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I La famille des Fibroblast Growth Factors : activités et modes d’action

1 - La famille des FGFs
1.1- Généralités

La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) regroupe des génes conservés depuis les
invertébrés jusqu’aux vertébrés, et exprimés chez tous les organismes pluricellulaires. Les premiers a
avoir été identifiés sont les FGF1 et FGF2, purifiés a partir d’extraits de glande pituitaire et montrant
des propriétés mitogéniques (Armelin, 1973; Gospodarowicz et al., 1974). Chez les mammiféres,
cette famille comprend désormais 22 membres appelés FGF1-23 (le FGF19 humain étant I'orthologue
du Fgf15 murin) (Itoh and Ornitz, 2008). Ils possedent des activités biologiques variées impliquées

dans des processus développementaux ou métaboliques.

Il existe deux FGFs chez C. elegans: let-756 (let, lethal) essentiel au développement du
nématode, et egl-17 (egl, egg-laying defective) requis pour la migration des myoblastes sexuels
(Burdine et al., 1997; Roubin et al., 1999). Trois homologues ont été identifiés chez D. melanogaster :
branchless, impliqué dans la migration cellulaire et la ramification de la trachée, et thisbe et pyramus
impliqués dans le développement (Stathopoulos et al., 2004; Sutherland et al., 1996). Au cours de
I’évolution, des évenements supplémentaires de duplication du génome chez le poisson-zébre Danio
rerio portent le nombre de FGFs a 27 chez cet organisme, comprenant 21 homologues humains (tous

excepté le FGF9), et 6 paralogues (Itoh, 2007).

Les FGFs agissent pour la plupart via leurs récepteurs (FGFRs). Selon la combinaison ligand-
récepteur, différentes voies de signalisation seront activées et interviendront dans une multitude de
processus, par exemple au cours de I'embryogenése, I'angiogenése, la prolifération et la survie
cellulaires, la différenciation ou encore la migration. Du fait de cette implication dans des processus
fondamentaux, de nombreuses pathologies sont associées a des niveaux protéiques anormaux ou a
des mutations des FGFs ou de leurs récepteurs. lls sont notamment souvent associés a plusieurs

types de cancer ou a des défauts de développement (Ornitz and Itoh, 2015).

1.2 - Structure et activités

Les FGFs sont de petites protéines de =150-300 acides aminés, partageant un domaine central
commun de =120 acides aminés présentant de 30 a 60% d’identité (Itoh and Ornitz, 2004) (Figure 1).
Chez les mammiféres, des analyses phylogénétiques ont montré que les 22 genes FGF pouvaient étre
regroupés en 7 sous-familles contenant chacune de 2 a 4 membres. Itoh et Ornitz regroupent ces
sous-familles selon leur mode d’action : intracrine, paracrine et endocrine (Figure 2) (Itoh and Ornitz,

2011).



Receptor
binding
1 Conserved core 181-247
Intracrine FGF  FGF11/12/13/14 subfamily | | [HB| | No

~120-amino acids

FGF1/2/5 subfamily
FGF3/4/6 subfamily 1 Conserved core_155-267
; [sp] I e[ ] Yes
Paracrine FGF  FGF8/17/18 subfamily — ‘
FGF7/10/22 subfamily 120-amine acies

1 Conserved core 207-211
FGF9/16/20 subfamily [sp] | [sp| [HB| ] Yes

~120-amino acids

1 Conserved core 209-251
Endocrine FGF  FGF15/19/21/23 subfamily  [sP] | [ ] Yes

~120-amino acids

Figure 1 : Structure des FGFs

Les FGFs possédent ou non un peptide signal clivable (SP), ou non clivable bipartite (SP*) et un
domaine de liaison a I'héparine (HB). A noter que les FGF1 et 2 ne possédent pas de peptide signal de
sécrétion, a I'inverse des autres FGFs paracrines. Issu de (Itoh and Ornitz, 2011).

Paracrine Fgf

Fgf4/5/6 subfamily Fgf3/7/10/22 subfamily
Fors 9% Fof7

Fgf6 Fgfio

Fatd Fgt22

F i ‘
gf1/2 subfamily Fgf9/16/20 subfamily

Fot2 Fgfo
Fgft Fgf16
Fgf20

Fgf11/12/13/14 subfamily
Fgf8/17/18 subfamily

Fgf13

Fgf14 Fgf8

Fgf12 Fof17
Fartt Fgf18

Intracrine Fgf

Foi23  Fgrot Fgf15/19

Fgf15/19/21/23 subfamily

Endocrine Fgf
Figure 2 : Relations évolutives au sein de la famille des génes Fgfs humains

Les Fgfs sont classifiés en 7 sous-familles de 2 a 4 membres chacune, et regroupés en trois classes
selon leurs distances évolutives et leur mode d’action. Issu de (Itoh and Ornitz, 2011).
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a) Les FGFs intracrines

Ce groupe comprend les FGFs 11, 12, 13 et 14. lls sont aussi appelés FGFs intracellulaires (iFGFs)
ou Fibroblast growth factor homologous factors (FHFs). Ces FGFs possedent un domaine de liaison a
I’héparine mais pas de séquence signal de sécrétion. lls ne sont pas sécrétés a I'extérieur de la cellule
et aucune interaction avec les FGFRs n’a pu étre démontrée a ce jour. lls interagissent avec les
domaines intracellulaires des canaux sodiques voltage-dépendant, ce qui participerait a la régulation
de la localisation subcellulaire de ces canaux dans les axones lors du développement, et a la
régulation de I'activité de ces canaux dans les neurones matures et autres cellules excitables comme
les cardiomyocytes (Goldfarb et al., 2007; Lou et al., 2005; Xiao et al., 2013). Il a également été
montré que le FGF13 interagit avec les microtubules pour les stabiliser et réguler la polarisation et la
migration axonale (Wu et al., 2012), et que le FGF12 interagit avec la protéine d’échafaudage des
MAPKs Islet-Brain 2 (IB2, ou JIP2 pour JNK-interacting protein 2) et régule ainsi I'activation de la
MAPK p38a (Schoorlemmer, 2002).

b) Les FGFs paracrines (et autocrines)

Les FGFs 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 16, 17, 18, 20 et 22 forment le groupe des FGFs paracrines,
aussi appelés FGFs canoniques, capables de lier les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) qui
peuvent servir de co-récepteurs et faciliter leur liaison aux FGFRs. La majorité possede un peptide
signal clivable a leur extrémité N-terminale. Les FGFs 9, 16 et 20 possedent eux une séquence signal
de sécrétion bipartite non clivée. Ces FGFs peuvent agir via les FGFRs de fagcon paracrine sur des

cellules proches, ou de fagon autocrine sur les cellules productrices.

Il est a noter que bien qu’étant historiquement classés dans ce groupe, les FGFs 1 et 2 ne
possedent pas de séquence signal de sécrétion mais peuvent étre relargués dans le milieu
extracellulaire par des cellules endommagées, ou sécrétés de facon atypique — indépendamment de
la voie RE-Golgi — dans des conditions de stress cellulaire (voir 11.3.1). Il a également été montré que
les FGFs 1, 2 et 3 peuvent agir de fagon intracrine et étre transloqués dans le noyau des cellules

(Antoine et al., 1997; Forthmann et al., 2015; Imamura et al., 1990).

c) Les FGFs endocrines

Les FGFs 15/19 (respectivement murin ou humain), 21 et 23 sont également appelés hormone-
like FGFs (hFGFs) et agissent de facon endocrine via les FGFRs sur des cellules éloignées, en passant
par la circulation sanguine. Contrairement aux autres FGFs, ils ne possédent pas de domaine de
liaison a I’'héparine pour laquelle ils ont une affinité extrémement faible et utilisent les protéines de

la famille Klotho comme co-récepteurs. Le FGF15/19 régule 'homéostasie de I'acide bilaire et est



impliqué dans le métabolisme des glucides (Potthoff et al., 2012), le FGF21 induit une sensibilisation
a l'insuline (Kharitonenkov et al., 2005), et le FGF23 est impliqué dans I’homéostasie du phosphate

(Yu and White, 2005).

2 - Les récepteurs aux FGFs (FGFRs)

Il existe deux types de récepteurs aux FGFs: les récepteurs de haute affinité (FGFRs), et les
récepteurs de basse affinité que sont les HSPGs. Les FGFs peuvent, grace a leur domaine de liaison a
I’héparine, se lier aux HSPGs indépendamment des FGFRs ou bien les utiliser comme co-récepteurs

pour faciliter leur liaison aux FGFRs.

2.1- Récepteurs a haute affinité (FGFRs)

Quatre génes Fgfr ont été identifiés chez les mammiferes : les FGFR1-4 (ltoh and Ornitz, 2004). lIs

sont les acteurs majeurs de la signalisation des FGFs sécrétés.

a) Structure

Les FGFRs sont des récepteurs transmembranaires a domaine tyrosine kinase (TK). lls

contiennent :

- de deux a trois domaines immunoglobulin-like (I, Il et 1ll) (Zhang et al., 2006). La boucle I
contient le domaine de liaison a I’héparine/HSPG (Powers et al., 2000). Par épissage
alternatif, les Fgfr1-3 codent pour deux versions majeures de la partie C-terminale du
domaine immunoglobulin-like IlI (lllb et llic). Ce domaine est déterminant pour la spécificité
de l'interaction ligand-récepteur (Johnson et al., 1991; Miki et al., 1992). Il y a donc 7 formes
majoritaires de FGFRs générées a partir de 4 genes (FGFRs 1b, 1c, 2b, 2c, 3b, 3c et 4), qui ont
chacune des affinités différentes pour les FGFs. Il est a noter que le FGF1 est I'unique FGF a

pouvoir se lier et activer tous les FGFRs.
- un domaine transmembranaire

- un domaine TK intracellulaire bipartite. Le domaine TK est interrompu par un insert,
séparant TK1 et TK2. Cette structure est similaire a celle des récepteurs au VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) (Wesche et al., 2011).
Sept sites d’autophosphorylation y sont décrits et peuvent servir de sites d’amarrage pour
des messagers intracellulaires possédant des domaines SH2 (Src homology 2) (Wesche et al.,
2011). On peut noter parmi ces sites la tyrosine 766 du FGFR1, localisée a I'extrémité C-
terminale du récepteur et requise pour la transduction du signal via son interaction avec la

phospholipase C y (PLCy) (Mohammadi et al., 1991; Shi et al., 1993). La Tyr766 est tres



conservée parmi les quatre FGFRs et correspond a la Tyr769 pour le FGFR2 (ltoh et al., 1994),
la Tyr760 pour le FGFR3 (Kanai et al., 1997) et la Tyr760 pour le FGFR4 (van Heumen et al.,
1999).

Un cinquiéme FGFR atypique a été découvert en 2000 : FGFRL1/FGFR5 (Wiedemann and Trueb,
2000). Ses domaines extracelullaire et transmembranaire sont structurellement identiques aux
autres FGFRs, mais sa région intracellulaire trés courte est dépourvu de domaine TK. Des expériences
de FRET n’ont pas pu montrer d’interaction avec les autres FGFRs, avec lesquels il semble incapable
de se dimériser (Rieckmann et al., 2008). De ce fait, il semblerait qu’il agisse comme un leurre pour

les FGFs vis-a-vis des autres FGFRs (Trueb, 2011).

b) Les voies de signalisation induites par les FGFRs

La dimérisation du complexe ternaire FGF/FGFR/HSPG induit une modification de Ia
conformation du FGFR qui conduit a la transactivation par phosphorylation du domaine TK
intracellulaire (Figure 3). Les activités biologiques induites vont dépendre du type de FGF, de FGFR et
de messagers intracellulaires recrutés. Deux substrats principaux permettent la transduction du

signal : le FGFR substrate 2 (FRS2) et la phospholipase Cy (PLCy).

La protéine FRS2 est constitutivement liée au domaine cytosolique du FGFR, a proximité de la
membrane, et est phoshporylée lors de I'activation du récepteur. Elle peut alors recruter et s’associer
a la protéine adaptatrice Growth Factor Receptor-Bound 2 (GRB2). Ce complexe activateur permet
ensuite I'activation des voies de signalisation Ras (Rat sarcoma)/MAPK (Mitogen Associated Protein
Kinase) et PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/Akt/mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Figure 4)
(Dailey et al., 2005; Eswarakumar et al., 2005; Wesche et al., 2011).

PLCy se lie a la phosphotyrosine 766 du FGFR activé, indépendamment du complexe FRS2 et

active la protéine kinase C (PKC) (Mohammadi et al., 1991).

i.  Ras/MAPK

Suite a l'activation du FGFR et a la formation du complexe FRS2-GRB2, ce dernier recrute le
facteur d’échange nucléotidique Son Of Sevenless (SOS) qui conduit a I'activation de la petite GTPase
Ras, et ainsi de la cascade des MAPKs. L'activation de cette voie par les FGFRs joue un réle dans la
prolifération cellulaire, la différenciation, I'invasion tumorale et le potentiel métastatique (Dailey et

al., 2005; Raju et al., 2014; Tsang and Dawid, 2004).
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Figure 3 : Structure et mode d’action des FGFRs

Les FGFRs sont constitués de trois domaines Ig-like, un domaine transmembranaire et un domaine TK
intracellulaire bipartite (TK1 et TK2) scindé par un insert. La liaison du FGF avec son co-récepteur
HSPG induit la dimérisation et la transactivation des récepteurs puis I'activation de voies de
signalisation. D’aprés (Wesche et al., 2011).

Milieu extracellulaire

Cytosol

Figure 4 : Voies de signalisation induites par les FGFRs

L'activation des FGFRs par la liaison du FGF et des HSPGs (orange) induit plusieurs cascades de
signalisation. FRS2 et PLCy (en bleu) sont les deux substrats principaux qui se lient directement aux
FGFRs. FRS2 est phosphorylé et induit deux voies de signalisation : Ras/MAPK et PI3K/Akt/mTOR.
PLCy se lie a la phosphotyrosine de I'extrémité C-terminale du récepteur, et son recrutement permet
I'activation de la protéine kinase C (PKC). Des régulateurs négatifs (en rouge), comme notamment
Sprouty, interviennent aussi dans cette signalisation. Adapté de (Wesche et al., 2011)



ii. PI3K/Akt/mTOR

Le recrutement de la protéine adaptatrice GAB1 (GRB2-associated-binding protein 1) par le
complexe FRS2 permet l'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR. Cette voie régule de nombreux
processus comme la croissance, la survie, la prolifération ou la migration cellulaires (Dailey et al.,

2005; Turner and Grose, 2010; Wesche et al., 2011).

iii. PLCy/PKC

Contrairement aux deux voies précédentes, 'activation de la voie PLCy/PKC ne met pas en jeu le
complexe FRS2. La protéine PLCy se lie a la phosphotyrosine 766 de I'extrémité C-terminale du FGFR
activé et hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) pour produire du diacylglycérol
(DAG) et de Iinositol 1,4,5-triphosphate (IPs). Cela déclenche le relargage d’ions Ca®* et I'activation
de la PKC (Mohammadi et al., 1991; Ornitz and ltoh, 2015; Wesche et al., 2011). Cette voie de
signalisation est impliquée dans un grand nombre de mécanismes, notamment dans la prolifération

et la différenciation cellulaire (Choi et al., 2007; Dailey et al., 2005; Powers et al., 2000).

Ces différentes voies peuvent interagir entre elles. Par exemple, la PKC activée peut

phosphoryler et activer Raf, ce qui renforce I'activation de la voie Ras/MAPK (S6zeri et al., 1992).

c) Réqulation des FGFRs

Sprouty (SPRY) est un régulateur intracellulaire négatif des récepteurs TK, incluant les FGFRs ou
les récepteurs au VEGF, PDGF et NGF (Nerve growth factor). La famille SPRY comprend quatre
membres : SPRY1-4. La plupart des genes Spry sont exprimés ubiquitairement dans les tissus
embryonnaires et adultes. Dans la signalisation du FGF, Sproutyl et Sprouty2 interagissent avec
GRB2 pour inhiber la voie Ras/MPAK en bloquant le recrutement de SOS (Hanafusa et al., 2002).
Sprouty? inhibe la voie PI3K/Akt/mTOR en activant le suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and

tensin homolog) (Edwin et al., 2006; Stambolic et al., 1998).

SEF (Similar Expression to FGF) est une protéine transmembranaire capable d’interagir
directement avec le FGFR pour inhiber la phosphorylation du récepteur. SEF peut également jouer un
réle d’antagoniste de la voie Ras-MAPK en bloquant la translocation nucléaire des MAPK activées

(Kovalenko et al., 2006; Torii et al., 2004).

CBL (Casitas B-lineage Lymphoma), une ubiquitine-ligase E3, forme un complexe avec la forme
phosphorylée de FRS2 et GRB2, et induit ainsi I'ubiquitination et la dégradation du FGFR et de FRS2

en réponse a une stimulation par le FGF. L'activation du FGFR2 peut également augmenter les



interactions entre CBL et PI3K et mener a la dégradation de PI3K et donc a la diminution de sa

signalisation (Dufour et al., 2008; Wong et al., 2002).

2.2 - Récepteurs a basse affinité (HSPG)

Les HSPGs (Héparanes Sulfates Protéoglycanes) sont les récepteurs/co-récepteurs les plus décrits
des FGFs. Ce sont des glycoprotéines contenant une ou plusieurs chaines d’héparane sulfate, un type
de glycosaminoglycane (GAG). Les FGFs se lient aux HSPGs chargés négativement via des interactions

électrostatiques (Jackson et al., 1991; Wesche et al., 2011).

Les HSPGs peuvent étre classifiés en trois groupes (Dreyfuss et al., 2009; Sarrazin et al., 2011) :

- les HSPGs liés a la membrane : syndécane 1-4, glypicane 1-6, betaglycane, neuropiline-1. lls
coopérent avec les intégrines et d’autres récepteurs d’adhésion cellulaire pour faciliter
I"’adhésion cellule-matrice extracellulaire (MEC), les interactions cellule-cellule et la mobilité
cellulaire. lls agissent également comme récepteurs endocytiques pour le recyclage de
ligands, notamment dans le métabolisme hépatique des lipoprotéines. Enfin, ils agissent
comme co-récepteurs pour de nombreux récepteurs de facteurs de croissance a domaine

tyrosine-kinase (FGFs, VEGFs...) en abaissant leur seuil d’activation.

- les HSPGs associés aux vésicules de sécrétion dont le plus notable est la serglycine. Elle est
impliquée dans la régulation de différents processus post-sécrétion comme la coagulation, la
défense de I'hGte ou la cicatrisation, ou encore le maintien de protéases comme la tryptase

dans un état actif (Kolset and Tveit, 2008; Sommerhoff et al., 1999).

- les HSPGs de la matrice extracellulaire : perlécane, agrine, testicane 1-3 et collagéne XVIII

peuvent moduler I'activité des facteurs de croissance, cytokines, morphogénes et enzymes.

a) Les HSPGs comme co-récepteurs ou récepteurs des FGFs

Bien que les FGFs soient capables de se lier aux FGFRs en absence de HSPGs, leur interaction
avec les HSPGs stabilise le complexe FGF/FGFR (Duchesne et al., 2006; Nugent and Edelman, 1992;
Pantoliano et al., 1994) et aboutit a une signalisation prolongée, requise pour les activités
biologiques induites, comme par exemple la mitogénicité (Delehedde et al., 2000; Rapraeger et al.,
1991). Ce modele général a été étendu a de nombreux autres facteurs de croissance, comme le
VEGF, le HGF (Hepatocyte Growth Factor), le PDGF, le PGF (Placenta Growth Factor) ou le HB-EGF

(Heparin Binding-Epidermal Growth Factor) (Dreyfuss et al., 2009).

Les HSPGs peuvent également agir indépendamment des FGFRs comme récepteurs. Quarto et

Amalric ont utilisé une lignée de myoblastes dépourvue de FGFRs pour montrer une implication



directe du syndécane dans l'internalisation du FGF2 et la réponse cellulaire en découlant. Cette

signalisation cellulaire est indépendante et distincte des FGFRs (Quarto and Amalric, 1994).

b) Les HSPGs : stockage/protection FGFs a la membrane et dans la MEC

Les HSPGs localisés a la membrane plasmique ou dans la MEC peuvent également interagir avec
les FGFs et d’autres facteurs de croissance indépendamment des FGFRs et ainsi les stocker a la
surface de la cellule et inhiber leur dégradation par les protéases (Nugent and lozzo, 2000; Saksela et

al., 1988).



Géne
invalidé

Faf

Viabilité

Phénotype du KO

Fof1 Viable gDri::‘eetse agressif et développement adipeux aberrant lors de régimes riches en matiéeres

Fgf2 Viable Défauts cardiovasculaires, neuronaux, squelettiques, cicatrisation

Fgf3 Viable Défauts de développement cardiaque, squelettique et de I'oreille interne

Fgf4 Létal (embryon 4-5 jours) Défauts de formation du blastocyste et des bourgeons de membres

Fgf5 Viable Altération du développement des follicules pileux (phénotype angora)

Fgfé6 Viable Défauts de régénération et développement musculaires

Fof7 Viable D,éfzj!u'fs dg développement des fo_lliculles pileux, de la synaptogenese, de I'uretére, de la

régénération du thymus et de la cicatrisation

Fgf8 Létal (embryon 7 jours) Défauts de la gastrulation, du développement des membres et nombreux organes

Fgf9 Létal (naissance) :?iia;itr?stl:l:g(:léénv;sli()epgeesrr::?:sdes poumons, gonades, du cceur, squelette, oreille interne et

Fgf10 Létal (naissance) Défauts de développement de nombreux organes

Fgfii Viable Aucun phénotype apparent (données non publiées)

Fgfi2 Viable Ataxie sévére et motricité réduite

Fgfi3 Viable Défauts migration neuronale, mémoire et apprentissage

Fgf14 Viable /::ti:nsaél\ééarlzgztricité réduite, défauts de mémoire et apprentissage, excitabilité

Fof15 I\_éta?l (embryon 1_3,5 jours DéfaLIJt de,développ,err'ler,\t cz.ardiac]ue, .neurogen‘ese et métabolisme de I'acide bilaire
a 7 jours post-naissance) altérés, défaut de régénération hépatique

Fgfi6 Viable Défaut de développement cardiaque

Fgfi7 Viable Défauts de développement du cervelet et cortex frontal

Fgfi8 Létal (naissance) Défauts de développement du SNC, squelette, palais et poumons

Fgf20 Viable Défauts de développement des dents, de la cochlée et agénésie des reins

Fgf21 Viable Altérations du métabolisme énergétique et lipidique

Fgf22 Viable Altérations de la synaptogenese

Fgf23 Lé'fal (4-13 semaines post-  Surdité, défaut de dévelo.ppement de I'oreille moyenne, altérations de I’homéostasie du
naissance) phosphate et de la vitamine D

Fgfri J!_::?l)(embryon 7,5:9,3 Développement aberrant, altérations gastrulation et blastocyste

Fgfr2 J!_:Ji)(embryon 10-11 Défaut de formation du placenta, absence de bourgeons de membres

Fafr3 Viable (Ej)iy;:grlzsr;icei;csi(s;iuéﬁ;::;?jtrig:;tg: I'oreille interne, cerveau, cartilage articulaire, pancréas,

Fgfrd Viable Altérations du métabolisme du cholestérol et de la synthése de I’acide bilaire

Fgfri1 Létal (naissance) Défauts de développement des reins, diaphragme et squelette

Tableau 1 : Effets de I'invalidation des génes Fgfs et Fgfrs sur le développement de la souris

D’apres (Ornitz and Itoh, 2015)



3 - Roles physiologiques et pathologies associées aux FGFs et FGFRs

3.1- Roles physiologiques des FGFs et FGFRs au cours du développement

Les FGFs et leurs récepteurs régulent une grande diversité de processus au cours du
développement, comme |’établissement de I'axe dorso-ventral, la morphogenése, la différenciation
neuronale ou encore I'ostéogenese (Thisse and Thisse, 2005). Pour préciser les activités biologiques
des FGFs et de leurs récepteurs, de nombreuses études ont caractérisé les effets de la perte de

fonction des Fgfs et Fgfrs par knock-out chez la souris. lls sont résumés dans le Tableau 1.

On peut noter que la perte de fonction totale de certains FGFs ou FGFRs induit des défauts trés
séveres du développement et sont donc impliqués dans des processus clés de I'embryogenese,
comme le FGF8 ou le FGFR1. Il y a également des effets de redondance, comme entre les FGFs 12 et

14;3et10;4 et 8;9 et 20; ou encore entre le FGFR4 et 1, et le FGFR 4 et 3 (Ornitz and Itoh, 2015).

3.2- Roles pathologiques des FGFs et FGFRs

De I'implication des FGFs et de leurs récepteurs dans cette variété de processus découle leur
association avec diverses pathologies humaines, rassemblées dans le Tableau 2 de fagon non

exhaustive.

Les mutations gains de fonction des FGFRs conduisent a leur activation en absence de ligand, et
I'on retrouve des pathologies comme le syndrome de Pfeiffer et Kallmann qui peuvent tous deux
conduire a des défauts squelettiques et notamment une fusion précoce des soudures craniennes
impliquant les FGFRs 1 et 2 (Kan et al., 2002; Schell et al., 1995), ou encore le FGFR3 dans le
syndrome de Muenke (Muenke et al., 1997).

La surexpression des FGFs est trés largement retrouvée lors de cribles génétiques de patients
atteints de cancer. En effet, la surexpression des FGF1 et 2 est associée a des cancers du systeme
nerveux comme des gliomes et astrocytomes (Bredel et al., 1997; Maxwell et al., 1991; Takahashi et
al., 1990). Les FGF1 et 3 sont notamment associés aux cancers du sein (Fioravanti et al., 1997; La
Rosa et al., 2001) et des ovaires (Rosen et al., 1993; Smith et al., 2012). Dans le cas du FGF1 et du
cancer des ovaires, le niveau de surexpression du FGF1 est corrélé a la sévérité de I'agressivité du

cancer et du pronostic vital du patient (Smith et al., 2012).

La surexpression des FGFs, ainsi que les mutations gain de fonction des FGFRs, ont été associées
dans un grand nombre d’études a différents types de cancers ce qui a suscité le lancement de

nombreux essais cliniques visant a bloquer I'action des FGFRs et FGFs (Brooks et al., 2012).



Geéne

Pathologies associées

Perte de fonction des FGFs

Références

FGF23

Gain de fonction des FGFs

ADHR (rachitisme hypophosphatémique autosomique
dominant)

Surexpression des FGFs (cancers)

FGF3 Syndrome LAMM (aplasie de Michel — surdité par (Sensietal., 2011; Tekin et al., 2008)
agénésie de I'oreille interne — microtie et microdontie)

FGF8 Syndrome de Kallmann (hypogonadisme, déficit (Falardeau et al., 2008)
odorat)

FGF10 Syndrome LADD (aplasie des glandes lacrymales et (Entesarian et al., 2007; Milunsky et al., 2006)
salivaires, surdité, anomalies dentaires et digitales)

FGF12 Syndrome de Brugada (arrythmie cardiaque — géne (Hennessey et al., 2013)
candidat)

FGF13 Hypertrichose liée a I'’X (gene candidat), syndrome (DeStefano et al., 2013; Gecz et al., 1999)
Borjeson-Forssman-Lehmann (retard mental lié a I'X)

FGF14 Ataxie spinocérébelleuse (SCA27) (Coebergh et al., 2014; van Swieten et al., 2003)

FGF17 Syndrome de Kallmann (hypogonadisme, déficit (Valdes-Socin et al., 2014)
odorat)

FGF23 Calcinose tumorale familiale hyperphosphatémique (Araya et al., 2005)

(ADHR Consortium, 2000)

FGFR1

Perte de fonction des FGFRs

Syndrome de Kallmann (KAL2: fusion prématurée
soudures craniennes)

Gain de fonction des FGFRs

FGF1 Cancers : sein, ovaire, prostate, gliome, astrocytome, (Henriksson et al., 2011; La Rosa et al., 2001; Maxwell et al.,

pancréas, colon 1991; Payson et al., 1998; Smith et al., 2012; Takahashi et al.,
1990; Yamanaka et al., 1993)

FGF2 Cancers : prostate, gliome, sein (Bredel et al., 1997; Giri et al., 1999; Relf et al., 1997)

FGF3 Cancers : sein, vessie, ovaire, larynx; sarcome de (Fioravanti et al., 1997; Jovanovic et al., 2014; Kiuru-Kuhlefelt
Kaposi, et al., 2000; Rosen et al., 1993; 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)

FGF9 Cancer : prostate (Huang et al., 2015; Teishima et al., 2012)

FGF15/19 Cancer : foie (Sawey et al., 2011)

(Dodé et al., 2003)

FGFR1 Syndrome de Kallmann (hypogonadisme, déficit (Giri et al., 1999; Rand et al., 2005; Schell et al., 1995; Valdes-
odorat), syndrome de Pfeiffer (fusion prématurée Socin et al., 2014)
soudures craniennes). Cancers : Glioblastomes,
prostate

FGFR2 Syndromes d'Apert, de Pfeiffer, de Crouzon. Cancers: (Kan et al., 2002; Pollock et al., 2007; Schneider et al., 2008a)
endometre, sein

FGFR3 Syndrome de Muenke (fusion prématurée de certains (Muenke et al., 1997; Tavormina et al., 1999; Tomlinson et
os), hypochondroplasie (maladie des os), dysplasie. al., 2007)
Cancers : vessie, col de l'utérus

FGFR4 Cancer : prostate (Wang et al., 2004)

Tableau 2 : Pathologies associées aux altérations perte ou gain de fonction, ou a la surexpression
des génes FGFs et FGFRs chez ’'Homme
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Il Le FGF1 : un facteur de croissance intracellulaire
1 - Découverte & généralités

Le FGF1 a été isolé pour la premiere fois par Armelin en 1973 a partir d’extraits de glande
pituitaire humaine. Ajouté a des fibroblastes murins 3T3, il induit leur prolifération. C’'est un facteur
de croissance des fibroblastes qui est non-dialysable, thermolabile et sensible a I'action des

protéases (Armelin, 1973).

L'année suivante, Gospodarowicz le purifie a partir de glandes pituitaires bovines
(Gospodarowicz, 1974) et trés rapidement de nombreuses études rapportent sa forte activité
mitogénique pour des fibroblastes murins et humains (Gospodarowicz, 1974; Gospodarowicz and
Moran, 1975; Holley and Kiernan, 1974), des myoblastes bovins (Gospodarowicz et al., 1976a), ou
encore des cellules vasculaires endothéliales bovines (Gospodarowicz et al., 1976b, 1977). De par sa
capacité a induire la prolifération et la migration des cellules endothéliales et donc Ia
néovascularisation, le FGF1 possede un fort potentiel angiogénique (Folkman and Klagsbrun, 1987;

Lobb et al., 1985; Thomas et al., 1985).

Les FGF1 et FGF2 different par leur point isoéléctrique, qui leur a donné leur nomenclature
originelle (FGF1 : aFGF pour acidic FGF; FGF2 : bFGF pour basic FGF) mais ont en commun leurs
activités mitogéniques et angiogéniques (Gimenez-Gallego et al., 1985). Ce sont également tous les
deux des facteurs neurotrophiques. Les premieres expériences le démontrant ont été réalisées sur le
modele cellulaire PC12 (issues d’un phéochromoctyome de rat). Sous l'action de facteurs
neurotrophiques, ces cellules sont capables de se différencier en neurones de type sympathique. Le
FGF1 et le FGF2 sont capables d’induire cette différenciation de la méme fagon que le NGF (Togari et
al., 1985; Wagner and D’Amore, 1986). Il est a noter que I'addition d’héparine augmente cet effet du
FGF1 recombinant d’un facteur 100 (Wagner and D’Amore, 1986).

Les FGF1 et FGF2 sont les premiers FGFs a avoir été caractérisés et purifiés grace a leur affinité
pour I'héparine. C’'est une forme tronquée du FGF1 qui a été initialement purifiée, de seulement 140
acides aminés (Esch et al., 1985). Des mises au point ultérieures ont permis de purifier la forme
totale de 155 acides aminés, qui comprend la méthionine initiatrice (Burgess et al., 1986). La
nomenclature utilisée est celle de 154 acides aminés qui ne tient pas compte de cette premiére

méthionine.

Les FGF1 et 2 sont les premiers FGFs a avoir été clonés et positionnés dans le génome (Abraham

et al., 1986a, 1986b; Jaye et al., 1986; Wang et al., 1989).
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Figure 5 : Du géne FGF1 humain a la protéine

Le géne FGF1 humain, d’une longueur minimale de 105 kb, est localisé sur le brin antisens du
chromosome 5. Il est composé de trois exons majoritairement codants (1, 2 et 3), excepté pour les 34
premiers nucléotides de I’exon 1, ainsi que I'exon 3 qui comprend une longue région non traduite
(UTR) en 3’ (en jaune). Ces trois régions codantes constituent la phase ouverte de lecture (ORF, en
vert). Il existe quatre exons alternatifs non codants —1A, —1B, —1C et —1D, alternativement épissés a
I’exon 1 selon le promoteur tissu-spécifique utilisé (fleche). Les quatre transcrits majoritaires FGF1A,
B, C et D comprennent une région 5° UTR constituée de I’exon alternatif non codant et des 34
premiers nucléotides non traduits de I'exon 1 (en rouge), les exons codants 1, 2 et 3 ainsi que la
longue région 3’ UTR de I’exon 3. La traduction de ces quatre transcrits aboutit a3 une méme isoforme
protéique de 155 acides aminés. D’apres (Chiu et al., 2001; Martineau et al., 2004)
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2 - Structure

2.1- Geéne

Le gene FGF1 humain est d’'une longueur minimale d’environ 105 kb (kilobases) et est localisé sur
le brin antisens du chromosome 5 (5q31) (Figure 5). Ce géne code pour une isoforme protéique
unique, a partir de quatre transcrits majoritaires qui varient a leur extrémité 5. Ces transcrits
contiennent chacun quatre exons : les trois derniers exons sont majoritairement codants (exons 1, 2
et 3) et présents sur I'ensemble des transcrits du FGF1, tandis que le premier exon en 5’ est non
traduit et est alternativement présent dans les transcrits FGF1A, B, C et D (Jaye et al., 1986; Myers et
al., 1993; Payson et al., 1993). Il est a noter que les 34 premiers nucléotides de I’'exon 1 sont non

traduits, ainsi que la majeure partie 3’ de I'exon 3.

Chacun de ces quatre exons alternatifs non traduits (—1A, —1B, —1C et —1D) est couplé a son
promoteur respectif (1.A, 1.B, 1.C et 1.D) dont I'activation est tissu-spécifique (Alam et al., 1996; Liu
et al., 1998; Myers et al., 1993, 1995a; Payson et al., 1993; Ray et al., 1997; Wang et al., 1989)
(Figure 5). Les promoteurs 1.A et 1.B sont constitutivement actifs au sein de leurs types cellulaires
respectifs (rein et cceur pour le 1.A, systéme nerveux pour le 1.B), tandis que les promoteurs 1.C et

1.D peuvent étre induits par différents facteurs activateurs (Chiu et al., 2001).

a) Promoteur 1.A

Le promoteur 1.A est constitutivement actif dans le rein (Myers et al., 1993, 1995a) et dans le
cceur ou le FGF1 est requis pour la différenciation des myoblastes (Conte et al., 2009; Madiai et al.,
1999). L'équipe d’Anne-Catherine Prats s’est intéressée aux régulations transcriptionnelles et
traductionnelles du FGF1 et a pu mettre en évidence I'existence d’éléments IRES (Internal Ribosome
Entry Site) au sein de ’ARNm FGF1A (Martineau et al., 2004). Ces éléments sont retrouvés dans les
ARNm de facteurs de croissance ou de transcription et peuvent permettent la traduction des ARNm
lorsque la traduction coiffe-dépendante est bloquée, comme par exemple en conditions de stress ou
lors de la mitose (Jackson, 1991). Ils peuvent aussi participer au contréle de l'initiation alternative de

la traduction.

Le niveau protéique de FGF1 augmente lors de la différenciation des myoblastes en myotubes,
parallelement a la diminution de la traduction coiffe-dépendante. Dans ces conditions, I'expression
du FGF1 est concomitante a une forte activation du promoteur 1.A et requiert la présence du motif
IRES du transcrit FGF1A. De facon intéressante, la traduction IRES-dépendante du FGF1A nécessite la
présence de la région -905 a -513 nt du promoteur 1.A. Ceci suggére |'existence d’un mécanisme de

couplage de la transcription et de la traduction (Conte et al., 2009).
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Figure 6 : Régulation du promoteur 1.B du géne FGF1

Le promoteur 1.B du gene FGF1 humain posséde deux régions régulatrices RR1 et RR2 en amont de
I’exon alternatif non traduit -1B. La région RR2 contient un site de fixation pour les facteurs de
transcription RFX1, 2 et 3. La fixation de 'homodimére RFX1 ou des hétérodiméres RFX1-RFX2/3
inhibe I'activation du promoteur, tandis que la fixation de I’hétérodimére RFX2-RFX3 active le
promoteur et est corrélée a une augmentation de I'acétylation des histones H3 a proximité de RR2.
D’apres (Hsu et al., 2010, 2012; Kao et al., 2013).
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b) Promoteur 1B

Le promoteur 1B est le plus étudié chez I’humain. Il est actif dans le cerveau, les tissus nerveux
comme la rétine, ainsi que dans plusieurs lignées de glioblastomes (Liu et al., 1998; Myers et al.,
1995b; Ray et al., 1997). Il conduit a la transcription de I’ARNm noté FGF1B. Chez la souris, la région
5 non codante jouxtant le premier exon codant de ’ARNm FGF1 présente 77% d’homologie avec
I’exon —1B humain. Le promoteur murin est donc également nommé 1.B et est le seul actif dans le
cerveau. Le transcrit FGF1B est exprimé dans les neurones moteurs et sensitifs, le cervelet, les
cellules neurales épendymales et les neurones dopaminergiques (Alam et al., 1996; Chen et al.,

2014).

Le promoteur proximal 1.B du géne FGF1 humain, en amont du site majeur d’initiation de la
transcription (+1), contient deux régions cis-régulatrices (RR1, -145 a -114 bp et RR2, -507 a -467 pb)
(Myers et al., 1995a) (Figure 6). Une étude plus approfondie de la région RR2 a montré qu’il s’agissait
d’un site de fixation pour des facteurs de transcription (Ray et al., 1997). Dans des lignées de
glioblastome, le facteur de transcription RFX1 (Regulatory Factor protein of the X-box 1) régule
négativement la transcription du FGF1 en se fixant sous forme d’homodimére ou d’hétérodimére
avec RFX2 ou RFX3 sur la région RR2 du promoteur 1.B de facon spécifique. Aucun autre site de
fixation pour RFX1 n’a été trouvé sur les autres promoteurs du FGF1 (Hsu et al., 2010, 2012). Les
glioblastomes contiennent une sous-population de cellules souches qui sont les principales
responsables de la tumorigénicité de ce type de cancer (Galli et al., 2004; Gilbertson and Rich, 2007).
Le traitement de ces cellules par I'acide valproique, un inhibiteur de la kinase GSK3 (Glycogen
Synthase Kinase 3) et des histones désacétylases (HDAC), active le promoteur 1.B via la fixation de
I’'hétérodimeére RFX2/RFX3 sur la région RR2 et induit la croissance des cellules souches. L’activation
du promoteur 1.B est induite par une baisse de I'activité de la kinase GSK3 et des HDAC, I'acétylation

de I'histone H3 étant augmentée aux environs de la région RR2 (Kao et al., 2013).

¢) Promoteurs 1.Cet 1.D

Les promoteurs 1.C et 1.D sont actifs dans une grande variété de lignées cellulaires incluant
différentes lignées de cancers mammaires, de la prostate (PC-3) ou de fibroblastes ainsi que de
cellules musculaires lisses vasculaires (Chotani and Chiu, 1997; Chotani et al., 1995; Payson et al.,
1993; Renaud et al., 1996a). Ces deux promoteurs ont la particularité d’étre inductibles par différents
facteurs comme le sérum, I'ester de phorbol ou le TGF-B (Transforming Growth Factor ) (Chotani
and Chiu, 1997; Chotani et al., 1995; Payson et al., 1998). Le promoteur 1.D répond notamment a
I'ajout de sérum via son domaine SRE (Serum Response Element) qui possede deux sites

remarquables (Ets et CArG), ciblés par deux cascades de signalisation distinctes. Le site Ets, cible de la
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Figure 7 : Structure et sites remarquables de la protéine FGF1

A-B : La protéine FGF1 est constituée de 154 acides aminés (en excluant sa méthionine initiatrice) et
comprend 12 feuillets B numérotés de | a Xll. Ceux-ci sont organisés en trois unités (vert, rouge et
violet) comportant 4 feuillets chacune. Adapté de (Bernett et al., 2004; Romero et al., 1996). C : Dans
sa structure tertiaire, ces trois unités sont repliées en tonneaux B dits « B-barrel », et forment ainsi
une structure en trefle « B-trefoil superfold ». Issu de (Chi et al., 2002). D : Le FGF1 possede deux
signaux de nucléarisation : une NLS1 N-terminale classique KKPK (acides aminés 23-26, en bleu), et
une NLS2 bipartite de la forme KK...KK (acides aminés 114-127, en orange). |l posséde également un
signal d’export NES a son extrémité C-terminale (acides aminés 144-151, en marron). Deux sites de
modifications post-traductionnels majeurs sont connus : un site de phosphorylation sur la Ser130 et
un site majeur de méthylation sur la Lys132. Les séquences NES et NLS1-2 sont respectivement
soulignées en marron, bleu et orange dans le panneau A.
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famille des facteurs de transcription Ets, est ciblé par des protéines de la famille des GTPases comme
Ras, Racl et Cdc42. Le motif CArG (5’-CC(A/T)s GG-3’) est la cible d’une cascade de signalisation
indépendante de la synthése protéique de novo. L'activation de cette cascade requiert en effet la

présence de cycloheximide, en plus de I'ajout de sérum (Chotani et al., 2000).

2.2 - Protéine
a) Structure

Les transcrits issus des quatre promoteurs alternatifs du FGF1 conduisent tous a la traduction
d’une unique protéine de 154 acides aminés (en excluant sa méthionine iniatrice) et 17,5 kDa (kilo-
dalton). Sa structure secondaire est constituée de 12 feuillets B numérotés de | a XlI (Figure 7A-B) qui
s’organisent en 3 unités comportant 4 feuillets chacune. Dans sa structure tertiaire, ces trois unités
sont repliées en tonneaux B dits « B-barrel », et forment ainsi une structure en trefle « B-trefoil

superfold » (Bernett et al., 2004; Zhu et al., 1991) (Figure 7C).

Contrairement a la majorité des facteurs de croissance, le FGF1 ne contient pas de peptide signal
de sécrétion (Jaye et al., 1986). En revanche il contient deux séquences de localisation nucléaire
(NLS). Une NLS classique de type KKPK a son extrémité N-terminale (NLS1, acides aminés 23 a 26)
(Imamura et al., 1990), et une NLS bipartite a son extrémité C-terminale consistant en deux
groupements lysines KK...KK séparés par 10 acides aminés (NLS2, acides aminés 114 a 127) (Wesche
et al., 2005) (Figure 7D). Une séquence NES (Nuclear Export Signal) a été identifiée a son extrémité C-
terminale (Nilsen et al., 2007). La délétion de la séquence NLS1 n’affecte pas la capacité du FGF1 a se
lier a I'héparine et aux FGFRs. En revanche, la plupart de ses activités, comme la prolifération
cellulaire, sa mitogénicité ou son action neurotrophique sont inhibées, démontrant ainsi
I'importance de la localisation nucléaire du FGF1 pour ses activités biologiques (Imamura et al., 1990;

Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).

b) Modifications post-traductionnelles du FGF1

Trés peu de modifications post-traductionnelles du FGF1 ont été décrites jusqu’ici. A ce jour, un
site unique de phosphorylation est connu sur le résidu Ser130. Le FGF1 possede 11 résidus lysine
dont 5 peuvent étre significativement méthylés (Lys23, 24, 26, 126 et 132). Son site majeur de
méthylation est la Lys132 (Harper and Lobb, 1988) (Figure 7D).

i. Méthylation de la Lys132

Le résidu Lys132 du FGF1 est la lysine la plus rapidement monomeéthylée in vitro, et est la seule a
pouvoir étre diméthylée. La méthylation de ce résidu affecte négativement la capacité du FGF1 a lier

les HSPGs et les FGFRs ainsi que son activité mitogénique (Harper and Lobb, 1988). La mutation de
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Figure 8 : Sécrétion atypique du FGF1

Le complexe de sécrétion est composé d’un homodimere de FGF1, du fragment extravésiculaire p40
de la synaptotagmine-1 (p40Sytl), de la protéine de liaison au Ca?* S100A13 ainsi que de la
sphingosine kinase 1 (SphK1) (1). Ce complexe s’associe a I'annexine Il (Anxa2), ancrée a la
membrane plasmique (2). Le complexe est alors relargué a I‘extérieur de la cellule apres
translocation de phospholipides acides comme la phosphatidylsérine vers la face externe de la
membrane plasmique (3). D’apreés (Prudovsky et al., 2013).
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cette lysine en glycine (mutant FGF1""*%*

) inhibe également la liaison FGF1-HSPGs, ses activités
mitogénique et neurotrophique, mais pas la liaison FGF1-FGFR (Burgess et al., 1990; Renaud et al.,
1996b). In vitro, le FGF1** perd sa capacité a étre phosphorylé sur le résidu Ser130 proche

(Klingenberg et al., 1998).

ii. Phosphorylation de la Ser130

La capacité du FGF1 a étre phosphorylé a été décrite pour la premiere fois en 1989 et semble
étre dépendante de la PKC (Klingenberg et al., 1998; Mascarelli et al., 1989). Le FGF1 contient en

effet un site consensus de phosphorylation par la PKC (Ser**®

-Cys-Lys) (Klingenberg et al., 1999).
Wiedlocha et ses collaborateurs ont montré que le FGF1 est phosphorylé par la PKCS dans le
compartiment nucléaire. Ce processus de phosphorylation serait positivement régulé par la
nucléoline (Sletten et al., 2014), et induit son export rapide vers le cytosol puis sa déphosphorylation
et sa dégradation (Wiedlocha et al., 2005) (Figure 9). L'impact de sa phosphorylation sur ses activités

biologiques reste cependant peu décrit.

3 - Activités extracellulaires du FGF1

Le FGF1 ayant été initialement purifié a partir d’extraits de glande pituitaire (Gospodarowicz,
1974), ses activités ont été historiquement étudiées par I'ajout de FGF1 recombinant dans le milieu

de culture.

3.1- Mode de sécrétion atypique du FGF1

Des expérience de transfection du FGF1 n’ont pu mettre en évidence de relargage du FGF1 dans
le milieu extracellulaire dans des conditions normales (Prudovsky et al., 2008), contrairement a des
conditions de stress hypoxique, thermique ou de privation de sérum (Carreira et al., 2001; Jackson et

al., 1992, 1995; Shin et al., 1996) (Figure 10B).

Dans ces conditions, le FGF1 est sécrété sous forme d’homodimere inactif par un mécanisme
indépendant de la voie RE-Golgi (Jackson et al., 1995) au sein d’'un complexe de sécrétion régulé par
le Cu®* (Landriscina et al., 2001a). Ce complexe comprend le fragment extravésiculaire p40 de la
synaptotagmine-1 (p40Sytl) (LaVallee et al, 1998), la protéine de liaison au Ca** S100A13
(Landriscina et al., 2001b; Mouta Carreira et al., 1998) ainsi que la sphingosine kinase 1 (SphK1) (Soldi
et al., 2007). Les fonctions exactes des différents composants du complexe lors de la sécrétion du
FGF1 sont mal connues. Les domaines C2A et C2B de p40Syt1 ont une forte affinité pour les lipides et
pourraient jouer un role important dans I'ancrage du complexe a la membrane plasmique (Jayanthi
et al., 2014). Il a également été proposé que la protéine de liaison a la membrane Annexine Il (Anxa2)

pourrait interagir avec ce complexe. En effet, Anxa2 forme habituellement un hétérotétramere
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Figure 10 : Modes d’action du FGF1

A : 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. B : 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. C: Le FGF1 extracellulaire peut alors se lier a ses récepteurs FGFRs et
activer les voies de signalisation PI3K/Akt/mTOR, Ras/MAPK ou PLCy. D : Suite a sa liaison aux FGFRs,
le FGF1 peut également étre internalisé et transloqué dans le noyau.
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composé de deux Anxa2 et deux S100A10. Au vu des similarités de structure entre S100A13 et
S100A10, il a été proposé que S100A13 serait responsable de I'interaction du complexe avec Anxa2
ancrée a la membrane (Prudovsky et al., 2013) (Figure 8). Une étude récente se proposant
d’identifier de nouveaux partenaires du FGF1 par différentes approches a identifié€ Anxa2 comme
partenaire potentiel par une expérience de co-précipitation avec du FGF1 recombinant (Bober et al.,
2016) et semble ainsi confirmer cette hypothése. La translocation de phospholipides acides comme
la phosphatidylsérine vers la face externe de la membrane plasmique participerait a I'externalisation

du complexe (Kirov et al., 2012).

3.2 - Internalisation du FGF1

La translocation du FGF1 extracellulaire vers le cytosol ou le noyau (Figure 10D) est un processus
dépendant de la présence de FGFRs et de I'activité de la PI3K (Klingenberg et al., 2000; Wiedlocha et
al., 1995), qui dans des fibroblastes ou des cellules endothéliales a préférentiellement lieu durant la
phase G; du cycle cellulaire (Imamura et al., 1994; Malecki et al., 2004; Zhan et al., 1993). Le FGF1
extracellulaire est I'unique membre de sa famille a pouvoir lier les quatre différents FGFRs, mais
seule sa liaison aux FGFR1 ou 4 peut donner lieu a son internalisation dans la cellule, alors que les

FGFR2 et 3 en sont incapables (Sorensen et al., 2006a).

Apres sa liaison au FGFR (Figure 10C), le complexe FGF1-FGFR est internalisé indépendamment
des vésicules a manteau de clathrine ou des cavéoles (Citores et al, 1999, 2001), et
indépendamment de I'activité tyrosine-kinase du FGFR (Zakrzewska et al., 2011). La translocation du
complexe FGF1-FGFR nécessite des vacuoles possédant un potentiel de membrane (Malecki et al.,
2002, 2004; Rothbard et al., 2005). Le type de vacuole pourrait dépendre du FGFR impliqué : en effet,
les complexes FGF1-FGFR4 seraient préférentiellement acheminés vers le compartiment de recyclage
de I'endocytose (ERC) (Citores et al., 1999), tandis que les complexes FGF1-FGFR1 seraient
préférentiellement acheminés vers les lysosomes pour y étre rapidement dégradés (Haugsten et al.,
2005). Le FGF1 est capable de transloquer a travers la membrane de I'endosome vers le cytosol
(Olsnes et al., 2003) par un mécanisme non décrit mais dépendant de la protéine chaperonne Hsp90

(Wesche et al., 2006).

Le faible poids moléculaire du FGF1 lui permet de diffuser librement a travers les pores
nucléaires, mais plusieurs mécanismes semblent participer a son import nucléaire actif. La séquence
NLS1 N-terminale est requise pour la nucléarisation du FGF1 exogéne. Ce processus nécessite une
activité Ran-GTPase ainsi que la protéine LRRC59 (leucine-rich repeat containing 59) localisée dans le
RE et I'enveloppe nucléaire, et qui est un partenaire intracellulaire du FGF1 (Skjerpen et al., 2002a).

De facon intéressante, lorsque son ancrage a la membrane du RE est supprimé, LRRC59 a une forte



tendance a étre nucléarisée de facon dépendante de Ran, ce qui suggére qu’elle pourrait réguler
I'import nucléaire du FGF1 exogéne en facilitant son interaction avec la machinerie d’import et en
transportant le FGF1 aux, voire a travers, les pores nucléaires. Cette machinerie implique les
importines Kpnal et KpnpB1 (Yamada et al., 2016; Zhen et al., 2012). La deuxiéme séquence NLS2
bipartite est active dans les cellules NIH 3T3 mais son mécanisme exact n’a pas été déterminé
(Wesche et al., 2005). La séquence d’export NES C-terminale permet I'export du noyau apres

formation du complexe FGF1/exportine-1/Ran-GTP (Nilsen et al., 2007).

4 - Le FGF1 intracellulaire

Le FGF1 possede deux séquences NLS (Imamura et al., 1990; Wesche et al., 2005). Ainsi, en
conditions physiologiques, le FGF1 est intracellulaire, localisé dans le cytosol et le noyau (Figure 10A).
Son expression dans une variété de tissus et sa capacité a interagir avec différents partenaires

I'impliquent dans de nombreux processus cellulaires, y compris développementaux.

4.1-  Activités du FGF1

a) Développement et différenciation

Le FGF1 est exprimé de facon précoce au cours du développement, et son niveau d’expression
augmente progressivement au cours du développement embryonnaire du poulet (Philippe et al.,
1996). L'étude de la localisation du FGF1 dans des embryons de rat montre des niveaux importants
de FGF1 dans les tissus d’origine neuroectodermale et mésodermale. Le niveau de FGF1 reste
constant dans les reins et le systéme respiratoire, et diminue dans les muscles squelettiques. Il
augmente au cours de I'organogenése dans le systéme nerveux central (SNC) et la rétine de fagon
corrélée avec la différenciation tissulaire, suggérant un réle du FGF1 dans la prolifération, la

différenciation et la migration cellulaire (Fu et al., 1991).

D’autres études ont pu démontrer que la présence de FGF1 dans le coeur et les vaisseaux
sanguins, en particulier les vaisseaux collatéraux en croissance (Fu et al., 1991; Spirito et al., 1991;
Wu et al., 2010), jouait un réle important dans la prolifération des myocytes et I'angiogenése des
capillaires (Engelmann et al., 1993; Hidai et al., 2003; Matsuyama and Kawahara, 2009; Wu et al.,
2010).

Dans le muscle squelettique, le niveau d’ARNm du FGF1 est maximal dans les myoblastes ou il
stimule leur prolifération, et diminue au cours de la différenciation, jusqu’a devenir indétectable
apres différenciation terminale dans les myotubes (Alterio et al., 1990; Fu et al., 1991; Hannon et al.,
1996; Moore et al., 1991). Cette diminution du FGF1 s’"accompagne de I'augmentation de myogénine

(Moore et al., 1991), marqueur de la différenciation myogénique. Cependant, cet effet inhibiteur de



la différenciation semble étre FGFR-dépendant (Hannon et al., 1996). Des études plus récentes
semblent montrer des roles différents et opposés du FGF1 dans la myodifférenciation, selon qu’il soit
extra- ou intracellulaire. En effet, 'ajout de FGF1 recombinant dans le milieu de culture de
myoblastes de rat inhibe leur différenciation, tandis que la transfection de ces mémes cellules avec la
forme sauvage du FGF1 promeut leur différenciation (Uruno et al., 1999). L'expression du FGF1
intracellulaire sous le contréle du promoteur 1.A semble requise pour la différenciation des

myoblastes (Conte et al., 2009).

Le FGF1 est exprimé des le stade embryonnaire au sein du SNC et périphérique, avec un niveau
maximal atteint chez I'adulte. Le FGF1 est essentiellement localisé dans les cellules neuronales
comme les cellules de Purkinje (neurones GABAergiques du cervelet), les neurones des noyaux du
cervelet profond et du tronc cérébral, ainsi que les neurones du systeme périphérique (ganglion
spinal), mais aussi dans les neurones ganglionnaires rétiniens dont les axones forment le nerf optique
(Elde et al., 1991; Nurcombe et al., 1993; Schnurch and Risau, 1991). Il est exprimé dans les trois
couches neuronales de la rétine, et notamment dans les photorécepteurs (Jacquemin et al., 1990).
Dans la moélle épiniére du rat, le FGF1 est principalement localisé dans le noyau et le cytoplasme des
neurones moteurs et sensitifs matures (Elde et al., 1991). Il est également exprimé dans le systéme

auditif par les neurones cochléaires de I'organe de Corti (Pirvola et al., 1995).

L’activité différenciatrice du FGF1 a été démontrée dans différents modeles cellulaires in vitro,
ou le FGF1 intracellulaire est capable d’induire la différenciation neuronale de nombreux types de
cellules en promouvant notamment la croissance des neurites dans les cellules PC12 (issues d’un
phéochromocytome de rat) (Renaud et al., 1996b), les cellules SH-SY5Y (issues d’un neuroblastome
humain) (Raguenez et al., 1999), ou de cultures primaires de cellules embryonnaires de rétine

neurale de poulet (Desire et al., 1998).

b) Survie (anti-apoptotique)

Comme beaucoup de facteurs de croissance, le réle anti-apoptotique du FGF1 a été largement
décrit dans la littérature, pour la grande majorité via I'addition de FGF1 recombinant et sa liaison aux
FGFRs. Peu d’études se sont intéressées aux voies de signalisation intracellulaires du FGF1, et leurs

mécanismes sont encore trés peu décrits.

Le réle du FGF1 dans la survie cellulaire a été étudié dans différents modeéles in vitro. Le FGF1
protége les cellules endothéliales humaines de veine ombilicale (HUVEC) et les cellules
embryonnaires de rétine de poulet de la mort cellulaire (Desire et al., 1998; Maier et al., 1996). Le

traitement a l'interleukine 6 (IL6) d’'une lignée neuronale humaine (NT2) induit la survie cellulaire via



I'activation de I'expression du FGF1 (Thorns et al., 2002). Le FGF1 protege également de la mort
différentes lignées cellulaires cultivées en absence de sérum, comme des cellules épithéliales issues
de cristallin bovin (Renaud et al., 1994), des cellules de phéochromocytome de rat (PC12) (Renaud et

al., 1996b), ou encore de neuroblastome humain SH-SY5Y (Raguenez et al., 1999).

Au laboratoire, nous étudions les mécanismes intracellulaires sur lesquels repose I’activité anti-
apoptotique du FGF1. Nous avons pu montrer dans deux lignées cellulaires (REtsAF, issues de
fibroblastes embryonnaires de rat, et PC12) que le FGF1 inhibe I'apoptose dépendante de p53 en
diminuant la stabilité de ce dernier et en modifiant ses activités transcriptionnelles (Bouleau et al.,
2005, 2007). Dans les cellules PC12, nous avons pu mettre en évidence I'importance de la localisation
nucléaire du FGF1 pour son activité anti-apoptotique, ainsi que son interaction avec p53 (Rodriguez-

Enfedaque et al., 2009).

In vivo, la surexpression du FGF1 dans des myocytes de souris retarde significativement le
développement de l'infarctus suite a une ischémie. Cet effet protecteur du FGF1 vis-a-vis de la mort
cellulaire des myocytes est indépendant de son activité pro-angiogénique (Buehler et al., 2002). Ex
vivo, la surexpression du FGF1 dans un coeur de souris isolé améliore la récupération de la fonction

cardiaque ainsi que la survie cellulaire aprés une ischémie myocardique aiglie (Palmen et al., 2004).

c) Mitogénique

Le FGF1 intracellulaire ou internalisé induit la prolifération cellulaire et la synthese d’ADN dans
des cellules endothéliales pulmonaires, des fibroblastes embryonnaires murins NIH 3T3 ou des
cellules issues d’ostéosarcome humain U20S (Imamura et al., 1990; Klingenberg et al., 1998, 1999,
Wiedlocha et al., 1994, 1996). Cette activité mitogénique dépend de la localisation nucléaire du FGF1
car la délétion ou la mutation de la séquence NLS du FGF1 inhibe sa localisation nucléaire et abolit
cette activité (Imamura et al., 1990). D’autre part, la mitogénicité du FGF1 est indépendante de
I'activité des FGFRs: l'utilisation d’une protéine de fusion FGF1l-toxine diphtérique permet son
internalisation dans la cellule via le récepteur membranaire de la toxine diphtérique. Cette protéine
de fusion internalisée indépendamment des FGFRs conserve ses propriétés mitogéniques (Wiedlocha

et al., 1994, 1996).

d) Oncogénique

Le FGF1 est surexprimé in vivo dans différents types de cancer, comme notamment des cancers
du sein (Coope et al., 1997; La Rosa et al., 2001; Payson et al., 1998; Yoshimura et al., 1998), des
ovaires (Birrer et al., 2007; Smith et al., 2012), du poumon (Li et al., 2015), de la prostate (Dorkin et

al., 1999; Payson et al., 1998), du pancréas (Yamanaka et al., 1993), du célon (Henriksson et al.,



2011), dans des mélanomes (Di Serio et al., 2008), des astrocytomes et glioblastomes (Maxwell et al.,
1991; Takahashi et al., 1990). De plus, différentes études ont pu mettre en évidence une corrélation
entre le niveau d’expression du FGF1 et la sévérité du diagnostic ainsi que du pronostic vital des
patients atteints de cancers de la prostate, des ovaires, du sein ou des poumons. En effet, Ia
surexpression du FGF1 est corrélée avec I'aggravation du score de Gleason dans les cancers de la
prostate, c’est-a-dire avec I'aggressivité de la tumeur et la sévérité du pronostic vital (Dorkin et al.,
1999). C'est également le cas dans certains cancers du sein (Slattery et al., 2013), ou des ovaires ou la
surexpression du FGF1 est également associée a une chimiorésistance (Smith et al., 2012). Dans les
cancers du poumon non a petites cellules, la surexpression du FGF1 est associée a une taille plus
importante de la tumeur primaire, une invasion vasculaire, une densité augmentée des

microvaisseaux intratumoraux et un mauvais pronostic vital (Li et al., 2015).

In vitro, la surexpression du FGF1 dans des cellules cancéreuses augmente leur prolifération et
I'injection de telles cellules dans des souris nude induit la tumorigenése et I'angiogenése ainsi que la
formation de métastases (El Yazidi et al., 1998; Jouanneau et al., 1991, 1997; Okunieff et al., 2003;
Shain et al., 1996; Zhang et al., 1999).

Le FGF1l 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.

e) Modulations transcriptionnelles et traductionnelles induites par le FGF1

De nombreuses régulations induites par le FGF1 au niveau transcriptionnel ou traductionnel ont
été décrites (Raju et al., 2014). Il induit I'expression de facteurs de trancription impliqués dans la
différenciation et la prolifération comme EGR-1 (Early Growth Response 1) (Tamura et al., 2008),
Jun/Fos (Lungu et al., 2008; Suzuki et al., 2001a), et Myc (Dudka et al., 2010), impliqué dans la
croissance cellulaire. L'expression d’autres acteurs de la différenciation est augmentée par le FGF1
comme Thyl ou GAP43 (Chang et al., 2014; Choi et al., 2001). Quant a la prolifération, I'expression
de la cycline D1 est augmentée (Billottet et al., 2008), celle de I'inhibiteur GADD45 (Growth Arrest
and DNA Damage 45) est diminuée (Ambrosetti et al., 2008) et celle de MDM2 (Mouse Double
Minute 2) est augmentée (Bouleau et al., 2005). MDM2 est un régulateur négatif de p53 qui inhibe
notamment I'arrét du cycle cellulaire via p21. L'expression de p21 est diminuée par le FGF1 (Bouleau

et al., 2005), tout comme celle des facteurs de transcription TCF3 et 4 de la voie Wnt/B-caténine



(Ambrosetti et al., 2008; Luo et al., 2012), impliquée notamment dans la prolifération, la

différenciation ou la migration cellulaire.

Le FGF1 module I'expression de genes impliqués dans la survie cellulaire comme iNOS (inducible
NO Synthase) (Vargas et al., 2006) ou les facteurs de croissance de la famille IGF (Insulin-like Growth
Factor) (Sieuwerts et al., 2002) ou le NGF (Yoshida and Gage, 1992). Il induit la progression et
I'invasion tumorale en régulant positivement les métalloprotéases MMP7 et 9 (Billottet et al., 2008;
Udayakumar et al., 2002) et en régulant négativement l'inhibiteur de métalloprotéases TIMP3

(Ambrosetti et al., 2008).

Le FGF1 autorégule son expression via une boucle de rétrocontrole positif (Renaud et al., 1996b),

dont les mécanismes exacts ne sont pas encore précisés.

4.2 - Partenaires du FGF1

Le FGF1 intracellulaire est capable d’interagir directement avec différents partenaires qui lui

permettent de réguler notamment sa sécrétion, son trafic ou ses activités intracellulaires.

a) Partenaires impliqués dans la sécrétion atypique du FGF1

La sécrétion atypique du FGF1 nécessite la formation d’un complexe de sécrétion multiprotéique
au sein duquel le FGF1 interagit avec le fragment extravésiculaire p40 de la synaptotagmine-1
(p40Syt1), la protéine de liaison au Ca** S100A13, la sphingosine kinase 1 (SphK1) et I'annexine 2
(cf. Mode de sécrétion atypique du FGF1 — p. 33).

b) Partenaires impliqués dans le trafic intracellulaire du FGF1

Suite a sa liaison aux FGFRs, le FGF1 peut étre internalisé dans la cellule puis transloqué au
noyau. Ces mécanismes font intervenir notamment LRRC59 et les importines Kpnal et Kpnpl

(cf. Internalisation du FGF1 — p. 35).

Plus récemment, il a été montré que le FGF1 interagissait avec la nucléoline (Sletten et al., 2014),
une protéine nucléolaire impliquée dans des processus cellulaires variés comme la croissance
cellulaire, la régulation du cycle cellulaire, la transcription, I'apoptose, la biogenése des ribosomes ou
encore le trafic nucléo-cytoplasmique des ribosomes (Tajrishi et al., 2011). La nucléoline régulerait la
phosphorylation du FGF1 sur son résidu Ser130 par la PKC6 et donc I'export nucléaire du FGF1
(cf. Phosphorylation de la Ser130 — p. 33).



c) Partenaires impliqués dans la réqulation des activités du FGF1

L'interaction du FGF1 avec la kinase CK2 (Casein Kinase 2) corréle avec son activité mitogénique
(Skjerpen et al., 2002b). La kinase CK2 est surexprimée dans les tissus en prolifération et requise pour
la progression du cycle cellulaire chez les mammiferes (Lebrin et al., 2001; Pinna and Meggio, 1997).
Elle joue un rdéle majeur dans les phases précoces de la transduction des signaux mitogéniques
(Pyerin, 1994; Tawfic et al., 2001). Un autre partenaire du FGF1, FIBP (FGF1 Intracellular-Binding
Protein), pourrait également étre impliqué dans I'activité mitogénique du FGF1, cependant son réle

exact n’est pas connu (Kolpakova et al., 1998).

La mortaline (ou GRP75 pour 75 kDa glucose-regulated protein) interagit avec le FGF1
recombinant internalisé ou avec le FGF1 intracellulaire surexprimé. Cette interaction dépend du
niveau de phosphorylation des tyrosines de la mortaline qui atteint son pic en fin de phase G;. Cela
suggérerait que la formation du complexe FGF1-mortaline est importante pour la transduction des
signaux de croissance induits par le FGF1. Il est intéressant de noter que le FGF1 et la mortaline
colocalisent dans la région périnucléaire, ce qui pourrait suggérer un réle de la mortaline dans la

nucléarisation du FGF1 et la régulation de son activité mitogénique (Mizukoshi et al., 1999, 2001).

La protéine suppresseur de tumeur p53 est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et
I'induction de I'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 'apoptose
dans les cellules PC12 (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). Cette interaction semble confirmée par
I’étude récente de Bober et al., qui retrouve p53 parmi les partenaires potentiels du FGF1 via une

approche de Tandem Affinity Purification (TAP) (Bober et al., 2016).

Enfin, il est a noter qu’une étude récente visant a identifier de nouveaux partenaires du FGF1 et
alliant trois approches (TAP, co-précipitation de FGF1 recombinant et crible double hybride chez la
levure) confirme plusieurs de ces interactions. Elle ouvre la voie a de nouveaux candidats dont les
relations avec le FGF1 sont encore inconnues a ce jour, mais leur implication dans des processus
similaires aux activités du FGF1 comme la prolifération, I'angiogenése ou l'apoptose semble
prometteuse. Elle met notamment a jour de nouvelles interactions du FGF1 avec des composants du
cytosquelette cytoplasmique (MAPRE pour Microtubule-associated protein RP/EB family member 1,
y-actine, a-actinine-4) ou nucléaire (lamines A/C), ainsi qu’avec HSP90aq, ce qui pourrait permettre de

préciser les mécanismes du trafic intracellulaire du FGF1 (Bober et al., 2016).
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Figure 11 : Isoformes du FGF2

Chez 'Homme, cing isoformes protéiques sont traduites a partir d’un transcrit unique. Il existe
guatre isoformes de haut poids moléculaire (HMW-FGF2) et une isoforme de faible poids moléculaire
(LMW-FGF2). Ces isoformes possédent une NLS faible bipartite a leur extrémité C-terminale. Elles
différent par leur extrémité N-terminale et possede une ou deux NLS supplémentaires selon leur
longueur. Le transcrit unique du FGF2 posséde un site d’initiation de la traduction classique (AUG)
conduisant a la traduction du LMW-FGF2, tandis que les HMW-FGF2 sont traduits a partir de sites de
traduction alternatifs (CUG). La traduction de I'isoforme de 34 kDa est coiffe-dépendante, tandis que
la traduction des autres isoformes est coiffe-indépendante et dépend de la séquence IRES située en
5’ du transcrit. D’aprés (Sorensen et al., 2006b).



Il Les facteurs de croissance intracellulaires : modes d’action

De nombreux autres facteurs de croissance peuvent étre soit strictement intracellulaires, comme
c’'est le cas par exemple pour les FGFs 11 a 14, ou étre internalisés suite a leur liaison avec leurs
récepteurs membranaires. Certains d’entre eux peuvent ensuite étre nucléarisés et réguler la
transcription, la réplication ou la réparation de I'ADN ou encore le métabolisme des ARN. On
retrouve également une corrélation entre la localisation nucléaire de ces facteurs et la progression

tumorale ainsi qu’un mauvais pronostic vital pour les patients (Planque, 2006).

1 - Les FGFs intracellulaires
1.1- LeFGF2

La transcription du FGF2 résulte en un transcrit unique possédant plusieurs sites alternatifs
d’initiation de la traduction qui produisent ainsi différentes isoformes protéiques (Florkiewicz and
Sommer, 1989; Prats et al., 1989). Cinq isoformes humaines sont décrites et regroupées selon leur
poids moléculaire (Figure 11). Ces isoformes different par leur localisation subcellulaire et leurs

activités.

Le codon d’initiation classique AUG produit I'isoforme FGF2 de 18 kDa, dite de faible poids
moléculaire (LMW) et majoritairement cytoplasmique (Renko et al., 1990). Elle est constituée des
155 acides aminés de I'extrémité C-terminale qui représentent la séquence commune a toutes les
autres isoformes du FGF2. Elle contient une séquence NLS faible bipartite dans sa région C-terminale
qui permet au LMW-FGF2 d’étre localisé dans le cytoplasme et le noyau, et plus particulierement le

nucléole (Bugler et al., 1991; Sheng et al., 2004).

Les autres isoformes sont dites de haut poids moléculaire (HMW) et sont produites a partir de
quatre codons d’initiation CUG alternatifs. La protéine compléte est I'isoforme de 34 kDa, dont la
traduction est coiffe-dépendante (Arnaud et al., 1999). La traduction des trois autres isoformes (24,
22,5 et 22 kDa) ainsi que du LMW-FGF2 est coiffe-indépendante et dépend du site IRES présent dans
la région 5’ du transcrit. Les HMW-FGF2 different par leur domaine N-terminal qui selon sa longueur
peut contenir une ou deux séquences NLS supplémentaires fortes (Arnaud et al., 1999; Quarto et al.,

1991). lls sont majoritairement localisés dans le noyau (Bugler et al., 1991; Renko et al., 1990).

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 (Arese et al.,
1999; Berger et al., 1999; Taylor et al., 1993). Elles peuvent aussi induire la migration cellulaire,
I'angiogenése, et présentent une activité tumorigéne (Huang et al., 1994; Maret et al., 1995;

Sherman et al., 1993; Taylor et al., 1993). Les isoformes du FGF2 interagissent avec différents



partenaires qui présentent des localisations subcellulaires variées et permettent I'implication du

FGF2 dans différents processus (Patry et al., 1997; Sorensen et al., 2006b).

a) Le LMW-FGF2 (18 kDa)

Aucune des isoformes du FGF2 ne posséde de peptide signal de sécrétion, mais comme le FGF1,
le FGF2 de faible poids moléculaire peut étre sécrété indépendamment de la voie du RE-Golgi. Ce
mécanisme de sécrétion ATP-dépendant fait intervenir la protéine chaperonne Hsp27 (Florkiewicz et
al., 1995; Mignatti et al, 1992; Piotrowicz et al, 1997). A linstar du FGF1, le LMW-FGF2
extracellulaire peut se lier aux FGFRs et étre internalisé et nucléarisé (Baldin et al., 1990; Bikfalvi et
al., 1989; Bouche et al., 1987; Malecki et al., 2004). Le LMW-FGF2 intracellulaire ou internalisé
possede une activité mitogénique et interagit avec la kinase CK2 dont il régule I'activité nucléoline-
dépendante (Bailly et al., 2000; Bonnet et al., 1996; Bossard et al., 2003; Soulet, 2005). Il peut
interagir dans le noyau avec la kinase RSK2 et permet ainsi le maintien de I'activation de cette kinase
phosphorylant les histones H3 lors de la phase G; du cycle cellulaire (Soulet, 2005), avec la
translokin/CEP57 (Centrosomal Protein of 57 kDa) qui permettrait la nucléarisation du LMW-FGF2
(Bossard et al., 2003), le facteur de transcription UBF (Upstream Binding Factor) essentiel a la
transcription des ARN ribosomiques (Sheng et al, 2005) (Figures 11-12). Le LMW-FGF2
cytoplasmique pourrait également interagir dans le cytoplasme avec la protéine ribosomale RPS19
(Ribosomal Protein S19) libre, ou associée a la sous-unité 40S (Soulet et al., 2001). La signification

biologique de cette interaction n’a pas encore été élucidée.

a) Les HMW-FGF2 (22, 22,5, 24 et 34 kDa)

Les isoformes de haut poids moléculaire possedent, en plus de la séquence NLS C-terminale
faible bipartite et commune a tous les FGF2, une a deux NLS supplémentaires fortes a leur extrémité
N-terminale et sont majoritairement nucléaires et nucléolaires (Arese et al., 1999; Bugler et al., 1991;
Gualandris et al., 1999). L’analyse par microarray de fibroblastes 3T3 exprimant les isoformes de haut
poids moléculaires a mis en évidence des profils transcriptionnels différents des fibroblastes
exprimant le LMW-FGF2. Les résultats obtenus suggerent que les HMW-FGF2 induisent I'expression
de suppresseurs de tumeurs et d’inhibiteurs de la croissance cellulaire. On retrouve par exemple
parmi les génes transcriptionnellement activés par les HMW-FGF2 Nfl-X et Nuprl, impliqués dans
I'arrét de la croissance, ou encore les suppresseurs de tumeur p53 et St5 (Quarto et al., 2005). Les
HMW-FGF2 induisent la survie cellulaire et la prolifération en absence de sérum (Arese et al., 1999;
Bikfalvi et al., 1995; Gualandris et al., 1999; Hortala et al., 2005), la transdifférenciation de
précurseurs de cellules neurales en mélanocytes (Sherman et al., 1993), le développement de

métastases (Okada-Ban et al., 1999; Thomas-Mudge et al., 2004) ou encore une résistance aux
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Figure 12 : Activités des isoformes du FGF2

Les isoformes du FGF2 produites dans une cellule peuvent étre transportées dans différents
compartiments subcellulaires (fleches bleues) et interagir avec différentes molécules (interactions
directes indiquées par les fleches rouges). Les isoformes de 22 a 34 kDa issues de sites d’initiation de
la traduction alternatifs (CUG) sont importées et s’accumulent dans le noyau. Le FGF2
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peut aussi étre nucléarisé. Dans le noyau, les FGF2 peuvent interagir avec L6/Tax, impliqué dans
I'assemblage des préribosomes, FIF, impliqué dans la régulation de la survie et de la réponse au
stress, ou SMN et SF3a66, impliqués dans la régulation du spliceosome. Le FGF2'¥® peut interagir
avec UBF et réguler la transcription des ARNr. Seule I'isoforme de 18 kDa peut étre sécrétée par un
mécanisme indépendant de la voie de sécrétion classique médiée par le RE/Golgi. Le FGF2
extracellulaire se lie au FGFR. Le FGFR activé peut activer les voies de signalisation Ras/MAPK, PLCy,
PI3K/Akt/mTOR et ainsi activer la transcription de génes cibles de ces voies. Le complexe FGF2-FGFR
est endocyté. Le FGF2'8P2 endocyté est alors clivé en une forme de 16 kDa et transloque vers le
cytosol. Il peut alors lier la translokine, impliquée dans le transport nucléaire du FGF2. Le FGF2'8P2
internalisé et nucléarisé peut se lier et activer CK2, qui phosphoryle la nucléoline et régule la
biogenése des ribosomes. Le FGF2 peut interagir avec UBF et réguler la transcription des ARNr soit de
facon endogene, soit apres internalisation. Le FGF2 peut se lier a RSK2, et lui permet de maintenir
son activité durant la transition Gy-G; et phosphoryle les histones H3. D’aprés (Sorensen et al.,
2006b)

radiothérapies (Cohen-Jonathan et al., 1997). Il est intéressant de noter que cette radiorésistance
peut étre corrélée a une forte expression du FGF2 dans les gliomes et méningiomes, des tumeurs
cérébrales peu sensibles aux radiothérapies (Takahashi et al.,, 1990). Les HMW-FGF2 sont de
puissants facteurs angiogéniques dont les mécanismes d’action ne sont pas encore décryptés, mais
qui semblent impliquer des crosstalks complexes avec le facteur de transcription pro-angiogénique

HIF-1a (Hypoxia-Induced Factor 1a) (Conte et al., 2008; Javerzat et al., 2002).

Ces isoformes peuvent interagir dans le compartiment nucléaire avec la protéine anti-
apoptotique FIF (FGF2 Interacting Factor) (Van den Berghe et al., 2000), avec la protéine ribosomale
L6/Tax impliquée dans I"assemblage des préribosomes (Shen et al., 1998), avec le facteur de survie
des motoneurones SMN (Survival of motoneuron protein) (Claus et al., 2003, 2004) et la sous-unité
de 66 kDa du facteur d’épissage 3a (SF3a66) pour réguler la machinerie d’épissage (Gringel et al.,

2004) (Figure 11-12).

12- LeFGF3

Le transcrit FGF3 posséde deux sites d’initiation de la traduction : un codon d’initiation AUG
classique et un codon alternatif CUG produisant respectivement une isoforme courte et une isoforme
longue. Elles contiennent toutes les deux un peptide signal clivable permettant au FGF3 d’étre
sécrété par la voie classique du RE-Golgi, ainsi que deux séquences NLS a I'extrémité C-terminale
permettant sa nucléarisation. L'isoforme longue est le produit majeur de traduction et peut a la fois
étre sécrétée ou transloquée au noyau (Kiefer et al., 1994). Une fois nucléarisé, le FGF3 se localise
principalement dans le nucléole grace a une séquence de rétention nucléolaire (Kiefer and Dickson,
1995). Le FGF3 a des rOles opposés selon qu’il est sécrété ou nucléarisé. Le FGF3 extracellulaire

posseéde une activité mitogénique FGFR-dépendante (Mathieu et al., 1995a, 1995b), tandis que le



FGF3 nucléaire/nucléolaire est impliqué dans I'arrét de la croissance cellulaire (Kiefer and Dickson,

1995).

A ce jour, deux partenaires nucléaires du FGF3 ont été identifiés via un crible double-hybride. Le
FGF3 interagit avec la protéine nucléolaire NoBP/EBP2 (Nucleolar Binding Protein ou EBNA1-binding
protein 2), qui régule les activités nucléolaires de c-Myc et promeut I'expression des ARNr (Liao et al.,
2014). L'expression de NoBP est régulée durant le cycle cellulaire et atteint son pic en fin de phase
G,-début de phase S. La surexpression de NoBP dans des fibroblastes 3T3 stimule leur croissance, et
diminue I'effet inhibiteur du FGF3 nucléolaire sur la croissance cellulaire dans des cellules épithéliales
mammaires (Reimers et al., 2001). Le FGF3 interagit également avec la protéine ribosomale rpS2
(Ribosomal Protein S2), un composant des ribosomes (Antoine et al., 2005). Le FGF3 nucléaire

inhiberait la croissance cellulaire en ciblant NoBP et en perturbant la biosynthése des ribosomes.

13- Les FGFs 11 a 14 (FHFs)

Les FGFs 11 a 14 sont également nommés FHFs pour Fibroblast growth factor Homologous
Factors, et sont strictement intracellulaires. Chaque géne FHF posséde au moins deux sites
d’initiation de la transcription générant plusieurs ARNm. Le premier exon alternatif est épissé aux
quatre exons communs |l a V. Les isoformes protéiques different par leur région N-terminale et sont
classées en deux groupes A et B. Les isoformes longues A sont majoritairement nucléaires grace a la
présence d’une NLS bipartite dans leur région N-terminale, tandis que les isoformes B dépourvues de
cette NLS sont cytoplasmiques (Munoz-Sanjuan et al., 2000; Smallwood et al., 1996). Les FHFs sont

principalement exprimés dans les cellules neuronales.

Ils sont incapables d’activer les FGFRs (Olsen et al., 2003), mais interagissent avec I'extrémité C-
terminale de canaux sodiques voltage-dépendants (Nay), dont ils ont depuis été identifiés comme
des régulateurs majeurs (Liu et al., 2001, 2003). lIs réguleraient également les canaux calciques
voltage-dépendants (Cay) et la transmission synaptique (Pablo and Pitt, 2014). lls sont d’ailleurs
impliqués dans de nombreuses neuropathologies, comme |’ataxie spinocérébelleuse 27 (SCA27) (van
Swieten et al., 2003). D’autre part, il a été montré que les FHFs 11 et 12 interagissent avec la
protéine IB2 (Islet Brain 2), ce qui permet le recrutement et 'activation des MAPK (Schoorlemmer,

2002; Schoorlemmer and Goldfarb, 2001).

2 - Internalisation des facteurs de croissance et de leurs récepteurs

De nombreux complexes facteur de croissance-récepteur ont été décrits comme pouvant étre
internalisés et exercer des activités intracellulaires, comme les FGF-FGFR, NGF-NGFR, VEGF-VEGFR ou

EGF-EGFR.



2.1- FGFRs

Les FGFR-1 (Maher, 1996), -2 (Sabbieti et al., 2005), -3 (Johnston et al., 1995) et -4 (Citores et al.,
1999, 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...).

La nucléarisation du FGFR1 dépend de I'importine B (Reilly and Maher, 2001).

L'internalisation du FGFR1 est la plus étudiée et semble faire intervenir deux mécanismes
distincts. Apreés liaison du ligand (par exemple FGF2) au FGFR membranaire, le complexe FGF-FGFR1
peut étre internalisé indépendamment des vésicules a manteau de clathrine ou des cavéoles
(cf. Internalisation du FGF1 — p. 35). Cependant, le FGFR1 cytoplasmique ou nucléaire pourrait
également provenir du RE avant qu’il n’atteigne le Golgi, puisqu’une grande partie du FGFR1

nucléaire n’est pas glycosylé (Stachowiak et al., 2007).

Au sein du noyau, le FGFR1 peut interagir avec la protéine RSK1 d’une part et avec la protéine
CBP/p300 (CREB Binding Protein) d’autre part. La balance des interactions entre FGFR1, CBP et RSK1
détermine le destin cellulaire (Figure 13). En effet, l'interaction entre CBP et RSK1 induit la
prolifération cellulaire, tandis que la dissociation de ce complexe induit la différenciation cellulaire.
De ce fait, I'interaction entre le FGFR1 et CBP d’une part, et FGFR1 et RSK1 d’autre part, diminue la
formation du complexe CBP-RSK1 et induit ainsi la différenciation (Stachowiak et al., 2007). En effet,
dans des cellules de type neuronal (cultures primaires ou lignées), CBP et le FGFR1 vont activer la
transcription en augmentant I'activité de I’ARN polymérase |l et I'acétylation des histones (Fang et
al., 2005). Le FGFR1 participe ainsi a la régulation de génes comme le FGF2 ou la tyrosine hydroxylase
(TH) (Peng et al., 2002) et stimule la différenciation de culture primaires neuronales humaines. Dans
des cellules souches embryonnaires, le FGFR1 nucléaire se lie aux promoteurs de nombreux génes
pour réguler leur transcription durant leur différenciation en cellules neuronales. Il réprime
I’expression de génes impliqués dans la pluripotence (Foxd3, Rest...), et active I'expression de genes

impliqués dans la différenciation neuronale (Pax3, Irx3...) (Terranova et al., 2015).
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Figure 13 : Un équilibre dynamique entre FGFR1, CBP et RSK1

Le FGFR1, CBP et RSK1 forment un équilibre dynamique. Dans les cellules en prolifération, CBP et
RSK1 sont associés en un complexe incapable d’activer les genes impliqués dans la différenciation
cellulaire. L'accumulation nucléaire de FGFR1 perturbe le complexe CBP-RSK1 inactif. La liaison du
FGFR1 a CBP active la transcription de genes impliqués dans la différenciation. D’apres (Stachowiak
et al., 2007).



2.2- NGF et NGFR

Les effets du NGF sont classiquement médiés par sa liaison a I'un de ses deux récepteurs : son
récepteur de haute affinité TrkA (Tropomysoine Receptor Kinase A) a activité tyrosine kinase, ou bien
son récepteur de faible affinité p75NTR (p75 Neurotrophin Receptor), premier membre de la

superfamille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis Factor) a avoir été identifié.

Suite a sa liaison a TrkA, le complexe TrkA-NGF peut étre internalisé, indépendamment de
I'activité tyrosine kinase du récepteur (Hosang and Shooter, 1987; Kahle et al., 1994). Dans les
cellules PC12, le complexe est internalisé par la voie des vésicules a manteau de clathrine. Il est
ensuite retrouvé dans les endosomes qui sont acheminés le long des axones par transport rétrograde
(Howe and Mobley, 2004; Howe et al., 2001). Les complexes NGF-TrkA membranaires semblent
réguler préférentiellement la survie cellulaire, tandis que les complexes internalisés réguleraient la

différenciation cellulaire (Zhang et al., 2000).

Une équipe a montré dans les années 1980 que le NGF pourrait également étre transloqué dans
le noyau ou il se lierait a la chromatine (Rakowicz-Szulczynska, 1993; Rakowicz-Szulczynska and
Koprowski, 1989; Rakowicz-Szulczynska et al., 1986, 1991). Cette liaison du NGF a la chromatine
inhiberait la synthése des ARN ribosomiques et la prolifération cellulaire dans les cellules issues de
mélanomes ou les mélanocytes. Dans la lignée de cancer du sein SKBr5, la localisation nucléaire du
NGF est retrouvée, cependant aucune inhibition de la synthése des ARN ribosomiques n’a été

détectée, suggérant I'implication d’un autre mécanisme (Rakowicz-Szulczynska, 1993).

2.3- VEGF et VEGFR

Le VEGF est un acteur majeur de la vasculogenese et de I'angiogenése in vitro et in vivo (Ferrara
et al., 2003). Son action est médiée par trois récepteurs VEGFRs a activité tyrosine kinase (VEGFR1-3)
dont le VEGFR2 est l'isoforme angiogénique majeure. La liaison du VEGF au VEGFR2 induit
I’endocytose clathrine-dépendante du récepteur dans des cellules endothéliales humaines. Le
VEGFR2 reste activé par phosphorylation, s’associe a la PLCy activée et active la voie des MAPK pour
induire la prolifération cellulaire. L’abolition de l'internalisation du VEGFR2 restaure I'arrét de la
croissance par inhibition de contact (Lampugnani et al.,, 2006). Le VEGF intracellulaire active la
transcription du géne VEGFR2 et d’autres marqueurs endothéliaux comme Tie-2 et VE-Cadherin (E et

al., 2012).

Le VEGF et les VEGFRs peuvent aussi étre nucléarisés. Dans des cellules endothéliales et des
modeles in vitro de cicatrisation, I'accumulation de VEGF dans le compartiment nucléaire semble

jouer un réle dans la coagulation et la fibrinolyse (Li and Keller, 2000). Le VEGFR2 complexé au VEGF



peut étre nucléarisé dans ce modele in vitro de cicatrisation. Cette nucléarisation est essentielle pour
la cicatrisation (Santos et al., 2007). Dans ces cellules, le VEGFR2 nucléaire se lie au facteur de
transcription SP1 (Specificity Protein 1), impliqué dans I'angiogenése, qui posséde un site de fixation
dans le promoteur proximal du VEGFR2 et régule ainsi sa propre transcription (Domingues et al.,

2011).

Dans des cellules de cancer mammaire, le VEGFR1 colocalise avec les lamines A/C, des protéines
de structure nucléaire, et est principalement détecté au niveau de I'enveloppe nucléaire. Dans ces
cellules, le VEGF induit la survie cellulaire via le VEGFR1. Ce dernier induit la phosphorylation d’Akt,

une voie de survie majeure dans les cancers du sein (Lee et al., 2007).

2.4- EGFetEGFR

La liaison de I'EGF avec son récepteur a activité tyrosine kinase (EGFR) active des voies de
signalisation classiques comme PI3K/Akt/mTOR, Ras/MAPK ou PLCy/PKC et régule ainsi notamment
la prolifération ou la survie cellulaire. L'activation de ces différentes voies est modulée par
I’endocytose de I'EGFR (Vieira et al., 1996). L'EGF est nucléarisé en complexe avec 'EGFR et stimule

la synthese de I’ADN lors de la régénération du foie (Lin et al., 2001; Raper et al., 1987).

La famille des récepteurs a I'EGF est constituée de quatre membres : EGFR/ErbB-1/HER-1, ErbB-
2/HER-2/neu, ErbB-3/HER-3 et ErbB-4/HER-4, et tous peuvent &tre nucléarisés (Wang and Hung,
2012). L'EGFR possede une séquence NLS tripartite qui lui permet d’étre transloqué au noyau, via
son interaction avec I'importine B (Hsu and Hung, 2007; Lo et al., 2006). Sa nucléarisation suite a sa
stimulation par I'EGF fait intervenir un transport rétrograde depuis le Golgi vers le RE impliquant les
vésicules COPI (Coat Protein 1). Sa translocation depuis la membrane du RE vers la membrane
nucléaire interne via les pores nucléaires est médiée par I'importine B et par le translocon Sec61f (Lo
et al.,, 2006; Wang et al., 2010b, 2010c) (Figure 14). Dans le noyau, 'EGFR ou I'EGF se lie a la
chromatine et agit comme un facteur/co-facteur de transcription en interagissant notamment avec
les facteurs de transcription STAT3, STAT5 ou E2F1 (Brand et al., 2013; Rakowicz-Szulczynska et al.,
1986). L'EGFR régule ainsi I'expression de genes impliqués dans la prolifération, la tumorigeneése,
I'instabilité chromosomique et la chimiorésistance comme cyclin D1, B-Myb, iNOS, Aurora-A, COX-2,
c-Myc, thymidylate synthase, ou BCRP (Breast Cancer Resistant Protein) (Hanada et al., 2006; Huang
et al., 2011; Hung et al., 2008; Jaganathan et al., 2011; Kim et al., 2009; Lin et al., 2001; Lo et al.,
2005, 2010). 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 (Brand et al., 2013).
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Figure 14 : Modeéle d’internalisation et nucléarisation du complexe EGF-EGFR

Le complexe EGF-EGFR est endocyté, la séquence NLS tripartite de I'EGFR lui permet d’étre pris en
charge par I'importine B (Impf). Sa nucléarisation fait intervenir un transport rétrograde depuis le
Golgi vers le RE impliquant les vésicules COPI (Coat Protein I). Sa translocation depuis la membrane
du RE vers la membrane nucléaire interne via les complexes de pores nucléaires (CPN) est médiée
par I'importine B et par le translocon Sec61B. Dans le noyau, I'EGFR se lie a la chromatine et agit
comme un facteur/co-facteur de transcription. MNE: Membrane nucléaire externe; MNI:

membrane nucléaire interne. Adapté de (Wang et al., 2010b, 2010c).
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Figure 15 : Les voies extrinséque et intrinséque de I’apoptose

Il existe deux voies principales de signalisation de I'apoptose :

la voie extrinseque, ou voie des

récepteurs a domaine de mort, et la voie intrinseque, 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 virale. Ces deux voies aboutissent a I'activation des protéines
effectrices de I'apoptose, les caspases. La voie extrinseque peut activer la voie mitochondriale de
I’'apoptose via le clivage de BID en tBID. Adapté de (MacFarlane and Williams, 2004).
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IV L’apoptose

1- Généralités

L'apoptose est un type de mort cellulaire programmée identifiée et décrite pour la premiere fois
en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie. Elle se caractérise par une condensation du cytoplasme et du

noyau, une fragmentation de I’ADN puis la formation de corps apoptotiques. Ceux-ci sont reconnus

puis phagocytés par les cellules environnantes, comme les macrophages (Kerr et al., 1972).

L'apoptose joue un roéle central au cours du développement ainsi que dans I’homéostasie
tissulaire chez I’adulte. Il s’agit d’un processus conservé au cours de I'évolution qui intervient dans le
développement normal des organismes pluricellulaires et dans I'élimination des cellules
endommagées ou devenues dangereuses. Elle est requise lors de 'embryogenéese dans de nombreux
processus comme la morphogenese et I'élimination des tissus interdigitaux, I'établissement du
dimorphisme sexuel via I'élimination des canaux de Wolff ou Miiller, ou encore la neurogenése

(Jacobson et al., 1997).

L'apoptose est un processus qui nécessite d’étre finement régulé. En effet, un excés d’apoptose
peut conduire par exemple a des pathologies neurodégénératives, tandis qu’a l'inverse un défaut
d’apoptose peut provoquer I'émergence de cancers (Mohammad et al., 2015; Thompson, 1995). La
mutation de membres de voies de signalisation de I'apoptose est une caractéristique centrale des
cancers (Hanahan and Weinberg, 2000) et les dérégulations engendrées participent a expliquer la

résistance aux oncothérapies.

Ce processus de mort cellulaire programmée peut étre déclenché par des signaux externes ou
internes a la cellule. Il existe deux voies principales de signalisation : la voie extrinséque dite des
récepteurs a domaine de mort (TNF-R, TRAIL-R, Fas...), et la voie intrinséque dite mitochondriale
(Figure 15) (Fulda and Debatin, 2006; Gupta, 2003; Kiraz et al., 2016). La voie extrinséque est induite
par I'activation des récepteurs a domaine de mort suite a la liaison de leurs ligands (TRAIL, Fas-L...).
La voie intrinséque est induite suite a différents stress intracellulaires, comme des dommages a
I’ADN qui conduisent a I'activation de la protéine p53, a la privation en facteurs de survie ou encore a
un stress oxydant. Ces deux voies conduisent a I'activation des protéines effectrices de I'apoptose,
les caspases (cysteine-aspartic proteases). Les caspases activées déclenchent et participent au
démantelement de la cellule (Elmore, 2007; Fiandalo and Kyprianou, 2012; Strasser et al., 1995). Il
existe également des voies de signalisation de I'apoptose indépendantes des caspases qui peuvent
étre médiées par d’autres protéases. On peut noter par exemple les cathepsines (cystéine-,

aspartate- et sérine-protéases lysosomales), les calpaines (cystéine-protéases cytosoliques), la



serpine/endonucléase LEI/L-DNase Il (Leukocyte Elastase Inhibitor/LEI-derived DNase II) ou le facteur
AIF (Apoptosis Inducing Factor) qui peuvent médier la fragmentation de I’ADN caspase-
indépendante, ou encore d’autres sérine-protéases mitochondriales comme Omi/HtrA2 (High-
Temperature Requirement A2), localisée dans I'espace intermembranaire mitochondrial et pouvant
étre relarguée dans le cytosol (Cregan et al., 2004; Mathiasen and Jaatteld, 2002; Torriglia et al.,

2008). Ces voies ne seront pas détaillées ici.

2 - Les caspases

Les caspases sont des protéases dont le site actif comporte une cystéine (QACXG), et qui clivent
leurs substrats au niveau de sites consensus du cété C-terminal de résidus aspartate. Ainsi, les
caspases -2, -3 et -7 reconnaissent principalement des motifs de type DEXD tandis que les
caspases -6, -8 et -9 reconnaissent plutét des motifs de type (L/V)EXD (Lavrik, 2005). Il existe a ce jour
18 membres décrits chez les mammiféres (Eckhart et al., 2008). Elles sont classées en trois groupes
principaux selon leurs fonctions : les caspases impliquées dans I'inflammation (caspases-1, -4, -5, -11
et -12), les caspases initiatrices de I'apoptose (caspases-2, -8, -9 et -10), et les caspases effectrices de
I'apoptose (caspases-3, -6 et -7). Ces trois groupes n’incluent pas les autres caspases dont les
fonctions exactes ne sont pas ou peu connues. La caspase-14 est principalement exprimée dans
I’épiderme et serait impliquée dans la différenciation des kératinocytes (Eckhart et al., 2000; Lippens
et al., 2000). La caspase-15 pro-apoptotique possede un pro-domaine a structure pyrine atypique et
est exprimée chez certains mammiferes (chien, cochon, bétail...) mais pas chez ’'Homme ou la souris
(Eckhart et al., 2005). La caspase-16 est une caspase-14-like présente chez les marsupiaux et les
mammiféres placentaires incluant 'Homme, contrairement a la caspase-17 (caspase-3-like) qui n’a
été retrouvée que chez le poisson, la grenouille, le poulet, le |ézard et I'ornithorynque (Eckhart et al.,
2008). Enfin, la caspase-18 est une caspase-8-like conservée chez le poulet, I'ornithorynque et
I'opossum, mais absente des mammiferes placentaires (Eckhart et al., 2008). Seules les caspases

initiatrices et effectrices de I'apoptose seront détaillés ici.

Les caspases sont des zymogenes, initialement produites comme des monomeres inactifs (pro-
caspases) dont I'activation protéolytique nécessite leur dimérisation. Elles ont pour substrat d’autres
caspases, ainsi qu’un grand nombre de protéines essentielles a la survie de la cellule. Au cours de
I'apoptose, les caspases activées initialement vont cliver et activer d’autres caspases : c’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 IAPs (Inhibitor of

Apoptosis Protein) (Lavrik, 2005; Pop and Salvesen, 2009; Riedl and Shi, 2004; Shalini et al., 2015).



a) Structure et activation des caspases

Les caspases contiennent a leur extrémité N-terminale le pro-domaine. Le long pro-domaine des
caspases initiatrices contient un domaine CARD (Caspase-Recruitment Domain) (caspases-2 et -9) ou
DED (Death Effector Domain) (caspases-8 et -10). || permet le recrutement de ces caspases au sein de
complexes activateurs plus larges comme le DISC (Death-Inducing Signaling Complex) ou
I’'apoptosome. Le complexe DISC permet I'activation par homodimérisation des caspases initiatrices 8
et 10 (Boldin et al., 1995). L’apoptosome permet I'activation par homodimérisation de la caspase
initiatrice 9 (Zou et al., 1999). En aval de leur pro-domaine se situe un domaine central portant le site
catalytique et qui deviendra la grande sous-unité apres clivage. A I'extrémité C-terminale se trouve le

domaine qui deviendra la petite sous-unité apres clivage (Figure 16).

L'activation des caspases initiatrices requiert leur dimérisation au sein de complexes activateurs,
mais pas leur clivage (Boatright and Salvesen, 2003). L’auto-clivage de la caspase-9 initiatrice pourrait
promouvoir son remplacement au sein de I'apoptosome par de nouvelles pro-caspases-9 (Malladi et
al., 2009). Les caspases effectrices possedent un pro-domaine court et sont activées par clivage via
les caspases initiatrices matures, ou d’autres caspases effectrices activées. Les caspases possédent
des sites de clivage (Asp-X) qui permettent la dissociation des deux sous-unités (Tait and Green,

2010) (Figure 17).

b) Substrats des caspases

Une fois activées, les caspases vont pouvoir cliver un trés grand nombre de substrats et sont ainsi

des acteurs essentiels du démantélement de la cellule lors de I'apoptose (Fischer et al., 2003).

Les caspases ciblent des protéines de structure comme les constituants du cytosquelette que
sont 'actine, les kératines ou les lamines nucléaires (Caulin et al., 1997; Mashima et al., 1997; Rao et
al., 1996). Cela participe a la condensation cytoplasmique et nucléaire observée lors de cette mort
cellulaire. Elles ciblent également des protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de
I’ADN comme PARP (Poly ADP Ribose Polymerase) ou les DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase)
(Casciola-Rosen et al., 1995; Henkels and Turchi, 1997). Les caspases ciblent la protéine ICAD
(Inhibitor of Caspase-Activated DNase), qui est normalement associée en complexe avec la DNase
CAD. Cette derniére participe a la fragmentation de I’ADN caractéristique de I'apoptose (Enari et al.,

1998).

La capacité des caspases a affecter de nombreux processus cellulaires provient également du fait
gue I'on retrouve parmi leurs substrats des facteurs de transcription comme AP-2a (Activator Protein

2a), BTF3 (Basic Transcription Factor 3), NFATc1 et NFATc2 (Nuclear Factor of Activated T-cells 1-2),
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Figure 16 : Structure des caspases

Les caspases sont constituées en C-terminal d’'un domaine formant apres clivage la petite sous-unité
(en vert), d’'un domaine central formant apres clivage la grande sous-unité (en rouge) et en N-
terminal d’'un pro-domaine plus ou moins long. Chez les caspases initiatrices, ce pro-domaine
contient un domaine CARD ou deux domaines DED permettant le recrutement des caspases au sein
de complexes activateurs comme le DISC ou I'apoptosome. Adapté de (Shalini et al., 2015).

Caspases initiatrices Caspases effectrices

Activation
par clivage
Activation
par dimérisation

N-"-
3 (crrooudin)
),
Ceroovoen) @ \
O

—

\_/

Dimérisation

»

Les caspases initiatrices sont recrutées par interactions homotypiques via leurs domaines CARD ou
DED au sein de complexes activateurs (domaines CARD/DED estompés) permettant leur
homodimérisation. Les caspases effectrices sont activées par clivage via les caspases initiatrices
matures (fleche rouge), et se dimérisent.

Figure 17 : Activation protéolytique des caspases
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NFkBp65 ou SP1, des facteurs d’initiation de la traduction comme elF2a, elF3, elF4B, elF4E, elF4G et
elF4H (Eukaryotic translation Initiation Factor) ou encore des protéines ribosomiques comme RPPO et
p70S6K (LUthi and Martin, 2007), ce qui provoque une extinction relativement précoce de la
transcription et de la traduction lors du processus apoptotique (Taylor et al., 2008). Des protéines
kinases comme la PKCS ou les MAPK sont également touchées (Ghayur et al., 1996; Widmann et al.,
1998), ainsi que des régulateurs du cycle cellulaire comme Rb ou p21 (Donato, 1998; Rincheval et al.,

1999; Tan et al., 1997).

Les caspases peuvent également cibler des régulateurs de I'apoptose. Elles inactivent par clivage
des protéines anti-apoptotiques comme BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2 protein), BCL-x,, XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis), ou activent des protéines pro-apoptotiques comme BID (BH3 Interacting-

Domain death agonist) ou d’autres pro-caspases effectrices (Fischer et al., 2003).

c) Inhibition des caspases par les IAPs

Les protéines de la famille des IAPs ont été identifiées pour la premiere fois par un crible
génétique chez un baculovirus (Crook et al., 1993). Cette famille comporte 8 membres chez les
mammiféres, dont les plus décrits sont XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis), c-IAP1 et 2 (Cellular
Inhibitor of Apoptosis 1 et 2) et la survivine (Chaudhary et al., 2016). Les IAPs possedent un ou trois
domaines BIR (Baculoviral IAP Repeat), et éventuellement un domaine RING (Really Interesting New
Gene) qui leur confére une activité E3 ubiquitine ligase (Figure 18). Cela leur permet de s’auto-
ubiquitinyler, d’ubiquitinyler d’autres IAPs, et d’ubiquitinyler leurs substrats que sont les caspases

(Cheung et al., 2008; Silke et al., 2005; Suzuki et al., 2001b; Yang et al., 2000).

Les IAPs induisent la dégradation des caspases par le protéasome grace a leur activité E3
ubiquitine ligase. XIAP participe ainsi a la dégradation des caspases-3 et -9 (Morizane, 2005; Suzuki et
al.,, 2001b). De plus, XIAP peut inhiber l'activité des caspases par interaction directe soit en
empéchant la dimérisation et donc leur activation, soit en bloquant I'accés du site catalytique aux
substrats. XIAP inhibe les caspases -3, -7 via son domaine BIR2, et inhibe la caspase-9 via son

domaine BIR3 (Chai et al., 2001; Riedl et al., 2001; Shiozaki et al., 2003).

L'activité des IAPs peut étre régulée par des protéines mitochondriales pro-apoptotiques comme
Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP-Binding protein with
Low PI). Lorsque Smac/DIABLO est relarguée dans le cytosol, sa liaison aux IAPs inhibe I'interaction
de ces dernieres avec les caspases et active la cascade apoptotique (cf. Voie intrinséque de

Papoptose — p. 62).
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Figure 18 : Structure des IAPs

A : Les IAPs possédent différents domaines fonctionnels nécessaires a leurs activités. B : Les IAPs
présentent un ou trois domaines BIR, et peuvent posséder un domaine NACHT/NOD (Nucleotide-
binding and Oligomerization Domain), UBA (Ubiquitin-Associated domain), UBC (UBiquitin-
Conjugating domain), RING (Really Interesting New Gene domain), CARD (recrutement de caspases),
ou LRR (Leucine-Rich Repeats). La longueur en acides aminés figure a I'extrémité droite de chaque
protéine. Adapté de (Chaudhary et al., 2016).
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3 - Voie extrinseque de I’apoptose

La voie extrinseque de l'apoptose est médiée par des récepteurs a domaine de mort
membranaires de la famille des TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor) suite a la liaison de ligands
aux récepteurs a domaine de mort membranaires comme FasL/Fas, TNFo/TNF-R et TRAIL/TRAIL-R
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) (Li et al., 2013). Ces récepteurs contiennent un domaine de
mort (DD pour death domain) dans leur région cytoplasmique qui leur permet de recruter des
protéines adaptatrices comme FADD (Fas-Associated Death Domain factor) ou TRADD (TNF-R-
Associated Death Domain protein) (Itoh and Nagata, 1993; Nagata, 1997; Tartaglia et al., 1993). Ces
protéines adaptatrices contiennent également des DD grace auxquels elles interagissent
homotypiquement avec les récepteurs a domaine de mort (Park et al., 2007). Elles participent a la

formation de complexes activateurs de caspases comme le DISC ou le complexe II.

3.1- Fas

La liaison de FasL a son récepteur Fas entraine la trimérisation de Fas et le recrutement de la
protéine adaptatrice FADD. En plus de son domaine DD lui permettant d’interagir avec les domaines
DD des récepteurs, FADD contient un domaine effecteur de mort (DED) homologue a celui des
caspases et permettant ainsi leur recrutement. Le complexe ainsi formé est le DISC (Figure 19A) et
permet de déclencher la cascade apoptotique via I'activation des caspases initiatrices -8 et -10

(Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 1995).

3.2- TINF

La liaison du TNFa a son récepteur TNF-R1 entraine la trimérisation du récepteur et le
recrutement de la protéine adaptatrice TRADD via son interaction entre son propre domaine DD et
celui du récepteur. TRADD recrute les protéines TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) et la
kinase RIPK1 (Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase 1), ce qui forme le complexe I. Ce
complexe induit la survie cellulaire en activant la voie de signalisation NF-kB (Nuclear Factor k-light-
chain-enhancer of activated B cells). Celle-ci induit notamment I'expression de I'inhibiteur de caspase
FLIP (FLICE Inhibitory Protein) dont le recrutement au DISC inhibe I'apoptose en bloquant le relargage
de la caspase-8 activée (Irmler et al., 1997). Le complexe | peut étre modifié et dissocié du TNF-R1. Le
domaine DD de TRADD et/ou RIPK1 est libéré et lie FADD, qui recrute la caspase-8 initiatrice pour
former le complexe Il et déclencher ainsi 'apoptose (Figure 19B) (Hsu et al., 1996; Micheau and

Tschopp, 2003).
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Figure 19 : Les complexes activateurs de la voie extrinséque de I’apoptose (DISCs)

A : DISC des récepteurs Fas et TRAIL. Le domaine de mort du récepteur Fas recrute la protéine
adaptatrice FADD. FADD recrute et active la caspase-8 via son domaine DED. B: DISC du TNF-R1.
Suite a la liaison du TNF a son récepteur TNF-R1, les protéines TRADD, RIP1 et TRAF2 sont
rapidement recrutées et forment le complexe I. Le complexe | peut induire la survie en activant la
voie NF-kB et en induisant I'expression de I'inhibiteur de caspase-8 FLIP. Le complexe | peut se
dissocier de TNF-R1, et le domaine DD de TRADD et/ou RIP1 est libéré et lie FADD qui recrute la
caspase-8 et forme le complexe Il. La caspase-8 est activée et induit I'apoptose. Adapté de (Li and
Yuan, 2008).

4 - Voie intrinséque de I'apoptose

La voie mitochondriale de I'apoptose peut étre activée par une grande variété de stimuli comme
un stress génotoxique, une privation en facteurs de survie ou encore un stress oxydant. Les
dommages a I’ADN vont principalement activer p53, un facteur de transcription régulant un grand
nombre de génes impliqués notamment dans 'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose, comme les
membres de la famille BCL-2. Au cours de la voie mitochondriale de I'apoptose, ces derniers
participent a la dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (Ay,,) ainsi qu’a la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Des protéines pro-apoptotiques de
I’espace intermembranaire mitochondrial comme le cytochrome c sont alors relarguées dans le
cytosol et participent a la formation du complexe activateur de la caspase-9, I'apoptosome (Estaquier

et al., 2012; Gupta, 2003).

62



4.1- Apoptosome

Le relargage du cytochrome c dans le cytosol lui permet de s’associer a la protéine d’échafaudage
APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1). APAF-1 possede un domaine CARD a son extrémité
N-terminale qui lui permet de recruter la pro-caspase-9, un domaine central NOD (Nucleotide-
binding Oligomerization Domain) permettant son oligomérisation, ainsi qu’un domaine WDA40 répété
en C-terminal. L'interaction du cytochrome c¢ avec le domaine WD40 permet I’heptamérisation
d’APAF-1 en présence d’ATP via son domaine NOD, puis le recrutement de la pro-caspase-9 via leurs
domaines CARD respectifs (Figure 20) (Hu, 1998; Li et al., 1997). La pro-caspase-9 est libérée par
Smac/DIABLO de son interaction avec l'inhibiteur XIAP et s’autoactive au sein de I'apoptosome. Elle
active par clivage les caspases effectrices 3, 6 et 7 et déclenche ainsi I'apoptose (Acehan et al., 2002;

Zou et al., 1997).
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Figure 20 : Formation de I"apoptosome

Q.
)

L'interaction du cytochrome c avec le domaine WD40 d’APAF-1 induit une modification de la
conformation d’APAF-1 et son heptamérisation via son domaine NOD. La pro-caspase-9 est recrutée
par APAF-1 grace a leurs domaines CARD respectifs, et le complexe APAF-1/Cytochrome c/Caspase-9
forme I'apoptosome, capable d’activer les caspases effectrices 3, 6 et 7.
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4.2 - Lafamille BCL2 : régulateurs des événements mitochondriaux

Les événements mitochondriaux de I'apoptose sont régulés par les membres de la famille BCL-2
qui partagent des domaines d’homologie (BH pour BCL-2 Homology) (Figure 21). Cette famille peut

étre divisée en trois catégories :

- les membres anti-apoptotiques comme BCL-2, BCL-x, ou MCL-1, qui possedent un domaine

transmembranaire et de deux a quatre domaines BH ;

- les effecteurs de I'apoptose comme BAX et BAK, qui possédent un domaine

transmembranaire et trois domaines BH (BH1, 2 et 3) ;

- les protéines dites « BH3-only » comme PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis) ou
NOXA ne possédant qu’'un seul domaine BH3 médient les signaux pro-apoptotiques, et

pouvant posséder un domaine transmembranaire.

Les effecteurs de I'apoptose BAX et BAK induisent la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe et permettent ainsi la dissipation du potentiel membranaire mitochondrial et
la libération dans le cytosol de facteurs apoptogéniques (cytochrome c, Smac/DIABLO...) qui
activeront la cascade des caspases. L'activité de ces effecteurs est positivement régulée par les
protéines pro-apoptotiques BH3-only, et négativement par les membres anti-apoptotiques comme
BCL-2, BCL-x, ou MCL-1. Il existe une balance entre les membres anti- et pro-apoptotiques de la
famille BCL-2, responsable du destin de la cellule et soumise a de nombreuses régulations (Figure 22)

(Czabotar et al., 2013a; Delbridge et al., 2016).
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Figure 21 : La famille BCL-2

La famille BCL-2 est divisée en trois groupes : les protéines anti-apoptotiques a multidomaines BH
comme BCL-2, BCL-x, ou MCL-1 ; les protéines pro-apoptotiques a multidomaines BH comme BAX et
BAK ; les protéines pro-apoptotiques a domaine BH3-only comme PUMA, NOXA, BID ou BAD. Ces
protéines peuvent posséder un domaine TM (transmembranaire) leur permettant de s’ancrer dans la
membrane mitochondriale. Adapté de (Gimenez-Cassina and Danial, 2015).
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Figure 22 : Les régulations au sein de la famille BCL-2

A : Les protéines pro-apoptotiques BH3-only BIM, PUMA et tBID peuvent inhiber I'activité de tous les
membres anti-apoptotiques, tandis que BAD et NOXA n’en inhibent qu’une partie. B : La protéine
effectrice pro-apoptotique BAK est préférentiellement inhibée par BCL-x,, MCL-1 et Al, tandis que
BAX est inhibé par tous les membres anti-apoptotiques. C : Les protéines pro-apoptotiques BH3-only
BIM, PUMA, tBID et probablement NOXA activent directement les effecteurs pro-apoptotiques BAX
et BAK. D’aprés (Czabotar et al., 2013a; Dai et al., 2016).
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a) La sous-famille anti-apoptotique BCL-2

BCL-2 a été le premier acteur de la mort cellulaire a avoir été découvert en 1984 (Tsujimoto et
al., 1984), en analysant les translocations chromosomiques impliquées dans le lymphome folliculaire
humain. Son identification comme un inhibiteur de la mort cellulaire a établi une nouvelle

caractéristique du cancer : la capacité a échapper a I'apoptose (Hanahan and Weinberg, 2000).

Les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 comme BCL-2, BCL-x,, MCL-1, ont en commun
un domaine transmembranaire, les domaines BH1 et BH2, et peuvent également posséder les
domaines BH3 et/ou BH4. La surexpression de BCL-2 inhibe I'apoptose déclenchée par des stress
comme la privation de facteurs de survie ou l'irradiation, dans des lignées cellulaires issues de
lymphoblastome ou des cultures primaires de lymphocytes ou thymocytes (Hockenbery et al., 1990;
Nunez et al., 1989, 1990; Sentman et al., 1991; Strasser et al., 1990; Tsujimoto, 1989). BCL-2 est
localisé a la membrane mitochondriale externe, ainsi que dans la membrane du RE et I'enveloppe
nucléaire, I'essentiel de la protéine étant exposé a la face cytosolique (Lithgow et al., 1994;

Monaghan et al., 1992).

Les membres de cette sous-famille (BCL-2, BCL-x,, MCL-1...) peuvent interagir avec les membres
pro-apoptotiques (BAX/BAK, BH3-only) et les séquestrer pour empécher |'activation des effecteurs

BAX et BAK par les BH3-only, ou inhiber la relocalisation a la mitochondrie de BAX (Figure 22 A-B).

b) La sous-famille pro-apoptotique des effecteurs BAX/BAK

BAX est le premier membre pro-apoptotique de la famille BCL-2 a avoir été identifié, initialement
découvert pour son interaction avec BCL-2 (Oltvai et al., 1993). Plus tard, deux autres membres pro-
apoptotiques a multi-domaines BH ont été découverts, BAK (Farrow et al., 1995; Kiefer et al., 1995)
et le moins connu BOK (BCL-2-related Ovarian Killer) (Hsu et al., 1997). Les cellules issues de souris
doublement déficientes Bax”"; Bak”" résistent 3 de nombreux stimuli apoptotiques (Lindsten et al.,
2000; Wei et al., 2001; Zong et al., 2001), ce qui a établi un rble essentiel de BAX et BAK dans le
déclenchement de la phase effectrice de la voie de I'apoptose mitochondriale. Ainsi I'activation de
BAX et BAK est généralement suffisante pour déclencher la mort cellulaire et constitue un point de

non-retour dans la signalisation de I'apoptose mitochondriale (Delbridge et al., 2016).

BAX et BAK sont activés par les BH3-only tBID, BIM et PUMA (Dai et al., 2014; Du et al., 2011;
Letai et al., 2002). BIM active préférentiellement BAX, tandis que tBID active préférentiellement BAK
(Sarosiek et al., 2013). Des études in vitro ont montré que NOXA pouvait également étre un
activateur direct de BAX et BAK (Dai et al., 2011; Du et al., 2011), mais des études structurelles n’ont

montré aucune interaction directe entre le peptide BH3 de NOXA et BAX ou BAK (Brouwer et al.,



2014; Czabotar et al., 2013b; Moldoveanu et al., 2013). Il a cependant été observé que NOXA
interagissait directement avec BAX et BAK au niveau des mitochondries de cellules vivantes, ce qui
suggere que la forme entiere de NOXA pourrait étre un activateur direct (Vela et al, 2013)

(Figure 22C).

BAK est constitutivement localisé a la membrane externe mitochondriale dans des cellules
saines, tandis que BAX est cytosolique (Griffiths et al., 1999; Wolter et al., 1997). Leur activation
induit la relocalisation et I'ancrage a la membrane externe mitochondriale de BAX (Wolter et al.,
1997). BAX et BAK s’oligomérisent et forment des pores (Annis et al., 2005; Desagher et al., 1999),
induisant la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale, la dissipation du potentiel

membranaire mitochondrial et le relargage du cytochrome c et de Smac/DIABLO dans le cytosol.

Récemment, il a été montré que la surexpression de BOK induit fortement I'apoptose,
accompagnée de I'oligomérisation de BAX et BAK. L'expression de BOK dans des cellules de cancer
colorectal humain ou des cellules épithéliales rénales murines Bax'/'; Bak”" est également capable
d’induire le relargage du cytochrome c et la mort de ces cellules (Einsele-Scholz et al., 2016). D’autre
part, les délétions de Bok sont fréquentes dans les cancers du sein et des ovaires (Beroukhim et al.,
2010). La déplétion de BOK dans des cellules de cancer ovarien diminue leur sensibilité aux
chimiothérapies, soulignant un réle inhibiteur de BOK dans les mécanismes de chimiorésistance

(Einsele-Scholz et al., 2016).

¢) Lasous-famille pro-apoptotique BH3-only

Les protéines BH3-only sont les médiateurs des signaux pro-apoptotiques. Elles possédent un
domaine BH3 unique, et éventuellement un domaine transmembranaire C-terminal. Les BH3-only
sont toutes capables de se lier aux membres anti-apoptotiques et ainsi induire I’activation indirecte
de BAX et BAK en inhibant leur séquestration. Certaines d’entre elles comme tBID, BIM et PUMA
peuvent aussi activer BAX et BAK par liaison directe (Cartron et al., 2004; Chen et al., 2005; Kuwana

et al., 2005; Willis et al., 2007).

La famille BCL-2 peut également participer a la régulation de la voie extrinseque de I'apoptose. La
protéine BH3-only BID peut étre clivée par la caspase-8 suite a I'activation de la voie des récepteurs a
domaine de mort. La forme tronquée de BID (tBID) transloque au niveau de la mitochondrie ou elle
interagit avec les différents membres de la famille BCL-2 et induit le relargage du cytochrome c (Li et

al., 1998; Luo et al., 1998).

L'activation des BH3-only est régulée a plusieurs niveaux. PUMA et NOXA peuvent étre

transcriptionnellement régulées par le facteur de transcription p53 (Nakano and Vousden, 2001;



Schuler et al., 2003). Les facteurs de survie comme l'interleukine 3 (IL-3), le PDGF, 'EGF ou I'lGF1
inhibent I'activité pro-apoptotique de BAD en induisant la phosphorylation de résidus sérine dans ou
a proximité de son domaine d’interaction BH3, libérant ainsi les membres anti-apoptotiques comme
BCL-2 ou BCL-x, (Datta et al., 2000, 2002; LIZCANO et al., 2000; Zha et al., 1996). Leur activité peut
également étre régulée par leur localisation subcellulaire qui est mitochondriale dans les cellules
apoptotiques, et peut varier dans les cellules saines ou par exemple BAD est cytosolique et BIM est

associé aux microtubules (Shamas-Din et al., 2011).

4.3- L'apoptose dépendante de p53

a) p53:découverte et généralités

La protéine p53 a été découverte en 1979 par plusieurs équipes par des expériences de co-
immunoprécipitation a partir de cellules de souris, singe, hamster ou humaines, infectées ou
transfectées par le virus simien SV40. Les anticorps dirigés contre I'antigene grand T du SV40 co-
immunoprécipitaient avec une protéine de 53 kDa (Kress et al., 1979; Lane and Crawford, 1979;
Linzer and Levine, 1979). Indépendamment et parallelement a cette découverte, la protéine p53 a
été identifiée par son fort niveau d’expression dans des sarcomes induits chimiquement ou des
fibroblastes murins issus de transformation spontanée (Deleo et al., 1979). Initialement identifiée a
tort comme un oncogéne, il a finalement été montré que la protéine p53 était un puissant
oncosuppresseur. Ce paradoxe a été résolu lorsqu’il a été montré que les ADNc p53 utilisés dans les
premieres expériences contenaient en réalité des mutations faux-sens a effet dominant dans des
régions conservées et importantes pour la conformation et les activités biologiques de la protéine
(Lane and Benchimol, 1990). A ce titre, p53 est le géne le plus communément muté dans les cancers

humains.

p53 agit principalement comme un facteur de transcription sous forme de tétramere
(Balagurumoorthy et al., 1995; Friedman et al., 1993) et régule un grand nombre de processus
cellulaires comme l'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou I'apoptose (Figure 23) (Brady
and Attardi, 2010; Millau et al., 2009). La protéine p53 peut étre activée en réponse a différents
stress cellulaires comme I’hypoxie ou les dommages a I’ADN. Ses activités sont modulées par des
interactions avec des protéines comme MDM2, ou par des modifications post-traductionnelles

comme des phosphorylations, ubiquitinations ou acétylations (Meek, 2015).
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Un grand nombre de stress cellulaires peuvent activer p53, conduisant a des modifications
coordonnées de I'expression de nombreux génes et touchant différents processus biologiques selon
le type cellulaire concerné ainsi que la durée, l'intensité et le type du stress activateur. Les
évenements activant p53 via la voie de réponse aux dommages de I’ADN sont indiqués en orange sur
la gauche. ROS : espéce réactive de I'oxygene. Adapté de (Meek, 2015)

b) Structure et localisation de p53

La protéine p53 est constituée de 393 acides aminés et peut étre divisée en trois régions
contenant les domaines nécessaires a ses activités: une région N-terminale qui contient les
domaines d’activation de la transcription, une région centrale contenant le domaine de liaison a
I’ADN et enfin une région C-terminale contenant des régions régulatrices importantes pour sa

tétramérisation et son trafic intracellulaire (Figure 24).
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Figure 24 : Structure de la protéine p53

La protéine p53 est constituée de 393 acides aminés. Elle possede a son extrémité N-terminale deux
domaines d’activation de la transcription (TAD1 et 2) et un domaine riche en proline (PRD). Sa région
centrale contient le domaine de liaison a 'ADN (DBD). A son extrémité C-terminale se trouve une
région permettant sa tétramérisation (TET), ainsi qu’une région régulatrice (REG). p53 possede deux
séquences d’exportation nucléaire (NES) en N- et C-terminal, ainsi que trois séquences NLS dans sa
région C-terminale, NLS I, NLS Il et NLS Ill. Les positions en acides aminés sont indiquées pour chaque
région.

i.  Région N-terminale : domaines TAD et PRD

La région N-terminale de p53 contient deux domaines d’activation de la transcription contigus,
TAD1 (acides aminés 1 a 40) et TAD2 (acides aminés 41 a 60) (Transcriptional Activation Domain 1 et
2) (Chang et al., 1995). TAD2 chevauche un domaine PRD riche en proline (Proline Rich Domain)
(acides aminés 61 a 90) de cing répétitions du motif PXXP, important pour I'induction de I'apoptose
(Baptiste et al., 2002; Walker and Levine, 1996), I'arrét du cycle cellulaire (Toledo et al., 2006) et la
réponse aux dommages a ’ADN causés par les irradiations gamma (Campbell et al., 2013). Cette

région contient également une séquence NES (acides aminés 11 a 27) (Zhang, 2001).

jii. Région centrale : domaine DBD

La région centrale de p53 contient un long domaine DBD de liaison a 'ADN (DNA Binding
Domain) (acides aminés 100 a 300) (Bargonetti et al., 1993; Kern et al., 1991; Pavletich et al., 1993),
essentiel a la transactivation ou la répression de nombreux génes cibles et a [Iactivité
oncosuppressive de p53. Le géne p53 est le plus communément muté dans les cancers humains, et la
majorité des mutations touchent le domaine de liaison a I’ADN, abolissant ainsi sa fonction

oncosuppressive (Caron de Fromentel and Soussi, 1992; Olivier et al., 2010).

iii. Région C-terminale : domaine TET et séquences régulatrices

La région C-terminale contient un domaine TET (acides aminés 326 a 355) qui permet la
tétramérisation de p53 nécessaire a sa liaison a ses génes cibles (Chene, 2001; Halazonetis and
Kandil, 1993; Hupp et al., 1992). Elle contient également a I'extrémité C-terminale un domaine

régulateur (acides aminés 363 a 393) requis pour la liaison non-spécifique a I’ADN, qui permet a p53



de diffuser le long de I’ADN et d’identifier ses séquences cibles (McKinney et al., 2004). Cette région
contient également quatre séquences régulant le trafic nucléo-cytoplasmique de p53: trois
séquences de nucléarisation NLS | (acides aminés 316 a 325), NLS Il (acides aminés 369 a 375) et NLS
Il (acides aminés 379 a 384), et enfin une séquence NES (acides aminés 340 a 351) (Shaulsky et al.,

1990; Stommel et al., 1999).

iv. Localisation de p53

La protéine p53 peut étre localisée dans le cytosol, le noyau ou les mitochondries. Le trafic
nucléo-cytoplasmique de p53 participe a la régulation de ses activités. Il est modulé par les trois
séquences NLS C-terminales, dont la NLS | semble la plus importante (Dang and Lee, 1989; Liang and
Clarke, 1999; Shaulsky et al., 1990), et par les deux séquences NES N- et C-terminales (Stommel et al.,
1999; Zhang, 2001). Il est a noter que la NES C-terminale se situant dans le domaine de
tétramérisation, cette séquence est masquée lorsque la protéine p53 est tétramérisée et active, ce
qui participe a la rétention nucléaire de la forme active de p53. La protéine p53 peut également,
indépendamment de son activité de facteur de transcription, étre localisée a la mitochondrie
(Bergeaud et al., 2013; Ferecatu et al., 2009; Marchenko, 2000), bien qu’a ce jour aucune séquence

classique d’adressage a la mitochondrie n’ait été identifiée dans la séquence de p53.

c) Réqulation de p53 : modifications post-traductionnelles

Les activités et le niveau de la protéine p53 sont finement régulées : p53 est par exemple
stabilisée apres des dommages a I’ADN mais doit étre rapidement dégradée pour permettre la survie
lorsque ce stress est résolu. Le geéne p53 peut étre transcriptionnellement activé par des facteurs de
transcription comme CREB (cAMP Responsive Element Binding protein), Myc (Okoshi et al., 2009;
Reisman et al., 1993), ou par lui-méme (Deffie et al., 1993). En plus de son promoteur classique, le
géne p53 possede un promoteur alternatif intronique et génére plusieurs isoformes de la protéine
p53 dont les activités transcriptionnelles different (Bourdon, 2005). L’activité de ce promoteur
interne peut également étre modulée par des isoformes de p63 et p73, membres de la famille p53
(Marcel et al., 2012). Cependant, ces régulations transcriptionnelles ne représentent qu’une faible

part de la modulation de son niveau d’expression et ne seront pas développées ici.

p53 est une protéine instable qui possede in vivo une demi-vie d’environ 30 minutes (Iltahana et
al., 2007; Oren et al., 1981; Pant et al., 2011). Le turnover de la protéine p53 est essentiellement
régulé au niveau post-traductionnel: p53 est la cible de trés nombreuses modifications post-
traductionnelles comme la phosphorylation, l'ubiquitination ou |'acétylation (Figure 25). Ces
modifications peuvent induire la stabilisation et I’activation de p53, ou au contraire sa dégradation

(Kumari et al., 2014; Lavin and and Gueven, 2006; Olsson et al., 2007).
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Figure 25 : Modifications post-traductionnelles de la protéine p53

Un grand nombre d’acides aminés de la protéine p53 peut étre modifié post-traductionnellement.
Les sites majeurs de phosphorylation, acétylation et ubiquitination de p53 sont représentés de fagon
non exhaustive. TAD : Domaine transactivateur ; PRD : domaine riche en proline ; DBD : domaine de
liaison a I’ADN ; TET : domaine de tétramérisation ; REG : domaine régulateur. D’aprés (Kruse and Gu,
2009; Meek, 2015; Olsson et al., 2007)

i.  Ubiquitination de p53 : réle de MDM?2

En absence de stress cellulaire, le niveau de la protéine p53 est maintenu a un niveau faible grace
a sa courte demi-vie et a I'induction de sa dégradation via son ubiquitination. La protéine MDM2 a
activité E3 ligase en est un régulateur majeur. MDM2 ubiquitine préférentiellement six résidus lysine
de la région C-terminale (Rodriguez et al., 2000). Lorsque son niveau est faible, MDM2 va
préférentiellement mono-ubiquitiner p53 et induire son export nucléaire (Figure 26A). En revanche,
la présence d’un fort niveau de MDM2 induit la poly-ubiquitination de p53 et sa dégradation par le
protéasome (Figure 26B) (Li, 2003; Pant and Lozano, 2014). Suite a I’activation d’oncogeénes,
I’oncosuppresseur ARF (Alternative Reading Frame) (p14™%" chez ’'Homme, p19"% chez la souris) peut
se lier a MDM2, sans affecter son interaction avec p53. ARF inhibe I'activité E3 ubiquitine ligase de
MDM?2, et donc la dégradation de p53 (Figure 26B) (Honda and Yasuda, 1999). En se liant a la région
N-terminale de p53 contenant ses domaines de transactivation, MDM2 peut également inhiber
I'activité transcriptionnelle de p53 en bloquant la liaison de co-activateurs comme CBP/p300
(Figure 26C) (Kobet et al., 2000; Wadgaonkar and Collins, 1999). MDM2 est également une cible
transcriptionnelle de p53 et fait ainsi partie d’'une boucle de rétrocontrdle négatif (Figure 26D) (Wu

etal., 1993).
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Figure 26 : Régulation négative de p53 par MDM2

A : Lorsque son niveau est faible, MDM2 mono-ubiquitine p53 a son extrémité C-terminale et induit
son export nucléaire. B : Lorsque son niveau est important, MDM?2 poly-ubiquitine p53 et induit ainsi
sa dégradation par le protéasome. La liaison de I'oncosuppresseur ARF a MDM2 inhibe son activité
E3 ligase et la dégradation de p53. C: La liaison de MDM2 a la région N-terminale de p53 inhibe la
liaison de co-activateurs comme CBP/p300 a p53. D : Le géne MDM?2 est une cible transcriptionnelle
de p53, ce qui forme une boucle de rétrocontrdle négatif.

ii. Acétylation de p53

L'acétylation d’une ou plusieurs lysines au sein d’une protéine peut affecter sa fonction en
modifiant sa conformation ou ses interactions avec d’autres protéines. L'acétylation a initialement
été identifiée sur les queues N-terminales des histones, neutralisant leur charge positive et induisant
ainsi la décondensation de la chromatine et des modifications des profils d’expression géniques
(Allfrey et al., 1964; Swygert and Peterson, 2014). La découverte de 'acétylation de p53 en 1997 en a
fait la premiére protéine décrite comme subissant cette modification en dehors des histones (Gu and

Roeder, 1997).

L'acétylation de p53 augmente sa stabilité, sa liaison aux promoteurs, son association avec
d’autres protéines, ses activités antivirales, et est requise pour sa réponse aux dommages a I’ADN et
a I'activation d’oncogenes (Ito et al., 2001; Munoz-Fontela et al., 2011; Pearson et al., 2000; Tang et

al., 2008). L'acétylation de p53 peut étre déclenchée par la voie de réponse de dommages a I’ADN ou
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encore par I'oncosuppresseur ARF en réponse a une activité mitogénique anormale (Brooks and Gu,
2011; Mellert et al., 2007). Six acétyltransférases ont été décrites comme pouvant modifier p53,
préférentiellement a son extrémité C-terminale ou sur son domaine de liaison a ’ADN, comme
notamment CBP/p300. La perte de huit sites majeurs d’acétylation (K120, 164, 370, 372, 373, 381,
382 et 386) abolit I'activité transcriptionnelle de p53 et inhibe sa capacité a induire I'arrét du cycle
cellulaire et/ou I'apoptose (Tang et al, 2008). A linverse, I'inhibition d’histones désacétylases
(HDACs) ciblant p53 comme HDAC1 ou SIRT1 provoque une augmentation de I'acétylation de p53

ainsi qu’une activation de I'apoptose et de la sénescence p53-dépendantes (Brooks and Gu, 2011).

iii. Phosphorylation de p53

La protéine p53 peut étre phosphorylée sur de nombreux résidus sérine et thréonine, et
notamment dans sa région N-terminale (TAD) et C-terminale. Sous l'effet de différents stress
activateurs, de nombreuses kinases peuvent phosphoryler p53, comme ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated), ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related), CHK1 (Checkpoint Kinase 1), CHK2, CK1
(Casein Kinase 1) (Bode and Dong, 2004). La plupart des sites phosphorylés induisent la stabilisation
de la protéine p53 et donc 'augmentation de son activité, et/ou affectent la spécificité de la liaison

de p53 a ses séquences cibles génomiques.

Les sites de phosphorylation les plus étudiés sont ceux des résidus Serl5, Thr1l8 et Ser20,
appartenant au TAD N-terminal de p53, qui est aussi un site d’interaction de p53 avec MDM2. Le
résidu Serl5 est phosphorylé précocément par la kinase ATM en réponse aux irradiations y : cette
phosphorylation stimule I'activité transactivatrice de p53 ainsi que l'arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose p53-dépendants en réponse aux dommages a ’ADN (Dumaz et al., 1999; Fiscella et al.,
1993; Khanna et al., 1998; Shieh et al., 1997). La phosphorylation de la Serl5 permet également de
masquer la séquence NES N-terminale de p53 et contribue ainsi a sa rétention nucléaire (Zhang,
2001). La phosphorylation d’autres résidus incluant Thrl8 par CK1 et Ser20 par CHK2, elles-mémes
activées par ATM, a lieu plus tardivement dans la réponse aux dommages de I’ADN et dépend de la
phosphorylation initiale de la Ser1l5 (Dumaz et al., 1999; Saito et al., 2003). Le changement de
conformation du domaine N-terminal induit par la phosphorylation des Thrl18 et Ser20 bloque
I'interaction de p53 avec MDM?2, inhibant ainsi I'ubiquitination de p53 et augmentant sa stabilité

(Chehab et al., 1999; Unger et al., 1999).

D’autres résidus peuvent réguler les activités de p53 par leur phosphorylation. La
phosphorylation de la Ser392 du domaine régulateur C-terminal par CK2 stabilise la conformation

tétramérique active de p53, promeut la liaison a I'ADN site-spécifique et la capacité de p53 a



supprimer la croissance de colonies dans des cultures cellulaires (Hupp et al., 1992; Keller et al.,

2001; Milne et al., 1992; Sakaguchi et al., 1997).

d) Activités oncosuppressives de p53

p53 agit principalement comme un facteur de transcription en activant ou réprimant I'expression
d’une multitude de génes cibles impliqués dans des processus comme l'arrét du cycle cellulaire, la
réparation de ’ADN ou l'induction de I'apoptose. En effet, en réponse a différents stress comme des
dommages a I’ADN, p53 peut induire un arrét transitoire du cycle cellulaire et activer la réparation de
I’ADN, ou bien induire la sénéscence ou I'apoptose pour circonscrire ou éliminer la cellule devenue
dangereuse si les dommages sont trop importants. p53 a également été impliqué dans la régulation
de processus qui ne seront pas détaillés ici comme la protection contre les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS), ou plus récemment |'autophagie, le métabolisme énergétique ou les miRNAs (micro

ARNs) (Hermeking, 2007; Humpton and Vousden, 2016; Liu et al., 2008; White, 2016).

i. Induction de I'arrét du cycle cellulaire

p53 régule I'arrét du cycle cellulaire en activant I'expression de genes comme p21, GADD45
(Growth Arrest and DNA Damage 45) ou 14-3-30 (el-Deiry et al., 1993; Hermeking et al., 1997; Kastan
et al., 1992) (Figure 27). p21 induit I'arrét du cycle en phase G;/S et inhibe la réplication de I’ADN en
liant et inhibant les complexes cycline E/Cdk2 et cycline D/Cdk4 (kinases cycline-dépendantes), et le
facteur prolifératif PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Harper et al., 1993; Luo et al., 1995).
p21 peut également induire 'arrét du cycle en phase G,/M en inhibant le complexe cycline B/Cdk1,

tout comme 14-3-30 et GADD45 (Hermeking et al., 1997; Niculescu et al., 1998; Zhan et al., 1999).



Transition G,/M

CycB

v D <—l®

l—\

L)

Transition G,/S

Figure 27 : Induction de I'arrét du cycle cellulaire par p53

La protéine p53 active I'expression des génes 14-3-30, GADD45 et p21. Ces trois protéines sont des
inhibiteurs des complexes Cyclines/Cdk (Cycline Dependent Kinase), qui régulent la progression du
cycle cellulaire. 14-3-30, GADD45 et p21 inhibent le complexe Cycline B/Cdkl responsable de la
transition G,/M. p21 peut également inhiber les complexes Cycline D/Cdk4 et Cycline E/Cdk 2,
responsables de la transition G,/S.

ii. Réparation de ’ADN

Des séquences consensus d’éléments de réponse a p53 (p53 RE) ont été retrouvés dans les
séquences régulatrices de génes impliqués dans la réparation par excision de nucléotide (NER pour
Nucleotide Excision Repair), dans la réparation des mésappariements (MMR pour MisMatch Repair)

ou encore la recombinaison homologue (HR pour Homologous recombination) (Wei et al., 2006).

La NER est impliquée dans la réparation de dommages a I’ADN a travers tout le génome et en
particulier les lésions induites par les ultraviolets (UV) ou les adduits chimiques volumineux (Marteijn
et al., 2014). Suite a une irradiation aux UV, p53 augmente lI'expression de XPC (Xeroderma
pigmentosum group C) et DDB2 (DNA Damage Binding protein 2) (Adimoolam and Ford, 2002; Hwang
et al., 1999; Tan and Chu, 2002). Les protéines codées par ces deux génes reconnaissent les

dommages a I’ADN et initient la NER.

La MMR permet de reconnaitre et réparer les insertions erronées, les délétions et les mauvaises

incorporations de bases au cours de la réplication de I'ADN (Kunkel and Erie, 2005). p53 induit
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I'expression de PMS2 (PostMeiotic Segregation increased 2) et MLH1 (MutL Homolog 1) (Chen and

Sadowski, 2005), dont les protéines forment le complexe MutLa, central a la MMR.

La recombinaison homologue permet de réparer les cassures double brin de I’ADN et implique
notamment la formation de foci de RAD51 impliqués dans la recombinaison (Haaf et al., 1995; Tham
et al., 2016). De facon surprenante, p53 se lie au promoteur de RAD51 et diminue son expression
(Arias-Lopez et al., 2006). Or ce résultat est en accord avec I'idée que I'induction de I'apoptose dans
des cellules ayant subi des dommages a I’ADN abondants requiert la répression de la HR, et que la

surexpression de RAD51 confere une radiorésistance (Collis et al., 2001; lvanov, 2003).

iii. Induction de I'apoptose dépendante de p53

Grace a son activité de facteur de transcription, p53 peut activer la voie mitochondriale de
I’apoptose en régulant différents genes cibles de la famille BCL-2. Il active I'expression de membres
pro-apoptotiques comme BAX, BAD, BID, PUMA ou NOXA (Jiang et al., 2006; Miyashita and Reed,
1995; Nakano and Vousden, 2001; Sax et al., 2002; Schuler et al., 2003), et réprime I'expression de
membres anti-apoptotiques comme BCL-2 et MCL-1 (Pietrzak and Puzianowska-Kuznicka, 2008; Wu
et al., 2001). Plus en aval, p53 active I'expression du facteur pro-apoptotique et composant de
I"'apoptosome APAF-1 (Moroni et al., 2001; Robles et al., 2001). p53 peut transactiver les caspases
effectrices 6 et 7, dont les génes contiennent des p53 RE dans leur premier intron (MacLachlan and

El-Deiry, 2002; Yang et al., 2008), et réprimer I'expression de la survivine (IAP) (Hoffman et al., 2002).

p53 peut également réguler la voie extrinseque de l'apoptose en activant I'expression des
récepteurs a domaine de mort Fas (Miiller et al., 1998; Owen-Schaub et al., 1995), ou encore DR4 et
DR5 (Death Receptor 4 et 5) de la superfamille des TNF-R (Liu et al., 2004; Takimoto and El-Deiry,
2000). Des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine ont montré une liaison directe de
p53 au sein du locus du gene de la caspase-10 initiatrice, dont les niveaux transcriptionnels sont
augmentés aprées activation de p53, suggérant qu’il s’agit également d’une cible transcriptionnelle

directe de p53 (Rikhof et al., 2003).

p53 réprime I'expression de facteurs anti-apoptotiques comme les facteurs de croissance FGF1 et
FGF2 (Bouleau et al., 2005; Ueba et al., 1994) ou le récepteur a I'lGF (IGFR, Insulin-like Growth Factor
Receptor) (Ohlsson et al., 1998).

p53 peut réguler 'apoptose indépendamment de son activité transcriptionnelle en interagissant
directement avec des membres de la famille BCL-2 lorsqu’il est localisé dans le cytoplasme ou a la
mitochondrie. La protéine p53 mitochondriale peut interagir avec la protéine pro-apoptotique BAK,

dissocier ainsi le complexe inhibiteur BAK/MCL-1 et induire I'oligomérisation de BAK et le relargage



du cytochrome c (Leu et al., 2004). En plus d’étre transcriptionnellement activé par la protéine p53
nucléaire, BAD peut interagir avec la protéine p53 cytoplasmique, ceci induit une relocalisation du
complexe BAD/p53 a la mitochondrie et ainsi facilite I'oligomérisation de BAK (Jiang et al., 2006). La
protéine p53 cytosolique interagit et active BAX et induit ainsi la perméabilisation de la mitochondrie
et I'apoptose (Chipuk, 2004). p53 peut également interagir avec les membres anti-apoptotiques de la
famille BCL-2 comme BCL-2 et BCL-x, activant de facon indirecte I'oligomérisation de BAK et
participant ainsi a la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et au relargage du
cytochrome c (Mihara et al., 2003; Tomita et al., 2006). La protéine p53 cytoplasmique possede une
forte affinité pour les ARN (Oberosler et al., 1993) et peut réprimer la traduction de 'ARNm du FGF2
en modifiant la conformation de ’ARNm et en bloquant ainsi 'initiation de la traduction (Galy et al.,

2001a, 2001b).
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Figure 28 : Mécanismes d’activation de p53 et de régulation de ses cibles transcriptionnelles

Lorsque la cellule subit un stress, des protéines médiant ce signal activent p53 en phosphorylant
certains résidus ou en inhibant I'activité ubiquitine-ligase de MDMZ2. p53 est stabilisé et activé en se
tétramérisant. D’autres modifications participent a la stabilisation de p53 (acétylation par
CBP/p300...), qui peut étre inhibée par la désacétylase HDAC2. p53 recrute des co-facteurs, des
histones-acétyltransférases (HATs) et se lie a un élément de réponse (p53 RE) pour réguler la
transcription du géne cible (ici pour les transactiver). p53 transactive de nombreux génes dont les
protéines résultantes sont impliquées dans des processus variés comme principalement la réparation
de I’ADN, I'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose. Adapté de (Riley et al., 2008).
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V Les neuroblastomes : modele d’étude

1- Généralités

Le neuroblastome est la tumeur solide extra-cranienne la plus fréquente chez les jeunes enfants,
chez qui elle représente 15% des déces diis aux cancers (Cheung and Dyer, 2013; Croce et al., 2015).
Elle dérive de cellules de la créte neurale et touche le systéme nerveux sympathique. Elle est
principalement retrouvée dans la glande médullosurrénale mais peut survenir dans tout le systéme
nerveux sympathique. Le neuroblastome est une maladie hétérogene, et les lignées cellulaires issues
de neuroblastomes présentent une hétérogénéité de morphologie. Il existe deux types de lignées :
I'une dite de type N (pour neuroblastique) présentant une morphologie neuroblastique avec des
extensions neuritiques et exprimant des enzymes de biosynthése noradrénergiques ainsi que des
récepteurs muscariniques, opiacés ou du NGF ; I'autre dite de type S (pour Schwann) présentant une
morphologie épithéliale ou fibroblastique mais pas de propriétés neuronales. Cependant, une

interconversion d’un type cellulaire vers I'autre peut étre observée (Ciccarone et al., 1989).

L'oncogéne MYCN est amplifié dans 20% des neuroblastomes et son expression ciblée dans les
cellules neuroectodermiques de souris transgéniques y induit le développement de neuroblastomes
(Schwab, 2004; Weiss et al., 1997). Son amplification est le marqueur clinique le plus communément
utilisé dans le neuroblastome, il est généralement associé a un mauvais taux de survie. En revanche,
et bien que p53 soit le géne le plus communément muté dans les cancers humains, il est rarement

muté dans les neuroblastomes au moment du diagnostic (Wolter et al., 2010).

2 - L’apoptose dans les neuroblastomes

Plusieurs axes thérapeutiques sont développés pour lutter contre la prolifération anarchique des
cellules tumorales, comme I'induction de I'apoptose via I'activation du complexe DISC en ciblant des
ligands de récepteurs a domaine de mort comme TRAIL, la caspase-8 ou son inhibiteur FLIP;
I'inhibition de membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 comme BCL-2 ou MCL-1, ou au
contraire I'utilisation de mimétiques de BH3-only ; ou encore en ciblant et en activant des membres
de la famille des IAPs comme XIAP ou la survivine (Fulda and Debatin, 2003; Goldsmith and Hogarty,
2005). La voie de signalisation de p53 est également une cible de choix dans la thérapie du
neuroblastome, puisqu’il y est rarement muté. Ainsi, les thérapies actuelles combinent une stratégie
cytotoxique comme les dommages a I’ADN pour activer p53 d’une part, et I'inhibition de voies de

survie comme PI13K/Akt/mTOR d’autre part (Westhoff et al., 2014).



2.1- L'apoptose induite par les dommages a ’ADN

La majorité des inducteurs de mort analysés dans les neuroblastomes activent de fagon directe
ou indirecte p53 et la voie mitochondriale de I'apoptose, p53 y étant rarement muté. Il a été
initialement proposé que p53 bien que sauvage pouvait étre inactivé dans les neuroblastomes en
étant retenu dans le cytoplasme, permettant ainsi la progression tumorale (Moll et al., 1995).
Cependant de nombreuses études ont montré que lI'induction de dommages a 'ADN (par exemple
par irradiation aux rayons gamma), un stimulus activateur majeur de p53, induisait bien sa
translocation nucléaire et son activation (Goldman et al., 1996; McKenzie et al., 1999; Tweddle et al.,
2001, 2003). Par exemple, I'induction de dommages a I’ADN dans les cellules SH-SY5Y par ajout
d’étoposide induit I'accumulation de p53, la transactivation des membres pro-apoptotiques de la
famille BCL-2, comme BOK et NOXA, puis leur relocalisation a la mitochondrie concomitamment au
relargage du cytochrome c dans le cytosol, I'activation de la caspase-3 et finalement I'apoptose. Dans
ces cellules, I'inhibition de I'expression de BAX par siRNA montre que BAX n’est pas requis pour
I'apoptose induite par I'étoposide, contrairement a p53 et a la caspase-9; la surexpression de
mutants dominant négatif de la caspase-9 ou de p53 inhibe I'apoptose induite par I'étoposide dans
ces cellules (Cui et al., 2002; Yakovlev et al., 2004). L’apoptose induite par la staurosporine, un
inhibiteur de kinases non-spécifique, requiert également la présence de caspase-9 fonctionnelle mais
ne dépend pas de p53 (Yakovlev et al., 2004). Dans ces mémes cellules SH-SY5Y, et contrairement a
I’apoptose induite par I'étoposide, la staurosporine induit la relocalisation mitochondriale de BAX et

le relargage concomitant du cytochrome ¢ (McGinnis et al., 1999).

Dans un modeéle murin de neuroblastome, les cellules N2a, le traitement par l'agent
chimiothérapeutique MPTQ (intercalant de FADN) induit la fragmentation de FIADN, Ia
phosphorylation de p53 (Ser15), 'augmentation du niveau protéique de BAX et sa relocalisation a la
mitochondrie, ainsi que I'activation des caspases-9, -7 et -3 et le clivage de leur substrat PARP (Sahu

et al., 2013).

2.2 - L’apoptose induite par la production de ROS

L'apoptose a été étudiée dans des lignées cellulaires de neuroblastome suite a des stress
oxydants et la production de ROS. L’ajout de chlorure de cobalt (CoCl,) mime I’hypoxie et génére la
production de ROS. Le rble de p53 dans I'apoptose induite par la production de ROS a été étudié
dans les cellules SH-SY5Y ol p53 est sauvage, et dans les cellules SK-N-BE(2c) ou p53 est muté sur son
domaine de liaison a ’ADN et a ainsi perdu son activité de facteur de transcription. Dans les cellules
SH-SY5Y, la production de ROS induit 'accumulation et I'activation précoce de p53 (phosphorylé sur

son résidu Serl5) et sa translocation nucléaire, I'augmentation des niveaux protéiques de p21 et



PUMA, cibles transcriptionnelles de p53, ainsi que l|’activation de la voie mitochondriale de
I'apoptose (perte de Ay, et activation des caspases-9 et -3). En revanche, les cellules SH-SY5Y
transfectées par des siRNA dirigés contre p53 ou les cellules SK-N-BE(2c) présentent une mort
cellulaire plus tardive et indépendante des caspases, impliquant la translocation nucléaire de AIF et

I'activation de la cathepsine B (Stenger et al., 2011).

2.3 - L'apoptose induite par les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques naturels issus de plantes, possédant une
fonction anti-oxydante, dont I'aptitude a induire sélectivement I'apoptose des cellules tumorales fait
I'objet de plusieurs études. Le traitement des cellules SH-SY5Y par I'épigallocatéchine (EGC) ou
I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) induit I'activation de la caspase-8 et le clivage de BID en tBID,
I"augmentation du ratio BAX:BCL-2, un relargage du cytochrome c et I'activation de la caspase-9,
montrant I'activation des voies extrinseque et intrinseque de I'apoptose. Ces agents induisent
également une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire et I'activation de la
calpaine, protéase Ca**-dépendante. La caspase-8, la calpaine et la caspase-9 activent la caspase-3
effectrice, qui clive alors ICAD (Inhibitor of Caspase-Activated DNase) permettant ainsi la
translocation de la DNase CAD (Caspase-3-Activated DNase) au noyau. L’apigénine (APG) et la
génistéine (GST, inhibiteur de tyrosine kinase) induisent une augmentation de la concentration
calcique intracellulaire et de I'activité de la calpaine. Le ratio BAX:BCL-2 est également augmenté, le
cytochrome c relargué et la caspase-9 activée. La calpaine active la caspase-12 qui, avec la caspase-9
et la calpaine participe a I'activation de la caspase-3 et a la translocation nucléaire de CAD (Das et al.,
2006). Le traitement de cellules SH-SY5Y ou SK-N-DZ (portant une amplification de MYCN) par la GST
combinée au sorafénib (inhibiteur de sérine/thréonine et tyrosine kinases) induit I’activation de la
caspase-8, le clivage protéolytique de BID en tBID, I'augmentation de I'expression de p53 et p21, la
diminution de I'expression de l'anti-apoptotique MCL-1, I'augmentation du ratio BAX:BCL-2, le
relargage du cytochrome c et SMAC dans le cytosol, et I'activation de la caspase-3 et de la calpaine

(Roy Choudhury et al., 2010).

2.4 - L'apoptose induite par la voie extrinseque

L'expression de la caspase-8 est fréquemment inactivée dans les neuroblastomes primaires par
délétion ou par hyperméthylation de séquences régulatrices du promoteur du géne de la caspase-8,
préférentiellement dans les tumeurs portant une amplification de MYCN (Fulda et al., 2001; Teitz et
al., 2000). La restauration de son expression par transfert de gene ou déméthylation restaure la
sensibilité des cellules a I'apoptose induite par les ligands de récepteurs a domaines de mort (Fulda

et al., 2001). L’étude de 18 lignées de neuroblastome a montré que la caspase-8 n’était exprimée que



dans 5 d’entre elles, la perte de I'expression de la caspase-8 corrélant a une résistance a I'apoptose
induite par TRAIL (Eggert et al., 2001). Dans les cellules SH-SY5Y, le pré-traitement a I'actinomycine
D, un inhibiteur de la synthése des ARN, sensibilise ces cellules a I'apoptose induite par TRAIL en
inhibant I'expression de BCL-2 et BCL-x,, en stimulant la production de ROS et en augmentant

I’expression d’AlIF (Wang et al., 2007).

La doxorubicine est un agent chimiothérapeutique qui induit des dommages a I'’ADN via
I'inhibition de la toposisomérase |, mais qui peut aussi induire I'augmentation de I'expression du
récepteur a domaine de mort Fas dans des cultures primaires de cellules endothéliales, de fagon
dépendante de p53, et qui induit I'apoptose dépendante de Fas dans des cardiomyocytes (Jeremias
et al., 2005; Lorenzo et al., 2002). Dans la lignée de neuroblastome SH-EP, I'ajout de doxorubicine
induit I'augmentation des niveaux de transcrits et de protéines du récepteur Fas et de son ligand FasL
(Fulda et al., 1997). Cette augmentation n’est pas modifiée par la surexpression des genes anti-
apoptotiques BCL-2 ou BCL-x, et semble ainsi avoir lieu en amont des évenements mitochondriaux de
I'apoptose. Le traitement par la doxorubicine induit I'activation de la caspase-8 initiatrice en amont
de la voie mitochondriale, tandis que l'activation de la caspase-3 effectrice et le clivage de son

substrat PARP sont inhibés par la surexpression de BCL-2 ou BCL-x; (Fulda et al., 1998).

2.5- La modulation des voies d’activation de p53

Dans les neuroblastomes, le gene p53 est rarement muté, suggérant que cette voie de contréle
peut étre contournée soit par une inhibition des mécanismes activateurs, soit par une inhibition
d’acteurs essentiels de cette voie. La voie p53 peut étre inactivée indépendamment de mutations de
p53. En effet, il existe un polymorphisme de MDM2 (SNP309) touchant son promoteur et
augmentant son affinité pour le facteur de transcription SP1 et donc induisant 'augmentation du
niveau de la protéine MDM2, régulateur clé du niveau de p53. Ce polymorphisme est associé a une
prédisposition au développement du neuroblastome, a une agressivité accrue et un pronostic plus
sévere (Cattelani et al., 2008; Perfumo et al., 2008). Des amplifications du gene MDM2 ont
également été retrouvées dans certaines lignées de neuroblastomes (Tweddle et al., 2003). La
protéine p14*%F est un régulateur de I'interaction MDM2-p53 : elle active p53 en inhibant I'action de
MDM?2, soit par liaison directe avec MDM2 en inhibant sa fonction ubiquitine-ligase, soit en
séquestrant MDM2 dans le nucléole et en empéchant son interaction avec p53 (Gallagher et al.,
2006; Honda and Yasuda, 1999). Le géne p14*% est délété ou inactivé par méthylation de son
promoteur dans plusieurs lignées cellulaires de neuroblastomes établies aprés rechute, et participe
ainsi a l'inactivation de la voie p53 (Carr et al., 2006). Une étude portant sur une vingtaine de

tumeurs issues de patients et prélevées avant ou apres traitement chimiothérapeutique ou aprés



rechute montre que 15% de ces patients présentaient un défaut d’activation de p53 essentiellement
aprés rechute (mutation de p53), tandis que 35% présentaient des altérations en amont de

ARF au moment

I’activation de p53 sous forme d’amplification de MDM2 et/ou d’inactivation de p14
du diagnostic et aprés rechute (Carr-Wilkinson et al., 2010), suggérant ainsi que les thérapies visant a
réactiver p53 pourraient bénéficier a un grand nombre de patients. L'étude de 38 lignées cellulaires
de neuroblastome traitées par la nutlin-3A, un inhibiteur de I'interaction p53-MDM2 et activateur de
p53, montre que celle-ci a des effets anti-prolifératifs et cytotoxiques dans 23 des 25 lignées

sauvages pour p53, et que cette réponse apoptotique est positivement modulée par le niveau

d’expression de p14™* (Van Maerken et al., 2011).

La famille p53 comprend trois membres : p53, p63 et p73. lls possedent tous les trois deux
promoteurs qui sont sujets a des mécanismes d’épissage alternatif conduisant entre autres a des
isoformes longues (TA, pour Transcriptionally Active) ou tronquées (AN) dépourvues de leur région
N-terminale. Les isoformes ANp73 et ANp63 agissent comme des dominants négatifs sur les
protéines p53, p63 et p73 TA en interférant avec leur oligomérisation et en formant des tétrameres
inactifs, ou par compétition de liaison aux séquences ADN cibles (Wolter et al., 2010). La région
chromosomique 1p36 (région distale du bras court du chromosome 1) est fréquemment délétée
dans les neuroblastomes (White et al., 2005) et p73 est localisé dans la région chromosomique
1p36.3 (Kaghad et al., 1997). L’étude de 272 tumeurs neuroblastiques primaires montre que la perte
d’hétérozygotie de p73 (LOH, Loss Of Heterozygosity) résultant d’une délétion chromosomique est
associée a un stade avancé de la tumorigenese et a une amplification de MYCN, tandis que les
mutations de p73 sont trés peu fréquentes (Ichimiya et al., 1999). D’autre part, le niveau
d’expression de ANp73 est élevé dans les neuroblastomes a haut risque, I'élévation du niveau de
ANp73 est associé avec une réduction de I'apoptose dans les neuroblastomes et est un biomarqueur
d’un mauvais pronostic pour les patients (Casciano et al., 2002; Douc-Rasy et al., 2002). En effet, la
surexpression de ANp73 dans une lignée cellulaire de lymphoblaste inhibe I'apoptose induite par le
cisplatine ou un anticorps anti-Fas (Fillippovich et al., 2001). L'isoforme longue pro-apoptotique
TAp73 active directement la transcription de I'isoforme courte ANp73 dans les cellules SH-SY5Y et SK-
N-BE, et la surexpression de ANp73 dans les cellules SH-SY5Y induit la survie cellulaire en entrant en
compétition avec p53 et TAp73 (Nakagawa et al., 2003). Dans les cellules SH-SY5Y, la déplétion de
ANp73 par siRNA induit une augmentation de I'expression du géne pro-apoptotique PUMA, la
translocation mitochondriale de BAX, l'activation de la caspase-3, une augmentation de la

fragmentation de I’ADN et finalement une augmentation de I'apoptose (Simoes-Wust et al., 2005).



2.6 - Roéle de I'amplification de MYCN

L'oncogéne MYCN est amplifié dans 20% des neuroblastomes et son expression ciblée induit le
développement de neuroblastomes chez des souris transgéniques (Schwab, 2004; Weiss et al., 1997).
Son amplification est le marqueur clinique le plus communément utilisé dans le neuroblastome pour
pronostiquer un mauvais taux de survie. Les tumeurs portant une amplification de MYCN co-
expriment fréquemment le récepteur TrkB et son ligand BDNF (Nakagawara et al., 1994). A I'inverse,
I'expression du NGF et de son récepteur de haute affinité TrkA est négativement corrélée a
I'amplification de MYCN et est associée a des tumeurs différenciées et a un bon pronostic
(Nakagawara et al., 1992, 1993). De plus, le traitement des lignées cellulaires de neuroblastomes
SMS-KCNR ou LA-N-5 par l'acide rétinoique induit la répression de I'expression de MYCN et leur
différenciation neuronale (Amatruda et al., 1985; Thiele et al., 1985). Ainsi, la voie de signalisation de
N-Myc semble étre importante pour le maintien d’'un phénotype non-différencié, lui-méme corrélé a

une agressivité plus importante (Mohlin et al., 2011; Westermark et al., 2011).

N-Myc est un facteur de transcription qui peut directement transactiver le ggne MDM2. Cette
transactivation peut inhiber I'apoptose dépendante de p53 dans des lignées cellulaires portant une
amplification de MYCN (Slack et al., 2005). Cependant, il a également été montré une corrélation
entre I'amplification de MYCN et une augmentation du niveau de p53. Le gene p53 est également
une cible transcriptionnelle de N-Myc (Chen et al., 2010). De plus, I'étude de 18 lignées de
neuroblastome montre que I'amplification ou la surexpression de MYCN sensibilise les cellules a
I’'apoptose dépendante de p53 induite par la nutlin-3A (Gamble et al., 2012). De méme, le traitement
concomitant de lignées cellulaires neuroblastiques portant une amplification de MYCN ou
surexprimant MYCN par la nutlin-3A, et le cisplatine ou I'étoposide, inducteurs de dommages a
I’ADN, augmente |'accumulation de p53 ainsi que l'apoptose par rapport aux traitements
génotoxiques seuls (Barbieri, 2006). Par contre, I'amplification de MYCN ne semble pas avoir d’effet

sur I'apoptose induite par les dommages a I’ADN suite aux irradiations (Tweddle et al., 2001).

p53 et MDM2 sont tous les deux régulés par N-Myc, et la protéine MDM?2 est un régulateur post-
transcriptionnel de MYCN. En effet, MDM2 se lie a la région 3’ UTR de ’ARNm de MYCN et augmente
sa stabilité et sa traduction (Gu et al., 2012). Dans des lignées cellulaires de neuroblastome
présentant une amplification de MYCN, la surexpression de MDM_2 induit la prolifération, tandis que
I’extinction de I'expression de MDM2 par siRNA inhibe la prolifération, le tout indépendamment de
p53 (He et al, 2011). L'interaction entre MDM2 et MYCN pourrait ainsi contribuer de fagon
significative a la croissance et a I'agressivité des tumeurs portant une amplification de MYCN,

indépendamment de p53.



2.7 - Linhibition de la voie de survie PI3K/Akt/mTOR

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR est une voie de survie majeure. Aprés la liaison de
facteurs de croissance, les récepteurs tyrosine kinase (RTK) transmembranaires sont activés par auto-
et trans-phosphorylation, ils recrutent et activent la kinase PI3K a la membrane plasmique. La PI3K
induit a son tour le recrutement a la membrane de la kinase Akt via la génération de PIP;
(Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate). Akt est ensuite activé par phosphorylation via les PDKs
(Phosphoinositide-Dependent Kinases). Le suppresseur de tumeur PTEN est le régulateur négatif
majeur de cette voie, il déphosphoryle PIP; via son activité de phosphatase et inhibe la signalisation
PI3K/Akt (Carracedo and Pandolfi, 2008; Fulda, 2009). Akt est un médiateur clé de cette voie, il
permet d’une part la survie cellulaire en inhibant les processus apoptotiques a différents niveaux et
stimule d’autre part la prolifération cellulaire, le métabolisme cellulaire et I'angiogenése (Manning
and Cantley, 2007; Song et al., 2005; Vara et al., 2004). La voie PI3K/Akt/mTOR est une des voies les
plus fréquemment altérée dans les cancers, et est touchée a tous les niveaux. On retrouve
notamment des mutations activatrices des RTKs, des amplifications de PI3K ou d’AKT ou des
mutations leur conférant une activité constitutive, ou encore des mutations perte de fonction ou des

délétions de PTEN (Yuan and Cantley, 2008).

Dans les neuroblastomes, I'activation d’Akt est un marqueur de mauvais pronostic et correle
avec d’autres marqueurs négatifs comme I'amplification de MYCN ou la délétion chromosomique
1p36 (Opel et al., 2007). L'oncosuppresseur PTEN est rarement muté dans les neuroblastomes mais

peut étre fréquemment inactivé par I’hyperméthylation de son promoteur (Hoebeeck et al., 2009).

Le traitement des cellules SH-SY5Y par ajout du peptide 1-42 amyloide-, par H,0, ou par
déplétion de sérum induit 'apoptose, et cet effet est inhibé par un pré-traitement au bilobalide qui
induit I'augmentation de I'activité PI3K et de la phosphorylation d’Akt (Shi et al., 2010). L'inhibition
de la voie PI3K/Akt/mTOR par un traitement a la rapamycine (inhibiteur de mTOR) diminue la
prolifération de plusieurs lignées cellulaires de neuroblastomes portant une amplification de MYCN
(SK-N-AS, , SK-N-FI, SH-SY5Y, SK-N-SH) ou non (IMR-32, SK-N-DZ, SK-N-BE(2)). L’amplification ou la
surexpression de MYCN sensibilise les cellules a I'effet anti-prolifératif de la rapamycine. Dans les
cellules SH-SY5Y et SK-N-AS, la rapamycine induit I'apoptose et le clivage de la caspase-3 et de son
substrat PARP mais pas de la caspase-9, suggérant I'implication de la voie extrinséque de I'apoptose.
Le traitement combiné des lignées SK-N-AS et SK-N-BE(2) par la rapamycine et un inhibiteur de PI3K a
un effet cytotoxique synergique ou additif sur ces cellules, indépendamment du statut de MYCN, et

augmente |'effet anti-prolifératif. Cet effet est confirmé in vivo par une réduction de la croissance



tumorale de souris nude ayant subi des xénogreffes de cellules SH-SY5Y et traitées par la rapamycine,

par rapport aux souris non traitées (Johnsen et al., 2008).

Dans les lignées SK-N-SH, SK-N-BE(2c), LAN-1 et IMR-32, I'inhibition de PI3K induit la diminution
de I'expression des IAPs clAP1 et survivine. La combinaison de I'inhibition de PI3K et d’un traitement
par le ligand de récepteur a domaine de mort TRAIL augmente I'apoptose induite par TRAIL seul dans
les cellules SK-N-SH (Kim et al., 2004b). De la méme fagon, la combinaison d’un traitement a la
doxorubicine et d’un inhibiteur de PI3K diminue la prolifération cellulaire dans les lignées SH-SY5Y et
SK-N-BE(2) via un arrét du cycle en phase G;. Dans les cellules SH-SY5Y, I'inhibiteur de PI3K seul n’a
pas d’effet sur I'apoptose, et la combinaison de linhibiteur de PI3K avec un traitement a la
doxorubicine augmente trés fortement I'apoptose induite par la doxorubicine seule, ainsi que le
clivage de BID, I'activation de BAX et de la caspase-3. In vivo, les souris nude portant des xénogreffes
de cellules SK-N-BE(2) et traitées par la thérapie combinée (inhibiteurs PI3K et doxorubicine)
présentent une croissance tumorale fortement réduite par rapport aux souris soumises aux

monothérapies (Geng et al., 2015).

Dans les cellules SH-SY5SY, I'apoptose induite par la doxorubicine est inhibée par la voie BDNF-
TrkB et I'activation de la voie de survie PI3K/Akt/mTOR (Ho et al., 2002; Jaboin et al., 2002).
L'inhibition d’Akt via I'expression d’un mutant dominant négatif ou l'utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique sensibilise les cellules SH-SY5Y a I'apoptose induite par la doxorubicine et bloque
I'effet anti-apoptotique du BDNF (Li et al., 2005). Dans les cellules SH-SY5Y, la surexpression du
récepteur TrkB induit une forte augmentation du niveau d’Akt constitutivement phosphorylé et une

chimiorésistance aux traitements génotoxiques (Ho et al., 2002).

Dans les cellules SH-EP, la combinaison d’un inhibiteur de PI3K et de la doxorubicine diminue
I'expression du géne anti-apoptotique MCL-1, diminue la phosphorylation de BIM, et augmente
I'expression des génes pro-apoptotiques NOXA et BIM. Cette modification du ratio pro- et anti-
apoptotiques induit la perte du potentiel membranaire mitochondrial, le relargage du cytochrome c,

I’activation des caspases-9 et -3 et I'apoptose caspase-dépendante (Bender et al., 2011).

3 - Neuroblastomes & FGFs

L'effet neurotrophique et mitogénique des FGFs a été étudié dans plusieurs lignées cellulaires de
neuroblastomes, le plus communément étudié étant le FGF2. Le traitement par du FGF2
recombinant ajouté au milieu de culture induit la prolifération des lignées de neuroblastome
humaines SH-SY5Y (Babajko et al., 1997; Janet et al., 1995; Lavenius et al., 1994; Scheil et al., 1994),

SK-N-SH et IMR-32, en absence ou présence de sérum pour cette derniere (Janet et al., 1995;



Ludecke and Unsicker, 1990; Scheil et al., 1994). Le FGF2 induit également la prolifération de la lignée
de type S SH-EP, uniquement lorsque MYCN y est amplifié (Schweigerer et al., 1991). Du fait de
I'hétérogénéité des lignées cellulaires, le FGF2 peut avoir des effets opposés selon les lignées
considérées. Il a ainsi un effet anti-prolifératif sur les lignées neuroblastiques SK-N-MC (Gentilella et
al., 2008; Russo et al., 2004), CHP100 et GIMEN (Janet et al., 1995). Dans la lignée GIMEN, cet effet
antiprolifératif du FGF2 est inhibé par I'ajout d’interféron y et augmenté par I'ajout d’interleukine 1B
(Scheil et al., 1994). Dans la lignée SK-N-MC, le FGF2 inhibe la prolifération induite ou non par I'lGF1
en augmentant I'expression des régulateurs négatifs du cycle p21 et Id-1 (Inhibitor of differentiation-
1) et en promouvant 'arrét du cycle cellulaire en phase G;/G,. Le FGF2 induit la différenciation de ces
cellules notamment via I'activation de I'expression des métalloprotéases MMP2 et MMPY,
impliquées dans la différenciation neuronale et la formation d’extensions neuritiques, ou du
marqueur de différenciation neuronale TUBB3 (neuron-specific class Ill B-tubulin) (Higgins et al.,

2009; Passiatore et al., 2011; Russo et al., 2004).

Le FGF2 induit la différenciation des lignées humaines NB69 (Mena et al., 1995), IMR-32 en
absence de sérum (Liidecke and Unsicker, 1990) et SK-N-MC en absence ou présence de sérum (Kim
et al.,, 2004a; Russo et al., 2004). Le traitement de la lignée humaine SH-SY5Y par le TPA
(Tetradecanoyl Phorbol Acetate, ou PMA pour Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), un inducteur de
ROS et activateur des PKC, induit leur différenciation en présence ou en absence de sérum
(Fagerstrom et al., 1996; Lavenius et al., 1994; Parrow et al., 1995). L'ajout de FGF2 et de TPA en
absence de sérum induit la différenciation des cellules SH-SY5Y (Lavenius et al., 1994). Le traitement
de ces cellules par le FGF2 en combinaison avec I'lGF1 en présence de sérum (Fagerstrom et al.,
1996) induit également leur différenciation et implique les PKC, puisque cette différenciation est
fortement diminuée par l'inhibiteur de PKC GF 109203X (Fagerstrom et al., 1996). Dans la lignée
murine cholinergique N2a, la surexpression de I'antigéne neuronal BM88 induit leur différenciation.
L'ajout de FGF2 dans les N2a-BM88 augmente leur activité choline acétyltransférase (ChAT), tandis
gu’il n'a pas d’effet sur les cellules N2a non transfectées (Gomez et al., 1998). Le FGF2 induit la
différenciation des cellules N2a par un mécanisme requérant la palmitoylation des NCAM140 et

NCAM180, et impliquant les PKC (Ponimaskin et al., 2008).

Le FGF2 ainsi que le FGF4 ont un effet anti-apoptotique dans la lignée SH-SY5Y ou ils protéegent
les cellules de I'apoptose induite par le monoxyde d’azote (NO) (Wagle and Singh, 2000). Dans les
lignées SH-SY5Y et SK-N-BE2, le knockdown de la survivine (IAP) par shRNA en combinaison avec
I’agent chimiothérapeutique EGCG (Epigallocatechin-3-gallate, cible Fas, les voies des MAPK et NF-
kB) d’une part, ou bien le traitement par le 4-HPR (4-hydroxy(phenyl)retinamide, inducteur de ROS)

et la génistéine (activateur épigénétique de genes suppresseurs de tumeurs comme PTEN ou p53



(Kikuno et al., 2008)) d’autre part, active les voies intrinseque et extrinseque de I'apoptose, ce qui
correle avec une diminution du niveau protéique du FGF2 (Hossain et al., 2012; Janardhanan et al.,
2009). En revanche, le FGF2 semble avoir un réle pro-apoptotique dans la lignée SK-N-MC : 'ajout de
FGF2 aggrave I'apoptose induite par I'absence de sérum, et inhibe le réle protecteur de I'lGF1 (Russo

etal., 2004).

Le FGF1 recombinant ajouté au milieu de culture peut induire la prolifération ainsi que la

k1328 recombinant n’a pas

différenciation de la lignée humaine NB69, tandis que le mutant FGF1
d’effet (Mena et al., 1995). Dans les cellules SH-SY5Y, le FGF1 recombinant induit leur prolifération
en absence ou en présence de sérum (Babajko et al., 1997; Lavenius et al., 1994), et son ajout en
combinaison avec le TPA en absence de sérum induit leur différenciation (Lavenius et al., 1994).
L’ajout de FGF1 recombinant en absence de sérum induit la différenciation des cellules SH-SY5Y et les
protége de la mort induite par I'absence de sérum. Dans les mémes conditions, la surexpression de
FGF1 induit les mémes effets, et en particulier induit I'augmentation de I'expression de la protéine
anti-apoptotique BCL-2 (Raguenez et al., 1999). Pour les lignées murines de neuroblastome, le FGF1

recombinant induit la prolifération des cellules NIE115 (Barritault et al., 1981), mais n’a pas d’effet

sur les lignées N18 ou N4TG1 (Lim et al., 1990; Lu and Chang, 1991).

4 - Les autres facteurs de croissance dans les neuroblastomes

Parmi les facteurs de croissance les mieux caractérisés dans les neuroblastomes, IGF1 et IGF2
stimulent la prolifération de nombreuses lignées comme les SH-SY5Y (Babajko et al., 1997; Mattsson
et al.,, 1986). L'IGF1, et dans une moindre mesure I'lGF2, peuvent induire la différenciation des
cellules SH-SY5Y en combinaison avec le TPA via I'lGF-RI (Pahlman et al., 1991). Dans la lignée murine
N4TG1, I'ajout d’IGF1 induit la prolifération sur des temps courts (1-2 jours) mais potentialise la
différenciation induite par le Bt,cAMP sur des temps longs (3-7 jours) (Lu and Chang, 1991).
L'amplification de 'oncogene MYCN, qui est la mutation la plus communément retrouvée dans les
neuroblastomes, conduit a I'augmentation de I'expression du récepteur IGF-IR (Chambéry et al.,
1999). L'IGF1 protége les cellules SH-EP1 (neuroblastome humain) de I'apoptose induite par le MPP*
(1-methyl-4-phenylpyridinium) via I’activation de la voie de survie PI3K/Akt (Wang et al., 2010a). Le
traitement de la lignée SH-SY5Y pendant 24h par I'IGF1, I'lGF2 ou linsuline induit un effet

mitogénique, tandis que le FGF2 n’induit cet effet que plus tardivement (72h) (Babajko et al., 1997).

Le NGF et I'EGF induisent de facon comparable au FGF2 la prolifération des lignées IMR-32, SK-N-
SH et SH-SY5Y; le NGF induit la prolifération des lignées GICAN et GIMEN, et I'EGF induit la
prolifération des lignées NMB, SK-N-MC et SH-EP (Ho, 2005; Janet et al., 1995). Il est a noter que

pour certaines lignées comme GIMEN, le NGF induit leur prolifération tandis que I'EGF et le FGF2



I'inhibent. En présence de sérum, le NGF induit la prolifération de la lignée IMR-32 comme le FGF2,
et induit leur différenciation en absence de sérum (Lidecke and Unsicker, 1990). L'ajout combiné
d’acide rétinoique et de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) en absence de sérum induit la
différenciation terminale de cellules SH-SY5Y en neurones (Encinas et al., 2000). De plus, le BDNF
protége les cellules SH-SY5Y exprimant le récepteur TrkB de I'apoptose induite par différents agents
thérapeutiques comme I'étoposide, le cisplatine ou la vinblastine, et ce en activant la voie de survie

PI3K/Akt (Jaboin et al., 2002; Li et al., 2005).



VI Projet de recherche

Le FGF1 est un facteur de croissance qui présente la particularité de pouvoir agir par deux voies
distinctes : d’une part une voie extracrine impliquant les FGFRs et mettant en jeu l'activation de
différentes voies de signalisation ; et d’autre part par son absence de séquence de sécrétion ainsi que
ses séquences de nucléarisation, une voie d’action intracrine et en particulier nucléaire dont les
mécanismes sont a ce jour trées peu décrits. De nombreux types de cancer présentent une
surexpression de la protéine FGF1, ce qui peut parfois étre corrélé a une chimiorésistance. Les
thérapies combinent une action cytotoxique avec une inhibition de voies de survie comme
PI3K/Akt/mTOR mettant en jeu les récepteurs tyrosine kinase. L’activité intracrine du FGF1 et
indépendante des RTKs pourrait donc expliquer la résistance aux chimiothérapies dans les tumeurs

présentant une surexpression du FGF1.

L'activité intracellulaire du FGF1 intéresse particulierement notre laboratoire qui travaille sur la
régulation des mécanismes d’apoptose impliquant la protéine p53. Le gene p53 est un
oncosuppresseur muté dans plus de la moitié des cancers humains. C'est I'un des régulateurs
majeurs du devenir cellulaire et de la prévention de la tumorigenése. La mise en évidence de
régulations de la voie p53 par des facteurs de croissance intracellulaires comme le FGF1 permettra
de mieux comprendre les interactions existant entre les voies d’actions des oncogénes et
oncosuppresseurs qui sont dérégulées lors de la progression tumorale. Ceci, combiné a une meilleure
caractérisation des voies de signalisation intracellulaire et nucléaire médiées par le FGF1, permettra

de proposer de nouveaux traitements chimiothérapeutiques plus efficaces et mieux ciblés.

1 - Travaux précédemment menés dans I'équipe

Notre équipe étudie depuis plusieurs années le réle du FGF1 intracellulaire principalement dans
les cellules PC12 (modele de cellules neuroendocriniennes issues d’un phéochromocytome de rat),
ainsi que dans les cellules REtsAF (fibroblastes embryonnaires de rat). Dans ces cellules, le FGF1
intracellulaire induit la survie des cellules en absence de sérum ou suite a l'induction de I'apoptose
dépendante de p53, ol le FGF1 régule notamment la stabilité et 'activité de facteur de transcription
de la protéine p53 au cours de la voie mitochondriale de I'apoptose (Bouleau et al., 2005; Renaud et

al., 1996b; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009).

Dans les cellules REtsAF, I'équipe a montré que le géne FGF1 était un nouveau géne cible de p53
qui induit la répression de son expression lors de I'induction de la voie mitochondriale de I'apoptose.
A l'inverse, la surexpression du FGF1 inhibe les activités pro-apoptotique et anti-proliférative de p53,

en induisant 'accumulation de son inhibiteur MDM2 et en accélérant ainsi la dégradation de p53. Le



FGF1 diminue la stabilité de p53 et modifie certaines de ses activités transactivatrices : I'activation de
I’'expression du gene pro-apoptotique BAX induite par p53 est diminuée en présence de FGF1
(Bouleau et al., 2005). Dans les cellules REtsAF, I’activité anti-apoptotique du FGF1 passe donc a la
fois par une régulation de la stabilité et du niveau de p53, mais également par une modulation de ses

activités transcriptionnelles (Figure 29).

Dans les cellules PC12, le FGF1 présente une activité anti-apoptotique ainsi qu’une activité
neurotrophique. En effet, sous I'action de FGF1 recombinant ou bien d’une surexpression de FGF1
intracellulaire, les cellules PC12 se différencient en neurones de type sympathique (Renaud et al.,
1996b). La surexpression de FGF1 dans un contexte d’induction de I'apoptose dépendante de p53 par
ajout d’étoposide (agent chimiothérapeutique) conduit a une diminution de l'activation de p53,
reflétée par une baisse de sa phosphorylation ainsi qu’une diminution de la transactivation de son
géne cible PUMA. Cette inhibition de p53 par le FGF1 conduit a une forte diminution de I'activité des
caspases ainsi qu’a une diminution de I'apoptose dépendante de p53 en amont des évenements
mitochondriaux et nucléaires (Bouleau et al., 2007; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). De plus, la
nucléarisation du FGF1 dans ces cellules est un événement crucial pour ses activités, puisque la

surexpression d’une forme mutante du FGF1 délétée de sa séquence de nucléarisation (FGF1°M") n

e
permet d’induire ni la survie suite a linduction de l'apoptose dépendante de p53, ni la

différenciation neuronale (Figure 30).

D’autre part, I'équipe a mis en évidence pour la premiére fois une interaction entre la protéine
p53 et le FGF1 par co-immunoprécipitation (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). Contrairement au
FGF1 sauvage (FGF1""), le FGF1*™" ne co-précipite pas avec p53, ce qui suggeére que I'interaction
FGF1/p53 pourrait étre impliquée dans la régulation des activités transcriptionnelles de p53

(Figure 30).
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Figure 29 : Le FGF1 intracellulaire a une activité anti-apoptotique dans les cellules RetsAF

Dans les cellules REtsAF, le FGF1 intracellulaire induit I'expression de MDM2, ce qui diminue la
stabilité et le niveau de p53. De plus, le FGF1 module les activités transcriptionnelles de p53 en
inhibant la transactivation du géne BAX. D’aprés (Bouleau et al., 2005).
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Figure 30: La nucléarisation du FGF1 est requise pour 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 geénes cibles
PUMA et NOXA. De plus, le FGF1 interagit avec p53. B : La localisation nucléaire du FGF1 est requise
pour son activité anti-apoptotique et son interaction avec p53. D’aprés (Rodriguez-Enfedaque et al.,
2009).
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2 - Projet de thése

Notre équipe a montré que le FGF1 intracellulaire présente une activité anti-apoptotique dans
deux modeles cellulaires différents, et que la nucléarisation du FGF1 est indispensable a cette
activité. Les mécanismes d’action intracellulaires et nucléaires du FGF1 étant trés peu décrits, mon

projet de thése a donc eu pour but de les caractériser.

Pour cela, des formes mutantes du FGF1 mutées dans le domaine C-terminal ont été générées

(FGF1°"* non-phosphorylable ; FGF1°*°°, mime constitutivement une phosphorylation), et le

K132E K132E

mutant FGF1 a également été étudié. Les activités extracellulaires de ce mutant FGF1 ont été
étudiées par différentes équipes. Ce mutant présente la méme capacité de liaison aux FGFRs que le
FGF1"", mais une affinité plus faible pour les héparane sulfates. En réponse au FGF1***, les FGFRs
sont activés et induisent la cascade des MAPK (Klingenberg et al., 1998; Renaud et al., 1996b). Le
FGF1*** extracellulaire peut étre internalisé et nucléarisé (Klingenberg et al., 1998), en revanche son
activité mitogénique est fortement réduite (Burgess et al., 1990), son activité neurotrophique est
absente dans les cellules PC12 (Renaud et al., 1996b), et, contrairement au FGF1"", n’interagit pas

avec la protéine FIBP (Kolpakova et al., 1998).

La lysine 132 est située a proximité de la sérine 130, qui est le seul site de phosphorylation décrit
a ce jour du FGF1. La mutation de cette lysine pourrait donc modifier la phosphorylation du FGF1 et
donc ses activités intracellulaires. En effet, le FGF1 est phosphorylé dans le noyau par la PKC§, ce qui
induirait son export vers le cytosol puis sa dégradation (Wiedlocha et al., 2005). Les activités
extracellulaires des formes non-phosphorylables ou mimant constitutivement la phosphorylation du
FGF1 ont été étudiées dans des fibroblastes murins et il a été montré que celles-ci présentaient la
méme capacité que le FGF1"" a activer la cascade des MAPK ou a étre nucléarisées. Elles présentent

en revanche une activité mitogénique réduite par rapport au FGF1"" (Klingenberg et al., 1999).

Au cours de ma these, j'ai participé a I'étude des activités intracellulaires de ces mutants
(FGF1® FGF1°2%, FGF1***) dans les cellules PC12 (Article 1). Les mécanismes d’action du FGF1
intracellulaire n’ayant jamais été étudiés chez I’'Homme, j’ai utilisé un modele de neuroblastome
humain (cellules SH-SY5Y) ainsi qu’un autre modele neuroblastique murin (cellules N2a) afin de voir
si les mécanismes mis a jour dans les cellules PC12 sont communs a d’autre types cellulaires

neuronaux d’une part, et s’ils sont généralisables a d’autres organismes d’autre part (Article 2).

D’autre part, sachant que la nucléarisation du FGF1 est nécessaire a son activité anti-apoptotique
et qu’il est capable d’interagir avec le facteur de transcription p53, nous avons émis I'"hypothese que

le FGF1 pourrait agir comme un facteur ou co-facteur de transcription, indépendamment ou non de



p53, en régulant I'expression de génes impliqués dans le processus apoptotique. En effet, il a déja été
montré que d’autres facteurs de croissance et/ou leurs récepteurs peuvent agir comme des facteurs
ou co-facteurs de transcription (NGF, EGFR, VEGFR2, FGFR1, cf. Chapitre Il — p. 43). Dans ce but, j'ai
initié une étude transcriptomique dans les cellules PC12 afin de pouvoir déterminer si le FGF1
intracellulaire peut réguler I'expression de genes impliqués dans la régulation des processus de

mort/survie cellulaires (Résultats complémentaires).
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I Article 1: Caractérisation des activités neurotrophiques et anti-
apoptotiques 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, différentes formes mutantes du FGF1 ont été utilisées.

Des études menées sur les activités extracellulaires du mutant FGF1*?%

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 FGF1°**°° dont la phosphorylation est

constitutivement mimée. Tous les résidus mutés sont situés dans le domaine C-terminal du FGF1.

Des vecteurs permettant I'expression de ces différentes formes mutantes du FGF1 ont été
générés par mutageneése dirigée. Les cellules PC12 ont ensuite été transfectées 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*% FGF1°3% et FGF1°%°,

Des clones cellulaires exprimant des niveaux comparables de FGF1 ont été sélectionnés pour
chaque forme étudiée. L'étude précédemment menée par I'équipe ayant montré que la localisation
nucléaire du FGF1 est nécessaire a ses activités intracellulaires (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009), la
localisation subcellulaire de ces différentes formes de FGF1 a été étudiée. Toutes les formes de FGF1
mutées sont, comme le FGF1"', localisées a la fois dans le cytosol et le noyau. L’activité
neurotrophique des différentes formes de FGF1 a également été étudiée. Pour cela, des populations
polyclonales de cellules PC12 transfectées ont été traitées avec de la dexaméthasone pendant 12

jours, afin d’induire I'expression des différentes formes de FGF1.

Les clones présentant des extensions neuritiques longues et ramifiées, marqueur morphologique
de la différenciation neuronale de ces cellules, ont été dénombrés. Nous avons ainsi pu montrer que
les formes FGF1"", FGF1°3*® et FGF1°"° induisent la différenciation neuronale des cellules PC12. En

K328 he présente quant a elle aucune activité neurotrophique puisqu’elle

revanche, la forme FGF1
n’induit pas la différenciation neuronale des cellules PC12 et ne les protege pas de la mort induite

par I'absence de sérum (Figure 31A).

Nous nous sommes ensuite intéressés a |'activité anti-apoptotique des différentes formes de
FGF1 dans les cellules PC12 suite a I'activation de I'apoptose induite par p53. Les lignées stables

obtenues aprés transfection des cellules PC12 ont été traitées pendant 48h avec de Ia



dexaméthasone afin d’induire I'expression des différentes formes de FGF1, 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 FGF1°3%

a une activité anti-apoptotique dans les cellules PC12, tout comme le FGF1"". En
revanche, ni le FGF1°"% nj le FGF1*** ne permettent la survie des cellules PC12 suite a I'ajout
d’étoposide. Ces résultats ont été confirmés par I'analyse de la phosphorylation de p53 (Ser15), 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 du FGF1 (FGF1"'
et FGF1°*%%), on observe une diminution de la phosphorylation de p53 sur son résidu sérine 15, du
niveau de PUMA et du clivage de la caspase-3, ce qui est corrélé avec l'inhibition de I'apoptose
observée (Figure 31B). Dans les cellules exprimant les formes FGF1** et FGF1°"*®, la diminution de
ces différents marqueurs de I'apoptose est moins importante, ce qui explique la faible survie
cellulaire observée. Enfin, I'inhibition des FGFRs ou du FGF1 par un anticorps neutralisant diminue
I'effet neurotrophique du FGF1 recombinant extracellulaire (fFGF1), mais pas des FGF1", FGF1°"*

ou FGF1*3% intracellulaires, soulignant ainsi le mode d’action intracellulaire du FGF1 et de ses

mutants dans les cellules PC12.

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 inhibe son activité anti-apoptotique mais n’influence pas son activité
neurotrophique. Enfin, I'étude de ces trois formes mutantes du FGF1 montre le r6le important du
domaine C-terminal du FGF1 pour la régulation de ses activités neurotrophique et anti-apoptotique

intracellulaires.
Ces résultats ont permis la publication de I'article présenté ci-apres :

« FGF1 C-terminal domain and phosphorylation regulate intracrine FGF1 signaling for its
neurotrophic and anti-apoptotic activities » Elisabeth Delmas, Nadege Jah, Caroline Pirou, Sylvina
Bouleau, Nathalie Le Floch, Jean-Luc Vayssiere, Bernard Mignotte and Flore Renaud, Cell Death Dis.

7, e2079.
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Figure 31 : Activités intracellulaires et localisation du FGF1 et de ses formes mutantes

A: Le FGF1"  intracellulaire induit la différenciation neuronale des cellules PC12 en neurones de type
sympathique. Seule la mutation K132E inhibe cette activité. B: Le FGF1"" et le FGF1°"*** protégent
les cellules PC12 de I'apoptose dépendante de p53, contrairement aux FGF1°"% et FGF1***, Toutes
ces formes présentent une localisation a la fois cytosolique et nucléaire. Issu de (Delmas et al., 2016).
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FGF1 C-terminal domain and phosphorylation regulate
intracrine FGF1 signaling for its neurotrophic and
anti-apoptotic activities

OPEN

E Delmas', N Jah', C Pirou’, S Bouleau', N Le Floch', J-L Vayssiére', B Mignotte' and F Renaud*'

Fibroblast growth factor 1 (FGF1) is a prototypic member of the FGFs 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¥'3%€, FGF15'3A and FGF15'3°®) on FGF1 neurotrophic and anti-apoptotic activities in PC12 cells. The
change of the serine 130 to alanine precludes FGF1 phosphorylation, while its mutation to 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 requlatory activity for FGF1 C terminus.
Furthermore, we observed that both FGF15'*°A and FGF15'3°° mutant forms induced PC12 cells neuronal differentiation.
Therefore, FGF1 phosphorylation does not regulate FGF1-induced differentiation of PC12 cells. Then, we showed that only
FGF15'3%A protects PC12 cells against p53-dependent apoptosis, thus phosphorylation appears to inhibit FGF1 anti-apoptotic
activity in PC12 cells. Altogether, our 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. The study of nuclear pathways could be crucial to identify key regulators involved in neuronal differentiation,
tumor progression and resistances to radio- and chemo-therapy.

Cell Death and Disease (2016) 7, €2079; doi:10.1038/cddis.2016.2; published online 4 February 2016

in vivo.®~'® It also activates DNA synthesis,*'*'® exerts an

anti-apoptotic activity,'"'®1” and its overexpression correlates
with tumor development and chemotherapy resistance.'®-2°

The fibroblast growth factor 1 (FGF1) is one of the 22 members
of the FGF family.! Most FGFs are secreted and mediate their
activity through FGF receptors (FGFR1-4) located at the

plasma membrane, which induce Ras (rat sarcoma)/mitogen-
associated protein kinases, PI3K (phosphotidylinositide
3-kinase)/AKT and phospholipase C y pathways.?® However,
the fate of all FGF members is not always to be secreted. In
particular, FGF1, FGF2, one FGF3 isoform and FGF11-14,
which do not contain any secretion peptide signal, are not
secreted in physiological conditions and mediate their activity
by intracrine pathways. 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 NLS (KKPK) and acts mainly in
an intracellular and nuclear manner.*® Intracellular FGF1 is a
neurotrophic factor for various neuronal cells both in vitro and

We have previously shown that intracellular FGF1 inhibits
p53-dependent apoptosis by an intracrine pathway in both
fibroblasts and neuronal-like cells.'®'” Using fibroblasts, we
have shown that fgf1 is a repressed target gene of p53 and that
overexpression of FGF1 decreases both the pro-apoptotic and
the anti-proliferative activities of p53. In these cells, intracellular
FGF1 mediates its activities by two mechanisms of action: (i)
FGF1 increases MDM2 (mouse double minute 2) expression,
which leads to p53-degradation; (i) FGF1 decreases
p53-dependent transactivation of bax, which encodes a pro-
apoptotic B-cell lymphoma 2 family (Bcl-2) member protein
required for p53-dependent apoptosis in fibroblasts.'®

FGF1 is highly expressed in central and peripheral nervous
systems and its neurotrophic and anti-apoptotic activities are
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Phosphorylation regulates FGF1 activities
E Delmas et al

'

well documented in vitro and in vivo.'"'321724 However, the

mechanisms of action of FGF1 for these activities remain to be
characterized. Thus, we have 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 FGF1N-S mutant that is deleted of its
NLS, we showed that the FGF1 nuclear translocation is
required for both its anti-apoptotic and 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 cooperate
to protect PC12 cells from p53-dependent apoptosis. The
FGF12NS mutant, which only presents a cytosolic localiza-
tion, 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."”

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 terminus of FGF1 (i.e., FGF1X'%2E FGF1S13%A gnd
FGF15'3%P) on its intracellular neurotrophic and anti-apoptotic
activities.

Previous studies using recombinant FGF1¥'32E showed
that it could bind FGF receptors, induced the mitogen-
associated protein kinase pathway but it induced neither cell
proliferation nor neuronal differentiation.’"'52% However, the
activity of the intracellular FGF1¥"%2E remained unknown.

We also studied two other mutants of the C-terminal domain
of FGF1. Mutation of the serine 130 into an alanine or aspartic
acid was performed to examine the role of FGF1 phospho-
rylation on FGF1 intracrine activities. Indeed, FGF1 is
phosphorylated on serine 130 by the protein kinase C delta
(PKC$) in the nucleus.?®?” Mutation of this serine into an
alanine abolishes FGF1 phosphorylation, while its mutation
into an aspartic acid mimics FGF1 phosphorylation. Both
recombinant FGF1 mutants could bind FGF receptors, be
internalized in cells and translocated to the nucleus but they
presented a reduced mitogenic activity.?® In the present study,
FGF1K132E FGF1513%A and FGF15'3%P were overexpressed
in PC12 cells to examine their intracellular activities. 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. Both FGF15'3%4 and FGF15'%°° mutants
could induce PC12 cells neuronal differentiation, whereas only
FGF153%A protected PC12 cells from p53-dependent apop-
tosis. 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 whereas it does not
interfere with its neuronal differentiation activity.

Cell Death and Disease

Results

FGF1K132E expression and subcellular localization. To
progress in the characterization of the intracellular FGF1
pathway, we first examined the cell fate and activity of the
FGF1%"32E mutant in PC12 cells. We stably transfected PC12
cells with dexamethasone-inducible expression vectors
encoding either wild-type (FGF1"T) or mutant (FGF1K32F)
FGF1 (Figure 1a). PC12 cells transfected by the empty vector
served as a control (Neo).

Stable Neo, FGF1T and FGF1X'32E PC12 cell lines were
cultured in the absence or presence of dexamethasone for
48 h to induce FGF1 expression. FGF1 protein levels were
analyzed by western blot (Figure 1b). Endogenous rat FGF1
was undetectable by western blot in control cells. In the
absence of dexamethasone, FGF1 is detectable in FGF1WT
and FGF1¥'32E PC12 cell lines, suggesting that the MMTV-
LTR promoter is leaky in the absence of glucocorticoid
addition. However, a threefold increase of FGF1 levels was
detected in FGF1WT and FGF1X'32E PC12 cells lines after
dexamethasone treatment.

We previously showed that FGF1 nuclear localization is
required for its intracellular activities in PC12 cells.!” To study
FGF1X'32E subcellular localization, cytosolic and nuclear
protein extracts from FGF1WT and FGF1X'32E PC12 cell lines
were analyzed by western blot (Figure 1c). Enolase and Lamin
A/C were used as purity controls for cytosolic and nuclear
fractions, respectively. Both proteins were mainly detected in
their respective fraction. In transfected PC12 cells, FGF1WT
and FGF1X'32E were both detected in cytosolic and nuclear
fractions suggesting that FGF1X'32€ can be translocated to
the nucleus, similarly as FGF1'"T.

The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity.
In PC12 cells, intracellular FGF1 induced both neuronal
differentiation and cell survival in serum-free medium.'"'” To
test if the K132E mutation could modify the intracellular FGF1
neurotrophic activity, PC12 cell lines (Neo, FGF1"T and
FGF1X'32F) were cultured for 7 days in the absence or
presence of dexamethasone to induce FGF1 expression. Cell
morphology was then observed by phase contrast micro-
scopy (Figure 2a). In the absence of dexamethasone, PC12
cells (Neo, FGF1"T and FGF1X'%2E) presented an undiffer-
entiated phenotype. In the presence of dexamethasone, only
FGF1"WT 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, four 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
FGF1WT transfected PC12 clones presented a differentiated
phenotype. However, only 4-5% of FGF1K'3E or
Neo-transfected PC12 clones presented a differentiated
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Figure 1

FGF1""32E expression and subcellular localization in PC12 cells. (a) PC12 cells were transfected with pLK-FGF1"'T or pLK-FGF1¥'® dexamethasone-inducible

vectors to overexpress FGF1VT or FGF1K'®% respectively. The pLK-FGF1¥'3%E vector was generated by site-directed mutagenesis using pLK-FGF1"T (aa 15 to 154) as a DNA
template. The KKPK sequence (aa 23 to 27) is the FGF1 nuclear localization sequence. (b) Neo, FGF1WT, FGF1¥13%E PC12 cell lines were cultured in the absence or presence of
5x10~7 M dexamethasone for 48 h. 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"32E PC12 cells, no FGF1 was detected in Neo PC12 cells. (¢) FGF1"T and FGF1X'®%E PC12 cell lines were treated with dexamethasone for 48 h. 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

phenotype in these conditions. Thus, in contrast to FGF1T,
intracellular FGF1¥'32E  does not induce PC12 cells
differentiation.

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 FGF1X'32F) These cell lines were cultured in
serum-free  medium containing dexamethasone during
11 days (Figure 2d). Cell survival was quantified after crystal
violet nuclei staining. Only FGF1VT protected PC12 cells from
serum-depletion-induced apoptosis. Most of FGF1K'32E pC12
cells died in the absence of serum, at a similar level to Neo
PC12 cells. Thus, the K132E mutation inhibits the neuro-
trophic activity of intracellular FGF1 in PC12 cells.

The K132E mutation inhibits the FGF1 anti-apoptotic
activity during p53-dependent cell death. We have pre-
viously shown that intracellular FGF1 protects PC12 cells from
p53-dependent apoptosis.'” In this study, we tested the anti-
apoptotic activity of the FGF1%'®2E mutant in this cell death
process. After 2 days of dexamethasone treatment, PC12 cell
lines (Neo, FGF1"T and FGFX'32E) were treated with 50 ug/ml
etoposide to induce p53-dependent apoptosis. Cell survival
after 40 h of etoposide treatment was quantified after crystal
violet nuclei staining (Figure 3a). The percentages of cell
survival for Neo and FGF1%'%2E 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 FGF1X'32E and Neo PC12 cell survival.
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 p53-upregulated modulator of

apoptosis (PUMA; a pro-apoptotic BH3-only protein encoded
by a p53-transcriptional-target gene) and the cleavage of
caspase-3 (i.e., the activation of this caspase). After two days of
dexamethasone treatment, PC12 cell lines (Neo, FGF1"T and
FGF1X132E) were treated with etoposide during 0, 8 and 16 h.
Etoposide addition increased phospho-p53 (P-p53) (Ser15),
PUMA and cleaved caspase-3 levels in all the tested cell lines.
However, all three protein levels appeared lower in FGF1WT
PC12 cells compared with Neo and FGF1¥'%2E PC12 cells. We
also analyzed the expression levels of the two other p53 target
genes noxa and p21 by RT-PCR (Figure 3c). Etoposide
treatment increased noxa and p21 mRNA levels in all the
tested cell lines. However, this accumulation was lower in
FGF1"T PC12 cells than in native and FGF1¥'%2E PC12 cells
for noxa mRNA, which codes for a pro-apoptotic BH3-only
member of Bcl-2 family. No significant difference was detected
for p21 mRNAs in the different cell lines.

Thus, FGF1WT protects PC12 cells from p53-dependent
apoptosis in contrast to FGF1%'*%E_ In the presence of
etoposide, FGF1"T 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¥'32E mutantin 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 K132E mutation
probably inhibits a nuclear event required for nuclear FGF1
activities that remains to be determined.

FGF1 phosphorylation does not modify its subcellular
localization in PC12 cells. FGF1 can be phosphorylated on
serine 130 by PKC$ in the nucleus.®?” To determine if FGF1

Cell Death and Disease
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Figure 2 The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity. (a and b) Neo, FGF1"T and FGF1¥'32€ 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). Scale bars, 50 um (a); 25 um (b). (c) PC12 cells transfected by pLK-Neo, pLK-FGF1"T and pLK-FGF1<'*2€ 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, were quantified
from four independent experiments (**P<0.01). (d) Neo, FGF1"T and FGF1¥'%%E PC12 cell lines were cultured in the presence of dexamethasone in serum-free medium for
11 days. Cell survival was analyzed by crystal violet nuclei staining. The graph presents the mean of three independent experiments (**P< 0.001). In contrast to FGF1X1%2€,

FGF1"T presented a neurotrophic activity
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(*P<0.01, **P<0.001, ns P>0.05, n=4). (b) Neo, FGF1"T and FGF1""%2€ PC12 cell lines cultured in the presence of dexamethasone were treated with etoposide for 0, 8 or
16 h. p53 activation (Ser 15 phosphorylation), PUMA expression and caspase-3 cleavage were analyzed by western blot. Actin detection was used as a control. Etoposide
induced upregulation of P-p53 (Ser 15), PUMA and cleaved caspase-3 in all cells. However, these levels were lower in FGF1T PC12 cells compared with FGF1¥'3% and Neo
PC12 cells. (c) Noxa (left panel) and p21 (right panel) mRNA levels were analyzed by RT-PCR in native, FGF1"'T and FGF1¥"%2€ PC12 cell lines after 0, 8 or 16 h of etoposide
treatment in the presence of dexamethasone. The 18 S rRNA levels were used as a control for the quantifications. In contrast to FGF1¥'%% FGF1"T decreased p53-dependent

up-regulation of noxa mRNA levels (*P<0.5, n=23)

phosphorylation is involved in the regulation of FGF1
intracellular activities, PC12 cells were stably transfected
with FGF1 phosphorylation mutant (FGF1S13°A  or
FGF15'3%P) encoding dexamethasone-inducible expression
vectors (Figure 4a). The S130A mutation prevents FGF1
phosphorylation whereas the S130D mutation mimics
constitutive phosphorylation.

First, FGF1 protein levels were analyzed in PC12 cell lines
(Neo, FGF1WT, FGF15'%%A and FGF1°'3%P). These cell lines
were cultured in the absence or presence of dexamethasone
for 48 h to induce FGF1 expression, and FGF1 levels were
analyzed by western blot (Figure 4b). In control PC12 cells, the
level of endogenous FGF1 was undetectable. In the three
other PC12 cell lines (FGF1WT, FGF15'3%A and FGF15'30P),
the level of FGF1 was low in the absence of dexamethasone
and increased in its presence. FGF1WT, FGF1S'3%A and
FGF15'3%C pC12 cell lines expressed similar levels of FGF1 in
the presence of dexamethasone.

After concentration on heparin sepharose, FGF1 was
detected in cell extracts of the different cell lines but not in
the conditioned media, thus showing that FGF1 is not secreted

in these cells (Figure 4c). 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
(FGF1WT, FGF1513°A and FGF15'3%P) cultured in the pre-
sence of dexamethasone for 48 h were analyzed by western
blot (Figure 4d). 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. No significant difference in the levels of
nuclear FGF1 was detected between these cell lines
(Figure 4e), which suggests that FGF1 phosphorylation does
not modify FGF1 nuclear localization in PC12 cells.

Wild-type and phosphorylation mutant forms of FGF1
induce PC12 cell neuronal differentiation. To determine
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 5a). After 12 days of
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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-FGF1"'T, pLK-
FGF15"3 or pLK-FGF15"% dexamethasone-inducible vectors to respectively overexpress FGF1"'T, FGF15™%% or FGF15™, The pLK-FGF15'3%* and pLK-FGF1°13%
vectors were generated by site-directed mutagenesis. (b) Neo, FGF1"'T, FGF15'%% and FGF15'3°® PC12 cell lines were cultured in the absence or presence of 5x 10~ M
dexamethasone for 48 h. 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.
WT FGF15"3% and FGF15%° PC12 cells were examined. (d) FGF1"T, FGF15'3%* and FGF15'%P PC12 cell lines were treated with dexamethasone
, Enolase (cytosolic marker) and Lamin A/C (nuclear marker). Total protein extracts (TE)

media of native, Neo, FGF1
for 48 h. Nuclear (N) and cytosolic (C) proteins were analyzed by western blot for FGF1

(c) After heparin sepharose concentration, FGF1 levels in cell extracts and conditioned

were used as controls. FGF1 was detected in all the fractions. (e) Quantification of the levels of FGF1 normalized to Lamin A/C levels in the total lysates and nuclear fractions of

three independent experiments

dexamethasone treatment, about 60% of the FGF1W'-,
FGF1S'3%A. and FGF15'3%.transfected PC12 clones pre-
sented a differentiated phenotype, suggesting that FGF1
phosphorylation mutants could induce PC12 cell differentia-
tion as well as wild-type FGF1.

To confirm this result, PC12 cell lines expressing FGF
FGF1S13%A or FGF15'3%P were cultured in the absence or
presence of dexamethasone for 3 days and cell morphology
was observed by phase contrast microscopy (Figures 5b and
c). In the absence of dexamethasone, FGF1VT-, FGF1S130A.
and FGF15'3%.expressing PC12 cell lines presented an
undifferentiated phenotype. By contrast, all these cell lines
presented long and ramified neuritis after dexamethasone

1WT

Cell Death and Disease

treatment. Overexpression of FGF1WT, FGF1S13%4 or
FGF15'3% induced PC12 cell differentiation at a level which
was comparable to the differentiation induced by the addition
of recombinant FGF1 (rFGF1) in the culture medium.
However, the addition of either an inhibitor of FGF
receptors (PD173074) or a neutralizing antibody targeting
FGF1 (AF232) in the culture medium strongly decreased
rFGF1-induced PC12 cell differentiation, but had no effect on
FGF1WT, FGF15'8%4 and FGF15'3°° PC12 cell differentiation,
confirming an intracellular mode of action of FGF1 and its
mutants in our PC12 cell lines (Supplementary Figures 1-4).
Altogether, our experiments show that the mutation of serine
130 to an alanine or aspartic acid does not modify the
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Figure 5 FGF1 phosphorylation does not modify its differentiation activity. (a) PC12 cells transfected with pLK-Neo, pLK-FGF1"'T, pLK-FGF15'%% or pLK-FGF15'%P 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). (b) FGF1"T, FGF15'3%* and FGF15'%P PC12 cell lines were cultured in the absence or
presence of dexamethasone for 3 days and the cell morphology was observed by phase contrast microscopy. Scale bar, 50 um. (c) Quantification of differentiation in FGF1"T,
FGF15'3%" and FGF15'3° PC12 cell lines in the absence or presence of dexamethasone. The differentiation of PC12 cells treated with 100 ng/ml recombinant FGF1 and 10 g/
ml heparin (noted rFGF1) was evaluated as a control. FGF1"T, FGF15™ and FGF15"* induced PC12 cell differentiation
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Figure 6 FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity. (a and b) Neo, FGF1"T, FGF15™°A and FGF15'3° PC12 cell lines were treated with dexamethasone for
48 h. p53-dependent apoptosis was then induced by etoposide treatment during 40 h. (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 FGF 1513
protected PC12 cells from p53-dependent apoptosis in contrast to FGF15"*®. (c) Neo, FGF1"'T, FGF15%% and FGF1%"3%® PC12 cells cultured in the presence of
dexamethasone were treated with etoposide for 0, 8 or 16 h. The levels of P-p53 (Ser 15), PUMA and cleaved caspase-3 were detected by western blot. Actin was used as a
loading control. FGF1"'T, FGF15'3% and FGF15'® decreased etoposide-induced upregulation of these different apoptotic markers. The stronger effect was observed for the

unphosphorylable FGF1

differentiation activity of intracellular FGF1 in PC12 cells,
indicating 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 FGF1WT protects PC12 cells from p53-
dependent apoptosis and that both ANLS and K132E FGF1
mutations inhibit this anti-apoptotic activity (Rodriguez-
Enfedaque et al.'” and the present study). To determine if
phosphorylation modulates FGF1 anti-apoptotic activity,
PC12 cells (Neo, FGF1WT, FGF15'3%A and FGF15'3°P) were
cultured in the presence of dexamethasone for 48 h before
the addition of etoposide to induce p53-dependent apoptosis.
Cell survival after 40 h of etoposide treatment was analyzed
after crystal violet nuclei staining (Figure 6a). As previously
shown, about 60% of FGF1WT PC12 cells survived, whereas
this percentage fell to 30% for Neo PC12 cells. Expression of
the non-phosphorylable FGF15'3%A highly protected PC12
cells against etoposide-induced apoptosis. Indeed, up to
80% of FGF15'3%A PC12 cells survived in these conditions.
By contrast, expression of the phosphomimetic form
FGF15'3%C did not protect PC12 cells from cell death, as
similar levels of survival were observed with both Neo and
FGF1513%° pC12 cells. To confirm this result, we quantified
the percentage of condensed and fragmented apoptotic
nuclei after Hoechst staining, which characterizes late-stage
apoptosis, on the different etoposide-treated PC12 cells
(Figure 6b). The percentage of apoptotic nuclei was similar in
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FGF1"T and FGF1S'3%" PC12 cell lines. It was significantly
reduced in these cells when compared with Neo and
FGF15'%%P pC12 cells. Altogether, these different experiments
show that FGF1513°* protects PC12 cells from etoposide-
induced apoptosis, which contrasts from FGF153P,

We then examined p53 phosphorylation, p53-dependent
trans-activation of PUMA and capase-3 cleavage in Neo,
FGF1WT, FGF15'%%% and FGF15'3°° PC12 cell lines after 0, 8
or 16 h of etoposide treatment (Figure 6c). In Neo PC12 cells,
the levels of P-p53 serine 15 (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 with Neo PC12 cells. The
stronger effect on these apoptotic markers was observed for
the unphosphorylable FGF15'3°4, |nterestingly, FGF15'3°P
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
FGF15'3%A protects PC12 cells from p53-dependent apopto-
sis by acting efficiently at different levels of this cell death
process, in contrast to the phosphomimetic FGF1513°D,
Therefore, it appears that phosphorylation inhibits FGF1
anti-apoptotic activity.

Discussion

We have previously shown that FGF1 mediates neurotrophic
and anti-apoptotic activities in PC12 cells by an intracrine
pathway that requires FGF1 nuclear translocation."'” In the
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Figure 7 Intracellular activities and subcellular localization of wild-type (FGF1") and mutant FGF1 forms (FGF1%'3%5, FGF15'3%% FGF15'%0) (a) Intracellular FGF1""
induced PC12 cells neuronal differentiation. Only the K132E mutation inhibited this activity. (b) Intracellular FGF1"T and FGF15'3%* protected PC12 cells from p53-dependent
apoptosis, in contrast to FGF1<'%2E and FGF15%, Al these FGF1 forms presented both a nuclear and a cytosolic localization

present study, we examined the activities of FGF1 mutant
forms affected in their C-terminus (FGF1X'32E FGF1513°A and
FGF15'3%C; Figure 7). We showed that 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, whereas changing
serine 130 into an alanine or aspartic acid did not alter FGF1-
induced differentiation. Interestingly, the S130D mutation
decreased the inhibitory activity of FGF1 on p53-dependent
cell death, whereas the S130A mutation seemed to reinforce
this activity. Altogether, our data show 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 lysine 132 mutations, are required for FGF1
intracellular activities. These nuclear events could be FGF1
post-translational modifications and/or protein—protein inter-
actions with regulators of cell differentiation and survival, such
as transcriptional factors.

FGF1 had previously been 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 in Harper and Lobb?°). The
recombinant FGF1%'*2E mutant was studied by different
laboratories.'®® This mutation was shown to inhibit FGF1
interaction with heparin and both FGF1 mitogenic and
neurotrophic activities. However, recombinant FGF1K'32E
could interact with FGF receptors and activate the mitogen-
associated protein kinase pathway, just as recombinant wild-
type FGF1.""2® This suggests that the absence of activity of
this mutant does not rely on an inhibition of its interaction with
heparin. Moreover, recombinant FGF1¥'32E can be interna-
lized by cells and translocated in the nucleus, like recombinant
FGF1WT, but it fails to induce DNA synthesis in various cell
types.'® We show here that intracellular FGF1¥'32E 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 (FGF15'3%4 and FGF15'%%%) in PC12
cells, which presented different activities from FGF1¥132E
does not support this hypothesis. Thus, we favor the
hypothesis that this mutation modifies the FGF1 ternary
structure or interactions between FGF1 and nuclear proteins
required for its activity. These modifications remain to be
characterized.

FGF1 was previously shown to be phosphorylated on its
serine 130 by PKCS$ in the nucleus.?®?” The effect of adding
recombinant FGF15'3°A and FGF15'3°E in the culture medium
was previously analyzed by Wiedlocha's team.2”*® Both
recombinant FGF1 mutants were shown to bind FGF
receptors, internalize and translocate in the nucleus, as well
as to promote DNA synthesis, like recombinant FGF1"T.
However, the phosphomimetic FGF15'3°E was shown to be
exported to the cytosol after nuclear translocation, to be
degraded. In contrast, FGF15'3%* remains in the nucleus,
suggesting that FGF1 phosphorylation is involved in this
cytosolic export process.’” We showed that FGF1WT,
FGF15"3% and FGF15'3P could be translocated in the
nucleus of PC12 cells. Quantification of nuclear FGF1 levels
in our cell lines did not reveal any significant difference,
suggesting that FGF1 phosphorylation did not interfere with
FGF1 nuclear localization 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 phosphor-
ylation inhibits FGF1 protection against p53-dependent
apoptosis. A similar result has also been obtained using the
human neuroblastoma SHSY-5Y cell line (data not shown). As
FGF1 is a survival factor for a large range of cell types'"1224
and is overexpressed in various tumors,'®*°32 it would be
interesting to characterize the nuclear events involved in the
FGF1 anti-apoptotic activity (i.e., nuclear protein interactions
and/or transcriptional regulations) that are affected by FGF1
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phosphorylation. Other growth factors (FGF2 and FGF3) and
growth factor receptors (FGFR1 and EGFR (epidermal growth
factor receptor)) could also mediate their activity by an
intracrine/nuclear pathway.>®33-36 As most of these nuclear
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
line® (originally obtained from P. Brachet, Angers), were cultured in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
5% horse serum (HS), 100 xg/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin and 1%
Glutamax at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, as previously
described."” PC12 cells transfected with inducible FGF1 expression vectors (pLK-
Neo, pLK-FGF1"T, plK-FGF1¥'®E  pLK-FGF15'®A and pLK-FGF15'%) were
maintained in DMEM supplemented with serum depleted in glucocorticoid as
previously described.'” FGF1 expression in transfected cells was induced by
5x10~7 M dexamethasone (Tebu). Etoposide (50 ug/ml, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA, 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, Santa Clara, CA, USA) according to the protocol of the
manufacturer. We used the pLK-FGF1"T vector as a DNA template to generate
pLK-FGF1K132E L K-FGF15"3% and pLK-FGF15"%% with specific primers.

PC12 cells were transfected with 10 ug of the different vectors and 60 ul of
Lipofectin reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in 100 mm 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 (Life Technologies) 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 5x10~" 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 3-7 days of 5x10~7 M dexamethasone treatment by phase-contrast
microscopy using a Nikon TMS microscope. Pictures were taken with a Nikon D50
camera and the percentage of differentiated PC12 cells was determined.
Differentiation of PC12 cells after addition of 100 ng/ml of recombinant FGF1
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and 10 p.g/ml of Heparin in the culture media
was performed as a control. In some of the experimental conditions, 10-100 nM of
PD173074 (R&D systems) were added to inhibit FGF receptors and test the
differentiation of PC12 cells after overexpressing FGF1 or treating with recombinant
FGF1. We also tested the effect of an anti-FGF1 antibody (AF232, R&D Systems)
added at a concentration of 12.5 and 25 xg/ml in the culture media to measure its
neutralizing potency on the differentiation activity of recombinant FGF1 (25 and
50 ng/ml) or overexpressed FGF1in PC12 cells. We also examined the expression of
the 160 kDa form of Neurofilament (NF-160, N5264, Sigma-Aldrich) by immunocy-
tochemistry as a marker of neuronal differentiation (previously described in
Rodriguez-Enfedaque et al.'”).

Nucleo-cytoplasmic fractionation. Cell fractionation was performed with
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kit (Thermo Scientific).
About 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 Death and Disease

Cell survival analysis by crystal violet nuclei staining. PC12 cell
lines were plated in 12-multiwell plates with 5x 10~7 M dexamethasone. When the
cells reached 70% confluence, 50 xg/ml etoposide was added to the medium to
induce p53-dependent apoptosis (as previously described Bouleau et al'®). 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% FCS 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.

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/
ml etoposide was added to the medium to induce p53-dependent apoptosis during
40 h. 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 5x10~7 M dexamethasone. After 48h of
dexamethasone treatment, cells were incubated with 50 n.g/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 ug)
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)
(9284, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anti-PUMA« (N-19, Santa Cruz, Dallas,
TX, USA), anti-cleaved Caspase-3 (Asp175, Cell Signaling), anti-actin (A2066,
Sigma-Aldrich), anti-Lamin A/C (2032, Cell Signaling) and anti-Enolase (C-19,
Santa Cruz).

To test the presence of FGF1T, FGF15"% and FGF15'P in the conditioned
media, FGF1 heparin sepharose concentration was performed. Briefly, 120 g of total
cell extract proteins or the equivalent fraction of conditioned media (usually about
1 ml) from dexamethasone-treated PC12 cell lines was incubated with 150 pl of
heparin sepharose (CL-6B, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) in PBS containing
0.66 M NaCl and protease inhibitors (dilution 1/100, Roche, Basel, Switzerland). After
one night of fixation at 4 °C, the heparin sepharose was washed three times with the
binding buffer, and the heparin-binding proteins were then eluted in 60 I NuPage
LDS sample buffer 2x (Life Technologies) containing 100 mM DTT at 96 °C for
10 min.

noxa and p21 mRNA analysis by RT-PCR assay. PC12 cell lines were
plated in 100-mm dishes in the presence of 5x 10 ~7 M dexamethasone. After 48 h
of dexamethasone treatment, cells were incubated with 50 ug/ml etoposide to
induce p53-dependent apoptosis. After different etoposide treatment times (0, 8 or
16 h), 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 p27 mRNA were normalized with
respect to 18S rRNA levels.

Statistical analysis. Each bar of the different graphs indicates the average
measure and standard deviation of the mean of at least three independent
experiments, and P-values are from paired two-tailed Student’s ttests.
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Legends

Supplementary figure 1:

A) PC12 cells were treated with 0, 10, 25, 50 or 100 nM of PD173074 (an inhibitor of FGF receptors) in the absence or presence of 100
ng/ml of recombinant FGF1 and 10 pug/ml Heparin (FGF1 + Heparin is noted rFGF1).

B) FGF1WT PC12 cells were treated with 0, 10, 25, 50 or 100 nM of PD173074 in the absence or presence of dexamethasone.

C) Native and FGF1WT, FGF15139A and FGF151300 pC12 cells were treated with 50 nM PD173074, in the presence or not of rFGF1 (PC12 cells) or
in the presence of 5 10”’M dexamethasone (FGF1 transfected PC12 cells).

For A-C, cell morphology was observed after 3 days of treatment and the percentage of cells presenting long and ramified neuritis was
determined for each condition.

Supplementary figure 2:

Native, FGF1WT, FGF15130A and FGF1513%0 PC12 cells were cultured in the presence or absence of 50 nM PD173074, with or without rFGF1
(PC12 cells) or in the presence of 5.10’M dexamethasone (FGF1 transfected PC12 cells). After 3 days of treatment, cell morphology was
observed by microscopy. Representative pictures are presented. Scale bar:50 um.

Supplementary figure 3:

A) PC12 cells were cultured in 1p-Slide 8 well ibiTreat (Ibidi GmbH) in the absence or presence of 25 ng/ml of recombinant FGF1 and 10
ug/ml Heparin (FGF1 + Heparin is noted rFGF1), 12.5 or 25 ug/ml of human FGF1 antibody (AF232, R&D systems, noted Ab FGF1) or 25
ug/ml of normal goat 1gG control (AB-108-C, R&D systems, noted IgG). After three days of treatment, cells were fixed and permeabilized
before performing an actin staining (Rhodamine-Phalloidin, Sigma, 1/200) in order to quantify the percentage of differentiation according to
morphological criteria, i.e. cells presenting long and ramified neuritis.

B) Native and FGF1WT, FGF15130A gnd FGF1513%° PC12 cells were either cultured in the absence or presence of 25 ng/ml rFGF1 and 10 ug/ml of
Heparin for native PC12 cells, or treated with 10® M dexamethasone for FGF1 transfected PC12 cells. When mentioned, 25 pg/ml of Ab
FGF1 or IgG were added. After two days of treatment and actin staining, cell morphology was observed by microscopy and the percentage
of differentiation was determined.

Supplementary figure 4:

Native and FGF1WT (A), FGF15130A gnd FGF15139P (B) PC12 cells were cultured either in the absence or presence of 25 ng/ml rFGF1 and 10
ug/ml of Heparin for native PC12 cells, or in the presence of 10°® M dexamethasone for FGF1 transfected PC12 cells. Cells were additionally
treated or not with25 pg/ml of Ab FGF1 or IgG. After two days of treatment and actin staining, cell morphology was observed by
microscopy. Representative pictures are presented. Scale bar: 50 um.
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Il Article 2 : Caractérisation des activités anti-apoptotiques du FGF1 dans des
modeéles de neuroblastomes humain et murin

1 - Article 2

Des études précédentes de notre laboratoire ont montré le role anti-apoptotique du FGF1
recombinant (rFGF1) ajouté au milieu de culture des cellules PC12 (cellules de type neuronal de rat),
mais pas dans les cellules REtsAF (fibroblastes de rat) ou seul le FGF1 intracellulaire a un role
protecteur vis-a-vis de I'apoptose dépendante de p53 (Bouleau et al., 2005, 2007). J'ai donc voulu
caractériser I'activité anti-apoptotique du rFGF1 dans deux nouvelles lignées de type neuronal : une
lignée neuroblastique humaine (cellules SH-SY5Y), et une lignée neuroblastique de souris (cellules
N2a). Linduction de I'apoptose dépendante de p53 par dommages a I'ADN via un traitement a
I’étoposide est inhibée par le rFGF1 dans les cellules humaines SH-SY5Y, mais pas dans les cellules
murines N2a, comme le montrent I'analyse de la taille des cellules et de I'intégrité des mitochondries
par cytométrie en flux (co-marquage DIOC¢(3) et iodure de propidium). Ces résultats sont confirmés
au niveau protéique dans les cellules SH-SY5Y par une diminution de I'activation de p53
(phosphorylation de la Ser15), une diminution de la transactivation de PUMA, gene cible de p53, ainsi

gu’une diminution de I'activation des caspases-9 et -3 en présence d’étoposide.

Dans les cellules PC12, notre laboratoire a montré par RT-PCR que l'ajout de rFGF1 activait
I’expression du FGF1 endogéne (Renaud et al., 1996b). L’analyse du niveau de transcrits du FGF1 par
RT-PCR dans les cellules SH-SY5Y et N2a apres traitement par le rFGF1 ou I'étoposide a montré que
ces traitements induisaient tous deux une augmentation de I'expression du FGF1 endogene dans les
cellules SH-SY5Y, contrairement aux cellules N2a ou I'étoposide induit une légére diminution de

I’expression du FGF1 et ou I'ajout de rFGF1 est sans effet.

Notre précédente étude, réalisée a partir de cellules de rat PC12, met en évidence le rdle central
du domaine C-terminal du FGF1 dans ses activités intracellulaires anti-apoptotique (Delmas et al.,
2016). Afin de pouvoir déterminer si ces activités sont retrouvées dans d’autres especes, j'ai généré
des vecteurs d’expression des différentes formes du FGF1 (FGF1"T, FGF1"3% FGF1°B™ FGF1°2%)
contenant un tag His/V5 a leur extrémité C-terminale, sous le contréle d’un promoteur constitutif.
Dans un premier temps, le vecteur FGF1"" a été transfecté dans des cellules de neuroblastome
humain (SH-SY5Y) et murin (N2a). J’ai analysé I'activité anti-apoptotique du FGF1"" dans les deux
lignées neuroblastiques et ai montré un effet protecteur du FGF1 intracellulaire vis-a-vis de
I’'apoptose dépendante de p53 dans les cellules SH-SY5Y, mais pas dans les cellules N2a. De maniére
intéressante, la surexpression seule de FGF1"" diminue significativement la proportion de cellules

apoptotiques (cellules condensées et ayant perdu leur potentiel mitochondrial) par rapport aux



cellules transfectées par un vecteur vide, et I'induction de I'apoptose dépendante de p53 par ajout
d’étoposide n’augmente pas le taux de cellules apoptotiques. A I'inverse, la surexpression de FGF1"'"
dans les cellules N2a ne les protége pas de l'apoptose induite par p53. L'analyse des milieux
conditionnés des cellules SH-SY5Y par western-blot apres leur concentration sur billes d’héparine-
sépharose ne permet pas de détecter de FGF1 dans le milieu de culture et montre donc que cet effet
protecteur repose sur une voie d’action intracrine du FGF1. Ces résultats montrent que de fagon
comparable au rFGF1, le FGF1 intracellulaire inhibe I'apoptose dépendante de p53 en amont des

événements mitochondriaux dans les cellules humaines SH-SY5Y, mais n’a pas d’effet dans les

cellules N2a.

Pour caractériser les mécanismes impliqués dans I'effet anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire
dans les cellules SH-SY5Y, j'ai transfecté les vecteurs d’expression des formes mutantes du FGF1
(FGF1"*% FGF1°%, FGF1°"%) dans ces cellules et isolé des clones possédant des niveaux
d’expression comparables. De la méme facon que dans les cellules PC12, le FGF1*3*** non
phosphorylable protéege les cellules SH-SY5Y de I'apoptose dépendante de p53, a l'inverse du

K132E qui ne présente pas d’activité

FGF1°*°° mimant constitutivement la phosphorylation ou du FGF1
protectrice. Ainsi, ces résultats démontrent I'importance du domaine C-terminal du FGF1 dans la
régulation de son activité anti-apoptotique, et la conservation de ce mécanisme dans un nouveau

modele de type neuronal, issu de neuroblastome humain.
L’ensemble de ces résultats a permis la rédaction de I'article présenté ci-apres :

« FGF1 protects neuroblastoma SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis through an
intracrine pathway regulated by FGF1 phosphorylation » Caroline Pirou, Fatemeh Montazer-Torbati,

Nadege Jah, Elisabeth Delmas, Christelle Lasbleiz, Bernard Mignotte and Flore Renaud.
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Abstract

Neuroblastoma, a sympathetic nervous system tumor, accounts for 15% of cancer deaths in
children. In contrast to most human tumors, p53 is rarely mutated in human primary neuroblastoma,
even if the p53-dependent pathway can be activated by chemotherapeutic drugs, suggesting
impaired p53 activation in neuroblastoma. Various studies have shown correlations between fgfl
expression levels and both prognosis severity and tumor chemoresistance. As we previously showed
that FGF1 inhibited p53-dependent apoptosis in neuron-like PC12 cells, we initiated the study of
FGF1/p53 pathways interaction in neuroblastoma. We focused on the activity of extracellular FGF1
by adding recombinant rFGF1 in media, and on intracellular FGF1 by overexpressing its gene in
human SH-SY5Y and murine N2a neuroblastoma cell lines. In both cell lines, etoposide induced a
classical mitochondrial p53-dependent apoptosis. FGF1 was able to inhibit p53-dependent apoptosis
upstream mitochondrial events in SH-SY5Y cells by extracellular and intracellular pathways. rFGF1
addition and etoposide treatment increased fgf1 expression in SH-SY5Y cells. On the opposite, rFGF1
or overexpressed FGF1 had no effect in p53-dependent apoptosis and fgfl expression in
neuroblastoma N2a cells. Using mutant FGF1 (FGF1**% FGF1°"*** and FGF1°*®), we further showed
that the C-terminal domain and phosphorylation of FGF1 regulate its intracrine anti-apoptotic activity
in neuroblastoma SH-SY5Y cells. This is the first study on the activity of an intracrine growth factor on
p53-dependent apoptosis in neuroblastoma. This study must be pursued to characterize fgfl
expression regulations and to progress in the characterization of intracrine and/or nuclear FGF1

pathways in neuroblastoma tumors and cell lines.



Introduction

The Fibroblast Growth Factor 1 (FGF1) is one of the prototypic members of the fibroblast growth
factors (FGFs) family which comprises 22 members in mammals (Powers et al., 2000; Ornitz and Itoh,
2015). FGF1 is an oncogene, which regulates many cellular processes including cell proliferation,
differentiation and survival (Renaud et al., 1996b; Chiu et al., 2001; Wiedlocha and Sorensen, 2004).
It has been linked to tumor development and metastasis. Indeed, FGF1 is upregulated in various
types of cancers, including breast, prostate and ovarian cancers, gliomas and astrocytomas
(Takahashi et al., 1990; Maxwell et al., 1991; Smith et al., 2012; Slattery et al., 2013). Studies have
shown correlations between fgfl expression levels and both prognosis severity and tumor
chemoresistance (Dorkin et al., 1999; Smith et al., 2012; Slattery et al., 2013). FGF1 is also highly
expressed in central and peripheral nervous systems and is involved in neural development at
embryonic and adult stages (Eckenstein et al., 1991; Bugra et al., 1993; Chiu et al., 2001; Lee et al.,
2009). FGF1 neurotrophic and anti-apoptotic activities are well documented in vitro and in vivo
(Cuevas et al., 1995; Renaud et al., 1996b; Desire et al., 1998; Raguenez et al., 1999; Rodriguez-
Enfedaque et al., 2009; Dorey and Amaya, 2010; Delmas et al., 2016). However, the mechanism of
action of FGF1 for its anti-apoptotic activity is far from being fully elucidated and the putative role of

FGF1 in the progression and chemoresistance of neuronal tumors remains to be characterized.

In the neuronal-like PC12 cell line that derives from a rat pheochromocytoma, we previously
showed that FGF1, which lacks a secretion peptide signal and contains a nuclear localization
sequence, acts by an intracrine and nuclear pathway as a neurotrophic factor, inducing neuronal
differentiation and survival in the absence of serum (Renaud et al., 1996b; Rodriguez-Enfedaque et
al., 2009). We also showed that FGF1 protects PC12 cells from p53-dependent cell death induced by
a genotoxic stress. For this anti-apoptotic activity, FGF1 also acts by an intracrine and nuclear
pathway and its activity could be regulated by phosphorylation (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009;
Delmas et al., 2016).

Neuroblastoma is a tumor of the sympathetic nervous system. It is the most common
extracranial solid tumor and accounts for 15% of cancer deaths in children (Cheung and Dyer, 2013).
In contrast to most of the human tumors, p53 is rarely mutated in human primary neuroblastoma
(Wolter et al., 2010), suggesting that p53 oncosuppressive signaling cascade must be bypassed in
these tumors, either by blocking the upstream activation of p53 or by inhibiting crucial actors of p53-
dependent apoptosis. In some neuroblastoma tumors and/or cell lines, amplification of MDM2 and

ARF

hypermethylation of the p14™ promoter were detected, which could inhibit p53 activation; in other

neuroblastoma tumors, N-Myc amplification, hypermethylation of the PTEN promoter, deletion or



hypermethylation of the caspase-8 promoter, overexpression of survival factors and/or their
receptors (i.e. BDNF, TrK-B, IGF-1R) were detected, which could regulate the apoptotic process
whether p53-dependent or not (Teitz et al., 2001; Fulda, 2009; Carr-Wilkinson et al., 2010). In most
neuroblastoma cell lines, the p53-dependent apoptotic process could be induced by genotoxic or
oxidative stress (etoposide, doxorubicin, ROS, y-radiation) and/or by inhibition of survival growth
factor pathways (Tweddle et al., 2001; Cui et al., 2002; Yakovlev et al., 2004; Fulda, 2009; Stenger et
al.,, 2011; Sahu et al., 2013). In these cells, the genotoxic stress could induce the classical
mitochondrial apoptotic pathway as well as the death-receptor extrinsic apoptotic pathway (Fulda et
al., 1998; Cui et al., 2002; Yakovlev et al., 2004). In neuroblastoma cell lines, only few studies
examined growth factor anti-apoptotic activities. BDNF protected human neuroblastoma SH-SY5Y
from genotoxic stress-induced apoptosis through the TrkB/PI3K/AKT survival pathway (Jaboin et al.,
2002; Li et al., 2005). IGF-I protected human neuroblastoma SH-EP1 cells from neurotoxicity induced
by MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) through the activation of the PI3K/AKT pathway (Wang et
al., 2010). For the FGF family, FGF2 and FGF4 impaired oxidant stress induced-apoptosis and FGF1
inhibited serum depletion induced-apoptosis in SHSY5Y cells (Raguenez et al., 1999; Wagle and Singh,
2000). To our knowledge, no study was performed to examine the role of growth factors on p53-

dependent apoptosis, which is the major cell death process in neuroblastoma.

In the present study, we examined the activity of FGF1 on the p53-dependent apoptotic
pathway in the human SH-SY5Y and the murine N2a neuroblastoma cell lines. In both cell lines, we
showed that etoposide induced a classical mitochondrial p53-dependent apoptosis. FGF1 inhibited
p53-dependent apoptosis upstream mitochondrial events in SH-SY5Y cells by extracellular and
intracellular pathways. On the opposite, it had no effect in N2a cells. Using mutant FGF1 (FGF1***,
FGF1°"* and FGF1™%), we further showed that FGF1 C-terminal domain and phosphorylation

regulate FGF1 intracrine anti-apoptotic activity in neuroblastoma SH-SY5Y cells.

Materials & Methods

Cell culture & drugs

SH-SY5Y cells are a subclone of the human neuroblastoma derived cell line SK-N-SH (Ross et al.,
1983), and were a kind gift from Dr Alicia Torriglia. Neuro-2a (N2a) cells, a mouse neuroblastoma
derived cell line (Klebe and Ruddle, 1969), were a kind gift from Dr Véronique Dubreuil. Both cell
lines were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
calf serum, 100 pg/mL penicillin-streptomycin and 1% Glutamax at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% CO, (all reagents by Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). At 50% confluence, 100 ng/mL human
recombinant FGF1 (rFGF1) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and 10 pg/mL Heparin (Sigma-



Aldrich, St Louis, MO, USA) were added to media for 48h before further treatment (rFGF1 + heparin
noted hereafter rFGF1 to simplify text and figures). When cells reached 70% confluence, 50 pg/mL

etoposide (E1383, Sigma-Aldrich) was added to the medium to induce p53-dependent apoptosis.
FGF1 expression vectors

The wild-type human FGF1 coding region was subcloned into a constitutive expression vector
(pcDNA3.1/V5-His, Invitrogen, Waltham, MA, USA) allowing the addition of a C-terminal V5-His tag
(pcDNA3-FGF1"T). Mutant FGF1 expression vectors were generated using the QuickChange Il XL Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) according to the
manufacturer’s protocol. We used the pcDNA3-FGF1Y" vector as a DNA template to generate
pcDNA3-FGF1°” pcDNA3-FGF1°"%, pcDNA3-FGF13%* with specific primers. These vectors allow

the expression of C-terminal V5-His tagged wild-type or mutant FGF1 (aa 15 to 154).
Transfection

SH-SY5Y cells were stably transfected with 10 pg of wild-type or mutant FGF1 expression vectors in
the presence of 60 L of Lipofectin reagent (Invitrogen, Waltham, MA, USA) in 100 mm Petri dishes
as previously described (Renaud et al., 1996b). Geneticin-resistant (0.5 mg/mL, G418, Invitrogen,
Waltham, MA, USA) cells were selected over 4 weeks. Depending on the experiment, either

monoclonal or polyclonal stable transfected cell lines were further analyzed.

N2a cells were transiently transfected in 60 mm Petri dishes with either 1 pg of pcDNA3-FGF1"" or
pcDNA3/V5-His (mock vector) in the presence of 9 uL of Lipofectamine reagent (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) for protein analysis. N2a were co-transfected with pcDNA3-FGF1"" or mock
vector and with a GFP expression vector (pEGFP-N2, Clontech, Mountain View, CA, USA) in 12-well
plates for cell death analysis (0.2 ug of each vector were transfected in the presence of 2 uL of

Lipofectamine reagent per well).
Cell survival analysis by crystal violet nuclei staining assay

SH-SY5Y were plated in 12-well plates and treated with rFGF1 (added in the culture medium) for 48h.
Etoposide was then added to induce p53-dependent apoptosis. Cell viability was estimated using the
crystal violet method (0.1% crystal violet, 0.1 M citric acid) after 24h of etoposide treatment as

previously described (Bouleau et al., 2007).



Apoptosis analysis by flow cytometry assay

After appropriate treatments, adherent and non-adherent cells were harvested and double stained
with propidium iodide (PI, 1:100, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and DiOC4(3) (1:5000, Molecular
Probes, Thermofisher Scientific) for SH-SY5Y and N2a cells, or stained with CMX-Ros (1:1000,
MitoTracker® Red CMXRos, Life Technologies, Waltham, MA, USA) for transiently transfected N2a
cells as previously described (Bouleau et al., 2007). Flow cytometry analysis (PI, DIOC6(3), CMX-Ros,
GFP staining and cell size analysis) were performed with a FACS LSR Fortessa (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) in the CYMAGES facility (UVSQ, Montigny-le-Bretonneux, France). Apoptotic
SH-SY5Y or N2a cells correspond to the cells with low Pl and low DiOCg(3) staining and low cell size.
Apoptotic transfected N2a cells correspond to the GFP positive cells with low CMX-Ros staining and

low cell size.
Western Blot analysis

After appropriate treatments, adherent and non-adherent cells were harvested and 20 pg of proteins
were separated in Mini-PROTEAN TGX 4-20% gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and transferred onto
PVDF membranes (Millipore, Darmstadt, Germany). As previously described (Rodriguez-Enfedaque et
al., 2009), blots were incubated in 5% milk-TBST (Tris Buffer Solution, 0.1 % Tween-20, Sigma-Aldrich)
with primary antibodies, washed in TBST and then incubated with appropriate HRP-conjugated
secondary antibodies (Jackson, West Grove, PA, USA). Chemiluminescence was detected with a
ChemiDoc XRS+ system, images were acquired and analyzed with proprietary Imagelab software
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The primary antibodies used in this study were: anti-FGF1 (AB-32-NA,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), anti-His tag (A00186, GenScript, Piscataway, NJ), anti-P-p53
(Ser-15) (9284S, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anti-PUMAa (N-19, Santa Cruz, Dallas, TX, USA),
anti-Caspase—9 (5B4, Abcam, Cambridge, UK), anti-cleaved Caspase-3 (Asp175, Cell Signaling), anti-
PARP (95428, Cell Signaling) and anti-Actin (A2066, Sigma-Aldrich).

To test the presence of FGF1", FGF1*3* and FGF1**® in the conditioned media of SH-SYSY
transfected cells, FGF1 heparin-sepharose concentration was performed. Briefly, 120 ug of total cell
extract proteins or the equivalent fraction of conditioned media (usually about 1 mlL) from
transfected SH-SY5Y cell lines were incubated with 150 pL of heparin-sepharose (CL-6B, GE
Healthcare) in PBS containing 0.66 M NaCl and protease inhibitors (1:100, Roche, Basel, Switzerland).
After one night of fixation at 4°C, the heparin-sepharose was washed thrice with binding buffer, and
the heparin-binding proteins were then eluted in 60 pl NuPage LDS sample buffer 2X (Life
technologies, Waltham, MA, USA) containing 100 mM DTT at 96°C for 10 min.



FGF1 mRNA analysis by RT-PCR assay

SH-SY5Y and N2a cells were plated in 100 mm Petri dishes and treated with rFGF1 for 72h or with
etoposide for 16h. Total RNAs were extracted using the RNA Nucleospin kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany) according to the manufacturer’s protocol. RT-PCR was performed to examine FGF1 mRNA
and 18S rRNA as previously described (Renaud et al., 1996b). Amplified products were separated in
8% acrylamide gels, stained with ethidium bromide, photographed with a GeneStore system
(SynGene, Cambridge, UK) and quantified using the ImageQuant software (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK). The primers used for PCR amplifications are: a forward FGF1l primer
*AAGCCCGTCGGTGTCCATGG®; a reverse FGF1 primer *GATGGCACAGTGGATGGGAC?; a forward 18S
primer *GTAACCCGTTGAACCCCATT®; a reverse 18S primer °CCATCCAATCGGTAGTAGCG?.

Statistical analysis

The values presented in the different graphs indicate the mean and standard error of the mean
(SEM) for at least three independent experiments. Two-tailed unpaired Student’s t-tests were

performed.

Results

Extracellular FGF1 protects SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis, but does not protect N2a

cells.

In an attempt to test the putative protective activity of FGF1 on p53-dependent cell death in
neuroblastoma models, we first examined the effect of adding recombinant FGF1 in presence of
heparin in the culture medium on human SH-SY5Y and murine N2a neuroblastoma cell lines after
etoposide treatment. Etoposide is an inhibitor of topoisomerase Il, which induces p53-dependent
apoptosis in SH-SY5Y cells (Yakovlev et al., 2004). After 48 hours of pretreatment with 100 ng/mL of
recombinant FGF1 and 10 pug/mL of heparin (further noted rFGF1 to simplify text and figures), SH-
SY5Y and N2a cells were treated with 50 ug/mL of etoposide with or without rFGF1 for 24h. Cell
death/survival of FGF1- and etoposide-treated SH-SY5Y and N2a cells was analyzed by the crystal
violet nuclei staining method and flow cytometry after DiOC¢(3) and propidium iodide (PI) staining

(Figure 1A, 1B and 2A).

In SH-SY5Y cells, etoposide treatment induces cell death as assessed by the crystal violet nuclei
staining method (Figure 1A). The survival rate decreased to 40% after 24h of etoposide treatment.
After 48h of rFGF1-pretreatment followed by a 24h etoposide and rFGF1 treatment, SH-SY5Y cell
survival increased to 70%. rFGF1 pretreatment and treatment did not modify cell survival in the

absence of etoposide. Addition of rFGF1 protected SH-SY5Y from etoposide-induced cell death.



To further characterize the cell death process, SH-SY5Y treated by etoposide in the absence or
presence of rFGF1 were analyzed by flow cytometry after DiOC4(3) and propidium iodide (Pl) staining.
DiOCg(3) staining allows to estimate the mitochondrial membrane potential (A¥Ym). A decrease of
AWm is characteristic of the intrinsic (or mitochondrial) pathway of apoptosis. Apoptosis is also
characterized by both cell and nuclear condensation and cell membrane integrity, in contrast to
necrosis. Pl staining allows to discriminate between necrotic cells (i.e. primary and secondary
necrosis are associated with plasma membrane permeabilisation and thus Pl+) and the viable and
apoptotic cells (PIl-). Apoptotic cells correspond to the low DiOCs(3) and low PI staining cells with
reduced cell size. After 24h of etoposide treatment, 50% of SH-SY5Y cells were apoptotic (Figure 1B).
Addition of rFGF1 reduced the rate of etoposide-induced SH-SY5Y apoptotic cells, 55% of protection
was detected. The addition of rFGF1 alone had no effect on cell viability. Etoposide induced the
intrinsic apoptotic pathway in SH-SY5Y and rFGF1 protected these cells from this apoptotic process

upstream mitochondrial events.

Then, various markers of p53-dependent apoptosis were analyzed by Western-blot in rFGF1- and
etoposide-treated SH-SY5Y cells (Figure 1C). The Phospho-p53 (Serl5) form that reveals p53
activation, the pro-apoptotic BH3-only protein p53-up-regulated modulator of apoptosis (PUMA)
encoded by a transcriptional target gene of p53, and the cleavage of both initiator caspase-9 and
effector caspase-3 were analyzed. After 6h or 17h of etoposide treatment, SH-SY5Y cells showed a
marked increase of P-p53 (Serl5), PUMA and cleaved forms of caspases-9 and-3. These results
confirmed that etoposide induces p53-dependent apoptosis in SH-SY5Y cells. Addition of rFGF1
decreases the levels of all these markers, indicating that rFGF1 decreases the etoposide-induced
activation of p53, the transactivation of its target PUMA and the activation of both initiator caspase—

9 and effector caspase-3.

In N2a cells, we also examined the activity of rFGF1 on the cell death process induced by
etoposide by flow cytometry after DiOCy(3) and propidium iodide (PI) staining (Figure 2A). After 24h
of etoposide-treatment, ~45% of apoptotic N2a cells were detected. Etoposide induced the
mitochondrial apoptotic pathway in these cells. However, the addition of rFGF1 did not modulate the
rate of etoposide-induced apoptotic N2a cells, suggesting that rFGF1 does not protect N2a cells from

p53-dependent apoptosis.

Thus, extracellular FGF1 protects human neuroblastoma SH-SY5Y cells from p53-dependent
apoptosis upstream mitochondrial events by decreasing p53 activation, PUMA transactivation and
caspase activation. By contrast, extracellular FGF1 does not protect mouse neuroblastoma N2a cells

from p53-dependent apoptosis.



Extracellular FGF1 and etoposide increase FGF1 endogenous expression in SH-SY5Y cells, in contrast

to N2a cells.

Addition of rFGF1 protected SH-SY5Y cells from p53-induced apoptosis (Figure 1); however, an
rFGF1-pretreatment of at least 24h is required to detect this protection (data not shown). In PC12
cells, we have previously shown that extracellular FGF1 induces the expression of endogenous fgf1
and that intracellular FGF1 protects these cells from p53-dependent apoptosis (Renaud et al., 1996b;
Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). In SH-SY5Y cells, rFGF1 addition was shown to increase fgf1
expression in the absence of serum, and FGF1 overexpression was shown to protect these cells from

serum depletion-induced cell death (Raguenez et al., 1999).

Thus, we examined by RT-PCR the regulation of fgfl expression induced by rFGF1- or etoposide-
treatment in the presence of serum in SH-SY5Y and N2a cells (Figure 3). After 3 days of rFGF1
treatment, a two-fold increase of fgfl1 mRNA was detected in SH-SY5Y cells, no regulation was
detected in N2a cells. Extracellular FGF1 increases fgfl endogenous expression in SH-SY5Y cells but
not in N2a cells. After 16h of etoposide treatment, a four-fold increase of fgf1 mRNA was detected in
SH-SY5Y cells, while a two-fold decrease of fgfl mRNA was detected in N2a cells. Etoposide
treatment up-regulates endogenous fgfl expression in SH-SY5Y but down-regulates fgfl expression
in N2a cells. Thus, the regulation of fgfl endogenous expression by extracellular FGF1 and etoposide
differs in the two neuroblastoma cell lines. This may explain in part the difference of rFGF1

protective activity in both cell lines.

FGF1 overexpression protects SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis, no protection was

detected in N2a cells.

The study of rFGF1 activity on both p53-induced cell death and fgfl expression in the two
neuroblastoma cell lines let us hypothesize that the protective activity of extracellular rFGF1 on p53-
dependent apoptosis in SH-SY5Y could be mediated by the endogenous FGF1. To test this hypothesis,

we further examined the effects of intracellular FGF1 on p53-dependent apoptosis in both cell lines.

To investigate the role of intracellular FGF1, SH-SY5Y cells were stably transfected with an FGF1""
expression vector to overexpress intracellular FGF1"" or with an empty expression vector (mock) as
control. Geneticin-resistant polyclonal transfected SH-SY5Y cells were then treated with etoposide
for 16h, and the percentage of apoptotic cells was quantified by flow cytometry after DIOC¢(3) and PI
staining (Figure 4A). Interestingly, FGF1"'" overexpression in the absence of etoposide decreased

significantly the basal level of apoptotic cells compared to mock-transfected cells, less than 5% of

cells expressing FGF1"" displayed an apoptotic phenotype. After 16h etoposide treatment, ~ 50% of



mock transfected SH-SY5Y cells displayed an apoptotic phenotype by contrast to the only ~ 5% of
FGF1"T transfected SH-SY5Y cells. No significant difference in the levels of apoptotic cells in FGF1""
transfected SH-SY5Y cells was detected after 16h etoposide treatment. We examined by western-
blot the level of FGF1 and caspase cleavage in FGF1"" and mock transfected SH-SY5Y cells after 0, 4,
8 or 16h etoposide treatment (Figure 4B). In FGF1"" transfected SH-SYSY cells, a high level of FGF1
was detected as a result of the transfection. The endogenous FGF1 level could not be detected in
mock-transfected cells in these conditions. After etoposide treatment, the levels of cleaved caspase-
9 and caspase-3 increased with time in mock-transfected SH-SY5Y cells. By contrast, no modification
of cleaved caspase-9 and -3 levels was detected in FGF1""-transfected SH-SY5Y cells. Thus, FGF1""
overexpression inhibits the etoposide-induced caspases cleavage and apoptosis in SH-SY5Y

neuroblastoma cells.

We also investigated the activity of intracellular FGF1 in p53-dependent apoptosis in N2a cells.
For that purpose, cells were transiently co-transfected with GFP and FGF1"" or empty (mock)
expression vectors and then treated or not with etoposide for 24h (Figure 2B). Following transfection
and treatment, transfected apoptotic N2a cells were characterized by flow cytometry after CMX-Ros
staining and GFP analysis. Transfected apoptotic cells correspond to the high GFP (transfected cells,
GFP+), low CMX-Ros (low AWm, CMX-) and small-sized (size-) cells. In mock and FGF1"" transfected
N2a cells, the percentage of transfected apoptotic cells increased after etoposide treatment at
similar levels. FGF1 expression, p53 phosphorylation and caspase-3 cleavage were analyzed by
western-blot in mock and FGF1"" transfected N2a cells in the presence or absence of etoposide
(Figure 2C). FGF1 overexpression is detected in FGF1"' transfected N2a cells. After etoposide
treatment, similar increases of p53 phosphorylation and cleaved capsae-3 were detected in mock-
and FGF1""transfected N2a cells. Overexpression of FGF1 does not protect N2a cells from p53-
dependent apoptosis. Neither extracellular nor intracellular FGF1 displayed an anti-apoptotic activity

in murine neuroblastoma N2a cells.

Intracellular FGF1 protects SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis, FGF1 C-terminal domain

and phosphorylation regulate its anti-apoptotic activity.

To progress in the characterization of FGF1 anti-apoptotic activity in human neuroblastoma SH-
SY5Y, we transfected these cells with different mutated forms of FGF1. We focused on the activity of

FGF1*"**, FGF1°"* and FGF1°** in SH-SY5Y cells (Figure 5).

K132E

The extracellular and intracellular FGF1"7, initially characterized for its lower affinity to

heparin, displays impaired mitogenic activity in murine fibroblasts (Klingenberg et al., 1998) and



impaired neurotrophic and anti-apoptotic activity in PC12 cells (Renaud et al., 1996b; Delmas et al.,
2016), while in both models it can translocate to the nucleus. Intracellular FGF1 could be
phosphorylated in the nucleus by the Protein Kinase C delta (PKC8) on its serine 130 (Wiedlocha et

5130A)’ While

al., 2005). The mutation of this serine into an alanine impairs FGF1 phosphorylation (FGF1
its mutation into an aspartate mimics constitutive FGF1 phosphorylation (FGF1°"*®). These FGF1
mutants were previously tested in PC12 cells, both mutants translocate to the nucleus but only

FGF1°** protects PC12 cells from p53-dependent apoptosis (Delmas et al., 2016).

We first examined FGF1 levels and its intracellular versus extracellular localization in wild-type
and mutant FGF1 transfected SH-SY5Y cells (Figure 5A). After concentration on heparin sepharose
and western-blot analysis, FGF1"Y", FGF1°™ and FGF1°"*°® were detected at similar levels in
transfected cell extracts but were not detected in conditioned media, thus showing that wild-type

and mutant FGF1 are not secreted. It can be noticed that transfected FGF1 forms (WT or mutant) are
V5/His tagged forms (~20 kDa) and could be discriminated from human endogenous FGF1 (~14-17
kDa). After heparin-sepharose, endogenous FGF1 could be detected only in cell lysates, suggesting
that endogenous FGF1 is also non-secreted in neuroblastoma SH-SYSY cells. Overexpressed FGF1¥3*
was detected in transfected cell lysates without heparin-sepharose concentration (data not shown)

but it was impossible to test its putative secretion in the conditioned medium, because of its very low

affinity for heparin-sepharose.

Apoptosis in FGF1"T, FGF1"3% FGF1° FGF™° or mock stably transfected SH-SY5Y cells after
48h of etoposide treatment was analyzed by flow cytometry after DiOCs(3) and PI staining (Figure
5B). FGF1"" protected SH-SY5Y cells from etoposide-induced apoptosis, while FGF1****® did not
protect these cells from apoptosis. Quantification of apoptotic cells showed similar rates of apoptosis
in mock- and FGF1****-transfected cells. Contrasting activities were detected for phosphorylation

mutant forms of FGF1. The non-phosphorylable FGF1°**°

protected SH-SY5Y cells from p53-
dependent apoptosis, at a level significantly higher than FGF1"'. By contrast, the phosphomimetic
form FGF1°"% sensitized SH-SY5Y cells to p53-dependent apoptosis; the percentage of apoptotic

S130D

cells was higher in FGF1 than in mock transfected cells.

Analysis of apoptotic markers in FGF1"", FGF1**%®, FGF1°3®, FGF** or mock stably transfected
SH-SY5Y cells after 0, 4, 8 or 16h of etoposide treatment was performed by western-blot analysis
(Figure 5C-D). Expression of FGF1"" and non-phosphorylable FGF1°**® inhibited the p53-induced
transactivation of pro-apoptotic PUMA as well as the cleavage of caspase-3 and caspase-3 substrate,

K132E

i.e. PARP. By contrast, expression of either FGF1 or phosphomimetic FGF1°*% did not inhibit

PUMA transactivation or caspase-3 and PARP cleavages.



These results showed that the non-phosphorylable FGF1°"*

protects SH-SY5Y cells from p53-
dependent apoptosis, in contrast to FGF1'*** and FGF1°"*°, suggesting that FGF1 phosphorylation
plays a major role in regulating intracrine FGF1 anti-apoptotic activity in this human neuroblastoma

model.

Discussion

In this study, we first showed that FGF1 inhibits p53-dependent apoptosis in a human
neuroblastoma cellular model. Indeed, FGF1 inhibited genotoxic stress-induced p53 activation (by
stabilization and phosphorylation), trans-activation of the p53 target gene PUMA that encodes a
BH3-only pro-apoptotic member of Bcl-2 family, mitochondrial membrane potential decrease (AWm),
caspases cascade activation (caspase-9 and -3 activation) and later events of apoptosis (nuclear and
cellular condensation) in the human neuroblastoma SH-SY5Y cell line either by an extra- or intra-
cellular pathway. Thus, FGF1 inhibited p53-dependent cell death upstream mitochondrial events by
interfering with the activation of this oncosuppressor in this human neuroblastoma cell line. FGF1
activity appeared to be similar in the human neuroblastoma SH-SY5Y cells, in rat neuron-like PC12
cells and in rat REtsAF fibroblast (Bouleau et al., 2005; Bouleau et al., 2007; Rodriguez-Enfedaque et
al., 2009; Delmas et al., 2016), suggesting that this effect is conserved in different cell types and
mammalian species. However, no activity of either extra- or intra-cellular FGF1 could be detected in
the mouse neuroblastoma N2a cell line, suggesting that this neuroblastoma-derived cell line was
impaired in the FGF1 anti-apoptotic signaling pathway, either by two independent interferences in
extra- and intra-cellular pathways or by interference at a common step between both pathways. It
was previously shown that FGF2 (by addition in the culture medium) induced both FGF receptors and
MAPK activation in N2a cells (Hwangpo et al., 2012) ; however, FGF2 potential anti-apoptotic activity
in these cells was not described. As FGF1 can bind and activate all FGF receptors, we hypothesized
that in our study rFGF1 is able to bind FGFR and activate MAPK in N2a cells and that the interference

is either downstream FGFR/MAPK activation or independent from MAPK.

The regulation of fgfl expression after rFGF1 or etoposide treatment also differed in the two
neuroblastoma cell lines. In SH-SY5Y and PC12 cells, we showed that rFGF1 addition induced an
increase of fgfl endogenous expression; this regulation was not detected in N2a cells. In SH-SY5Y
cells, the addition of rFGF1 in the absence of serum was reported to induced fgfl expression
(Raguenez et al., 1999). As serum-depletion induced apoptosis in SH-SY5Y cells, this regulation could
be the result of rFGF1 treatment and/or cell death induction. In our study, the regulation of fgf1
MRNA by rFGF1 was detected in the presence of serum in SH-SY5Y cells, eliminating the possibility

that this increase in level would only be the result of apoptosis induction. In PC12 cells, the



transactivation of endogenous fgfl by exogenous FGF1 is a specific and important step for the
neurotrophic activity of exogenous FGF1, in contrast to MAPK activity which could be detected
whether the cells differentiated or not (after addition of rFGF1 +/- heparin or rFGF1****f) (Renaud et
al., 1996b). Thus, the regulation of endogenous fgf1 expression by rFGF1 in SH-SY5Y and PC12 cells,
an event that was not detected in N2a cells, but which could be associated with rFGF1 anti-apoptotic
potencies in these different cell lines, strongly suggests that endogenous fgf1 expression regulation is
a crucial step for the anti-apoptotic activity of exogenously added FGF1. This result also suggests that
N2a cells are impaired in the extracellular FGF1 pathway upstream this step (and probably

downstream of FGFR/MAPK activation).

We also examined the regulation of fgfl expression in neuroblastoma SH-SY5Y and N2a cells
after etoposide treatment. We showed that etoposide treatment up-regulated fgf1 expression in SH-
SY5Y cells, while down-regulating fgf1 expression in N2a cells; however, etoposide induced similar
p53 activation, mitochondrial membrane depolarization, caspase-3 cleavage and cell death in both
cell lines. Sahu and colleagues also described a similar p53-dependent apoptotic pathway in both
neuroblastoma cell lines after treatment with the anticancer drug MPTQ (8-
Methoxypyrimido[49,59:4,5]thieno(2,3-b) Quinoline-4(3H)-One) (Sahu et al., 2013). Thus, our results
favor the hypothesis that the difference in the regulation of fgf1 expression by etoposide in both cell
lines is due to a difference in the regulation mechanisms of fgf1 expression rather than a difference
in the activated p53 pathways. Indeed, fgf1 expression is mainly regulated at the transcriptional level
by complex mechanisms in mammals. Different promoters, alternative splicing and multiple
polyadenylation signals generate different fgf1 transcripts (all coding for a single FGF1 protein). Fgf1
expression is regulated in a tissue- and/or cell-specific manner, during development and in the adult
stage, and also depends on the proliferation and differentiation status (Renaud et al., 1992; Philippe
et al., 1996; Renaud et al., 1996a; Madiai et al., 1999; Chiu et al., 2001). In human and mouse, the
promoter 1B is the major promoter in brain, gliomas and heart and its activity is strongly linked to
neural development and used to isolate neural stem/progenitor cells (Chiu et al., 2001; Hsu et al.,
2009b; Kao et al., 2013; Chen et al., 2015; Lin et al., 2015). In neuroblastoma tumors or cell lines, fgf1
promoters were not examined to our knowledge. Therefore, the study of fgfl expression regulation
by etoposide and rFGF1 must be pursued to identify the promoter(s) and the mechanisms involved in

SH-SY5Y and N2a neuroblastoma cell lines, as well as in pheochromocytoma PC12 cells.

We then investigated FGF1 intracellular activity in neuroblastoma cell lines. We showed that
overexpression of wild-type FGF1 protects human SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis;
however, no protection was detected in mouse N2a cells. In SH-SY5Y cells, we further showed that

overexpressed wild-type and mutant FGF1, which were not secreted in conditioned media, act



(Abraham et al., 1986)mainly by an intracrine pathway in these cells. This is in agreement with the
fact that FGF1 lacks a secretion peptide signal and is not secreted in physiological conditions. Both
FGF1"" and non-phosphorylable FGF1°*°* protected SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis, in
contrast to FGF1*%* and FGF1°™®. Indeed, FGF1"" and FGF1°"*** decrease genotoxic stress-induced
activation of p53 and PUMA transactivation, as well as mitochondrial membrane depolarization,
caspases activation and cell condensation, which are hallmarks of the mitochondrial pathway of
apoptosis. Both K132E and S130D mutations inhibit the FGF1 intracrine anti-apoptotic activity. This
suggests that the C-terminal domain is important for FGF1 activity and that FGF1 phosphorylation
inhibits its activity in human neuroblastoma SH-SY5Y cells, similarly to what we have previously
shown in rat pheochromocytoma PC12 cells (Delmas et al., 2016). In mouse neuroblastoma N2a cells,
intracellular and extracellular FGF1 did not present any anti-apoptotic activity, suggesting that anti-
apoptotic FGF1 pathways are impaired in these cells, probably due to cell-specific genetic
modifications which remain to be identified. This study must be pursued in these different cells lines
(SH-SY5Y, N2a and PC12 cells) to characterize the key elements present in SH-SY5Y and PC12 cells,

but absent in N2a cells that regulate the FGF1 anti-apoptotic intracrine pathway.

The FGF1 is a particular growth factor which contains a nuclear localization sequence (NLS)
mediating its nuclear translocation and it was shown by different laboratories (including ours) that
FGF1 nuclearization is required for its mitogenic, neurotrophic and anti-apoptotic activity (Imamura
et al., 1990; Wiedlocha and Sorensen, 2004; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). In PC12 cells, we
have previously shown that deletion of FGF1 NLS impaired FGF1 nuclearization as well as both FGF1
neurotrophic and anti-apoptotic activities. In these cells, we also showed that all the wild-type and
mutant FGF1 forms we tested (FGF1"", FGF1*'® FGF15"% and FGF1""***) could be translocated in
the nuclear compartment, while only FGF1"" and FGF1°"% presented an anti-apoptotic activity
(Delmas et al., 2016), suggesting that FGF1 nuclear localization is required but not sufficient to
mediate FGF1 anti-apoptotic and that nuclear events regulated FGF1 activity. It was shown by
Wiedlocha’s team that FGF1 is phosphorylated in the nuclear compartment by PKC6 and that FGF1
phosphorylation, which could be regulated by nucleolin, induced FGF1 nuclear export and
degradation (Wiedlocha et al., 2005; Sletten et al., 2014). In PC12 cells, we detected no modification
of the nuclear localization of the different FGF1 phosphorylation mutants compared to FGF1"". By
contrast, we showed that FGF1 phosphorylation impaired FGF1 anti-apoptotic activity, while it did
not influence FGF1 neurotrophic activity. In human neuroblastoma SH-SY5Y cells, we showed that
FGF1 phosphorylation also impaired its anti-apoptotic activity, suggesting that this regulation of
intracrine FGF1 pathway is conserved in mammals. A preliminary transcriptome analysis by RNA-seq

of PC12 cells overexpressing or not FGF1"" shows that the expression of thousands of genes was



significantly regulated (C. Pirou and F. Renaud, personal communication), suggesting that the nuclear
FGF1 activity involves transcriptional regulations. To identify the genes that are directly or indirectly
regulated by FGF1, and involved in the FGF1 anti-apoptotic activity, a large transcriptome analysis
must be performed in PC12 and SH-SY5Y cells overexpressing wild-type and mutant FGF1 with or

without genotoxic stress.

In neuroblastoma tumors and cell lines, very few studies previously examined FGF1 activity
and expression (Lavenius et al., 1994; Mena et al., 1995; Babajko et al., 1997; Raguenez et al., 1999).
In the present study, we showed that FGF1 inhibits p53-dependent apoptosis in human SH-SY5Y cells
by extracellular and intracellular pathways. In most of primary human neuroblastomas, the
oncosuppressor p53 is not mutated and p53-dependent apoptosis could be activated by genotoxic
stress or a specific activator, suggesting that upstream events impaired p53 activation in these
tumors. In various human tumors such as ovarian tumors, astrocytomas and gliomas, fgf1
overexpression is correlated with tumor progression and resistance to anti-tumor drugs (Takahashi et
al., 1990; Maxwell et al., 1991; Smith et al., 2012; King et al., 2015). Thus, our data suggest that FGF1
may be involved in neuroblastoma tumor progression and chemoresistance. The study of FGF1
expression and activity must be pursued in a large panel of neuroblastoma tumors and/or cell lines.
Furthermore, we show for the first time that a growth factor, here FGF1, may act via an intracrine
pathway to inhibit p53-dependent apoptosis in neuroblastoma. FGF1 is not the only growth factor
that may act by an intracrine and nuclear pathway. Numerous growth factors and/or their receptors
can nuclearize and act by intracrine and nuclear pathways, not only in the FGF/FGFR family (FGF1-
3,11-14/FGFR1) (Wiedlocha and Sorensen, 2004; Stachowiak et al., 2007; Ornitz and Itoh, 2015;
Terranova et al., 2015) but also in other growth factors families such as EGF/EGFR (Hsu et al., 20093;
Brand et al., 2011; Liccardi et al., 2011; Wang and Hung, 2012), IGF-I/IGF-IR (Aleksic et al., 2010;
Sarfstein et al., 2012; Warsito et al., 2012), VEGF/VEGFR (Lee et al., 2007; Domingues et al., 2011). In
most of these studies, nuclearization of growth factors and/or their receptors is associated with
increased cell and/or tumor proliferation and cell survival and/or tumor chemoresistance. In human
neuroblastoma, the expression of some of these factors and/or receptors was shown to be
misregulated; however potential intracrine and nuclear pathways of these factors/receptors were
not investigated. The study of these nuclear pathways in neuroblastoma must be performed and

would probably allow the identification of new therapeutic targets for these tumors.
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Legends

Figure 1: Extracellular FGF1 protects SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis.

A) SH-SY5Y cells were pretreated or not by adding recombinant FGF1 and heparin for 48h (rFGF1) in
the culture medium, then cells were treated or not with etoposide for 24h (Eto). Cell survival was
analyzed by crystal violet nuclei staining. B) Following the same treatments, SH-SY5Y apoptotic cells
were characterized by flow cytometry after DiOCg¢(3) and Pl staining. Apoptotic cells correspond to
the low DiOC4(3)- (low AWm, noted DIOC-) and low PI (to exclude necrotic cells, noted PI-) staining
and small-sized cells (a hallmark of apoptotic cell condensation, noted size-). For A-B, the graphs
represent the mean +/- SEM of three independent experiments. Student’s t-tests were performed
relative to the control cells, except where indicated (n=3; ns: p>0.05; **: p<0.01; ***: p< 0.001). C)
SH-SY5Y cells were pretreated or not with recombinant FGF1 (rFGF1) for 48h, and then treated or not
with etoposide (Eto) for 6h or 17h. 20 pg of the corresponding cell lysates were used to analyze by
Western-blot the levels of P-p53 (Ser15) that reveals p53 activation, of the p53 proapoptotic target
PUMA, of pro- and cleaved caspase-9 forms and cleaved caspase-3. Actin detection was used as a
control.

Figure 2: Extracellular and intracellular FGF1 do not protect N2a cells from p53-dependent
apoptosis.

A) N2a cells were pretreated or not by adding recombinant FGF1 and heparin in the culture medium
(rFGF1) for 48h, then treated or not with etoposide (Eto) for 24h. N2a apoptotic cells were
characterized by flow cytometry after DiOCg(3) and Pl staining (apoptotic cells are the DIOC-, PI- and
size- cells). The graph represents the mean +/- SEM of three independent experiments. Student’s t-
tests were performed relative to the control cells, except where indicated (n=3; ns: p>0.05; ***: p<
0.001). B) N2a cells were transiently co-transfected with GFP and FGF1"" or empty (mock) expression
vectors and then treated or not with etoposide for 24h. Following transfection and treatment, N2a
transfected apoptotic cells were quantified by flow cytometry after CMX-Ros staining. Transfected
apoptotic cells correspond to the high GFP (transfected cells, GFP+), low CMX-Ros (low AWm, CMX-)
and small-sized (size-) cells. The graph represents the mean +/- SEM of three independent
experiments. Student’s t-tests were performed relative to the control Mock cells, except where
indicated (n=3; ns: p>0.05; **: p<0.01). C) N2a cells were transiently transfected with FGF1"" or
empty (mock) expression vectors and then treated or not with etoposide for 24h. FGF1 expression,
p53 activation (Serl5 phosphorylation) and caspase—3 cleavage were analyzed by Western-blot.

Actin detection was used as control.



Figure 3: Extracellular FGF1 and etoposide increase endogenous FGF1 expression in SH-SY5Y cells,
in contrast to N2a cells.

SH-SY5Y and N2a cells were treated or not with rFGF1 for 72h (A) or etoposide for 16h (B). FGF1
mMRNA levels were analyzed by RT-PCR as described in materials and methods. The 18S rRNA levels
were used as a control for quantifications. The mRNA FGF1/ rRNA 18S rates were normalized to the
levels at the beginning of the treatment for each cell line (t=0h, mRNA FGF1/ rRNA 18S =1, not
shown). The graph represents the mean +/- SEM of three independent experiments. Student’s t-tests
were performed (n=3; ns: p>0.05; *: p<0.05; **: p< 0.01).

Figure 4: Intracellular FGF1"" protects SH-SY5Y cells from p53-dependent apoptosis.

Polyclonal populations of stably transfected SH-SY5Y cells with either FGF1"" or empty (mock)
expression vectors were treated or not with etoposide for 16h. A) Transfected SH-SY5Y apoptotic
cells were characterized by flow cytometry after DiOCg(3) and PI staining (apoptotic cells are the
DIOC-, PI- and size- cells). The graph represents the mean +/- SEM of three independent experiments.
Student’s t-tests were performed relative to the control mock, except where indicated (n=3; ns: p >
0.05; ***: p< 0.001). B) FGF1 expression, caspases 9 and 3 cleavages was assessed by Western-blot.
Actin detection was used as control.

Figure 5: FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity in SH-SY5Y.

SH-SY5Y cells were stably transfected with FGF1"", FGF1*"*%, FGF1°"® FGF" or empty (mock)
expression vectors. A) FGF1 levels were examined by Western-blot after heparin-sepharose
concentration in cell lysates and conditioned media from SH-SY5Y cells expressing FGF1"", FGF133%,
FGF1°° or transfected with an empty vector (mock). B) Apoptosis in FGF1"', FGF1**%, FGF1°"%,
FGF% or mock stably transfected SH-SY5Y cells after 48h of etoposide treatment was analyzed by
flow cytometry after DiOCg(3) and PI staining. Apoptotic cells are the DIOC-, Pl- and size- cells. The
graph represents the mean +/- SEM of three independent experiments. Student’s t-tests were
performed relative to the control mock, except where indicated (n=3; ns: p > 0.05; *: p< 0.05; ***: p<
0.001). C-D) PUMA, cleaved caspase-3 and PARP (full-length and cleaved forms) levels were analyzed
by Western-blot in FGF1"Y", FGF1*%, FGF1°* FGF™® or mock stably transfected SH-SY5Y cells

after 0, 4, 8 or 16h of etoposide treatment. Actin detection was used as control.
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2 - Role de la nucléarisation dans la régulation de I'activité anti-apoptotique du FGF1
dans les cellules SH-SY5Y

Les études précédemment menées par I’équipe ont mis en lumiére le réle de la nucléarisation du
FGF1 qui est nécessaire mais insuffisante a ses activités intracellulaires, additionnellement régulées
par la phosphorylation, dans les cellules PC12 (Delmas et al., 2016; Rodriguez-Enfedaque et al.,
2009). Le FGF1 posseéde deux séquences NLS ainsi qu'une séquence NES d’export nucléaire. Des
vecteurs d’expression permettant I’expression de formes mutantes du FGF1 pour ces séquences ont
été générés par mutagenése dirigée puis transfectés de facon stable dans les cellules SH-SY5Y. Le
FGF1®'™ est modifié sur sa séquence NLS1 N-terminale ou les trois résidus lysines de la séquence

NLS2m

KKPK ont été remplacés par des alanines (AAPA). Le FGF1 est modifié de la méme facon sur la
premiére partie de sa séquence NLS2 bipartite N-terminale (KK..KK > AA..KK). Le FGF1"®™ est
modifié sur sa séquence NES d’export nucléaire, ou le résidu Lys147 a été remplacé par une alanine

(L147A).

Apres sélection des cellules transfectées par traitement a la généticine, I'’étude de la localisation
subcellulaire de ces trois nouveaux mutants a été entreprise dans les populations polyclonales les
surexprimant, en parallele du FGF1"" et du FGF1°"". ’activité anti-apoptotique du FGF1°N", délété
de sa séquence NLS1 N-terminale et précédemment étudiée dans les cellules PC12, a également été

étudié dans les cellules SH-SY5Y.

2.1- Etude de I'activité anti-apoptotique du FGF1*"" dans les cellules SH-SY5Y

La nucléarisation du FGF1 étant nécessaire a son activité anti-apoptotique dans les cellules PC12,
j’ai étudié I'impact de la nucléarisation du FGF1 sur son effet protecteur vis-a-vis de I'apoptose
dépendante de p53 dans les cellules SH-SY5Y. Pour cela, des cellules SH-SY5Y surexprimant
constitutivement le FGF1*""™ délété de sa séquence NLS1 ont été traitées par de I'étoposide pendant
24h. Puis les cellules ont été marquées au DIOC; qui s’accumule dans les mitochondries possédant un
potentiel membranaire mitochondrial (Ay,,), ainsi qu’a l'iodure de propidium (IP, non perméant)
permettant d’exclure les cellules nécrotiques. Les cellules apoptotiques de petite taille (taille”) et
négatives aux marquages DIOCg (DIOC) et IP (IP7) ont été quantifiées par cytométrie en flux. De plus,

des marqueurs protéiques de I'apoptose dépendante de p53 ont été analysés par Western-blot.
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Figure 32 : Le FGF1*"" ne protége pas les cellules SH-SY5Y de I’apoptose dépendante de p53

Les cellules SH-SY5Y transfectées soit par un vecteur vide (Controle), ou surexprimant de facon stable
le FGF1"" ou le FGF1®*"" ont été traitées ou non a I'étoposide (Eto) pendant 24h pour induire
I"'apoptose dépendante de p53. A : Les cellules apoptotiques de petite taille (taille”), ayant perdu leur
Ay, (DIOC) et non nécrotiques (IP7) ont été quantifiées par cytométrie en flux. Le FGF1"" protege
les cellules SH-SY5Y de I'apoptose dépendante de p53, contrairement au FGF1*™* qui n’a aucun effet
significatif. Les barres du graphique indiquent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes.
Des t-tests de Student ont été réalisés relativement au controle +éto (** : P<0,01; ns: P >0,05).B:
Des extraits protéiques ont été dénaturés puis analysés par Western-blot (Ctrl = contréle). Le FGF1""
inhibe fortement la transactivation de PUMA dépendante de p53 ainsi que le clivage de la caspase-3
observées dans la condition contrdle en présence d’étoposide, alors qu’aucun effet protecteur du
FGF1°"" n’est observé.

L’analyse de I'apoptose par cytométrie en flux (Figure 32A) des cellules surexprimant le FGF1"'
montre une forte diminution du pourcentage de cellules apoptotiques suite a l'induction de
I"'apoptose dépendante de p53 (+éto) par rapport aux cellules contrdles transfectées par un vecteur
vide. Cet effet protecteur est inhibé dans les cellules surexprimant le FGF1*"" dont le pourcentage de
cellules apoptotiques en présence d’étoposide est similaire a celui des cellules contréles. Au niveau
protéique (Figure 32B), la diminution de la transactivation de PUMA et du clivage de la caspase-3
induite par le FGF1"" en présence d’étoposide n’est pas observée dans les cellules surexprimant le

FGF1*"", ol les niveaux protéiques sont similaires & ceux des cellules contrdles.

Ces résultats suggeérent que l'importance de la nucléarisation du FGF1 est conservée dans les
cellules SH-SY5Y et est requise pour son activité anti-apoptotique. Cependant, il est nécessaire de

confirmer la localisation principalement cytosolique du FGF1*"" dans les cellules SH-SY5Y.



2.2- Etude de la localisation subcellulaire des mutants de nucléarisation du FGF1 dans les

cellules SH-SY5Y par fractionnement nucléaire

La localisation subcellulaire du FGF1*™ et des nouveaux mutants de nucléarisation (FGF1V='",
FGF1N®*™ et FGF1N®™™) a été étudiée dans les cellules SH-SY5Y par des expériences de fractionnement
subcellulaire (cytosol/noyau). Les fractionnements nucléaires sont réalisés sur 10.10° cellules. Les
cellules sont lysées et les extraits totaux récupérés. Apres centrifugation, les fractions cytosoliques
sont prélevées, puis les fractions nucléaires sont récupérées aprés ajout d’un tampon de lyse
nucléaire (cf. Annexe Matériels et méthodes — p. 273). Les différentes fractions protéiques sont
ensuite dénaturées et analysées par Western-blot. La pureté des fractions est mesurée d’une part
par la détection de la tubuline, protéine cytosolique, et d’autre part par la détection des lamines A/C,
protéines nucléaires. De nombreux protocoles de fractionnement ont été testés, mais des problemes

de stabilité du FGF1 et de pureté des fractions obtenues demeurent dans les cellules SH-SY5Y.

A

Extraits totaux Noyaux Cytosols
£ & £ £ £ £
N E v « n o £ w S £ o«
SE e o9 g 29 L 2 33 9 23 g 9
a = =2 zZ zZ g =z = 3 z z =z =2 g9 z =z =z
——m—— ST SN i Tt
By Sy Sy Sy g Y g | TuDUlINE — - — — o —
=[S S amnes e R e 4

Figure 33 : Etude de I’expression et de la localisation subcellulaire du FGF1"" et des mutants de

nucléarisation dans les cellules SH-SY5Y

Les populations polyclonales surexprimant le FGF1"", le FGF1""'™, le FGF1""?", le FGF1"*™ ou le

FGF1*M“ (délété de sa séquence NLS1) ont subi un fractionnement nucléaire. A: analyse par
Western-blot des extraits totaux, ou un clone PC12 surexprimant le FGF1"" sert de contrdle positif.
B : Analyse par Western-blot des fractions nucléaires et cytosoliques. La tubuline permet d’évaluer la
pureté des fractions cytosoliques, les lamines A/C permettent d’évaluer la pureté des fractions

nucléaires.

Des quantités équivalentes de FGF1"", FGF1"™'™ et FGF1"®™ sont détectées dans les extraits
totaux des cellules SH-SYSY, de facon comparable aux cellules PC12 surexprimant le FGF1"'. En
revanche, le FGF1*"" dont la taille est inférieure au FGF1" est plus faiblement détecté, et le

FGF1""*™ n’a jamais pu étre détecté dans les différentes expériences réalisées (Figure 33A).

La localisation des FGF1"", FGFI"*'™ et FGF1"®™™ semble é&tre cytoplasmique et nucléaire, la

ANLS

contamination de la fraction nucléaire par la tubuline étant extrémement faible. Le FGF1 est

détecté dans la fraction nucléaire, mais la tubuline y est fortement présente (Figure 33B). La



présence de FGF1*™ dans la fraction nucléaire pourrait donc étre le résultat de la forte

ANLS

contamination cytosolique, et la localisation du FGF1™" semble donc principalement cytosolique.

Ces résultats montrent que la localisation cytosolique et nucléaire du FGF1"" semble conservée

NS semble étre cytosolique,

des cellules PC12 aux cellules SH-SY5Y. Bien que la localisation du FGF1
ce qui conforterait les résultats obtenus précédemment au laboratoire dans les cellules PC12 par des
expériences de fractionnement et d'immunofluorescence, la différence de niveau substantielle entre
le FGF1"" et le FGF1*"" et les problémes de pureté des fractions nécessitent de nouvelles mises au
point du protocole de fractionnement pour la déterminer plus clairement. Les mutations des

NLS1m et

séquences NLS1 et NES ne semblent pas influencer la localisation subcellulaire des FGF1
FGF1®™™, soulevant la possibilité d’une diffusion passive de ces formes du FGF1 vers le noyau. Des
expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer leur localisation avec certitude.

NBSIM 1'a jamais pu étre détectée dans nos expériences, ni dans les

Enfin, I'expression du FGF1
fractions ni dans les extraits totaux, ce qui pourrait indiquer un probleme d’expression de notre

vecteur ou un défaut important de stabilité du FGF1""*™ dans ces cellules.



lll Caractérisation des modulations transcriptionnelles induites par le FGF1 et
p53 dans les cellules PC12 par étude transcriptomique (RNA-Seq)

1 - But et stratégie

Afin d’étudier les éventuelles régulations de I'expression de genes induites par le FGF1, dans un
contexte ou non d’induction de I'apoptose dépendante de p53, j'ai initié une étude transcriptomique
dans les cellules PC12. En effet dans ces cellules le FGF1 interagit avec p53 et module une partie de
ses activités transactivatrices. Nous avons émis I’hypothése que le FGF1 pourrait réguler directement
ou non l'expression de genes impliqués dans I'apoptose ou la différenciation, et ce de fagon

dépendante ou non de p53.

Pour cela, une expérience de RNA-Seq a été réalisée a partir d'un clone cellulaire surexprimant le
FGF1"" sous le contréle d’un promoteur inductible a la dexaméthasone ou d’un clone transfecté par
un vecteur vide (contrdle). L'expérience a été réalisée en duplicat, et les cellules ont été traitées
pendant 48h a la dexaméthasone afin d’induire I'expression du FGF1, puis traitées ou non a
I’étoposide pendant 8h afin d’induire I'apoptose dépendante de p53 (Figure 34). Les ARN ont été
extraits puis envoyés a la plateforme de séquencage ImaGif, ou leur qualité a été vérifiée, puis les
ARNmM polyA+ ont été purifiés. Les ARNm ont ensuite été séquencés sur un séquenceur lllumina
HiSeq en Single Read 50 nt. Les analyses bioinformatiques ont été réalisées par la plateforme en
utilisant les logiciels suivants : Cutadapt et FastQC pour I'étape de « trimming » (retirer les séquences
des adaptateurs utilisés lors des constructions de librairies), TopHat2 pour le « mapping »
(positionnement des reads sur le génome) et IGV pour visualiser la répartition des reads sur le
génome. Le comptage des séquences lues (« reads ») a été réalisé via HTSeqg-Count, et I'analyse
différentielle des quatre conditions par le package R DESeq2. Huit analyses différentielles ont été
réalisées par la plateforme entre les quatre conditions de notre expérience (Figure 34), et les

résultats sont exprimés en fold-change (FC).
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Figure 34 : Conditions et analyses différentielles réalisées

L'expérience de RNA-Seq a été réalisée en quatre conditions (1, 2, 3 et 4), chacune en duplicat.
Toutes les cellules ont été traitées 48h a la dexaméthasone pour induire ou non I'expression du
FGF1"", puis traitées ou non a I'étoposide (éto) pendant 8h afin d’induire I'apoptose dépendante de
p53. Les analyses différentielles réalisées sont représentées par les fleches.



2 - Premiers résultats

2.1- Le FGF1"" et I'étoposide induisent les régulations significatives de trés nombreux
genes

A I'issue de I'analyse du nombre de séquences lues (« reads ») obtenus pour chacune des quatre
conditions, on peut remarquer que |'ajout d’étoposide (en rouge et orange) induit une diminution
d’environ 10% du nombre de génes non exprimés (Figure 35A) ainsi qu’une augmentation du

nombre de génes faiblement exprimés (Figure 35B).

L'analyse différentielle de ce séquencage par le package R DESeq2 a montré que de tres
nombreux génes sont significativement (P < 0,01) régulés par la surexpression de FGF1"" et/ou

I'ajout d’étoposide (Tableau 3).

L'expression du FGF1 a été induite durant 56h dans ces cellules (48h de pré-traitement a la
dexaméthasone puis 8h de traitement par étoposide et dexaméthasone), et elles présentent alors un
phénotype différencié avec de longues extensions neuritiques commencant a s’établir en réseau. Il
n’est donc pas surprenant que d’aussi nombreux génes soient régulés (directement ou non) par le
FGF1 lors de leur différenciation. D’autre part, dans les cellules PC12 I'activation de p53 (phospho-
p53 Serl5) est maximale (100%) apres 8h de traitement a I'étoposide et atteint déja 60% apres 4h
(Bouleau et al., 2007; Delmas et al., 2016). Les régulations transcriptionnelles de cibles de p53
comme MDM2, PUMA ou p21 sont détectées par RT-PCR des 4h de traitement et sont importantes a
8h (Bouleau et al., 2007; Delmas et al., 2016). Les dommages a I’ADN induits par I'étoposide activent
donc rapidement plusieurs voies de réponse, dont la voie p53, qui vont-elles-mémes induire la
régulation d’'une multitude de génes cibles. Nous avons choisi de nous placer a un temps de
traitement par I'étoposide de 8h qui nous permettrait d’une part de valider les résultats de cette
expérience en les comparant a d’autres résultats connus (cibles de p53), et de nous assurer d’étre
dans une fenétre temporelle correcte pour observer les régulations induites par p53. Il faut

cependant noter que nous mangquerons inévitablement les régulations plus précoces ou tardives.



FGF1""+étoVS  FGF1"" + éto VS

WT
P<0,01 FGF1"T VS Ctrl VS Ctrl =
Nombre de génes 1709 1891 1065 284
actives
Nombre de génes 1780 2591 1381 340
reprimes

Tableau 3 : Le FGF1"" et I’étoposide induisent les régulations significatives de nombreux génes

Le FGF1"T et I'étoposide régulent significativement I'expression de milliers de génes. Ce tableau
récapitule le nombre de génes significativement régulés entre les différentes conditions (P <0,01;
Ctrl : Controle).
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Figure 35 : L'ajout d’étoposide induit une diminution du nombre de génes non exprimés et une
augmentation du nombre de génes faiblement exprimés

L'analyse du nombre de reads moyen obtenu pour chaque géne dans les différentes conditions
montre que |'ajout d’étoposide (en rouge et orange, superposés) induit une diminution d’environ
10% du nombre de génes non exprimés (A) ainsi qu’une augmentation du nombre de génes
faiblement exprimés (B).
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2.2 - Lasurexpression du FGF1 humain induit I'expression du FGF1 endogéne murin

Le vecteur d’expression utilisé permet la surexpression de la forme humaine du FGF1 dans les
cellules PC12 de rat. Une des premieres étapes de validation de cette expérience a été de vérifier le
niveau d’expression du FGF1. Le traitement des cellules par la dexaméthasone a bien induit
I’expression du FGF1 exogene humain dans les cellules transfectées par le vecteur d’expression

FGF1"" (x 5000), contrairement aux cellules transfectées par un vecteur vide (Controle) (Figure 36A).

De précédents résultats de I'équipe avaient démontré l'induction de I'expression du FGF1
endogene murin par I'ajout dans le milieu de culture de FGF1 recombinant humain et d’héparine (x 7
aprés 3 jours de traitement) (Renaud et al., 1996b). Les résultats du RNA-Seq montrent que la
surexpression de FGF1 humain intracellulaire dans les cellules PC12 induit une forte augmentation de
I’expression du FGF1 endogene murin (x 500) (Figure 36B). Enfin, I'ajout d’étoposide induit une
augmentation (x 3) de I'expression du FGF1 endogene murin en absence de surexpression de FGF1
(Figure 36B), ce qui conforte les résultats similaires obtenus dans les cellules neuroblastiques

humaines SH-SY5Y.
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Figure 36 : La surexpression du FGF1 humain induit I’expression du FGF1 endogéne murin

Les cellules PC12 de rat transfectées par le FGF1"" surexpriment la forme humaine du FGF1.
L'analyse du nombre de reads dans des régions divergentes des formes humaine et murine du FGF1
montre d’une part que le FGF1 humain est correctement surexprimé dans notre systéeme (A), et
d’autre part que la surexpression du FGF1 humain dans les cellules PC12 induit 'augmentation de
I’'expression du FGF1 endogéne murin (B). L’ajout d’étoposide (eto) induit une légére augmentation
de I'expression du FGF1 endogéne murin en absence de FGF1 (Barres d’erreur = SEM. T-test de
Student : *** : P<0,001; **:P<0,01;*:P<0,05;ns:P>0,05;n=2).



3 - Quels sont les génes dont I'expression est régulée par le FGF1 et/ou I’étoposide :
approche globale et géne-candidat

L'analyse du RNA-Seq peut s’effectuer par deux approches: une approche globale ou I'on
s'intéressera notamment aux genes les plus différentiellement exprimés, et une approche géne-
candidat ou nous nous sommes intéressés a des protéines connues en lien par exemple avec

I'apoptose ou la différenciation induite par le FGF1"" dans les cellules PC12.

3.1- Approche globale : premiéres analyses

Le nombre de genes différentiellement exprimés de fagon significative est trop important dans
les différentes comparaisons effectuées. Nous avons donc souhaité restreindre notre champ d’étude
en focalisant notre attention sur les genes régulés par le FGF1 en présence d’étoposide. En effet, de
précédents résultats du laboratoire ont montré que le FGF1 module une partie des activités
transactivatrices de p53, comme BAX dans les cellules REtsAF ou PUMA et NOXA dans les cellules
PC12. Nous avons donc cherché a déterminer quels sont les génes dont I'expression est régulée par

le FGF1 en présence d’étoposide.

a) Meéthode

Pour cela, nous avons dans un premier temps recherché les génes dont le FGF1 régule
négativement I'expression en présence d’étoposide (par exemple des génes a l'action pro-

apoptotique). C'est-a-dire les génes dont I’'expression est :

- activée en présence d’étoposide dans les cellules contrdle par rapport aux cellules contréle

non traitées (genes positivement régulés dans la comparaison 2-1, fleche vert foncé),

- réprimée, moins activée ou non régulée dans les cellules surexprimant le FGF1"'" en présence
d’étoposide par rapport aux cellules surexprimant le FGF1"™ non traitées (génes moins

fortement activés, réprimés ou non régulés dans la comparaison 4-3, fleches vert clair et

gris),

- réprimée par le FGF1" en présence d’étoposide par rapport aux cellules contrdle +éto
(génes réprimés dans la comparaison 4-2, fleche rouge) (Figure 37A). Ce dernier critére nous
permet de nous assurer que l'activation plus faible d’un gene dans la comparaison 4-3 par
rapport a la comparaison 2-1 refléte bien un niveau d’expression plus faible en condition 4

par rapport a la condition 2, et non un niveau d’expression plus important en 1 qu’en 3.

950 genes sont a la fois positivement régulés par I'étoposide seul et le sont moins, pas ou

négativement en présence de FGF1"", et 340 génes sont réprimés par le FGF1"" en présence
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Figure 37 : Recherche des génes négativement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide

A : Pour obtenir les génes négativement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide, nous avons
recherché les genes dont I'expression est activée en présence d’étoposide dans les cellules contréle
par rapport aux cellules contréle non traitées (comparaison 2-1, fleche vert foncé), et qui sont
réprimés (fleche grise), moins activés (fleche vert clair) ou non régulés dans les cellules surexprimant
le FGF1Y" en présence d’étoposide par rapport aux cellules surexprimant le FGF1"™ non traitées
(comparaison 4-3), et dont I'expression est réprimée par le FGF1"" en présence d’étoposide par
rapport aux cellules controle +éto (comparaison 4-2, fleche rouge). B: 950 génes sont a la fois
positivement régulés par I'étoposide seul et le sont moins ou pas en présence de FGF1"', et 340
génes sont réprimés par le FGF1"" en présence d’étoposide. L'intersection de ces deux groupes de
geénes résulte en une liste de 19 génes dont I'expression est négativement régulée par le FGF1"" en
présence d’étoposide (en jaune).
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Figure 38 : Recherche des génes positivement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide

A : Pour obtenir les genes positivement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide, nous avons
recherché les génes dont I'expression est réprimée en présence d’étoposide dans les cellules
contrdle par rapport aux cellules contréle non traitées (comparaison 2-1, fleche gris foncé), et qui
sont activés (fleche verte), moins réprimés (fleche gris clair) ou non régulés dans les cellules
surexprimant le FGF1"" en présence d’étoposide par rapport aux cellules surexprimant le FGF1"'" non
traitées (comparaison 4-3), et dont I'expression est activée par le FGF1"" en présence d’étoposide
par rapport aux cellules controle +éto (comparaison 4-2, fleche marron). B : 1379 genes sont a la fois
négativement régulés par I'étoposide seul et le sont moins ou pas en présence de FGF1"", et 284
génes sont activés par le FGF1"T en présence d’étoposide. L'intersection de ces deux groupes de
génes résulte en une liste de 32 génes dont I'expression est positivement régulée par le FGF1"" en
présence d’étoposide (en jaune).
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d’étoposide. L'intersection de ces deux groupes de geénes résulte en une liste de 19 genes dont
I'expression est négativement régulée par le FGF1"" en présence d’étoposide (Figure 37B):
AABR06097748.2 (codant pour une protéine non caractérisée), Abca8, Arlda, Col22al, Fbin7,
Fgfrlop, 1122ra2, Lcn12, Lrrc32, Msh5, Nwd1, Rasip1, Sgpp2, Slc13a3, Slc36a2, Sycp2, Trim5, Trubl,

Tspan2.

Dans un second temps, nous avons recherché les genes positivement régulés par le FGF1 en
présence d’étoposide (par exemple des genes a l'action anti-apoptotique) par le méme type

d’approche. Nous avons ainsi recherché les genes dont I’expression est :

- réprimée en présence d’étoposide dans les cellules contrdle par rapport aux cellules contréle

non traitées (genes négativement régulés dans la comparaison 2-1, fleche gris foncé),

- moins réprimée, activée ou non régulée dans les cellules surexprimant le FGF1"'" en présence
d’étoposide par rapport aux cellules surexprimant le FGF1"" non traitées (génes moins
fortement réprimés, activés ou non régulés dans la comparaison 4-3, fleches gris clair et

vert),

- activée par le FGF1"" en présence d’étoposide par rapport aux cellules contréle +éto (genes
activés dans la comparaison 4-2, fleche marron) (Figure 38A). Ce dernier critere nous permet
de nous assurer que la répression plus faible d’un géne dans la comparaison 4-3 par rapport
a la comparaison 2-1 reflete bien un niveau d’expression plus élevé en condition 4 par

rapport a la condition 2, et non un niveau d’expression plus faible en 1 qu’en 3.

1379 geénes sont a la fois négativement régulés par I'étoposide seul et le sont moins, pas ou
positivement en présence de FGF1V", et 284 génes sont activés par le FGF1Y" en présence
d’étoposide. L'intersection de ces deux groupes de génes résulte en une liste de 32 génes dont
I'expression est positivement régulée par le FGF1"" en présence d’étoposide (Figure 38B):
AABR0O6085767.1 (codant pour une protéine non caractérisée), Ace3, Arfgapl, Cebpb, Csrnpl, Dkk3,
Egin3, Eifla, Fbinl, Gbp2, Gpd1l, Hspb1, Id1, Isl1, Klhdc2, Krt7, LOC100909521 (code pour la protéine
neurosecretory protein VGF-like), Msn, N4bp2I1, Pde4b, Pfnl1, Plk3, Ppl, Reep3, S100a4, S100a6,
51004010, Serpinel, Slc25a24, Tmcc3, Tusc3, Yipf5.

b) Validation des résultats par RT-PCR

En nous basant sur les données disponibles dans la littérature, nous avons sélectionné quelques
génes d’intérét parmi chacune de ces deux listes pour valider ces résultats par RT-PCR. Les cellules

controle PC12 non transfectées (« PC12 »), ou transfectées par un vecteur vide (« Controle »), ou



WT-VS/His ) sous le contréle d’un

surexprimant le FGF1"" ou une forme taggée V5/His (« FGF1
promoteur inductible a la dexaméthasone ont été pré-traitées a la dexaméthasone pendant 48h puis
traitées ou non par de I'étoposide pendant 0, 4h, 8h ou 16h, et les ARNm ont été extraits. Les ARNm
ont été rétro-transcrits puis amplifiés par PCR et quantifiés. Les graphes représentent le ratio ARNm
du transcrit étudié rapporté au niveau de I"ARNr 18S en unités arbitraires (UA) et le ratio de la

condition contréle sans étoposide est fixé a 1 (cf. Annexe Matériels & méthodes — p. 274).

i.  Rasipl

Ainsi, parmi les génes négativement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide, nous nous
sommes intéressés a Rasipl. La protéine Rasipl (Ras Interacting Protein 1, ou RAIN) est un effecteur
de la petite GTPase Ras. Lorsque Ras est activée, celle-ci interagit avec de nombreux effecteurs et
stimule plusieurs cascades de signalisation cytoplasmiques régulant la prolifération et la
différenciation cellulaires, ou I'apoptose. Ras est un oncogene dont les mutations sont fréquemment
retrouvées dans une grande variété de cancers, qui induit la croissance et la transformation
morphologique de nombreux types cellulaires in vitro et in vivo, et qui est directement lié a la
tumorigenese dans plusieurs modeles animaux (Barbacid, 1987; Bos, 1989). Contrairement aux
autres effecteurs de Ras, comme Raf, Rasipl n’est pas cytoplasmique et ne transite pas par la
membrane plasmique. Il est localisé en périphérie de I'appareil de Golgi et du noyau, et est recruté a
I'appareil de Golgi aprés activation de Ras (Mitin et al., 2004). Rasipl potentialise I'induction de la
voie MAPK par le FGF2 recombinant dans les cellules HEK293, et son expression est fortement
augmentée dans les fibroblastes de peau de patients atteints du syndréme de Soto (grande taille,
dysmorphisme facial et retard mental) (Visser et al., 2012). Rasipl est nécessaire a la motilité des
cellules endothéliales, I'angiogenése ou la tubulogenése des vaisseaux sanguins (Post et al., 2013; Xu
et al., 2009), et un de ses polymorphismes est associé a un risque plus important d’ischémie

(Cotlarciuc et al., 2014).

Dans notre étude, I'expression de Rasipl est diminuée par le FGF1 et augmentée par I'étoposide
(Figure 39A), ce qui indiquerait un nouveau role de Rasipl dans la régulation de la différenciation et
de la survie. L'analyse par RT-PCR (Figure 39B et C) de |'expression de Rasipl montre une induction
de son expression par I'étoposide seul ou en présence de FGF1"" par rapport au contrdle non traité,
ce qui est concordant avec les résultats du RNA-Seq (Figure 39A et Tableau 4). En revanche, la
répression attendue de son expression en présence de FGF1"" seul ou combiné a I'étoposide par
rapport au contréle respectivement non traité ou en présence d’étoposide n’est pas observée par

RT-PCR ol I'on constate au contraire une tendance du FGF1 a activer I'expression de Rasip1.
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Figure 39 : Analyse par RT-PCR de I’expression de Rasip1

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq. B : Quantification des
ARNm Rasip1 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable surexprimant le
FGF1 apres 0, 8h ou 16h de traitement par I’étoposide (éto). N = 1, le gel correspondant est présenté
sous |’histogramme. C: Quantification des ARNm Rasipl par RT-PCR dans les cellules Contréle
transfectées par un vecteur vide, ou un clone surexprimant la forme taggée du FGF1"W™"*/"s, Les
histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes, les barres d’erreur
correspondent a la SEM. **: p<0,01;*:p<0,05;ns:p>0,05.

ii. Protéines S100

Parmi les genes positivement régulés par le FGF1 en présence d’étoposide, nous nous sommes
intéressés a $100a4, S100a6, S100a10, Dkk3 et Serpinel. Les protéines de liaison au Ca’" S100A4,
S100A6 et S100A10 (S100 calcium-binding protein A4, 6 ou 10) jouent un réle dans la motilité
cellulaire et sont impliquées dans les processus de migration et d’invasion requis pour la progression
tumorale et la dissémination des tumeurs dans différents types de cancers (Gross et al., 2014).
S100A4 promeut la motilité et I'invasion dans des lignées cellulaires de cancer du sein, colorectal ou
pancréatique (Huang et al., 2012; Li et al., 2012; Wang et al., 2012a), mais inhibe la migration des
astrocytes (Takenaga and Kozlova, 2006). La protéine S100A4 interagit dans le noyau avec p53 et
promeut sa dégradation, le knockdown de S100A4 induit I'arrét du cycle cellulaire dépendant de p53
et augmente I'apoptose induite par le cisplatine dans une lignée épithéliale de cancer du poumon
(Orre et al., 2013). La protéine S100A6 inhibe la migration dans des lignées cellulaires

d’ostéosarcome (Luu et al., 2005), mais induit la migration dans des lignées cellulaires de cancer



pancréatique et interagit notamment avec I'annexine Il (Anxa2) (Nedjadi et al., 2009). La protéine
S100A10 promeut lI'invasion des macrophages dans des modeles in vitro et in vivo (O’Connell et al.,
2010) ainsi que la croissance tumorale de fibrosarcomes in vivo, via le recrutement de macrophages

(TAM, Tumor-Associated Macrophages) au site de la tumeur (Phipps et al., 2011).

Dans notre étude, I'expression de ces trois genes S100 est augmentée par le FGF1 seul ou en
présence d’étoposide, et diminuée apres 8h de traitement a I'étoposide seul ou en présence de FGF1
(Figure 40A). La régulation induite par le FGF1 pourrait suggérer un role de ces protéines dans la
différenciation, potentiellement via leurs interactions avec les protéines du cytosquelette par
exemple. La régulation induite par I'’étoposide semble étre en accord avec le réle anti-apoptotique de
S100A4 et pourrait suggérer une modulation réciproque de S100A4 et p53, dont la balance
orienterait le destin de la cellule. Cependant, I'analyse par RT-PCR des transcrits S100A4 (Figure 40B)
et S100A6 (Figure 40C) n’a pu mettre en évidence aucune régulation pour le moment, que ce soit par
I’étoposide, ou par le FGF1. Ces résultats doivent étre confirmés par de nouvelles expériences, et en

particulier pour S100A4 a des temps plus courts.
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Figure 40 : Analyse par RT-PCR de I’expression de S100A4 et S100A6

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq. B : Quantification des
ARNm S100A4 et C: S100A6 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 aprés 0, 8h ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, les gels
correspondants sont présentés sous les histogrammes.



iii. Dkk3

La protéine Dkk3 (Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3) est un inhibiteur sécrété de la
voie Wnt. L'expression de Dkk3 est réprimée dans un grand nombre de cancers (cancer du poumon,
de la prostate, du c6lon, du sein, du foie, des testicules...), et de nombreuses études pointent vers un
role de suppresseur de tumeur de Dkk3 (Veeck and Dahl, 2012). Cependant, Dkk3 régule
positivement I'angiogenése et son expression est augmentée dans les vaisseaux sanguins de gliomes,
de mélanomes (Untergasser et al., 2007), du cancer gastrique (Miihimann et al., 2010), de carcinome
de la prostate (Zenzmaier et al., 2008) ou de cancer du pancréas (Fong et al., 2009). Dans ce dernier
type de cancer, sa surexpression est associée a une amélioration de I'efficacité des chimiothérapies

et a un meilleur pronostic de survie (Fong et al., 2009).

Dans notre étude par RNA-Seq, le FGF1 induit une augmentation de I'expression de Dkk3
(Figure 41A), ce qui semble cohérent avec la différenciation induite par le FGF1. Aprés 8h de
traitement, I'étoposide induit une diminution de I'expression de Dkk3, ce qui suggérerait un réle anti-
apoptotique de Dkk3 dans notre modeéle. L’analyse par RT-PCR de Dkk3 (Figure 41B) semble montrer
une répression de Dkk3 par I'étoposide (16h) en absence de FGF1 par rapport au contréle, ce qui est
en accord avec le RNA-Seq, a l'inverse de la Iégere diminution induite par le FGF1 seul par rapport au
contrdle non traité mais qui reste a confirmer. Une étude cinétique plus fine doit étre réalisée dans

1WT

les cellules controle et FGF1™ pour confirmer ou infirmer ces résultats.
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Figure 41 : Analyse par RT-PCR de I'expression de Dkk3

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm Dkk3 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 aprés 0 ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, le gel correspondant
est présenté sous I'histogramme.



iv. SerpinEl

Enfin, la SerpinEl (SERine Proteinase INhibitor E1, ou PAI-1 pour Plasminogen Activator Inhibitor-
1) est un inhibiteur de protéase a sérine impliqué dans I'inhibition de la fibrinolyse (processus de
dissolution des caillots sanguins). Des réles pro-angiogénique et anti-apoptotique lui sont attribués,
notamment via 'inhibition de I'activité protéolytique de la caspase-3 par interaction directe (Chen et
al., 2004; Placencio and DeClerck, 2015; Schneider et al., 2008b). La phosphorylation d’Akt est
augmentée dans des cellules endothéliales déficientes pour SerpinEl (SerpinE1™") par rapport aux
cellules sauvages et PTEN y est inactivé par phosphorylation, conduisant ainsi a une hyperactivation
de la voie PI3K/Akt/mTOR, a une augmentation de la prolifération cellulaire ainsi qu’a une diminution
de I'apoptose induite par la déplétion de sérum (diminution de I'activation des caspases-9 et-3)
(Balsara et al., 2006). Dans des cellules, la serpinE1l régule positivement I'apoptose et négativement
la prolifération, puisque I'ajout de serpinE1l recombinante inverse ces effets (Balsara et al., 2006). A
I'inverse, la déplétion de SerpinEl par siRNA, KO ou inhibiteurs pharmacologiques dans des lignées
cellulaires de fibrosarcome, cancer du poumon, du célon ou du sein conduit a une augmentation de
I"'apoptose spontanée. Cette derniére est inhibée par I'ajout de serpinE1l recombinante, d’inhibiteur
de caspase-8 ou d’anticorps neutralisant Fas/FasL et dépend ainsi de la voie extrinséque de

I'apoptose (Fang et al., 2012).

Dans notre étude, I'expression de SerpinE1l est augmentée par le FGF1 et diminuée par 8h de
traitement par I'étoposide (Figure 42A), ce qui suggere un role anti-apoptotique de la serpinEl dans
notre modele. L'analyse par RT-PCR de I'expression de SerpinEl (Figure 42B et C) montre que la
surexpression de FGF1 induit 'augmentation du niveau de transcrit par rapport au contréle non
traité. La répression attendue en présence d’étoposide seul par rapport au controle non traité ne
semble étre que transitoire et maximale a 8h, qui était le temps de traitement utilisé pour le RNA-
Seq. De fagon intéressante, la répression de BCL-2 et du FGF1 par p53 est également transitoire et
maximale aprés 6-8h d’activation de p53 dans les cellules REtsAF (Bouleau et al., 2005). Le géne
SerpinE1 pourrait ainsi étre un géne cible réprimé par p53. La répression de son activité d’inhibiteur
de protéase a sérine pourrait permettre |'activation de voies de mort impliquant ces protéases et
indépendantes des caspases. La surexpression de FGF1 dans un contexte d’induction de I'apoptose
active I'expression de la SerpinE1l par rapport au contréle traité. Tous ces résultats sont en accord
avec le RNA-Seq, et sont conservés dans deux clones indépendants surexprimant une forme taggée

V5/His (Figure 42B) ou non (Figure 42A) du FGF1"".
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Figure 42 : Analyse par RT-PCR de I’expression de SerpinE1

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq. B : Quantification des
ARNm SerpinEl par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable surexprimant
le FGF1 apres 0, 8h ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, le gel correspondant est
présenté sous I'histogramme. C: Quantification des ARNm SerpinE1l par RT-PCR dans les cellules
Contréle transfectées par un vecteur vide, ou un clone surexprimant la forme taggée du FGF1W™V/Hs,
Les histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes, les barres
d’erreur correspondent a la SEM. ** : p<0,01; *: p<0,05.

Cette premiére approche globale nous a permis d’identifier plusieurs genes dont I'expression est
modulée par le FGF1 en présence d’étoposide. Parmi ceux-ci, les premiéres études par RT-PCR de
I’expression de Rasipl, SerpinE1 ou Dkk3 ont pu permettre de valider tout ou une partie des résultats
obtenus par RNA-Seq. Des analyses de leur expression sur des cinétiques plus fines sont cependant
indispensables pour compléter cette étude et éclaircir des régulations qui sont soit absentes (S100A4

et S100A6) ou opposées par RT-PCR vis-a-vis du RNA-Seq.

D’autres comparaisons plus larges peuvent également étre effectuées, comme par exemple
I'intersection des genes non régulés par I'étoposide seul (comparaison 2-1), mais significativement
régulés par I'étoposide en présence de FGF1 (comparaison 4-3). Ces comparaisons doivent étre
complétées par une analyse des groupes fonctionnels de génes sur-représentés, et pourront ainsi

nous ouvrir de nouvelles pistes d’études.
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WT WT L2 WT L&
Géne Entrez Nom FC FGF1 p FC FGF1™' +éto P FC p FC FGF1™" +éto

Gene ID VS Ctrl Vs VS Ctrl VS FGF1WT
Egril 24330 early growth response 1 6,04 5,08E-29 2,53 9,02E-08 2,34 2,74E-12 1,55 2,06E-01
Egr2 114090 early growth response 2 4,90 1,02E-31 3,74 9,00E-30 2,27 3,29E-06 1,85 3,06E-05
Egr3 25148 early growth response 3 2,07 4,15E-07 1,97 2,61E-04 1,83 3,00E-02 1,41 2,36E-01
Egrd 25129 early growth response 4 0,98 NA 0,99 NA 1,05 NA 1,05 NA
Ets1 24356 wesavan efylrnbiastass vins E261 L 1, 4,30E-01 1,14 6,36E-01 1,49 5,15E-04 1,52 6,94E-03
oncogene homolog 1
Ets2 sganez (ot asmneqihebatossens £ | o 6,01E-04 1,35 1,96E-02 0,83 9,29E-03 0,94 7,30E-01
oncogene homolog 2
Etvl 362733 ets variant 1 17,50 6,15E-64 2,42 2,71E-07 1,16 5,89E-01 0,26 3,75E-15
Etv2 361544 ets variant 2 0,82 4,67E-01 0,82 4,91E-01 0,87 6,76E-01 0,74 4,70E-01
Etv3 295297 ets variant 3 1,02 8,52E-01 1,04 9,16E-01 1,58 7,65E-10 1,59 5,45E-05
Etv3i 499651 ets variant 3-like NA NA 1,04 NA 1,41 NA 1,56 1,24E-01
Etvd 360635 ets variant 4 5,87 1,04E-203 4,74 2,18E-51 1,10 4,29E-01 1,07 6,97E-01
Etv5 303828 ets variant 5 4,47 4,84E-107 3,93 2,20E-38 0,92 5,73E-01 0,94 7,40E-01
Etvé 312777 ets variant 6 1,05 8,60E-01 1,00 9,99E-01 1,19 4,67E-01 1,12 7,51E-01
Jun 24516 jun proto-oncogene 3,64 3,85E-18 2,58 9,62E-12 0,97 8,73E-01 0,76 4,51E-01
Junb 24517 jun B proto-oncogene 221 7,14E-14 2,50 7,97E-22 0,92 2,49E-01 1,07 7,07E-01
Jund 24518 jun D proto-oncogene 1,53 4,34E-11 1,59 5,43E-04 0,94 5,05E-01 1,05 8,23E-01
Fos 314322 FBJ osteosarcoma oncogene 252 3,69E-15 1,78 2,41E-04 1525 1,37E-01 1,06 8,14E-01
Fosb 100360880 FBJ osteosarcoma oncogene B 1,28 2,87E-02 1,64 1,42E-04 1,13 3,35E-01 1,53 3,75E-03
Myc 24577 myelocytomatosis oncogene 0,38 1,66E-06 0,57 2,61E-03 1,14 6,60E-01 1,28 4,24E-01
v-myc avian myelocytomatosis viral
Mycn 298894 oncogene neuroblastoma derived 2,01 5,79E-05 1,48 1,04E-01 0,83 5,07E-01 0,74 2,84E-01
homolog
serum response factor (c-fos serum
Srf 501099 response element-binding transcription 0,91 3,76E-01 0,90 6,13E-01 155 8,13E-11 1,50 1,22E-03
factor)
hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit
Hifla 29560 (basic helix-loop-helix transcription 1,38 4,31E-17 1,06 8,33E-01 0,50 1,32E-70 0,40 1,05E-20
factor)
Hif3a 64345 hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 1,84 5,36E-04 il-117] 6,71E-01 0,49 4,48E-03 0,34 5,25E-06
1d1 25261 inhibitor of DNA binding 1 1,22 3,77E-08 1,56 1,60E-06 0,41 1,57E-101 0,55 6,50E-12

1d2 25587 inhibitor of DNA binding 2 0,65 2,84E-16 0,74 8,18E-03 0,92 1,32E-01 1,03 8,58E-01
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Entrez FC FGF1WT FC FGF1VT +éto FC L2 FC FGF1VT +éto

o vscel | VS Ctrl +ét i VS Ctrl £ VS FGF1WT
Fgfl 25317 fibroblast growth factor 1 (acidic) 15,95 2,86E-72 5,21 7,20E-29 1.73 5,54E-02 0,83 3,77E-01
Fgf2 54250 fibroblast growth factor 2 0,57 7,72E-03 0,73 2,44E-01 0,94 8,29E-01 1,08 8,86E-01
Fgfil 170632 fibroblast growth factor 11 0,87 2,52E-01 0,86 6,03E-01 0,74 8,07E-03 0,73 6,06E-02
Fgfi6 60464 fibroblast growth factor 16 2,07 5,61E-05 1,68 1,30E-02 0,93 8,34E-01 0,92 8,20E-01
Fgf20 66017 fibroblast growth factor 20 NA NA 0,99 NA 1,98 5,65E-03 1,98 2,59E-02
Fgfrl 79114 Fibroblast growth factor receptor 1 1,13 6,48E-02 A15 4,21E-01 1,29 1,31E-05 1,33 1,03E-02
Fgfr3 84489 fibroblast growth factor receptor 3 1,06 4,70E-01 1,06 8,46E-01 0,88 6,11E-02 0,89 4,08E-01
Ngfr 24596 nerve growth factor receptor (p75NTR) 2,40 6,27E-92 1,70 1,76E-04 0,58 7,40E-27 0,54 2,81E-02
Nerk1 4915 newetUptic tigsin Mnase, recepton |3 o 2,09E-01 0,95 8,61E-01 1,02 6,79E-01 0,92 5,25E-01
type 1 (TrkA)
Ncl 25135 nucleolin 0,88 4,95E-03 0,90 5,89E-01 1,05 4,27E-01 1,07 6,42E-01
Csnk2al 116549 casein kinase 2, alpha 1 polypeptide 0,98 6,87E-01 0,94 8,00E-01 0,80 6,97E-07 0,77 1,15E-02
Csnk2a2 307641 casein kinase 2, alpha prime polypeptide 0,83 1,33E-04 0,95 8,62E-01 0,94 2,56E-01 1,07 6,41E-01
Csnk2b 81650 casein kinase 2, beta polypeptide 0,93 2,35E-01 1,19 2,77E-01 1,20 3,03E-04 1,54 6,44E-05
ribosomal protein S6 kinase,
Rps6kal 81771 1,13 1,16E-01 1,05 8,79E-01 1,30 1,52E-04 1,21 1,47E-01

polypeptide Al (RSK1)
REGULATION DE LA SURVIE

Bad 64639 BCL2-associated agonist of cell death 0,84 9,98E-02 0,91 7,17E-01 1,28 6,88E-03 1,36 3,99E-02
Bak1 116502 BCL2-antagonist/killer 1 1,00 9,71E-01 1,14 6,72E-01 1,02 8,77E-01 1,18 4,34E-01
Bax 24887 Bcl2-associated X protein 0,64 3,88E-08 0,82 3,47E-01 0,95 6,69E-01 1,18 3,75E-01
Bbce3 317673 Bcl-2 binding component 3 (PUMA) 0,55 4,31E-14 0,89 5,56E-01 1,78 2,28E-19 2,79 5,01E-19
Bel2 24224 B-cell CLL/lymphoma 2 1,02 NA 0,96 NA 1,28 NA 1,10 NA

Bel2i1 24888 Bcl2-like 1 (BCL-x) 0,87 1,82E-02 1,08 7,85E-01 0,51 1,63E-28 0,65 6,12E-04
Bid 64625 BH3 interacting domain death agonist 1y 5,97E-02 1,26 2,31E-01 0,96 7,40E-01 1,07 7,46E-01
Bik 114496 BCL2-interacting killer 0,97 8,25E-01 1,09 7,82E-01 1,03 8,24E-01 1,18 3,56E-01
Bok 20884 BCL2-related ovarian killer 0,85 2,63E-03 0,88 4,60E-01 0,78 3,21E-06 0,80 5,33E-02
Fas 246097 Fas cell surface death receptor 1,06 8,52E-01 1,05 9,37E-01 2,32 2,35E-04 2,28 3,06E-03

MDM2 proto-oncogene, E3 ubiquitin
protein ligase
phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1 (NOXA)

Mdm2 314856 0,33 4,086-244 1,16 4,86E-01 1,01 7,64E-01 3,53 6,91E-26

Pmaipl 492821 NA NA NA NA NA NA NA NA
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Cans Entrez Nam FC FGF1WT FC FGF1"T +éto FC O FC FGF1"T +éto -
Gene D VS Ctrl VS Ctrl +¢ VS Ctrl VS FGF1WT
i serpin peptidase inhibitor, clade E,
Serpinel 24617 1,63 7,61E-59 2,00 1,35E-10 0,33 7,85E-18 0,42 1,32E-18
member 1
Tp53 24842 tumor protein p53 0,99 9,33E-01 0,87 4,21E-01 1,13 4,93E-02 0,99 9,50E-01
Tp73 362675 tumor protein p73 0,58 3,92E-03 1,11 7,99E-01 2,22 3,94E-08 4,22 1,52E-10
DIFFERENCIATION
Gapd3 29423 growth associated protein 43 3,11 8,85E-124 1,96 9,36E-12 0,60 4,13E-16 0,41 3,19E-21
Gfap 24387 glial fibrillary acidic protein 1,00 NA 1,05 NA 1,26 3,85E-01 1,44 2,87E-01
Neaml1 24586 neural cell adhesion molecule 1 1517 1,83E-02 1,14 5,53E-01 0,83 1,05E-02 0,82 1,51E-01
Neam2 288280 neural cell adhesion molecule 2 1,12 7,04E-01 1,06 9,03E-01 1,19 6,10E-01 1,16 7,58E-01
Nos1 24598 nitric oxide synthase 1, neuronal 0,62 5,20E-03 0,79 4,49g-01 0,92 6,97E-01 1,14 7,28E-01
Nefh 24587 neurofilament, heavy polypeptide 0,99 9,16E-01 1,05 8,75E-01 1,03 7,81E-01 1,10 NA
Nefl 83613 neurofilament, light polypeptide 1,00 NA 1,23 NA 1,09 NA 1,90 4,93E-02
Nefm 24588 neurofilament, medium polypeptide 3,93 2,28E-57 3,18 1,88E-25 0,32 1,32E-37 0,30 5,52E-01
Th 25085 tyrosine hydroxylase 1,26 1,28E-01 1,30 3,57E-01 0,58 7,69E-04 0,68 4,17E-02
Thyl 24832 Thy-1 cell surface antigen 1,09 5,05E-02 0,99 9,75E-01 0,92 6,42E-02 0,84 3,33E-23
VOIE JAK/STAT
Jak1 84598 Janus kinase 1 1,71 7,15E-76 10 5,22E-01 0,22 0,00E+00 0,15 1,46E-124
Jak2 24514 Janus kinase 2 0,88 8,07E-2 0,83 2,51E-01 0,85 1,70E-02 0,79 7,68E-02
Jak3 25326 Janus kinase 3 0,94 6,96E-01 0,99 9,89E-01 1,63 1,18E-06 1,70 5,12E-04
Tyk2 100361294 Tyrosine kinase 2 1,06 4,60E-01 1,03 9,27E-01 1,10 2,23E-01 1,07 6,74E-01
— .
Statl 25124 Sitel Banschices i actieator of 1,12 4,92E-02 1,14 5,02E-01 0,93 2,686-01 0,97 8,61E-01
transcription 1
Stat2 288774 kel t.ra'.‘Sd“cer sl acRiatorot 0,93 1,67E-01 0,80 1,18E-01 0,91 5,35E-02 0,77 2,40E-02
transcription 2
ignal t d d activat f
Stat3 25125 s 0,85 1,24E03 0,91 6,53E01 1,00 9,54£-01 1,06 6,76E-01
transcription 3
statsa 367264  Signal transducer and activator of NA NA 0,98 NA 1,59 419602 1,50 1,50E-01
transcription 4
Statsa 24918 signal transducer and activator of 1,18 1,98E-02 1,22 2,31E-01 0,92 3,07E-01 0,96 8,28E-01
transcription 5A
Statsb 25126 signal transducer and activator of 1,25 4,236-03 1,00 9,96E-01 0,82 3,06E-02 0,66 5,18E-04
transcription 5B
ignal transd d activator of
Staté 362806 bna ransducer andactvatoro 1,67 2,07E-07 1,38 1,65E-01 0,67 2,11E-03 0,63 2,65E-02

transcription 6, interleukin-4 induced
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Géne

Akt3 29414 0,97 7,89E-01 0,99 9,91E-01 0,75 2,05E-04 0,77 4,35E-02
homolog 3
phosphatidylinositol-4-phosphate 3-
Pik3c2b 289021 ) ) ) 0,93 4,27E-01 0,97 9,36E-01 1,32 1,13E-04 1,38 7,18E-03
kinase, catalytic subunit type 2 beta
phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic
Pik3c3 65052 ) 0,91 2,59E-01 0,97 9,35E-01 1,02 8,09E-01 1,09 6,24E-01
subunit type 3
phosphoinositide-3-kinase, regulatory
Pik3r1 25513 . 1,41 1,59E-03 1,27 2,25E-01 1,15 3,15E-01 1,07 7,73E-01
subunit 1 (alpha)
) phosphoinositide-3-kinase, regulatory
Pik3r3 60664 . 1,59 7,38E-06 1,35 1,53E-01 0,89 3,83E-01 0,80 2,94E-01
subunit 3 (gamma)
phosphoinositide-3-kinase, regulatory
Pik3r5 497931 ) 0,81 3,57E-01 0,99 9,87E-01 2,34 1,18E-07 2,90 1,70E-07
subunit 5
Pten 50557 phosphatase and tensin homolog 0,98 8,19E-01 0,73 6,39E-03 0,73 1,88E-10 0,54 7,65E-11
Rasip1 292912 Ras interacting protein 1 0,66 1,42E-03 0,59 9,54E-05 2,20 9,65E-15 1,83 5,74E-04
§100a4 24615 $100 calcium-binding protein A4 2,82 5,68E-17 2,86 1,58E-22 0,65 4,24E-06 0,68 2,05E-03
5100a6 85247 $100 calcium binding protein A6 2513 7,88E-74 2T 2,98E-17 0,66 1,47E-21 0,73 5,63E-03
$100a10 81778 5100 calcium binding protein A10 2,83 3,04E-117 2,48 7,25E-16 0,60 2,42E-19 0,61 2,22E-04
CYTOSQUELETTE
Anxal 25380 annexin Al 36,05 4,376-134 13,62 4,05E-75 0,98 9,56E-01 0,61 6,12E-05
Anxa2 56611 annexin A2 2,04 6,84E-104 1,69 1,26E-07 0,45 1,44E-99 0,40 4,99E-21
Lmna 60374 lamin A/C 1,34 7,01E-14 1,34 5,77E-02 0,51 3,67E-54 0,54 9,43E-07
Lmnbl 116685 lamin B1 0,95 5,97E-01 0,93 8,60E-01 0,66 4,46E-08 0,65 9,82E-03
Lmnb2 299625 lamin B2 0,94 4,34E-01 0,96 9,06E-01 1,04 6,60E-01 1,05 7,88E-01

Entrez
Gene ID

24205

171548

24881

114850

Nom

adenomatous polyposis coli
dickkopf WNT signaling pathway
inhibitor 3

wingless-type MMTV integration site
family, member 1

wingless-type MMTV integration site
family, member 7A

v-akt murine thymoma viral oncogene

FC FGF1VT
VS Ctrl

1,95

1,93

0,92

0,63

1,65E-79

2,73E-41

NA

2,45E-02

FC FGF1YT +éto

Vs

112

2,22

0,97

0,73

p

5,00E-01

1,93E-18

NA

2,58E-01

FC Ctr
VS Ctrl

0,74
0,72
1,22

2,36

1,81E-13

4,07E-07

NA

6,52E-04

FC FGF1"T +éto
VS FGF1WT

0,44

0,88

1,29

3,21

o
o

3,88E-21

2,99E-01

NA

2,40E-04
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Entrez FC FGF1WT FC FGF1YT +éto FC Ctrl +éto FC FGF1WT +éto

Glnd | ceneip | MOm VS Cirl VS Ctrl +ét P VS Ctrl P VS FGF1WT P

cdk1 54237 cyclin-dependent kinase 1 1,09 1,71E-01 0,90 7,55E-01 0,50 1,34E-29 0,42 3,48E-11

Cdk2 362817 cyclin dependent kinase 2 0,96 6,26E-01 0,96 8,98E-01 0,85 1,22E-02 0,84 2,64E-01

cdka 94201 cyclin-dependent kinase 4 1,03 7,50E-01 1,01 9,80E-01 0,67 3,75E-12 0,67 1,19€-03

cdké 114483 cyclin-dependent kinase 6 0,96 8,15E-01 0,91 7,98E-01 0,68 1,68E-03 0,64 1,07E-02

Ccna2 114494 cyclin A2 0,92 3,75E-01 0,83 4,68E-01 0,41 3,95E-28 0,36 2,60E-13

Cenbl 25203 cyclin B1 1,15 1,09E-01 0,83 5,26E-01 0,34 7,17E-28 0,24 1,42E-25

Cend1 58919 cyclin D1 1,25 1,19E-06 1,22 2,13E-01 1,34 6,26E-12 1,34 2,21E-02

Ccnd3 25193 cyclin D3 1,14 1,04E-02 1,05 8,54E-01 0,79 2,04E-05 0,73 2,13E-03

Ccne2 362485 cyclin E2 1,32 5,70E-04 1,20 4,09E-01 0,89 3,01E-01 0,83 2,04E-01
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

Cdknla 114851 (021) 0,62 5,52E-55 1,25 1,06E-01 1,65 1,76E-56 3,31 7,91E-35
growth arrest and DNA-damage-

Gadd45a 25112 b 4,27 1,36E-62 239 1,25E-10 1,56 8,70E-04 0,98 9,43E-01

Tableau 4 : Résultats du RNA-Seq pour une sélection de génes

Les FC ne sont significatifs que si P < 0,01 (ici P < 1E-02). Géne réprimé < FC = 1 < géne activé. Les deux premiéres comparaisons (FC FGF1"" VS Ctrl et FC
FGF1"" +éto VS ) montrent I'effet du FGF1"" en présence ou non d’étoposide sur la régulation génique, tandis que les deux derniéres (FC
Vs Ctrl et FC FGF1"" +éto VS FGF1"") montrent I'effet de I'étoposide seule, ou dans un contexte de surexpression du FGF1"".



3.2 - Approche géne-candidats : premiers résultats

En plus des génes précédemment cités issus des listes réduites de genes dont I'expression est
régulée par le FGF1 en présence d’étoposide (« approche globale »), nous avons également choisi de
nous intéresser a d’autres genes candidats, soit parce qu’ils étaient fortement régulés dans certaines
conditions, soit a cause de leur implication dans la régulation de la survie ou la différenciation
neuronale induite par le FGF1 dans les cellules PC12. Ces génes peuvent étre regroupés d’aprés leur
fonction en sept catégories : les facteurs de transcription, les FGFs, FGFRs et leurs partenaires, la
réglation de la survie, la différenciation, les voies de signalisation (JAK/STAT, Wnt, PI3K/Akt/mTOR...),

le cytosquelette, le cycle cellulaire.

a) Les facteurs de transcription

Parmi les genes différentiellement régulés se trouvent un grand nombre de facteurs de

transcription. Nous nous sommes intéressés a quatre grandes familles de facteurs de transcription.

La famille de facteurs de transcription EGR (Early Growth Response) comprend quatre membres
(EGR-1, -2, -3 et -4) dont le plus étudié est EGR-1. EGR-1 a initialement été découvert dans les cellules
PC12 dont la différenciation était induite par un traitement au NGF (Milbrandt, 1987). EGR-1 est
impliqué dans la croissance et la survie cellulaire, ainsi que dans I'apoptose (Hallahan et al., 1995; Lee
et al., 2004; Madden and Rauscher, 1993). Son expression est induite par le FGF1 dans des cellules
vasculaires endothéliales ou dans des cellules de ligament parodontal (Delbridge and Khachigian,
1997; Tamura et al., 2008). Dans notre modele, la surexpression de FGF1 en présence ou non
d’étoposide, ainsi que I'étoposide seul, induisent une augmentation du niveau d’ARNm d’EGR-1, -2 et
-3, tandis que I'expression d’EGR-4 n’est modifiée dans aucune condition (Tableau 4) dans notre

étude par RNA-Seq. Ces régulations doivent étre étudiées par RT-PCR sur des cinétiques plus fines.

La famille de facteurs de transcription ETS (E26-Transformation Specific) comprend 28 membres
chez 'Homme. Plus de 700 génes cibles ont été identifiés a ce jour, impliqués dans une grande
variété de processus biologiques comme |'apoptose, la croissance cellulaire ou encore I'angiogenése
(Findlay et al., 2013). La dérégulation des facteurs ETS est également impliquée dans la progression
tumorale (Kar and Gutierrez-Hartmann, 2013). Plus particulierement, les génes impliqués dans la
différenciation neuronale dopaminergique contiennent des motifs conservés qui peuvent étre activés
par Etvl (Flames and Hobert, 2009). Dans notre étude par RNA-Seq (Figure 43A), le géne Etv1 (Ets
Variant 1) est 'un des génes les plus fortement activés par la surexpression de FGF1 (x 17,5) par
rapport aux cellules contréles, tout comme les génes Etv4 et Etv5 dans une moindre mesure (x 5,87
et x 4,47 respectivement). Cette régulation par le FGF1 est conservée pour ces trois genes en

présence d’étoposide par rapport aux cellules contréle traitées mais avec des amplitudes réduites



(Etvl: x2,42; Etv4: 4,74 ; Etv5: 3,93). L'étoposide seul n’induit globalement pas de régulation
majeure des membres de cette famille dans les cellules contréles. En revanche, dans les cellules
surexprimant le FGF1, le traitement par I'étoposide induit la répression d’Etv1 (x 0,26). L’analyse par
RT-PCR de I'expression d’Etv1 (Figure 43B et C) confirment tous ces résultats dans deux clones PC12
indépendants surexprimant le FGF1"" (Figure 43B) ou une forme taggée V5/His du FGF1"'
(Figure 43C), et ce a différents temps de traitement par I'étoposide. Ainsi, la régulation d’Etv1l induite
par le FGF1 semble étre liée au processus de différenciation des cellules PC12 en cellules de type

neuronal et dopaminergiques.

A FC( :::;;:;aq FGFI™ VS Ctrl FGF1"" + éto VS VS Ctri FGFIF";TF-; ﬁo Vs
Etvl 17,5 2,42 ns 0,26
Etv4 5,87 4,74 ns ns
Etv5 4,47 3,93 ns ns

Etvl Etvl
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Figure 43 : Analyse par RT-PCR de I’expression d’Etv1

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm Etvl par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 apres 0, 8h ou 16h de traitement par |'étoposide (éto). N = 1, le gel
correspondant est présenté sous I’histogramme. C: Quantification des ARNm Etvl par RT-PCR dans
les cellules Controle transfectées par un vecteur vide, ou un clone surexprimant la forme taggée du
FGF1WTV*™M=  Les histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes, les
barres d’erreur correspondent a la SEM. *** : p <0,001.

Les facteurs c-Jun et c-Fos s’hétérodimérisent pour former le facteur de transcription AP-1

(Activator Protein-1). AP-1 est notamment impliqué dans la régulation de I'apoptose, la



différenciation et la prolifération cellulaires ou il pourrait avoir des effets opposés selon la
composition de I'hétérodimeére et le contexte cellulaire (Ameyar et al., 2003; Hess, 2004; Shaulian,
2010; Shaulian and Karin, 2002). Dans les cellules PC12, le traitement par NGF ou FGF1 recombinants
induit I'augmentation rapide de I'expression de c-Jun et c-Fos (Lungu et al., 2008; Szeberenyi et al.,
1990). Dans notre étude par RNA-Seq, I'expression de c-Fos, c-Jun principalement ainsi que celle de
JunB et JunD est induite par le FGF1, en présence ou non d’étoposide, tandis que I'ajout d’étoposide
n’a pas d’effet significatif sur la régulation de leur expression (Figure 44A). L'analyse de I'expression
de c-Jun par RT-PCR confirme la régulation induite par le FGF1"" (Figure 44B-C). L’ajout d’étoposide
seul semble tres légérement augmenter I'expression de c-Jun par rapport au contréle non traité,
tandis que I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant le FGF1"" semble induire une
diminution de I'expression de c-Jun. Ces résultats semblent donc confirmer les régulations de c-Jun et

c-Fos induites par la différenciation dans ces cellules.

FC RNA-Seq - FGF1"" + éto VS FGF1"" + éto VS
A (éto 8h) FGF1"" VS Ctrl VS Ctrl FGF1WT
c-Jun 3,64 2,58 ns ns
JunB 2,21 2,50 ns ns
JunD 1,53 1,59 ns ns
c-Fos 2,32 1,78 ns ns
B c-Jun C 44 c-Jun
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Figure 44 : Analyse par RT-PCR de I’expression de c-Jun

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm c-Jun par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 apres 0, 8h ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, le gel
correspondant est présenté sous I’histogramme. C : Quantification des ARNm c-Jun par RT-PCR dans
les cellules Contrdle transfectées par un vecteur vide, ou un clone surexprimant la forme taggée du
FGF1WTV*™s | es histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes, les
barres d’erreur correspondent a la SEM. * : p <£0,05.



L’expression des facteurs de transcription HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) et en particulier
HIF-1a est activée dans des conditions hypoxiques et régule le métabolisme cellulaire, I'angiogenese
ou la survie (Minet et al., 2000). Dans les cancers humains, I'"hypoxie tumorale ou des altérations
génétiques induisent la surexpression de HIF-1a (Semenza, 2003). Dans notre étude par RNA-Seq, le
FGF1 induit une augmentation de I'expression de Hifla et Hif3a en absence d’étoposide, tandis que
I’étoposide seul ou en présence de FGF1 induit une diminution de I'expression de ces genes. Ces

résultats doivent étre confirmés par RT-PCR.

Id1 et Id2 font partie de la famille des protéines Id (Inhibitor of DNA Binding ou Inhibitor of

Differentiation) qui contient quatre membres. Les protéines Id sont des inhibiteurs de facteurs de
transcription et ont notamment été impliquées dans la différenciation ou la tumorigenése. Elles sont
surexprimées dans une vingtaine de types de cancer, et réprimées dans les cellules en différenciation
(Wong et al., 2004). Cependant, selon le type cellulaire, des réles opposés peuvent étre retrouvés.
Par exemple, Id2 inhibe la différenciation des lymphocytes B dans la rate (Becker-Herman et al.,
2002), mais son expression augmente dans les cellules myéloides différenciées (Ishiguro et al., 1996).
Dans les cellules PC12, I'expression d’ld1 est augmentée d’un facteur 7 au cours du processus de
différenciation induit par le NGF, puis diminue jusqu’a atteindre un niveau d’expression 3 fois
supérieur aux cellules contréles non traitées aprés 7 jours de traitement, lorsque les cellules ont
atteint un état différencié (Einarson and Chao, 1995). Une autre étude montre des résultats
similaires quant a I'expression d’Id1, Id2 et Id3 dans les cellules PC12 traitées par le NGF, mais sur
une cinétique plus courte, ol les niveaux d’expression de ces trois genes atteignent un maximum
aprés environ 2-4h de traitement et diminuent rapidement ensuite (Nagata and Todokoro, 1994).
Dans notre étude par RNA-Seq, le FGF1 active I'expression d’/d1 en présence ou non d’étoposide,
mais réprime celle d’/d2. L’étoposide seul ou en présence de FGF1 diminue I'expression de Id1 mais
n’a pas d’effet significatif sur /d2 (Figure 45A). L'analyse par RT-PCR de I'expression d’/ld1 semble
montrer une légere diminution de son expression apres ajout d’étoposide en accord avec le RNA-
Seq, en revanche la surexpression de FGF1 ne semble pas avoir d’effet (Figure 45B). Les résultats
obtenus par RNA-Seq pour I/d1 dans notre modeéle semblent étre en contradiction avec son role
connu d’inhibiteur de la différenciation, mais en accord avec les études précédentes sur les cellules
PC12. La répression observée lors du traitement par I'étoposide pourrait s’expliquer par la légére
dédifférenciation induite par I'étoposide sur ces cellules. Ces résultats doivent étre confirmés par RT-

PCR sur des cinétiques plus fines.
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Figure 45 : Analyse par RT-PCR de I'expression d’/d1

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm Id1 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 aprés 0 ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, le gel correspondant
est présenté sous I’histogramme.

b) Les FGFs, FGFRs et leurs partenaires

La surexpression de FGF1 humain induit fortement I’expression du FGF1 endogéne murin dans
les cellules PC12 (cf. Premiers résultats — p. 156), ce qui suggere que le FGF1 est capable de réguler
sa propre expression et conforte les résultats précédémment obtenus sur la régulation du FGF1
endogene par le FGF1 recombinant (Renaud et al., 1996b). En revanche, son expression n’est pas
modifiée de fagon significative apres 8h de traitement par I'étoposide, contrairement a la répression
observée dans les fibroblastes de rat REtsAF et les cellules de neuroblastome murin N2a aprés 4h et
16h de traitement respectivement (Bouleau et al., 2005) ou a I'activation induite dans les cellules de
neuroblastome humain SH-SY5Y apres 16h de traitement (Pirou et al., 2016). Des études cinétiques
par RT-PCR réalisées au laboratoire (non publiées) avaient montré que I'étoposide ne régule pas
I’expression du FGF1 dans les cellules PC12. La surexpression de FGF1 semble induire une diminution
de I'expression du FGF2 ainsi qu’une augmentation de I'expression du FGF16, et I'ajout d’étoposide
seul semble réprimer I'expression du FGF11 et FGF20. Aucun autre FGF n’est régulé de facon

significative par le FGF1 ou I'étoposide.

Dans notre étude par RNA-Seq, I'expression du FGFR1 est augmentée par I'ajout d’étoposide
seul. RSK1 est associé en complexe avec CBP dans les cellules en prolifération, tandis qu’il interagit
avec le FGFR1 dans les cellules en prolifération. Dans notre étude, le traitement par I'étoposide

induit 'augmentation de I'expression de RSK1, or I’étoposide induit une légere dédifférenciation des



cellules PC12. On pourrait donc imaginer que cette augmentation des niveaux de FGFR1 et RSK1 en
présence d’étoposide déplace I'équilibre au détriment du programme de différenciation. Parmi les
autres récepteurs de facteurs de croissance, on peut noter que I'expression du NGFR de basse
affinité p75NTR (Ngfr) est augmentée par la surexpression de FGF1 en présence ou non d’étoposide,
et diminuée par I'ajout d’étoposide seul. En revanche I'expression du NGFR de haute affinité TrkA

(Ntrk1) n’est pas significativement modifiée.

Parmi les partenaires du FGF1, I'expression de la nucléoline (Ncl) qui régule positivement la
phosphorylation du FGF1 (recombinant internalisé) dans le noyau par la PKC6 et son export vers le
cytosol (Sletten et al., 2014), est diminuée par la surexpression du FGF1 seul dans notre étude. Ainsi,
la surexpression du FGF1 pourrait induire son accumulation nucléaire en déplagant I'équilibre vers
une absence de phosphorylation. Cependant, aucune modification de la localisation nucléaire du
FGF1 n'a été détectée en fonction de I'état phosphorylé ou non du FGF1 dans les cellules PC12. Par
contre, la phosphorylation du FGF1 régule son activité anti-apoptotique dans les cellules PC12 et SH-
SY5Y (Delmas et al., 2016; Pirou et al., 2016). Cette régulation de I'expression de la nucléoline est
donc intéressante et en accord avec nos résultats précédents, elle suggére que cela pourrait

augmenter l'activité anti-apoptotique du FGF1.

L'interaction du FGF1 avec la kinase CK2 corréle avec son activité mitogénique (Skjerpen et al.,
2002b). La protéine CK2 est constituée d’un hétérotétramere de deux chaines a et deux chaines B.
Dans notre étude par RNA-Seq et de fagon surprenante, celles-ci semblent étre régulées de fagon
opposée par I'étoposide, qui induit une augmentation de I'expression de la chaine B et une

répression de la chaine a.

c) Laréqulation de la survie

L'expression de p53 n’est pas modifiée, en revanche I'expression de p73 est diminuée par la
surexpression du FGF1 et augmentée par le traitement a I'étoposide, ce qui est cohérent avec le fait
que p73 soit une cible transcriptionnelle de p53 d’'une part, et que son expression soit
transcriptionnellement régulée par I'induction de dommages a ’ADN (Chen et al., 2001). Parmi les
génes cibles de p53, I'expression de PUMA (Bbc3) est diminuée par la surexpression de FGF1 en
présence ou non d’étoposide, et augmentée par I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant
ou non le FGF1. En revanche I'expression de NOXA (Pmaip1) n’est pas modifiée. L'expression d’autres
BH3-only comme BAD, BID et BIK n’est pas modifiée dans nos conditions, excepté pour BAD dont
I’expression est augmentée par |'ajout d’étoposide seul. L'expression de MDM2 est augmentée par
I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant le FGF1, ce qui est cohérent avec son role

d’inhibiteur de p53 et avec les précédents résultats du laboratoire obtenus dans les fibroblastes de



rat REtsAF (Bouleau et al., 2005). En revanche nous n’observons pas d’augmentation significative de
son expression suite au traitement par I'étoposide. Méme si cette augmentation est maximale apres
16h de traitement a I'étoposide dans les cellules PC12 (Bouleau et al., 2007) et que nous ne sommes
ici qu’a 8h d’induction de p53, elle est normalement visible dés 4h et nous ne nous expliquons pas
cette incohérence. D’autre part, nous n’avions précédemment pas observé de régulation de
I’'expression de MDM2 aprés 24h de traitement par le rFGF1 extracellulaire dans les cellules PC12
(Bouleau et al., 2007), cependant la surexpression de FGF1 intracellulaire induit une forte répression
de I'expression de MDM?2 dans notre étude. Les résultats obtenus par RNA-Seq pour les régulations
de l'expression de MDM?2 sont en désaccord avec nos précédentes études (Bouleau et al., 2005,

2007) et nous n'avons pour l'instant aucune explication pour ces résultats surprenants.

L'expression des membres anti-apoptotiques comme BCL-2 ou BCL-x, n’est pas régulée dans nos
conditions, a I'exception de la diminution de I'expression de BCL-x, induite par I'ajout d’étoposide

dans des cellules surexprimant le FGF1.

Parmi les effecteurs de I'apoptose, I'expression de BAK n’est pas modifiée dans nos conditions.
L'expression de BAX et BOK est diminuée par la surexpression de FGF1 seule, et de facon surprenante
I'expression de BOK est diminuée par I'ajout d’étoposide seul. La diminution de la transactivation de
BAX par p53 dans un contexte de surexpression du FGF1 avait déja été observée dans un autre type

cellulaire de rat, les fibroblastes REtsAF (Bouleau et al., 2005).

Les régulations observées sont globalement en accord avec les réles pro- ou anti-apoptotiques
des genes étudiés. L'absence de modifications d’expression de régulateurs majeurs comme par
exemple BCL-2 ou NOXA peut s’expliquer par le temps de traitement choisi (8h d’étoposide), et

nécessite I'’étude de leur expression a des temps différents, a I'aide d’une cinétique plus fine.

d) La différenciation

La surexpression de FGF1"" dans les cellules PC12 induit leur différenciation en cellules
neuronales de type sympathique. GAP43 (Growth Associated Protein 43) est une protéine axonale,
marqueur de la différenciation neuronale en général, et des cellules PC12 en particulier (Costello et
al., 1990; Yankner et al., 1990). Dans notre étude par RNA-Seq, son expression est augmentée par la
surexpression de FGF1, et diminuée par I'ajout d’étoposide, de la méme fagcon que I'expression du
neurofilament (NF) de 160 kDa (medium, Nefm) (Figure 46A), ce qui corréle avec le phénotype
différencié induit par le FGF1 et la légere dédifférenciation induite par I'ajout d’étoposide. L’analyse
par RT-PCR de I'expression de GAP43 (Figure 46B) est en accord avec la régulation induite par

I’étoposide. En revanche et de facon surprenante, la surexpression du FGF1"" semble au contraire



induire une diminution de son expression, tout comme pour NF-160 kDa (Figure 46C). Ces résultats

doivent étre confirmés par des cinétiques plus fines.

NOS1 (Nitric Oxide Synthase 1 ou nNOS pour neuronal NOS) est requis pour la croissance
neuritique des cellules PC12 (Phung et al., 1999), or dans notre étude son expression semble
diminuée par la surexpression de FGF1. En revanche, l'expression de GFAP (marqueur de
différenciation gliale), des NCAM1-2 (Neural Cell Adhesion Molecule), des neurofilaments légers et
lourds (Nefl et Nefh, respectivement 70 kDa et 200 kDa) et de Thyl (THYmocyte differentiation

antigen 1, marqueur de différenciation neuronal) n’est pas modifiée dans nos conditions.

Dans notre étude par RNA-Seq ou RT-PCR, I'expression du FGF1 est induite pendant 48h avant le
traitement par I'étoposide ainsi qu’au cours de celui-ci. Les cellules présentent alors des extensions
neuritiques qui commencent a s’établir en réseau. Cependant la différenciation maximale des clones
surexprimant le FGF1 est atteinte au bout de cinqg jours de surexpression du FGF1, il serait alors
intéressant d’étudier I'expression de ces différents marqueurs de différenciation tout au long de

cette cinétique, certains ne s’exprimant qu’apreés différenciation terminale.
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Figure 46 : Analyse par RT-PCR de I’expression de GAP43 et NF-160 kDa

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm GAP43 et C: de NF-160 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées
et un clone stable surexprimant le FGF1 aprés 0 ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N =1, les
gels correspondants sont présentés sous les histogrammes.



e) Lavoie de signalisation JAK/STAT

La voie de signalisation JAK/STAT implique la famille des kinases JAK (Janus Kinase) qui comprend
quatre membres chez les mammiferes (JAK1-3 et TYK2 pour Tyrosine Kinase 2), et la famille des
facteurs de transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) comprenant sept
membres chez les mammiferes (STAT1-4, STAT5A, STATSB et STAT6). Les kinases JAKs sont activées
suite a la liaison de cytokines ou facteurs de croissance a leurs récepteurs membranaires et
phosphorylent les STATs cytoplasmiques, induisant leur translocation au noyau sous forme de
diméres. Les diméres de STATSs nucléaires se lient a leurs séquences cibles et vont activer ou réprimer
I’expression d’un grand nombre de genes cibles, et ainsi réguler la prolifération, la différenciation, la
survie cellulaires ou encore I'apoptose (Harrison, 2012; Rawlings et al., 2004). La phosphorylation
constitutive des STATs est une caractéristique d’un grand nombre de lignées cellulaires cancéreuses
humaines ou de tumeurs primaires, et la suractivation des JAKs a également été impliquée dans la
tumorigenese (Pesu et al., 2008; Yu and Jove, 2004). Les kinases JAK1, JAK2 et TYK2 médient I'effet
chimioprotecteur du FGF2 vis-a-vis du cisplatine dans une lignée cellulaire d’ostéosarcome,

indépendamment de STAT1, STAT3 ou STAT5A/B (Carmo et al., 2011).

Dans notre étude par RNA-Seq, la surexpression seule de FGF1 semble activer I'expression de
Jak1, Stat5b et Stat6. L'étoposide seul diminue I'expression de Stat6 mais active celle de Jak3. L’ajout
d’étoposide dans des cellules surexprimant le FGF1 diminue fortement I'expression de Jakl et
augmente celle de Jak3 (Figure 47A). L’expression des autres membres de la voie ne semble pas étre
significativement régulée. L’analyse par RT-PCR de l'expression de Jakl sur des cinétiques plus
étendues confirme la répression de Jakl induite par I'étoposide dans les cellules surexprimant le
FGF1, ainsi que dans les cellules contrdle (non significatif dans le RNA-Seq), et ce dans deux clones
indépendants surexprimant une forme taggée ou non du FGF1"" (Figures 47B et C). L’augmentation
de I'expression de Jak1 par la surexpression du FGF1 n’était en revanche pas suffisamment marquée
dans toutes les séries pour étre significative, ces expériences demandent donc a étre répétées. Il
serait également intéressant de vérifier I'activation des différents membres de cette voie en

analysant leur phosphorylation par Western-blot.
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Figure 47 : Analyse par RT-PCR de I’expression de JAK1

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm JAK1 par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone stable
surexprimant le FGF1 apres 0, 8h ou 16h de traitement par |'étoposide (éto). N = 1, le gel
correspondant est présenté sous I’histogramme. C : Quantification des ARNm JAK1 par RT-PCR dans
les cellules Controle transfectées par un vecteur vide, ou un clone surexprimant la forme taggée du
FGF1WTV*™M=  Les histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes, les
barres d’erreur correspondent a la SEM. ** : p<0,01; *: p<0,05.

f) Lavoie de signalisation Wnt

La voie de signalisation Wnt est impliquée dans le développement embryonnaire, et des
altérations de cette voie sont corrélées a la tumorigenése (Anastas and Moon, 2012). Dans la voie
canonique, la liaison du ligand Wnt a ses récepteurs membranaires (familles Frizzled et LRP, pour
Lipoprotein Receptor-related Protein) induit I'accumulation cytosolique puis la translocation
nucléaire de la B-caténine qui joue alors un réle de co-facteur auprés des facteurs de transcription
TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancing Factor). La protéine APC (Adenomatosis Polyposis Coli)
fait partie du complexe de dégradation de la B-caténine, activé en absence de liaison de Wnt a ses
récepteurs. Dans notre étude, I'expression d’APC est augmentée par la surexpression du FGF1, et
diminuée par 'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant ou non le FGF1. L'expression du

ligand Wnt7a est augmentée par I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant ou non le FGF1,



mais n’est pas modifiée par la surexpression du FGF1. Dans les cellules PC12, il a été montré que
Wntl pouvait inhiber la différenciation induite par le NGF (Chou et al., 2000; Shackleford et al.,
1993), cependant son expression n’est pas régulée dans notre modele. Pour rappel, I'inhibiteur de la
voie Wnt Dkk3 fait partie des genes identifiés par I'approche globale et dont I'expression est
positivement régulée par le FGF1"" en présence d’étoposide (cf. Dkk3 — p. 165). Il serait intéressant
de vérifier I'activation ou l'inactivation de cette voie en transfectant un gene-rapporteur de TCF
(TOPFLASH, (Korinek, 1997)) dans les cellules PC12 traitées ou non par |'étoposide et surexprimant

ou non le FGF1 et en analysant la production de luciférase.

g) Lavoie de signalisation PI3K/Akt/mTOR

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR est un régulateur important de la survie cellulaire, par
exemple dans les neuroblastomes (cf. L’inhibition de la voie de survie PI3K/Akt/mTOR — p. 86). Les
kinases PI3K sont subdivisées en trois classes |, Il et Ill. Les PI3K de la classe | sont des dimeéres
comportant une sous-unité catalytique ainsi qu’une sous-unité régulatrice, tandis que les PI3K de la
classe Il moins connues sont des monomeres dépourvus de sous-unité régulatrice, et que la classe lll
ne comporte qu’un seul membre (Thorpe et al., 2014). Dans notre étude par RNA-Seq, |'expression
de la PI3K de classe Ill (Pik3c3) n’est pas régulée, tandis que I'étoposide induit I'augmentation de
I’expression de la kinase de classe Il PI3K-C2B (Pik3c2b) ainsi que de la sous-unité régulatrice (Pik3r5)
de la kinase de classe IB. La surexpression du FGF1 induit 'augmentation de I'expression des sous-
unités régulatrices des kinases a et y de la classe IA (respectivement Pik3r1 et Pik3r3). Parmi les trois
membres de la famille de la kinase Akt (Akt1-3), seule I'expression d’Akt3 est diminuée par I'ajout
d’étoposide, tandis que celle des deux autres membres n’est pas modifiée. L'expression de
I’'oncosuppresseur PTEN, régulateur négatif de la voie de survie PI3K/Akt, n’est pas modifiée par la
surexpression de FGF1 mais est diminuée par I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant ou
non le FGF1. Les régulations transcriptionnelles induites par I'étoposide ou le FGF1 observées pour
PI3K, Akt et PTEN doivent étre vérifiées par RT-PCR. Cependant il semble nécessaire d’analyser I'état
d’activation des différents acteurs de cette voie par Western-blot afin de vérifier s’ils correlent avec

les régulations transcriptionnelles observées.

h) Le cytosquelette

Les lamines A/C, B1 et B2 participent a la structure de I'enveloppe nucléaire. Leur expression
peut étre altérée dans certains types de cancers (Chow et al., 2012). La surexpression des lamines
A/C est par exemple un biomarqueur de risque dans le cancer colorectal (Willis et al., 2008), et ont
été identifiées comme partenaires potentiels du FGF1 (Bober et al., 2016). Dans notre modele, la

surexpression du FGF1 induit 'augmentation de I'expression des lamines A/C. L’ajout d’étoposide



dans des cellules surexprimant ou non le FGF1 induit la diminution de I’expression des lamines A/C et

B1, tandis que I'expression des lamines B2 n’est pas modifiée.

Les annexines sont des protéines majoritairement cytosoliques existant sous forme soluble ou
associées avec une grande variété de partenaires comme des protéines du cytosquelette ou médiant
I'interaction cellule-matrice extracellulaire, et sont régulées par le Ca** (Moss and Morgan, 2004).
Anxal (pour Annexine Al) est un gene dont I'expression est dérégulée dans un grand nombre de
cancers, pouvant agir comme oncosuppresseur ou oncogene selon les types cellulaires considérés
(Guo et al., 2013). L’annexine |l (Anxa2) est impliquée dans le complexe de sécrétion atypique du
FGF1 (Prudovsky et al., 2013), dans la régulation de la signalisation du récepteur a 'EGF et de son
trafic intracellulaire (Grewal and Enrich, 2009). Dans les cellules PC12, son expression est augmentée

apres 8h de traitement par le NGF (Akiyama et al., 2006).

Dans notre étude, I'expression d’Anxa2 est augmentée en présence de FGF1 et diminuée par
I'ajout d’étoposide en présence de FGF1 (Figure 48A). L'expression de I'annexine | (Anxal) est 'une
des plus fortement augmentée par la surexpression de FGF1, avec ou sans étoposide, et est diminuée
par l'ajout d’étoposide dans un contexte de surexpression du FGF1 (Figure 48A). De facon
surprenante, I'analyse de I’expression de I'annexine | par RT-PCR est en forte contradiction avec ces
résultats : la surexpression de FGF1"' induit au contraire une forte diminution de I'expression
d’Anxal (Figure 48B). De nouvelles analyses de I'expression d’Anxal sont nécessaires afin de pouvoir
trancher sur sa régulation, a I'aide d’une cinétique plus fine. Il faudra également vérifier si les reads
identifiés comme correspondants a Anxal dans le RNA-Seq sont répartis de fagon homogene sur la
séquence du gene et si la séquence amplifiée par RT-PCR suit la tendance de I'ensemble des reads
attribués a Anxal. Si ce n’est pas le cas, les différences observées pourraient alors étre expliquées

par un épissage alternatif qui n’avait pas été décrit.
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Figure 48 : Analyse par RT-PCR de I’expression d’Anxal

A : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non significatif). B :
Quantification des ARNm Anxal par RT-PCR dans les cellules PC12 non transfectées et un clone
stable surexprimant le FGF1 apres O ou 16h de traitement par I'étoposide (éto). N = 1, le gel
correspondant est présenté sous I’histogramme.

i) Lecycle cellulaire

p53 régule le cycle cellulaire en activant I'expression de p21 (Cdknla). Dans notre étude par RNA-
Seq, I'expression de p21 est diminuée par la surexpression de FGF1 seule, et augmentée par I'ajout
d’étoposide dans des cellules surexprimant ou non le FGF1l. La régulation des ARNm p21 par
I'étoposide seul avait déja été caractérisée a 8h dans les cellules REtsAF et les cellules PC12, et est
cohérente avec le fait que p21 est un gene cible de p53. Par contre, la surexpression du FGF1 ne
semblait pas réguler cette transactivation et aucune régulation par le FGF1 seul n'avait été
précédemment montrée (Bouleau et al., 2005; Delmas et al., 2016). Ces régulations doivent étre

vérifiées par RT-PCR sur différentes cinétiques (courtes et longues).

La progression dans le cycle cellulaire est régulée par les complexes cyclines/CDK. Dans les
cellules PC12, le traitement par le NGF induit une diminution du niveau protéique des CDK1, 2, 4 et 6
ainsi que de la cycline B1, et une augmentation du niveau protéique de la cycline D1 (Yan and Ziff,
1995). Dans notre étude par RNA-Seq, le FGF1 induit I'augmentation de I'expression des cyclines D1
et E2. L'activation de p53 par ajout d’étoposide induit la diminution de I'expression des CDK1, 4 et 6

et des cyclines A2, B1 et D3 ainsi que I'augmentation de I'expression de la cycline D1.
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Figure 49 : Modifications transcriptionnelles des acteurs du cycle cellulaire

A: Les complexes CDK4/Cycline D et CDK2/Cycline E régulent la transition G;/S. Les complexes
CDK1/Cycline B et CDK2/Cycline A régulent la transition G,/M, cette derniére est également inhibée
par GADDA45. B : Rappel des fold-changes (FC) significatifs (p < 0,01) obtenus par RNA-Seq (ns : non
significatif). Les protéines codées par les génes les plus fortement régulés (Gadd45, Cdk1, CycA2 et
CycB1) sont encadrées en rouge en A.

Les régulations les plus importantes sont observées pour Cdk1, CycA2 et CycB1 (Figure 49A et B,
encadrés en rouge), dont I'expression est fortement diminuée en présence d’étoposide. Ces genes
sont impliqués dans la transition G,/M (Figure 49A), ce qui suggére que dans les cellules PC12, I'ajout
d’étoposide induirait un arrét du cycle en phase G,/M. Cela est corrélé a I'augmentation de
I'expression de Gadd45, cible transcriptionnelle de p53, observée lors de I'activation de p53 par
I'ajout d’étoposide. GADD45 induit I'arrét du cycle en phase G,/M (Wang et al., 1999; Zhan et al.,
1999). De fagon intéressante, le FGF1 induit une augmentation plus importante que I'étoposide de
I'expression de Gadd45, suggérant que le FGF1 provoque un arrét en phase G,/M pour sortir les
cellules du cycle cellulaire et entrer en différenciation (Figure 49A et B). Il serait trés intéressant
d’étudier le cycle cellulaire dans les cellules PC12, malheureusement le phénotype de différenciation
induit par le FGF1 rend impossible leur analyse par cytométrie en flux. Si des régulations semblables
sont retrouvées dans les cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y, nous pourrons alors les vérifier

par cytométrie en flux.

En conclusion, notre étude par RNA-Seq semble confirmer les régulations par le FGF1 de
I'expression de facteurs de transcription comme EGR-1 ou Jun/Fos précédemment décrites dans
d’autres types cellulaires. Elle nous permet également de nous intéresser par exemple aux voies
JAK/STAT ou Wnt dont la régulation par le FGF1 est trés peu décrite, et encore moins par le FGF1

intracellulaire donc indépendamment de la voie de signalisation des FGFRs. Nous pourrions



également nous intéresser aux protéines nucléaires dont I'expression est régulée par le FGF1 et/ou
I’étoposide. En effet I'activité anti-apoptotique du FGF1 requiert sa nucléarisation, c’est la raison
pour laguelle nous nous sommes notamment intéressés aux familles de facteurs de transcription.
Notre étude ne nous permet pas de dire si les régulations induites par le FGF1 sont directes ou non
puisque nous avons utilisé un temps d’induction du FGF1 long (56h), mais nous pourrons faire des
études cinétiques plus fines grace au promoteur inductible a la dexaméthasone. Nous n’avons
toutefois pas pu identifier beaucoup de régulations transcriptionnelles associées a la différenciation,
ce qui peut s’expliquer par un temps d’induction de I'expression du FGF1 court relativement au
processus de différenciation. L’étude de ces marqueurs devra se faire a des temps plus longs (5 jours
ou plus) afin de pouvoir observer les régulations de marqueurs n’apparaissant qu’apres

différenciation terminale par exemple.
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| Activités intracellulaires des différentes formes mutantes du FGF1

Les différentes équipes ayant étudié les activités du FGF1 se sont essentiellement intéressées au
FGF1 recombinant (rFGF1) extracellulaire, dont I'activité est médiée par la voie des récepteurs FGFRs
ou bien par son internalisation via les FGFRs. En revanche, les activités du FGF1 intracellulaire et donc
indépendantes des FGFRs sont tres peu décrites, bien qu’il s’agisse vraisemblablement de son
mécanisme d’action majoritaire puisqu’il n’est sécrété que dans des conditions de stress bien

particuliéres (hypoxie, choc thermique...).

Le laboratoire s’intéresse aux activités et mécanismes d’action du FGF1 intracellulaire depuis
plusieurs années, et en particulier a ses interactions avec la voie intrinséque de I'apoptose médiée
par I'oncosuppresseur p53 suite par exemple a I'induction de dommages a I’ADN. En effet, le FGF1
est un oncogéne qui est impliqué dans la régulation de processus biologiques comme I'angiogeneése,
la différenciation cellulaire, la prolifération cellulaire ou la régulation de la survie. Notre équipe a pu
montrer que le rFGF1 extracellulaire ainsi que le FGF1 intracellulaire possédaient des activités
neurotrophique et anti-apoptotique vis-a-vis de I'apoptose dépendante de p53 dans deux modeles
cellulaires de rat, des fibroblastes (cellules REtsAF) et des cellules de type neuronal (cellules PC12)
(Bouleau et al., 2005, 2007; Renaud et al., 1996b). Dans les cellules PC12, I'activité neurotrophique
du rFGF1 extracellulaire dépend de l'induction de I'expression du FGF1 endogene (Renaud et al.,
1996b), et les activités neurotrophique et anti-apoptotique du FGF1 intracellulaire requiérent sa
nucléarisation (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). Les mécanismes d’action du FGF1 intracellulaire
ne sont pas connus. Or la phosphorylation du FGF1 sur son résidu Ser130 par la PKC6 a lieu dans le
noyau (Wiedlocha et al., 2005), et pourrait ainsi étre un mécanisme de régulation de ses activités

neurotrophique et anti-apoptotique.

Le FGF1 posséde quatre promoteurs alternatifs tissu-spécifiques (Chiu et al., 2001), I'un des
mieux caractérisés étant le promoteur 1B qui permet son expression dans le systéeme nerveux central
ou le FGF1 est fortement exprimé durant l'organogenése par exemple (Fu et al, 1991). La
surexpression du FGF1 est associée a des cancers du systéme nerveux comme les gliomes ou les
astrocytomes (Maxwell et al., 1991; Takahashi et al., 1990). Bien que son réle de facteur de survie
soit bien connu et soit une de ses principales activités, celle-ci n’a pourtant jamais été étudiée dans
des tumeurs neuronales. Probablement parce que le niveau basal d’expression du FGF1 est faible : a
moins d’une concentration préalable sur héparine-sépharose, le FGF1 endogéne n’est pas détectable
par Western-blot avec les anticorps actuellement disponibles. Les variations de son expression sont
également relativement faibles, le traitement par rFGF1 recombinant induit une augmentation d’un

facteur 2 de I'expression du FGF1 endogene dans les cellules PC12 et SH-SY5Y, et sa surexpression



constitutive dans les cellules PC12 augmente son expression d’un facteur 5 (Renaud et al., 1996b), ce
qui est pourtant suffisant pour induire une activité neurotrophique et/ou anti-apoptotique (Pirou et
al., 2016; Renaud et al., 1996b) mais peut expliquer pourquoi le FGF1 n’est que trés rarement retenu
lors de cribles transcriptomiques de tumeurs, a moins d’étre spécifiquement recherché. De plus, des
études d’'immunohistochimie visant a déterminer la localisation des candidats identifiés dans des
cribles de grande ampleur au sein des tumeurs et dans les tissus environnants peuvent étre menées,
et I'absence d’anticorps commercial anti-FGF1 efficace en immunodétection empéche alors I'étude
approfondie du FGF1 et participe a expliquer qu’il soit peu étudié ou en tout cas peu publié. Le
décryptage des mécanismes d’action du FGF1 dans ces tumeurs neuronales pourrait aider a la
compréhension du role que joue le FGF1 dans d’autres types de cancers. En effet, la surexpression du
FGF1 peut également étre corrélée a une chimiorésistance et/ou a une agressivité tumorale accrue
dans le cancer de la prostate, du sein ou des ovaires (Dorkin et al., 1999; Slattery et al., 2013; Smith

etal., 2012).

p53 est un oncosuppresseur muté dans plus de la moitié des cancers humains, mais I'est trés
rarement dans les neuroblastomes (Wolter et al., 2010). En revanche, I'oncogene MYCN est amplifié
dans 20% des neuroblastomes, ce qui peut étre associé a une surexpression de MDMZ2, un inhibiteur
clé de p53 (Schwab, 2004; Tweddle et al., 2003). La voie p53 peut alors étre inhibée en amont de
I'activation de p53, mais des études combinant l'activation de p53 par induction de stress
génotoxique et l'inhibition de voies de survie ont montré que la voie p53 était fonctionnelle dans
beaucoup de lignées de neuroblastome étudiées. Cependant le réle du FGF1 intracellulaire n’avait
jamais été étudié dans ce modele. La caractérisation des mécanismes de son activité anti-
apoptotique indépendante des voies de signalisation classiques induites par I’activation des FGFRs

pourrait fournir de nouvelles cibles thérapeutiques a la lutte contre le cancer.

1- Les activités intracellulaires du FGF1"'

Le FGF1"" protége de I'apoptose dépendante de p53 les fibroblastes de rat REtsAF, ainsi que les
cellules de phéochromocytome de rat PC12 (Bouleau et al, 2005, 2007) et les cellules de
neuroblastome humain SH-SY5Y (Pirou et al., 2016). Dans les cellules PC12, le FGF1 possede
également une activité neurotrophique : il induit la survie de ces cellules en absence de sérum, ainsi
que leur différenciation en neurones de type sympathique (Bouleau et al., 2007; Renaud et al.,
1996b). Dans les cellules SH-SY5Y, le FGF1 recombinant ou intracellulaire inhibe I'apoptose
dépendante de p53 en amont des événements mitochondriaux en diminuant I'activation de p53
(phosphorylation sur son résidu Serl5) ainsi que le niveau protéique de la protéine pro-apoptotique

PUMA, cible transcriptionnelle de p53. Cela résulte en une diminution de la dépolarisation de la



membrane mitochondriale, une diminution de I'activation de la caspase-3 et finalement une
augmentation de la viabilité cellulaire comparé au témoin non traité ou ne surexprimant pas le FGF1

(Pirou et al., 2016).

Dans les cellules PC12, I'activité de différenciation du FGF1 intracellulaire est indépendante de la
voie des FGFRs. En effet, la différenciation induite par la surexpression de FGF1 intracellulaire n’est
pas affectée par le traitement par un inhibiteur de la phosphorylation des FGFRs (PD173074). En
revanche, la différenciation induite par le rFGF1 extracellulaire est inhibée par ce traitement ou par
I'ajout d’un anticorps neutralisant le FGF1 dans les cellules PC12 natives (Delmas et al., 2016). Le
laboratoire avait également montré que le rFGF1 extracellulaire active I'expression du FGF1
endogene et que celle-ci est requise pour I'activité neurotrophique du rFGF1 extracellulaire (Renaud
et al., 1996b). Le rFGF1 extracellulaire peut étre internalisé dans le cytosol en se liant aux FGFRs
activés (Citores et al., 1999; Wiedlocha et al., 1995) puis étre transloqué dans le noyau ou il pourrait
participer a une boucle de rétrocontréle positif en activant sa propre expression. Ainsi I'inhibition de
la différenciation induite par le rFGF1 dans les cellules PC12 natives observée en présence
d’inhibiteur de la phosphorylation des FGFRs pourrait refléter I'incapacité des FGFRs inactivés a
internaliser le FGF1 et a activer son expression. Dans les cellules SH-SY5Y, l'ajout de rFGF1
extracellulaire dans le milieu de culture induit 'augmentation de I'expression du FGF1 endogene
(Pirou et al., 2016), de fagon similaire aux cellules PC12 (Renaud et al., 1996b). Notre étude par RNA-
Seq a montré que la surexpression de FGF1 humain induisait également une augmentation de
I’expression du FGF1 endogene de rat. Ces résultats viennent donc conforter I’hypothése que les
activités neurotrophique et potentiellement anti-apoptotique du FGF1 sont médiées par une voie
d’action intracrine dans les cellules PC12 et SH-SY5Y. |l est a noter qu’un long pré-traitement par le
rFGF1 de 12 a 24h est requis pour pouvoir observer une activité anti-apoptotique dans ces lignées, ce
qui pourrait suggérer |'existence de régulations transcriptionnelles plutét qu’'un mécanisme de
signalisation direct. Pour le vérifier, il faudrait traiter par le rFGF1 des cellules transfectées par des
siRNA dirigés contre ’ARNm du FGF1. Si notre hypothéese est correcte, nous ne devrions alors plus

observer de protection contre I'apoptose dépendante de p53.

De fagon surprenante, I'expression du FGF1 endogene est également augmentée par 'activation
de p53 apres 16h de traitement par I'étoposide dans les cellules humaines SH-SY5Y. En effet,
I'expression du FGF1 est réprimée par p53 dans des fibroblastes de rat (Bouleau et al., 2005), tout
comme celle du FGF2 dans des lignées de glioblastome ou d’hépatocarcinome (Ueba et al., 1994).
Dans une lignée primaire humaine de fibroblastes de peau, p53 réprime I’expression du FGF2 par un
mécanisme post-traductionnel indépendant de son activité transcriptionnelle (Galy et al., 2001b).

Dans ce dernier cas, p53 se fixe a ’ARNm du FGF2 et induit un changement conformationnel de



I’ARNm inhibant la formation du ribosome 80S et bloquant ainsi sa traduction (Galy et al., 2001a).
Dans les cellules PC12, des données non publiées du laboratoire ainsi que I'étude par RNA-Seq n’ont
montré aucune régulation de I'expression du FGF1 par p53. Il est possible que les différents
promoteurs du FGF1 puissent étre régulés différemment par p53. Les promoteurs activés different
selon le type cellulaire, ce qui expliquerait I'observation de régulations opposées. De plus, plusieurs
promoteurs peuvent étre activés au sein d’'un méme type cellulaire, comme c’est le cas par exemple
dans des cellules épithéliales mammaires (Renaud et al., 1996a), et la variation d’expression
observée serait alors le résultat de la balance des régulations des différents promoteurs activés. Une
étude par RT-PCR doit étre menée dans les différentes lignées REtsAF, PC12 et SH-SY5Y afin de
déterminer quel est le promoteur utilisé pour I'expression du FGF1 endogéne, en utilisant des
amorces spécifiques de chacun des exons alternatifs. Dans les cellules PC12, I'exploitation des
résultats du RNA-Seq devra nous permettre de répondre a cette question. Il est également possible
gu’il existe un biais de sélection dans les cellules SH-SY5Y : les cellules dont I'expression du FGF1 est
augmentée sont plus résistantes a I'apoptose et on observe donc une augmentation des cellules
surexprimant le FGF1 dans la population cellulaire sur des temps longs d’activation de p53. Pour le
vérifier, il faudrait étudier I'effet de I’étoposide sur I'expression du FGF1 a des temps plus courts pour
observer les régulations ayant lieu avant la mort des cellules les plus sensibles. Par exemple 4h ou 6h,
la répression du FGF1 par I'étoposide étant transitoire et maximale a 4h dans les cellules REtsAF et

plus détectable aprés 12h (Bouleau et al., 2005).

Contrairement a ce qui a été observé dans les cellules PC12 ou SH-SY5Y, le rFGF1 extracellulaire
ne protege pas les cellules de neuroblastome de souris N2a de I'apoptose dépendante de p53 et
n’induit pas d’augmentation de I'expression du FGF1 endogene dans ces cellules. Cela pourrait laisser
penser que I'activité anti-apoptotique du rFGF1 dépend en réalité de I'action du FGF1 endogene dans
les cellules N2a. En effet, le traitement de ces cellules par le FGF2 active les MAPK ce qui indique que
la voie des FGFRs est fonctionnelle dans ces cellules (Hwangpo et al., 2012). Or la surexpression de
FGF1 intracellulaire ne confére pas non plus de protection vis-a-vis de I'apoptose dépendante de p53
dans les cellules N2a, ce qui suggére que certains mécanismes de régulation du FGF1 et de ses
fonctions sont absents de ces cellules. Il pourrait par exemple manquer un acteur nécessaire a la
nucléarisation du FGF1 pour induire la régulation du FGF1 endogéene et son activité anti-apoptotique.
Indépendamment de sa nucléarisation, il pourrait également manquer un partenaire cellulaire
nécessaire a son activité anti-apoptotique, comme un facteur de transcription par exemple. On peut
également imaginer qu’un régulateur négatif de I'activité du FGF1 soit surexprimé dans ces cellules,
comme par exemple la PKC& ou la nucléoline qui régulent la phosphorylation du FGFL1.

L'hyperphosphorylation du FGF1 inhiberait son activité anti-apoptotique tout comme dans les



cellules PC12 et SH-SY5Y (Delmas et al., 2016; Pirou et al., 2016). Nous pourrions le vérifier en
analysant I'activité du mutant non phosphorylable FGF1**°* dans les cellules N2a. Il est donc
indispensable de poursuivre I'étude des mécanismes d’action du FGF1 sur les cellules N2a en
paralléle de la lignée humaine de neuroblastome SH-SY5Y pour pouvoir identifier les différences
d’activation de voies de signalisation ou d’interactions du FGF1. Enfin, a notre connaissance il
n‘existe a ce jour aucune étude de l'expression du FGF1 dans un échantillon de tumeurs
neuroblastiques. 1l est indispensable de réaliser une collaboration avec une équipe de
bioinformaticiens capable de réaliser une méta-étude des analyses transcriptomiques déja réalisées
sur les neuroblastomes afin d’étudier I'expression du FGF1 dans ces tumeurs neuronales, et vérifier si
elle pourrait corréler avec une augmentation de la progression tumorale et/ou la chimiorésistance,
comme c’est le cas dans d’autres types de cancers. Dans ce cas, des thérapies basées sur des siRNA

stables ciblant ’ARNm du FGF1 pourraient étre envisagées.

2 - La nucléarisation du FGF1 est requise pour son activité anti-apoptotique

Une précédente étude du laboratoire a démontré que la nucléarisation du FGF1 était requise
pour ses activités neurotrophique et anti-apoptotique dans les cellules PC12 (Rodriguez-Enfedaque
et al., 2009). En effet, la forme du FGF1 cytoplasmique délétée de sa séquence de nucléarisation
(FGF1°N“) n’est plus capable d’induire la différenciation neuronale, la survie sans sérum ou de

protéger les cellules PC12 de I'apoptose dépendante de p53.

Dans les cellules humaines SH-SYSY, le FGF1*™ ne posséde pas non plus d’activité anti-
apoptotique, suggérant que la nucléarisation du FGF1 est un mécanisme de régulation majeur de son
activité et conservé dans deux types cellulaires et organismes différents. Il est intéressant de noter
que parmi les partenaires établis ou putatifs du FGF1 se trouvent des protéines nucléaires ou
nucléarisables comme la nucléoline (Sletten et al., 2014), les lamines A/C (Bober et al., 2016) ou

encore p53 (qui n’interagit pas avec le FGF1*""

cytosolique) (Rodriguez-Enfedaque et al., 2009). De
plus, le FGF1"" inhibe une partie des activités transcriptionnelles de p53 dans les cellules REtsAF
(inhibition de la transactivation de BAX), ainsi que dans les cellules PC12 (inhibition de la
transactivation de PUMA et NOXA). Enfin, une expérience préliminaire de sous-fractionnement
nucléaire dans les cellules PC12 réalisée au laboratoire montrait que le FGF1 semblait étre détecté

dans la fraction des protéines fortement liées a I’ADN comme le facteur de transcription TFIID.

Ces différents éléments nous ont amené a émettre I’hypothése que les activités intracellulaires
du FGF1 et notamment son activité anti-apoptotique pouvaient étre médiées par une voie d’action
nucléaire ou le FGF1 agirait comme un facteur ou co-facteur de transcription, de facon dépendante

ou non de p53. Le FGF1 pourrait ainsi fonctionner de fagon semblable au VEGFR2 qui est capable



d’étre transloqué dans le noyau, de s’associer au facteur de transcription SP1 et de réguler sa propre
transcription en se fixant au promoteur proximal du VEGFR2 (Domingues et al., 2011), ou encore a
I'EGF et 'EGFR dont I'association a la chromatine et les activités de co-facteur de transcription
respectivement ont été décrites (Brand et al., 2013; Rakowicz-Szulczynska et al., 1986). Des
expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a I'aide d’un anticorps dirigé contre le
FGF1 sont en cours de mise au point au laboratoire afin de confirmer la liaison du FGF1 a la
chromatine dans les cellules PC12 et SH-SY5Y. Si c’est le cas, des expériences de ChIP-Seq et ChIP-PCR
seront menées afin d’identifier les cibles transcriptionnelles du FGF1 ou du complexe de transcription
dont il ferait partie. Dans ce dernier cas, des expériences de co-immunoprécipitation pour identifier

ses partenaires pourront étre réalisées, ou bien une identification par spectrométrie de masse.

3 - Mutants de nucléarisation

Dans les cellules PC12, des expériences de fractionnement subcellulaire et

ANLS

d’'immunofluorescence ont montré que la forme FGF1™"~ était cytoplasmique (Rodriguez-Enfedaque

et al., 2009). Le FGF1*""® est trés faiblement détecté dans les cellules SH-SY5Y, méme s'il faut noter

ANLS

que dans les cellules PC12 le niveau du FGF1 est toujours plus faible que celui du FGF1"". Pour

résoudre ce probleme nous pourrions utiliser la capacité du FGF1 a lier I'héparine et les HSPG, qui est

AN hour augmenter le niveau de FGF1°M" dans les fractions subcellulaires en

conservée par le FGF1
les concentrant sur des billes d’héparine-sépharose. Des problemes de pureté des fractions obtenues
nous empéchent de pouvoir conclure avec certitude sur la localisation du FGF1*" dans les cellules
SH-SY5Y. Les résultats obtenus dans d’autres séries d’expériences montrent que la détection du
FGF1*"" dans la fraction nucléaire est toujours associée & une contamination cytosolique (présence

ANLS

de tubuline), tandis que lorsque la fraction est pure le FGF1™ ~ n’est jamais détecté. Ces expériences

n‘ont pas été présentées dans I'article (Pirou et al., 2016) en raison de problémes de détection du

AN puisqu’il n’existe

témoin positif (FGF1"") ou de niveau d’expression trop faible du FGF1
actuellement pas d’anticorps anti-FGF1 qui fonctionne en immunofluorescence, et que les
expériences d’'immunofluorescence utilisant les tags V5 ou His ne sont pas efficaces, de nouvelles
mises au point du protocole de fractionnement sont nécessaires. Ces expériences pourront étre
réalisées a partir de nouvelles transfections permettant I'obtention de populations polyclonales ou

ANLS

de clones isolés présentant un niveau d’expression du FGF1 plus important dans les cellules SH-

SY5Y.

En plus de la séquence NLS1 située a son extrémité N-terminale (KKPK, appelée précédemment
NLS pour FGF1*™) |e FGF1 possede une deuxiéme séquence de nucléarisation bipartite (NLS2)

(Wesche et al., 2005) ainsi qu’une séquence d’export nucléaire dans sa région C-terminale (Nilsen et



al., 2007). Afin de résoudre ces problemes de localisation du FGF1*"" dans les cellules SH-SY5Y, nous
avons donc généré de nouvelles formes mutantes du FGF1 possédant des mutations ponctuelles
dans chacune de ces trois séquences (FGF1'™'™, FGF1"®*™ et FGF1"*™) afin de réguler le trafic
nucléo-cytoplasmique. Les mutants FGF1'™'™ et FGF1""*?™ devant nous permettre d’étudier I'activité

NEM nous permettant au contraire d’étudier

d’une forme cytoplasmique du FGF1, et le mutant FGF1
I'activité d’'une forme majoritairement nucléaire du FGF1. Nous avons étudié leur localisation

subcellulaire dans les cellules SH-SY5Y.

La forme mutante FGF1"™2™

(AA...KK) n’a jamais pu étre détectée ni dans les fractions
cytosoliques ou nucléaires, ni dans les extraits totaux, bien que les cellules soient résistantes a la
généticine utilisée comme marqueur de sélection des cellules transfectées. Cette forme mutante a
précédemment été étudiée dans les fibroblastes de souris NIH 3T3 sous sa forme recombinante, et
est capable de se lier aux FGFRs, d’activer la voie des MAPK, d’étre internalisée dans le cytosol mais
pas d’étre transloquée au noyau (Wesche et al., 2005). Des travaux en cours au sein de I'équipe
montrent que la transfection de vecteurs d’expression du FGF1"**™ dans les cellules COV434 issues
d’une tumeur ovarienne de la granulosa conduisent a une expression correcte de cette forme
mutante qui semble toutefois étre cytosolique et nucléaire dans ces cellules. Il est possible qu’un
probléme au niveau du vecteur utilisé soit la source de ce défaut d’expression. Nous quantifierons et
comparerons les niveaux d’ARNm du FGF1"**™ et du FGF1"" par RT-PCR afin de déterminer si le
probléme se situe au niveau de |'expression du vecteur ou de la stabilité de la protéine dans ces
cellules. Dans ce dernier cas, une nouvelle mutagenese dirigée pourra étre réalisée afin de muter les
lysines en position 126 et 127 (KK..AA) en faisant I'hypothése que cette nouvelle mutation
n’influence pas la stabilité du FGF1 dans les cellules SH-SY5Y. En effet, cette séquence NLS2 est
proche du domaine C-terminal du FGF1 qui contient des régions importantes pour I'activité du FGF1,
comme son site de phosphorylation (Ser130) ainsi que le résidu Lys132, déterminant pour ses
activités. D’autre part cette région est riche en acides aminés basiques et pourrait étre impliquée la
liasison du FGF1 a I'ADN. La modification de la structure tertiaire du FGF1 potentiellement
occasionnée par ces mutations pourrait donc avoir un impact important sur la stabilité de la

protéine.

Le FGF1"™™ et le FGFI"™™ sont détectés & des niveaux comparables au FGF1V" et leurs
localisations sont nucléaires et cytoplasmiques dans les cellules SH-SY5Y. Ainsi les mutations des
séquences NLS1 et NES ne semblent pas avoir d’effet sur la localisation du FGF1 dans les cellules SH-
SY5Y. Le FGF1 est une protéine de faible poids moléculaire (17 kDa, et 20 kDa pour les formes
taggées) qui peut diffuser passivement vers le noyau, ce qui pourrait expliquer en partie les résultats

observés pour ces formes mutantes. Cependant, différentes études ont montré I'efficacité de ces



mutations (FGF1*"", FGF1""'™, FGF1"®*™, FGF1"®™™) dans d’autres types cellulaires (Imamura et al.,
1990; Nilsen et al., 2007; Rodriguez-Enfedaque et al., 2009; Wesche et al., 2005). De plus, des
mécanismes d’'import nucléaire actif du FGF1 extracellulaire via sa séquence NLS1 ont été décrits. Ils
nécessitent une activité Ran-GTPase, le partenaire intracellulaire du FGF1 LRRC59 (Skjerpen et al.,
2002a) ainsi que les karyophérines al et B1 (Zhen et al., 2012). Il est possible que des mécanismes
d’import nucléaire du FGF1 différents et non encore décrits soient impliqués dans les cellules SH-
SY5Y. Nous pourrions tester I'implication de la protéine LRRC59 ainsi que des karyophérines al et B1
dans les cellules PC12 et SH-SY5Y. Nous pourrions également étudier I'effet d’'une double mutation
des séquences NLS1 et NLS2 sur la localisation subcellulaire du FGF1 dans les cellules SH-SY5Y. En ce

NEM d’autres types de mutations de cette séquence ont été réalisées

qui concerne la forme FGF1
(Nilsen et al., 2007) et devront étre testées dans les cellules SH-SY5Y afin de pouvoir étudier I'impact

d’une localisation majoritairement nucléaire sur son activité anti-apoptotique.

4 - La mutation K132E inhibe I'activité anti-apoptotique du FGF1

KI32E qui présente une affinité réduite pour

Les activités extracellulaires de la forme mutante FGF1
I’'héparine ont été étudiées par différentes équipes. Cette forme mutante présente des activités
neurotrophique et mitogénique fortement réduites par rapport a la forme sauvage (Burgess et al.,
1990; Klingenberg et al., 1999; Renaud et al., 1996b). La mutation K132E ne modifie pas la capacité
du FGF1 extracellulaire  interagir avec ses récepteurs FGFRs, ni a activer les MAPK comme le FGF1"'"
mais cette mutation inhibe I'activité neurotrophique du FGF1 dans les cellules PC12 (Renaud et al.,

1996b).

Nous avons montré que la mutation K132E inhibe I'activité anti-apoptotique du FGF1
intracellulaire dans les cellules PC12 et SH-SY5Y (Delmas et al., 2016; Pirou et al., 2016). Dans les
cellules PC12, le FGF13*%* intracellulaire ne posséde pas d’activité neurotrophique, bien qu’il soit
localisé a la fois dans le cytosol et dans le noyau (Delmas et al., 2016). Ainsi dans ces cellules, le

FGF1*"*** ne posséde aucune activité neurotrophique, qu’il agisse de fagon extra- ou intracellulaire.

Le mutant FGF1*3%

présente une affinité réduite pour I’"héparine, ce qui peut laisser penser que
cette mutation provoque une modification conformationnelle importante du FGF1. En plus d’inhiber
son interaction avec I'héparine, celle-ci pourrait empécher son interaction avec d’autres partenaires
du FGF1 impliqués dans ses activités neurotrophique et anti-apoptotique, comme par exemple des
facteurs de transcription. D’autre part, le résidu Lys132 se situe dans une région riche en acides
aminés basiques (lysines) qui pourrait tenir lieu de domaine de liaison a 'ADN du FGF1. Dans

I’hypothése ol le FGF1 agirait comme un facteur de transcription, une modification de ce domaine

abrogerait ses activités. Enfin, la Lys132 est un des sites de méthylation connus du FGF1 (Harper and



Lobb, 1988), et la mutation K132E inhibe cette méthylation. Cela suggérerait que la méthylation du
FGF1 sur son résidu Lys132 est un mécanisme de régulation de son activité neurotrophique et anti-

apoptotique.

5 - La phosphorylation du FGF1 inhibe son activité anti-apoptotique

Le résidu Lys132 se situe a proximité immédiate du site unique de phosphorylation du FGF1, le
résidu Ser130. L'équipe de Wiedlocha a montré que la phosphorylation du FGF1 sur son résidu
Ser130 par la PKCS aurait lieu dans le noyau et serait régulé par la nucléoline, partenaire du FGF1. La
phosphorylation du FGF1 pourrait induire une modification conformationnelle permettant d’exposer
sa séquence NES, ce qui stimulerait son export nucléaire puis sa dégradation dans le cytosol
(Klingenberg et al., 1998; Mascarelli et al., 1989; Sletten et al., 2014; Wiedlocha et al., 2005). Nous
avons donc choisi d’étudier I'influence de la phosphorylation du FGF1 sur ses activités en générant

S130A

une forme non phosphorylable (FGF1 ) et une forme mimant constitutivement la phosphorylation

(FGF1°"%) grace a la charge négative apportée par 'acide aspartique en position 130.

Dans les cellules PC12, la surexpression de ces deux formes est capable d’induire la formation
d’extensions neuritiques de facon comparable a la surexpression du FGF1"', suggérant que la
phosphorylation du FGF1 ne joue pas de réle dans son activité de différenciation. En revanche,
I’étude de I'activité anti-apoptotique de ces formes montre que seul le FGF1 non phosphorylé
(FGF1°"%) protege les cellules PC12 et SH-SY5Y de I'apoptose dépendante de p53, contrairement au
FGF1°"°. Ainsi, la phosphorylation du FGF1 inhibe I'activité anti-apoptotique du FGF1 et est un
mécanisme de régulation clé conservé dans deux types cellulaires et organismes différents. Puisque
d’apres Wiedlocha cette phosphorylation induit I'exportation cytosolique du FGF1, ces résultats
soulignent I'importance de la localisation nucléaire du FGF1 pour son activité anti-apoptotique. Or
dans les cellules PC12, les formes FGF1°"*% et FGF1°3?® sont localisées a la fois dans le cytosol et
dans le noyau, et nous n’avons détecté aucune différence de niveau entre ces deux formes dans la
fraction nucléaire (Delmas et al., 2016). Cela suggere que la phosphorylation du FGF1 n’influence pas
la localisation du FGF1 dans ces cellules. En revanche, il est possible que la phosphorylation du FGF1
modifie ses interactions avec d’éventuels partenaires nucléaires impliqués dans son activité anti-
apoptotique, ou qu’elle modifie ses sites de fixation chromatiniens putatifs et donc les régulations
transcriptionnelles induites pour son activité anti-apoptotique. Ses interactions avec des partenaires
impliqués dans la différenciation ou des sites de fixation régulant I'expression de genes impliqués
dans la différenciation ne seraient en revanche pas affectés. Pour le savoir, nous pourrions identifier
par spectrométrie de masse ou par co-immunoprécipitation les éventuels partenaires du FGF1 selon

son état de phosphorylation en comparant le FGF1°*** au FGF1°"*°°. Nous pourrions également



réaliser une étude comparative par RNA-Seq dans des cellules PC12 et SH-SY5Y exprimant le
FGF1°* ou le FGF1°"% afin de vérifier si la phosphorylation du FGF1 induit une modification de ses
régulations transcriptionnelles (directes ou indirectes). Dans les cellules SH-SY5Y, la forme

B30 ha protege pas les cellules de I'apoptose dépendante de p53 et semble

phosphomimétique FGF1
méme potentialiser la mort induite par I'activation de p53 (Pirou et al., 2016). La forme phosphorylée
du FGF1 pourrait entrer en compétition avec la forme non phosphorylée et inhiber I'interaction de

cette derniére avec ses partenaires impliqués dans la régulation de la survie. Le FGF1°%°

pourrait
ainsi agir comme un mutant dominant négatif du FGF1. Pour le vérifier, nous pourrions réaliser des
co-transfections transitoires avec différentes doses de chacun des deux vecteurs d’expression et
analyser la survie de ces cellules. Si cette hypothese est correcte, une dose plus importante de

S130A

FGF1°° devrait fortement inhiber I'activité anti-apoptotique du FGF1°**°. Nous pourrions alors

B0 comme thérapie afin de neutraliser I'effet anti-apoptotique du

envisager l'injection de FGF1
FGF1 dans des tumeurs surexprimant le FGF1. Nous pourrions également étudier I'impact de
I’expression de ces différentes formes de FGF1 sur la progression tumorale, en injectant des cellules
SH-SY5Y exprimant ces différentes formes mutantes dans des souris nude et en comparant leur
pouvoir tumorigéne. Des données non publiées du laboratoire ont montré que l'injection dans des

souris nude de cellules PC12 surexprimant le FGF1"" additionné ou non d’un peptide signal de

sécrétion ne semblait pas induire de différence dans la progression tumorale.



Il Les régulations transcriptionnelles induites par p53 et le FGF1

Nous envisageons que le FGF1 puisse agir comme un facteur ou co-facteur de transcription et
régule ou contribue a réguler I'expression de nombreux génes. Des expériences sont en cours pour
déterminer par immunoprécipitation grace aux formes taggées V5/His du FGF1 si le FGF1 interagit ou
non avec la chromatine. Si c’est le cas, des expériences de ChIP-Seq et ChIP-PCR seront menées pour
identifier les genes cibles putatifs du FGF1. Si ce n’est pas le cas, le FGF1 pourrait tout de méme
réguler la transcription de facon indirecte, par exemple en interagissant avec des facteurs de
transcription et en régulant leurs activités. Afin d’identifier les régulations transcriptionnelles
directes ou indirectes induites par le FGF1 d’une part, p53 d’autre part, et enfin FGF1 et p53, nous
avons initié une étude transcriptomique par RNA-Seq dans les cellules de rat PC12 en analysant les
geénes différentiellement exprimés aprés 8h d’activation de p53 par ajout d’étoposide, et/ou 48h

d’induction de I'expression du FGF1 par la dexaméthasone (Figure 50).
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Figure 50 : Conditions et analyses différentielles réalisées

L'expérience de RNA-Seq a été réalisée en quatre conditions (1, 2, 3 et 4), chacune en duplicat.
Toutes les cellules ont été traitées 48h a la dexaméthasone pour induire ou non I'expression du
FGF1"", puis traitées ou non a I'étoposide (éto) pendant 8h afin d’induire I'apoptose dépendante de
p53. Les analyses différentielles réalisées sont représentées par les fleches.

L'analyse différentielle effectuée entre les différentes conditions (Figure 50) a montré que de
trés nombreux génes étaient significativement régulés par I'étoposide, le FGF1 ou la combinaison de
ces deux facteurs. Ceci peut s’expliquer par le fait que I'induction d’un stress génotoxique active
plusieurs voies de réponses cellulaires et notamment la voie p53, elle-méme au sommet d’une
cascade de régulations transcriptionnelles. D’autre part, la surexpression de FGF1 dans les cellules
PC12 induit leur différenciation en cellules neuronales de type sympathique, ce qui se visualise
morphologiquement par la formation d’extensions neuritiques commencant a s’établir en réseau. Le
processus de différenciation cellulaire est modulé par la régulation de nombreux génes. D’autre part,
I’'analyse qualitative de notre expérience de RNA-Seq a montré que les régulations transcriptionnelles

étaient hautement similaires au sein de chacun de nos quatre duplicats, ce qui conduit a un bruit de



fond tres faible et permet d’obtenir des variations d’expression entre chaque condition qui peuvent
étre de faible amplitude mais statistiquement trés significatives. L’analyse et la validation par RT-PCR
d’une partie des résultats sont en cours, et des expériences plus approfondies sont nécessaires
comme des études cinétiques plus fines de I'expression de ces genes. Parmi les génes
significativement régulés se trouvaient beaucoup de facteurs de transcription, ce qui peut également
participer a expliquer la grande variété de régulations observées. Les recherches bibliographiques
montrent que certains de ces génes candidats sont particulierement intéressants pour la poursuite
de notre étude et progresser dans la caractérisation des activités intracrines du FGF1
(neurotrophique et anti-apoptotique). Je ne discuterai ici que d’une partie d’entre eux comme les
génes codant les facteurs de transcription EGR-1, la famille ETS/ETV, c-Jun/c-Fos (formant le

complexe AP-1), ainsi que les acteurs des voies de signalisation Wnt et PI3K/Akt/mTOR.

1 - Le facteur de transcription EGR-1

Dans notre étude par RNA-Seq, la surexpression du FGF1 induit I'augmentation de I'expression
d’EGR-1 dans les cellules PC12. Des mécanismes de régulation de la transcription induits par le FGF1
et impliquant EGR-1 ont été décrits dans des cellules endothéliales bovines. Le traitement de ces
cellules par du rFGF1 extracellulaire induit une augmentation rapide de I'expression du facteur de
transcription EGR-1, son accumulation nucléaire et sa fixation a une région spécifique (ERE pour EGR-
Response Element) du promoteur proximal du PDGF-A (Delbridge and Khachigian, 1997). Ainsi en
régulant I'expression de facteurs de transcription comme EGR-1, le FGF1 pourrait indirectement
réguler I'expression de nombreux genes. Une étude transcriptomique par microarray a été menée
sur des cellules PC12 surexprimant ou non EGR-1. Parmi les genes cibles putatifs dont I’expression est
modifiée par la surexpression d’EGR-1, on retrouve notamment une répression de MDM2, GADD45a,
SerpinEl, c-Jun ou encore Statl (James et al., 2005). A I'exception de Statl, une ou plusieurs
séquences ERE ont été identifiées dans une région de 1 kb en amont du site d’initiation putatif de la
transcription de ces différents génes. Cette répression de MDM2 par EGR-1 pourrait expliquer la
diminution surprenante de I'expression de MDM?2 observée dans notre étude et induite par la
surexpression du FGF1. Par contre, la surexpression du FGF1 induit dans notre étude une
augmentation de I'expression de GADD45a, SerpinE1 et c-Jun, ce qui suggere que si une partie des
régulations transcriptionnelles induites par le FGF1 pourrait étre médiée par EGR-1, il existe
certainement d’autres mécanismes médiant I'action du FGF1l. Le FGF1 et EGR-1 pourraient
éventuellement agir de fagon indépendante sur des cibles transcriptionnelles communes induisant
des régulations opposées. Il faut cependant noter que les cinétiques d’activation d’EGR-1 par le

rFGF1 décrites dans les cellules endothéliales sont extrémement précoces (de 30 minutes a 1h)



tandis que nous sommes a 48h d’induction de surexpression du FGF1 dans notre étude par RNA-Seq

sur les cellules PC12.

Dans notre étude, I'étoposide seul induit également une augmentation de I'expression d’EGR-1,
bien que plus faible que celle induite par le FGF1 (FGF1 : x 6 ; étoposide : x 2,3). EGR-1 pourrait donc
induire via ses régulations transcriptionnelles des signaux pro- ou anti-apoptotiques contradictoires
dans les cellules PC12. Une étude menée sur des lignées cellulaires de cancer du sein,
d’ostéosarcome et de cancer de la prostate montre que le promoteur P1 de p73 produisant la forme
pro-apoptotique TAp73 contient 5 sites de liaison a EGR-1, chacun contribuant a 'augmentation de
I’expression de TAp73 par EGR-1 dans ces différents types cellulaires. En revanche, le promoteur P2
produisant I'isoforme courte et anti-apoptotique ANp73 n’est pas régulé par EGR-1, il est cependant
activé par TAp73 et p53. EGR-1 est requis pour I'induction de TAp73 par un stress génotoxique
(étoposide) chez la souris in vivo. Le promoteur du géne EGR-1 est positivement régulé par EGR-1,
p53, TAp73 et ANp73. L’'ensemble de ces régulations conduisent a une augmentation de I'apoptose,
et EGR-1, p53 et p73 sont tous les trois requis pour atteindre un niveau maximal d’induction de
I’'apoptose par stress génotoxique in vitro et in vivo (Yu et al., 2007). EGR-1 médie I'apoptose induite
par le TGF-B; dans un modele de fibrose pulmonaire chez la souris et active I'expression de genes
pro-apoptotiques comme Fas, FaslL, TNF, p53 ou PTEN (Lee et al., 2004). A l'inverse, la lignée
cellulaire de fibrosarcome H4 (dérivée de la lignée HT1080) exprime un niveau quasi-indétectable
d’EGR-1, qui n’est pas augmenté suite a I'induction de dommages a I’ADN par irradiation aux UV, et
est hypersensible aux UV malgré I'absence de p53"". La surexpression d’EGR-1 dans cette lignée les
protége de I'apoptose induite par les UV via une augmentation de la transactivation de rapporteurs
EGR-1 corrélée a une augmentation de la phosphorylation d’EGR-1. L'utilisation d’inhibiteurs de PKC
et tyrosine kinases inhibe la phosphorylation d’EGR-1 ainsi que son activité anti-apoptotique (Huang
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et al., 1998). Dans les cellules H4 surexprimant EGR-1 et p53 effet anti-apoptotique d’EGR-1 est
dominant par rapport a I'effet pro-apoptotique de p53 (de Belle et al., 1999). Ainsi EGR-1 pourrait
avoir un réle pro- ou anti-apoptotique selon le type cellulaire considéré et/ou le stimulus utilisé. La
phosphorylation d’EGR-1 pourrait ainsi étre un mécanisme de régulation de ses activités
transcriptionnelles. En effet, in vivo I'ovariectomie chez la souris induit la phosphorylation d’EGR-1 et
est corrélée a une diminution de I'interaction d’EGR-1 avec le facteur de transcription SP1, modulant
ainsi la capacité de SP1 a se lier a ’'ADN et a activer ses génes cibles (Srivastava et al., 1998). Nous

pourrions donc étudier et comparer I'état de phosphorylation d’EGR-1 lorsque son expression est

induite soit par le FGF1 soit par I'étoposide dans notre modele.

D’autre part dans les cellules PC12, I'équipe de Chiu a montré que l'induction des extensions

neuritiques dans ces cellules par le traitement au rFGF1 était augmentée par la présence de la



protéine SH2B1B et l'activation d’EGR-1. Suite au traitement au rFGF1, la protéine adaptatrice
SH2B1B permet une augmentation de I'activation de la voie MAPK MEK-ERK1/2 (MEK pour MAPKK,
ERK pour Extracellular signal-Regulated Kinases ou MAPK) et une augmentation de Ia
phosphorylation du facteur de transcription STAT3 qui active I'expression d’EGR-1 (Lin et al., 2009).
Plus précisément, SH2B1B est nucléarisé et interagit avec STAT3. La surexpression de SH2B1j
augmente la fixation des hétérodiméres STAT3-SP1 sur le promoteur d’EGR-1 en réponse au rFGF1 et

active son expression (Chang et al., 2014).

Il est possible que les régulations de I'expression du FGF1 endogene par lui-méme (rFGF1 ou
surexpression du FGF1 intracellulaire) que nous avons observées dans les cellules PC12 et SH-SY5Y
(Pirou et al., 2016; Renaud et al., 1996b) soient médiées par I'activation d’EGR-1. Nous pouvons
formuler deux hypothéses sur les mécanismes de cette régulation, qui placent le FGF1 soit en aval

soit en amont de I'activation d’'EGR-1 :

- le FGF1 active la voie des MAPK (via les FGFRs pour le rFGF1, ou par un autre mécanisme
pour le FGF1 intracellulaire), celle-ci induit I'expression d’EGR-1 qui a son tour activerait
I'expression du FGF1 endogene. Nous pourrions vérifier d’'une part si les différents
promoteurs du FGF1 contiennent une ou plusieurs séquences ERE, et d’autre part si
I'inhibition de I'expression d’EGR-1 par siRNA dans les cellules PC12 et SH-SY5Y a un effet sur

la régulation de I'expression du FGF1 endogene par la surexpression du FGF1 ou par le rFGF1.

- le FGF1, par un autre mécanisme a déterminer, active sa propre expression et induit ensuite

I’expression d’EGR-1.

Pour pouvoir trancher entre ces deux modeles, il est nécessaire d’étudier I'expression du FGF1 et
d’EGR-1 par des cinétiques plus fines, et d’utiliser également des siRNA ciblant soit EGR-1 soit le
FGF1. Il est d’ailleurs a noter que I'expression d’un inhibiteur dominant négatif d’EGR-1 dans les
cellules PC12 inhibe la différenciation induite par le NGF, indépendamment de la voie MEK/ERK
(Levkovitz et al., 2001). Dans ce modele, I'effet d’EGR-1 est indépendant de I'activation de la voie
MEK/ERK ainsi que de sa fixation aux séquences ERE, mais dépend de sa capacité a interagir avec c-
Jun, composant du complexe de transcription AP-1, et a I'activer (Levkovitz and Baraban, 2002). ||
serait intéressant de vérifier si cet effet est retrouvé sur les activités neurotrophique et anti-
apoptotique du FGF1, en utilisant des siRNA ciblant ’ARNm EGR-1 ou c-Jun dans des cellules traitées
par le rFGF1 ou surexprimant le FGF1, ainsi qu’en bloquant la voie MEK a l'aide d’inhibiteurs

pharmacologiques.



2 - La famille des facteurs de transcription ETS/ETV

Dans notre étude et parmi la famille des facteurs de transcription ETS, I'expression du géne Etvl
est 'une des plus fortement induite par la surexpression de FGF1 tout comme les genes Etv4 et Etvs
dans une moindre mesure, tandis qu’elle est fortement réprimée par I'ajout d’étoposide dans les
cellules surexprimant le FGF1. Ces résultats ont été confirmés par analyse RT-PCR dans deux lignées

cellulaires PC12 indépendantes surexprimant le FGF1"" et le FGF1"™">/"*,

La famille des facteurs de transcription ETS comprend 28 membres chez 'Homme. Plus de 700
genes cibles ont été identifiés a ce jour, impliqués dans une grande variété de processus biologiques
comme l'apoptose, la croissance cellulaire ou encore I'angiogenese (Findlay et al., 2013). La
dérégulation des facteurs ETS est également impliquée dans la progression tumorale (Kar and
Gutierrez-Hartmann, 2013). D’autre part, les génes impliqués dans la différenciation neuronale
dopaminergique contiennent des motifs conservés qui peuvent étre activés par Etvl (Flames and
Hobert, 2009). Ainsi, la régulation d’Etv1 induite par le FGF1 dans notre étude pourrait étre liée au

processus de différenciation des cellules PC12 en cellules de type neuronal et dopaminergiques.

En effet, plusieurs études ont décrit des interactions entre les voies de signalisation des FGFs et
la famille ETS, principalement dans le processus de différenciation neuronale. Etv4 est impliqué dans
la différenciation des cellules PC12 et SH-SY5Y. La surexpression d’Etv4 induit I’extension neuritique
des cellules PC12 et augmente I'expression de marqueurs de différenciation comme les
neurofilaments dans les cellules SH-SY5Y (Kandemir et al., 2014). Etvl, 4 et 5 sont des cibles de la
voie de signalisation des FGFRs/MAPK, I'expression d’Etv1 est transitoirement augmentée au cours
de la neurogenese de la rétine de xénope et requise pour la différenciation neuronale de la rétine
(Willardsen et al., 2014). Les souris Etv1”" présentent des défauts sévéres de connexions neuronales
(Arber et al., 2000). Dans les cellules SH-SY5Y, la surexpression de FOXP2, un géne codant pour un
facteur de transcription et dont les mutations provoquent des altérations du langage, induit leur
différenciation neuronale notamment en augmentant I'expression du FGF1 et d’Etv1 (Devanna et al.,
2014). De fagon intéressante, dans cette méme étude |'expression des inhibiteurs de facteurs de
transcription /d2 et Id3 est initialement augmentée puis fortement réprimée, et I'expression d’/d1 est
réprimée. La surexpression d’'une forme modifiée et sécrétée du FGF1 (sp-FGF1) dans la membrane
chorioallantoidienne d’embryons de poulet induit I'angiogenése in vivo (Forough et al., 2003) via
I'induction de I'augmentation de I'expression de PI3K, Akt et Etsl ainsi que I'activation de la voie

PI3K/Akt (Forough et al., 2005, 2006; Weylie et al., 2005).

L'expression du FGF1 est régulé par quatre promoteurs chez les mammiféres, mais nous ignorons

actuellement lequel ou lesquels sont actifs dans les cellules PC12, SH-SY5Y ou N2a qui sont issues de



différentes especes (respectivement rat, Homme et souris). Le promoteur 1.D humain possede un
domaine SRE contenant un site Ets, et est activé par Ets2 mais pas Etv4 via une voie dépendante des
petites GTPases Ras et Racl (Chotani et al., 2000). Nous déterminerons quels sont les promoteurs
activés dans ces différentes lignées par RT-PCR en utilisant des amorces spécifiques de chacun des
guatre exons alternatifs afin de déterminer ensuite si les facteurs de transcription de la famille Ets

peuvent étre impliqués dans la régulation de I'expression du FGF1 endogéne.

Ainsi, de par ses activités et ses liens avec les FGFs, la famille ETS semble étre une piste
intéressante et plusieurs de ses membres pourraient médier les activités de différenciation du FGF1.
Pour le vérifier, nous pourrions transfecter des siRNA dirigés contre les ARNm d’Etv1, 4 ou 5 dans des
cellules PC12 natives traitées par du rFGF1 ou bien surexprimant le FGF1 et étudier leur
différenciation. Nous pourrions également étudier I'implication de ces facteurs dans |'activité anti-
apoptotique du FGF1 ainsi que I'implication de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR dans notre
modele, en bloquant cette voie a différents niveaux via des inhibiteurs pharmacologiques des PI3K

ou d’Akt.

3 - La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR

Il existe de nombreuses interconnexions entre les genes régulés dans notre étude, et notamment
avec la voie de survie PI3K/Akt/mTOR. Bien que les régulations transcriptionnelles des acteurs de
cette voie ne soient pas parmi les plus frappantes, de nombreuses régulations de la voie p53 par des
facteurs de croissance via la voie PI3K/Akt/mTOR et Ras/MAPK ont été décrites. La voie
PI3K/Akt/mTOR peut directement moduler I'activité de p53 : la kinase Akt peut interagir avec MDM2
et le phosphoryler. Cette phosphorylation de MDM2 inhibe son interaction avec ARF et augmente sa
translocation nucléaire et sa capacité a ubiquitiner et dégrader p53, ce qui conduit a une inhibition
des activités de p53 (Ashcroft et al., 2002; Mayo and Donner, 2001; Zhou et al., 2001). Akt inhibe
également par phosphorylation I'activité des protéines pro-apoptotiques Bad et caspase-9. Akt
phosphoryle les facteurs de transcription de la famille Forkhead, largement impliqués dans la mort
par leur activation de I'expression de génes pro-apoptotiques comme FasL ou BIM, et induit leur
rétention cytoplasmique. La protéine IKK, inhibiteur de la voie de survie NF-kB (Nuclear Factor Kappa
B), est phosphorylée par Akt ce qui conduit a I'activation du facteur de transcription NF-kB qui régule

I’expression de génes anti-apoptotiques comme les IAPs ou BCL-x, (Vara et al., 2004).

Dans l'intestin, la radiothérapie induit I'apoptose via une induction de p53 et PUMA, et celle-ci
est inhibée par des traitements a I'lGF1 ou au FGF2. L'utilisation d’inhibiteurs de PI3K ou
d’antagonistes de MDM2 restaure |'apoptose en présence de ces facteurs de croissance, tandis que

la surexpression d’Akt supprime l'induction de PUMA et p53 par la radiothérapie (Qiu et al., 2010).



Dans une lignée d’adénocarcinome mammaire de rat, le rFGF1 induit une augmentation de la
phosphorylation d’Akt et d’ERK qui conduit a I'augmentation de I'expression de la métalloprotéase
MMP9 impliquée dans I'invasion tumorale (Lungu et al., 2008). Akt est également un activateur du
facteur de transcription NF-kB, dans ces cellules le rFGF1 induit la translocation nucléaire de NF-kB et

augmente la dégradation de l'inhibiteur cytoplasmique IkBa (Lungu et al., 2008).

De nombreuses régulations transcriptionnelles observées dans notre étude peuvent étre des
conséquences de l'activation des voies PI3K/Akt, et pourraient donc étre le reflet de régulations de
cette voie par des mécanismes non encore décrits. Le rFGF1 pourrait activer la voie PI3K/Akt via sa
fixation aux FGFRs, mais nous ne savons pas comment le FGF1 intracellulaire peut réguler cette voie.
Il est possible qu’il régule le niveau ou I'activité d’acteurs de cette voie, comme par exemple les PDKs
qui activent Akt. De fagon intéressante, la phosphorylation d’Akt est augmentée dans des cellules
endothéliales déficientes pour SerpinE1 (SerpinE1™") par rapport aux cellules sauvages et PTEN y est
inactivé par phosphorylation, conduisant ainsi a une hyperactivation de la voie PI3K/Akt/mTOR, a
une augmentation de la prolifération cellulaire ainsi qu’a une diminution de I'apoptose induite par la
déplétion de sérum (diminution de I'activation des caspases-9 et-3) (Balsara et al., 2006). Dans ces
cellules, la serpinEl régule positivement I'apoptose et négativement la prolifération, puisque I'ajout
de serpinE1l recombinante inverse ces effets (Balsara et al., 2006). Dans notre étude, I'expression de
SerpinE1 est augmentée par le FGF1, or et bien qu’il faille le vérifier dans notre modele, I'effet anti-
apoptotique du FGF1 serait plutét associé a une activation de la voie de survie PI3K/Akt et non une
inhibition. Cependant la capacité de la serpinE1l de réguler I'activation de la voie PI3K/Akt dans ces
cellules endothéliales est intéressante et doit étre étudiée dans notre modéle neuronal. La serpinEl
pourrait y réguler la voie PI3K/Akt dans un sens opposé grace par exemple a des partenaires
différents dans ce type cellulaire. Le FGF1 pourrait ainsi réguler I’activation de la voie PI3/Akt via sa
modulation du niveau de SerpinEl. D’autre part, I'expression de la SerpinE1 est fortement réprimée
par I'étoposide dans notre étude. La répression de son activité d’inhibiteur de protéase a sérine
pourrait permettre I'activation de voies de mort impliquant ces protéases et indépendantes des

caspases.

De plus, nous avions montré a l'aide d’études cinétiques fines que l'activité du FGF1
intracellulaire n’impliquait pas de modifications de phosphorylation des MAPK (MEK1-ERK1/2) dans
les cellules PC12 (Renaud et al., 1996b), nous étudierons de la méme fagon I'implication de la voie

PI3K/Akt dans les activités neurotrophique et anti-apoptotique du rFGF1 et du FGF1 intracellulaire.



4 - La voie de signalisation JAK/STAT

Contrairement a la voie PI3K/Akt, de nombreux acteurs de la voie JAK/STAT sont
transcriptionnellement régulés dans notre étude et notamment Jakl dont I'expression est

augmentée par le FGF1 et réprimée par I'étoposide.

La phosphorylation constitutive des facteurs de transcription STATs est une caractéristique d’un
grand nombre de lignées cellulaires cancéreuses humaines ou de tumeurs primaires, et la
suractivation des kinases JAKs a également été impliquée dans la tumorigenése (Pesu et al., 2008; Yu
and Jove, 2004). Les kinases JAK1, JAK2 et TYK2 médient I'effet chimioprotecteur du FGF2 vis-a-vis du
cisplatine dans une lignée cellulaire d’ostéosarcome, indépendamment de STAT1, STAT3 ou
STAT5A/B (Carmo et al., 2011). Le rFGF1 induit une augmentation de I'activation de STAT3 dans les
cellules PC12 lorsque la protéine adaptatrice SH2B1f est surexprimée (Chang et al., 2014). Dans
notre étude, I'expression de Stat3 semble plutét légérement réprimée par le FGF1, mais cela

mériterait d’étre étudié par des cinétiques plus fines.

Dans notre étude par RNA-Seq, la surexpression seule de FGF1 semble activer I'expression de
Jak1, Stat5b et Stat6. L'étoposide seul diminue I'expression de Stat6 mais active celle de Jak3. L’ajout
d’étoposide dans des cellules surexprimant le FGF1 diminue fortement |'expression de Jakl et
augmente celle de Jak3. L'expression des autres membres de la voie ne semble pas étre
significativement régulée. L’analyse par RT-PCR de I'expression de Jakl sur des cinétiques plus
étendues confirme la répression de Jakl induite par I'étoposide dans les cellules surexprimant le
FGF1, ainsi que dans les cellules contréle (non significatif dans le RNA-Seq), et ce dans deux clones
indépendants surexprimant une forme taggée ou non du FGF1"'. l’augmentation de I'expression de
Jak1 par la surexpression du FGF1 n’était en revanche pas suffisamment marquée dans toutes les
séries pour étre significative, ces expériences demandent donc a étre répétées. Peu d’études ont
décrit des interactions entre les FGFs et la voie JAK/STAT, et les régulations observées dans notre
étude nous encouragent a poursuivre notre étude de cette voie et de ses différents acteurs, plus
particulierement STAT3, STAT5B, STAT6 et JAK3. Nous étudierons les régulations de leur expression
par RT-PCR et vérifierons si celles-ci sont reflétées au niveau protéique. Nous étudierons également
I’état de phosphorylation des STATs, reflet de I'activation de la voie, ainsi que leur localisation

nucléaire dans notre modele.



5 - Le complexe transcriptionnel AP-1 (Jun/Fos)

Dans notre étude, I'expression de c-Fos, c-Jun principalement ainsi que celle de JunB et JunD est
induite par le FGF1 et semble indiquer un role du complexe transcriptionnel AP-1 dans le processus

de différenciation neuronale induit par le FGF1 dans les cellules PC12.

Les protéines des familles Jun et Fos s’hétérodimérisent pour former le facteur de transcription
AP-1. AP-1 est notamment impliqué dans la régulation de I'apoptose, la différenciation et la
prolifération cellulaires ou il pourrait avoir des effets opposés selon la composition de I’'hétérodimére
et le contexte cellulaire (Ameyar et al., 2003; Hess, 2004; Shaulian, 2010; Shaulian and Karin, 2002).
Dans les cellules PC12 et des cultures primaires de neurones sympathiques de rat, la privation de
NGF induit I'apoptose ainsi qu’une augmentation du niveau protéique et de la phosphorylation de c-
Jun (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995). La microinjection nucléaire d’un mutant dominant négatif
de c-Jun dans ces cultures primaires neuronales les protege de I'apoptose induite par la privation de
NGF (Ham et al., 1995). Dans les cellules PC12, le traitement par NGF ou FGF1 recombinants induit
I’'augmentation rapide de I'expression de c-Jun et Fos (Lungu et al., 2008; Szeberenyi et al., 1990).
Ces effets apparemment contradictoires de I'ajout ou de la privation en NGF different dans leur
cinétique : la privation en NGF induit une répression de c-Jun apres 3 jours, tandis que I'activation de
c-Jun et Fos apres ajout de NGF ou FGF1 recombinants est observée dés quelques minutes de
traitement mais n’est que transitoire et disparait apres quelques heures. Il est donc essentiel
d’affiner nos études cinétiques pour la poursuite de notre analyse. D’autre part, il est intéressant de
noter que le promoteur 1B du gene FGF1, majoritairement activé dans le systeme nerveux, contient
un site putatif de fixation d’AP-1 (Alam et al., 1996). Nous pourrions également vérifier I'impact de
I'expression du mutant dominant négatif de c-Jun ou de siRNA ciblant c-Jun sur la régulation de

I’expression du FGF1 endogéne.

En plus de sa régulation par la composition du dimeére, AP-1 est également régulé post-
traductionnellement notamment par phosphorylation. La voie JNK est un régulateur majeur de c-Jun
dont la phosphorylation peut réguler sa localisation nucléaire, ses interactions avec d’autres
partenaires ou sa stabilité (Shaulian, 2010). La voie JNK peut étre activée par une grande variété de
stimuli incluant les facteurs de croissance et régule de nombreux processus comme notamment
I’apoptose. Dans la lignée de neuroblastome SH-EP1, I'lGF1 inhibe "apoptose induite par le MPP* en
bloquant I'activation de la voie JNK (Wang et al., 2010a). Dans les neurones sympathiques de rat, la
privation de NGF induit I'apoptose et I'augmentation de I'activation de la voie JNK, tandis que le
rajout de NGF supprime totalement I'activité JNK et inhibe I'apoptose (Virdee et al., 1997). Il existe

trois génes codant pour une dizaine d’isoformes de JNKs : JNK1, 2 et 3 (ou respectivement MAPKS, 9



et 10), et aucun d’entre eux n’est transcriptionnellement régulé dans notre étude. Cependant, nous

pourrions étudier I'état de phosphorylation de c-Jun par JNK dans notre modeéle.

6 - La voie de signalisation Wnt

Dans notre étude, I'expression de différents membres de la voie Wnt est régulée par I'étoposide
et/ou le FGF1. L'expression d’APC est augmentée par la surexpression du FGF1, et diminuée par
I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant ou non le FGF1. L’expression du ligand Wnt7a est
augmentée par I'ajout d’étoposide dans des cellules surexprimant ou non le FGF1, mais n’est pas
modifiée par la surexpression du FGF1. Enfin, le FGF1 induit une augmentation de I'expression de
Dkk3, ce qui semble cohérent avec la différenciation induite par le FGF1. Aprés 8h de traitement,
I’étoposide induit une diminution de I'expression de Dkk3. Les résultats de I'analyse préliminaire par
RT-PCR de l’expression de Dkk3 ne montrent pas d’augmentation du niveau d’ARNm suite a

I’expression du FGF1. Cette analyse devra étre répétée sur une cinétique plus fine.

La voie de signalisation Wnt est impliquée dans le développement embryonnaire, et des
altérations de cette voie sont corrélées a la tumorigenése (Anastas and Moon, 2012). Dans la voie
canonique, la liaison du ligand Wnt a ses récepteurs membranaires (familles Frizzled et LRP, pour
Lipoprotein Receptor-related Protein) induit I'accumulation cytosolique puis la translocation
nucléaire de la B-caténine qui joue alors un réle de co-facteur auprées des facteurs de transcription
TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancing Factor). La protéine APC (Adenomatosis Polyposis Coli)
fait partie du complexe de dégradation de la B-caténine, activé en absence de liaison de Wnt a ses
récepteurs. Dans les cellules PC12, I'expression d’APC est requise pour l'initiation de I’extension
neuritique lors de la différenciation induite par le NGF, et son expression est particulierement
augmentée aprés 7 jours de traitement par le NGF (Dobashi et al., 1996, 2000). Dans les cellules
PC12, il a été montré que Wntl pouvait inhiber la différenciation induite par le NGF (Chou et al.,

2000; Shackleford et al., 1993), cependant son expression n’est pas régulée dans notre modeéle.

L'activation de la voie Wnt est impliquée dans la progression tumorale du cancer de I'ovaire
(Arend et al., 2013; Gatcliffe et al., 2008), en particulier une activation de la voie Wnt/B-caténine via
le ligand Wnt7a (Yoshioka et al., 2012). Le FGF1 est également surexprimé dans ce type de cancer, ce
qui est associé a une augmentation de la progression tumorale, un mauvais pronostic pour les
patientes et une chimiorésistance (Birrer et al., 2007; Smith et al., 2012). Une étude récente montre
qgue la surexpression du FGF1 et de Wnt7a est corrélée a un mauvais pronostic de survie pour les
patientes (King et al., 2015). Des expériences de ChIP dans une lignée cellulaire de cancer ovarien
exprimant de forts niveaux de Wnt7a et FGF1 montrent que la voie Wnt/B-caténine régule

directement I'expression du FGF1 via la présence d’un site de liaison au facteur de transcription TCF



au sein du promoteur 1C du FGF1. L'inhibition de I'expression du FGF1 par shRNA inhibe [|'activité
tumorale de Wnt7a, et la surexpression du FGF1 seule est capable d'induire la formation de tumeur.
(King et al., 2015). De plus, nous avons montré au laboratoire que le FGF1 inhibe I'apoptose
dépendante de p53 dans deux lignées cellulaires dérivées du cancer de l'ovaire (résultats non
publiés). Dans les cellules PC12, I'expression de Wnt7a est réprimée par le FGF1 et activée par
I'étoposide, suggérant un rble plutdt pro-apoptotique de Wnt7a dans les cellules PC12. D’autre part,
le FGF1 active I'expression des genes APC et Dkk3, deux inhibiteurs de la voie Wnt, alors que
I'étoposide inhibe leur expression. Ces différents résultats suggérent qu'il existe des interactions
entre les voies FGF1/Wnt/p53. Il apparait donc indispensable d’étudier I'état d’activation de cette
voie dans notre modele en transfectant un géne-rapporteur de TCF (TOPFLASH, (Korinek, 1997)) dans
les cellules PC12 traitées ou non par I'étoposide et surexprimant ou non le FGF1 et en analysant la
production de luciférase. Nous étudierons également par RT-PCR et Western-blot les régulations de
I'expression d'APC et Wnt7a (au niveau des ARNm et des protéines) induites par le FGF1 et/ou p53
de fagon plus approfondie pour déterminer si APC peut étre un élément clé des interactions entre les
voies FGF1/Wnt/p53. L'étude du niveau et de la localisation de la protéine B-caténine dans notre

modele sera également entreprise par Western-blot et immunofluorescence.

La protéine Dkk3 (Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3) est un inhibiteur sécrété de la
voie Wnt. L'expression de Dkk3 est réprimée dans un grand nombre de cancers (cancer du poumon,
de la prostate, du célon, du sein, du foie, des testicules...), et de nombreuses études pointent vers un
réle de suppresseur de tumeur de Dkk3 (Veeck and Dahl, 2012). Cependant, Dkk3 régule
positivement I'angiogenése et son expression est augmentée dans les vaisseaux sanguins de gliomes,
de mélanomes (Untergasser et al., 2007), du cancer gastrique (Mhlmann et al., 2010), de carcinome
de la prostate (Zenzmaier et al., 2008) ou de cancer du pancréas (Fong et al., 2009). Dans ce dernier
type de cancer, sa surexpression est associée a une amélioration de |'efficacité des chimiothérapies
et a un meilleur pronostic de survie (Fong et al., 2009). Dans les cellules PC12, I'expression ectopique
du ligand Wnt1 induit un phénotype de cellules plates de type épithélial, et non plus rondes comme
dans les PC12 natives non différenciées. Le traitement des cellules Wnt1/PC12 par le NGF ou le FGF2
n’induit plus I'expression de génes spécifiques des neurones ou des cellules chromaffines
normalement observée dans la lignée parentale en réponse a ces stimuli de différenciation. Le
traitement par le NGF n’est plus capable d’induire I'extension neuritique, contrairement au FGF2
recombinant (Shackleford et al, 1993). Le FGF2 inhibe la différenciation d’odontoblastes et
augmente I'expression de Dkk3 (Sagomonyants and Mina, 2014). Dans les cellules PC12, 'activation
de la voie Wnt canonique par le ligand Wnt7a via le complexe de récepteurs Frizzled5-LRP6 peut étre

inhibée par Dkk1 et Dkk3 (Caricasole et al., 2003). Dans une lignée de glioblastome, la surexpression



de Dkk3 induit I'apoptose via I'activation de la voie JNK (c-Jun N-terminal kinases) et des caspases-9
et -3. Le knockdown de Dkk3 par siRNA dans ces cellules induit la croissance cellulaire (Mizobuchi et
al., 2008). De méme, I'expression de Dkk3 dans une lignée de cancer de la prostate induit I'apoptose
de facon JNK-dépendante, la translocation mitochondriale de BAX et la diminution de I'expression de
BCL-2 (Abarzua et al., 2005). In vivo, l'injection d’un vecteur dérivé d’un adénovirus portant Dkk3
dans des souris nude xénogreffées par des cellules de cancer de la prostate humain induit une forte
inhibition de la croissance tumorale (Abarzua et al., 2005). En revanche, la surexpression de Dkk3
dans une lignée d’ostéosarcome protege les cellules de I'apoptose induite par la déplétion de sérum,
la doxorubicine ou le cisplatine (Hoang et al., 2004). Dans les cellules rénales HEK293, la
surexpression de Dkk3 inhibe |'apoptose induite par H,0, de facon comparable aux cellules
surexprimant BCL-xL, et inhibe I'apoptose induite par la staurosporine (Nakamura et al., 2007). Ainsi,
Dkk3 semble posséder des rbéles opposés dans la modulation de la survie selon les types cellulaires
étudiés. En paralléle de I'étude d'APC, B-caténine et Wnt7a, nous examinerons les régulations de
I'expression de Dkk3 induites par le FGF1 et |'étoposide par RT-PCR et Western-blot dans notre
modele afin de déterminer le réle putatif de Dkk3 dans la signalisation du FGF1 et son activité pro- ou

anti-apoptotique dans les cellules PC12.

Les rbles de la voie Wnt dans la différenciation et la survie cellulaire sont multiples et parfois
opposés selon les types cellulaires considérés ainsi que I'état de différenciation des cellules étudiées.
L’étude des interactions des voies FGF1/Wnt/p53 sera donc certainement complexe mais semble trés

prometteuse.



lll Conclusions et perspectives

Le FGF1 est un facteur de croissance non sécrété, localisé dans le cytosol et le noyau. Il induit la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. Il est également impliqué dans la progression

tumorale et peut conférer une chimiorésistance aux tumeurs qui le surexpriment.

Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années aux activités intracrines du FGF1 en tant que
régulateur de la différenciation et de la survie cellulaires. L’équipe a ainsi montré que le FGF1
intracellulaire a une activité anti-apoptotique dans plusieurs modeles cellulaires : cellules REtsAF,
PC12, SH-SY5Y suite a I'induction de I'apoptose dépendante de p53 via un stress génotoxique. Dans
les cellules PC12, un modele d’étude de la différenciation neuronale, le FGF1 posséde également une

activité neurotrophique.

A 'aide de différentes formes mutantes du FGF1, nous avons cherché a mieux caractériser les
mécanismes régulant son activité anti-apoptotique dans les cellules PC12 et SH-SY5Y, ainsi que son

activité neurotrophique dans les cellules PC12. Nous avons pu montrer que :

- le domaine C-terminal du FGF1 ainsi que ses modifications post-traductionnelles sont

importants pour la régulation de ses activités intracellulaires ;

- la phosphorylation du FGF1 inhibe son activité anti-apoptotique dans les cellules PC12 et SH-

SY5Y mais ne régule pas son activité de différenciation dans les cellules PC12.

En effet, nous avons montré dans les cellules PC12 et SH-SY5Y que les formes FGF1V" et FGF113%

K132E

(non-phosphorylable) possédaient une activité anti-apoptotique, a I'inverse du FGF1 et de la

1300 En revanche, les formes FGF1°2™ et FGF1°% sont toutes les

forme phosphomimétique FGF1
deux capables d’induire la différenciation des cellules PC12 en neurones de type sympathique, de

facon comparable au FGF1"" et contrairement au FGF1***® (Delmas et al., 2016; Pirou et al., 2016).

Nos résultats montrent donc pour la premiére fois le réle de la phosphorylation dans la
régulation des activités du FGF1 et ce dans deux modeles cellulaires de rat et humain. L'importance
du domaine C-terminal du FGF1 avait été démontrée dans l'interaction du rFGF1 extracellulaire avec
les HSPG, cependant son implication dans la régulation des activités intracellulaires neurotrophique

et anti-apoptotique du FGF1 n’avait jamais été étudiée auparavant.

Afin de préciser le role de ce domaine C-terminal, nous envisageons de générer de nouvelles
formes mutantes du FGF1 dans cette région. Différentes formes du FGF1 tronquées de fagon
séquentielle seront générées afin d’étudier dans nos différents modeles leur impact sur les activités

intracellulaires du FGF1 et de délimiter plus précisément la région impliquée dans la régulation de



ces activités. En effet, il faut noter qu’en plus des sites Ser130 et Lys132, le domaine C-terminal du
FGF1 est riche en acides aminés basiques qui pourraient médier sa liaison a ’ADN. L’étude de ce
domaine par délétions successives pourrait ainsi nous permettre de déterminer s’il existe une région
régulant I'activité transcriptionnelle du FGF1 et progresser ainsi dans la compréhension des

mécanismes d’action nucléaires du FGF1.

Nous avons précédemment montré que la nucléarisation du FGF1 était nécessaire a ses activités
anti-apoptotique et neurotrophique dans les cellules PC12. Dans les cellules SH-SY5Y, le FGF1 délété
de sa séquence de nucléarisation N-terminale (FGF1*N") ne posséde pas d’activité anti-apoptotique,
ce qui est en accord avec ce que nous avons précédemment observé dans les cellules PC12
(Rodriguez-Enfedaque et al., 2009) et indique que ce mécanisme semble étre conservé dans une
lignée cellulaire neuronale humaine. Cependant, bien que la localisation de cette forme mutante
FGF1*"" dans les cellules PC12 soit clairement cytoplasmique, des mises au point supplémentaires du
protocole de fractionnement subcellulaire sont nécessaires pour clarifier sa localisation dans les
cellules SH-SY5Y. L’expression de nouvelles formes mutantes (FGF1'™'™, FGF1"**™ FGF1'®™) n’a
pour le moment pas encore permis de résoudre ce probleme. Une nouvelle forme doublement

NLSIm-NLS2m

mutée dans les deux séquences NLS (FGF1 ) sera générée et exprimée dans les cellules SH-

SY5Y, et sa localisation et son activité anti-apoptotique seront étudiées.

Nous avons formulé I'hypothese que le FGF1 pourrait agir comme un facteur ou co-facteur de
transcription, de facon dépendante ou non de p53 avec qui il interagit. Des expériences
d’'immunoprécipitation de la chromatine par un anticorps dirigé contre le FGF1 sont en cours pour
déterminer si le FGF1 peut se lier a la chromatine. Si ces premiéres expériences sont en accord avec
nos hypothéses, elles seront suivies d’une étude par ChIP-Seq qui nous permettra d’identifier les
génes cibles du FGF1. En parallele, nous ménerons des expériences de ChIP-PCR ciblant les génes les

plus fortement régulés par le FGF1 identifiés par notre étude par RNA-Seq.

D’autre part, les résultats préliminaires de I'analyse transcriptomique par RNA-Seq des
régulations induites par le FGF1 et/ou p53 que j’ai initiée dans les cellules PC12 vont nous permettre
de progresser dans la compréhension des mécanismes d’action nucléaires du FGF1. Plusieurs milliers
de génes sont significativement régulés par le FGF1 et/ou p53. Nous explorerons les pistes ainsi
ouvertes en portant une attention particuliere aux facteurs de transcription et acteurs des voies de
signalisation. En effet, les résultats de I'étude RNA-Seq ainsi que les premiers tests préliminaires de
validation par RT-PCR et notre analyse bibliographique nous ont amené a nous intéresser plus
particulierement aux facteurs de transcription EGR-1 et a la famille ETS (Etvl), ainsi qu’aux voies de

signalisation JAK/STAT et Wnt. Nous compléterons I'exploitation des résultats de RNA-Seq par une



analyse des réseaux de génes régulés via par exemple le logiciel open-source Cytoscape. Cette
analyse nous permettra d’affiner les voies a explorer, d’établir des liaisons que notre analyse

bibliographique n’avait pas identifiées.

Les régulations transcriptionnelles observées et induites par le FGF1 nous permettent de poser

deux hypotheses :

- le FGF1 se fixe directement sur les promoteurs des genes qu’il régule. Les expériences de
ChIP nous permettront d’approfondir cette piste. Les analyses cinétiques plus fines de
I’expression de génes candidats issus de notre étude par RNA-Seq nous permettront de cibler
ceux étant régulés plus précocément par le FGF1 et pouvant ainsi étre des cibles

transcriptionnelles directes du FGF1.

- le FGF1 régule la transcription en interagissant avec d’autres facteurs de transcription et en
modulant leurs activités transcriptionnelles. Nous pourrons analyser les séquences de
promoteurs des genes régulés par le FGF1 et identifiés par RNA-Seq a la recherche de
séquences consensus connues ciblées par des facteurs de transcription comme EGR-1 par
exemple. Dans ce cas, nous envisagerons d’analyser par ChIP-Seq la fixation de ces facteurs
de transcription a la chromatine et de déterminer si leur fixation peut étre modifiée par la

surexpression du FGF1.

En plus de la nécessité d’étendre notre étude cinétique, notre étude par RNA-Seq ne portait que
sur une seule lignée cellulaire (PC12) ce qui rend les résultats plus difficiles a analyser. Réaliser ce
type d’étude en paralléle sur les cellules PC12 et les lignées cellulaires de neuroblastome SH-SY5Y et
N2a nous permettra de cibler plus facilement les régulations importantes pour les activités
intracrines du FGF1. En effet, dans les cellules SH-SY5Y, le FGF1 présente la méme activité anti-
apoptotique que dans les cellules PC12, et est régulée de la méme fagon par sa phosphorylation,
mais le FGF1 ne semble pas y posséder d’activité de différenciation évidente contrairement aux
cellules PC12. De plus, le FGF1 ne posséde pas d’activité de différenciation ou de survie dans les
cellules de souris N2a. Ainsi, I'’étude menée en paralléle sur ces trois lignées cellulaires permettra
d’une part d’éliminer les régulations liées a la différenciation (PC12 vs SH-SY5Y), et d’autre part de ne
retenir que les régulations communes aux cellules PC12 et SH-SY5Y par opposition a celles induites

dans les cellules N2a, et qui seraient donc impliquées dans I'activité anti-apoptotique du FGF1.

Dans les neuroblastomes, la voie p53 est la voie principale de mort cellulaire et p53 n’y est que
trés rarement muté, ce qui suggere qu’il existe des modifications en amont de cette voie. Le réle du

FGF1 n’avait jamais été étudié dans ce modele. Au vu de I'activité anti-apoptotique du FGF1 dans les



cellules SH-SY5Y, et étant les premiers a avoir montré un mode d’action intracrine de ce facteur dans
un modele de neuroblastome, il serait intéressant de vérifier si le FGF1 est un facteur impliqué dans
la transformation tumorale des neuroblastomes. L’expression du FGF1 n’a pas été étudiée dans les
neuroblastomes, nous souhaitons donc initier une collaboration avec une équipe de bio-informatique
afin de réaliser une méta-analyse des études transcriptomiques déja menées sur différents modeles
de neuroblastomes (tumeurs primaires et lignées) pour identifier d’éventuelles dérégulations de

I’expression du FGF1 et leurs corrélations avec la progression tumorale.

De nombreux facteurs de croissance et/ou leurs récepteurs peuvent étre nucléarisés et agir par
des voies intracrines et nucléaires, non seulement dans la famille des FGFs/FGFRs (Arese et al., 1999;
Beenken and Mohammadi, 2009; Bryant and Stow, 2005; Bugler et al., 1991; Ornitz and Itoh, 2015;
Radulescu, 2015; Stachowiak et al., 2007; Terranova et al., 2015), mais également dans d’autres
familles de facteurs de croissance comme EGF/EGFR (Brand et al., 2011; Hsu et al., 2009; Liccardi et
al.,, 2011; Wang et al., 2012b), IGF1/IGF1R (Aleksic et al., 2010; Packham et al., 2015; Sarfstein et al.,
2012; Warsito et al., 2012) ou VEGF/VEGFR (Domingues et al., 2011; Lee et al., 2007). Dans la plupart
de ces études, la nucléarisation de ces facteurs de croissance et/ou de leurs récepteurs est associée a
une prolifération cellulaire et/ou tumorale plus élevée, a une augmentation de la survie cellulaire
et/ou a une résistance aux chimiothérapies. Dans les neuroblastomes, il a été montré que
I’expression de quelques-uns de ces facteurs et/ou de leurs récepteurs était régulée, cependant les
potentielles voies d’action intracrine et nucléaires de ces facteurs et récepteurs n’y ont pas été
étudiées. D’autre part, les mécanismes d’action intracrines du FGF1 que nous avons décrit dans nos
différents modeles pourraient étre généralisés a d’autres types de cancers (prostate, ovaire, sein ou
poumon) ol une corrélation a été établie entre le niveau d’expression du FGF1 et la sévérité du

diagnostic (Dorkin et al., 1999; Li et al., 2015; Slattery et al., 2013; Smith et al., 2012).

Plus particulierement, sa surexpression dans le cancer de l'ovaire est corrélée a un mauvais
pronostic vital pour les patientes et a une chimiorésistance, et augmente la progression tumorale
(King et al., 2015; Smith et al., 2012). Des travaux sont en cours dans I'équipe pour chercher a
comprendre comment le FGF1 pourrait médier la chimiorésistance dans ces tumeurs. Les résultats
préliminaires montrent que la surexpression du FGF1 dans les cellules ovariennes COV434 les
protége de I'apoptose induite par des stress génotoxiques (étoposide et cisplatine). L’équipe travaille
également sur la lignée humaine A2780, issue d’'un adénocarcinome ovarien provenant d’une
patiente n’ayant pas regu de cisplatine. Une lignée dérivée, la lignée A2780CIS, a subi un traitement
chronique au cisplatine, ce qui I'a rendue résistante a cet agent de chimiothérapie. De maniéere
intéressante, les cellules A2780CIS surexpriment le FGF1. Le géne FGF1 a été invalidé dans ces

cellules via CRISPR/Cas9 afin de déterminer si le FGF1 est requis pour la maintenance du phénotype



de chimiorésistance. L'étude de I'impact de cette invalidation sur la survie cellulaire est actuellement
en cours. Enfin, pour progresser dans la compréhension des mécanismes par lequel le FGF1 induirait
la résistance a la chimiothérapie, une approche globale basée sur un criblage par ARN interférence
sera prochainement mise en ceuvre dans ce modele. L'objectif de ce crible sera d’identifier des siRNA

permettant de supprimer le phénotype de chimiorésistance induite par le FGF1.
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I Matériels et méthodes

1 - Fractionnement cellulaire

Les cellules sont trypsinées et comptées sur cellules de Malassez pour obtenir 10.10° cellules
pour chaque fractionnement cellulaire, toutes les manipulations sont effectuées sur glace. Aprés une
centrifugation de 5 minutes a 900 rpm, les culots sont resuspendus dans 400 uL de tampon de lyse.
Apres une incubation de 5 minutes dans la glace, 50 puL sont prélevés de chaque tube, ce sont les
extraits totaux. Une nouvelle centrifugation est effectuée a 4°C pendant 15 minutes a 3 000 g. 200 uL
de surnageant sont prélevés, ce sont les extraits cytosoliques. Le reste du surnageant est éliminé et
150 uL de tampon de lyse des noyaux sont ajoutés, les tubes sont vortexés puis centrifugés a 4°C
pendant 5 minutes a 14 000 rpm. Le surnageant est récupéré, c’est I'extrait nucléaire. Les différents
extraits protéiques sont ensuite dosés par la méthode de Bradfor, puis dénaturés et séparés par

électrophorese (SDS-PAGE, Western-Blot).

Tampon de lyse des | Tampon de lyse des

cellules noyaux
MgCI2 1mM NaCl 3M
CaCl2 1ImM EDTA 10mM
NP40 5% NP40 5%
Sucrose 0,3M H20
PBS 1X

2 - RNA-Seq

Les cellules issues de deux clones cellulaires PC12 soit surexprimant le FGF1IWT sous le contréle
d’un promoteur inductible a la dexaméthasone soit transfecté par un vecteur vide (contréle) ont été
traitées pendant 48h a la dexaméthasone afin d’induire I'expression du FGF1. Elles ont ensuite été
traitées ou non a I'étoposide pendant 8h afin d’induire I'apoptose dépendante de p53. L’'expérience a
été réalisée en duplicat pour chacune de ces quatre conditions. Les ARN ont été extraits a I'aide du
kit RNA NucleoSpin (Macherey-Nagel) d’aprés le protocole du fournisseur, puis envoyés a la
plateforme de séquencgage ImaGif. Leur qualité a été vérifiée, puis les ARNm polyA+ ont été purifiés.
Les ARNm ont ensuite été séquencés sur un séquenceur lllumina HiSeq en Single Read 50 nt. Les
analyses bioinformatiques ont été réalisées par la plateforme en utilisant les logiciels suivants :
Cutadapt et FastQC pour I'étape de « trimming » (retirer les séquences des adaptateurs utilisés lors

des constructions de librairies), TopHat2 pour le « mapping » (positionnement des reads sur le
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génome) et IGV pour visualiser la répartition des reads sur le génome. Le comptage des séquences
lues (« reads ») a été réalisé via HTSeqg-Count, et I'analyse différentielle des quatre conditions par le
package R DESeq2. Huit analyses différentielles ont été réalisées par la plateforme entre les quatre
conditions de notre expérience. Les résultats sont exprimés en fold-change (FC) et les variations sont

considérées comme significatives lorsque la valeur de la p-value ajustée P est inférieure a 0,01.

3 - Analyse de I'expression de génes par RT-PCR

3.1- Traitement des cellules et extraction des ARNm

Les cellules contréle PC12 non transfectées (« PC12 »), ou transfectées par un vecteur vide

WT-V5/His ») sous Ie

(« Controle »), ou surexprimant le FGF1"" ou une forme taggée V5/His (« FGF1
controle d’'un promoteur inductible a la dexaméthasone ont été pré-traitées a la dexaméthasone
pendant 48h puis traitées ou non par de I'étoposide pendant 4, 8 ou 16h. Les ARNm ont été extraits a

I'aide du kit RNA NucleoSpin (Macherey-Nagel) d’apres le protocole du fournisseur.

3.2 - Rétro-transcription et amplification par PCR

Les ARNm ont été extraits de cellules PC12 transfectées ou non par un vecteur d’expression du
FGF1, traitées a I'étoposide (inducteur de p53) pendant 0, 4, 8 ou 16 heures. Une dilution des

échantillons est effectuée afin d’avoir une concentration de transcrits égale a 500 ng/3pL.

Les niveaux de transcrits des différents échantillons ont été analysés par RT-PCR en utilisant les
couples d’amorces présentés dans le tableau suivant. Les ARNs ont été rétro-transcrits en présence
de la reverse transcriptase (RTase) dans le tampon approprié pendant 1h30 a 42°C. Une courte
dénaturation de 3 minutes a 96°C est effectuée afin d’inactiver la RTase. La Tag-Polymérase Fisher a
été utilisée dans le tampon approprié pour amplifier les fragments spécifiques des transcrits étudiées
selon le protocole décrit précédemment dans (Renaud et al., 1994). Pour chaque couple d’amorces
utilisé, trois cycles différents d’amplification ont été effectués dans un premier temps (25, 30 et 35
cycles), puis le nombre de cycles a été ajusté en fonction de la concentration des différents ARNs
étudiés. Pour I'amplification par PCR, une dénaturation des rétro-transcrits est effectuée a 96°C
pendant 3 minutes, puis N cycles d’amplification PCR sont réalisés comprenant une dénaturation a
96°C pendant 30 secondes, une hybridation a 60°C pendant 30 secondes (sauf pour la RT-PCR des
ARNr 18S, a 62°C), et une élongation a 72°C pendant 30 secondes. Les fragments amplifiés sont
ensuite séparés sur gel d’acrylamide 8%. Aprés coloration au BET, les fragments d’amplification sont

révélés par UV (Syngene).



Tampon de rétrotranscription : RT | Tampon d’amplification : PCR Gel acrylamide 8%

TrisHCI

KCl

MgCl,

Random Primer
BSA

dNTP

RNAsin
RTase M-MLV

50 mM TrisHCI

75 mM KCI

3mM MgCl,

100 ng/uL dNTP

0,04 ug/uL Oligo FOR
1mM Oligo REV

1,33 U/uL Taq polymérase
13,3 U/uL

TBE : Tris, Acide

20 mM Borique, EDTA

50 mM Acrylamide 40%
o Wi

1,5mM ifr\l:llasmide

0,25 mM APS 10%

1 ng/uL TEMED

1 ng/uL

0,05 U/pL

0,5X
8%
0,4%

0,075%
1/1000

m Amorce FOR (5’-3’) Amorce REV (5’-3)

Jak1
Anxal
Id1
Gap43
Nf160
Etvl
c-Jun
Fos
Rasip1
510004
5$100a6
Serpinel

Dkk3

ACAGAATGGCTGTCACGGTC
TTGAGAAGTGCCTCACAACCA
AAGTGGTGCTTGGTCTGTCG
AGGAGCCTAAACAAGCCGATG
ATGGCTCGTCATTTGCGAGA
GTCAGCGTGGGAGAAACTGTA
GCCACCGAGACCGTAAAGAA
ACTACGAGGCGTCATCCTCC
CGAGCCGTCCAAATCAGAAC
TCAGCACTTCCTCTCTCTTGGT
TTCATTGTCGACGTGTGCTTC
TGAGCGACACGCAACAAGAG

GATGTTCCGAGAGGTAGAGGAG
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AGCACGTACATCCCCTCCTC
AATTTCCGAACGGGAGACCAT
CTCCTTGAGGCGTGAGTAGC
GTCGGGCACTTTCCTTAGGTT
ATCTGGTCTCTTCACCCTCCA
GTCTGGCACAAACTGCTCATC
TAGCACTCGCCCAACTTCAG
GTTGGCACTAGAGACGGACA
GGGGTAGTCAGTCCGTAAGC

GCCTGAGTATTTGTGGAAGGTG

CTCAGGGTGTGCTTGTCACC

TGGGCTGTATGGGACTCTGGAA

CGTGTTGGTCTCGTTGTGGT



3.3 - Quantification et tests statistiques

La quantification des produits de PCR a été réalisée via le logiciel ImageQuant TL 8.1 (GE
Healthcare). Les graphes représentent le ratio ARNm du transcrit étudié rapporté au niveau de
I’ARNr 18S en unités arbitraires (UA). Le ratio de la condition contréle sans étoposide est
arbitrairement fixé a 1. Les histogrammes représentent le résultat d’'une expérience, ou la moyenne
de trois expériences indépendantes, les barres d’erreur figurant la SEM. Les P-values sont issues de T-
tests de Student bilatéraux avec ns: p >0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001. Elles se
rapportent a la comparaison entre la condition annotée et le témoin non traité et non transfecté

(PC12) ou transfecté par un vecteur vide (Controle), sauf lorsque c’est indiqué.
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Résumé : Le FGF1 est un facteur de croissance
non sécrété, localisé dans le cytosol et le noyau.
Il induit la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaires. Il est également impliqué dans
la progression tumorale et peut conférer une
chimiorésistance  aux  tumeurs qui le
surexpriment.

Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs
années aux activités intracrines du FGF1 en tant
que régulateur de la différenciation et de la
survie cellulaires. L'équipe a ainsi montré que le
FGF1 intracellulaire a une activité anti-
apoptotique dans plusieurs modeles cellulaires :
cellules REtsAF (fibroblastes de rat), PC12
(phéochromocytome de rat), SH-SY5Y
(neuroblastome humain) suite a I'induction de
I'apoptose dépendante de p53 via un stress
génotoxique. Dans les cellules PC12, un modele
d’étude de la différenciation neuronale, le FGF1

posséde également une activité neurotrophique.

A l'aide de différentes formes mutantes du
FGF1, nous avons cherché a mieux caractériser
les mécanismes régulant son activité anti-
apoptotique dans les cellules PC12 et SH-SY5Y,
ainsi que son activité neurotrophique dans les
cellules PC12. Nous avons pu montrer que le
domaine C-terminal du FGF1 ainsi que ses
modifications post-traductionnelles sont
importants pour la régulation de ses activités
intracellulaires ; et que la phosphorylation du
FGF1 inhibe son activité anti-apoptotique dans
les cellules PC12 et SH-SY5Y mais ne régule pas
son activité de différenciation dans les cellules
PC12.

Nos résultats montrent donc pour la
premiere fois le role de la phosphorylation dans
la régulation des activités du FGF1 et ce dans
deux modéles cellulaires de rat et humain.

Title: Study of the intracrine and nuclear pathway of FGF1 in neuronal cells
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Abstract: FGF1 is a non-secreted cytosolic and
nuclear growth factor, inducing cell proliferation,
differentiation and survival. FGF1 is also involved
in  tumor progression and can induce
chemoresistance in FGF1 overexpressing tumors.

Our team has focused for several years on
the FGF1 intracrine neurotrophic and survival
activities. The team has shown that intracellular
FGF1 is an anti-apoptotic factor in several cell
lines : REtsAF (rat fibroblasts), PC12 (derived
from a rat pheochromocytoma) and SH-SY5Y
cells (derived from a human neuroblastoma)
following the induction of p53-dependent
apoptosis via a genotoxic stress. In PC12 cells, a
model of neuronal differentiation, FGF1 is also a
neurotrophic factor.

We aimed to better characterize the
mechanisms regulating the anti-apoptotic
activity of FGF1 by expressing various mutant
forms of FGF1 in PC12 and SH-SY5Y cell lines. We
have shown that FGF1 C-terminal domain and its
post-translational modifications are important
for the regulation of its intracellular activities ;
and that FGF1 phosphorylation inhibits its anti-
apoptotic activities in both PC12 and SH-SY5Y
cell lines, but does not affect its differentiation
activity in PC12 cells.

Thus, our results showed for the first time the
crucial role of FGF1 phosphorylation in the
regulation of its intracrine anti-apoptotic activity
in both rat and human cellular models.







	I La famille des Fibroblast Growth Factors : activités et modes d’action
	1 - La famille des FGFs
	1.1 - Généralités
	1.2 - Structure et activités
	a) Les FGFs intracrines
	b) Les FGFs paracrines (et autocrines)
	c) Les FGFs endocrines


	2 - Les récepteurs aux FGFs (FGFRs)
	2.1 - Récepteurs à haute affinité (FGFRs)
	a) Structure
	b) Les voies de signalisation induites par les FGFRs
	i. Ras/MAPK
	ii. PI3K/Akt/mTOR
	iii. PLCγ/PKC

	c) Régulation des FGFRs

	2.2 - Récepteurs à basse affinité (HSPG)
	a) Les HSPGs comme co-récepteurs ou récepteurs des FGFs
	b) Les HSPGs : stockage/protection FGFs à la membrane et dans la MEC


	3 - Rôles physiologiques et pathologies associées aux FGFs et FGFRs
	3.1 - Rôles physiologiques des FGFs et FGFRs au cours du développement
	3.2 - Rôles pathologiques des FGFs et FGFRs


	II Le FGF1 : un facteur de croissance intracellulaire
	1 - Découverte & généralités
	2 - Structure
	2.1 - Gène
	a) Promoteur 1.A
	b) Promoteur 1B
	c) Promoteurs 1.C et 1.D

	2.2 - Protéine
	a) Structure
	b) Modifications post-traductionnelles du FGF1
	i. Méthylation de la Lys132
	ii. Phosphorylation de la Ser130



	3 - Activités extracellulaires du FGF1
	3.1 - Mode de sécrétion atypique du FGF1
	3.2 - Internalisation du FGF1

	4 - Le FGF1 intracellulaire
	4.1 - Activités du FGF1
	a) Développement et différenciation
	b) Survie (anti-apoptotique)
	c) Mitogénique
	d) Oncogénique
	e) Modulations transcriptionnelles et traductionnelles induites par le FGF1

	4.2 - Partenaires du FGF1
	a) Partenaires impliqués dans la sécrétion atypique du FGF1
	b) Partenaires impliqués dans le trafic intracellulaire du FGF1
	c) Partenaires impliqués dans la régulation des activités du FGF1



	III Les facteurs de croissance intracellulaires : modes d’action
	1 - Les FGFs intracellulaires
	1.1 - Le FGF2
	a) Le LMW-FGF2 (18 kDa)
	a) Les HMW-FGF2 (22, 22,5, 24 et 34 kDa)

	1.2 - Le FGF3
	1.3 - Les FGFs 11 à 14 (FHFs)

	2 - Internalisation des facteurs de croissance et de leurs récepteurs
	2.1 - FGFRs
	2.2 - NGF et NGFR
	2.3 - VEGF et VEGFR
	2.4 - EGF et EGFR


	IV L’apoptose
	1 - Généralités
	2 - Les caspases
	a) Structure et activation des caspases
	b) Substrats des caspases
	c) Inhibition des caspases par les IAPs

	3 - Voie extrinsèque de l’apoptose
	3.1 - Fas
	3.2 - TNF

	4 - Voie intrinsèque de l’apoptose
	4.1 - Apoptosome
	4.2 - La famille BCL2 : régulateurs des évènements mitochondriaux
	a) La sous-famille anti-apoptotique BCL-2
	b) La sous-famille pro-apoptotique des effecteurs BAX/BAK
	c) La sous-famille pro-apoptotique BH3-only

	4.3 - L’apoptose dépendante de p53
	a) p53 : découverte et généralités
	b) Structure et localisation de p53
	i. Région N-terminale : domaines TAD et PRD
	ii. Région centrale : domaine DBD
	iii. Région C-terminale : domaine TET et séquences régulatrices
	iv. Localisation de p53

	c) Régulation de p53 : modifications post-traductionnelles
	i. Ubiquitination de p53 : rôle de MDM2
	ii. Acétylation de p53
	iii. Phosphorylation de p53

	d) Activités oncosuppressives de p53
	i. Induction de l’arrêt du cycle cellulaire
	ii. Réparation de l’ADN
	iii. Induction de l’apoptose dépendante de p53




	V Les neuroblastomes : modèle d’étude
	1 - Généralités
	2 - L’apoptose dans les neuroblastomes
	2.1 - L’apoptose induite par les dommages à l’ADN
	2.2 - L’apoptose induite par la production de ROS
	2.3 - L’apoptose induite par les flavonoïdes
	2.4 - L’apoptose induite par la voie extrinsèque
	2.5 - La modulation des voies d’activation de p53
	2.6 - Rôle de l’amplification de MYCN
	2.7 - L’inhibition de la voie de survie PI3K/Akt/mTOR

	3 - Neuroblastomes & FGFs
	4 - Les autres facteurs de croissance dans les neuroblastomes

	VI Projet de recherche
	1 - Travaux précédemment menés dans l’équipe
	2 - Projet de thèse

	I Article 1 : Caractérisation des activités neurotrophiques et anti-apoptotiques du FGF1 dans les cellules PC12
	II Article 2 : Caractérisation des activités anti-apoptotiques du FGF1 dans des modèles de neuroblastomes humain et murin
	1 - Article 2
	2 - Rôle de la nucléarisation dans la régulation de l’activité anti-apoptotique du FGF1 dans les cellules SH-SY5Y
	2.1 - Étude de l’activité anti-apoptotique du FGF1ΔNLS dans les cellules SH-SY5Y
	2.2 - Étude de la localisation subcellulaire des mutants de nucléarisation du FGF1 dans les cellules SH-SY5Y par fractionnement nucléaire


	III Caractérisation des modulations transcriptionnelles induites par le FGF1 et p53 dans les cellules PC12 par étude transcriptomique (RNA-Seq)
	1 - But et stratégie
	2 - Premiers résultats
	2.1 - Le FGF1WT et l’étoposide induisent les régulations significatives de très nombreux gènes
	2.2 - La surexpression du FGF1 humain induit l’expression du FGF1 endogène murin

	3 - Quels sont les gènes dont l’expression est régulée par le FGF1 et/ou l’étoposide : approche globale et gène-candidat
	3.1 - Approche globale : premières analyses
	a) Méthode
	b) Validation des résultats par RT-PCR
	i. Rasip1
	ii. Protéines S100
	iii. Dkk3
	iv. SerpinE1


	3.2 - Approche gène-candidats : premiers résultats
	a) Les facteurs de transcription
	b) Les FGFs, FGFRs et leurs partenaires
	c) La régulation de la survie
	d) La différenciation
	e) La voie de signalisation JAK/STAT
	f) La voie de signalisation Wnt
	g) La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR
	h) Le cytosquelette
	i) Le cycle cellulaire



	I Activités intracellulaires des différentes formes mutantes du FGF1
	1 - Les activités intracellulaires du FGF1WT
	2 - La nucléarisation du FGF1 est requise pour son activité anti-apoptotique
	3 - Mutants de nucléarisation
	4 - La mutation K132E inhibe l’activité anti-apoptotique du FGF1
	5 - La phosphorylation du FGF1 inhibe son activité anti-apoptotique

	II Les régulations transcriptionnelles induites par p53 et le FGF1
	1 - Le facteur de transcription EGR-1
	2 - La famille des facteurs de transcription ETS/ETV
	3 - La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR
	4 - La voie de signalisation JAK/STAT
	5 - Le complexe transcriptionnel AP-1 (Jun/Fos)
	6 - La voie de signalisation Wnt

	III Conclusions et perspectives
	I Matériels et méthodes
	1 - Fractionnement cellulaire
	2 - RNA-Seq
	3 - Analyse de l’expression de gènes par RT-PCR
	3.1 - Traitement des cellules et extraction des ARNm
	3.2 - Rétro-transcription et amplification par PCR
	3.3 - Quantification et tests statistiques


	2016 Eli FGF1 PC12 phospho-1b--GhostScript FACILE.pdf
	title_link
	Results
	FGF1K132E expression and subcellular localization
	The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity
	The K132E mutation inhibits the FGF1 anti-apoptotic activity during p53-dependent cell death
	FGF1 phosphorylation does not modify its subcellular localization in PC12 cells

	Figure 1 FGF1K132E expression and subcellular localization in PC12 cells.
	Figure 2 The K132E mutation inhibits FGF1 neurotrophic activity.
	Wild-type and phosphorylation mutant forms of FGF1 induce PC12 cell neuronal differentiation

	Figure 3 The K132E mutation inhibits FGF1 anti-apoptotic activity.
	Figure 4 Expression and subcellular localization of wild-type and phosphorylation mutant forms of FGF1.
	Figure 5 FGF1 phosphorylation does not modify its differentiation activity.
	FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity in p53-dependent cell death

	Discussion
	Figure 6 FGF1 phosphorylation inhibits its anti-apoptotic activity.
	Figure 7 Intracellular activities and subcellular localization of wild-type (FGF1WT) and mutant FGF1 forms (FGF1K132E, FGF1S130A, FGF1S130D).
	Materials and Methods
	Cell culture and drugs
	PC12 cells transfection
	PC12 cells neuronal differentiation
	Nucleo-cytoplasmic fractionation
	Cell survival analysis by crystal violet nuclei staining
	Apoptosis analysis by hoechst staining assay
	Western blot analysis
	noxa and p21 mRNA analysis by RT-PCR assay
	Statistical analysis
	Financial supports were obtained from the University of Versailles Saint-Quentin en Yvelines, the Ecole Pratique des Hautes Etudes and the Ligue Nationale contre le Cancer. We gratefully acknowledge S&#x000E9;bastien Gaumer for English correction of the m

	ACKNOWLEDGEMENTS


	2016 Eli FGF1 PC12 phospho--SuppData--A4 Caro--1a.pdf
	Diapositive numéro 1
	Diapositive numéro 2
	Diapositive numéro 3
	Diapositive numéro 4
	Diapositive numéro 5
	Diapositive numéro 6




