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MSH2 : MutS protein homolog 2

N

NER : Nucleotide Excision Repair

NES : Nuclear Export Sequence

NFxB : Nuclear Factor Kappa B

NGF : Nerve Growth Factor

NHEJ : Non Homologous End-Joigning
NLS : Nuclear Localization Sequence
NoBP : Nucleolar FGF3 Binding Protein
N-Ter : amino-terminal

O

OGG1 :8-Oxoguamine DNA Glycosylase

P

p40 Sytl : fragment p40 de la Synaptotagmine 1
p48XPE : p48 Xeroderma Pigmentosum E
PARP : Poly-ADP Ribose Polymerase

PDK : Pyruvate Dehydrogenase Kinase

PI3K : Phosphotidylinositide 3-kinase

PIP, : PhosphatidylInositol (4,5) biPhosphate
PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5) triPhosphate
PKC 6 : Protein Kinase C delta

PKC : Protein Kinase C

PLC vy : PhosphoLipase C gamma

PMS?2 : Postmeiotic Segregation increased 2
PTB : PhosphoTyrosine Binding

R

Ras : Rat Sarcoma

RBA : Récepteur de Basse Affinité
RE : Reticulum Endoplasmique
Refl : Redox-Factor 1



RFX : Regulator Factor of X-Box

RING : Really Interesting New Gene

RIP1 : Receptor-Interacting Protein kinase 1
RpS2 : Ribosomal protein S2

RSK : Ribosomal protein S6 kinase

RTK : Récepteurs a activité Tyrosine Kinase

S

Sef : Similar Expression of fgf gene

SH2 : Src Homology 2

Shp-2 : SH2 domain-containing phosphate-2
SIDA : Syndrome d’ImmunoD¢éficience Acquise
Smac : Second Mitochondria-derived Activator of Caspase
SMN : Survival Motor Neuron

SNC : Systéeme Nerveux Central

SOS : Son of Sevenless

SphK1 : Sphingosine Kinase 1

Spry : Sprouty

Src : Géne du virus du Sarcome de Rous

SRE : Serum Response Element

T

TGF-R : Transforming Growth Factor Receptor

TGFB : Transforming Growth Factor Beta

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNF-R : Tumor Necrosis Factor Receptor

TRADD : TNF-R1-Associated Death Domain protein

TRAF : TNF-R-Associated Factor

TRAIL-R : TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor
Trk : Tyrosine kinase receptor

Tyr : Tyrosine

U

UBF : Upstream Binding Factor
V

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
VEGF-R : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

X

XIAP : X-linked Inhibitor of Apoptosis
XPC : Xeroderma Pigmentosum C
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I. La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) : modes d’action et

activités biologiques

1 La famille des FGFs

1.1 Généralités

Les premiers membres de la famille des FGFs (Fibroblast Growth Factor) a avoir été
identifiés sont le FGF1 et le FGF2. Ils ont été purifiés a partir d’hypophyse de bovin et décrits
comme des facteurs mitogéniques des fibroblastes (Gospodarowicz, 1974). Actuellement, on
dénombre 22 membres de la famille des FGFs chez les mammiferes, les FGFs 1 a 23 ; les
génes fgf9 chez la souris et fgf1l5 chez ’humain étant orthologues (Itoh and Ornitz, 2011). Les
FGFs sont exprimés dans tous les organismes pluricellulaires. Ainsi, la famille des FGFs
comprend 28 membres chez le poisson-zébre (Itoh, 2007). On retrouve dans cet organisme
tous les FGFs présents chez les mammifeéres, a I’exclusion du FGF9. Cette multiplication des
membres de la famille des FGFs chez le poisson-zebre s’explique par la duplication partielle
de son génome. D’autre part, il existe deux FGFs chez C.elegans : Egl-17 et Let-756, et trois
chez D.melanogaster : Branchless, Thisbe et Pyramus (Tulin and Stathopoulos, 2010) .

Les FGFs sont pour la plupart des facteurs de croissance extracellulaires qui agissent via
la liaison et I’activation de leurs récepteurs, les FGFRs (Fibroblast Growth Factor Receptor).
L’activation des FGFRs induit différentes cascades de signalisation, en fonction du FGF
impliqué et du récepteur active.

Les FGFs sont impliqués dans un grand nombre de mécanismes cellulaires
physiologiques ou pathologiques, que ce soit au cours du développement ou a 1’age adulte. En
effet, les FGFs et leurs différentes voies de signalisation peuvent contrdler la prolifération, la
différenciation ou la survie cellulaire. lls sont également impliqués dans le développement
embryonnaire et la morphogenése, mais également dans les processus d’angiogenése
(physiologique, au cours du développement ou pathologique dans les cas de cancer) et de
tumorigenése (Wiedlocha and Sorensen, 2004; Itoh, 2007; Wesche et al., 2011).

Toutefois, les mécanismes d’action des FGFs restent encore pour certains mal connus.
C’est le cas notamment pour les FGFs intracellulaires comme les FGFs 1 et 2, certaines

isoformes du FGF3, ainsi que les FGFs 11 a 14.
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N-Ter  Séquence centrale C-Ter

Figure 1 : Représentation de la structure primaire des FGFs.

Les FGFs sont composés d’une séquence centrale conservée d’environ 120 acides aminés et
de domaines variables en positions N-terminale (N-Ter) et C-terminale (C-Ter). Cette
séquence centrale est composée de 12 feuillets [ antiparall¢les. Le domaine N-Ter peut
contenir des séquences signal permettant la secrétion ou la localisation nucléaire des FGFs. Le
domaine C-Ter peut contenir des sites d’interaction avec 1’héparine. D’aprées (Dailey et al.,
2005; Itoh and Ornitz, 2011).

/Cellule Cible

Cellule ® —

Productrice .
FGE paracrine

» autocrine FGF

endocrine

( O

Circulation sanguine

Figure 2 : Les différents modes d’action des FGFs.

4 modes d’action ont été principalement décrits. Les FGFs paracrines sont sécrétés et agissent
sur les cellules cibles voisines (mode d’action paracrine) ou productrices (mode d’action
autocrine) via leurs récepteurs FGFRs. Les FGFs endocrines sont également sécréetés, mais
transitent par la circulation sanguine avant d’agir sur des cellules cibles éloignées. Ils agissent
via les FGFRs. Les FGFs intracrines ne sont pas sécrétés. Leur activité s’exerce uniquement
dans les cellules qui les synthétisent. Ce mode d’action est indépendant des FGFRs. D’apres
(Sasaki, 2011).
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1.2 Structure des FGFs

Les FGFs sont de petites protéines dont la taille est comprise entre 17 kDa et 34 kDa.
Tous les membres de la famille des FGFs possédent une séquence centrale d’environ 120
acides aminés fortement conservée (entre 30% et 60% d’identité). Ce domaine central est
constitué de 12 feuillets B antiparalléles (Mohammadi et al., 2005; Oulion et al., 2012). Les
domaines N-terminaux et C-terminaux des FGFs sont variables et peuvent contenir ou non des
séquences d’adressage comme des peptides signal de sécrétion ou des séquences de
localisation nucléaire (NLS : Nuclear Localization Sequence) (Figure 1). Le domaine C-
terminal des FGFs leur permet d’interagir avec les FGFRs et les HSPGs (Héparanes Sulfates

ProtéoGlycanes).

1.3 Mode d’action

La plupart des FGFs sont sécrétés et agissent via leur fixation sur des récepteurs
transmembranaires de haute affinité, les FGFRs. Ce sont des récepteurs a activité tyrosine
kinase, qui peuvent induire un grand nombre de voies de signalisation différentes suite a la
liaison de leurs ligands spécifiques, les FGFs.

Toutefois, tous les FGFs ne sont pas sécrétés et certains d’entre eux peuvent agir via des
voies strictement intracellulaires. Ainsi, on distingue quatre mécanismes d’action possibles
pour les FGFs (Itoh and Ornitz, 2011) (Figure 2) :

— Paracrine et autocrine : modes d’action les plus couramment décrits. Les FGFs,
produits par des cellules sécrétrices, se fixent sur les FGFRs de cellules voisines
(mode d’action paracrine) ou des cellules productrices (mode d’action autocrine) et les
activent.

— Endocrine : les FGFs sont sécrétés puis passent par la circulation sanguine pour aller
se fixer sur les FGFRs de leurs cellules cibles.

— Intracrine : activité intracellulaire de FGFs non sécrétés, indépendamment des FGFRs.

Les FGFs peuvent ainsi étre classés en fonction de leurs modes d’action.
p

1.4 Classification

La grande diversité des membres de la famille des FGFs a conduit a 1’élaboration de
plusieurs méthodes de classification au cours de ces derniéres années, en fonction de leurs
modes d’action ou de la phylogénie des génes fgf (Popovici et al., 2005; Itoh and Ornitz,
2011).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique de la famille des FGFs.

Les FGFs sont classes en plusieurs sous-familles en fonction de leur mode d’action et de leur

proximité phylogénétique (Itoh and Ornitz, 2011).
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Suite a une analyse phylogenétique, N.Itoh et DM.Ornitz distinguent, dans 1’une des
classifications les plus récentes, 7 sous-familles de FGFs: les sous-familles FGF1/2;
FGF4/5/6 ; FGF3/7/10/22 ; FGF9/16/20 et FGF8/17 /18 regroupent les FGF paracrines; la
sous-famille FGF15/19/21/23 comprend les FGFs endocrines et les FGFs intracrines
comprennent la sous-famille FGF11/12/13/14 (Figure 3) (Itoh and Ornitz, 2011).

Les FGFs intracrines de type FHF (Fibroblast growth factor Homologous Factor), les
FGFs 11 a 14 ne sont pas sécrétés et agissent de facon strictement intracellulaire,
indépendamment des FGFRs. Ces FGFs peuvent réguler I’excitabilité électrique des neurones.

Les FGFs paracrines sont pour la plupart sécrétés et agissent via les FGFRs présents sur
des cellules avoisinantes (activité paracrine) ou sur les cellules productrices (activité
autocrine). Toutefolis, il est a noter que les FGFs 1 et 2, généralement classés dans ce groupe,
sont dépourvus de peptide signal de sécrétion. Les FGFs 1, 2 et 3 peuvent étre transloqués
dans le noyau et avoir des activités intracrines.

Les FGFs endocrines agissent également via les FGFRs. lls passent par la circulation
sanguine pour atteindre leurs cellules cibles, qui sont généralement éloignées.

La caractérisation de nouvelles activités biologiques des FGFs ou la mise en évidence de

nouveaux modes d’action pourraient faire évoluer cette classification.

1.5 Activités biologigues

La signalisation des FGFs (extracellulaires ou intracellulaires) est impliquée dans un
grand nombre de processus physiologiques ou pathologiques. Les FGFs peuvent notamment
induire la prolifération, la différenciation ou la survie cellulaire. Ils sont également impliqués
dans la migration cellulaire, le développement embryonnaire, la réparation tissulaire. Mais les
FGFs peuvent aussi, suite a une surexpression ou a une dérégulation de leurs voies de
signalisation, entrainer la tumorigenése et la vascularisation des tumeurs (Ornitz and Itoh,
2001; Wiedlocha and Sorensen, 2004; Eswarakumar et al., 2005).

2 Les récepteurs aux FGFs et leurs voies de signalisation

Il existe deux types de récepteurs extracellulaires aux FGFs : les récepteurs de haute
affinite (FGFRs) et les récepteurs de basse affinité (RBA). Ces derniers peuvent agir soit
indépendamment des FGFRs, soit comme des co-récepteurs des complexes FGFs, notamment

en renforcant I’interaction FGF/FGFR et en prolongeant le signal médie par les FGFs.
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Figure 4 : Structure des FGFRs.

Les FGFRs sont constitués d’un domaine extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et
d’un domaine cytoplasmique. Le domaine extracellulaire comprend 2 ou 3 domaines Ig-like
(domaines I a III), une région acide (en rouge) et un domaine d’interaction avec les HSGPs
sur le domaine 1l (en bleu). Le domaine cytoplasmique contient 2 domaines a activité tyrosine
kinase (en jaune), qui sont phosphorylés et activés suite a la liaison des FGFs aux FGFRs.
D’apres (Powers et al., 2000).
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2.1 Les récepteurs de haute affinité : les FGFRs

a) Structure des FGFRs

Les FGFs sécrétés exercent leurs activités biologiques en se fixant a leurs récepteurs de
haute affinité, les FGFRs et en les activant. Ce sont des récepteurs transmembranaires a
activité tyrosine kinase (RTK). Ils ont été mis en évidence et caractérisés au cours des années
1980 (Friesel et al., 1986; Moenner et al., 1986; Neufeld and Gospodarowicz, 1986;
Moscatelli, 1987; Blanquet et al., 1989).

Il existe 4 FGFRs, les FGFRL1 a 4, présentant entre 55% et 72% d’homologie (Powers et
al., 2000). Les FGFRs sont codés par 4 genes, les genes fgfrl a fgfr4 (Itoh and Ornitz, 2011).
Des épissages alternatifs permettent d’obtenir différentes isoformes des FGFRs dont le
nombre ou la séquence des domaines extracellulaires Ig-like varient. Les FGFs ne se fixent
pas tous sur les différentes isoformes des FGFRs: la spécificité des interactions FGF-
isoformes des FGFRs permettent 1’activation d’un grand nombre de voies de signalisation
différentes (Zhang et al., 2006). Les FGFRs sont composés (Zhang et al., 2006; Polanska et
al., 2009) :

— d’un domaine extracellulaire, permettant notamment la fixation du ligand (FGFs)

— d’un domaine transmembranaire

— d’un domaine cytoplasmique présentant le domaine a activité tyrosine kinase.

Le domaine extracellulaire est composé de 2 ou 3 domaines appelés Ig-like
(Immunoglobuline-like), nommés D1 a D3 (ou | & IlI) qui controlent la reconnaissance du
ligand par le récepteur, et d’une région riche en acides aminés acides située entre les
domaines D1 et D2 (Polanska et al., 2009). De plus, la région D2 comporte une séquence
riche en acides aminés chargés positivement, c’est le site d’interaction avec ’héparine et les
HSPGs (Powers et al., 2000) (Figure 4).

Le domaine cytoplasmique contient une région présentant une activité tyrosine kinase.
Sur le FGFR1, ce domaine comprend 7 tyrosines (Tyr) pouvant étre phosphorylées, dont les
tyrosines en position 653 et 654, qui jouent un rdle majeur dans 1’activité catalytique du

récepteur (Wiedlocha and Sorensen, 2004).

b) Activation des FGFRs

Les récepteurs des FGFs possédent un domaine a activité tyrosine kinase bipartite. Ce
domaine est activé par transphosphorylation suite a la dimérisation des récepteurs. Ce
mécanisme de dimérisation est indispensable a I’activation des FGFRs. Il requiert la liaison de

FGF (ligand) aux FGFRs, ainsi que la présence des chaines HS (Héparane Sulfate) de
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Figure 5 : Structure des HSPGs membranaires.
Les HSPGs membranaires sont constitués d’un corps protéique ancré dans la membrane
plasmique, lié covalemment a des chaines héparane sulfate (HS) (Sarrazin et al., 2011).
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I’héparine ou des HSPGs, (Dailey et al., 2005; Lemmon and Schlessinger, 2010). Il a été
montré que les récepteurs interagissent avec les FGFs via leurs domaines extracellulaires Ig-
like D2 et D3 et la région qui les lie (région D2-D3). En outre, les FGFRs et les FGFs
possedent une affinité pour les HSPGs, qui contribuent a stabiliser les complexes FGF-FGFR
(Plotnikov et al., 1999; Stauber et al., 2000).

2.2 Les récepteurs de basse affinité : les HSPG

a) Structure

Les HSPGs sont les récepteurs de basse affinité des FGFs les plus décrits. Ce sont des
glycoprotéines contenant une ou plusieurs chaines héparane sulfate. Les HSPGs sont
constitués d’un corps protéique, comme les syndecans ou les glypicans, auquel sont liées
covalemment une ou plusieurs chaines héparane sulfate (HS) (Figure 5). Les corps protéiques
présentent des résidus sérine, permettant la fixation d’un tétrasaccharide a partir duquel des
glycosyltransférases vont permettre 1’¢longation des chaines HS. Ces chaines héparane sulfate
sont des polyméres linéaires composés d’une alternance d’a-D-Glucosamine (GIcN) et
d’acide uronique qui peuvent étre N-sulfatés ou N-acétylés (Dreyfuss et al., 2009; Sarrazin et
al., 2011). Les HSPGs sont classés en trois groupes en fonction de leur localisation

subcellulaire :

- les HSPGs membranaires (syndecans, glypicans)
- les HSPGs sécrétés dans la matrice extracellulaire (agrine, perlecan, collagéne XVIII)

- les HSPGs présents dans les vésicules de sécrétion (serglycine)

b) Partenaires protéiques

La grande diversité structurelle des chaines HS leur permet d’interagir avec un grand
nombre de protéines comme par exemple des facteurs de croissance (FGF, VEGF...) ou des
cytokines. Les chaines HS ont une forte affinité pour les séquences riches en acides aminés
basiques présentes au sein de ces protéines (Dreyfuss et al., 2009). Les chaines HS permettent
ainsi de créer des « stocks » de facteurs de croissance ou de cytokines au niveau de la matrice

extracellulaire, les protégeant de la dégradation (Sarrazin et al., 2011).

c) Réles biologiques
Les HSPGs jouent des réles importants dans la modulation de la fonction cellulaire,

notamment au cours du développement embryonnaire (Chu et al., 2005). Les HSPGs situés au
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Figure 6 : Voies de signalisation activées par les FGFRs.

L’activation des voies Ras/MAPK et PI3K/Akt nécessite la formation du complexe
d’activation FRS2. La PLCy peut se lier directement aux domaines intracellulaires des FGFRs
via les résidus tyrosine phosphorylés. L’activation de ces voies de signalisation conduit a la
survie, la prolifération et la différenciation cellulaires. D’apres (Powers et al., 2000; Dailey et
al., 2005).
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niveau de la membrane plasmique peuvent avoir différentes activités biologiques (Dreyfuss et
al., 2009) :

— création d’un gradient extracellulaire de facteurs de croissance,
— prévention de la dégradation des facteurs de croissance,

— rble de récepteurs ou de co-récepteurs des facteurs de croissance,

d) HSPGs : récepteurs ou co-récepteurs des FGFs

Les HSPGs peuvent interagir avec les FGFs indépendamment de la présence des FGFRs.
Cette interaction permettrait de protéger les FGFS de la dégradation au niveau de la matrice
extracellulaire (Dreyfuss et al., 2009).

Toutefois, le réle des HSPGs le plus décrit reste celui de co-récepteur des complexes
FGF-FGFRs. Les HSPGs favoriseraient la formation de ces complexes et prolongeraient le

signal induit par les FGFs en stabilisant les interactions FGF-FGFR (Sarrazin et al., 2011).

2.3 Voies de signalisation induites par les FGFRs

Suite a la fixation des FGFs sur leurs récepteurs, ceux-ci sont activés par
transphosphorylation, permettant I’initiation de différentes voies de signalisation. Les voies
mises en jeu dépendent du type cellulaire, des ligands, des récepteurs impliqués et des
messagers intracellulaires. Les trois voies de signalisation majoritairement activées par les
FGFRs sont (Wiedlocha and Sorensen, 2004; Dailey et al., 2005) :

— lavoie PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinases) / Akt,

— lavoie Ras (Rat sarcoma) / MAP Kinases (Mitogen-activated protein kinases),

— lavoie PLCy (PhosphoLipase C gamma)

Ces voies de signalisation vont notamment permettre la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaire.

Les résidus tyrosines présents au niveau du domaine intracellulaire des FGFRs sont
phosphorylés lors de 1’activation des récepteurs. Ces phosphorylations vont induire le
recrutement et I’activation de protéines adaptatrices via leurs domaines SH2 (Src Homology
2) ou PTB (Phospho Tyrosine Binding) comme les protéines FRS2a (Fibroblast growth factor
Receptor Substrate 2) ou Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2). La protéine FRS2a,
va permettre la formation d’un complexe activateur, le complexe FRS2, qui comprend la

tyrosine phosphatase Shp2 (SH2 domain-containing phosphatase-2) et les protéines
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adaptatrices Grb2 et GAB1 (GRB2-associated-binding protein 1). Ce complexe permet
notamment d’activer les voies de signalisation PI3K / Akt ou Ras / MAP Kinases (Dailey et
al., 2005) (Figure 6).

e Lavoie Ras/ MAP Kinases

L’activation de cette voie nécessite la formation du complexe FRS2, qui permet de
recruter le facteur SOS (Son Of Sevenless), conduisant a 1’activation de la protéine Ras. La
protéine Ras activée va ensuite permettre d’activer la cascade de signalisation des MAPK.
Cette cascade de signalisation aboutit a la régulation transcriptionnelle de nombreux géenes
cibles, induisant notamment la prolifération et la survie cellulaire (Tsang and Dawid, 2004;
Dailey et al., 2005).

e Lavoie PI3K / Akt

Les protéines PI3K sont recrutées et activées par le complexe FRS2. Les protéines PI3K

actives vont permettre la phosphorylation des PIP, (Phosphatidylinositol (4,5) biPhosphate)
en PIP3; (Phosphatidylinositol (3,4,5) triPhosphate). Cela permet d’activer les protéines PDK
(Pyruvate Dehydrogenase Kinase) qui activent a leur tour la protéine Akt par phosphorylation.
Les roles d’Akt sont multiples. Suite a son activation indirecte par les FGFRs, Akt peut
inhiber des protéines pro-apoptotiques comme la protéine BAD (membre pro-apoptotique de
la famille Bcl-2) ou la caspase-9 (caspase initiatrice de la voie intrinséque de 1’apoptose),
permettant ainsi la survie cellulaire (Dailey et al., 2005; Hemmings and Restuccia, 2012). Akt
est également un activateur du facteur de transcription NFkB (Nuclear Factor Kappa B), qui
va activer la transcription de genes codant notamment pour des protéines anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2 ou pour des protéines inhibant les caspases (Sun et al., 2006).
e Lavoie PLCy

Contrairement aux deux voies precédemment décrites, la voie de signalisation induite par
la PLCy ne met pas en jeu le complexe FRS2. La PLCy est recrutée et activée par les résidus
tyrosine phosphorylés des FGFRs via son domaine SH2. Elle permet 1’hydrolyse du PIP, en
IP; (Inositol 1,4,5-trisphosphate) et diacylglycérol (Tekin et al.). Ces messagers secondaires
vont respectivement permettre le relargage du calcium (Ca®") intracellulaire du RE
(Réticulum Endoplasmique) ou de la mitochondrie dans le cytosol et I’activation de la PKC
(Protein Kinase C). Cette voie de signalisation est impliquée dans un grand nombre de
mécanismes, notamment dans la prolifération cellulaire (Powers et al., 2000; Dailey et al.,
2005; Choi et al., 2007).
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Ces différentes voies de signalisation peuvent étre activées simultanément ou non dans la
cellule en réponse a la liaison des FGFs sur leurs récepteurs. Elles peuvent également
interagir : la PKC peut par exemple activer la voie Ras/MAPK.

Les différentes voies de signalisation activées par les FGFRs peuvent étre régulées
négativement par des protéines comme Sef (Similar expression of fgf genes) ou Spry
(Sprouty). La protéine Sef est une protéine transmembranaire qui peut agir a différents niveau
de la cascade de signalisation induite par les FGFRs en fonction du contexte cellulaire. En
effet, Sef peut interagir avec le domaine intracellulaire des FGFRs, bloguant la
phosphorylation des résidus tyrosine kinase. Sef inhibe ainsi le recrutement des protéines
adaptatrices et donc ’activation des voies Rass/MAPK et PI3K/Akt (Kovalenko et al., 2003).
La protéine Sef peut également inhiber la phosphorylation des MAPK, en aval de I’activation
de Ras (Torii et al., 2004). Les protéines Spry sont également des inhibiteurs de la
signalisation FGF-FGFR. Il a été montré que les protéines Spry peuvent interagir avec la
protéine adaptatrice Grb2, bloquant ainsi son recrutement au sein du complexe FRS2, inhibant
ainsi les voies Ras/sMAPK (Hanafusa et al., 2002) et PI3K/AKkt. Les protéines Spry peuvent
également inhiber la phosphorylation des protéines activées en aval de Ras, inhibant ainsi la
voie Ras/MAPK (Sasaki et al., 2003).

3 Réles physiologiques et pathologigues des FGFs et FGFRs

3.1 Réles physiologiques des FGFs

Les FGFs et leurs voies de signalisation sont impliqués dans de nombreux mécanismes du
développement. Ils contrélent notamment la formation de 1’axe dorso-ventral au cours de
I’embryogenese, la migration cellulaire, la morphogenése, la différenciation neuronale ou
encore la formation des os (Thisse and Thisse, 2005).

De nombreuses études visant a caractériser les activités biologiques des différents
membres de la famille des FGFs ont été menées, notamment grace a 1’utilisation de souris
ayant un gene fgf invalidé (souris « knock-out »). L’invalidation de certains des génes codant
pour les FGFs conduit a une létalité plus ou moins précoce des embryons ou des nouveaux-
nés (Itoh and Ornitz, 2011). Les effets de ces différentes invalidations sont présentés dans le
Tableau 1.

Ces études ont permis de montrer que les membres de cette famille protéique sont
impliqués a des degrés divers dans le développement embryonnaire. Certains FGFs

interviennent de fagon précoce dans I’embryogenése au cours de la gastrulation (FGF8) ou de
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faf

fafl Viable Diabéte agressif, développement adipeux aberrant

faf2 Viable Défauts cardiovasculaires, squelettiques et neuronaux légers

faf3 Viable Défauts légers de I'oreille interne et du systéeme nerveux

central

faf4 Létal (embryon 4-5 jours) Défaut de formation du blastocyste

faf5 Viable Poils longs anormaux (mutation angora)

fafé Viable Défauts régénération musculaire

faf7 Viable Altération développement poils et reins

faf8 Létal (embryon 8 jours) Défauts de gastrulation, du développement des membres et

de I'organogenése

faf9 Létal (naissance) Altérations du développement de nombreux organes

fgfio Létal (naissance) Altérations du développement de nombreux organes

fafii non décrit non décrit

fafi2 Viable Aucun phénotype identifié

fgfi3 non décrit non décrit

fafi4 Viable Ataxie

fgfi5/19 Létal (embryon 13,5 jours - 7 Altération morphogenese cardiaque et du métabolisme de
jours post-naissance) I'acide biliaire

fgfie6 Létal (embryon 11,5 jours) Altérations du développement cardiaque et facial

fafi7 Viable Altérations du développement du cerveau

fgfi8 Létal (naissance) Altérations du développement de nombreux organes

fgf20 Viable Altérations du développement de l'oreille interne

faf21 Viable Altérations du métabolisme lipidique

faf22 Viable Altérations de la différenciation synaptique

faf23 Létal (4-13 semaines post- Altérations du métabolisme du phosphate et de la vitamine D
naissance)

fafr

fafrl Létal (embryon 7,5-9,5 jours) Développement aberrant

fafr2 Létal (stades trés précoces Développement aberrant
embryon)

fafr3 Viable Dysplasie osseuse

fafr4 Viable Problemes biliaires

Tableau 1 : Effets de I’invalidation chez la souris des différents génes codant pour les
FGFs et les FGFRs.
L’invalidation de geénes codant pour certains FGFs (FGFs 4 ou 8) ou pour certains récepteurs
(FGFR1 et FGFR2) conduit a une Iétalité précoce de I’embryon ou du nouveau-né,
démontrant ainsi I’importance de la signalisation FGF dans le développement embryonnaire.
D’aprés (Gizang-Ginsberg and Ziff, 1990; Yamaguchi et al., 1994; Deng et al., 1996; Arman
etal., 1998; Yu et al., 2000; Dorey and Amaya, 2010; Itoh and Ornitz, 2011)

la formation du blastocyste (FGF4), tandis que d’autres sont impliqués plus tardivement dans

le contrdle de différents métabolismes (FGF1, FGF21, FGF23). Certains FGFs peuvent
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présenter des activités redondantes au cours du développement embryonnaire ainsi que chez
I’adulte (Dorey and Amaya, 2010; Itoh and Ornitz, 2011).

3.2 Pathologies associées a des altérations de la signalisation des FGFs

Des mutations des acteurs de la signalisation FGF ou leur surexpression peuvent conduire
a I’émergence de certaines pathologies comme I’hypochondroplasie et au développement de
cancers (seins, ovaires, prostate etc.). Une liste non exhaustive des effets de ces différentes
mutations chez I’Homme est présentée dans le Tableau 2.

Les mutations affectant les différents acteurs de la signalisation FGF-FGFR peuvent étre
activatrices ou inhibitrices. La perte de fonction du FGF3 entraine la surdité (Tekin et al.,
2007) et la perte de fonction du FGFR1 est impliquée dans le syndrome de Kallmann, qui
correspond a une fusion prématurée des soudures craniennes (Dode et al., 2003).

Les mutations gain de fonction des FGFRs conduisent a leur activation en absence de
ligand. Ces mutations sont notamment retrouvées dans un grand nombre de syndromes
affectant les soudures des os: on retrouve des mutations gains de fonction des FGFR1 et
FGFR2 chez les patients atteints du syndrome de Pfeiffer (Schell et al., 1995; Kan et al.,
2002). Les patients atteints du syndrome de Muenke présentent des mutations gain de
fonction du FGFR3 (Muenke et al., 1997). Ce type de mutation des FGFRs est également
retrouvé dans certains cancers comme les glioblastomes, qui présentent des mutations du
FGFR1 (Rand et al., 2005) ou des cancers de la prostate qui peuvent présenter des mutations
du FGFR1 ou du FGFR4 (Giri et al., 1999; Wang et al., 2004).

Les FGFs sont eux surexprimés dans différents types de cancers. Ainsi, le FGF1 est
surexprimé dans des cancers du sein (La Rosa et al., 2001) et des ovaires (Smith et al., 2012)
ainsi que dans des gliomes (Takahashi et al., 1990) et des astrocytomes (Maxwell et al.,
1991). Les FGF2 et 3 sont quant a eux surexprimés dans certains cancers comme le cancer du
sein (Fioravanti et al., 1997; Relf et al., 1997). La surexpression des FGFs peut étre un
marqueur de 1’agressivité des tumeurs et étre corrélée & un mauvais pronostic vital pour les
patients. C’est notamment le cas pour la surexpression du FGF1 dans certains cancers des

ovaires (Smith et al., 2012).
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Mutations Pathologies associées Références
Perte de fonction
des FGFs
FGF3 Aplasie de Michel (surdité car pas de structure | (Tekin et al., 2007)
auditive interne)
FGF8 Syndrome de Kallman (hypogonadisme, déficit | (Falardeau et al., 2008)
odorat)
FGF10 Aplasie des glandes lacrymales et salivaires (Entesarian et al., 2007)
FGF13 Syndrome Borjeson-Forssman-Lehmann (Gecz et al., 1999)
(retard mental lié a I'X)
FGF14 Ataxie spinocérébelleuse (van Swieten et al., 2003)
Perte de fonction
des FGFRs
FGFR1 Syndrome de Kallman (fusion prématurée (Dode et al., 2003)

soudures craniennes)

Surexpression des

FGFs
FGF1 Cancers : sein, ovaire, prostate, gliome, (Takahashi et al., 1990; Maxwell et al., 1991;
astrocytome, pancréas, colon Yamanaka et al., 1993; Payson et al., 1998; La
Rosa et al., 2001; Henriksson et al., 2011; Smith
etal., 2012)
FGF2 Cancers : prostate, gliomes, sein (Bredel et al., 1997; Relf et al., 1997; Giri et al.,
1999)
FGF3 Cancers : sein, vessie, ovaires, sarcome de (Rosen et al., 1993; Fioravanti et al., 1997;
Kaposi Kiuru-Kuhlefelt et al., 2000; Zaharieva et al.,
2003)
FGF4 Cancer de la vessie, sarcome de Kaposi (Kiuru-Kuhlefelt et al., 2000; Zaharieva et al.,
2003)
FGF5 Cancer : pancréas (Kornmann et al., 1997)
FGF6 Cancer : prostate (Ropiquet et al., 2000)
FGF19 Cancer : foie (Sawey et al., 2011)
Gain de fonction
des FGFRs
FGFR1 Syndrome de Pfeiffer (fusion prématurée (Schell et al., 1995; Giri et al., 1999; Rand et al.,
soudures craniennes) 2005)
Cancers : Glioblastomes, prostate
FGFR2 Syndromes d'Apert, de Pfeiffer, de Crouzon. (Kan et al., 2002; Pollock et al., 2007; Schneider
Cancers : endometre, sein et al., 2008)
FGFR3 Syndrome de Muenke (fusion prématurée de (Muenke et al., 1997; Tavormina et al., 1999;
certains os), Hypochondroplasie (maladie des | Tomlinson et al., 2007)
0s), Dysplasie
Cancers : vessie, col de |'utérus
FGFR4 Cancer : prostate (Wang et al., 2004)

Tableau 2 :_Pathologies associées chez ’Homme a des modulations de I’expression des
FGFs ou de leurs récepteurs.

Il. Le FGF1 : un facteur de croissance intracellulaire
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1 Découverte et caractérisation du FGF1

En 1973, Armelin met en évidence la présence, dans des extraits hypophysaires bovins,
d’un facteur induisant la croissance des fibroblastes de souris ou des cellules ovariennes de rat
cultivées in vitro. Son étude montre que ce facteur de croissance des fibroblastes (FGF) est
non dialysable, thermolabile et sensible aux protéases (Armelin, 1973).

Au cours des années suivantes, des nombreuses études confirment que le FGF présent
dans les extraits hypophysaires est capable d’induire in vitro la croissance cellulaire de
fibroblastes de souris ou de cellules ovariennes de rat (Gospodarowicz et al., 1974; Jones and
Gospodarowicz, 1974; Rudland et al., 1974a; Rudland et al., 1974b; Gospodarowicz, 1975;
Gospodarowicz et al., 1975). 1l a également été montré que le FGF présent dans les extraits
hypophysaires peut induire la synthése d’ADN dans différents types cellulaires comme des
fibroblastes de souris, des fibroblastes humains ou encore des cellules surrénales de souris
(Gospodarowicz and Moran, 1974a; Gospodarowicz and Moran, 1974b; Holley and Kiernan,
1974; Rudland et al., 1974a; Rudland et al., 1974b; Gospodarowicz and Handley, 1975;
Gospodarowicz and Moran, 1975).

Les premiers protocoles de purification utilisés ont permis d’identifier deux facteurs de
croissance différents ayant une forte affinité pour I’héparine : le FGF1 (ou aFGF) et le FGF2
(ou bFGF) (Abraham et al., 1986a; Abraham et al., 1986b; Jaye et al., 1986). Initialement, la
purification du FGF1 a permis d’obtenir une protéine d’environ 140 acides aminés (Esch et
al., 1985; Gimenez-Gallego et al., 1985). Des mises au point ont ensuite permis d’obtenir la
protéine FGF1 totale, de 154 acides aminés (Burgess et al., 1986). Cette nomenclature ne
comprend pas la méthionine initiatrice, qui porte le nombre d’acides aminés du FGF1 a 155.
La nomenclature la plus utilisée reste celle de 154 acides aminés. L’activité mitogénique du
FGF1 a été constatée sur un grand nombre de types cellulaires a la fois dans des cultures
primaires et des lignées immortalisées : cultures primaires de fibroblastes ou de myoblastes,
cellules du muscle lisse ou encore cellules gliales (Gospodarowicz and Moran, 1976;
Gospodarowicz et al., 1986). D’autre part, le FGF1 est un facteur de différenciation pour
certains types cellulaires comme les cellules PC12 (issues d’un phéochromocytome de rat),
qui se différencient en neurones de type sympathique sous 1’effet du FGF1 (Togari et al.,
1985).
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Figure 7 : Le FGF1, du géne a la protéine.

A. Le geéne fgfl s’étend sur plus de 120 Kb. Il est composé de 3 exons codants (en vert, rose
et jaune) et de 4 exons non codants (en vert foncé) qui sont alternativement épisses. B. Cet
épissage alternatif génere 4 ARNm différents qui codent tous pour une méme protéine FGF1
(en C.) de 154 acides aminés.
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2 Géne, promoteurs et régulations transcriptionnelles du FGF1

Le gene fgfl humain est un grand géne de plus de 120 Kb localisé sur le chromosome 5.
Il est composé de 3 exons contenant la région codante, d’une longue région non transcrite en
3’ (comprise dans I’exon 3) et de 4 exons alternatifs (-1A a -1D) situés dans la région 5’ du
géne (Figure 7A) (Jaye et al., 1986; Myers et al., 1993; Payson et al., 1993; Chiu et al., 2001).

2.1 Les différents promoteurs du géne fgfl

La transcription du gene fgfl est assurée par quatre promoteurs différents (1.A a 1.D)
dont les activités sont tissus-spécifiques. Les promoteurs 1.A et 1.B sont majoritairement
actifs respectivement dans les reins et le systeme nerveux central (Myers et al., 1993) tandis
que les promoteurs 1.C et 1.D sont eux inductibles (sérum, facteurs de croissance...) et sont
actifs dans différents types cellulaires tels que des cellules issues de glioblastome ou dans des
fibroblastes (Alam et al., 1996). Ce mode de transcription abouti a la formation de différents
transcrits (fgf-1A a fgf-1D) qui peuvent ensuite subir des épissages alternatifs des différents
exons non traduits ainsi que des terminaisons alternatives. Ces différents mécanismes,
conservés dans plusieurs espéces, permettent d’obtenir différents ARN messagers dont les
tailles varient de 2 a 9 Kb (Figure 7B) (Jaye et al., 1986; Dragunow et al., 2000). La
traduction de ces différents ARNm permet 1’obtention d’une seule protéine FGF1 de 154

acides amines (Figure 7C).

2.2 Réqulation des promoteurs du géne fgfl

a) Lespromoteurs 1.A, 1.Cet1.D

Les régulations des promoteurs 1.A, 1.C et 1.D du géene fgfl sont mal connues,
particulierement en ce qui concerne le promoteur 1.A: il a ¢été montré qu’il est
majoritairement actif dans les reins (Myers et al., 1993), mais ses régulations ne sont pas
décrites.

En ce qui concerne les promoteurs 1.C et 1.D, il a été montré qu’ils sont inductibles,
notamment par le sérum ou par le TGFB (Transforming Growth Factor Beta) (Alam et al.,
1996; Chotani and Chiu, 1997). Le promoteur 1.D est régulé par des protéines de la famille
des GTPases comme les protéines Ras, Racl et Cdc42 via son motif SRE (Serum Response
Element) (Chotani et al., 2000).
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A Répression transcriptionnelle

Activation transcriptionnelle

Promo 1.B

Figure 8 : Régulations transcriptionnelles du géne fgfl.

Les facteurs de transcription de la famille RFX agissent sous forme d’homo- ou d’hétéro-
diméres. La presence de RFX1 dans ces complexes induit une répression transcriptionnelle
tandis que les complexes RFX2/RFX3 induisent une activation transcriptionnelle du géne
fofl.
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b) Le promoteur 1.B

Le FGFL1 joue un réle dans le développement du systéme nerveux et peut étre impliqué

dans la formation et le développement de tumeurs cérébrales (cf. 5 Activités du FGF1). Le
promoteur 1.B du géne fgfl est actif dans le cerveau, et I’ARNm résultant de son activité
transcriptionnelle (fgf-1B) est détecté chez les souris au niveau des centres sensoriels et
moteurs du systéme nerveux central (Alam et al., 1996), ainsi que dans des cellules tumorales
issues de gliomes ou de glioblastomes (Myers et al., 1993).
Le promoteur 1B du géne fgfl, s’il ne contient pas de séquence de type « TATA », contient en
revanche 3 sites d’initiation de la transcription (Myers et al., 1995). Il a également été montré
que ce promoteur posséde deux séquences regulatrices, RR1 et RR2 localisées
respectivement entre les nucléotides -145 et -114 et les nucléotides -507 et -467. Ces régions
cis-régulatrices seraient impliquées dans la régulation de I’expression de ’ARNm FGF-1B
(Myers et al., 1995; Ray et al., 1997; Chiu et al., 2001). La région RR2 constitue un site de
fixation pour les facteurs de transcription de la famille RFX (Regulator Factor of X-box) (Hsu
etal., 2010; Hsu et al., 2012).

Les protéines de la famille RFX ont été caractérisées au début des années 1990 (Reith et
al., 1990). Ce sont des facteurs de transcription reconnaissant le motif « X-Box » présent
notamment sur les promoteurs régulant 1’expression des protéines de classe II du CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Les facteurs de transcription RFX1 a 3 peuvent se
fixer sur le promoteur 1.B du gene fgfl. Toutefois, de récentes études ont permis de montrer
que tous ces facteurs ne jouaient pas le méme role sur la régulation de I’expression du geéne
fgfl. 1l a été montré que le facteur RFX1, soit sous forme d’homo-dimére (RFX1/RFX1) soit
sous forme d’hétéro-dimeres (RX1/RFX2 ou RFX1/RFX3), est un répresseur transcriptionnel
du promoteur 1.B du gene fgfl (Figure 8A) (Hsu et al., 2010; Hsu et al., 2012; Kao et al.,
2013). A I’inverse, le complexe hétéro-dimeérique formé par les facteurs RFX2 et RFX3 est un
activateur transcriptionnel du promoteur 1.B du gene fgfl (Figure 8B) (Hsu et al., 2010; Hsu
etal.,, 2012; Kao et al., 2013).
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Figure 9 : Représentation des structures primaire, secondaire et tertiaire du FGFL1.

A. Séquence en acides aminés du FGF1 (forme de 154 aa) : identification des feuillets B (de I
a XII) et de la séquence NLS (KKPK, en rouge). D’aprés (Romero et al., 1996) B.
Représentation de la structure secondaire du FGF1, composée de 12 feuillets B. D’apres
(Bernett et al., 2004; Olsson et al., 2007). L’association de 4 feuillets B forme 1’une des trois
unités de la structure tertiaire. C. Représentation de la structure tertiaire du FGF1, le
repliement en « trefle », stabilisé par des liaisons hydrogene. Issu de (Chi et al., 2002).
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3 Structure du FGF1 et modifications post-traductionnelles

3.1 Structure du FGF1

Le FGF1 comporte 154 acides aminés (Figure 9A). Sa structure secondaire comporte 12
feuillets B, numérotés de I a XII (Figure 9B) qui s’organisent en 3 unités comportant 4
feuillets chacune. La structure tertiaire du FGF1 correspondant au repliement de ces 3 unités
est appelée « repliement en trefle » (Figure 9C). Le maintien de la structure tertiaire du FGF1
est assuré par des liaisons hydrogénes (Chi et al., 2002; Bernett et al., 2004; Longo et al.,
2012).

Le FGF1, contrairement a la plupart des facteurs de croissance, ne possede pas de
peptide signal de sécrétion (Jaye et al., 1986). En revanche, une séquence d’adressage au
noyau (Nuclear Localization Sequence, NLS) de séquence KKPK (acides aminés 23 a 26) a
été identifiée sur son premier feuillet p (Figure 9A) (Imamura et al., 1990). Lorsque cette
séquence NLS est mutée ou délétée, le FGF1 conserve sa capacité a se lier a I’héparine et aux
FGFRs. En revanche, la plupart de ses activités, comme la prolifération cellulaire ou son
activité mitogénique sont inhibées, ce qui montre que la localisation nucléaire du FGF1 est

importante pour ses activités biologiques (Imamura et al., 1990).

3.2 Modifications post-traductionnelles du FGF1

Bien que les modifications post-traductionnelles du FGF1 soient peu décrites, il a
toutefois été montré que celui-ci peut étre méthylé sur son résidu Lysine 132 ou bien
phosphorylé sur son résidu Sérine 130 (Harper and Lobb, 1988).

La méthylation du résidu Lysine 132 affecte les propriétés et activités du FGF1. La
forme méthylée du FGF1 présente une affinité réduite pour 1’héparine ainsi que pour les
FGFRs. Cette méthylation diminue également 1’activité mitogénique du FGF1 (Harper and
Lobb, 1988).

Un seul site de phosphorylation a été identifié a ce jour sur le FGF1. En 1989,
Mascarelli et al. montrent que le FGF1 peut étre phosphorylé (Mascarelli et al., 1989). Il
s’agit d’un site consensus de phosphorylation pour la PKC : Ser’®-Cys-Lys. En 2005, une
étude de Wiedlocha et al. montre que le FGF1 est phosphorylé in vivo par la PKCS et que
cette phosphorylation a lieu dans le compartiment nucléaire. Cette phosphorylation induirait
I’export du FGF1 du noyau vers le cytoplasme ou il serait dégradé (Wiedlocha et al., 2005).

Toutefois, le r6le de la phosphorylation du FGF1 reste peu décrit.

34



Prolifération Cellulaire «——— —— > Développement embryonnaire

AN

Différenciation cellulaire Morphogenése

Survie cellulaire Angiogenése

Tumorigenése

Figure 10 : Activités du FGF1.

Le facteur de croissance FGF1 régule de nombreux mécanismes cellulaires. Il régule
notamment la prolifération, la différenciation et la survie cellulaires, le deéveloppement
embryonnaire et la morphogenése mais peut egalement induire la tumorigenése et
I’angiogenese.
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Figure 11 : Les différents modes d’action du FGF1.

Le FGF1 est un facteur de croissance intracellulaire qui posséde une séquence NLS. Il est
donc localisé a la fois dans le cytosol et le noyau (A). Lors d’un stress cellulaire, le FGF1 peut
étre libéré dans le milieu extracellulaire via une voie de sécrétion atypique indépendante de la
voie régulée par le RE et I’appareil de Golgi (B). Le FGF1 extracellulaire peut alors se lier
aux FGFRs et activer les voies de signalisation PI3K/Akt, Ras/sMAPK ou PLCy (C). Suite a
sa liaison aux FGFRs, le FGF1 peut également étre internalisé et transloqué dans le noyau

(D).
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4  Modes d’action du FGF1

4.1 Activités extracellulaires du FGF1

Il a été montré que le FGF1 intervient dans un grand nombre de processus cellulaires
comme le développement embryonnaire et la morphogenése, la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaires ou encore 1’oncogenése et I’angiogenése (Figure 10).

Contrairement a la plupart des facteurs de croissance, le FGF1 ne possede pas de
peptide signal de sécrétion (Jaye et al., 1986). Le FGF1 est donc un facteur de croissance
principalement intracellulaire (Figure 11A) a la fois cytosolique et nucléaire puisqu’il
possede une sequence NLS (Imamura et al., 1990). La double localisation nucléaire et
cytosolique du FGF1 (Huang et al., 1987; Sano et al., 1990; Cao et al., 1993) semble jouer un
réle important sur ses nombreuses activités intracellulaires.

Toutefois, en cas de stress cellulaire (hypoxie), le FGF1 peut étre externalisé
indépendamment de la voie de sécrétion classique modulée par le RE et I’appareil de Golgi
(Jackson et al., 1992) (Figure 11B). Le FGF1 externalisé peut se lier aux FGFRs et activer
classiquement les voies de signalisation Ras/MAPK, PI3K/Akt ou encore PLCy (Figure
11C). Le FGF1 peut également, suite a sa liaison aux FGFRs, étre internalisé puis transloqué
dans le noyau, activant ainsi des voies de signalisation intracellulaires (Figure 11D)
(Imamura et al., 1990; Zhan et al., 1992; Zhan et al., 1993; Imamura et al., 1994; Wiedlocha
etal., 1994; Munoz et al., 1997; Klingenberg et al., 1998).

a) Lavoie de sécrétion atypique du FGF1

Certaines protéines dépourvues de peptide signal de sécrétion comme les cytokines IL-
lo et IL-1B (Interleukine-1), les protéines de la famille S100 ou les FGF 1 et 2 peuvent
présenter a la fois des activités intra- et extra-cellulaires. Ces protéines sont sécrétées par une
voie indépendante de celle du RE/Golgi.

La sécréetion du FGF1, quasiment indétectable en conditions physiologiques, augmente
fortement lorsque la cellule est soumise a différents types de stress comme un choc thermique
(Jackson et al., 1992; Mouta Carreira et al., 1998), I’hypoxie (Mouta Carreira et al., 2001) ou
la privation de sérum (Shin et al., 1996; Matsunaga and Ueda, 2006).

Suite a ces différents stress, le FGF1 est alors relargué dans le milieu extracellulaire

sous forme d’homodimere (Jackson et al., 1995).
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Figure 12 : Sécrétion atypique du FGF1.

Le complexe de relargage du FGF1 (1), composé du FGF1, de la protéine S100A13, de la
Sphingosine Kinase 1 (SphK1), du fragment p40 de la Synaptotagmine 1 (p40 Sytl) et
contenant des ions Cu2+ (en noir) est localisé a proximité de la membrane plasmique (2). La
protéine S100A13 interagit alors avec I’ Annexine 2 (Anx2) présente au niveau de la surface
interne de la membrane plasmique (3). Le complexe est ensuite relargué a 1’extérieur de la
cellule lors de la translocation des phopholipides acides de la membrane plasmique (4).
D’apres (Prudovsky et al., 2013).

Milieu
Extracellulaire

Milieu
Intracellulaire

Vacuole
d’internalisation

Figure 13 : Internalisation du FGF1.

Suite a sa liaison aux récepteurs FGFR1 ou FGFR4 (1), le FGF1 peut étre internalisé (2).
Cette internalisation est indépendante des vésicules a manteau de clathrine ou des cavéoles.
Les complexes FGF1-FGFR1/4 sont pris en charge par des vacuoles d’internalisation (3)
semblables aux endosomes. Le FGF1 est ensuite libéré dans le cytoplasme (4) grace
notamment a la chaperonne Hsp90, puis adressé au noyau via un mecanisme impliquant les
Ran GTPases, la protéine LRRC59 et les importines Kpnal et Kpnp1 (5).
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Avant sa sécrétion, le FGF1 s’associe sous forme d’homodimeére au sein d’un complexe
protéique plus large, le complexe de relargage du FGF1 (Prudovsky et al., 2013), composé du
domaine extravésiculaire de la Synaptotagmine 1 (Tarantini et al., 1998), de la protéine
S100A13 (LaVallee et al., 1998; Mouta Carreira et al., 1998; Landriscina et al., 2001), de la
Sphingosine Kinase 1 (Soldi et al., 2007). Ce complexe interagirait ensuite avec 1’ Annexine 2
via les protéines S100A13, permettant ainsi sa libération dans le milieu extracellulaire
(Prudovsky et al., 2013). Certaines interactions de ce complexe font intervenir des ions Cu®*
(Di Serio et al., 2008) (Figure 12). Un stress cellulaire tel qu’un choc thermique induit la
formation du complexe de relargage du FGF1, qui est ensuite relocalisé a proximité de la
membrane plasmique. L’externalisation de ce complexe dépendrait ensuite de la translocation

des phospholipides acides de la membrane plasmique (Kirov et al., 2012).

b) Internalisation du FGF1 extracellulaire

Suite a sa liaison aux FGFRs, le FGF1 extracellulaire (ou le FGF1 recombinant ajouté au
milieu de culture) peut étre internalisé par un mécanisme encore mal connu mais qui semble
dépendre de la phase du cycle cellulaire et du domaine intracellulaire des récepteurs.

Des études ont montré que I’internalisation du FGF1 dépend du FGFR auquel il est lié :
les FGFR 1 et 4 permettent I’internalisation du FGF1, contrairement aux FGFR 2 et 3
(Haugsten et al., 2005; Sorensen et al., 2006a; Sorensen et al., 2006b). C’est plus précisément
le domaine intracellulaire du FGFR qui semble important pour cette internalisation, toutefois,
ce mécanisme est indépendant de I’activité tyrosine kinase des récepteurs (Sorensen et al.,
2006b).

Les complexes FGF1-FGFR sont internalisés indépendamment des vésicules a manteau
de clathrine ou des cavéoles (Citores et al., 1999; Citores et al., 2001) : ils sont retrouvé dans
des vacuoles semblables aux endosomes. Ces vacuoles possedent un potentiel de membrane et
font intervenir les P13 Kinases (Klingenberg et al., 2000; Malecki et al., 2002; Malecki et al.,
2004; Zakrzewska et al., 2011). Le FGF1 est ensuite libéré dans le cytoplasme grace a un
mécanisme mal défini impliquant la protéine Hsp90 (Wesche et al., 2006), puis transloqué
dans le noyau grace a sa séquence NLS (Imamura et al., 1990). La translocation nucléaire du
FGF1 requiert également les Ran GTPases, la protéine LRRC59 (Leucin Rich Repeat
Containing 59) ainsi que les importines Kpnal et Kpnf1 (Kariophérines al et 1) (Zhen et
al., 2012) (Figure 13). L’internalisation du FGF1 aurait lieu préférentiellement au cours de la

phase G1 du cycle cellulaire (Imamura et al., 1994; Malecki et al., 2004).
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4.2 Activités du FGF1 intracellulaire

Le FGF1 est un facteur de croissance atypique, dépourvu de peptide signal de sécrétion.
Il n’est libéré dans le milieu extracellulaire que dans de rares cas de stress cellulaire,
indépendamment de la voie de sécrétion classiquement médiée par le RE et I’appareil de
Golgi. Le FGF1 est donc un facteur de croissance majoritairement intracellulaire, impliqué

dans un grand nombre de mécanismes cellulaires que nous allons maintenant détailler.

a) Implication du FGFL1 intracellulaire dans le développement et la différenciation

cellulaire

Une étude publiée en 1991 a montré que le FGF1 était exprimé dans un grand nombre de
tissus au cours des différentes phases du développement embryonnaire du rat et que son
niveau varie en fonction des tissus. Ainsi, au cours du développement, le niveau de FGF1
reste constant dans le systéme respiratoire et les reins, et diminue dans les muscles
squelettiques. En revanche, il augmente dans le systéme nerveux central, dans les yeux ou
encore le cceur et les vaisseaux sanguins (Fu et al., 1991). Le niveau de FGF1 semble étre
régulé finement au cours du développement embryonnaire et son mode d’action semble varier
en fonction du tissu ou du type cellulaire.

Le FGF1 joue un role important dans le développement du cceur et du systéme vasculaire.
Des études réalisées chez le rat, le chien ou le lapin ont montré qu’il est fortement exprimé
dans le ceeur et les vaisseaux sanguins (Spirito et al., 1991; Wu et al., 2010). Le FGF1 induit
notamment la prolifération des myocytes (Engelmann et al., 1993; Hidai et al., 2003).

Au cours du développement feetal, on observe une diminution des ARN messagers du
FGF1 dans les muscles squelettiques (Alterio et al., 1990; Moore et al., 1991). Il a ensuite été
montré que cette diminution corréle avec une augmentation du niveau de la myogénine, un
régulateur de la différenciation myogénique (Moore et al., 1991; Fox et al., 1994). Ces
données suggerent que le FGF1 inhibe la différenciation myogénique en régulant
négativement 1’expression de certains régulateurs myogéniques.

Enfin, le FGF1 est fortement exprimé dans le systeme nerveux central (SNC) et
périphérique au cours du developpement (Fu et al., 1991; Araki et al., 2007) ainsi qu’a I’age
adulte (Eckenstein et al., 1991a; Eckenstein et al., 1991b; Schnurch and Risau, 1991). De forts
niveaux de FGF1 sont notamment retrouvés dans les neurones moteurs, les neurones
sensoriels primaires ainsi que les neurones rétiniens (Jacquemin et al., 1990; Elde et al., 1991;

Bugra et al., 1993; Bugra and Hicks, 1997). In vitro, de nombreuses études ont montré que le
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FGF1 intracellulaire a un réle neurotrophique dans un grand nombre de types cellulaires
différents. En effet, le FGF1 induit la différenciation neuronale des cellules PC12 (issues d’un
phéochromocytome de rat) (Renaud et al., 1996), des cellules SHSY5Y (issues d’un
neuroblastome humain) (Raguenez et al., 1999) ou encore des cellules issues de rétine de
poulet (Desire et al., 1998).

Le FGFI intracellulaire est donc un régulateur de la différenciation cellulaire, qu’il
I’induise (cceur, SNC) ou qu’il la réprime (muscle squelettique). Toutefois, les mécanismes

cellulaires mis en jeu lors de ces différentes régulations restent a caracteriser.

b) Roéle du FGF1 intracellulaire dans la survie cellulaire

Le FGF1, comme les facteurs de croissance conventionnels, peut induire la survie
cellulaire, mais les mécanismes cellulaires impliqués sont encore peu décrits.

In vivo, il a été montré que le FGF1 intracellulaire est un facteur de survie pour les
cellules neuronales ou cardiaques. Ainsi, le FGF1 permet la survie des motoneurones faciaux
suite a une axotomie (Cuevas et al., 1995). Il permet également la survie des cellules
cardiaques issues du ventricule (Palmen et al., 2004) ou des cellules neuronales issues de
cultures primaires corticales (Russell et al., 2006) suite a une ischémie.

In vitro, le réle du FGF1 dans la survie cellulaire a été étudié dans plusieurs modeles. Le
FGF1 protege des cellules endothéliales dérivées de veine ombilicale humaine et des cellules
primaires issues de rétine de poulet embryonnaire de la mort cellulaire (Maier et al., 1996;
Desire et al., 1998). Dans les cellules NT2 (lignée neuronale humaine) traitées avec de
I’Interleukine 6 (IL6), le niveau de FGF1 augmente, induisant la survie cellulaire (Thorns et
al., 2002). Le FGF1 est également un facteur de survie pour différentes lignées cellulaires
cultivées en absence de sérum : cellules issues de cultures primaires d’hypothalamus, cellules
épithéliales du cristallin et de la rétine, cellules PC12 et SHSY5Y (Renaud et al., 1994;
Renaud et al., 1996; Lotto et al., 1997; Bryckaert et al., 1999; Raguenez et al., 1999).

Notre équipe étudie depuis plusieurs années les mécanismes cellulaires impliqués dans
I’activité de survie du FGF1 intracellulaire in vitro. Nous avons ainsi pu montrer que dans les
cellules RetsAFs ou les cellules PC12, le FGF1 intracellulaire induit la survie des cellules en
absence de sérum ou suite a I’induction de 1’apoptose dépendante de p53 (Renaud et al., 1996;
Bouleau et al., 2005; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). Nous avons notamment montré que
le FGF1 régule la stabilité et les activités de facteur de transcription de la protéine p53 au
cours de la voie intrinséque de 1’apoptose (Bouleau et al., 2005; Rodriguez-Enfedaque et al.,
2009).
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¢) Le FGF1 intracellulaire : activités mitogéniques et oncogéniques
Outre ses roles dans le développement embryonnaire et la survie cellulaire, le FGF1

intracellulaire présente également des activités mitogénique et oncogénique.
— Activités mitogéniques du FGF1

Le FGFL1 internalisé induit la synthése d’ADN et la prolifération cellulaire, notamment
dans des fibroblastes embryonnaires de souris, les cellules NIH3T3 ou des cellules issues
d’ostéosarcome humain (Imamura et al., 1990; Wiedlocha et al., 1994; Wiedlocha et al., 1996;
Klingenberg et al., 1998; Klingenberg et al., 1999). Cette activité mitogénique est directement
corrélée a la localisation nucléaire du FGF1 et est indépendante de 1’activation des FGFRs. En
effet, des études ont montré que lorsque le FGF1 présente une NLS mutée ou délétée il n’est
plus localisé dans le noyau et ne présente plus d’activité mitogénique (Imamura et al., 1990;
Lin et al., 1996). De plus, il a été montré que ’activité mitogénique du FGF1 est bien liée a
son internalisation et non pas a ’activation des FGFRs. Pour cela, le FGF1 a été fusionné a la
toxine diphtérique qui est internalisée suite a sa liaison a ses récepteurs membranaires. Il a été
montré que le FGF1 fusionné a la toxine diphtérique est bien internalisé et transloqué dans le
noyau. Cette forme du FGF1 internalisée présente une activité mitogénique, indépendamment
de I’activation des FGFRs (Wiedlocha et al., 1994; Wiedlocha et al., 1996).

— Activités oncogéniques du FGF1

In vivo, le FGF1 est surexprimé dans certains cancers du sein (Coope et al., 1997; Payson
et al., 1998; Yoshimura et al., 1998; La Rosa et al., 2001), des ovaires (Birrer et al., 2007;
Smith et al., 2012), de la prostate (Payson et al., 1998), du colon (Henriksson et al., 2011), du
pancréas (Yamanaka et al., 1993), dans certains mélanomes (Di Serio et al., 2008) ou encore
dans des cancers cérébraux comme des gliomes (Takahashi et al., 1990) ou des astrocytomes
(Maxwell et al., 1991).

De récentes études ont montré que le pronostic vital des patients peut étre corrélé au
niveau de FGF1 dans certaines tumeurs. C’est le cas notamment pour le cancer du sein, des
ovaires ou encore de la prostate. Ainsi, dans une étude publiée en 2013, le FGF1 est identifié
comme un facteur de pronostic important pour les patientes atteinte d’un cancer du sein : plus
le niveau de FGF1 est important dans les tissus tumoraux et plus le pronostic vital des
patientes est mauvais (Slattery et al., 2013). C’est le cas également pour le cancer des
ovaires: le FGF1 est fortement surexprime, et cette surexpression est associée a une

résistance aux traitements chimiothérapeutiques ainsi qu’a un mauvais pronostic vital pour les
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patientes (Smith et al., 2012). Enfin, la surexpression du FGF1 est corrélée avec une
aggravation du score de Gleason pour les patients souffrant de cancer de la prostate. Le score
de Gleason permet d’apprécier 1’agressivité des tumeurs : plus il est élevé et plus la tumeur est
agressive et le pronostic vital du patient réserve (Dorkin et al., 1999).

Des études meneées in vitro montrent que le FGF1, lorsqu’il est surexprimé dans des
cellules cancéreuses, augmente leur prolifération (El Yazidi et al., 1998). Ces études ont
notamment été menées sur des cellules issues de cancer du sein transfectées de fagon a
surexprimer le FGF1 puis injectées dans le tissu mammaire de souris nude. Des tumeurs et
une néo-angiogenese ont été observees au niveau du tissu mammaire, ainsi que la formation
de métastases dans d’autres organes comme les poumons par exemple (Zhang et al., 1999;
Okunieff et al., 2003). Des expériences similaires ont été menées avec des cellules issues de
cancer de la prostate ou de la vessie, pour des résultats comparables (Jouanneau et al., 1991;
Shain et al., 1996; Jouanneau et al., 1997).

Le FGF1 intracellulaire est donc un oncogene qui, lorsqu’il est surexprimé, favorise le
développement et la vascularisation des tumeurs. Il favorise également la dissémination des
cellules tumorales, induisant la formation de métastases et est un facteur de résistance aux
chimiothérapies. Sa surexpression, dans certains types de cancers, est directement associée au

mauvais pronostic vital des patients.

d) Les partenaires protéiques du FGF1 intracellulaire
Le FGF1 intracellulaire interagit avec une dizaine de protéines qui régulent son trafic

intra- et extra-cellulaire ou ses activités intracellulaires.
— Partenaires du FGF1 impliqués dans sa sécrétion

La sécrétion atypique du FGF1 met en jeu la formation d’un complexe de sécrétion au
sein duquel le FGF1 interagit avec différentes protéines : le domaine extravésiculaire de la
Synaptotagmine 1 (p40 Sytl), la Sphingosine Kinase 1 (Sphkl) et la protéine S100A13 (cf.
4.1, Sécrétion atypique du FGF1).

— Partenaires du FGF1 impliqués dans son trafic intracellulaire

Lors de sa liaison aux FGFRs, le FGF1 peut étre internalisé puis translogué dans le noyau
(cf. 4.2, Internalisation du FGF1). Ce mécanisme implique notamment la protéine LRRC59.
L’export nucléaire du FGF1 suite a sa phosphorylation ferait quant a lui intervenir la

nucléoline.
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La protéine LRRC59 (ou ribosomal-protein binding p34) a été identifiee comme
partenaire du FGF1 par co-immunoprécipitation en 2002 (Skjerpen et al., 2002b). Elle est
impliquée, ainsi que les importines Kpnal et Kpnf1 dans la translocation nucléaire du FGF1.
Toutefois, ses fonctions restent mal décrites. Il s’agit d’une protéine ancrée dans la membrane
du RE, et dont la partie cytosolique interagit avec le FGF1, participant a son adressage au
noyau (Zhen et al., 2012).

La protéine FIBP (FGF Intracellular Binding Protein) a été identifiée comme partenaire
du FGF1 en 1998 grace au systeme double-hybride. C’est une protéine intracellulaire
d’environ 42 kDa localisée dans le noyau et au niveau des membranes du RE et de la
mitochondrie (Kolpakova et al., 1998), conservée dans différentes especes, de la Drosophile a
I’Homme (Kolpakova et al., 2000; Kolpakova et al., 2003), mais son réle reste mal connu.

La nucléoline est I'un des plus récents partenaires du FGF1 a avoir été mis en évidence
(Sletten et al., 2014). 11 s’agit d’une protéine nucléolaire impliquée dans un grand nombre de
processus cellulaires, comme la croissance, la régulation du cycle cellulaire, la transcription
ou I’apoptose (Tajrishi et al., 2011). 11 a été montré que si la nucléoline n’est pas impliquée
dans la translocation nucléaire du FGF1, elle est en revanche nécessaire a sa phosphorylation

par la PKCd et a son export nucléaire (Sletten et al., 2014).

— Partenaires du FGF1 régulant ses activités intracellulaires

Le FGFL1 intracellulaire induit la prolifération et la survie cellulaires. Il a également une
activité mitogénique et oncogénique. Ces différentes activités du FGF1 peuvent étre régulées
par des partenaires protéiques du FGF1 comme la mortaline, la kinase CK2 (Casein Kinase 2)
ou encore I’oncosuppresseur p53.

La mortaline est une protéine de 74 kDa retrouvée principalement au niveau de la
mitochondrie mais également dans le cytosol ou le RE. Bien qu’elle ne soit pas activée par un
choc thermique, elle est assimilée aux protéines de la famille Hsp70 (Heat Shock Protein) car
elle présente une grande similarité de séquence avec cette famille protéique. La mortaline peut
par exemple étre activée suite a un stress métabolique, et ses activités sont déterminées par sa
localisation et ses partenaires protéiques (Kaul et al., 2007; Londono et al., 2012). Il a été
montré que la mortaline, et plus particulierement la forme phosphorylée de la mortaline
interagit avec le FGF1 a la fin de la phase G1 (Mizukoshi et al., 1999; Mizukoshi et al., 2001).
L’interaction entre ces deux protéines permettrait de réguler 1’activité proliférative du FGF1

(Mizukoshi et al., 2001).
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La CK2 est une sérine/thréonine kinase qui joue un role dans la progression du cycle
cellulaire et la transduction du signal mitogénique. Elle est composée de deux sous-unités
catalytiques a et de deux sous-unités régulatrices P, formant ainsi un hétérotétramere de
130kDa (St-Denis and Litchfield, 2009). Le FGF1 est capable d’interagir avec les deux sous-
unités a et B de la CK2, stimulant I’autophosphorylation de cette kinase. En outre, le FGF1
peut étre phosphorylé in vitro par la CK2. L’interaction entre ces deux protéines régule
’activité mitogénique du FGF1 (Skjerpen et al., 2002a).

L’oncosuppresseur p53 est un facteur de transcription impliqué notamment dans la
régulation du cycle cellulaire et I’induction de 1’apoptose. Notre équipe a montré il y a
quelques années que le FGF1 interagit avec la protéine p53, en conditions physiologiques ou
suite a I’induction de I’apoptose. L’interaction entre p53 et le FGF1 semble corréler avec
I’activité anti-apoptotique de ce dernier : le FGF1 induit en effet une diminution de la stabilité
de p53 et de ses activités transcriptionnelles, inhibant ainsi I’apoptose dans les cellules PC12

(Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).

44



1
FGF-2 mRNA |

CUG (86)

CUG (319)

CUG (346)
CUG (361)

| AUG (484)
|

951

6774

of for]

cép

Hmw FGF-2

Lmw FGF-2

IRES

/

\ J

4 \

) S

34 kD

24 kD

22.5kD

22 kD

18 kD

Figure 14 : Isoformes du FGF?2.

L’ARNm du FGF2 possede des sites alternatifs d’initiation de la traduction (codons CUG en
positions 86, 319, 346, et 361), permettant ainsi 1’obtention de 5 isoformes du FGF2 : 4
isoformes de haut poids moléculaire (notées Hmw FGF-2 et de 22 ; 22,5 ; 24 et 34 kDa) et
1’isoforme de faible poids moléculaire (Lmw FGF-2 de 18 kDa). Ces différentes isoformes
possedent une ou plusieurs séquences NLS (en vert), qui vont participer a la modulation de

leurs activites intracellulaires. Issu de (Sorensen et al., 2006a).
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1. Les facteurs de croissance intracellulaires

Outre le FGF1, certains facteurs de croissance peuvent étre soit strictement
intracellulaires, soit étre internalisés suite a leur liaison avec leurs récepteurs membranaires.
Ces facteurs de croissance intracellulaires induisent alors des voies de signalisation
indépendantes des voies de signalisation classiquement induites par les récepteurs a activité
tyrosine kinase et leurs ligands. Certains de ces facteurs ou de ces récepteurs peuvent, suite a
leur internalisation, étre adressés au noyau ou ils vont réguler directement ou indirectement
certains mécanismes cellulaires comme la réplication ou la réparation de 1I’ADN, le

métabolisme des ARN, ou la transcription de certains génes cibles (Planque, 2006).

1 Les FGFs intracellulaires

1.1Le FGF2
Il existe 5 isoformes (18 kDa, 22 kDa, 22,5 kDa, 24 kDa et 34 kDa) du FGF2, obtenues

grace a des sites alternatifs d’initiation de la traduction (Florkiewicz and Sommer, 1989; Prats
et al., 1989; Arnaud et al., 1999; Touriol et al., 2003). Tout comme le FGF1, les isoformes du
FGF2 ne possédent pas de peptide signal de sécrétion. En revanche, elles possedent toutes une
séquence NLS en C-terminal et, pour les formes de haut poids moléculaire, une ou deux
autres sequences NLS en N-terminal (Figure 14) (Bugler et al., 1991; Quarto et al., 1991;
Arese et al., 1999; Foletti et al., 2003). Les isoformes du FGF2 de haut poids moléculaire
possedent une séquence NLS forte, et sont principalement localisées dans le noyau.
L’isoforme du FGF2 de faible poids moléculaire possede une séquence NLS faible et est
localisée a la fois dans le cytosol et le noyau.

Les isoformes intracellulaires du FGF2 présentent des activités similaires a celles du
FGF1: elles peuvent induire la prolifération de différents types cellulaires comme les
fibroblastes (Taylor et al., 1993; Arese et al., 1999; Berger et al., 1999). Elles peuvent aussi
induire la migration cellulaire, I’angiogenése, et présentent une activité tumorigéne (Sherman
et al., 1993; Taylor et al., 1993; Huang et al., 1994; Maret et al., 1995). Les isoformes du
FGF2 sont impliquées dans de nombreux mécanismes cellulaires, leurs activités peuvent

varier en fonction de leurs partenaires protéiques (Patry et al., 1997).
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a) Le FGF2 de faible poids moléculaire

Le FGF2 de faible poids moléculaire peut, comme le FGF1, étre sécrété en cas de stress
cellulaire en dépit de son absence de peptide signal de sécrétion. Cette sécrétion est
indépendante de la voie classiquement médiée par le RE et ’appareil de Golgi. C’est un
mécanisme d’exocytose dépendante de ’ATP qui requiert la protéine Hsp27 (Heat shock
protein 27) (Mignatti et al., 1992; Florkiewicz et al., 1995; Piotrowicz et al., 1997). Le FGF2
extracellulaire (ou le FGF2 recombinant ajouté au milieu de culture) peut se lier aux FGFRs et
étre internalisé et transloqué dans le compartiment nucléaire (Bouche et al., 1987; Bikfalvi et
al., 1989; Baldin et al., 1990; Malecki et al., 2004). Le FGF2 intracellulaire présente une
activité mitogénique (Bailly et al., 2000; Bossard et al., 2003; Soulet et al., 2005) et peut
interagir avec la protéine RSK2 (Soulet et al., 2005), le facteur UBF (Upstream Binding
Factor) (Sheng et al., 2005), la kinase CK2 et la nucléoline (Bonnet et al., 1996).

b) Les FGF2 de haut poids moléculaire

Les isoformes de haut poids moléculaire du FGF2 (22 ; 22,5; 24 ; 34 kDa) possédent
toutes une séquence NLS en C-terminal, ainsi qu’une ou deux autres NLS en N-terminal. Ces
différentes isoformes sont majoritairement nucléaires (Bugler et al., 1991). Il a été montré que
ces isoformes peuvent interagir avec des protéines anti-apoptotiques comme la protéine FIF
(FGF2 Interacting Protein) (Van den Berghe et al., 2000). Elles interagissent également avec
la protéine SMN (Survival Motor Neuron), impliquée dans le métabolisme des ARN (Claus et
al., 2003). Les FGF2 de haut poids moléculaire régulent également la transcription de certains
génes cibles (Quarto et al., 2005). Il a été montré que les FGF2 de haut poids moléculaire
peuvent induire la synthése d’ADN in vitro (Davis et al., 1997). lls induisent également la
survie cellulaire in vivo, le développement des métastases et leur expression corréle avec la
transformation tumorale de certains types cellulaires (Hupp et al., 1992; Maret et al., 1995;
Keller et al., 2001; Olsen and Mann, 2013).

1.2 Le FGF3
Il existe deux isoformes du FGF3, I'une d’elles est sécrétée, tandis que ’autre est
adressée au noyau grace a 3 séquences NLS (1 NLS en N-terminal et 2 NLS en C-terminal)
(Kiefer et al., 1994; Antoine et al., 1997). Les deux isoformes du FGF3 ont des activités
opposées : le FGF3 secrété se lie aux FGFRs et induit classiquement la prolifération

cellulaire, tandis que la forme nucléaire inhibe la synthése d’ADN et la prolifération cellulaire
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(Kiefer and Dickson, 1995). Le FGF3 nucléaire et nucléolaire interagit avec la protéine NoBP
(Nucleolar FGF3 Binding Protein), requise pour la synthése de la sous-unité 60S du ribosome
(Reimers et al., 2001). Le FGF3 nucléaire interagit également avec la protéine RpS2
(Ribosomal protein S2), un composant essentiel de la petite sous-unité du ribosome (Antoine
et al., 2005). Cela suggere que le FGF3 intracellulaire et nucléaire inhibe la prolifération

cellulaire en interférant avec la biogenése des ribosomes.

1.3LesFGFs 11414

Les FGFs 11 a 14, également nommes FHFs (Fibroblast growth factor Homologous
Factors) sont des FGFs strictement intracellulaires, localisés a la fois dans le cytosol et le
noyau (Smallwood et al., 1996; Goldfarb, 2005). Ils sont principalement exprimés dans les
cellules neuronales. Pour chaque FHF, 2 isoformes ou plus ont été caractérisées. Elles
résultent de ’utilisation de promoteurs alternatifs et de 1’épissage alternatif de 1’exon 1. Les
isoformes de type A possedent une séquence NLS tandis que les autres isoformes, en
particulier celles de type B n’en possédent pas (Munoz-Sanjuan et al., 2000; Zhang et al.,
2012).

Les fonctions des FHFs sont encore mal connues. Toutefois, il a été montré que les FHFs
peuvent interagir avec les domaines intracellulaires des canaux sodium voltage-dépendants
(Goldfarb et al., 2007). Ce type d’interaction participerait a la régulation de 1’excitabilité
électrique des neurones (Goldfarb et al., 2007; Dover et al., 2010). D’autre part, il a été
montré que les FHFs 11 et 12 interagissent avec la protéine IB2 (Islet Brain 2)
(Schoorlemmer and Goldfarb, 2001, 2002), ce qui permet le recrutement et 1’activation des
MAPK (Schoorlemmer and Goldfarb, 2001).

2 Internalisation des facteurs de croissance et de leurs récepteurs

Les facteurs de croissance NGF (Nerve Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) et EGF (Epidermal Growth Factor) exercent classiquement leurs activités en
se liant a leurs récepteurs de surface a activité tyrosine kinase. Une fois activés, ces récepteurs
membranaires vont induire des voies de signalisation permettant la survie, la prolifération ou
la différenciation cellulaire. Toutefois, les complexes facteur de croissance-récepteur peuvent,

comme les complexes FGF-FGFRs étre internalisés et exercer des activités intracellulaires.
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2.1 Internalisation des FGFRs

Les FGFR -1 (Maher, 1996), -2 (Marchetti et al., 2006), -3 (Johnston et al., 1995) et -4
(Citores et al., 2001) peuvent étre internalisés dans la cellule et pour certains d’entre eux étre
transloqués dans le compartiment nucléaire. Les FGFRs ne possédant pas de NLS, la
translocation nucléaire se fait vraisemblablement via leur interaction avec des protéines
pouvant étre nucléarisées (FGF1, 2, RSK ...).

Le FGFRI est le membre de la famille des FGFR dont I’internalisation a été la plus
¢tudiée. Sa translocation nucléaire est dépendante de 1I’importine  (Reilly and Maher, 2001).
La localisation nucléaire du FGFR1 a été mise en évidence dans des cerveaux de rat et de
souris (Stachowiak et al., 2003; Fang et al., 2005), dans des cultures primaires de cellules
neuronales (Stachowiak et al., 1996b, 1996a; Peng et al., 2002) et dans différentes lignées
transformées (Maher, 1996; Reilly and Maher, 2001). Au sein du noyau, le FGFR1 interagit
avec la protéine RSK1 d’une part et avec la protéine CBP (CREB Binding Protein) d’autre
part. L’association entre CBP et le FGFR1 va induire la différenciation cellulaire. En effet,
CBP et le FGFR1 vont activer la transcription en augmentant ’activité de I’ARNpolymérase
IT et I’acétylation des histones (Fang et al., 2005). Le FGFR1 participe ainsi a la régulation
des genes codant pour le FGF2 (Peng et al., 2002) et stimule la différenciation de culture

primaires neuronales humaines.

2.2 Internalisation du NGF et de ses récepteurs

Le NGF est un facteur de croissance principalement neurotrophique. En effet, suite a son
interaction avec son récepteur de haute affinité TrkA (Tyrosine kinase receptor A), le NGF
régule la survie et la différenciation cellulaires (Zhang et al., 2000). L’internalisation des
complexes NGF-TrkA a majoritairement été étudiée dans les cellules PC12 (Hosang and
Shooter, 1987). 1l a été montré que le mécanisme d’internalisation du NGF et de ses
récepteurs dépend des vésicules a manteau de clathrine ainsi que de la dynamine (Zhang et al.,
2000). Le complexe est ensuite retrouvé dans les endosomes, a partir desquels il induit
préférentiellement la différenciation neuronale, tandis que les complexes NGF-Trk
membranaires contrélent plutot la survie cellulaire (Zhang et al., 2000; Howe et al., 2001).

Le NGF peut également étre transloqué dans le noyau ou il va se lier a la chromatine
(Rakowicz-Szulczynska et al., 1986; Rakowicz-Szulczynska and Koprowski, 1989;
Rakowicz-Szulczynska et al., 1991). La liaison du NGF a la chromatine inhibe la synthese des
ARN et la prolifération cellulaire.
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2.3 Internalisation du VEGF et de ses récepteurs

Le VEGF interagit avec les récepteurs membranaires VEGFR (Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor). C’est un facteur de croissance principalement impliqué dans le
développement vasculaire et 1’angiogenéese (Koch and Claesson-Welsh, 2012). Les complexes
VEGF-VEGFR sont internalisés grace aux vésicules a manteau de clathrine, et il a été montré
que cette internalisation est corrélée avec une augmentation de la prolifération cellulaire dans
une lignée de cellules endothéliales humaines (Lampugnani et al., 2006). Dans ces mémes
cellules, il a été montré que le VEGF internalisé contrdle la transcription du gene codant pour
le VEGFR2 ainsi que celle de genes codant pour des marqueurs endothéliaux comme les
protéines Tie-2 et VE-Cadhérine (E et al., 2012).

Le VEGF et ses récepteurs peuvent également étre transloqués dans le compartiment
nucléaire. Ainsi, il a été montré que le VEGFR1 co-localise avec les protéines de structure
nucléaire, les Lamines (Lee et al., 2007). Le VEGFR2 quant a lui peut interagir avec le
facteur de transcription Spl et réguler la transcription de son propre gene (Domingues et al.,
2011). Le VEGF est lui retrouvé dans le noyau principalement en conditions d’hypoxie

(Lejbkowicz et al., 2005; Rosenbaum-Dekel et al., 2005).

2.4 Internalisation de ’EGF et de ses récepteurs

Les membres de la famille des EGFR peuvent étre internalisés suite a la liaison de leurs
ligands et étre transloqués dans le noyau grace a leur propre séquence NLS (Lin et al., 2001;
Ni et al., 2001; Offterdinger et al., 2002; Dittmann et al., 2005). La translocation nucléaire de
I’EGFR est dépendante de 1’importine (Lo et al., 2006). L’EGFR nucléaire est impliqué
dans la réparation de I’ADN (Dittmann et al., 2005; Wanner et al., 2008; Hsu et al., 2009). I
joue également un role important dans la régulation transcriptionnelle. En effet, I’extrémité C-
terminale de I’EGFR présente une activité de facteur de transcription qui lui permet
notamment de réguler le géne codant pour la cycline D1 (Lin et al., 2001; Kim et al., 2007).
L’EGFR peut également interagir avec différents facteurs de transcription comme STAT3 (Lo
et al., 2006), STAT5 (Hung et al., 2008) et E2F1 (Hanada et al., 2006). La localisation
nucléaire de ’EGFR est associée a un mauvais pronostic vital des patientes atteintes de
cancers du sein (Lo et al., 2005) ou des ovaires (Xia et al., 2009) car il induit des résistances

aux chimiothérapies (Hsu et al., 2009) et aux radiothérapies (Lo et al., 2005).
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Figure 15 : Activités de p53.
La protéine p53 peut étre activée suite a différents stress cellulaires comme ’hypoxie ou des
dommages de I’ADN. Suite a son activation, p53 régule de nombreux processus cellulaires

comme 1’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose ou encore la réparation de I’ADN. D’apres
(Bieging and Attardi, 2012).
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Figure 16 : Structure de p53.

La protéine p53 est composée d’un domaine N-terminal comprenant les domaines d’activation
de la transcription TADI et TADII ainsi que le domaine riche en proline PP, d’un domaine
central comprenant le domaine de liaison a ’ADN (DBD pour DNA Binding Domain) et
enfin d’un domaine C-terminal comprenant le domaine d’oligomérisation( OD) et le domaine
régulateur riche en acides aminés basiques (BD). La protéine p53 possede 2 NES et 3 NLS
qui régulent sa localisation nucléo-cytoplasmique. D’aprés (Millau et al., 2009; VVousden and
Prives, 2009; Rajagopalan et al., 2010).
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V. La protéine p53

La protéine p53 a été découverte simultanément par plusieurs équipes en 1979 (DelLeo et
al., 1979; Kress et al., 1979; Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979; Melero et
al., 1979). Tout d’abord classée comme un oncogéne, il a été montré que c’est en réalité un
oncosuppresseur (Baker et al., 1990).

Egalement nommée « le gardien du génome » (Lane, 1992), la protéine p53 peut étre
activée suite a différents stress cellulaires comme 1’hypoxie (Hammond et al., 2002) ou des
dommages de I’ADN (Maltzman and Czyzyk, 1984; Kastan et al., 1991). La protéine p53, qui
agit principalement en tant que facteur de transcription, intervient dans un grand nombre de
processus cellulaires comme ’arrét du cycle cellulaire, la réparation de ’ADN ou encore
I’apoptose (Figure 15) (Vousden and Prives, 2009; Bieging and Attardi, 2012). Les activités
de p53 sont modulées par des interactions avec des protéines comme MDM2 (Mouse Double
Minute 2) ou CBP (CREB Binding Protein)/p300, ou par des modifications post-
traductionnelles comme des phosphorylations, des ubiquitinations, ou des acétylations.

1 Structure et localisation de p53

1.1 Structure de la protéine p53

La protéine p53 humaine contient 393 acides aminés et est composée de 3 domaines
principaux : le domaine N-terminal, le domaine central et le domaine C-terminal qui
contiennent chacun un ou plusieurs sous-domaines régulant les activités de p53 (Figure 16)
(Millau et al., 2009; Bieging and Attardi, 2012).

Le domaine N-terminal contient 2 domaines TAD (Transcription Activation Domain), les
domaines TAD I et TAD II, ainsi qu’un domaine riche en proline : PRD (Prolin Rich Domain)
(Fields and Jang, 1990; Raycroft et al., 1990; Dawson et al., 2003). Les domaines TAD | et
TAD Il permettent le recrutement de protéines impliquées dans le complexe d’initiation de la
transcription comme le facteur TFIID (Liu et al., 1993) ou de protéines co-activatrices de la
transcription comme la protéine CBP/p300 (Gu et al., 1997; Grossman, 2001) ou de protéines
impliquées dans son rétro-contrdle négatif comme MDM2 (Wu et al., 1993). Le domaine
riche en proline est composé de plusieurs répétitions du motif PXXP. Il joue un role dans la
régulation des activités transcriptionnelles et non transcriptionnelles de p53. Enfin, le domaine

N-terminal contient une séquence d’export nucléaire NES (Nuclear Export Sequence).
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Figure 17 : Modifications post -traductionnelles de p53.
La protéine p53 humaine peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles

comme des phosphorylations, des acétylations ou encore des ubiquitinylations. Ces
modifications régulent les activités de p53, ainsi que sa localisation cellulaire ou ses
interactions protéiques. D’aprés (Lavin and Gueven, 2006; Olsson et al., 2007).
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Le domaine central de p53 contient le domaine de liaison a I’ADN, le domaine DBD
(DNA Binding Domain) (Kern et al., 1991; Bargonetti et al., 1993; Pavletich et al., 1993). Ce
domaine est essentiel aux activités transcriptionnelles de p53. Certains acides aminés de ce
domaine peuvent subir des modifications post-traductionnelles qui vont réguler les activités
de p53. De plus, il a été montré que plus de 80% des mutations de p53 retrouvees dans les
cancers affectent le domaine DBD (Hainaut et al., 1998; Olivier et al., 2002).

Le domaine C-terminal contient notamment le domaine d’oligomérisation OD
(Oligomerization Domain). Ce domaine permet la formation d’un tétramére de p53 qui va
ensuite se lier aux promoteurs de ses genes cibles (Kraiss et al., 1988). Enfin, le domaine C-
terminal comprend également un domaine régulateur riche en acides aminés basiques : ¢’est le
domaine BD (Basic Domain). Ce domaine permettrait & p53 de « balayer » ’ADN afin
d’identifier ses séquences cibles (McKinney et al., 2004). Le domaine N-terminal contient

également 3 séquences NLS et une séquence NES.

1.2 Localisation de la protéine p53

La protéine p53 peut étre localisée dans le cytosol, le noyau ou les mitochondries. Le
trafic nucléo-cytoplasmique de p53 est assuré par ses séquences NLS et NES (Figure 16). La
protéine p53 possede en effet 3 séquences NLS au niveau de son domaine C-terminal (Dang
and Lee, 1989; Shaulsky et al., 1990; Liang and Clarke, 1999), ainsi que 2 séquences NES,
I’une au niveau du domaine N-terminal et 1’autre au niveau du domaine C-terminal (Stommel
et al., 1999; Zhang and Xiong, 2001). Le trafic nucléo-cytoplasmique de p53 participe a la
régulation de ses différentes activités. De plus, il a été montré que la protéine p53 peut étre
associeée aux membranes et a la matrice mitochondriales (Marchenko et al., 2000; Ferecatu et
al., 2009; Bergeaud et al., 2013), bien qu’aucun peptide d’adressage a la mitochondrie n’ait

été identifié dans la structure de p53.

2 Modifications post-traductionnelles de p53

Les activités de la protéine p53 sont finement régulées notamment via des modifications
post-traductionnelles comme 1’ubiquitinylation, la phosphorylation ou encore 1’acétylation
(Figure 17). Ces modifications peuvent entrainer la stabilisation et I’activation de p53 ou au

contraire sa degradation (Lavin and Gueven, 2006; Olsson et al., 2007).
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Figure 18 : Régulation du niveau et de ’activité de p53.

(A) En absence de stress, la protéine p53 active la transcription du géne codant pour MDM2.
MDM?2 interagit avec p53 et 1’ubiquitine, ce qui entraine la dégradation de p53 par le
protéasome. (B) Suite a un stress cellulaire comme des dommages a I’ADN, p53 est
phosphorylée, ce qui inhibe son interaction avec MDM2, permettant la stabilisation et

I’activation de p53.
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Figure 19 : Phosphorylations de p53 : de nombreux stimuli et de nombreuses kinases.

La protéine p53 humaine peut étre phosphorylée sur de nombreux résidus serine et thréonine.
Les phosphorylations sont des phénomeénes trés dynamiques et redondants. En effet, un grand
nombre de stimuli (en rouge) peuvent conduire a I’activation de nombreuses kinases (en vert),
qui vont phosphoryler p53. Un site de phosphorylation peut étre la cible de plusieurs kinases.

De la méme fagon, une kinase peut phosphoryler plusieurs résidus. D’aprés (Olsson et al.,
2007).
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2.1 Ubiquitinylation

En absence de stress cellulaire, la protéine p53 est maintenue a un niveau tres faible dans
la cellule notamment grace a la protéine MDM2. La protéine MDM2 est une E3 ubiquitine
ligase (Honda et al., 1997) qui interagit avec le domaine N-terminal de la protéine p53 (Chen
et al., 1993; Oliner et al., 1993), inhibant ses activités transactivatrices (Momand et al., 1992).
La protéine MDMZ2 peut ubiquitinyler plusieurs résidus lysine présents au niveau du domaine
C-terminal de p53 (Fuchs et al., 1998; Rodriguez et al., 2000). Lorsque la protéine MDM2 est
présente a un faible niveau dans la cellule, elle mono-ubiquitine p53, ce qui induit son export
nucléaire (Li et al., 2003). En revanche, en présence d’un fort niveau de MDM2, p53 est poly-
ubiquitinée, ce qui induit sa dégradation par le protéasome (Maki et al., 1996; Kubbutat et al.,
1997; Li et al., 2003). Le gene codant pour la protéine MDM2 est une cible transcriptionnelle
de p53, qui assure ainsi son propre rétrocontrole négatif (Figure 18A) (Wu et al., 1993).

2.2 Phosphorylation

La protéine p53 peut étre phosphorylée sur de nombreux résidus sérine et thréonine
localisés au niveau de ses domaines N-terminal et C-terminal. Les phosphorylations sont des
phénomenes tres dynamiques et redondants. En effet, de nombreux stimuli comme des
dommages a I’ADN, une exposition aux UV ou des radiations peuvent induire 1’activation
d’un grand nombre de kinases (Figure 19). Ces kinases peuvent phosphoryler plusieurs acides
aminés de p53. La plupart des sites de phosphorylation de p53 sont la cible de plusieurs
kinases (Kruse and Gu, 2009).

La plupart des phosphorylations de p53 sont activatrices et régulent ses activités ainsi que
ses interactions protéiques. Les phosphorylations les plus étudiées sont celles des sérines 15 et
20. En effet, il a été montré que les phosphorylations de ces résidus sont souvent associées. La
sérine 15 peut étre phosphorylée, généralement suite a des dommages de I’ADN, par les
kinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Banin et al., 1998; Canman et al., 1998;
Khanna et al., 1998), ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related) (Tibbetts et al., 1999),
DNA-PK (DNA-Protein Kinase) (Lees-Miller et al., 1992) et Chkl (Checkpoint kinase 1)
(Goudelock et al., 2003). Le résidu serine 20 est lui principalement phosphorylé par la kinase
Chk2 (Checkpoint kinase 2) (Craig et al., 2003). Les résidus sérine 15 et sérine 20 se trouvent
dans le domaine N-terminal de p53, a proximité du domaine d’interaction avec MDM2. 1l a
été montre que la phosphorylation des serines 15 et 20 induit un changement de conformation
au niveau du domaine N-terminal de p53, inhibant ainsi son interaction avec MDMZ2, ce qui
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contribue a sa stabilisation (Figure 18B) (Shieh et al., 1997; Chehab et al., 1999; Shieh et al.,
1999; Unger et al., 1999).

La phosphorylation d’autres résidus de p53 régule également ses activités. Ainsi, la
phosphorylation de la sérine 46 suite a des dommages a ’ADN participe a [’activation
transcriptionnelle par p53 de certains genes cibles codant pour des protéines pro-apoptotiques
comme p53AIP1 (Oda et al., 2000b). La phosphorylation de la sérine 392 va quant a elle
permettre la stabilisation de p53 sous forme de tétramere, favorisant ainsi sa liaison a ’ADN
(Sakaguchi et al., 1997). D’autre part, une phosphorylation de la sérine 315 va favoriser son
interaction avec le facteur de transcription E2F1, induisant une séquestration de p53 dans le

compartiment nucléaire (Fogal et al., 2005).

2.3 Acétylation
Plusieurs residus lysine principalement situés au niveau du domaine C-terminal de p53
peuvent étre acétylés, notamment par la protéine CBP/p300, une histone acétyltransférase
(Shikama et al., 1999). Les acétylations de p53 par la protéine CBP/p300 peuvent modifier sa
conformation, ce qui favorise sa liaison a I’ADN (Gu and Roeder, 1997). Il a également été
montré que [’acétylation de p53 inhibe son interaction avec MDM2 et donc son
ubiquitinylation, ce qui favorise sa stabilisation (Li et al., 2002; Tang et al., 2008). De méme,

I’acétylation de p53 peut induire son accumulation et 1’arrét du cycle cellulaire (Yuan et al.,

1999).

3 Activités oncosuppressives de la protéine p53

p53 est un oncosuppresseur qui agit principalement comme un facteur de transcription.
Activé suite a différents stress cellulaires comme 1’hypoxie ou des dommages a I’ADN, p53
régule I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou encore I’induction de I’apoptose.
Ainsi, suite a des dommages de I’ADN, la protéine p53 induit un arrét du cycle cellulaire qui
permettra de réparer I’ADN ou bien I’apoptose qui permettra d’éliminer les cellules dont
I’ADN est endommagé et donc potentiellement dangereuses pour 1’organisme. Plus
récemment, certaines études ont montré que p53 est également impliquée dans la régulation
du métabolisme énergétique, le stress oxydant ou encore dans 1’autophagie (Bieging and
Attardi, 2012). Nous ne détaillerons ici que les activités oncosuppressives les plus

couramment décrites de p53.
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3.1 p53 induit ’arrét du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est composé de 4 phases distinctes : la phase de latence G1, la phase
de réplication de I’ADN S, la phase de latence G2 et la phase de mitose M. Des points de
contrdle assurés par les complexes Cyclines/Cdk (Cycline-dependent kinases) permettent de
réguler le passage d’une phase a l’autre (Patil et al., 2013). La protéine p53 active la
transcription de genes codant pour des protéines régulant les complexes Cycline/Cdk comme
les protéines p21, 14-3-3c et GADD45 (Growth Arrest and DNA-Damage 45). Le gene
codant pour la protéine p21 est 1'une des premiéres cibles transcriptionnelles de p53 a avoir
été identifiee (el-Deiry et al., 1993). Il a été montré que la protéine p21 est un inhibiteur des
Cdk (Harper et al., 1993) et induit I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 (el-Deiry et al.,
1994). La transition G1/S est assurée par le complexe Cycline D/Cdk4-6, qui phosphoryle
I’oncosuppresseur Rb (Retinoblastoma protein). La phosphorylation de la protéine Rb inhibe
son interaction avec le facteur de transcription E2F, qui est alors libéré et qui va induire la
transcription de génes codant pour des protéines impliquées dans le contrdle de la transition
G1/S. La proteine p21 interagit avec le complexe CyclineD/Cdk4-6, inhibant la
phosphorylation de Rb et donc ’activité transcriptionnelle de E2F, ce qui bloque la transition
G1/S (Afshari et al., 1996).

La protéine p21 peut également induire I’arrét du cycle cellulaire en phase G2, tout
comme deux autres cibles transcriptionnelles de p53, les protéines 14-3-3c et GADDA45
(Kastan et al., 1992; Hermeking et al., 1997; Bunz et al., 1998). Les protéines p21, 14-3-3c et
GADD45 inhibent notamment le complexe Cycline B1/Cdk1, qui contréle le passage de la
phase G2 a la phase M (Figure 20) (Hermeking et al., 1997; Zhan et al., 1999).

L’arrét du cycle cellulaire induit par p53 peut conduire a la sénescence, a la réparation de

I’ADN ou bien a I’apoptose si les dommages sont trop importants.

3.2 p53 et la réparation de ’ADN

Il existe de nombreux mécanismes de réparation de ’ADN comme les systtmes MMR
(Mismatch Repair), NHEJ (Non Homologous End-Joining), NER (Nucleotide Excision
Repair) et BER (Base Excision Repair) (Janicke et al., 2008). La protéine p53 peut participer

a la réparation de I’ADN via ses activités transcriptionnelles ou indépendamment de celles-ci.

a) Activités non transcriptionnelles de p53
D’une part, il a été montré que la protéine p53 possede une activité exonucléase 3’-5’

(Mummenbrauer et al., 1996). Cette activité lui permet de se lier a des bases mal appariées au
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Figure 20 : p53 induit ’arrét du cycle cellulaire.

p53 active la transcription des génes codant pour les protéines GADDA45, 14-3-3c et p21 (1).
Ce sont des inhibiteurs des complexes Cyclines-Cdk qui régulent les transitions entre les
différentes phases du cycle cellulaire. p21 inhibe le complexe Cycline D/Cdk4-6 (2) qui
contréle la transition G1/S (3). p21, tout comme les protéines GADD45 et 14-3-3c inhibe
également le complexe Cycline B1/Cdk1 (4) qui régule la transition G2/M (5).
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niveau des cassures doubles brins de I’ADN et de participer a leur excision (Huang, 1998;
Skalski et al., 2000; Bakhanashvili, 2001; Bakhanashvili et al., 2010).

D’autre part, la protéine p53 est impliquée dans le systeme de réparation BER (Offer et
al., 1999). En effet, il a été montré que p53 interagit avec les protéines APE1/Refl (Apurinic
Endonuclease/Redox-Factorl), DNA polymérase p (Zhou et al., 2001; Seo et al., 2002) et
OGG1 (8-Oxoguanine DNA Glycosylase) (Achanta and Huang, 2004), participant ainsi a la
réparation de I’ADN.

b) Activités transcriptionnelles de p53

Plus classiquement, p53 participe également a la réparation de ’ADN en régulant
I’expression de genes codant pour des protéines impliquées dans les systemes de réparation
NER et MMR. p53 induit ainsi I’expression des protéines XPC (Xeroderma Pigmentosum C)
et p48XPE (Xeroderma Pigmentosum E) (Hwang et al., 1999; Adimoolam and Ford, 2002),
impliquées dans le systtme NER et celle des protéines MSH2 (MutS protein Homolog 2),
MLH1 (MutL Homolog 1) et PMS2 (Postmeiotic Segregation increased 2) (Scherer et al.,
2000; Warnick et al., 2001; Chen and Sadowski, 2005) impliquées dans le systtme MMR.

3.3 p53 et ’apoptose

L’apoptose est une mort cellulaire programmée essentielle au développement et a la
survie des organismes pluricellulaires (cf V. L’apoptose). Il existe deux voies principales
d’induction de I’apoptose : la voie intrinséque ou voie mitochondriale, et la voie extrinséque
ou voie des récepteurs & domaine de mort. Les protéines effectrices de I’apoptose sont les
caspases, des protéases a cystéine qui clivent un grand nombre de substrats proteiques dans la
cellule. Les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (qui comprend des membres
pro- et anti-apoptotiques), quant a elles, sont impliquées dans la régulation de I’apoptose :
elles participent notamment aux régulations mitochondriales survenant au cours de
I’apoptose (chute du potentiel de membrane mitochondrial et perméabilisation membranaire).
La protéine p53 participe a la régulation de 1’apoptose soit en interagissant avec différents
membres de la famille Bcl-2, soit en régulant 1’expression de génes codant pour des protéines
anti- ou pro-apoptotiques intervenant dans les deux voies principales de signalisation de

I’apoptose.
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a) Activités non transcriptionnelles de p53

Il a été montré que la protéine p53 peut étre localisée au niveau de la mitochondrie. La,
elle peut interagir, indépendamment de ses activités transcriptionnelles, avec des membres
pro-apoptotique de la famille Bcl-2 comme Bak (Bcl-2 antagonist Killer), dont elle favorise
I’oligomérisation et donc 1’activation (Leu et al., 2004) ou Bad (Bcl-2 antagonist of cell
death) (Jiang et al., 2006), participant ainsi a 1’apoptose. Elle participe également a
I’inhibition des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2: il a été montré que
I’interaction entre p53 et les protéines Bcl-2 et Bcl-X, favorise la perméabilisation des
membranes mitochondriales et la libération dans le cytosol de protéines pro-apoptotiques

comme le cytochrome ¢ (Mihara et al., 2003; Tomita et al., 2006).

b) Activités transcriptionnelles de p53

La protéine p53 régule la transcription de genes codant pour différents membres de la
famille Bcl-2. D’une part, il a été montré que p53 réprime la transcription des génes codant
pour des protéines anti-apoptotiques comme les protéines Bcl-2 (Miyashita et al., 1994; Wu et
al., 2001) et Mcl-1 (Pietrzak and Puzianowska-Kuznicka, 2008). D’autre part, p53 est un
activateur transcriptionnel des génes codant pour des protéines pro-apoptotiques comme les
protéines Bax (Bcl-2 associated x protein) (Miyashita et al., 1994; Miyashita and Reed, 1995;
Pearson et al., 2000; Chipuk et al., 2004), PUMA (Nakano and Vousden, 2001; Yu et al.,
2001), Noxa (Oda et al., 2000a), Bak (Pearson et al., 2000) ou encore Bid (BH3 Interacting
domain Death agonist) (Sax et al.,, 2002). Les membres de la famille Bcl-2 sont
principalement impliqués dans la régulation de la voie mitochondriale de 1’apoptose.

p53 régule également la transcription de génes codant pour des récepteurs a domaines de
mort. Ces récepteurs membranaires, une fois activés par leurs ligands, induisent la voie
extrinséque de 1’apoptose. Il a été montré que p53 induit la transcription des génes codant
pour les récepteurs Fas (Owen-Schaub et al., 1995; Muller et al., 1998) et TRAIL-R (TNF-
Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor) (Takimoto and El-Deiry, 2000).

Enfin, p53 induit I’expression de protéine pro-apoptotiques comme la caspase effectrice 6
(MacLachlan and El-Deiry, 2002), ou la protéine adaptatrice Apaf-1 qui participe a
I’activation de la caspase-9 (Moroni et al., 2001). p53 réprime également des protéines
connues pour leurs activités anti-apoptotiques comme 1’inhibiteur de caspases Survivine
(Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002), le facteur de croissance FGF1 (Bouleau et al.,
2005) ou I’IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor) (Ohlsson et al., 1998).
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La protéine p53 est donc un régulateur majeur de 1’apoptose, de facon dépendante ou non

de ses activités transcriptionnelles.
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Figure 21 : Les deux voies principales de I’apoptose.
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Il existe deux voies principales de signalisation de 1’apoptose : la voie extrinseque (en jaune),
ou voie des récepteurs a domaine de mort, et la voie intrinséque (en bleu), ou voie
mitochondriale. La voie intrinseque peut étre activée par différents stimuli comme des
dommages a I’ADN, une absence de facteurs de croissance ou encore une infection Vvirale.
Ces deux voies aboutissent a 1’activation des protéines effectrices de I’apoptose, les caspases.
La voie extrinséque peut rejoindre la voie de signalisation mitochondriale via le clivage de

Bid en tBid.



V. L’apoptose

1 Généralités sur I’apoptose

Identifiée en 1972, I’apoptose est une mort cellulaire programmée caractérisée par une
fragmentation de I’ADN, une condensation du noyau et du cytoplasme et la fragmentation de
la cellule en corps apoptotiques qui sont ensuite phagocytés ou éliminés par les cellules
environnantes (Kerr et al., 1972; Wyllie, 1980).

L’apoptose joue un rdle majeur au cours du développement et dans le maintien de
I’homéostasie tissulaire chez I’adulte. Au cours du développement, 1’apoptose permet
d’¢liminer des structures comme les canaux de Muller et de Wolff ou les cellules
interdigitales. Elle participe également au maintien de I’homéostasie tissulaire en éliminant
les cellules dangereuses pour 1’organisme (Jacobson et al., 1997).

Des dérégulations de 1’apoptose peuvent entrainer diverses pathologies. Ainsi, un exces
d’apoptose est retrouvé dans des pathologies comme le SIDA (Syndrome
d’Immunodéficience Acquise) ou les maladies neurodégénératives, tandis qu’un défaut
d’apoptose a été constaté dans les maladies auto-immunes et les cancers (Thompson, 1995). Il
a notamment ét¢ montré que 1’insensibilisation a 1’apoptose est un marqueur majeur des
cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 2000) et que les dérégulations de I’apoptose
dans les cancers participent a la résistance aux différentes thérapies anti-cancer.

Il existe deux voies principales de signalisation de 1’apoptose : la voie extrinseque, ou
voie des récepteurs & domaine de mort, et la voie intrinséque, ou voie mitochondriale (Figure
21). La voie extrinséque est induite suite a 1’activation de récepteurs a domaine de mort
(TNF-R, TRAIL-R etc) tandis que la voie intrinseque peut étre activée suite a des dommages
de I’ADN (activation de p53), a I’absence de facteurs de survie ou a un stress oxydant . Ces
deux voies aboutissent a 1’activation des protéines effectrices de 1’apoptose, les caspases
(Strasser et al., 1995; Elmore, 2007; Fiandalo and Kyprianou, 2012). Il existe également des
voies de signalisation de 1’apoptose indépendantes des caspases (cysteinyl aspartate cleaving
protease) qui sont médiées par d’autres protéases comme les calpaines ou les cathepsines
(Broker et al., 2005; Kroemer and Martin, 2005). Nous ne détaillerons ici que les voies de

signalisation de I’apoptose dépendantes des caspases.

2 Les Caspases
Les caspases sont des protéases a cystéine impliquées dans les voies de signalisation de

I’inflammation et de 1’apoptose. La famille des caspases comprend 18 membres chez les
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Figure 22 : Structure des caspases.

Les caspases sont constituées d’un pro-domaine plus ou moins long (en bleu), d’'un domaine
formant aprés clivage la grande sous-unité (en orange) et qui contient le site catalytique (en
jaune), et d’un domaine formant aprés clivage la petite sous-unité (en vert). Les pro-domaines
des caspases initiatrices contiennent des domaines CARD ou DED permettant le recrutement
des caspases au sein de complexes activateurs comme le DISC ou I’ Apoptosome.
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Figure 23 : Clivage des caspases effectrices.

Les caspases effectrices vont subir un premier clivage (1) qui libére la petite sous-unité. Celle-
ci interagit avec la grande sous-unité (2). Le deuxiéme clivage permet d’éliminer le pro-
domaine (3). Deux caspases clivees interagissent alors pour former une caspase mature et
active (4).
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mammiferes (Eckhart et al., 2008), nous ne détaillerons ici que les caspases impliquées dans
I’apoptose. Dans les cellules, la plupart des caspases sont présentes sous forme zymogéne,
c’est-a-dire inactive. Elles sont activées par homodimérisation et par clivage pour certaines
d’entre elles. Elles ont pour substrats d’autres caspases ainsi qu’un grand nombre de protéines
essentielles a la survie cellulaire. Au cours de 1’apoptose, les caspases activées initialement
vont cliver et activer d’autres caspases : ¢’est la cascade d’activation des caspases, qui permet
d’amplifier et de prolonger le signal apoptotique. L’activité des caspases peut étre régulée par
les protéines de la famille des 1APs (Inhibitor of Apoptosis Protein) (Riedl and Shi, 2004;
Lavrik et al., 2005; Pop and Salvesen, 2009).

2.1 Structure, activation et activités des caspases

a) Structure et activation des caspases

Les caspases présentent une structure trés conservée (Figure 22) : elles sont constituées
d’un pro-domaine plus ou moins long en N-terminal, d’un domaine qui constitue, suite au
clivage, la grande sous-unité, porteuse du site catalytique, et d’un domaine en C-terminal qui
deviendra, suite au clivage, la petite sous-unité. Elles sont divisées en 2 sous-groupes : les
caspases initiatrices (-2,-8,-9,-10), qui possedent un long pro-domaine et les caspases
effectrices (-3, -6, -7) qui possédent un pro-domaine court.

Les caspases initiatrices vont étre recrutées au sein de complexes activateurs grace a leur
pro-domaine. Celui-ci contient en effet des domaines DED (Death Effector Domain)
(caspases-8 et -10) ou CARD (CAspase Recruitment Domain) (caspase-9) qui permettent aux
caspases d’interagir avec les protéines formant les complexes d’activation (Figure 22). Le
complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex) permet le recrutement et 1’auto-
activation des caspases-8 ou -10 (Boldin et al., 1995), tandis que 1’apoptosome permet de
recruter et d’activer la caspase-9 (Acehan et al., 2002).

Les caspases effectrices ne possedent quant a elles pas de domaine de recrutement au sein
des complexes activateurs. Elles sont clivées et activées par des caspases initiatrices matures
et actives ou par des caspases effectrices activées en amont : c’est la cascade des caspases.
Les caspases effectrices subissent deux clivages successifs : le premier clivage a lieu entre les
domaines permettant 1’obtention des petite et grande sous-unités, le deuxiéme permet
d’¢éliminer le pro-domaine. Les 2 sous-unités de la caspase interagissent puis deux caspases
clivées interagissent entre elles, formant un homodimeére actif présentant deux sites
catalytiques (Figure 23) (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994).
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Figure 24 : Structure des protéines de la famille des 1APs.

Les IAPs présentent entre 1 et 3 domaines BIR (en bleu foncé), ainsi que pour certains d’entre
eux un domaine RING (en bleu clair) a activité E3 ubiquitine ligase. Certains membres de la
famille présentent également des domaines NOD (Nucleotide Binding and Oligomerization
Domain), LRR (Leucin Rich Repeat), CC (Coil-Coiled) ou encore UBC (Ubiquitin
Conjugating). D’aprés (LaCasse et al., 2008).
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b) Activités et substrats des caspases

Une fois activées, les caspases vont cliver leurs différents substrats. Les sites actifs des
caspases qui contiennent une cystéine (QACXG) reconnaissent des séquences cibles de 4
acides aminés specifiques se terminant par un acide aspartique. C’est apres ce résidu que les
caspases clivent leurs substrats. Ainsi, les caspases -2, -3 et -7 reconnaissent principalement
des motifs de type DEXD tandis que les caspases -6, -8 et -9 reconnaissent plutdt des motifs
de type (L/V)EXD (Lavrik et al., 2005).

Les caspases actives ont pour cible les pro-caspases, c’est la cascade d’activation des
caspases, qui permet d’amplifier et de prolonger le signal apoptotique.

Les caspases peuvent cliver un grand nombre de substrats et intervenir dans de nombreux
mécanismes cellulaires comme 1’adhésion, la régulation de la transcription, la signalisation
via les kinases, le cycle cellulaire, et I’apoptose (Earnshaw et al., 1999; Fuentes-Prior and
Salvesen, 2004).

Des protéines du cytosquelette comme 1’actine (Mashima et al., 1997) ou les kératines
(Caulin et al., 1997), ainsi que des protéines de structure nucléaires comme les lamines (Rao
et al., 1996) sont des cibles des caspases au cours de 1’apoptose. Le démantelement du
cytosquelette participe a la condensation cellulaire et nucléaire observée au cours de cette
mort cellulaire.

Les protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de ’ADN sont é¢galement
clivées par les caspases, comme PARP (Poly ADP Ribose Polymerase) (Casciola-Rosen et al.,
1995) ou les DNA-PK (Henkels and Turchi, 1997). Les caspases ont également pour cible la
protéine ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNase), un inhibiteur de la protéine CAD
(Caspase Activated DNase). Le clivage de ICAD libére la protéine CAD, qui va participer & la
fragmentation de I’ADN (Enari et al., 1998).

Globalement, la plupart des mécanismes cellulaires sont affectés au cours de 1’apoptose,
puisque les caspases ont pour cible des protéines kinases comme la PKCd (Ghayur et al.,
1996) ou les MAPK (Widmann et al., 1998), des facteurs de transcription comme NF«xB
(Nuclear Factor Kappa B) (Ravi et al., 1998), ou encore des régulateurs du cycle cellulaire
comme Rb (Tan et al., 1997) ou p21 (Donato and Perez, 1998).

2.2 Les protéines IAP : inhibiteurs des caspases

Les protéines de la famille des IAPs ont été identifiées pour la premiére fois chez un

baculovirus (Crook et al., 1993). Chez les mammiferes, il existe 8 membres (Figure 24) de la
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Figure 25 : Induction de la formation du complexe DISC par FasL.

La liaison de FasL sur le récepteur Fas induit sa trimérisation, ce qui entraine le recrutement
de la protéine FADD au niveau des domaines DD intracellulaires du récepteur Fas. Les
Caspases-8 et -10 sont ensuite recrutées par FADD, formant le complexe activateur DISC.
D’apres (Micheau and Tschopp, 2003).
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famille des 1APs (Deveraux and Reed, 1999), dont les plus décrits sont XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis), c-IAP1 et 2 et la survivine. Les membres de la famille des 1APs
possedent entre 1 et 3 domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat), ainsi qu’un domaine RING
(Really Interesting New Gene) présentant une activité E3 ubiquitine ligase pour certains
d’entre eux (Takahashi et al., 1998; Hinds et al., 1999).

Les IAPs peuvent inhiber les caspases via différents mécanismes. En effet, les 1APs
peuvent interagir avec les caspases, les empéchant ainsi d’étre activées ou de cliver leurs
substrats. Les IAPs peuvent également ubiquitinyler les caspases, entrainant leur dégradation
par le protéasome. Par exemple, il a été montré que la protéine XIAP est un inhibiteur des
caspases-3, -7 et -9. Son domaine BIR2 est impliquée dans son interaction avec les caspases -3
et -7 tandis que c’est le domaine BIR3 qui lui permet d’interagir avec la caspase-9 (Deveraux
etal.,, 1999; Sun et al., 1999; Silke et al., 2001).

Au cours de D’apoptose, 1’activit¢ des IAPs est inhibée par différentes protéines
mitochondriales libérées lors de ce processus comme par exemple Smac/DIABLO (Second
Mitochondria-derived Activator of Caspases/ Direct IAP-Binding protein with Low PI) qui
vont interagir avec les 1APs, libérant les caspases et permettant ainsi la mort de la cellule (cf.

3.2 La voie intrinséque de 1’apoptose).

3 Les voies de signalisation de I’apoptose

3.1 La voie extrinséque de 1’apoptose

La voie extrinséque de D’apoptose est induite suite a I’activation de récepteurs
transmembranaires appartenant a la super-famille des TNF-R (Tumor Necrosis Factor
Receptor), qui comprend une trentaine de membres (Li et al., 2013). Certains d’entre eux
comme le TNF-R1, TRAIL-R ou Fas possédent des domaines de mort DD (Death Domain) au
niveau de leur région intracellulaire (Itoh and Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993; Nagata,
1997). Ces récepteurs forment la sous-famille des récepteurs a domaine de mort, ce sont eux
qui induisent la voie extrinseque de 1’apoptose suite a la liaison des ligands de la famille TNF
(Tumor Necrosis Factor). Les complexes ligands récepteurs les plus couramment décrits sont
les complexes FasL/Fas, TNFa/TNF-R et TRAIL/TRAIL-R.

La liaison des ligands sur les récepteurs a domaine de mort induit leur activation et leur
trimérisation (Banner et al., 1993). Suite a cette activation, les récepteurs vont recruter des
protéines adaptatrices au niveau de leurs domaines DD intracellulaires comme TRADD
(TNFR1-Associated death Domain protein), TRAF (TNFR-Associated Factor) ou FADD
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Figure 26 : Induction de la formation du complexe I et II par le TNFa.

Suite a I’activation du TNF-R1 par le TNFa, les protéines RIP, TRADD et TRAF2 s’associent
pour former le Complexe I, qui induit la survie cellulaire. Ce complexe peut se dissocier du
TNF-R1 et s’associer avec la protéine FADD. Il forme alors le complexe Il qui permet
I’activation des caspases-8 et -10 et I’induction de I’apoptose. D’aprés (Micheau and
Tschopp, 2003).
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(Fas-Associated Death Domain). Ces protéines participent a la formation de complexes
d’activation des caspases comme le DISC ou le complexe II (Park et al., 2007). Nous
détaillerons principalement les mécanismes d’action des récepteur Fas d’une part et TNFR1

d’autre part.

a) Le récepteur Fas et le complexe DISC

Le récepteur Fas a pour ligand FasL. La liaison de FasL sur le récepteur Fas induit sa
trimérisation. La protéine FADD possede un domaine DD et un domaine DED. Son domaine
DD interagit avec les domaines DD des récepteurs, permettant la formation d’un complexe
d’activation des caspases-8 et -10, le DISC (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995;
Kischkel et al., 1995). Les caspases -8 et -10 sont recrutées au sein du DISC via leurs propres
domaines DED. Elles vont alors s’autoactiver, initier la cascade des caspases et entrainer la

voie extrinséque de 1’apoptose (Figure 25) (Juo et al., 1998).

b) Le récepteur TNF-R1 et le Complexe |1

Le récepteur TNF-R1 est activé par le TNFa, qui induit sa trimérisation. La protéine
TRADD est alors recrutée via ses propres domaines DD au niveau des domaines DD du
TNFR1 (Hsu et al., 1995). Elle interagit avec les protéines TRAF2 et RIP1 (receptor-
interacting protein kinase 1), formant le Complexe I qui induit I’activation du facteur de
transcription NF«kB et donc la survie cellulaire (Figure 26). Le complexe proteique formeé par
les protéines TRADD, TRAF2 et RIP1 peut se dissocier du domaine intracellulaire du TNF-
R1. Ce complexe interagit avec la protéine FADD pour former le Complexe |1, qui permet de
recruter et d’activer les caspases initiatrices -8 et -10 (Figure 26), qui vont cliver et activer les
caspases effectrices -3, -6 et -7, ce qui entraine 1’apoptose (Hsu et al., 1996; Micheau and
Tschopp, 2003).

3.2 La voie intrinséque de 1’apoptose

La voie mitochondriale de 1’apoptose peut étre activée par un grand nombre de stimuli
comme par exemple une privation de facteurs de croissance, un stress oxydant ou des
dommages a I’ADN. Les dommages de I’ADN vont principalement induire I’activation de la
protéine p53, un facteur de transcription régulant un grand nombre de genes codant pour des
protéines impliquées dans 1’apoptose et notamment les membres de la famille Bcl-2. Au cours

de la voie intrinséque, les membres de la famille Bcl-2 participent a la dissipation du potentiel
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Figure 27 : Structure des membres de la famille Bcl-2.

Les membres de la famille Bcl-2 contiennent entre 1 et 4 domaines BH et sont divisés en trois
sous-familles : les protéines anti-apoptotiques « Bcl-2 like », les protéines pro-apoptotiques
« Bax-like » et les protéines pro-apoptotiques « BH3-only ». Certains membres de la famille
Bcl-2 possedent un domaine TM qui permet leur insertion dans les membranes cellulaires
comme les membranes mitochondriales. D’aprées (Borner, 2003)
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de membrane mitochondrial (Aym) et a la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie. Cela conduit a la libération de protéines de I’espace inter-membranaire
mitochondrial comme le cytochrome c, qui participe a la formation du complexe activateur de

la caspase-9, I’apoptosome (Gupta et al., 2009; Estaquier et al., 2012).

a) Lafamille Bcl-2

La protéine Bcl-2 a été identifiée en 1984 (Tsujimoto et al., 1984). Quelques années plus
tard, sa fonction anti-apoptotique a été mise en évidence (Zhong et al., 1993). Actuellement,
une vingtaine de membres de la famille Bcl-2 a été identifiée. Les membres de la famille Bcl-
2 possedent des activités pro- ou anti-apoptotiques : la balance entre les différents membres
de cette famille protéique régule I’apoptose. Les protéines de la famille Bcl-2 possedent entre
1 et 4 domaines BH (Bcl-2 Homology) et sont répartis en 3 sous-familles (Figure 27)
(Borner, 2003; Danial, 2007; Ola et al., 2011) :

— Les protéines anti-apoptotiques « Bcl-2 like » : elles possedent entre 2 et 4 domaines
BH et peuvent présenter un domaine TM (Transmembranaire) permettant I’insertion
dans les membranes cellulaires.

— Les protéines pro-apoptotiques « Bax like » : elles possédent entre 2 et 3 domaines
BH, ainsi qu’un domaine TM.

— Les protéines pro-apoptotiques « BH3-only » : elles possédent seulement le domaine
BH3 et peuvent présenter un domaine TM.

La plupart des membres de la famille Bcl-2 peuvent interagir entre eux via leurs domaines
BH, ce qui participe a la régulation de leurs activités. Un grand nombre de protéines
appartenant a la famille Bcl-2 sont régulées transcriptionnellement par la protéine p53. Suite a
un stress cellulaire, la protéine p53 induit la transcription des genes cibles codant pour les
protéines pro-apoptotiques Bax, PUMA, Noxa, Bak et Bid et réprime la transcription de génes
codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1. Les protéines de la famille Bcl-2
sont également activées ou réprimées suite a leurs interactions protéiques. Ainsi, Bax est
inhibé lorsqu’il interagit avec Bcl-2.

Les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak jouent un role central dans la régulation de la
voie mitochondriale de 1’apoptose, elles sont nécessaires a son déroulement. En effet, chez
des souris ou dans des cellules invalidées pour les génes codant pour Bax et Bak (Bax”/Bak™
), ’apoptose est totalement inhibée (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001). Les protéines
BH3-only comme PUMA et Noxa peuvent activer les membres pro-apoptotiques de la famille
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Figure 28 : Formation de I’apoptosome.
Le cytochrome c interagit avec Apaf-1, libérant le domaine CARD (en violet). Les protéines
Apaf-1 forment alors un heptamere en interagissant entre elles via leurs domaines CARD. La

caspase-9 est ensuite recrutée et activée au sein de 1’apoptosome. D’aprés (Acehan et al.,
2002).
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Bcl-2 comme Bax soit en interagissant directement avec eux (Cartron et al., 2004; Kuwana et
al., 2005), soit en inhibant les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. En effet, les
protéines BH3-only peuvent interagir avec ces derniéres (Chen et al., 2005), ce qui a pour
effet de libérer la protéine Bax (Willis et al., 2007; Kim et al., 2009) qui va changer de
conformation et étre relocalisée et ancrée au niveau de la membrane externe mitochondriale
(Wolter et al., 1997; Goping et al., 1998; Eskes et al., 2000). La protéine Bax va pouvoir
former des oligomeres Bax/Bax et Bax/Bak, induisant ainsi la formation de pores au niveau
de la membrane externe mitochondriale. Les protéines Bax et Bak participent ainsi a la chute
du Aym et a la dépolarisation des membranes mitochondriales, entrainant la libération dans le
cytosol de protéines de I’espace inter-membranaire mitochondrial qui vont participer a la voie

mitochondriale de 1’apoptose (Desagher et al., 1999; Annis et al., 2005).

Il est & noter que les membres de la famille Bcl-2 peuvent également réguler la voie
extrinseque de ’apoptose. En effet, la protéine BH3-only Bid peut étre clivée par la caspase-8
suite a I’activation de la voie des récepteurs de mort. La forme clivée de Bid, tBid, va alors
étre transloquée au niveau de la mitochondrie ou elle va interagir avec les différents membres

de la famille Bcl-2 et induire le relargage du cytochrome c (Li et al., 1998; Luo et al., 1998).

b) Evénements mitochondriaux et formation de I’apoptosome

Au cours de ’apoptose, suite a 1’activation des membres pro-apoptotiques de la famille
Bcl-2, le potentiel de membranaire mitochondrial Aym diminue, et on observe une
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (Vayssiere et al., 1994; Petit et al.,
1995; Zamzami et al., 1995). Ces événements sont considérés comme le point de non-retour
de la voie mitochondriale de 1’apoptose, puisqu’ils permettent la libération de protéines pro-
apoptotiques de ’espace inter-membranaire mitochondrial dans le cytosol : SMAC/Diablo,
AIF (Apoptosis Inducing Factor), Omi/HtrA2, EndoG (Endonuclease G) et cytochrome ¢ (van
Loo et al., 2002a; Saelens et al., 2004).

La protéine SMAC/Diablo, est un antagoniste de la protéine XIAP. Elle peut également
interagir avec d’autres membres de la famille des IAP comme c-l1AP1, c-1AP2 et la survivine
via leur domaines BIR2 ou BIR3. L’interaction entre SMAC/Diablo et XIAP permet de
libérer la pro-caspase-9 (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000), qui va ensuite étre activée au

sein de I’apoptosome en présence du cytochrome c.

76



Le cytochrome c est la premiére protéine de 1’espace inter-membranaire mitochondrial a
avoir été identifiée comme étant libérée dans le cytosol au cours de la voie mitochondriale de
I’apoptose. Il est essentiel a son déroulement (Liu et al., 1996; Kluck et al., 1997). En effet,
une fois dans le cytosol, le cytochrome ¢ participe a la formation de 1’apoptosome (Figure 28)
en interagissant avec la protéine Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1). La protéine
Apaf-1 posséde un domaine CARD ainsi qu’un domaine WD40. En conditions
physiologiques, le domaine CARD est masqué par le domaine WD40. Au cours de I’apoptose,
le cytochrome ¢ interagit avec le domaine WD40 en présence d’ATP (Hu et al., 1998), ce qui
libeére le domaine CARD et permet 1’oligomérisation de la protéine Apaf-1, qui forme un
heptamere : I’apoptosome (Li et al., 1997). La pro-caspase-9, libérée de son interaction avec
XIAP est alors recrutée au centre de I’apoptosome via son propre domaine CARD. Elle va
alors s’auto-activer, cliver les caspases effectrices-3, -6 et -7, entrainant 1’apoptose (Zou et al.,
1997; Acehan et al., 2002).

La protéine Omi/HtrA2 est une sérine protéase de D’espace intermembranaire
mitochondrial qui est également libérée dans le cytosol au cours de I’apoptose. Cette protéine
peut participer a la voie mitochondriale de 1’apoptose dépendante des caspases en
interagissant avec la protéine XIAP, tout comme SMAC/Diablo. Omi/HtrA2 interagit avec
XIAP via les domaines BIR2 et BIR3 de cette derniére. Cette interaction inhibe de facon
réversible ’activité de XIAP. Omi/HtrA2 peut également inhiber 1’activité de XIAP de facon
irréversible. En effet, il a été montré que Omi/HtrA2 peut cliver XIAP (Yang et al., 2003).
Enfin, il a été montré que Omi/HtrA2 peut également induire une voie de mort cellulaire
indépendante des caspases grace a son activité sérine protéase (Suzuki et al., 2001; Hegde et
al., 2002; Martins et al., 2002; van Loo et al., 2002b).

L’endonucléase G est impliquée dans la réplication de I’ADN mitochondrial (van Loo et
al., 2001). Au cours de 1’apoptose, elle est libérée dans le cytosol puis adressée au noyau. La,
elle participe avec la protéine CAD a la fragmentation de I’ADN, qui constitue une des étapes
tardives de 1’apoptose (Cote and Ruiz-Carrillo, 1993).
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VI. Projet de recherche

Le FGF1 est un facteur de croissance qui régule différentes fonctions biologiques comme
la prolifération, la différenciation ou la survie cellulaires, mais qui peut également induire la

tumorigenése et conférer une résistance aux chimiothérapies.

Ces activités peuvent étre mediées par deux types de voies de signalisation : la voie
extracellulaire, qui passe par 1’activation des récepteurs membranaires FGFRs, et la voie
intracellulaire, qui est initiée en absence de sécrétion du FGF1 (cf. paragraphe 11-4.2).
Toutefois, la voie intracellulaire est la voie préférentiellement activée, la sécrétion du FGF1
étant un évenement marginal observable uniquement dans certaines conditions de stress
cellulaire. De plus, le FGF1 contient a son extrémité N-terminale une séquence NLS et est
localisé dans les compartiments cytoplasmique et nucléaire. Le FGF1 est donc un facteur de
croissance atypique, principalement intracellulaire et nucléaire. Différents laboratoires, dont
le notre, ont entrepris I’étude de la voie d’action intracellulaire et nucléaire du FGF1 et de son

role sur la prolifération, la différenciation et I’apoptose.

1 Travaux précédemment menés dans I’équipe

Notre équipe étudie depuis plusieurs années les mécanismes cellulaires impliqués dans
I’activité anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire. L’équipe a ainsi pu montrer que dans les
cellules RetsAFs ou les cellules PC12, le FGF1 intracellulaire induit la survie des cellules en
absence de sérum ou bien suite a I’induction de I’apoptose dépendante de p53 (Renaud et al.,
1996; Bouleau et al., 2005; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). L’équipe a notamment montré
que le FGF1 régule la stabilité et les activités de facteur de transcription de la protéine p53 au
cours de la voie intrinséque de I’apoptose (Bouleau et al., 2005; Bouleau et al., 2007
Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).

Dans les cellules REtsAFs, la protéine p53 réprime 1’expression du gene fgfl, qui est un
nouveau geéne cible réprimé par cet oncosuppresseur. A I’inverse, la surexpression du FGF1
inhibe les activités pro-apoptotique et anti-proliférative de la protéine p53 (Figure 29). Le
FGF1 intracellulaire induit lI'accumulation de MDM2 ce qui accelére la dégradation de la
protéine p53. Par ailleurs, la protéine FGF1 diminue la stabilité et régule certaines activités
trans-activatrices de p53 comme par exemple vis-a-vis du géne bax qui code pour une
protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2 (Bouleau et al., 2005). L’activité anti-apoptotique

du FGF1 dans les cellules REtsAFs passe donc par une régulation du niveau et de la stabilité
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Figure 29 : Le FGFL1 intracellulaire a une activité anti-apoptotique dans les cellules
REtsAF.

Dans les cellules REtsAF, le FGF1 induit I’expression de MDM2, ce qui permet de réguler le
niveau et la stabilité de p53. De plus, le FGF1 inhibe I’activité transcriptionnelle de p53, ce
qui bloque I’apoptose. D’aprés (Bouleau et al., 2005).
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Figure 30: La localisation nucléaire du FGF1 est nécessaire a son activité anti-
apoptotique dans les cellules PC12.

(A) Dans les cellules PC12, le FGF1 inhibe I’activation de p53 et la transactivation de ses
génes cibles puma et noxa. De plus, le FGF1 interagit avec la protéine p53. (B) La localisation
nucléaire du FGF1 est indispensable a son activité anti-apoptotique et a son interaction avec
p53. D’apres (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).
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de p53 d’une part et par une régulation de son activité transcriptionnelle d’autre part.

Dans les cellules PC12, le FGF1 intracellulaire présente a la fois une activité
neurotrophique et une activité anti-apoptotique. En effet, la surexpression du FGF1 induit la
différenciation des cellules PC12 en neurones de type sympathique. Le FGF1 intracellulaire
présente également une activité anti-apoptotique : en présence de FGF1, on observe une
diminution de I’activation de p53 (phosphorylation, trans-activation de PUMA) suite a un
traitement a 1’étoposide. Cette inhibition aboutit a une forte réduction de [’activité des
caspases et a une diminution de 1’apoptose dépendante de p53 en amont des éveénements
mitochondriaux et nucléaires (Figure 30A) (Bouleau et al., 2007; Rodriguez-Enfedaque et al.,
2009). Dans ces cellules, la translocation nucléaire du FGF1 est nécessaire a la fois pour son
activité neurotrophique et son activité anti-apoptotique. En effet, la forme mutante FGF1*N"®
délétée de la séquence de nucléarisation, ne permet ni la différenciation neuronale des cellules
PC12 ni leur survie suite a I’induction de I’apoptose par p53 (Figure 30B).

De plus, nous avons mis en évidence pour la premiere fois la présence d’une interaction
entre la protéine p53 et le facteur FGF1 par immuno-précipitation (Rodriguez-Enfedaque et
al., 2009). Contrairement au FGF1 sauvage, le FGF1*""® n’est pas co-précipité avec p53.
Cette interaction FGF1/p53 pourrait étre impliquée dans la régulation des activités
transcriptionnelles de p53. Nos résultats suggérent donc I’existence de nouveaux mécanismes
de régulation de la protéine p53 par le FGF1. Dans les cellules PC12, le FGF1 exerce son
activité anti-apoptotique en inhibant 1’activation de p53, inhibition qui pourrait étre médiée

par I’interaction entre p53 et le FGF1.

2 Projet de thése

Les travaux antérieurs de 1’équipe ont montré que le FGF1 intracellulaire présente une
activité anti-apoptotique dans deux types cellulaires différents, et que la localisation nucléaire
du FGF1 est indispensable a cette activité. Toutefois, les mécanismes d’action intracellulaires

et nucléaires du FGF1 restent a ce jour peu décrits.

Mon projet de these a donc eu pour but de mieux comprendre ces mécanismes d’actions.
Pour cela, j’ai utilisé différentes formes mutantes du FGF1: FG F1K132E FGF1513%4 et
FGF1583%P Les activités extracellulaires de la forme mutante FGF1X*3% ont été étudiées par
differentes équipes. Cette forme mutante présente la méme capacité de liaison aux FGFRs que
le FGF1"". En réponse au FGF1""*%€ les FGFRs sont activés et induisent la cascade des
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Figure 31 : Le FGF1 est phosphorylé par la PKCS.
La phosphorylation du FGF1 sur son résidu Sérine 130 par la PKCS induit son export
nucléaire et sa dégradation dans le cytosol. D’apres (Wiedlocha et al., 2005).
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MAPK (Renaud et al., 1996; Klingenberg et al., 1998). Cette forme mutante est également
capable d’étre internalisée et transloquée dans le noyau (Klingenberg et al., 1998). En
revanche, le FGF1*"*%% présente une activité mitogénique fortement réduite (Burgess et al.,
1990), n’a pas d’activité neurotrophique dans les cellules PC12 (Renaud et al., 1996) et

n’interagit pas avec la protéine FIBP, contrairement au FGF1'VT (Kolpakova et al., 1998).

Au cours de ma thése, j’ai poursuivi 1’étude auparavant entreprise par 1’équipe des
activités intracellulaires du FGF1""*?€ dans les cellules PC12. Sachant que la lysine 132 est &
proximité de la sérine 130, la mutation de cette lysine pourrait modifier la phosphorylation du
FGF1 et donc ses activités intracellulaires.

Pour rappel, il a été montré que le FGF1 peut étre phosphorylé par la PKC3 sur son résidu
Sérine en position 130. Cette phosphorylation a lieu dans le compartiment nucléaire et
induirait I’export du FGF1 du noyau vers le cytoplasme ou il serait dégradé (Figure 31)
(Wiedlocha et al., 2005). Les activités extracellulaires de ces deux formes mutantes du FGF1
ont précédemment été étudiées. 1l a été montré que ces formes mutantes présentent la méme

1"T & induire la cascade des MAPK ou & étre transloquées au sein du

capacité que le FGF
compartiment nucléaire. En revanche, elles présentent une activité mitogénique réduite par
rapport au FGF1"" (Klingenberg et al., 1999).

J’ai donc également entrepris d’étudier les activités intracellulaires de formes mutantes
du FGF1: le FGF1%"% non phosphorylable, et le FGF152°°, dont la phosphorylation est

mimée par la substitution de la sérine 130 par un acide glutamique.
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Figure 32: Activités intracellulaires des différentes formes de FGF1.

(A) Le FGF1"" intracellulaire induit la différenciation neuronale des cellules PC12. Seule la
mutation K132E inhibe cette activite. (B) L’ajout d’étoposide dans les cellules PC12 induit la
voie mitochondriale de I’apoptose initiée par p53. Les FGF1"" et FGF1°*%* ont une activité
anti-apoptotique dans les cellules PC12, contrairement aux FGF15%% et FGF1X**% qui ne

présentent pas d’activité anti-apoptotique.
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I. Caractérisation des activités neurotrophigue et anti-apoptotique

intracellulaires du FGF1 dans les cellules PC12.

Afin de caractériser les activités intracellulaires du FGF1 dans les cellules PC12, et
notamment ses activités neurotrophique et anti-apoptotique, nous avons utilisé différentes
formes mutantes du FGF1. Nous avons choisi d’étudier la forme mutante FGF1*%%, Des
études menees sur les activités extracellulaires de cette forme mutante ont montré que ses
activités neurotrophique et mitogénique sont fortement réduites par rapport au FGF1*'".

Nous avons donc cherché a déterminer si cette mutation affecte également les activités
intracellulaires du FGF1. La mutation du résidu lysine 132 pourrait affecter la
phosphorylation du résidu sérine 130 du FGF1. Nous avons donc également étudié les
activités intracellulaires de deux autres formes mutantes du FGF1 : le FGF1°%*% dont la
phosphorylation est inhibée, et le FGF13"*%® dont la phosphorylation est mimée. Tous les

résidus mutés sont situés dans le domaine C-terminal du FGF1.

Nous avons tout d’abord généré des vecteurs permettant 1’expression de ces différentes
formes mutantes du FGF1 par mutagenese dirigée. Nous avons ensuite transfecté les cellules
PC12 de fagon stable avec ces vecteurs d’expression possédant un promoteur inductible a la
dexaméthasone et codant soit pour la forme sauvage du FGF1 soit pour les formes mutantes
FGF1""*€ FGF13%%" et FGF1°1%,

Nous avons sélectionné des clones cellulaires exprimant des niveaux comparables de
FGF1 pour chaque forme étudi¢e. L’¢tude précédemment menée par 1’équipe ayant montré
que la localisation nucléaire du FGF1 est nécessaire a ses activités intracellulaires (Rodriguez-
Enfedaque et al., 2009), nous avons ensuite Vérifié la localisation cellulaire de ces différentes
formes de FGF1. Toutes les formes de FGF1 étudiées sont, comme le FGF1"T, localisées a la

fois dans le cytosol et le noyau.

Nous avons ensuite étudié 1’activité neurotrophique des différentes formes de FGF1. Pour
cela, des populations polyclonales de cellules PC12 transfectées ont été traitées avec de la
dexaméthasone pendant 12 jours, afin d’induire ’expression des différentes formes de FGF1.
Nous avons ensuite compté le nombre de clones présentant des extensions neuritiques longues
et ramifiées, marqueur morphologique de la différenciation neuronale de ces cellules. Nous

avons ainsi pu montrer que les formes FGF1"T, FGF1%%% et FGF1°%° induisent bien la
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différenciation neuronale des cellules PC12. La forme FGF1¥**% ne présente quant a elle
aucune activité neurotrophique puisqu’elle n’induit pas la différenciation neuronale des

cellules PC12 et ne les protége pas de la mort induite par 1’absence de sérum (Figure 32A).

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’activité anti-apoptotique des différentes formes
de FGF1 dans les cellules PC12 suite a 1’activation de I’apoptose induite par p53. Les lignées
stables obtenues apres transfection des cellules PC12 ont été traitées pendant 48h avec de la
dexaméthasone afin d’induire I’expression des différentes formes de FGFI1, puis avec de
I’étoposide pendant 40h afin d’induire I’apoptose dépendante de p53. La survie cellulaire a
été analysée par un marquage des noyaux des cellules viables avec du violet cristal. Nos
résultats montrent que la forme mutante FGF15°* a une activité anti-apoptotique dans les
cellules PC12, tout comme le FGF1 sauvage. En revanche, ni le FGF13*% nj le FGF1**% ne
permettent la survie des cellules PC12 suite a I’ajout d’étoposide. Ces résultats ont été
confirmés par 1’analyse de la phosphorylation activatrice de p53 (sur la sérine 15), la
transactivation de la protéine pro-apoptotique PUMA par p53 et de I’activation de la caspase-
3 par western blot. Dans les cellules exprimant les différentes formes anti-apoptotiques de
FGF1 (FGF1"T et FGF1°%*®), on observe une diminution de la phosphorylation activatrice de
p53 sur son résidu sérine 15, du niveau de PUMA et du clivage de la caspase-3, ce qui est
corrélé avec I’inhibition de I’apoptose observée (Figure 32B). Dans les cellules exprimant les
formes FGF1**%€ et FGF1°°°, la diminution de ces différents marqueurs de 1’apoptose est

moins importante, ce qui explique la faible survie cellulaire observée.

Nos résultats ont donc permis de montrer que la localisation nucléaire du FGF1 est
nécessaire mais insuffisante a ses activités intracellulaires. De plus, nous avons pu montrer
que la phosphorylation du FGF1 est importante pour son activité anti-apoptotique mais
n’influence pas son activité neurotrophique. Enfin, 1’é¢tude de ces trois formes mutantes du
FGF1 montre que son domaine C-terminal est important pour la régulation de ses activités
neurotrophique et anti-apoptotique intracellulaires.

Ces resultats ont permis la rédaction de I’article présenté ci-apres :

« The C-terminal domain of FGF1 regulates both its neurotrophic and anti-apoptotic
activities. » Elisabeth Delmas, Nadege Jah, Caroline Pirou, Jean-Luc Vayssiere, Bernard

Mignotte and Flore Renaud.
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Abstract

FGF1 is a prototypic member of the Fibroblast Growth Factors family overexpressed in
various tumors. Contrarily to most FGFs, FGF1 lacks a secretion peptide signal and acts
mainly in an intracellular and nuclear manner. Intracellular FGF1 induces cell proliferation,
differentiation and survival. We previously showed that intracellular FGF1 induces neuronal
differentiation and inhibits both p53- and serum-free-medium-induced apoptosis in PC12
cells. FGF1 nuclear localization is required for these intracellular activities, suggesting that
FGF1 regulates p53-dependent apoptosis and neuronal differentiation by new nuclear
pathways.

To better characterize intracellular FGF1 pathways, we studied the effect of three mutations
localized in the C-terminal domain of FGF1 (i.e. FGF1**%, FGF1°"** and FGF1°*°") on FGF1
neurotrophic and anti-apoptotic activities in PC12 cells. The change of the serine 130 in
alanine precludes FGF1 phosphorylation, its mutation in aspartic acid mimics
phosphorylation. These FGF1 mutants kept both a nuclear and cytosolic localization in PC12
cells.

Our study highlights for the first time the role of FGF1 phosphorylation and the implication
of FGF1 C-terminal domain on its intracellular activities. Indeed, we show that the K132E
mutation inhibits both the neurotrophic and anti-apoptotic activities of FGF1, suggesting a
regulatory activity for FGF1 C-terminus. Furthermore, we observed that both FGF1°*% and
FGF1°%°° mutant forms induced PC12 cells neuronal differentiation. Therefore, FGF1
phosphorylation does not regulate FGFl-induced differentiation of PC12 cells. Then, we
showed that only FGF1°"%

phosphorylation appears to inhibit FGF1 anti-apoptotic activity in PC12 cells. Altogether, our

protects PC12 cells against p53-dependent apoptosis, thus
results show that phosphorylation does not regulate FGF1 neurotrophic activity but inhibits

its anti-apoptotic activity after p53-dependent apoptosis induction, giving new insight into
the poorly described FGF1 intracrine/nuclear pathway.

87



INTRODUCTION

The Fibroblast Growth Factor 1 (FGF1) is one of the prototypic members of the FGF
family that contain 22 members®. Most FGFs are secreted and mediate their activity by
binding to and activating membrane FGF receptors (FGFR1-4), which induce Ras/MAP
Kinases, PI3K/AKT and PLCy pathways®®. However, the fate of all FGF members is not always
to be secreted. In particular, FGF1, FGF2, one isoform of FGF3 and FGF11-14, which do not
contain any secretion peptide signal, are not secreted in physiological conditions and
mediate their activity by intracrine pathways. Furthermore, most of these intracrine factors
contain one or more nuclear localization sequences (NLS), which regulate their nuclear
translocation, a process required for their activities*”. For example, FGF1 lacks a secretion
peptide signal but contains a nuclear localization sequence (KKPK) and acts mainly in an
intracellular and nuclear manner*®, Intracellular FGF1 is a neurotrophic factor for various

9-13 4,14,15

neuronal cells both in vitro and in vivo exerts an anti-

11,16,17

. It also activates DNA synthesis,

apoptotic activity, and its overexpression correlates with tumor development and

chemotherapy resistance®?°,

We have previously shown that intracellular FGF1 inhibits p53-dependent apoptosis
by an intracrine pathway in both fibroblasts (REtsAF cells) and neuronal-like cells {PC12
ceIIs)16'17. In REtsAF cells, we have shown that fgf1 is a repressed target gene of p53 and that
overexpression of FGF1 decreased both the pro-apoptotic and the anti-proliferative activities
of this oncosuppressor. In these cells, intracellular FGF1 mediates its activities by two
mechanisms of action: (i) FGF1 increased MDM2 expression which leads to p53-degradation;
(i) FGF1 regulated some p53 transcriptional activities. In particular, FGF1 decreases p53-
dependent transactivation of bax, which encodes a pro-apoptotic Bcl-2 family member
required for p53-dependent apoptosis in REtsAF cells™.

FGF1 is highly expressed in central and peripheral nervous systems and its
neurotrophic and anti-apoptotic activities in vitro and in vivo are well documented'****1%,
However, the mechanisms of action of FGF1 for these activities remain to be characterized.
In order to document this point, we have then pursued our study in neuronal-like PC12 cells.
We showed that FGF1 inhibits both p53-dependent and serum free-medium-induced
apoptosis and exerts its neurotrophic activity by an intracrine pathway in PC12 cells. Using
the FGF1°™® mutant deleted of the FGF1 nuclear localization sequence (KKPK), we showed
that the FGF1 nuclear translocation is required for both its anti-apoptotic and its
neurotrophic activities. Intracellular FGF1 regulates p53 dependent apoptosis by decreasing
p53 phosphorylation on serine 15, which is a marker of its activation, p53-dependent
transactivation of puma, which encodes a pro-apoptotic Bcl-2 family member required for
p53-dependent cell death in PC12 cells, and caspase-3 activation. All these effects of FGF1

alks mutant, which

cooperate to protect PC12 cells from p53-dependent apoptosis. The FGF1
only presents a cytosolic localization, has no effect on p53-dependent apoptosis in PC12
cells. Altogether, these data suggest that FGF1 regulates p53-dependent apoptosis and

neuronal differentiation by new intracrine/nuclear pathways”.
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The aim of the present paper is to progress in the characterization of these nuclear
pathways. For this purpose, the activity of new mutated forms of FGF1 in PC12 cells was
examined. We studied the effect of three mutations located in the C-terminal domain of
FGF1 (ie. FGF1"** FGF1°"™ and FGF1°"*°®) on its intracellular neurotrophic and anti-
apoptotic activities.

K132 and showed that it could bind FGF
receptors, induced the MAPK kinase pathway but it induced neither cell proliferation nor

1523 However, the activity of the intracellular FGF1*P®% js

Previous studies used recombinant FGF1

neuronal differentiation
unknown.

We also studied two other mutants of the C-terminal domain of FGF1. Mutation of
the serine 130 in alanine or aspartic acid was performed to examine the role of FGF1
phosphorylation on FGF1 intracrine activities. Indeed, FGF1 was shown to be phosphorylated

2627 The mutation of this serine in

on serine 130 by the PKC6 in the nuclear compartment
alanine abolishes FGF1 phosphorylation. On the contrary, its mutation in aspartic acid
mimics FGF1 phosphorylation. Both mutant recombinant FGF1s could bind FGF receptors, be
internalized in cells and translocated in the nucleus but they presented a reduced mitogenic
activity’®. In the present study, PC12 cells were stably transfected by dexamethasone-
inducible expression vectors encoding FGF1***, FGF1°™** and FGF1°"*°® to examine the
intracellular activities of these different FGF1 mutants. We showed that all these FGF1
mutants display a nuclear and cytosolic localization. However, their activities differed. The
K132E mutation inhibited both neurotrophic and anti-apoptotic activities of FGF1, suggesting
that nuclear events required for FGF1 activities are inhibited by this mutation. Both FGF1>**%
and FGF1°°° mutants could induce PC12 cells neuronal differentiation, suggesting that
FGF1 phosphorylation does not regulate FGF1 differentiation activity. By contrast, only
FGF1°"% still protects PC12 cells from p53-dependent apoptosis, suggesting that FGF1
phosphorylation inhibits the FGF1 anti-apoptotic activity. Altogether our study shows that
the FGF1 C-terminal domain is involved in the regulation of both its neurotrophic and its
anti-apoptotic activity and that FGF1 phosphorylation regulates its anti-apoptotic activity

while it does not interfere with its neuronal differentiation activity.

RESULTS
FGF1*132¢ expression and subcellular localization

To progress in the characterization of the intracellular FGF1 pathway, we first
K132 mutant in PC12 cells. We stably
transfected PC12 cells with dexamethasone-inducible expression vectors encoding either
wild-type (FGFlWT) or mutant (FGFleE) FGF1 (Figure 1a). PC12 cells transfected by the
empty vector served as a control (Neo).

Stable Neo, FGF1"™ and FGF1*"**f PC12 cell lines were cultured in the absence or

presence of dexamethasone for 48h to induce FGF1 expression. FGF1 protein levels were

examined the cell fate and activity of the FGF1

analyzed by western blot (Figure 1b). The level of endogenous rat FGF1 was undetectable by

western blot without heparin sepharose purification in control cells. On the opposite,
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dexamethasone treatment significantly increased FGF1 expression in FGF1"" and FGF1*"*¢
PC12 cell lines. It can be noticed that FGF1 is detectable in both cell lines in the absence of
dexamethasone, suggesting that the MMTV-LTR promoter is leaky in the absence of
glucocorticoid addition. However, a threefold increase of FGF1 levels was detected in FGF1""
and FGF1**? PC12 cells lines after dexamethasone treatment.

We previously showed that FGF1 nuclear localization is required for its intracellular
activities in PC12 cells*’. To study FGF1**%€ subcellular localization, cytosolic and nuclear
protein extracts from FGELY" anid FGE1™*F

(Figure 1c). Enolase and Lamin A/C were used as purity controls for cytosolic and nuclear

PC12 cell lines were analyzed by western blot

fractions, respectively. Both proteins were mainly detected in their respective fraction. In
transfected PC12 cells, FGF1YT and FGF1*'*%E were both detected in cytosolic and nuclear

KI32E can be translocated to the nucleus, similarly as FGF1™,

fractions suggesting that FGF1
The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity.

FGF1, which is widely expressed in the central and peripheral nervous system, is
involved in both neuronal differentiation and survival of a large range of neurons®'. in vitro,
intracellular FGF1 induced neuronal differentiation in PC12 and SH-SY5Y cells and protected
both cell lines against apoptosis induced by serum depletion'™**!’. Only extracellular
FGF1'"**f had previously been tested on PC12 cells. Indeed, recombinant FGF1"13% (added to
the culture medium) had been shown to bind and activate FGF receptors but it failed to
induce neuronal differentiation of PC12 cells'’. Thus, we decided to study the intracellular
activity of FGF1"**® in PC12 cells.

We first tested if the K132E mutation could modify the intracellular FGF1
neurotrophic activity. PC12 cell lines (Neo, FGF1"" and FGF1*©*

days in the absence or presence of dexamethasone to induce FGF1 expression. Cell

) were cultured for seven

morphology was then observed by phase contrast microscopy (Figure 2a). In the absence of
dexamethasone, PC12 cells (Neo, FGF1"" and FGF1*"**f) presented an undifferentiated
phenotype. In the presence of dexamethasone, only FGF1YT PC12 cells presented long and
ramified neuritis, which is characteristic of PC12 cells neuronal differentiation. We also
analyzed the neurofilament NF-160 kDa expression by immunocytochemistry (Figure 2b).
After dexamethasone treatment, this neuronal marker could only be detected in FGF1WT
PC12 cells. To quantify the neurotrophic activity of both FGF1 forms, the percentage of
differentiated clones was determined in a large population of transfected PC12 clones in the
presence of dexamethasone (Figure 2c). For each expression vector, 4 independent
transfections were performed and the morphology of at least 100 G418-resistant
transfected PC12 clones was analyzed. After 10 days of dexamethasone treatment, up to
40% of the FGF1"" transfected PC12 clones presented a differentiated phenotype. However,
only 4-5% of FGF1'"*2F or Neo transfected PC12 clones presented a differentiated phenotype
in these conditions. Thus, in contrast to FGF1WT, intracellular FGF1¥**€ does not induce PC12

cells differentiation.
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To determine if the K132E mutation inhibits all aspects of FGF1 neurotrophic activity,
cell survival in the absence of serum was examined in transfected PC12 cell lines (Neo,
FGF1YT and FGF1K132E). These cell lines were cultured in serum-free medium containing
dexamethasone during eleven days (Figure 2d). Cell survival was quantified after crystal
violet nuclei staining. Only FGF1"" protected PC12 cells from serum-depletion-induced
apoptosis. Most of FGF1¥132E
Neo PC12 cells. Thus, the K132E mutation inhibits the neurotrophic activity of intracellular
FGF1 in PC12 cells.

PC12 cells died in the absence of serum, at a similar level to

K132E mutation inhibits FGF1 anti-apoptotic activity in p53-dependent cell death.

We have previously shown that intracellular FGF1 protects PC12 cells from p53-
dependent apoptosis’’. In this study, we tested the anti-apoptotic activity of the FGF1"**
mutant in this cell death process. After two days of dexamethasone treatment, PC12 cell
lines (Neo, FGF1"" and FGF*'***

dependent apoptosis. Cell survival after 40h of etoposide treatment was quantified after

) were treated with 50 pg/ml etoposide to induce p53-

crystal violet nuclei staining (Figure 3a). The percentages of cell survival for Neo and
FGF1*P2F pC12 cells were of 31 and 33%, respectively, which is not significantly different. By
contrast, FGF1™T PC12 survival appeared to be significantly higher (64%) than FGF1"**

Neo PC12 survival.

and

We then analyzed different markers of p53-dependent apoptosis by western blot
(Figure 3b). We examined the levels of serine 15-phosphorylated p53 (a marker of p53
activation), the levels of PUMA (a pro-apoptotic BH3-only protein encoded by a p53-
transcriptional-target gene) and the cleavage of caspase-3 (ie. the activation of this
caspase). After two days of dexamethasone treatment, PC12 cell lines (Neo, FGF1"" and
FGFleE) were treated with etoposide during 0, 8 and 16 hours. Etoposide addition induced
an increase in P-p53 (Serl5), PUMA and cleaved caspase-3 levels in all the cell lines.
However, all three protein levels appeared lower in FGF1"" PC12 cells compared to Neo and
FGF1**% pC12 cells. We also analyzed the levels of noxa and p21 mRNA (encoded by two
other p53-target genes) by RT-PCR (Figure 3c). The addition of etoposide induced an
increase in noxa and p21 mRNA levels in all the cell lines. However, this increase was lower
in FGF1"T PC12 cells compared to Neo and FGF1*2E pC12 cells.

These different experiments clearly show that, in contrast to FGFleE, FGF1WT
protects PC12 cells from p53-dependent apoptosis. In the presence of etoposide, FGF1WT
decreased p53 activation, p53-dependent trans-activation of pro-apoptotic genes (PUMA
and noxa) and caspase activation, which resulted in a decrease in cell death. The K132E
mutation of FGF1 decreased all of these effects.

Altogether, our study of the FGF1*%F mutant in PC12 cells showed that the K132E
mutation of FGF1 inhibits both its neurotrophic and anti-apoptotic activities. However it
does not inhibit its nuclear translocation. Thus, the K132 mutation probably inhibits a
nuclear event (post-translational modification, protein interaction and/or DNA interaction)

required for nuclear FGF1 activities that remains to be determined.
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FGF1 phosphorylation does not modify its subcellular localization in PC12 cells.

FGF1 can be phosphorylated on serine 130 by PKCS in the nucleus*>?’. Due to its
KI32E could affect this

event. To determine if FGF1 phosphorylation is involved in the regulation of FGF1

proximity with this phosphorylation site, the mutation event of FGF1

intracellular activities, we generated two dexamethasone-inducible expression vectors by
site-directed mutagenesis. Each allows the expression of an FGF1 phosphorylation mutant
form (FGF1® or FGF1°"*°%) in PC12 cells (Figure 4a). The S130A mutation prevents FGF1
phosphorylation while the S130D mutation mimics constitutive phosphorylation. PC12 cells
were stably transfected with these different vectors.

First, FGF1 protein levels were analyzed in the PC12 cell lines (Neo, FGF1YT, FGF1313%
and FGF1°%*%°
for 48h to induce FGF1 expression, and FGF1 levels were analyzed by western blot (Figure

). These cell lines were cultured in the absence or presence of dexamethasone

4b). In control PC12 cells, the level of endogenous FGF1 was undetectable. In the three other
PC12 cell lines (FGF1YT, FGF1**% and FGFlSBOD), the level of FGF1 was low in the absence of
dexamethasone and increased in its presence. FGFlWT, FGF1°2% and FGF1%'%*°° pC12 cell
lines expressed similar levels of FGF1 in the presence of dexamethasone.

FGF1 subcellular localization was then examined in the different PC12 cell lines to
determine if phosphorylation of FGF1 could modify the protein localization. Cytosolic and
nuclear proteins extracted from PC12 cell lines (FGF1"¥", FGF1°"*°* and FGF1°"*°?) cultured in
the presence of dexamethasone for 48h were analyzed by western blot (Figure 4c). Total cell
lysates were used as positive controls. Lamin A/C and Enolase detection were used as
nuclear and cytosolic purity controls, respectively. FGF1 is detected in both nuclear and
cytosolic fractions of all FGF1 expressing cell lines, suggesting that FGF1 phosphorylation
does not modify FGF1 subcellular localization in PC12 cells.

Wild-type and phosphorylation mutant forms of FGF1l induce PC12 cell neuronal
differentiation.

To determine if phosphorylation regulates FGF1 neuronal differentiation activity,
PC12 cell lines expressing FGF1YT, FGF1**® or FGF1°*°° were cultured in the absence or
presence of dexamethasone for 3 days and cell morphology was observed by phase contrast
microscopy (Figure 5a). In the absence of dexamethasone, FGF1YT, FGF1°3% and FGF13%
expressing PC12 cell lines presented an undifferentiated phenotype. By contrast, all these
cell lines presented long and ramified neuritis after dexamethasone treatment. To quantify
the differentiation activity of FGF1 phosphorylation mutant forms, the percentage of
differentiated clones was determined from a large population of transfected PC12 clones, as
described above (Figure 5b). After 12 days of dexamethasone treatment, about 60% of the
FGFlWT, FGF1°B% and FGF1°"%° transfected PC12 clones presented a differentiated
phenotype. Thus, the mutation of serine 130 to alanine or aspartic acid does not modify the
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differentiation activity of FGF1 in PC12 cells, suggesting that FGF1 phosphorylation does not

regulate this activity.

FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity in p53-dependent cell death.

We previously showed that intracellular FGF1™" protects PC12 cells from p53-
dependent apoptosis and that both ANLS and K132E FGF1 mutations inhibit this anti-
apoptotic activity (*, the present study). To determine if phosphorylation modulates FGF1
anti-apoptotic activity, PC12 cells (Neo, FGF1Y, FGF1™ afid FGFlSBOD) were cultured in
the presence of dexamethasone for 48h before the addition of etoposide to induce p53-
dependent apoptosis. Cell survival after 40h of etoposide treatment was analyzed after
crystal violet nuclei staining (Figure 6a). About 60% of FGF1™" PC12 cells survived, whereas
this percentage fell to 30% for Neo PC12 cells, as previously shown. Expression of the non-
phosphorylable FGF131394
Indeed, up to 80% of FGF1

expression of the constitutive phosphomimetic form FGF1

highly protected PC12 cells against etoposide-induced apoptosis.
SBBOA pr12 cells survived in these conditions. By contrast,
1300 did not protect PC12 cells
from cell death, as similar levels of survival were observed with both Neo and FG F131%8 g5
cells. To confirm this result, we quantified the percentage of condensed and fragmented
apoptotic nuclei, which characterize late-stage apoptosis, after Hoechst staining of the
different etoposide-treated PC12 cells (Figure 6b). The percentage of apoptotic nuclei was
similar in FGF1"" and FGF1*°**

when compared to Neo and FGF1

PC12 cell lines. It was significantly reduced in these cells
31300 b1 cells. Altogether, these different experiments
showed that FGF1**% protects PC12 cells from etoposide-induced apoptosis, which
contrasts from FGF1%%,

We then examined p53 phosphorylation, p53-dependent trans-activation of PUMA
and capase-3 cleavage in Neo, FGF1WT, FGF1°™% and FGF1°*°° PC12 cell lines after 0, 8 or
16h of etoposide treatment (Figure 6¢). In Neo PC12 cells, the levels of P-p53 (Ser 15), PUMA
and cleaved caspase-3 increased after etoposide treatment in a time-dependent manner.
These increases were reduced in FGF1 expressing PC12 cells compared to Neo cells. The
higher effect on these apoptotic markers was observed for the unphosphorylable FGF1*#%,
Interestingly, FGF1°"*°° had a slight effect on these different makers, but remained unable to
protect PC12 cells from p53-dependent apoptosis. Altogether, our study showed that the

unphosphorylable FGF1°13%

protects PC12 cells from p53-dependent apoptosis by acting
efficiently at different levels of this cell death process, in contrast to the mimetic
phosphorylated FGF1°'3%P

apoptotic activity.

. Therefore, it appears that phosphorylation inhibits FGF1 anti-

DISCUSSION

We have previously shown that FGF1 mediates neurotrophic and anti-apoptotic
activities in PCl12 cells by an intracrine pathway which requires FGF1 nuclear
translocation'™". In the present study, we examined the activities of FGF1 mutant forms
affected in their C-terminus (FGF1K132E, FGF1°"** and FGFlSBOD) (Figure 7). We showed that
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all these mutants displayed a nuclear and cytosolic localization but differed in their activities.
Indeed, the K132E mutation inhibited FGF1 neurotrophic and anti-apoptotic activities while
the change of serine 130 in alanine or in aspartic acid did not alter FGFl-induced
differentiation. Interestingly, the S130D mutation decreased the inhibitory activity of FGF1
on p53-dependent cell death, while the S130A mutation seemed to reinforce this activity.
Altogether, our data showed that the C-terminal domain of FGF1 is crucial for FGF1
intracellular activities. FGF1 nuclear translocation was not affected, suggesting that the
observed effects are not related to differences in nucleo-cytoplasmic distribution of the
mutated forms of FGF1. Furthermore, as FGF1 nuclear translocation is required for its
neurotrophic and anti-apoptotic activities'’, these results imply that nuclear events, which
are mitigated by the serine 130 and/or the lysine 132 mutations, are required for FGF1
intracellular activities. These nuclear events could be FGF1 post-translational modifications
and/or protein-protein interactions with regulators of cell differentiation and survival, such

as transcriptional factors.

FGF1 had been previously shown to be post-translationally modified by methylation
and phosphorylation. Indeed, FGF1 can be methylated on 3 of its 12 lysine residues®. In vitro
reduction of bovine purified FGF1 methylation reduced both FGF1 affinity for heparin and its
mitogenic activity when added to the culture medium of Balb/C 3T3 cells. The lysine 132 that
is mutated in our study is one of the lysines that could be methylated (referred as Lysine 118

K132E 11,25

in”®). The recombinant mutant FGF1 was studied by different laboratories™™ . It was

shown that this mutation inhibits FGF1 interaction with heparin and both FGF1 mitogenic

KI32E could interact with FGF
11,25

and neurotrophic activities. However, recombinant FGF1
receptors and activate the MAP Kinase pathway, just as recombinant wild-type FGF1
This suggests that inhibition of heparin interaction is not the mechanism explaining the

K132E

absence of activity of this mutant. Moreover, recombinant FGF1 can be internalized by

cells and translocates in the nucleus, like recombinant FGFlWT, but it fails to induce DNA

K132E

synthesis in various cell typesls. Here, we showed that intracellular FGF1 can translocate

to the nuclear compartment like wild-type FGF1, but fails to induce PC12 cell differentiation
and survival after serum-depletion or p53-dependent apoptosis. Klingenberg et al.’®
proposed that mutation of lysine 132 could interfere with FGF1 phosphorylation. Our study
of the phosphorylation mutant forms of FGF1 (FGFlS130A and FGFlsBOA) in PC12 cells, which
presented different activities from FGF1***® did not support this hypothesis. Another
hypothesis is that the K132E mutation inhibits FGF1 methylation resulting in the inhibition of
FGF1 activities. However, FGF1 was shown to be methylated on different lysine residues.
Thus, we favor the hypothesis that this mutation modifies FGF1 ternary structure or FGF1
nuclear protein interactions required for its activity, modifications that remains to be

characterized.

FGF1 was previously shown to be phosphorylated on its serine 130 by PKCS in the
%627 The effect of adding recombinant FGF1°% and FGF1°"% in the culture medium

2728 Both recombinant FGF1 mutants were

nucleus
was previously analyzed by Wiedlocha’s team
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shown to bind FGF receptors, internalize and translocate in the nucleus, as well as to
promote DNA synthesis like recombinant FGF1"Y". However, FGF1°"% (which mimics
phosphorylated FGF1) was shown to be exported to the cytosol after nuclear translocation,
to be degraded. In contrast, FGF1°1204
phosphorylation is involved in this cytosolic export process’’. We did not observe any
difference between the nuclear and cytosolic localization of FG FIWT, FGF1°*% and FG FlSBOD,

indicating that FGF1 phosphorylation did not interfere with nuclear/cytosolic traffic of FGF1

remains in the nucleus, suggesting that FGF1

in PC12 cells. Different hypotheses could explain the discrepancies between both studies.
Different cell types and different mutations were used to mimic FGF1 phosphorylation;
another possible explanation is that recombinant internalized FGF1 and intracellular FGF1

display different regulations and fates in the cell.

The results reported here strongly suggest that phosphorylation inhibits FGF1
protection against p53-dependent apoptosis. The same result has also been obtained using
the human neuroblastoma SHSY-5Y cell line (data not shown). As FGF1 is a survival factor for

11,12,24 19,30-32 .
o =724 it would be

a large range of cell types and is overexpressed in various tumors
interesting to characterize the nuclear events involved in FGF1 anti-apoptotic activity (i.e.
nuclear protein interactions and/or transcriptional regulations) that are affected by FGF1
phosphorylation. Other growth factors (FGF2; FGF3) and their receptors (FGFR1, EGFR) could

5,6,33-36
. As most of these nuclear

also mediate their activity by an intracrine/nuclear pathway
growth factors and/or receptors could exert oncogenic activities, the study of these nuclear
pathways could be crucial to identify key regulators involved in tumor progression and/or

resistance to radio- and/or chemo-therapy.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture and Drugs

PC12 cells, a rat pheochromocytoma derived cell Iine37, were cultured in Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum , 5% horse serum , 100
pg/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin and 1% Glutamax at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO2 as previously described"’. PC12 cells transfected with inducible FGF1
expression vectors (pLK-Neo, pLK-FGF1"7, pIK-FGF1*"*%, pLK-FGF1**® and pLK-FGF1°*°P)
were maintained in DMEM supplemented with serum depleted in glucocorticoid as
previously described’. FGF1 expression in transfected cells was induced by 5.107M
dexamethasone (Tebu). Etoposide (50 pg/ml, Sigma, E1383) was used to induce p53-

dependent apoptosis.
PC12 cells transfection

Dexamethasone inducible mutant FGF1 expression vectors were generated using
QuickChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent technologies) according to the
protocol of the manufacturer. We used the pLK-FGF1™" vector as a DNA template to
generate pLK-FGF1"*%, pLK-FGF1** and pLK-FGF1°"*P with specific primers.
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PC12 cells were transfected with 10 ug of the different vectors and 60 pl of Lipofectin
reagent (Lifetechnologies) in 100mm diameter Petri dishes as previously described™. Two
days after transfection, cells were trypsinized and replated in four 100 mm diameter Petri
dishes with a selection medium, which contains 0.5 mg/ml G418 (Lifetechnologies) in a
glucocorticoid-depleted culture medium. After 15 days of selection, geneticin resistant
colonies appeared whatever the expression vector used. WT and mutant FGF1 transfected

PC12 cell lines were isolated and amplified for further analysis.
PC12 cells neuronal differentiation

For each transfection, cells were treated with 5.10’M dexamethasone in a selection
medium to induce FGF1 expression. After 10-12 days of treatment, the cell morphology was
observed by phase contrast microscopy. The number of non-differentiated clones
(composed of cells with no neuritis extension or extensions smaller than the size of the
soma) and differentiated clones (composed of cells extending neuritis longer than the size of
the cell body) were quantified. For each expression vector, four independent experiments

were performed and at least 100 clones were examined by plate.

PC12 cell neuronal differentiation was also examined in stable PC12 cell lines after 7 days of
5.107 M dexamethasone treatment by phase-contrast microscopy using a Nikon TMS
microscope. Pictures were taken with a Nikon D50 camera to illustrate the manuscript. We
also examined the expression of the 160 kDa form of Neurofilament (NF-160) by

immunocytochemistry as a marker of neuronal differentiation (previously described in17).

Nucleo cytoplasmic fractionation

Cell fractionation was performed with NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
kit (Thermo Scientific). 107 cells were used, according to the protocol of the manufacturer.
Fractions were then analyzed by western blot to detect FGF1, Enolase and Lamin A/C in the
different fractions.

Cell survival analysis by crystal violet nuclei staining

PC12 cell lines were plated in 12-multiwell plates with 5.10” M dexamethasone. When the
cells reached 70% confluence, 50 pg/ml etoposide was added to the medium to induce p53-
dependent apoptosis (as previously described™®). Cell viability was estimated using the
crystal violet method (0.1% crystal violet, 0.1 M citric acid) after 40 h of etoposide

treatment.

Cell survival in the absence of serum was also analyzed by crystal violet nuclei staining. PC12
cell lines were plated in the presence of dexamethasone in low serum medium (1% SVF and
0.5% HS) to permit cell attachment. Four days later, the cells were cultured for further 11
days in serum free medium. Percentages of cell survival were determined after crystal violet

nuclei staining as described above.
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Apoptosis analysis by Hoechst staining assay

Morphological changes in the nuclear chromatin of cells undergoing apoptosis were
detected by Hoechst 33342 staining. WT and mutant FGF1 transfected PC12 cells were
grown on glass coverslips in 6-well plates. After 48 h of dexamethasone treatment, 50 pg/mi
etoposide was added to the medium to induce p53-dependent apoptosis during 40 hours.
Cells were then fixed with 3.7 % PBS-formaldehyde for 20 min at room temperature. Fixed
cells were washed with PBS and incubated with 10 pg/ml Hoechst for 5 min and analyzed by
epifluorescence microscopy. Pictures were taken on a DMR Leica microscope equipped with
an Olympus DP70 photo camera. For each cell line, about 1000 nuclei were analyzed to
quantify the number of condensed and/or fragmented nuclei (late marker of apoptotic cells)
reported to the total number of nuclei.

Western Blot analysis

PC12 cell lines were plated in 60 mm dishes in the absence or presence of 5.107 M
dexamethasone. After 48 h of dexamethasone treatment, cells were incubated with 50
pg/ml etoposide to induce p53-dependent apoptosis. After different etoposide treatment
times (0, 4, 8 or 16 h), cells were harvested, lysed and frozen at —20°C. Proteins (10-20 pg)
were analyzed by western blot (as previously described”). The primary antibodies used in
this study were anti-FGF1 {AB-32-NA, R&D Systems), anti-p53-P (Ser-15) (Cell Signaling), anti-
PUMAa (N-19, Santa Cruz), anti-cleaved Caspase-3 (Asp175, Cell Signaling), anti-actin
(Sigma), anti-Lamin A/C (Cell Signaling) and anti-Enolase (Santa Cruz).

noxa and p21 mRNA analysis by RT-PCR assay

PC12 cell lines were plated in 100-mm dishes in the presence of 5.107 M dexamethasone.
After 48 h of dexamethasone treatment, cells were incubated with 50 pg/ml etoposide to
induce p53-dependent apoptosis. After different etoposide treatment times (0, 4 or 8
hours), total RNAs were extracted using the guanidium isothiocyanate method. RT-PCR was
performed to examine the levels of noxa and p21 mRNA as previously described®. The

quantifications of noxa and p21 mRNA were normalized with respect to 18 S rRNA levels.
Statistical analysis

Each bar of the different graphs indicates the average measure and standard error of at least
three independent experiments, and P-values are from paired two-tailed Student’s ¢-tests.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: FGF1*1%2%F expression and subcellular localization in PC12 cells. a) PC12 cells were
transfected with pLK—FGFlWT or pLK—FGFlK132E dexamethasone inducible vectors to
overexpress FGF1YT or FGF1*3%, respectively. The pLK—FGFlK132E vector was generated by
site-directed mutagenesis using pLK-FGF1"" (aa 15 to 154) as a DNA template. The KKPK
sequence (aa 23 to 27) is the FGF1 nuclear localization sequence. b) Neo, FGRI™, FERi***
PC12 cell lines were cultured in the absence or presence of 5x107 M dexamethasone for
48h. FGF1 expression was analyzed by western blot using the actin level as a control. The
presence of dexamethasone increased FGF1 levels in FGF1"T and FGF1*32¢ pC12 cells, no
FGF1 was detected in Neo PC12 cells. ¢) FGF1"" and FGF1*'*?f PC12 cell lines were treated
with dexamethasone for 48h. Nuclear (N) and cytosolic (C) proteins were analyzed by
western blot for FGF1, Enolase (cytosolic marker) and Lamin A/C (nuclear marker). Total
protein extracts (TE) were used as controls. FGF1 was detected in all the fractions.

Figure 2: The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity. a-b) Neo, FGF1¥" and
FGF1"®% pC12 cell lines were cultured in the absence or presence of dexamethasone for 7
days. Cell morphology was observed by phase contrast microscopy (a) and Neurofilament
NF-160 kDa (a neuronal marker) expression was analyzed by immunocytochemistry (b). c)
PC12 cells transfected by pLK-Neo, pLK-FGF1"" and pLK-FGF1***® were treated with
dexamethasone for 10 days in a selection medium. The clones morphology was examined
and the percentage of differentiated clones, which present neuritis longer than cell size,
¥1328 pC12 cell

lines were cultured in the presence of dexamethasone in serum free medium for 11 days.

were quantified from four independent experiments. d) Neo, FGF1"" and FGF1

Cell survival was analyzed by crystal violet nuclei staining. The graph presents the mean of
three independent experiments. In contrast to FGF1*% FGF1YT presented a neurotrophic

activity.

Figure 3: The K132E mutation inhibits FGF1 anti-apoptotic activity. a) Neo, FGF1"" and
FGF1*3%E PC12 cell lines were treated with dexamethasone for 48h. Then, cell survival after
40h etoposide treatment was estimated after crystal violet nuclei staining. FGF1"" protected
PC12 cells from p53-dependent apoptosis while FGF1*** did not (** p<0.01, *** p<0.001,
ns p>0.05, n=4). b) Neo, FGF1"" and FGF1****
dexamethasone were treated with etoposide for 0, 8 or 16h. p53 activation (Ser 15

PC12 cell lines cultured in the presence of

phosphorylation), PUMA expression and caspase-3 cleavage were analyzed by western blot.
Actin detection was used as a control. Etoposide induced up-regulation of P-p53 (Ser 15),
PUMA and cleaved caspase-3 in all cells. However, these levels were lower in FGF1VT pC12
cells compared to FGF1"**® and Neo PC12 cells. c) Noxa (left panel) and p21 (right panel)
mRNA levels were analyzed by RT-PCR in Neo, FGF1"T and FGF1** PC12 cell lines after 0,8
or 16h of etoposide treatment in the presence of dexamethasone. 18S rRNA levels were
used as a control for the quantifications. In contrast to FGF1**%f, FGF1¥" decreased p53-

dependent up-regulation of noxa and p21 mRNA levels.
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Figure 4: Expression and subcellular localization of wild-type and phosphorylation mutant
forms of FGF1. a) PC12 cells were transfected with the pLK-FGFlWT, pLK—FGFlSl?’OA or pLK-
FGF1°"° dexamethasone-inducible vectors to respectively overexpress FGF1"", FGF1°2% or
FGF1°2%, The pLK—FGFlSl?"OA and pLK—FGFlSBOD vectors were generated by site-directed
mutagenesis. b) Neo, FGF1WT, FGF1°2% and FGF1°° pC12 cell lines were cultured in the
absence or presence of 5x10”M dexamethasone for 48h. FGF1 expression was analyzed by
western blot using actin level as a control. The presence of dexamethasone increased FGF1
levels at comparable levels in the different PC12 cells transfected to express one of the
different FGF1 forms. c) FGFlWT, FGF1%2% and FGF1%'3%° PC12 cell lines were treated with
dexamethasone for 48h. Nuclear (N) and cytosolic (C) proteins were analyzed by western
blot for FGF1, Enolase (cytosolic marker) and Lamin A/C (nuclear marker). Total protein

extracts (TE) were used as controls. FGF1 was detected in all the fractions.

Figure 5: FGF1 phosphorylation does not modify its differentiation activity. a) FGF1Y,
FGF1°2% and FGF1°"*%® PC12 cell lines were cultured in the absence or presence of
dexamethasone for three days and the cell morphology was observed by phase contrast
microscopy. b) PC12 cells transfected with pLK-Neo, pLK-FGF1"", pLK-FGF1°"*% or pLK-
FGF1*2% were treated with dexamethasone for 12 days in a selection medium. The
morphology of the clones was examined and the percentages of differentiated clones, which
present neuritis longer than cell size, were quantified from three independent experiments
(*** p<0.001). FGF1"T, FGF1°"% and FGF1°*"*°®induced PC12 cell differentiation.

Figure 6: FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity. a-b) Neo, FGF1"T,
FGF1°% and FGF1°™%° PC12 cell lines were treated with dexamethasone for 48h. p53-
dependent apoptosis was then induced by etoposide treatment during 40h. (a) Cell survival
was estimated by crystal violet nuclei staining (** p<0.01, *** p<0.001, ns p>0.05, n=6). (b)
Apoptosis (percentage of apoptotic nuclei) was estimated after Hoechst nuclei staining
(*p<0.05, **p<0.01, ns p>0.05, n=3). FGF1"" and FGF1*"*® protected PC12 cells from p53-
dependent apoptosis in contrast to FGF1°1°P, c) Neo, FGF1"Y", FGF1°"® and FGF1°"% pC12
cells cultured in the presence of dexamethasone were treated with etoposide for 0, 8 or 16
hours. The levels of P-p53 (Ser 15), PUMA and cleaved caspase-3 were detected by western
blot. Actin was used as a loading control. FGFlWT, FGF131*% and FGF1°3°° decreased
etoposide-induced up-regulation of these different apoptotic markers. The stronger effect
was observed for the unphosphorylable FGF1.

Figure 7: Intracellular activities and subcellular localization of wild-type (FGF1WT) and
mutant FGF1 forms (FGF1“**, FGF1°"*%, FGF1°"*°"). a) Intracellular FGF1™" induced PC12
cells neuronal differentiation. Only the K132E mutation inhibited this activity. b) Intracellular
FGF1YT and FGF1°"*% protected PC12 cells from p53-dependent apoptosis, in contrast to
FGF1**% and FGF1°™. All these FGF1 forms presented both a nuclear and a cytosolic
localization.
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Figure 4
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I1. Etude de Pinteraction entre la protéine p53 et les différentes formes
de FGF1 dans les cellules PC12

Les précédents travaux de 1’équipe ont permis de mettre en évidence pour la premiére
fois la présence d’une interaction entre la protéine p53 et le facteur FGF1 par immuno-
précipitation (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). L’interaction entre p53 et le FGF1 semble
corrélée a I’activité anti-apoptotique du FGF1. En effet, la forme mutante du FGF1 délétée de
sa séquence de localisation nucléaire (FGF1“N"%) n’a pas d’activité anti-apoptotique dans les
cellules PC12 et n’est pas co-précipitée avec la protéine p53, contrairement au FGF1 sauvage
(FGF1"). Cette interaction FGF1/p53 pourrait étre impliquée dans la régulation des activités
transcriptionnelles de p53 et suggére 1’existence de nouveaux mécanismes de régulation de la

protéine p53 par le FGF1.

Au cours de ma thése, j’ai cherché a mieux caractériser 1’interaction entre le FGF1 et p53.
J’ai notamment essayé de mettre en évidence une corrélation entre 1’activité anti-apoptotique
(suite a D’activation de 1’apoptose dépendante de p53) des différentes formes de FGFI
(FGF1"T, FGF1"*% FGF1°3% et FGF1°*P) et leur capacité & interagir avec p53. La
premiére partie de mes travaux a permis de mettre en évidence que les mutations K132E et
S130D inhibent I’activité anti-apoptotique du FGF1 dans les cellules PC12 contrairement a la
mutation S130A. En revanche toutes ces formes sont localisées dans le compartiment
nucléaire. La localisation nucléaire du FGF1 est donc nécessaire, mais insuffisante a son
activité anti-apoptotique (Tableau 3). L’activité anti-apoptotique du FGF1 semble donc étre

régulée par des évenements nucléaires, par exemple des interactions protéiques.

_WWW
oui oui oui oui
Oui Non Oui Non

Tableau 3: Localisation subcellulaire et activité anti-apoptotique des différentes formes
de FGF1 étudiées. Les différentes formes de FGF1 étudiées sont localisées a la fois dans le
cytosol et le noyau. En revanche, les formes mutantes FGF1X*3% et FGF15*°° ne présentent
pas d’activité anti-apoptotique.
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Figure 33: La protéine p53 interagit avec le FGF1<!3%,

Les immunoprécipitations ont été réalisées soit avec un anticorps anti-GFP pour
I’immunoprécipitation contréle (IP GFP) soit avec un anticorps monoclonal dirigé contre p53
(IP p53). Ces immunoprécipitations ont été réalisées en condition témoin (T) ou suite a ’ajout
d’étoposide (Eto). L’immunoprécipitation de la protéine r:p53 est bien spécifique. Le FGF1'VT
est bien co-précipité avec la protéine p53. Le FGF1X!3% est également co-précipité avec la
protéine p53 dans les cellules PC12, comme la protéine Rsk, un partenaire protéique de p53.
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Nous avons donc émis I’hypothése que les variations d’activité anti-apoptotique
observées d’une forme mutante du FGF1 a I’autre pourraient étre liées a ’interaction avec
différents partenaires protéiques. Sachant que la forme sauvage du FGF1 interagit avec p53,
I’activité anti-apoptotique des différentes formes de FGF1 pourrait étre corrélée a leur
interaction avec p53.

Afin de répondre a cette question, j’ai réalisé des expériences d’immunoprécipitation, qui

m’ont permis d’obtenir des résultats préliminaires que je vais maintenant détailler.

1 Stratégie d’étude

Les immunoprécipitations sont réalisées grace a des billes magnétiques couplées a la
protéine G (Millipore). Ces billes magnétiques sont au préalable pré-couplées aux anticorps
d’intérét (immunoprécipitation contrdle : anticorps anti-GFP ; immunoprécipitation p53:
anticorps monoclonal issu de I’hybridome H122) sur la nuit. Les immunoprécipitations sont
réalisées sur des cellules PC12 transfectées de facon stable préalablement traitées avec de la
dexaméthasone pendant 48h afin d’induire 1’expression des différentes formes de FGF1.
L’apoptose a été induite dans ces cellules par ajout d’étoposide pendant 16h. Les cellules sont
ensuite lysées et les extraits protéiques incubés pendant 4h avec les billes magnétiques pré-
couplées aux anticorps d’intérét. Apres incubation, les billes sont lavées pour €liminer les
interactions non spécifiques et les protéines immunoprécipitées sont dénaturées et analysées

par western blot.

2  Le FGF1¥'*% interagit-il avec la protéine p53 ?

Je me suis tout d’abord intéressée a ’interaction potentielle de p53 avec le FGF1"13%,

1T soit

J’ai donc immunoprécipité la protéine p53 dans les cellules surexprimant soit le FGF
le FGF1"13% ot analysé I’interaction potentielle entre p53 et le FGF1 par western blot (Figure
33).

La présence de p53 est bien révélée dans les puits correspondants a
I’immunoprécipitation avec I’anticorps anti-p53. Dans les cellules surexprimant le FGF1VT,
on observe que le FGF1 est bien co-immunoprécipité avec la protéine p53, que ce soit en
condition témoin (T) ou suite au traitement avec 1’étoposide (Eto). Le FGF1 n’est quasiment

pas détecté dans les puits correspondant a I’immunoprécipitation contrdle (IP GFP).

113



A p53 dans les cellules exprimant le FGF15130D

IP GFP IP p53

T Eto T Eto
[ ] - <— g chaines lourdes)

<— p53

FGF1

B IP p53 dans les cellules exprimant le FGF1S130A

IP GFP IP p53

T Eto T Eto

e <— Ig chaines lourdes)
- ~ <— p53

- - } FGF1

Figure 34: La phosphorylation du FGF1 semble inhiber son interaction avec p53.

Les immunoprécipitations ont été réalisées soit avec un anticorps anti-GFP pour
I’'immunoprécipitation contréle (IP GFP) soit avec un anticorps monoclonal dirigé contre p53
(IP p53). Ces immunoprécipitations ont été réalisées en condition témoin (T) ou suite a 1’ajout
d’étoposide (Eto). L’immunoprécipitation de la protéine p53 est bien spécifique.

(A) Le FGF13%%% p’est pas détectable, ni dans I’IP p53 ni dans 'IP controle. Le FGF1°%% ne
semble donc pas interagir avec p53. (B) On observe du FGF1°%*%* dans I'IP p53, mais
¢galement dans I’IP GFP. Le niveau de FGF1 semble plus important dans les IP p53. Il
semblerait donc que la forme mutante FGF1%"3%* puisse interagir avec la protéine p53.
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L’interaction entre le FGF1'" et la protéine p53 est donc spécifique. La spécificité de
I’'immunoprécipitation est confirmée par la présence de la protéine Rsk, un partenaire
protéique de p53, dans les puits correspondant a I’immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-
p53.

Dans les cellules surexprimant le FGF1¥'*%€  Pimmunoprécipitation a été réalisée
seulement en condition étoposide. On observe la présence du FGF1l dans le puits
correspondant a I’immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-p53. On observe également la
présence du FGF1 dans le puits correspondant a I’immunoprécipitation contrdle (IP GFP),
mais en quantité beaucoup plus faible. Le partenaire protéique de p53, RSK, est également
retrouve dans ces deux puits, dans les mémes proportions. Ce résultat semble indiquer que le
FGF1¥3% interagit avec la protéine p53, comme le FGF1"".

Il semblerait donc que I’activité anti-apoptotique du FGF1 ne soit pas strictement corrélée
a son interaction avec p53. Afin de mieux comprendre le réle de cette interaction sur les
activités intracellulaires de FGF1, j’ai cherché a déterminer si les autres formes mutantes du

FGF1 (FGF1°% et FGF1°"*°P) peuvent interagir ou non avec p53.

3 Les formes mutantes FGF152% et FGF15% interagissent-elles avec la

protéine p53 ?

Afin de déterminer si la phosphorylation du FGF1 joue un réle sur son interaction avec la
protéine p53, j’ai réalisé des immunoprécipitations de p53 dans des cellules surexprimant soit
le FGF151% soit le FGF13* (Figure 34).

Dans les cellules surexprimant le FGF13*3%P| |a protéine p53 est immunoprécipitée de
facon spécifique (Figure 34A). En revanche, le FGF1 n’est pas détectable, que ce soit dans
les puits correspondant aux immunoprécipitations avec 1’anticorps anti-p53 ou dans les
immunoprécipitations controle. 1l semble donc que le FGF13"% n’interagisse pas avec la

protéine p53.

Dans les cellules surexprimant le FGF15%*%* |a protéine p53 est bien immunoprécipitée,
quoiqu’en faible quantité (Figure 34B). On observe du FGF1 dans les puits correspondant
aux immunoprécipitations avec ’anticorps anti-p53. Mais on observe aussi du FGF1 dans les
puits correspondant a 1I’immunoprécipitation contréle. Toutefois, on observe une légere
difference de niveau du FGF1 entre les immunoprécipitations controles et les

immunoprécipitations de la protéine p53 : le niveau de FGF1 semble plus important dans ces
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derniéres. Il semblerait donc que la forme mutante FGF1°% puisse interagir avec la protéine
p53 dans les cellules PC12. Ce type de résultat a été reproduit plusieurs fois. Toutefois, les
problémes techniques rencontrés au cours des expériences d’immunoprécipitation ne nous ont
pas permis de conclure définitivement sur P’interaction entre la protéine p53 et la forme
FGF1°% Des mises au point techniques sont nécessaires afin d’améliorer la spécificité des

expériences d’ immunoprécipitation.

4 Conclusion

L’étude des interactions protéiques entre p53 et les différentes formes de FGF1 reste

préliminaire et les résultats obtenus doivent étre confirmés.

Toutefois, les résultats présentés semblent montrer qu’il n’y a pas une corrélation parfaite
entre ’activité anti-apoptotique des différentes formes mutantes de FGF1 et leur capacité a
interagir avec p53. Les FGF1"T et FGF1°*° qui ont une activité anti-apoptotique dans les

1Sl30D

cellules PC12 interagiraient avec p53. Le FGF , qui lui n’a pas d’activité anti-

apoptotique, ne semble pas interagir avec p53. Toutefois, nous avons pu montrer que le
FGF1¥3% qui, comme le FGF13% ne posséde pas d’activité anti-apoptotique, peut interagir
avec p53 (Tableau 4).

Il ol ol

Activité anti-apoptotique Oui
Interaction avec p53 Oui Oui Oui Non

Tableau 4: L’activité anti-apoptotique du FGF1 n’est pas corrélée a sa capacité a
interagir avec p53.

Ces résultats, contrairement a ceux obtenus précédemment par I’équipe avec le FGF14N"
ne semblent pas montrer de corrélation entre 1’activité anti-apoptotique du FGF1 et son

interaction avec p53. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats :

— Le FGFI et p53 interagissent ensemble au sein d’un complexe protéique plus large,
dont les partenaires peuvent varier en fonction de la forme de FGF1 étudiée, ce qui

expliquerait la différence d’activité.
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— Le FGF1 peut, indépendamment de p53, agir a plusieurs niveaux de la cascade de
signalisation apoptotique. Ces activités peuvent étre exercées soit par le FGF1 seul,

soit par le FGF1 au sein d’un complexe protéique non identifié.

Je détaillerai ces différentes hypotheses dans la partie Discussion de ma these.
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L’équipe au sein de laquelle j’ai effectué mes travaux de thése s’intéresse depuis de
nombreuses années aux interactions entre les voies de signalisation médiées par le facteur de
croissance FGF1 et la protéine oncosuppressive p53.

Le FGF1 est un facteur de croissance appartenant a la famille des FGFs qui régule
differentes fonctions biologiques telles que la prolifération, la survie et la différenciation
cellulaire (Itoh, 2007; Wesche et al., 2011). Ces activités peuvent étre médiées par deux voies
de signalisation : une voie extracellulaire qui dépend de la stimulation des récepteurs
membranaires FGFR et une voie intracellulaire qui est initiée en absence de sécrétion du
FGF1. Il est a noter que la voie intracellulaire est la voie préférentiellement activée, la
sécrétion du FGF1 etant un évenement marginal observable uniquement dans certaines
conditions de stress cellulaire (Jackson et al., 1995).

Le FGF1 est également un oncogene, surexprimé dans différents types de cancers (sein,
prostate, colon, gliomes...) (Takahashi et al., 1990; Payson et al., 1993; La Rosa et al., 2001;
Henriksson et al., 2011) et cette surexpression est associée a des résistances aux
chimiothérapies et a un mauvais pronostic vital pour les patients (Smith et al., 2012; Slattery
etal., 2013) .

La protéine oncosuppressive p53 et ses voies de signalisation sont inhibées ou mutées
dans plus de 50% des cancers humains. p53 agit principalement en tant que facteur de
transcription et intervient dans un grand nombre de processus cellulaires comme 1’apoptose,
I’arrét du cycle cellulaire, ou encore la réparation de I’ADN (Bieging and Attardi, 2012).

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, joue un role majeur au cours du
développement et dans le maintien de ’homéostasie tissulaire chez I’adulte. Il existe deux
voies principales de signalisation de 1’apoptose : la voie extrinseque, activée par les récepteurs
a domaine de mort, et la voie intrinséque qui est activée suite par exemple a des dommages a
I’ADN et peut étre médiée par p53 (Strasser et al., 1995; Fiandalo and Kyprianou, 2012).
L’insensibilisation a ’apoptose est I’'un des marqueurs majeurs des cellules cancéreuses

(Hanahan and Weinberg, 2000).

Bien que le FGF1 soit rarement sécrété, ses voies de signalisation intracellulaires restent
peu décrites. Notre équipe a donc entrepris d’étudier les interactions potentielles entre les
voies de signalisation du FGF1 intracellulaire et de la protéine p53.

L’équipe a ainsi montré que dans des fibroblastes embryonnaires de rat (cellules REtsAF)
et dans des cellules issues d'un phéochromocytome de rat (cellules PC12), le FGF1

intracellulaire inhibe 1’apoptose dépendante de p53. Dans ces cellules, le FGF1 régule la
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stabilité et les activités de facteur de transcription de la protéine p53. De plus, dans les
cellules REtsAF, la protéine p53 réprime 1’expression du géne fgfl, qui est donc une nouvelle
cible transcriptionnelle de cet oncosuppresseur (Bouleau et al., 2005; Bouleau et al., 2007;
Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). Dans les cellules PC12, I’équipe a montré que le FGF1 a
non seulement une activité anti-apoptotique mais également une activité neurotrophique
puisqu’il induit leur différenciation neuronale et leur survie en absence de sérum.

L’étude menée dans les cellules PC12 a permis de mieux comprendre le mode d’action
intracellulaire du FGF1. En effet, grace a une forme mutante du FGF1 délétée de sa séquence
NLS, I’équipe a pu montrer que la localisation nucléaire du FGF1 est essentielle a ses
activités intracellulaires (neurotrophique et anti-apoptotique) dans les cellules PC12
(Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).

Afin de progresser dans la caractérisation des mécanismes d’action du FGF1
intracellulaire, j’ai entrepris au cours de ma thése d’étudier les activités intracellulaires de
différentes formes mutantes du FGF1 dans les cellules PC12. Pour cela j’ai utilisé les formes
mutantes FGF1""3%, FGF1%1%% et FGF15'%%P,

Ces différentes formes mutantes du FGF1 ont été étudiées par plusieurs équipes qui se

sont principalement intéressées & leurs activités extracellulaires. Le FGF1"" extracellulaire

est un facteur neurotrophique et mitogénique. La forme mutante FGF1<*%F

présente des
activités extracellulaires fortement réduites par rapport a celle du FGF1 sauvage (Burgess et
al., 1990; Renaud et al., 1996; Klingenberg et al., 1999). La mutation K132E inhibe donc les
activités extracellulaires du FGF1. Les formes FGF13:*% et FGF15"%%° présentent également
une activité mitogénique réduite par rapport a celle du FGF1™T (Klingenberg et al., 1999).
Cependant les activités de différenciation et de survie cellulaires de ces deux formes mutantes
n’ont jamais été étudiées.

Le but de mon étude a donc été de caractériser les activités neurotrophique et anti-
apoptotique de ces différentes formes mutantes du FGF1 dans les cellules PC12 afin de

progresser dans la compréhension du mode d’action intracellulaire du FGF1.

1 Localisation subcellulaire des différentes formes de FGF1

Les précédents travaux de 1’équipe ont mis en évidence I’importance de la localisation
nucléaire du FGF1 pour ses activités intracellulaires dans les cellules PC12. Nous avons donc
étudié la localisation subcellulaire des formes FGF1'3%€ FGF153% et FGF15*°. Nous

avons montré que les formes mutantes du FGF1 sont présentes a la fois dans le cytosol et le
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noyau des cellules PC12, et ce, de fagcon comparable a la forme sauvage. Les differentes

mutations étudiées ne modifient pas la localisation subcellulaire du FGF1.

Les différentes équipes qui ont etudié les activités extracellulaires du FGF1 se sont
également intéressées a sa localisation subcellulaire suite a son internalisation. En effet, le
FGF1 peut, suite a sa liaison aux FGFRs, soit activer classiquement les voies de signalisation
des récepteurs a activité tyrosine kinase (MAPK, PI3K/AKkt etc.), soit étre internalisé avec le
récepteur. Suite a son internalisation, le FGF1 peut alors étre transloqué dans le noyau
(Imamura et al., 1990; Sorensen et al., 2006b). 1l a ét¢ montré que lorsqu’elles sont ajoutées
au milieu de culture de cellules NIH3T3, les formes mutantes FGF1"'*%€ FGF131%%" et
FGF13%% (forme mutante qui mime la phosphorylation, comme le FGF1°*°P) interagissent
avec les FGFRs et sont ensuite transloquées dans le noyau comme le FGF1"" (Burgess et al.,
1990; Klingenberg et al., 1998). Les mutations K132E, S130A et S130E du FGF1 ne
semblent donc modifier ni son internalisation ni sa translocation nucléaire.

Une étude menée plus récemment a montré que le FGF1 internalisé est phosphorylé sur
son résidu sérine 130 par la PKCd au sein du compartiment nucléaire. Cette phosphorylation
induirait I’export du FGF1 vers le cytosol ou il serait dégradé (Wiedlocha et al., 2005). La
phosphorylation du FGF1 internalisé jouerait donc un rdle sur son trafic nucléo-
cytoplasmique. D'autre part, et contrairement aux études précédemment menées, les auteurs
observent une différence de localisation subcellulaire entre les formes FGF1513%* et FGF1°1*%
internalisées : la premiere serait principalement nucléaire tandis que la seconde serait

majoritairement cytosolique.

Nos résultats different de ceux présentés dans la plus récente de ces études. Celle-ci a été
menée sur I’internalisation et la translocation nucléaires de formes recombinantes
extracellulaires du FGF1, tandis que nous avons étudié la localisation subcellulaire de formes
mutantes intracellulaires du FGF1. Les formes extracellulaires du FGF1 sont internalisées
suite & leur liaison aux FGFRs. En revanche les formes intracellulaires du FGF1 sont
transloquées dans le noyau indépendamment de leur interaction avec leurs récepteurs. Les
mécanismes de translocation nucléaire mis en jeu dans ces deux cas peuvent donc différer et
expliquer une apparente contradiction entre les résultats que nous avons obtenus et ceux
précédemment publiés par 1’équipe de Wiedlocha.

Ensuite, il faut noter que les formes mutantes étudiées par 1’équipe de Wiedlocha

différent en partie des ndtres puisque nous avons choisi d’utiliser la mutation S130D afin de
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mimer la phosphorylation du FGF1 tandis le groupe de Wiedlocha a choisi d’utiliser la forme
S130E. Afin de vérifier si ces deux mutations ont bien le méme effet sur la localisation
subcellulaire du FGF1, nous pourrions étudier la localisation subcellulaire et les activités de

cette forme mutante dans notre modéle d’étude, les cellules PC12.

2 Activités intracellulaires du FGF1X13%E

2.1 La mutation K132E inhibe I’activité neurotrophigue du FGF1

Notre équipe a précédemment montré que le FGF1 intracellulaire induit la différenciation
neuronale des cellules PC12. Celle-ci est caractérisée par des extensions neuritiques longues
et ramifiées, marqueurs de la différenciation neuronale. Cette différenciation neuronale des
cellules PC12 induite par le FGF1 est associée a la survie des cellules en absence de sérum,
c’est ce qu’on appelle I’activité neurotrophique du FGF1. Les travaux précédemment menés
par I’équipe ont montré que la délétion de la séquence de localisation nucléaire du FGF1
inhibe cette activité. La localisation nucléaire du FGF1 est donc nécessaire a son activité
neurotrophique dans les cellules PC12.

La surexpression de la forme mutante FGF1"*3%F dans les cellules PC12 ne permet ni la
différenciation neuronale des cellules ni leur survie en absence de sérum, de fagon

ANLS
1

comparable a la forme mutante délétée de la séquence NLS (FGF ). Or, nous avons

montré que la forme FGF1K%%

est localisée a la fois dans le cytosol et le noyau,
contrairement & la forme FGF1°™"® qui est strictement cytosolique. Nos résultats suggérent
donc que si la localisation nucléaire du FGF1 est nécessaire a son activité neurotrophique, elle
n’est en revanche pas suffisante. L’activité neurotrophique du FGF1 intracellulaire serait
régulée par des mécanismes nucléaires qui restent a caractériser.

Les activités extracellulaires de la forme mutante FGF1K'%

ont été étudiées par
différentes équipes. Si cette forme mutante est capable d’interagir avec les récepteurs FGFRs,
d’activer les MAPK et d’étre transloquée dans le noyau comme le FGF1 sauvage, elle est en
revanche incapable d’induire la différenciation neuronale des cellules PC12 (Renaud et al.,

K132E
1 3

1996). Il semblerait donc que la forme FGF n’ait aucune activité neurotrophique,

qu’elle agisse de fagon intracellulaire ou extracellulaire.
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L’activité neurotrophique du FGF1 pourrait étre régulée par des modifications post-
traductionnelles du FGF1 comme la phosphorylation, 1’ubiquitinylation ou encore la
méthylation. Il a été montré que le résidu lysine 132 du FGF1 constitue un site de méthylation
sur le FGF1 (Harper and Lobb, 1988). La forme mutante FGF1**%€ qui ne présente pas
d’activité¢ de différenciation neuronale dans les cellules PC12, n’est pas méthylable. Cette
modification post-traductionnelle pourrait donc étre impliquée dans la régulation de I’activité
de différenciation du FGF1 dans les cellules PC12. D’autre part, le résidu lysine 132 se trouve
a proximité du résidu sérine 130, le site de phosphorylation du FGF1 par la PKCS. Selon
certaines études, la mutation K132E pourrait inhiber la phosphorylation du FGF1, inhibant
son activité neurotrophique dans les cellules PC12.

Les seules modifications post-traductionnelles du FGF1 connues a ce jour sont les sites
de méthylation (K132) et de phosphorylation (S130). Une étude par spectrométrie de masse
du FGF1 pourrait permettre d’identifier les différentes modifications post-traductionnelles de
ce facteur de croissance. En effet, celles-ci sont détectables gréce a cette technique car elles
modifient la masse des acides aminés (Olsen and Mann, 2013). Nous pourrions alors, a I’aide
de différentes formes mutantes, étudier le role de ces modifications post-traductionnelles sur

la régulation des activités intracellulaires du FGF1.

La différenciation neuronale des cellules PC12 a principalement été étudiée suite a I’ajout
dans le milieu extracellulaire de NGF (Nerve Growth Factor). Le NGF est un facteur de
croissance qui exerce ses activités en se liant a son récepteur de haute affinité TrkA. Il a été
montré que 1’activation du récepteur TrkA par le NGF induit 1’activation de la cascade des
MAPK, ce qui conduit a I’activation par phosphorylation du facteur de transcription CREB
(Sun et al., 2006). Le NGF induit également I’expression des facteurs c-fos et c-jun qui
participent également a la régulation de la transcription de certains genes et a la
différenciation neuronale (Gizang-Ginsberg and Ziff, 1990; Dragunow et al., 2000). Le FGF1
intracellulaire pourrait, comme le NGF, induire 1’activation du facteur de transcription CREB
et ’expression des facteurs c-jun et c-fos. L’action du FGF1 sur ces facteurs pourrait étre
directe, via une interaction par exemple, soit indirecte, via D’inhibition des voies de
signalisation permettant 1’activation de ces facteurs. L’interaction directe entre le FGF1 et les
protéines CREB, c-fos et c-jun suggérerait un réle de facteur ou de co-facteur de transcription
pour le FGF1. Afin de tester cette hypothése, nous pourrions effectuer des experiences de co-

immunoprécipitations avec les formes mutantes et sauvage du FGF1. Par exemple, la forme
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mutante FGF1*"*?% pourrait inhiber ces facteurs, bloquant ainsi la différenciation neuronale
des cellules PC12.

2.2 La mutation K132F inhibe ’activité anti-apoptotique du FGF1

Le FGF1 intracellulaire présente, en plus de son activité neurotrophique, une activité anti-
apoptotique dans les cellules PC12 suite a 1’activation de la voie mitochondriale de 1’apoptose
par p53. La localisation nucléaire du FGF1 est également nécessaire a cette activité.

L’activité de la protéine p53 est régulée notamment par des modifications post-
traductionnelles comme des ubiquitinylations ou des phosphorylations (Lavin and Gueven,
2006; Olsson et al., 2007). L’un des marqueurs principaux de ’activation de la protéine p53
par I’ajout d’étoposide est la phosphorylation du résidu sérine 15. Une fois activée, la protéine
p53 va réguler la transcription de nombreux genes cibles et en particulier des génes codant
pour des protéines de la famille Bcl-2, impliquées dans la signalisation de la voie intrinseque
de I’apoptose. pS3 va notamment induire la transactivation du géne codant pour la protéine
PUMA, qui fait partie de la sous-famille des « BH3-only » (Nakano and Vousden, 2001). La
protéine PUMA va participer a la relocalisation de la protéine Bax au niveau de la membrane
externe mitochondriale, entrainant la dépolarisation et la perméabilisation des membranes
mitochondriales. Des facteurs pro-apoptotiques sont alors libérés dans le cytosol, ou ils
permettent ’activation et le clivage des caspases-9 et -3, les protéines effectrices de
I’apoptose. La phase finale de I’apoptose est caractérisée par une condensation de la cellule et
du noyau et par une fragmentation de I’ADN.

Nous avons étudié ’effet du FGF1K¥3%

sur I’apoptose dépendante de p53. Nous avons
tout d’abord analysé le taux de survie des différentes lignées cellulaires. Puis nous avons
étudié différents marqueurs de 1’apoptose par western blot : phosphorylation de la protéine
p53, expression de la protéine pro-apoptotique PUMA, clivage de la caspase-3.

Le FGF1"" induit une diminution de la phosphorylation de p53, de la trans-activation de
PUMA et du clivage de la caspase-3. La diminution de ces différents marqueurs de 1’apoptose
est plus faible en présence du FGF1¥*** et du FGF1*N"S, Nos résultats montrent que la
localisation nucléaire du FGF1 est nécessaire mais insuffisante a son activité anti-apoptotique.

L’activité anti-apoptotique du FGF1 pourrait étre régulée par différentes modifications
post-traductionnelles, comme son activité neurotrophique. Le FGF1 pourrait également étre
impliqué dans des complexes protéiques participant a la régulation de 1’apoptose, comme des

complexes protéiques régulateurs de la transcription ou bien des complexes répresseurs de

protéines pro-apoptotiques (activation des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2).
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L’¢étude de ces complexes protéiques pourrait étre réalisée par spectrométrie de masse suite a

I’immunoprécipitation des différentes formes de FGF1.

3 Activités intracellulaires des formes FGF152" et FGF151%P

La premiere partie de notre étude a montré que la mutation K132E inhibe les activités
neurotrophique et anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire, comme le FGF1*NS. En
revanche, la forme FGF1""*?F est localisée  la fois dans le cytosol et le noyau, contrairement
au FGF1*™® qui est strictement cytosolique. La localisation nucléaire du FGF1 est nécessaire
mais insuffisante a ses activités intracellulaires. Le FGF1 doit donc étre impliqué dans un ou
plusieurs événements nucléaires participant a la régulation de ses activités : modifications
post-traductionnelles, implication dans des complexes protéiques régulateurs de la
transcription, etc. Ces événements seraient modifiés par la mutation du résidu lysine 132.

Le FGF1 est phosphorylé dans le compartiment nucléaire par la PKCS sur son résidu
sérine 130 (Mascarelli et al., 1989; Wiedlocha et al., 2005). La mutation K132E, a proximité
de ce résidu pourrait inhiber la phosphorylation du FGF1 et donc ses activités intracellulaires
et nucléaires.

Afin de déterminer le role de la phosphorylation du FGF1 sur ses activités

1513OA et le

intracellulaires, nous avons étudié deux autres formes mutantes du FGF1, le FGF
FGF15%P, La mutation S130A inhibe la phosphorylation du FGF1, tandis que la mutation
S130D mime une phosphorylation constitutive grace a la charge négative apportée par 1’acide

aspartique en position 130.

3.1 Les formes mutantes FGF152% et FGF15%P induisent la différenciation des

cellules PC12.

Comme pour le FGF1¥13%

, nous avons ¢tudi¢ la formation d’extensions neuritiques
longues et ramifiées en présence des formes FGF15% et FGF1%"*%°. Nous n’avons observé
aucune différence entre ces deux formes mutantes du FGF1 par comparaison avec la forme
sauvage. Il semble donc que la phosphorylation du FGF1 ne soit pas impliquée dans la
régulation de D’activité de différenciation du FGF1 dans les cellules PC12. Ces résultats
suggerent également que la mutation du résidu lysine 132 n’affecte pas la phosphorylation du
FGF1. En effet, si la mutation K132E inhibait ou mimait la phosphorylation, le FGF1X3%
présenterait la méme activité neurotrophique que le FGF13%*% ou le FGF1%%%, ce qui n’est

pas le cas. En effet, la mutation K132E inhibe ’activité neurotrophique du FGF1 tandis que
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les deux formes mutantes pour le site de phosphorylation présentent la méme activité de
différenciation neuronale que le FGF1"".

Si la phosphorylation du FGF1 ne semble pas impliquée dans la régulation de I’activité
neurotrophique du FGF1, d’autres modifications post-traductionnelles pourraient jouer un role
sur cette activité intracellulaire du FGFL1.

3.2 Le FGF1°"% présente une activité anti-apoptotique contrairement au FGF1°:%P,

Nous avons montré que la forme mutante FGF13*% contrairement a la forme
FGF1%5%, présente une forte activité anti-apoptotique vis-a-vis de I’apoptose dépendante de
p53 dans les cellules PC12. En présence de FGF13** (dont la phosphorylation est inhibée),
on observe une diminution de la phosphorylation de p53, de la trans-activation de PUMA et
du clivage de la caspase-3, comme pour le FGF1 sauvage. A I’inverse, I’effet du FGF13%P
(dont la phosphorylation est mimée) sur ces différents marqueurs de I’apoptose est fortement

réduit par rapport & ce qui est observé pour le FGF15%3%4

Il semble donc que la
phosphorylation du FGF1 inhibe partiellement ses activités intracellulaires. La
phosphorylation du FGF1 diminue notamment son action sur les différents acteurs de la voie
mitochondriale de I’apoptose, ce qui se traduit par une forte diminution de son activité anti-

apoptotique.

Les études précédemment menées sur les activités extracellulaires du FGF1 ont permis de
mettre en évidence le site de phosphorylation du FGF1, cible de la kinase PKC9, ainsi que la
localisation de cette phosphorylation, qui a lieu dans le noyau (Mascarelli et al., 1989;
Wiedlocha et al., 2005). En revanche, le role de cette phosphorylation sur les activités intra-
ou extracellulaires du FGF1 restait largement méconnu. Les études menées sur les activités
extracellulaires de formes mutantes FGF13%** et FGF1°™*° (qui mime également la
phosphorylation du FGF1) ont montré que ces deux formes sont capables d’interagir avec les
FGFRs, d’induire la voie des MAPK et qu’elles présentent toutes deux une activité
mitogénique comparable.

Nos résultats permettent donc pour la premiére fois de mettre en évidence le role
régulateur de la phosphorylation du FGF1 sur son activité anti-apoptotique dans les cellules
PC12. Ces résultats sont confirmés par une étude menée au sein de notre équipe sur les
activités intracellulaires du FGF1 dans des cellules issues d’un neuroblastome humain, les
cellules SH-SY5Y. Dans ces cellules, 1’ajout d’étoposide induit I’apoptose dépendante de

p53, et I’expression des formes FGF1"" et FGF13*® inhibe cette apoptose contrairement &
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I’expression de la forme FGF1313%P (résultats non publiés). L’ensemble de ces résultats
montre que dans deux modeéles de cellules neuronales le FGF1 a une activité anti-apoptotique
et que sa phosphorylation inhibe cette activité.

Toutefois, nos résultats ont été obtenus avec une forme mutante qui mime la
phosphorylation du FGF1 et non pas avec une forme de FGF1 constitutivement phosphorylée.
Il se peut donc que 1’ajout de la charge négative en position 130 de FGF1 inhibe son activité
anti-apoptotique indépendamment de sa phosphorylation. D’autre part, parmi les différentes

formes de FGF1 étudiées, seule la forme FGF15%3%A

présente la méme activité anti-
apoptotique que le FGF1'VT. En effet, la forme FGF1*3?F ne protége pas les cellules PC12 de
I’apoptose dépendante de p53, comme la forme FGF1°*°°, Les mutations K132E et S130D
inhibent toutes les deux I’activité anti-apoptotique du FGF1. Ces mutations ameénent chacune
une charge négative au niveau du domaine C-terminal du FGF1. Nous pouvons donc émettre
I’hypothese que le domaine C-terminal joue un réle important dans la régulation de I’activité
anti-apoptotique du FGF1. L’ajout d’une charge négative au niveau de ce domaine C-terminal

pourrait modifier la structure du FGF1, ses interactions avec d’éventuels partenaires

nucléaires ou bien ses activités potentielles de co-facteur de transcription.

L’¢étude des activités extracellulaires de différentes formes mutantes du FGF1 semble
confirmer cette hypothése. Le FGF1'T extracellulaire, ajouté au milieu de culture des cellules
NIH3T3 est transloqué dans le cytosol et le noyau des cellules et a une activité mitogénique.
La forme mutante FGF1¥*%F extracellulaire présente une activité mitogénique fortement
réduite par rapport au FGF1"'. En revanche, la forme mutante FGF1¥**?A qui inhibe la
méthylation du FGF1 sans ajouter de charge négative, posséde une activité mitogénique
comparable & celle du FGF1™WT (Klingenberg et al., 1999). Les deux formes mutantes
FGF1K13%E et FGF1K!3%* sont transloquées dans le cytosol et le noyau de fagon comparable. I
semblerait donc que I’ajout d’une charge négative au niveau du domaine C-terminal du FGF1
inhibe ses activités extra- et intracellulaires. Des modifications post-traductionnelles du
domaine C-terminal du FGF1 pourraient donc étre impliquées dans la régulation des activités
de ce facteur de croissance.

Afin de confirmer cette hypothése, une étude de I’activité anti-apoptotique du FGF1
intracellulaire pourrait étre réalisée avec la forme mutante FGF1¥**A, Celle-ci modifierait le
domaine C-terminal sans ajout de charge négative. Les résultats de cette étude devraient

permettre de déterminer le role exact des modifications post-traductionnelles sur 1’activité
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anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire, ainsi que I’importance du domaine C-terminal dans

la régulation des activités intracellulaires du FGF1.

4 Interaction des différentes formes de FGF1 avec la protéine p53

Notre équipe a montré pour la premiere fois une interaction entre la protéine p53 et le
FGF1 intracellulaire dans les cellules PC12 par immunoprécipitation. La forme mutante
FGF1*™ n’est pas co-immunoprécipitée avec p53. Dans les cellules PC12, I’activité anti-
apoptotique du FGF1"T se traduit par une diminution de I’activation de p53. L’interaction
entre p53 et le FGF1 pourrait participer a cette inhibition et pourrait également étre impliquée
dans la régulation des activités transcriptionnelles de p53.

Afin de mieux comprendre le role de I’interaction entre p53 et le FGF1, nous avons
entrepris d’étudier D’interaction entre p53 et les formes mutantes FGF1¥B%E FGF153%A et
FGF1%5%, Les résultats obtenus restent préliminaires et doivent étre confirmés. Toutefois les
formes FGF113%F et FGF13"%°* interagiraient avec la protéine p53, contrairement & la forme
FGF15130D.

Les différentes formes de FGF1 présentant une activité anti-apoptotique interagissent
avec la protéine p53 (FGF1VT, FGF1313%4). La forme mutante FGF1**%€ qui ne présente pas
d’activité anti-apoptotique, interagit également avec p53, contrairement aux autres formes
FGF153% et FGF1*™S qui ne présentent également aucune activité nti-apoptotique. Ces
données suggerent que I’interaction entre p53 et le FGF1 n’est pas suffisante pour expliquer
I’activité anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire.

Ces résultats nous permettent d’émettre plusieurs hypothéses :

- p53 etle FGF1 font partie d’un large complexe protéique impliqué dans la régulation
de ’expression de genes codant pour des protéines régulatrices de 1’apoptose,
- le FGF1 peut faire partie de différents complexes protéiques régulateurs de la cascade

apoptotique, impliqués ou non dans la régulation de la transcription.

4.1 Implication du FGF1 dans un complexe protéique réqulateur de la transcription.

La protéine p53 est un facteur de transcription régulant un grand nombre de mécanismes
cellulaire. C’est notamment un activateur majeur de la voie intrinséque de 1’apoptose. La
protéine p53 va principalement induire ’apoptose en régulant la transcription de nombreux
genes cibles et notamment de génes codant pour des protéines de la famille Bcl-2. En effet,

p53 active la transcription de génes codant pour des protéines pro-apoptotiques comme
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PUMA et réprime 1’expression de génes codant pour des protéines anti-apoptotiques comme
Bcl-2.

L’activité transcriptionnelle de p53 est régulée par des modifications post-
traductionnelles (phosphorylations, ubiquitinylations...) ou par des interactions avec
différents partenaires protéiques comme MDM2 (qui induit sa degradation) ou CBP/p300
(protéine co-activatrice de la transcription).

La protéine p53 pourrait donc interagir avec le FGF1 au sein d’un complexe protéique
plus large. Une modification des partenaires protéiques présents au sein de complexe pourrait
participer a la diminution de D’activité transcriptionnelle de p53 et donc a I’inhibition de
I’apoptose par le FGF1.

Le complexe protéique p53/FGF1 pourrait ainsi interagir avec des protéines impliquées
dans la transcription comme la protéine CBP/p300. Cette protéine est un co-activateur
transcriptionnel de p53 (Gu et al., 1997; Grossman, 2001). Il a également été montré que la
protéine CBP/p300 peut interagir avec le récepteur FGFR1 nucléarisé, permettant au FGFR1
de participer a la régulation du géne codant pour le FGF2 (Peng et al., 2001; Fang et al.,
2005). La nucléarisation des récepteurs aux FGFs suppose une internalisation préalable, le
plus souvent suite a la liaison de leurs ligands comme le FGF1. Il se pourrait donc que le
FGF1, un facteur de croissance intracellulaire et nucléaire soit également capable d’interagir
avec la protéine CBP/p300. Cette interaction inhiberait ’activité co-activatrice de cette
derniere, induisant une diminution de 1’activité transcriptionnelle de p53.

De facon plus générale, on peut envisager que le FGF1 ait une activité de facteur ou de
co-facteur de transcription de fagcon dépendante ou non de son interaction avec p53. En effet,
des résultats préliminaires obtenus dans 1’équipe semblent montrer que le FGF1 est localisé
dans le méme sous-compartiment nucléaire que certains facteurs de transcription comme le
TFIID et qu’il peut interagir avec la forme phosphorylée de la protéine p53 (phosphorylation
de la sérine 15, marqueur de 1’activation transcriptionnelle de p53) (résultats non publi€s). Ces
deux résultats sont a confirmer, toutefois, ils semblent indiquer que le FGF1 pourrait jouer un
role actif dans la régulation de la transcription, en association avec p53 ou d’autres facteurs et
co-facteurs de transcription.

Afin de déterminer le potentiel réle de facteur ou co-facteur de transcription du FGF1,
une etude est actuellement en cours dans notre équipe. Différentes formes mutantes de FGF1
taguées ont éte générées et transfectées de facon stable dans les cellules PC12. Ces formes
possédent un tag V5/Histidine qui permet leur immunoprécipitation spécifique. Des

expériences sont en cours afin de déterminer si le FGF1 interagit (directement ou non) avec la
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chromatine. Si c’est le cas, des expériences de ChIP-Seq seront menées afin de déterminer

quels sont les genes cibles régulés ou co-régulés par le FGF1.

4.2 Implication du FGF1 dans des complexes protéiques régulateurs de la voie de

signalisation de I’apoptose dépendante de p53.

Le FGF1 pourrait participer a la régulation de la signalisation de I’apoptose dépendante
de p53 en régulant la stabilité de p53 ou sa localisation subcellulaire. Pour cela, le FGF1
pourrait interagir avec différents partenaires protéiques comme par exemple des kinases.

Le FGF1 pourrait ainsi réguler 1’activation et la stabilité de p53 via son interaction avec
la kinase CK2. Il a été montré que le FGF1 interagit avec la protéine CK2 et que cette
interaction régule I’activité mitogénique du FGF1. Mais cette interaction pourrait également
modifier la phosphorylation de p53 par la CK2. En effet, suite a des dommages a ’ADN, la
CK2 peut phosphoryler p53 sur son résidu serine 392 (Keller et al., 2001) localisé dans le
domaine régulateur situé en C-terminal de p53. La phosphorylation de ce résidu favorise la
liaison de p53 a I’ADN ainsi que son activité transcriptionnelle (Hupp et al., 1992; Keller and
Lu, 2002). L’interaction entre le FGF1 et la kinase CK2 pourrait diminuer 1’activité de cette
derniéere et donc la phosphorylation de la sérine 392 de p53, ce qui inhiberait en partie les
activités transcriptionnelles de p53. Afin de vérifier cette hypothése, nous pourrions doser
I’activité de la CK2, et étudier la phosphorylation de la sérine 392 de p53 en présence ou en
absence des différentes formes de FGF1.

La localisation subcellulaire de p53 participe également a la régulation de ses activiteés.
Suite a son activation, la protéine p53 est principalement relocalisée dans le compartiment
nucléaire ou elle va exercer ses activités de facteur de transcription. Il a été montré que la
protéine RSK2 interagit avec la protéine p53 phosphorylée (sur son résidu sérine 15).
L’interaction entre ces deux protéines induit une accumulation nucléaire de p53. RSK2
participe également a la régulation de ’activité transcriptionnelle de p53 (Cho et al., 2005).
La protéine RSK2 a également pour partenaire protéique le FGF2 intracellulaire de faible
poids moléculaire (Soulet et al., 2005). Le FGF2 fait partie de la méme sous-famille que le
FGF1 et leurs activités intracellulaires sont souvent comparables, en particulier leurs activités
neurotrophique, mitogénique et tumorigene. On peut donc émettre ’hypotheése que le FGF1
pourrait également interagir avec la protéine RSK2, inhibant I’interaction entre p5S3 et RSK2

et éventuellement la nucléarisation de p53 et ses activités transcriptionnelles.
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L’¢étude des partenaires protéiques du FGF1 par spectrométriec de masse permettra de

progresser dans la compréhension de son mode d’action intracellulaire.

5 Conclusions et perspectives

Le FGF1 est un facteur de croissance atypique, majoritairement intracellulaire et
nucléaire. Il induit la prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. Il est également
impliqué dans les processus de tumorigenése et peut conferer aux tumeurs le surexprimant
une résistance aux chimiothérapies.

Notre équipe travaille depuis plusieurs années a la caractérisation des voies de
signalisation du FGF1 intracellulaire. L’équipe a ainsi montré que le FGF1 intracellulaire a
une activité anti-apoptotique dans plusieurs modeéle cellulaires : cellules REtsAF, PC12 ou
SH-SYS5Y suite a I’induction de 1’apoptose dépendante de p53. Dans les cellules PC12, un
modele d’étude de la différenciation neuronale, le FGF1 présente également une activité
neurotrophique.

A T’aide de différentes formes mutantes du FGF1, j’ai cherché a mieux caractériser ses

activités neurotrophique et anti-apoptotique dans les cellules PC12. J’ai ainsi pu montrer que :

- La phosphorylation du FGF1 inhibe son activité anti-apoptotique, mais ne modifie
pas son activité de différenciation cellulaire.
- Le domaine C-terminal du FGF1, et ses éventuelles modifications post-

traductionnelles, sont importants pour la régulation de ses activités intracellulaires.

Nos résultats mettent donc en évidence pour la premiere fois le role régulateur de la
phosphorylation du FGF1 sur ses activités intracellulaires. Ils mettent également en évidence
le r6le important que joue le domaine C-terminal du FGF1 dans la régulation de ces mémes
activités. Les études précédemment menées dans différentes équipes ont montré que ce
domaine est important pour ’interaction entre le FGF1 extracellulaire et les HSPG. En
revanche, I’implication de ce domaine dans la régulation des activités du FGF1 intracellulaire

n’avait pas été étudiée auparavant.

Afin de mieux comprendre le rdle du domaine C-terminal du FGF1 dans la régulation de
ses activités intracellulaires, nous envisageons d’étudier différentes formes du FGF1 mutées
au niveau de ce domaine. Nous pourrions ainsi étudier les activités de differentes formes de
FGF1 dont le domaine C-terminal serait plus ou moins tronqué afin de délimiter plus

précisément la région impliquée dans la régulation des activités du FGF1. Nous pourrions
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également étudier differentes formes du FGF1 mutées sur différents résidus du domaine C-
terminal. L’activit¢ de ce domaine semble étroitement liée aux modifications post-
traductionnelles déja décrites du FGF1 (phosphorylation de la sérine 130 ; méthylation de la
lysine 132). Toutefois, le domaine C-terminal du FGF1 pourrait subir d’autres modifications
post-traductionnelles comme des acétylations, des ubiquitinylations ou encore des
sumoylations. Nous envisageons donc de réaliser des expériences de spectrométrie de masse
selon la technique décrite par Olsen et Mann, ce qui nous permettrait d’identifier
d’éventuelles modifications post-traductionnelles susceptibles de réguler les activités

intracellulaires du FGF1.

D’autre part, mes travaux préliminaires sur les interactions entre la protéine p53 et les
différentes formes mutantes de FGF1 suggeérent que le FGF1 pourrait soit faire partie de
complexes proteiques régulateurs de la transcription soit interagir avec des protéines

régulatrices de 1’activité de p53.

L’¢étude des interactions entre p53 et le FGF1 a été réalisée par immunoprécipitation.
Malheureusement, de nombreux problemes techniques ont perturbé cette étude. Notre objectif
principal a été d’améliorer la spécificité des co-immunoprécipitations et la détection des
protéines par western blot. Afin d’optimiser notre technique d’immunoprécipitation, des
vecteurs permettant 1’expression de différentes formes tagguées (tag V5/His) du FGF1 ont été
générés au laboratoire. Des cellules PC12 ont été transfectées de facon stable avec ces
différents vecteurs. Les lignées ainsi obtenues nous permettrons de mieux comprendre le
mode d’action du FGF1 au sein de la cellule et plus particulierement au sein du compartiment
nucléaire. En effet, nous ’avons évoqué, I'une de nos hypotheses est que le FGF1 est
impliqué dans la régulation de la transcription soit en tant que facteur de transcription,
indépendamment ou non de la protéine p53, soit en tant que co-facteur de transcription, au

sein de larges complexes protéiques.

Afin de tester cette hypothése, nous envisageons tout d’abord de confirmer les
interactions observées entre les différentes formes mutantes de FGF1 et la protéine p53 grace
a des immunoprécipitations des protéines FGF1 tagguées (sauvage ou mutantes). En effet,
nous avons jusqu’a présent étudié ces interactions grace a des immunoprécipitations de la
protéine p53. L’ immunoprécipitation des différentes formes de FGF1 via leur tag devrait nous
permettre de réduire considérablement les interactions non spécifiques observées jusqu’a

présent.
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Nous chercherons egalement a déterminer si le FGF1 peut jouer un role de facteur ou de
co-facteur de transcription grace a des expériences de ChlP-Seq. L’activité anti-apoptotique
du FGF1 dans les cellules PC12 se traduit par une diminution de la transactivation de la
protéine pro-apoptotique PUMA, codée par un gene-cible de p53. Nous envisageons donc que
le FGF1, s’il a une activit¢ de facteur ou de co-facteur de transcription, participe a la
répression transcriptionnelle de certains genes-cibles de p53, et notamment ceux codant pour
des protéines pro-apoptotiques comme Noxa et PUMA ou bien ceux codant pour des
protéines impliquées dans 1’arrét du cycle cellulaire comme p21 ou 14-3-36. Mais le FGF1
pourrait également réguler et activer la transcription de génes codant pour des protéines anti-
apoptotiques comme des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 ou des protéines de la
famille des IAPs.

Enfin, nous essaierons d’identifier de nouveaux partenaires protéiques du FGF1 par
spectrométrie de masse sur les complexes obtenus apres immunoprécipitation. Nous
envisageons que le FGF1 puisse interagir avec des protéines impliquées dans la régulation de
la transcription comme CBP/p300 ou TFIID. Mais il pourrait également former des
complexes protéiques avec différents régulateurs de la protéine p53 comme les kinases ATM,
ATR ou CK2.

L’ensemble de ces travaux permettrait de mieux comprendre les mécanismes d’action
impliqués dans I’activité anti-apoptotique du FGF1 et de progresser dans la caractérisation
d’autres activités du FGF1 intracellulaire comme son activité de prolifération cellulaire et son
implication dans les mécanismes de tumorigenése et de résistance aux chimiothérapies. En
effet, de récentes études ont montré le rdle oncogénique du FGF1 dans différents types de
cancers, et notamment dans certains cancers des ovaires. Lorsqu’il est surexprimé, le FGF1
permet aux cellules issues de cancers des ovaires de survivre a la mort cellulaire induite par
des dérivés du platine utilisés en chimiothérapie. Mes travaux de thése ont permis de mieux
caractériser I’activité anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire. Ces données pourraient
également permettre de progresser dans la caractérisation de 1’activité oncogénique du FGF1
dans des modeéles cellulaires issus de cancers des ovaires. Ce projet de recherche vient d’étre

initié dans notre équipe.
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Caspases are key effectors of programmed cell death. Down- and up-regulation of their activity are involved in dif-
ferent pathologies. In most cells, zVAD-fmk prevents apoptosis. However, unexpected effects of zZVAD-fmk have
been characterized in different laboratories, cell models and cell death processes. We have previously shown
that zVAD-fmk accelerates p53-dependent apoptosis in rat embryonic fibroblasts. In this study, we pursued our
investigations on zZVAD-fmk effects and focused our study at the mitochondrial level in mouse embryonic fibro-
blasts (MEFs). In both primary and immortalized (by AgT or 3T9 protocol) MEFs, zZVAD-fmk increased
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p53 levels nor transcriptional activities, suggesting that zVAD-fmk acts downstream of p53. In MEFs, zZVAD-fmk
increased p53-dependent loss of AWm, cytochrome c release and caspase-9 activity. Indeed, zVAD-fmk inhibited
effector caspases (caspases-3, -6, -7) as expected but increased caspase-9 cleavage and activity in etoposide-
treated MEFs. Q-VD-OPh, another caspase inhibitor, also increased both loss of A¥m and caspase-9 cleavage in
etoposide-treated MEFs. Invalidation of bax and bak suppressed p53-dependent cell death and zZVAD-fmk regula-
tion of this process. Invalidation of caspase-9 did not inhibit mitochondrial membrane depolarization but
suppressed zVAD-fmk amplification of this process. Altogether, our data suggest that caspase-9 activity is up-
regulated by ZVAD-fmk and is involved in an amplification loop of etoposide-induced cell death at the mitochon-
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drial level in MEFs.
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1. Introduction

Programmed cell death (PCD) is a physiological process required for
embryogenesis, metamorphosis, tissue homeostasis and elimination of
cells that are potentially detrimental to the organism. Misregulation of
PCD has been implicated in many pathologies, such as cancers, neuro-
degenerative and autoimmune diseases [1,2]. Different types of PCD
have been described including apoptosis, necrosis and autophagy,
which diverge on criteria such as the initiating death signals, morpho-
logical alterations, mitochondrial events, protease and/or nuclease acti-
vations, as well as functional and immunological aspects [3,4]. We
focused our study on mitochondrial-dependent cell death induced by
the tumor suppressor p53. In response to stresses such as DNA dam-
ages, oncogene activation or hypoxia, the transcription factor p53 in-
duces the intrinsic pathway of apoptosis [5,6] by trans-activating
genes encoding proteins involved in the induction of apoptosis, such

* Corresponding author at: Laboratoire de Génétique et Biologie Cellulaire, EA4589
UVSQ/EPHE, 45 avenue des Etats-Unis, 78035 Versailles, France. Tel.: +33 1 39253658;
fax: +33 139253655.
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0167-4889/$% - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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as proapoptotic Bcl-2 family members (Bax, Puma or noxa) [7,8].
These proteins as well as p53 itself [9] can induce mitochondrial modi-
fications, such as mitochondrial internal membrane depolarization and
outer membrane permeabilization. These modifications induce the
release of apoptogenic proteins, including cytochrome ¢ and Smac/
DIABLO, from the mitochondrial inter-membrane space to the cytosol.
Cytochrome c release results in the formation of the apoptosome, a
large complex composed of cytochrome ¢, ATP/dATP, Apaf-1 and
procaspase-9. The formation of this apoptosome requires the interac-
tion of Apaf-1 and procaspase-9 via their respective CARD domain,
and activates the initiator caspase-9, which in turn activates effector
caspases (caspase-3, -6 and -7) [10,11]. Smac/DIABLO cooperates to
the regulation of the apoptotic process by neutralizing the caspase-3,
-7, -9 inhibitor XIAP in the cytosol [12,13]. In some cell types, p53 also
regulates the extrinsic apoptotic pathway by controlling the expression
of genes coding for death receptor family members. This pathway is
activated by death receptors able to cross-activate the intrinsic pathway
via the caspase-8-dependent cleavage of Bid, a proapoptotic Bcl-2 fam-
ily member [14].

A molecular hallmark of apoptosis is the activation of caspases, cyste-
inyl proteases that execute cell death through the cleavage of a broad
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spectrum of cellular protein targets after an Asp residue [11,15-17]. Apo-
ptotic caspases can be classified as initiator (caspase-2, -8, -9, -10) or ef-
fector caspases (caspase-3, -6, -7). The classical apoptotic pathways
require a sequential activation of initiator caspases (requiring adapter
proteins} and effector caspases (cleaved by activated initiator or effector
caspases). Most of the studies on both the function and the regulation
of caspases have been performed using pharmacological inhibitors [18].
Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone (zVAD-fmk)
is the most used cell permeable broad-caspase inhibitor. In most of the
cells, ZVAD-fmk prevents the apoptotic process. However, we have previ-
ously shown that zZVAD-fmk increases p53-dependent cell death in rat
embryonic fibroblasts [19-21]. In REtsAFs, a rat embryonic fibroblast
cell line immortalized with a temperature-sensitive mutant (tsA58) of
the simian virus 40 large tumor antigen (AgT}, we have shown that
p53-dependent cell death in the presence of zZVAD-fmk diverges from
the classical pathway. This cell death process induced in the presence of
zZVAD-fmk could not be inhibited by Bcl-2 overexpression, in contrast to
the classical pathway [19,21]. Furthermore, we have shown that ZVAD-
fmmk could modify pS3-transcriptional activities in these cells. Indeed,
pS3-dependent trans-activation was decreased while p53-dependent
trans-repression was increased in the presence of zZVAD-fmk as shown
by the study of p53 target gene expression and microarray analysis [20].
Different laboratories presented evidences that zVAD-fmk can induce
switches between apoptotic, necrotic and autophagic cell deaths [22,23]
and that zZVAD-fmk cannot prevent all types of caspase-dependent apo-
ptosis [19-21,24,25]. These unexpected effects of zZVAD-fmk were
detected on different cell death pathways, in different cell types and
after different cell death stimuli. Altogether, these results suggest that
the inability of zZVAD-fimk to prevent some apoptotic cell deaths or to in-
duce a switch in the cell death process might be due to the fact that this
inhibitor does not inhibit all caspases to the same extent. To test this hy-
pothesis and to progress in the comprehension of zZVAD-fmk effect on
pS3-dependent cell death, we pursued our investigations on the zZVAD-
fink effect in mouse embryonic fibroblasts (MEFs), in primary cultures
and in immortalized cell lines issued from wild type, Bax '~ Bak ™/~
and caspase-9~/~ mice. In the present study, we show that: (i) ZVAD-
fmk accelerates mitochondrial membrane depolarization and cytochrome
¢ release occurring during etoposide-induced cell death; (i) although
ZVAD-fmk classically inhibited effector caspases, it did not inhibit the ini-
tiator caspase-9 but in contrast it induced the accumulation of the active
form of this caspase; and (iii} caspase-9 induces a mitochondrial amplifi-
cation loop during etoposide-induced cell death in MEFs.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and drugs

Primary cultures of mouse embryonic fibroblasts (primary MEFs)
were a generous gift from Alice Jouneau (INRA, Jouy-en-Josas,
France). Established cell lines from wild type (3T9 MEFs) and Bax /'~
Bak ™'~ (DKO 3T9 MEFs) mouse embryonic fibroblasts were a generous
gift from Peter Daniel (Clinical and Molecular Oncology, University
Medical Center Charité, Berlin, Germany). SV40 Antigen T immortalized
MEFs from wild type (AgT MEFs) and Caspase-9~/~ (C9KO AgT MEFs)
mice were a generous gift from Richard Flavell (Yale School of Medicine,
Department of Immunology, New Haven, USA). MEFs were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM, Invitrogen) sup-
plemented with 10% (3T9, AgT, C9KO AgT and primary MEFs, Hela
cells} or 15% (DKO 3T9 MEFs) fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml pen-
icillin, 100 ug/ml streptomycin and 1% Glutamax at 37 °Cin 5% CO, hu-
midified atmosphere. Etoposide (50pg/ml, Sigma), which is an
inhibitor of Topoisomerase II and a DNA damage-inducing drug, was
used to induce p53-dependent cell death. zVAD-fmk (50 uM, Z-Val-
Ala-DL-Asp-fluromethylketone, Bachem) and Q-VD-OPh (20 uM,
Quinolyl-Val-Asp-OPh, Biovision) were used as caspase inhibitors.

2.2. Flow cytometry analysis of cell death

Cells were plated in 12-well plates at a density of 7.10 cells/ml. At 70%
confluence, different treatments (etoposide, zZVAD-fmk and/or Q-VD-
OPh) were performed. Both attached and floating cells were collected
and analyzed by flow cytometry after DiOCs(3) and propidium iodide
(PI} staining as previously described [26]. Three parameters were exam-
ined: the DiOCs(3) staining (representative of the mitochondrial mem-
brane potential, A¥m), cell size (representative of the condensation of
the cells), and the PI staining (representative of primary or secondary
necrotic cells). In this study, we focused our attention on: cells with low
A¥m which correspond to cells with low DiOCg(3) and low PI staining
cells; and, apoptotic cells which correspond to cells with small cell size,
low DiOCs(3} and low PI staining cells. MitoTracker® Red CMXRos was
used to analyze the mitochondrial membrane potential of transfected
cells. Cells were incubated with 150 nM MitoTracker® Red CMXRos for
30 min at 37 °C before flow cytometry analysis.

2.3. ROS production analysis by flow cytometry

3T9 MEFs cells and Hela cells were plated in 12-well plates at a
density of 7.10%cells/ml. At 70% confluence, etoposide and/or zZVAD-
fmk treatments were performed and reactive oxygen species (ROS)
production was evaluated by flow cytometry after DCFH-DA staining
as previously described (Dumay et al., 2006).

2.4. RT-PCR assay

At 70% confluence, 3T9 MEFs were incubated with or without
etoposide +/— zVAD-fmk After 16 h of treatment, total RNA was isolated
using the guanidium isothiocyanate method. RT-PCR was performed to
examine the levels of p53, mdm2, p21 and noxa mRNAs as previously de-
scribed [26]. RT-PCR of 18S rRNA was used as a control.

2.5. Cytosol fraction preparation

At 70% confluence, 3T9 MEFs were incubated with etoposide +/—
zZVAD-fmk for different treatment times (0, 4, 8, 12, 16 and 19 h). At-
tached and floating cells were collected and centrifuged 5 min at
200 g. Pellets were resuspended in 200 pL of Lysis buffer (10 mM
Hepes-KOH pH 7.4, 0.1 mM EDTA, 1mM EGTA, 250 mM sucrose,
1 mM protease inhibitor cocktail AEBSF (Roche)). After 30 min incuba-
tion at4 °C, cell disruption was completed by passing the cells through a
0.4 x 20 mm needle 10 times. 1/3 of the extract was conserved as the
total extract, 2/3 of the extract was centrifuged for 5 min at 4 °C at
52 g to eliminate nuclei. The supernatant was further centrifuged
30 min at 4 °C at 7000 g to eliminate mitochondria and reticulum. The
supernatant corresponded to the cytosol fraction and was analyzed by
Western blot.

2.6. Western blot analysis

At 70% confluence, MEFs were incubated with or without etoposide,
zVAD-fimk and/or Q-VD-OPh. After different treatment times, cells were
harvested, lysed and frozen at —20 °C. Proteins (10-30 pg), from total
cell extracts or from cytosolic extracts, were separated in NuPAGE 4-
12% Bis-Tris polyacrylamide gels according to the manufacturer’s in-
structions (Invitrogen) and transferred onto a PVDF membrane
{Millipore). The primary antibodies used were anti-p53 (Pab 122, gift
from E. May, IRSC, Villejuif, France}, anti-phospho-p53 (Ser-15, Cell Sig-
naling), anti-actin (Sigma}), anti-cytochrome ¢ (BD Pharmigen), anti-
VDAC (gift from C. Brenner, UVSQ, Versailles, France), anti-lamin A/C
(Cell Signaling}, anti-enolase (gift from N. Lamande, College de France,
Paris), anti-caspase-9 (5B4, Abcam), anti-cleaved caspase-3 (Asp175,
Cell Signaling), anti-cleaved caspase-6 (Asp162, Cell Signaling), and
anti-tubulin (MAS078, Sera-lLab). Secondary antibodies (peroxidase-
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conjugated) were anti-rabbit, anti-mouse or anti-rat immunoglobulin
(Biosystem). Immunoreactive bands were detected by chemilumines-
cence using the Immobilon kit (Millipore).

2.7. Immunocytochemistry

3T9 MEFs were plated onto glass coverslips in complete medium.
At 60% confluence, cells were incubated with or without etoposide
and/or zZVAD-fmk. Immunocytochemistry analysis was performed as
previously described [26]. In the present study, we used a mouse
monoclonal anti-cytochrome ¢ (BD Bioscience} as primary antibody
and a FITC-conjugated anti-mouse antibody (Jackson Immuno-
Research Laboratory) as secondary antibody. Nuclei were stained
with Hoechst 33342. Immunolabeled cells were examined by epi-
fluorescence under a DMR Leica microscope equipped with an Olym-
pus DP70 photo camera using the DP Manager software.

2.8. Caspase-3/7 and caspase-9 activity assays

The Apo-ONE™ Homogeneous Caspase-3/7 Assay and the Caspase-
Glow 9 Assay (Promega) were used to detect caspase-3/-7 and
caspase-9 activities in 3T9 MEFs treated with etoposide +/—zVAD-
fmk according to the manufacturer’s instructions.

2.9. Cell transfection

Caspase-9 KO AgT MEFs were plated in 12-well plates for flow
cytometry analysis, and in 60 mm diameter plates for Western-blot
analysis at a density of 10° cells/ml. At 80% confluence, cells were trans-
fected with 125ng (for 12-well plate) or 1pug (for 60 mm plate)
pCDNAs-caspase-9 expression vector in the presence of Lipofectamine™
Transfection Reagent and PLUS™ Reagent in DMEM (Invitrogen) and in-
cubated for 5h at 37 °C according to the manufacturer’s instructions.
Human caspase-9 expression vector was a generous gift from Patrick
Melhen (Apoptosis, Cancer and Development Laboratory, Centre Léon
Bérard, Lyon, France). After 24 h of culture in complete medium, trans-
fected cells were incubated with etoposide for 16 h. Then, the mitochon-
drial membrane potential was analyzed by flow cytometry after Mito
Tracker Red (MXRos staining and cell lysates were analyzed by
Western-blot as previously described.

2.10. Statistical analysis

Each bar of the different graphs indicates the average measure and
standard error of at least three independent experiments, and P-
values are from paired two-tailed Student’s t-tests.

3. Results

3.1. zVAD-fmk increases etoposide-induced mitochondrial membrane
depolarization in MEFs

In order to test the effect of zZVAD-fmk on p53-dependent apopto-
sis in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) that are either spontane-
ously immortalized (3T9 MEFs [27]), immortalized by transfection
of SV40 AgT (AgT MEFs) or not immortalized (primary MEFs), we
used etoposide, a DNA damage-inducing drug, to activate p53. The
cell death process induced by etoposide in the presence or absence
of zZVAD-fmk was analyzed by flow cytometry after DiOCg(3) and
propidium iodide (PI) staining (Fig. 1). Apoptotic cells corresponded
to the cells with three characteristics: low PI staining to exclude pri-
mary and secondary necrotic cells, low DiOCg(3) staining indicating
a low mitochondrial membrane potential A¥m, and low cell size
(ie. condensating cells). In AgT MEFs, etoposide increased the per-
centage of apoptotic cells and the addition of zZVAD-fmk classically
decreased this effect (Fig. 1A). In 3T9 MEFs and in primary MEFs,

zVAD-fmk surprisingly increased the percentage of apoptotic cells
(Fig. 1B, C). The effect of zVAD-fmk was more pronounced (earlier
and higher) in primary MEFs than in the established cell line 3T9
MEFs, suggesting a physiological relevance of this process. Then, we
analyzed the percentage of cells with low A¥m (whatever the cell
size} in the three types of MEFs. zZVAD-fmk increased the percentage
of cells with low A¥m in primary and immortalized MEFs. Thus, these
results suggest that: (i} zZVAD-fmk differently affected late events of
apoptosis, in particular cell condensation, depending on the immor-
talized state, and (ii} zVAD-fmk accelerates the decrease of mitochon-
drial membrane potential in the three types of MEFs by acting either
upstream or at the level of mitochondrial events.

zZVAD-fmk has been reported to switch between different cell
death modes (apoptosis, necrosis, autophagy, ...} [22,23,28]. In
etoposide-treated MEFs, zZVAD-fmk did not significantly increase ne-
crosis, autophagy and LEI/L-DNAse II caspase-independent cell
death (data not shown). Only apoptosis was detected to be regulated
by zVAD-fmk in this cellular model.

3.2. zVAD-fmk does not modify p53 transcriptional activity after
etoposide treatment in 379 MEFs

We have previously shown that zZVAD-fmk modifies both p53 sta-
bility and p53-transcriptional activities in rat embryonic fibroblasts
[20,21]. Therefore, we examined the status of p53 (mRNA and protein
levels) and some of its targets (at the mRNA level) in the presence or
absence of etoposide and/or zZVAD-fmk in mouse embryonic fibro-
blasts. In 3T9 MEFs, addition of etoposide and/or zZVAD-fmk did not
modify the levels of p53 mRNAs and protein (Fig. 2). In contrast, ad-
dition of etoposide induced an increase of the level in serine 15-
phosphorylated p53 (Fig. 2B} as well as in mdm2, p21 and noxa
mRNA levels (Fig. 2A), showing that etoposide induces p53-
transcriptional activity. The addition of zZVAD-fmk modified neither
the p53 levels nor the mRNA levels of p53 targets in the presence of
etoposide, suggesting that zVAD-fmk does not regulate p53-
transcriptional activity in 3T9 MEFs. Altogether, these results suggest
that zVAD-fmk increases mitochondrial membrane depolarization
downstream of p53 transcriptional activity in mouse embryonic fi-
broblasts after etoposide treatment.

3.3. Bax and/or Bak are involved in etoposide-induced cell death in the
presence or absence of ZVAD-fmk

We then examined the possible involvement of Bax/Bak or reactive
oxygen species (ROS) accumulation in the cell death process occurring
in 3T9 MEFs after etoposide treatment in the absence or in the presence
of zVAD-fmk.

To determine whether Bax and Bak are required for etoposide-
induced cell death and for the regulation of this process by zZVAD-fmk,
we used DKO 3T9 MEFs (Bax/~Bak '~ double knockout MEFs [29]).
Mitochondrial membrane depolarization, as assessed by flow
cytometric A¥m analysis, induced by etoposide in the presence or ab-
sence of zZVAD-fmk in 3T9 MEFs (after 16 h of treatment) was not
detected in DKO 3T9 MEFs even after longer treatments (16 and 45 h
of treatment) (Fig. 3A). Our results show that Bax and/or Bak are re-
quired for etoposide-induced loss of A¥m and for zVAD-fmk-induced
increase of this depolarization in mouse embryonic fibroblasts.

ROS accumulation could be involved in mitochondrial-membrane
potential collapse and cell death. Thus, we examined ROS production
induced by etoposide in 3T9 MEF cells in the absence or presence of
zZVAD-fmk by flow cytometry after DCFH-DA staining. Whatever the
treatment (etoposide +-/—zVAD-fmk}, DCF positive 3T9 MEFs could
not be detected by flow cytometry in contrast to DCF positive
etoposide-treated HeLa cells, which were used as positive control
(Fig. 3B). This result suggests that etoposide in the presence or absence
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Fig. 1. zZVAD-fmk increases mitochondrial membrane depolarization in MEFs after etoposide treatment. AgT MEFs (A), 3T9 MEFs (B) and primary MEFs (C) were untreated or treat-
ed with etoposide, both etoposide and zZVAD-fmk or ZVAD-fmk. After 16 h (for AgT and 3TS MEFs) or 12 h (for primary MEFs) of treatment, all the cells (attached and floating) were
analyzed by flow cytometry after DiOC4(3) and PI staining. Apoptotic cells are characterized by a low PI staining to exclude primary and secondary necrotic cells, a low DiOCg(3)
staining that correlates with low mitochondrial membrane potential A¥m and a low cell size that reveals cell condensation and late apoptotic events. Cells with low A¥m display a
low PI and low DiOCg(3) staining whatever the size of the cells. Average and Student's t tests were performed to compared etoposide versus etoposide and zVAD-fik (*p<0.05).

of zVAD-fmk does not activate ROS production in mouse embryonic
fibroblasts.

3.4. zVAD-fmk increases cytochrome c release after etoposide-treatment

We then examined the release of cytochrome ¢ from mitochondria to
the cytosol after etoposide-treatment in the presence or absence of
ZVAD-fmk in 3T9 MEFs. Immunocytochemistry experiments show that
cytochrome ¢ was princpally detected in the mitochondria in the ab-
sence of cell death inducer (Fig. 4A, B). After etoposide treatment, cyto-
chrome c release to the cytosol was detected in about 10% of the cells.
The addition of ZVAD-fimk increased the percentage of cells with cyto-
chrome c release in the presence of etoposide up to 34%. zZVAD-fmk

alone had no effect on cytochrome c localization. After etoposide treat-
ment in the presence or absence of zZVAD-fmk, dying cells detached
from the Petri dish. Thus, we analyzed the level of cytosolic cytochrome
c in all cells (both attached and floating cells) after cytosolic extraction
and Western-blot analysis (Fig. 4C). The detection of cytosolic enolase
and the absence of detection of both mitochondrial VDAC and nuclear
lamin A/C in the cytosolic fractions confirmed the efficiency of the en-
richment. All these proteins could be detected in total cell extracts (con-
trol lanes). The amount of cytochrome ¢ detected in the cytosolic
fractions after etoposide treatment strongly increased in the presence
of zVAD-fmk. Thus, we have shown that zZVAD-fmk increases cyto-
chrome c release after etoposide treatments in mouse embryonic fibro-
blasts by two experimental processes.
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3.5. zVAD-fimk upregulates initiator caspase-9 but downregulates effector
caspases after etoposide treatment

In most of the cells, cytochrome c release induced the formation of
the apoptosome and the activation of initiator caspase-9 and effector
caspases (-3, -6 and -7). We studied the cleavage and activity status of
these caspases in 3T9 MEFs treated with etoposide and/or zZVAD-fmk.
After etoposide treatment, cleaved forms of caspase-9, caspase-3 and
caspase-6 were detected in 3T9 MEFs by Western-blot (Fig. SA). Sur-
prisingly, the addition of ZVAD-fmk in the presence of etoposide in-
creased the level of cleaved caspase-9, while zVAD-fik modified
caspase-3 cleavage and inhibited caspase-6 cleavage. An upper
cleaved form of caspase-3 was detected in the presence of zZVAD-
fmk, which probably corresponded to an incompletely cleaved form
of this caspase.

To determine whether the cleaved forms of caspase-9 and caspases-
3 detected in the presence of etoposide and zZVAD-fmk were functional,
we measured caspase-9 and caspase-3/-7 activities. In 3T9 MEFs, the
etoposide treatment increased both caspase-9 (Fig. SB) and caspase-
3/-7 (Fig. 5C} activities. Adding zVAD-fmk down-regulated caspase-
3/-7 activity but, in contrast, up-regulated caspase-9 activity in mouse
embryonic fibroblasts.

In most cells, caspase-6 is cleaved by active caspase-3. The absence
of caspase-6 cleavage in the presence of etoposide and zVAD-fmk in
3T9 MEFs (Fig. 5A) suggested that caspase-6 is cleaved by caspase-3
in etoposide-treated MEF cells and that zVAD-fmk inhibited
caspase-6 by inhibiting caspase-3. Etoposide treatment in the absence

of zZVAD-fmk induced lamin A/C cleavage (a caspase-6 substrate) in
3T9 MEFs suggesting caspase-6 activation in this condition. Addition
of zVAD-fmk inhibited both etoposide-induced caspase-6 activity
and lamin A/C cleavage in 3T9 MEFs cells.

Altogether, our data showed that during etoposide-induced apop-
tosis, zVAD-fmk classically inhibited effector caspases in mouse em-
bryonic fibroblasts but surprisingly, increased caspase-9 activity.

3.6. Q-VD-OPh increased etoposide-induced loss of A¥m and caspase-9
cleavage in 379 MEFS

We tested another broad-spectrum caspase inhibitor, Q-VD-OPh in
3T9 MEFs. As zVAD-fmk, Q-VD-OPh increased etoposide-induced loss
of mitochondrial membrane potential as assessed by flow cytometry
analysis of A¥m (Figs. 1B, 3A, 6A). We also showed by Western-blot
(Fig. 6B} that Q-VD-OPh increased the level of etoposide-induced
cleaved caspase-9 and modified caspase-3 cleavage, to the same extent
as zZVAD-fmk. Thus, using two different caspase inhibitors, zZVAD-fmk
and Q-VD-OPh, we demonstrated a correlation between the loss of
AW¥m and caspase-9 cleavage in 3T9 MEFs.

3.7. Caspase-9 activates an amplification loop at the mitochondrial level

Our study suggests that caspase-9 is a key caspase in the mito-
chondrial membrane depolarization induced by etoposide in the
presence of zVAD-fmk in 3T9 MEFs. In an attempt to progress in the
characterization of its function, we analyzed the process induced by



1348 A. Rodriguez-Enfedaque et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1823 (2012) 1343-1352

80

&
- H Control
)
55 60 '—L @ Etoposide —
% O Etoposide + zVAD
E} OzVAD
2z 40
ES
K=
s
= 20
L
@
[&]
82

- ﬁ%m

3T9 MEFs (16h) BaxBak KO 3T9 MEFs BaxBak KO 3T9 MEFs
(16h) {45h)
B 50
® Control
404+— HEEtoposide
% O Etoposide + zZVAD
g 304 azvaD
=
o]
o
. 20
]
(]
&
10
0 4

3T9 MEFs

Hela

Fig. 3. Bax, Bak and PTP involvement in etoposide-induced loss of A¥m in 3T9 MEFs in the presence or absence of ZVAD-fmk. (A) 3T8 MEFs and DKO 3T9 MEFs (Bax~/~Bak™/~ double
knockout MEFs) were incubated with etoposide +/— zVAD-fimk for 16 or 45 h. Mitochondrial membrane depolarization was analyzed by flow cytometry after DIOCg(3)/PI staining.
(B) 3TS MEFs and HeLa cells were incubated with etoposide +/— zVAD-fmk for 20 h and ROS production was evaluated by cytometry after DCF-DA staining.

etoposide in the presence or in the absence of zZVAD-fmk in a mouse
embryonic fibroblast cell line issued from caspase-9 knock-out mice
(caspase-9 '~ AgT MEFs).

First, we controlled that etoposide induces p53 transcriptional acti-
vity in caspase-9~/~ AgT MEFs to the same extent as in control AgT
MEFs issued from wild type mice (Fig. 7A). Analysis by RT-PCR showed
that etoposide in the presence or absence of zZVAD-fmk induced a simi-
lar increase of noxa, mdm2 and p21 mRNA levels in both cell lines.

Then, we examined the status of caspase-9 and caspase-3 in these
cell lines (Fig. 7B). In caspase-9~/~ AgT MEFs, no proform or cleaved
caspase-9 was detected whatever the treatment in contrast to control
AgT MEFs. In these control cells, zVAD-fmk increased the level of
cleaved caspase-9 after etoposide treatment as previously shown in
3T9 MEFs. In caspase-9~/~ AgT MEFs, we did not detect cleaved
caspase-3 whatever the treatment, showing that caspase-9 is required
for caspase-3 activation in MEFs cells after etoposide treatment.

We further analyzed mitochondrial membrane depolarization by
cytometry after DiOCg(3) and PI staining (Fig. 7C). Etoposide treat-
ment increased the percentage of cells loosing A¥m at a similar
level in both cell lines. The addition of zZVAD-fmk in the presence of
etoposide increased this effect in AgT MEFs. In caspase-9—/~ AgT
MEFs, the percentage of cells with a loss of A¥m after etoposide
treatment was not modified by the presence of zZVAD-fmk. Thus, al-
though caspase-9 is not required for etoposide-dependent mitochon-
drial membrane depolarization, caspase-9 activity is required for the
amplification of this process by zVAD-fmk.

To confirm that caspase-9 can induce an increase of mitochondrial
membrane depolarization, we expressed caspase-9 in caspase-9—/~

AgT MEFs by transfection and analyzed the loss of A¥m in the ab-
sence or in the presence of etoposide in transfected cells (Fig. 7D,
E). In the absence of etoposide, overexpression of caspase-9 (both
proform and cleaved forms could be detected} induced loss of A¥m
to the same extent as etoposide-treated control cells. In the presence
of etoposide, cleaved caspase-9 level increased as well as loss of A¥m
induced in caspase-9 transfected cells. Thus, overexpression of
caspase-9 in caspase-9~/~ AgT MEFs increased mitochondrial mem-
brane depolarization induced by etoposide. Altogether, our data
show that caspase-9, which was up-regulated by zVAD-fmk or by
transfection, induces an amplification loop at the mitochondrial
level of the cell death process induced by etoposide in MEFs.

4. Discussion

In the present study, we examined the effect of zVAD-fmk in
etoposide-induced cell death in mouse embryonic fibroblasts and
showed that zVAD-fmk can regulate this cell death process at the mito-
chondrial level. Indeed, zZVAD-fmk increased etoposide-induced mito-
chondrial membrane depolarization in MEFs, whether the cells were
immortalized (3T9 and AgT MEFs)} or not (Figs. 1 and 7). The effect of
zVAD-fmk on A¥m was correlated with an increase in the number of
apoptotic cells in primary and 3T9 MEFs. This correlation was not
detected in AgT MEFs. However, longer etoposide treatment in the pre-
sence of zVAD-fmk induced late events of apoptosis, like cell size reduc-
tion and DNA fragmentation (data not shown). Qur results suggest that
immortalization of MEFs by the AgT could modify the level and/or the
activity of factors involved in late events of the apoptotic process
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{nuclear and/or cell condensation) compared to primary MEFs. These
modifications remain to be characterized.

In both immortalized MEFs (AgT and 3T9 MEFs}, zZVAD-fmk modi-
fied neither p53 mRNA and protein levels nor p53 transcriptional ac-
tivities (in particular the trans-activation of noxa, mdm2 and p21)
induced in the presence of etoposide (Figs. 2 and 7). The regulations
of p53-transcriptionnal activities induced by zVAD-fmk characterized
in rat embryonic fibroblasts [20] were not detected in MEFs. These
differences between both cellular models could reflect either diffe-
rences in cellular contents between rat and mouse, or differences in
the p53 induction mode (etoposide treatment in MEFs versus tempe-
rature increase in REtsAF cell lines). Our unpublished data are in favor
of the first hypothesis. In etoposide-treated REtsAF cells, zVAD-fmk
increased p53 stability and phosphorylation (Ser-15) as well as
puma trans-activation (data not shown}. These data suggest that the
effect of zZVAD-fmk on etoposide-induced cell death is located down-
stream of p53 regulation in MEFs. We thus focused our study on mi-
tochondrial events and showed that zZVAD-fmk accelerates the loss
of A¥m, cytochrome c release in the cytosol and caspase-9 activation
in etoposide-treated 3T9 MEFs (Figs. 1,4, 5). We also showed that Bax
and Bak are required for etoposide-induced loss of A¥m in the ab-
sence or presence of ZVAD-fmk, in contrast to ROS production that
was not detected in MEF cells (Fig. 3). These data let us hypothesize
that zVAD-fmk could induce an amplification loop of an etoposide-
induced cell death at the mitochondrial level in MEFs.

Two presumed broad caspase inhibitors, ZVAD-fmk and Q-VD-Oph,
increased etoposide-induced loss of A¥m in 3T9 MEFs (Figs. 1 and 6),
suggesting that both drugs act via the regulation of caspase activities.
The study of caspase activities by analysis of their cleavage, activity and/
or the cleavage of specific targets after etoposide treatment in MEFs

(Figs. 5, 6, 7) showed that: (i} zZVAD-fmk dassically inhibited effector
caspases (ie. caspase-3, -6 and -7), (ii} zZVAD-fmk did not inhibit the ini-
tiator caspase-9 and in contrast induced an increase of the active forms of
this caspase, and (iii} Q-VD-OPh induced an accumulation of auto-
cleaved caspase-9. One hypothesis to explain these data is that the cata-
lytic site of the proform and the auto-cleaved form of caspase-9 could
not be accessible to ZVAD-fml, and to Q-VD-0OPh, due to their integration
into the apoptosome and/or post-translational modifications (such as
phosphorylation). Indeed, the activation of caspase-9 and its regula-
tions are quite complex [11,16,30-34]. Caspase-9 is activated through
autocatalytic intra-chain cleavages into the apoptosome, and at least
two cleavages are involved in the generation of mature caspase-9. The
pro-, auto-cleaved and mature forms present caspase activity. However,
conformational and catalytic specificities of these forms differ. Two pre-
vious reports have shown that zVAD-fmk does not inhibit the auto-
cleavage of procaspase-9 while it inhibits procaspase-3 cleavage by ma-
ture caspase-9 [32,35], suggesting that zVAD-fmk inhibits only mature
forms of caspase-9. In the presence of etoposide, zZVAD-fmk inhibited
neither the auto-cleavage of procaspase-9 nor the processing of
procaspase-3 by caspase-9, suggesting that zZVAD-fmk does not inhibit
any of the different forms of caspase-9 in MEFs. zVAD-fmk inhibited
the last processing step of caspase-3 cleavage, which requires caspase-
3 activity and not caspase-9 activity. The increase in both auto-
cleaved caspase-9 level and caspase-9 activity could be the result of
anincrease in the auto-cleavage process and/or the result of an inhibi-
tion of the degradation of cleaved caspase-9. ZVAD-fmk increases mito-
chondrial membrane depolarization and cytochrome c¢ release
suggesting that it can result in an increase at the cell level in
apoptosome activity and thus in an increase of auto-cleaved caspase-9
levels in the presence of zZVAD-fmk. However, we cannot exclude the
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hypothesis that zZVAD-fmk could also regulate the proteasome activity
and that accumulation of auto-cleaved caspase-9 could result in part
from this regulation. Interactions between cell death and proteasomal
degradation were previously characterized [35,36]. In collaboration
with Isabelle Petropoulos (Université Pierre et Marie Curie, UR4 «
Vieillissement, Stress et Inflammation », Paris}, we studied proteasomal
activities (in particular, chymotrypsin-like, post-glutamic hydrolase
and trypsin-like activities) in 3T9 MEFs in the absence or in the pre-
sence of etoposide and zVAD-fmk No significant modification of these
activities was detected in the presence of etoposide +/—zVAD-fimk, in
contrast to what was observed in TNFa-treated 3T9 MEFs (unpublished

data) showing that accumulation of caspases-9 does not result from an
unspecific proteasome inhibition.

Altogether, our results indicate that caspases-9 activates an ampli-
fication loop at the mitochondrial level during the cell death process
induced by etoposide in mouse embryonic fibroblasts. To test this
hypothesis, we used AgT MEFs issued from caspase-9 /'~ mice (AgT
MEFs KOC9, Fig. 7). In these cells, etoposide induced mitochondrial
membrane depolarization to the same extent in the presence or in
the absence of zZVAD-fmk, which shows that the absence of caspase-9
completely abolished the acceleration of the loss of A¥m induced
by zVAD in MEFs. In caspase-9~/~ AgT MEFs, reexpression of
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caspase-9 increased etoposide-induced mitochondrial membrane fmk. Such a positive feedback loop at the mitochondrial level could
depolarization. The correlation between cleaved caspase-9 level involve a cleavage of an anti-apoptotic member of the Bcl-2 family
and loss of A¥m suggests that caspase-9 induces mitochondrial as described in other systems [37,38].

membrane depolarization and an amplification loop of the cell In condlusion, we demonstrate here for the first time that caspase-9,
death process induced by etoposide. Thus, although caspase-9 is which is up-regulated by zVAD-fmk, induces an amplification loop at
not required for etoposide-induced loss of A¥m in MEFs cells, the mitochondrial level of the cell death process induced by etoposide

caspase-9 is required for the amplification of this process by zZVAD- in mouse embryonic fibroblasts.
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Résume :

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, joue un rdle majeur au cours du développement
embryonnaire et dans le maintien de I’homéostasie tissulaire chez 1’adulte. La voie mitochondriale de
I’apoptose est principalement activée par la protéine oncosuppressive p53. Le FGF1 est un facteur de
croissance atypique, majoritairement intracellulaire et nucléaire qui induit la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaires. Dans les cellules PC12, le FGF1 présente des activités
neurotrophique et anti-apoptotique vis-a-vis de I’apoptose dépendante de p53. De plus, il interagit
avec la protéine p53. La localisation nucléaire du FGF1 semble nécessaire a ses activités
intracellulaires ainsi qu’a son interaction avec p53.

Au cours de ma thése, j’ai étudié les activités neurotrophique et anti-apoptotique de différentes formes
mutantes du FGF1. J’ai entrepris I’étude de Dactivité intracellulaire de la forme FGF1¥**?€ forme
mutante dont les activités extracellulaires sont inhibées. La mutation du résidu lysine 132 pourrait
modifier la phosphorylation du résidu sérine 130 du FGF1, j’ai donc également étudié deux autres
formes mutantes : le FGF1°"*°A dont la phosphorylation est inhibée et le FGF1%*® dont la
phosphorylation est mimée. Les résidus mutés (K132 et S130) sont situés dans le domaine C-terminal
du FGF1.

Cette étude nous a permis de montrer que la phosphorylation du FGF1 inhibe son activité anti-
apoptotique mais ne modifie pas son activité neurotrophique, et que le domaine C-terminal du FGF1
est fortement impliqué dans la régulation de ses activités intracellulaires. Toutes ces formes mutantes
sont capables d’étre transloquées dans le noyau ce qui suggére que la localisation nucléaire du FGF1
soit nécessaire mais insuffisante pour ses activités intracellulaires. Par ailleurs, p53 peut interagir avec
le FGF1VT et certaines formes mutantes, toutefois cette interaction n’est pas strictement corrélée a
I’activité anti-apoptotique du FGF1, ce qui suggére I’existence d’autres régulations nucléaires qui
restent a caractériser.

Mes travaux ont permis pour la premiére fois de mettre en évidence le r6le de la phosphorylation du
FGF1 et de son domaine C-terminal dans la régulation de ses activités intracellulaires. La poursuite de
cette étude permettra de mieux caractériser le role nucléaire de ce facteur de croissance et de
caractériser ses éventuelles interactions avec des protéines nucléaires comme p53.

Mots-clé : FGF1, p53, apoptose, phosphorylation, différenciation cellulaire

Abstract:

Apoptosis, a form of programmed cell death, is required for embryonic development and tissue
homeostasis. The mitochondrial pathway of apoptosis is mainly induced by p53, an oncosuppressor
that acts as a transcription factor. FGF1 is one of the two prototypic members of the FGF family.
Contrarily to most FGFs, FGF1 lacks a secretion peptide signal and acts mainly in an intracellular and
nuclear manner. Intracellular FGF1 induces cell proliferation, differentiation and survival. In PC12
cells, FGF1 inhibits p53-induced apoptosis and interacts with p53. FGF1 nuclear localization seems to
be required for its intracellular activities and its interaction with p53.

To better characterize the FGF1 intracellular pathway, we studied neurotrophic and anti-apoptotic
activities of several mutant forms of FGF1: the FGF1*’ that could affect FGF1 phosphorylation, and
two phosphorylation-site mutant forms, i.e. the FGF1%*® (preventing phosphorylation) and the
FGF1%°° (mimicking phosphorylation). All these mutations are localized in the C-terminal domain of
FGF1. This study showed that phosphorylation inhibits FGF1 anti-apoptotic activity but not its
neurotrophic activity in PC12 cells and that the FGF1 C-terminal domain is strongly involved in the
regulation of its intracellular activities. Despite their different activities, all mutant forms are localized
both in the cytosol and the nucleus. Therefore, nuclear localization is required but insufficient for
FGF1 to display its intracellular activities.

Besides, p53 can interact with wild-type and some of the mutant forms of FGF1. This interaction does
not strictly correlate with FGF1 anti-apoptotic activity. Thus, the nuclear mechanisms regulating FGF1
intracellular activities remain to be characterized.

Our study highlights for the first time the role of the phosphorylation and the C-terminal domain of
FGF1 on the regulation of its intracellular activities. This work must continue on to further
characterize FGF1 nuclear activities and its interactions with nuclear proteins such as p53.

Keywords: FGF1, p53, apoptosis, phosphorylation, cell differentiation
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