTAGA 3'
HPRT 5 TAATTGGTGGAGATGATCT 3 5 TGCCTGACCAAGGAAAGC 3
HSP27 5 TCCCTGGATGTCAACCACTT 3 5 GATGTAGCCATGCTCGTCCT 3’
IL8 (CXCLS) |5 GTGATTGAGAGTGGACCACA 3 5 CTCTGCACCCAGTTTTCCTT 3
MAPKAPK?2 | 5 GGATGTCAAGCCTGAGAAT 3 5 CCAGCACTTCTGGAGCCAC ¥
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DISCUSSION

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre de ’homéostasie redox cellulaire en faveur d’une
accumulation des espéces réactives de oxygene (i.e H,0O,). Le stress oxydatif peut conduire a la
carcinogenese hépatique, contribuer a la fois au développement et a la progression tumorale via
des effets mutagenes et épigénétiques des especes réactives de I'oxygene (Loeh 2011, Nishida et al.
2013).

Les especes réactives de I'oxygene peuvent activer des voies de signalisation telle que la voie de
MK2. 11 s’agit d’une voie qui est impliquée dans un large panel de réponses cellulaires comme la
migration, le controle du cycle cellulaire, 'inflammation et la résistance aux stresses (Gaestel 2006,
Reinbardt et al. 2009). Dans les cancers du foie, la fonction de MK2 en réponse au stress oxydatif
est inconnue.

Nos résultats ont permis de mettre en évidence la participation de la kinase MK2 dans différentes
réponses cellulaires qui semblent conférer aux cellules cancéreuses hépatiques une résistance au
stress oxydatif. Nous avons ainsi démontré que la voie MK2 est activée dans des lignées
cancéreuses hépatocytaires et biliaires en réponse au stress oxydatif induit par le peroxyde
d’hydrogene (H,0O,). L’activation de MK2 dans les cellules cancéreuses du foie permet aux
cellules de survivre en condition de stress oxydatif »zz 'inhibition de 'apoptose.

L’inhibition de l'apoptose observée pourraient étre relayée par I'une des principales cibles de
MK2, la protéine chaperonne Hsp27 qui a été décrit comme une protéine anti-apoptotique
(Stokoe et al. 1992). En effet, la phosphorylation de Hsp27 réduit l'activation de la voie pro-
apoptotique caspase 3 et est nécessaire a 'activation de la voie pro-survie Stc/Akt ($hi et al. 2011,
Qi et al. 2014). Dans les cellules cancéreuses hépatiques, la phosphorylation d’Hsp27 est observée
suite a un traitement au H,O, et est inhibée par I'inactivation de MK2. Afin de confirmer le role
anti-apoptotique de Hsp27 dans la réponse au H,O,, nous avons inhibé expression de Hsp27 a
I'aide ’ARN interférents dans les cellules cancéreuses hépatiques. Le clivage de PARP induit par
H,O, est plus élevé en absence de Hsp27 qu’en sa présence ce qui suggere que Hsp27 confere
aux cellules cancéreuses hépatiques une résistance a 'apoptose en réponse a H,O, (résultats non
montrés).

La réponse anti-apoptotique de MK2 est justifiée par 'augmentation de p53 dans le noyau des
lignées cancéreuses hépatiques lorsque MK2 est inhibée. Cette augmentation peut s’expliquer par
I'inhibition du régulateur négatif de p53, MDM2 qui poly-ubiquitine p53 et I'entraine vers la voie

de dégradation dans le noyau et le cytoplasme (847 et al. 2072). La phosphorylation de MDM2 par
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MK2 semble augmenter l'activité d’ubiquitinylation de MDM?2 dans les cellules U20S soumises
au stress oxydatif (Weber et al. 2005). Nous avons observé la phosphorylation de MDM2 en
réponse au stress oxydatif dans nos cellules. Cette phosphorylation est abrogée en présence de
MK2i mais le niveau de MDM2 total est également diminuée (résultats non montrés). La
diminution du taux de MDM?2 total peut en effet justifier accumulation nucléaire de p53
observée en présence de MK2i dans les cellules soumises au stress oxydatif. Il est possible que la
phosphorylation de MDM2 par MK2 stabilise MDM2 en condition de stress oxydatif et qu’en
absence de MK2, MDM?2 est déstabilisé et dégradé. La dégradation de MDM2 peut étre assurée
par P'activation des voies de contrdle du cycle cellulaire ATM/ATR lorsque les cellules subissent
d’importantes Iésions de PADN. Ce mécanisme permet I'expression par p53 des genes impliqués
dans le controle du cycle cellulaire et de apoptose (Shiloh et al. 2013). En effet, nous avons
observée des cassures de PADN induit par H,0O, comme latteste expression de YH2AX, la
forme phosphorylée de 'histone H2AX qui permet la localisation des cassures de TADN (Kang et
al. 2012). L’expression de YH2AX est augmentée en absence de MK2 ce qui correspond a un
nombre plus élevé de cassures de PADN. L’augmentation des 1ésions de PADN peut étre due soit
a un défaut de réparation de ’ADN soit a une augmentation de stress oxydatif, soit les deux.
Sakurai et ses collaborateurs ont démontré que la déplétion en p38a., une kinase activatrice de
MKZ2, entraine une accumulation des especes réactives de I'oxygeéne dans le foie des souris
(Sakurai et al. 2013). Nous avons alors émis ’hypothese selon laquelle MK2 pourrait réguler
I’homéostasie redox dans les cellules cancéreuses du foie en induisant 'expression de molécules
antioxydantes. Les antioxydants limiteraient les 1ésions de ’ADN induit par le stress oxydatif en
réduisant le stress oxydatif lui-méme dans les cellules.

Les antioxydants prennent en charge les especes réactives de 'oxygene en exces afin de maintenir
I'intégrité cellulaire et génomique. L’expression des antioxydants est majoritairement assurée par
le facteur de transcription Nrf2. Nrf2 est réprimé a I’état basal dans le cytoplasme par Keapl qui
facilite 'ubiquinylation et la dégradation de Nrf2. Lors d’un stress oxydatif, I'inhibition de Nrf2
par Keapl est levée ce qui permet a Nrf2 d’étre transloqué dans le noyau (Ma ez al. 20712). Nrf2
induit P'expression d’une batterie de genes impliqués dans la restauration de ’homéostasie redox
mais aussi dans I’élimination des protéines endommagées, dans le métabolisme et I'efflux des
xénobiotiques (Shelton et al. 2013). Parmi les protéines induites par Nrf2, HO-1 (Hsp32) est 'une
des protéines de détoxification des plus étudiées qui intervient dans le catabolisme de ’h¢me
(Reichard et al. 2007). L'inhibition de HO-1 provoque l'apoptose des cellules cancéreuses
hépatiques 7z vitro et in vivo suggérant un role anti-apoptotique de HO-1 (Sass ez al. 2008). Nous

avons démontré que MK2 favorise I'expression de HO-1 résultante d’une augmentation de
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Pactivité de Nrf2 dans les cellules tumorales hépatobiliaires soumises au stress oxydatif.
L’augmentation des cassures de PADN induites par H,O, en absence de MK2 serait due a une
diminution de P'activité de Nrf2 qui régule positivement I’expression des enzymes du catabolisme
des especes réactives de 'oxygene (Rangasamy et al. 2004, Banning et al. 2005, Kim et al. 2007). De
plus, Nrf2 a été décrite récemment comme responsable de Iexpression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 en réponse aux stress oxydatif dans les cellules cancéreuses hépatiques (INzzure
et al. 2012). Leffet anti-apoptotique de MK2 pourrait étre ainsi relayé par Nrf2 et HO-1.

Nous ne pouvons pas non plus exclure la possibilité que ces cassures de ’ADN soient dues a une
défaillance des controles du cycle cellulaire en absence de MK2. En effet, les phosphatases Cdc25
qui régulent positivement la progression du cycle cellulaire sont des cibles de MK2. Lorsque
PADN est endommagé, MK2 est capable d’arréter la progression du cycle cellulaire en
désactivant les Cdc25 (Reznbardt et al. 2007). Larrét du cycle cellulaire est nécessaire a la réparation
des 1ésions de PADN qui est essentielle au maintien de lintégrité génomique (Reznbardt et al.
2009). Le défaut de controle dans le cycle cellulaire empéche la réparation des 1ésions de PADN
ce qui favorise 'apoptose des cellules (Castedo et al. 2004). MK2 pourrait participer a I'activation
de la réparation de ’ADN et favoriser ainsi la survie cellulaire.

La survie cellulaire peut étre soutenue par I'activation de la voie EGFR qui confére une résistance
a 'apoptose en réponse au stress oxydatif (Chaturvedi et al. 2074). Nous avons observée une plus
grande sensibilité des cellules tumorales hépatobiliaires a 'apoptose induite par H,O, en présence
d’un inhibiteur pharmacologique I’EGFR, gefitinib. Le clivage de la caspase 3 et de PARP a la
suite d’un traitement des cellules par H,O, est augmenté par I'ajout de gefitinib (résultats non
montrés). Nous avons démontré que MK2 est responsable de l'activation d’EGFR dans les
cellules tumorales hépatobiliaires stimulées par H,O,. Il a été décrit qu EGFR peut étre activée via
l'activation de la métalloprotéase TACE qui est une cible de MK2 et qui permet 'excrétion de
HB-EGF, un ligand I’EGFR, en clivant '’ectodomaine du pro-HB-EGF en HB-EGF (Fischer et
al. 2004, Scott et al. 2011). Nous proposons ici un nouveau mécanisme par lequel MK2 régule de
maniere positive 'expression et la stabilit¢é des ARNm de HB-EGF dans les cellules tumorales
hépatobiliaires. Hsp27 semble participer a la régulation des ARNm de HB-EGF méme si nous ne
pouvons pas exclure 'implication d’autres cibles de MK2. En effet, les ARNm qui possedent a
leur région 3’UTR des séquences riches en AU (AREs) sont finement régulées par des protéines
de liaison dont fait partie Hsp27 (Li et al. 2073) et d’autres cibles de MK2 comme TTP (von Roretz
et al. 2011). A l'aide d’AREsite (Gruber et al. 2011), nous avons constaté que les ARNm de HB-
EGF possedent a leurs 3’UTR plusieurs séquences riches en AU, ce qui indique la possibilité que
les ARNm de HB-EGF soient stabilisés par Hsp27 ou par d’autres protéines cibles de MK2. Nos
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résultats suggerent que la voie MK2/Hsp27 permet la résistance a apoptose induite par le stress
oxydatif »ia 'activation ’EGFR par son ligand HB-EGF.

MK2 régule I'expression d’un certain nombre de médiateurs pro-inflammatoires en stabilisant
leurs ARNm qui posseédent également des séquences riches en AU (Gaeste/ 2006). Parmi les
cytokines régulées par MK2, il a été démontré qu’lL-8 permet la prolifération et la survie des
cellules cancéreuses en agissant comme un facteur de croissance autocrine (Ciarcia et al. 2012,
Gales et al. 2013). Nous avons démontré ici que MK2 permet la production d’IL-8 en réponse a
H,O,. 1l est probable que cette production soit dépendante de Hsp27 viz la stabilisation des
ARNm d’IL-8. II est également possible que Hsp27 régule 'expression d’IL-8 au niveau
transcriptionnel puisqu’il est capable de recruter les facteurs de transcription NF-KB et Chop sur
le promoteur d’IL-8 (Bezzerri et al. 2011). Bien que nous n’ayons pas démontré 'implication d’IL-8
dans la survie de nos cellules en réponse au stress oxydatif, il a été décrit que I'IL-8 stimule la
prolifération des cellules tumorales biliaires Mz-ChA-1 (Amura et al. 2008). La stimulation de la
prolifération par I'IL-8 a été également rapportée dans d’autres types de cellules tumorales et
celle-ci est relayée vza la transactivation d’EGER (Venkatakrishnan et al. 2000, Luppi et al. 2007).
Nous pouvons donc envisager que P'activation d’EGFR par MK2 puisse s’effectuer a la fois vz la
production d’IL-8 et vza expression de HB-EGF.

De plus, certaines études associent I'activation de la voie EGFR a 'augmentation de I'activité de
Nrf2, surtout dans le cancer du poumon ou cette association favorise la prolifération cellulaire, la
progression tumorale et la résistance aux chimiothérapies (Papaiahgari et al. 2007, Weaver et al.
2012, Yamadori et al. 2012). En complément de nos résultats, nous proposons que la voie de
MK2/EGFR/Ntf2 contribue 2 la survie des cellules cancéreuses hépatobiliaires en condition de
stress oxydatif. Il est possible également que la voie MK2/EGFR/Ntf2 confére aux cellules

tumorales hépatocytaires et biliaires une résistance aux chimiothérapies, cela reste a explorer.

Nos résultats ont permis également d’identifier une nouvelle régulation de la voie de signalisation
de MK2 par la protéine adaptatrice EBP50. EBP50 contribue a la transduction du signal en
formant des complexes protéiques via ses domaines PDZ. Dans le foie, EBP50 est exprimée dans
les hépatocytes et les cellules biliaires (Fouassier et al. 2000, Fouassier et al. 2001, Claperon et al. 2011),
cependant le role I’EBP50 dans la réponse au stress oxydatif n’a pas été étudié dans les cancers
du foie. Nous avons démontré qu’EBP50 interagit avec MK2 grace a ses deux domaines PDZ.
EBP50 est capable de lier a la fois les formes non phosphorylées et phosphorylées de MK2 et
semble participer a la phosphorylation de Hsp27 par MK2. Bien que l'interaction entre EBP50 et
Hsp27 dans les cellules ne soit pas démontrée a I’état basal, EBP50 est capable de lier Hsp27 en
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condition de stress oxydatif. Cela suggere quEBP50 est impliquée dans la formation de complexe
de signalisation requis pour la phosphorylation de Hsp27 par MK2. En effet, EBP50 peut
interagit avec la kinase Akt (Wang et al. 2008) qui a été décrite comme une des kinases de Hsp27
(Kostenko et al. 2009). EBP50 poutrait faciliter la formation du complexe entre p38/MK2/Akt et
Hsp27 (Rane et al. 2001, Zheng et al. 2006). Nous avons démontré également que EBP50 participe
aux réponses cellulaires dans lesquelles MK2 est impliquée. Elle régule négativement I’apoptose,
et positivement 'expression de HB-EGF et d’IL-8. Nous avons ainsi mis en évidence une
nouvelle voie de signalisation de MK2 et une nouvelle fonction d’EBP50 dans les cellules

cancéreuses hépatiques.

L’augmentation de Pexpression de MK2, de Hsp27 et EBP50 dans les tissus tumoraux de
cholangiocarcinome et du carcinome hépatocellulaire en comparaison aux tissus non tumoraux
adjacents renforce I'implication de ces trois protéines dans la carcinogenese hépatobiliaire.

Nous confirmons dans nos échantillons humains 'augmentation de Hsp27 qui a été décrit dans le
carcinome hépatocellulaire et dans le cholangiocarcinome par plusieurs autres études (Joo et al.
2005, Lee et al. 2005 7624, Lim et al. 2005, Sato et al. 2012, Gruden et al. 2013). Dans une étude de
66 cas de carcinome hépatocellulaire, une forte expression de Hsp27 a été associée a un mauvais
pronostic dans le sous-groupe d’hépatite B. Tandis que dans le sous-groupe d’hépatite C, une
forte expression de Hsp27 tend a étre associée a un bon pronostic, avec une survie globale et
sans progression augmentée chez les patients (Harimoto et al. 2004). En corrélation avec les
parameétres clinico-pathologiques, lexpression de Hsp27 est associée positivement avec
Iexpression de l'alpha-feetoprotéine (Luk et al. 2006). De maniere intéressante, 'expression de
Hsp27 a été détectée uniquement dans le sérum des patients atteints de carcinome hépatobiliaire
dans 90% des cas. La présence de Hsp27 dans le sérum a été ainsi proposée comme biomarqueur
de carcinome hépatocellulaire (Feng et al. 2005). Dans le cholangiocarcinome, I'expression de
Hsp27 a été corrélée a une augmentation de la prolifération cellulaire et de la taille de la tumeur
ainsi qu’a Iinvasion capsulaire et vasculaire. Son expression est également associée a un tres
mauvais pronostic (Romani et al. 2007). De méme que pour le carcinome hépatocellulaire, les taux
de Hsp27 dans la bile et dans le sérum ont été également proposés comme biomarqueur de
cholangiocarcinome. La détection de Hsp27 peut atteindre une sensibilit¢ de 90% et une
spécificité de 100% (Sato et al. 2012). Cest pourquoi, nous procéderons prochainement a des
¢tudes plus approfondies de corrélations entre I'expression de Hsp27 et les parametres clinico-

pathologiques d’une part et les étiologies d’autre part.
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Similaire a Hsp27, nous confirmons de nouveau 'augmentation d’EBP50 dans les échantillons
de cholangiocarcinome (Claperon et al. 20712) mais aussi dans ceux du carcinome hépatocellulaire
(Shibata et al. 2003). Le r6le pro-oncogene d’EBP50 serait lié a sa localisation subcellulaire. Dans
le tissu sain, EBP50 se situe sous la membrane apicale des cellules ou elle stabilise I'interaction
entre la -caténine et ’E-cadhérine, ce qui inhibe la migration cellulaire et supprime la croissance
indépendante de 'ancrage. EBP50 y joue ainsi un role de suppresseur de tumeur (Kreimann et al.
2007). Au contraire, EBP50 est localisée préférentiellement au niveau cytoplasmique et nucléaire

dans le cancer. Sa localisation est associée a une translocation nucléaire de la 3-caténine et a une

augmentation de 'expression de genes cibles de la voie Wnt/-caténine. Elle est reliée également
a lactivation de la voie EGFR et a une augmentation de la prolifération et de la migration
cellulaires (Shibata et al. 2003, Hayashi et al. 2010, Claperon et al. 2012). Dans nos échantillons de
tumeurs hépatobiliaires, nous avons observé une forte expression d’EBP50 au niveau
cytoplasmique mais aussi nucléaire. Nous pouvons supposer que cette localisation permet a
EBP50 de former des complexes protéiques tel celui que nous décrivons précédemment. Des
études i vitro seront a entreprendre afin de déterminer la localisation ’EBP50 en réponse au
stress oxydatif et la relation entre cette localisation et les changements de liaisons avec les
partenaires ’EBP50.

Contrairement a I'expression de Hsp27 et 'EBP50 qui a été déja étudiée dans les cancers
hépatobiliaires, nous avons mis en évidence pour la premicre fois une augmentation de MK2
dans ces cancers. L’expression de MK2 dans le foie sain a été rapportée précédemment comme
l'une des plus faibles en comparaison aux autres organes (Zx et al. 1995). Dans les tumeurs
hépatobiliaires, 'augmentation d’expression de MK2 peut étre associée a une augmentation de
Pactivité de MK2. En effet, la protéine MK2 purifiée a partir des échantillons de tumeur du sein,
présente une activité kinase significativement plus élevée que MK2 purifiée a partir des tissus
normaux (Salh et al. 2002). 11 est possible que cela soit également le cas dans les tumeurs
hépatobiliaires.

L’augmentation de MK2 dans le foie tumoral pourrait étre une conséquence de la progression
tumorale dans lequel les cellules cancéreuses mettent en place des mécanismes de résistance a
Papoptose. Cette résistance a 'apoptose confére aux cellules tumorales la capacité de survivre en
condition de stress notamment en réponse aux chimiothérapies. Plusieurs études ont indiqué un
role de MK2 et de ses cibles telles que Hsp27 et AATF dans la résistance aux chimiothérapies
(Reinhardt et al. 2007, Hopker et al. 2012, Pavan et al. 20714). Par ailleurs, une étude indique que le
sorafenib, le seul traitement oral avec une efficacité prouvée pour le carcinome hépatocellulaire,

provoque la mort des cellules cancéreuses hépatiques za la production des especes réactives de
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Poxygene 7n vitro. Cette production est également présente dans le sérum des patients atteints de
carcinome hépatocellulaire qui sont traités au sorafenib. Une augmentation du stress oxydatif
rapporté par la teneur des protéines oxydées dans le sérum aprés 15 jours de traitement semble
étre un facteur prédictif de survie sans progression et de la survie globale (Coriat et al. 2012).
Cependant, leffet de sorafenib sur la survie globale reste modeste et limité dans le temps par la
survenue d’une résistance au traitement (Dekervel et al. 2013). La voie EGFR a été décrite comme
un facteur potentiel de cette résistance (Galmiche et al. 2014). Grace aux données que nous avons
obtenues 2 vitro, nous pouvons également supposer que cette résistance s’effectue a travers MK2
qui confére aux cellules cancéreuses hépatobiliaires une résistance au stress oxydatif zia
l'activation ’EGFR. Des combinaisons entre le sorafenib et des inhibiteurs de MK2 pourraient

étre envisagées dans le but d’améliorer Pefficacité du sorafenib.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Notre travail a permis de mettre en évidence le réle de la kinase MK2 dans la résistance au stress
oxydatif des cellules tumorales hépatobiliaires. MK2 favorise la survie cellulaire dans un
environnement de stress zia l'activation de plusieurs voies de défense et /ou de réponses
adaptatrices. D’une part, MK2 active la réponse anti-oxydante Nrf2 qui permet la détoxification
cellulaire des espéces réactives de 'oxygene mais qui paradoxalement participe a la progression
tumorale en inhibant Papoptose et en favorisant la prolifération (Perera et al. 2011). D’autre part,
MK2 active la voie EGFR qui est fortement impliquée dans la carcinogenese hépatobiliaire ($7rica
2008, Berasain et al. 2009). Par ailleurs, MK2 induit la production de la chimiokine I1L.-8 (CXCLS)
qui facilite 'infiltration des cellules immunitaires, I'angiogenése et la survie cellulaire (Waugh et al.
2008). L’ensemble de ces résultats suggere que MK2 pourrait étre impliquée dans la progression

tumorale hépatique.

Nous avons démontré pour la premicre fois que MK2 est impliquée dans la régulation de la
réponse anti-oxydante et dans I'expression de HB-EGF. Nous avons confirmé le role de MK2
dans la régulation de I'expression d’IL-8 dans les cellules tumorales hépatobiliaires. Cependant, la
fonction migratoire de MK2 n’a pas été étudiée. Nos résultats préliminaires sur les cellules
tumorales biliaires Mz-ChA-1 indiquent que MK2 participe a la migration cellulaire induite par les
agonistes ’EGFR, EGF et HB-EGF. EGF et HB-EGF induisent tous deux la phosphorylation
de Hsp27 qui est inhibée par MK2i. Cela suggere que la migration induite pourrait s’effectuer vza
la phosphorylation de Hsp27 (Kostenko et al. 2009). La migration cellulaire s’effectue en défaisant
les jonctions cellulaires. Gorska et ses collaborateurs ont décrit une augmentation de la f3-
caténine, composante des jonctions adhérentes, a la membrane des cellules endothéliales de
soutis MIK2"" (Gorska et al. 2007). Ceci suggére que MK2 régule la localisation de la B-caténine.
De plus, 'axe MK2/Hsp27 peut étre impliqué dans le processus d’invasion. MK2 stabilise les
ARNm de MMP2 et MMP9 et augmente leur activité dans les cellules du cancer de la prostate
(Xu et al. 2006) et de la vessie (Kumar et al. 2010) via la phosphorylation de Hsp27. Ainsi, des
expériences peuvent ¢tre envisagées afin de déterminer comment MK2 régule la migration et

Iinvasion des cellules tumorales biliaires.

Nous avons identifié un nouveau partenaire de MK2, la protéine d’échafaudage EBP50. EBP50

est capable non seulement d’interagir avec MK2 mais elle permet également la régulation de la
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phosphorylation de Hsp27, de Texpression de HB-EGF et d’IL-8 par MK2. Nos travaux ont
permis ainsi de mettre en évidence de nouvelles fonctions d’EBP50 qui n’ont pas été décrites
auparavant. Notre équipe a démontré qu’en absence d’EBP50 a la membrane cellulaire, les
cellules tumorales biliaires acquicrent un phénotype migratoire (Claperon et al. 2012). Nous avons
observé qu’en réponse au stress oxydatif, EBP50 est délocalisée de la région subapicale dans le
cytoplasme des cellules tumorales biliaires. De plus, EBP50, qui est une phospho-protéine,
semble étre plus phosphorylée et la quantité d’EBP50 dans la cellule est significativement
diminuée lors d’un traitement par H,O, ou par TEGF. Nous pouvons étudier I'influence de la
diminution d’EBP50 a la membrane cellulaire et de son statut de phosphorylation dans
I'acquisition du phénotype migratoire des cellules tumorales biliaires. Par ailleurs, EBP50 possede
un motif phosphorylable par MK2. Nous pouvons supposer qu’une phosphorylation d’EBP50
soit possible par MK2 en réponse au H,O, ou a 'EGF et que cette phosphorylation serait

impliquée dans la migration cellulaire.

Nous avons également démontré pour la premiere fois une augmentation de 'expression de MK2
dans le carcinome hépatocellulaire et dans le cholangiocarcinome. Cette donnée renforce nos
résultats iz vitro et I'idée de la fonction oncogénique de MK2. 1 sera intéressant de rechercher des
corrélations entre 'augmentation de I'expression de MK2 et les paramétres clinico-pathologiques
afin de déterminer si MK2 peut étre un facteur prédictif de développement du cancer primitif du

foie ou de pronostic.
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