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Résumé :

clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis 1) possede une activité E3-ubiquitine ligase et présente
des propriétés oncogéniques. Récemment, notre équipe a montré que clAP1 pouvait réguler I'activité
du facteur de transcription E2F1. L’objectif de mon travail de these était d’approfondir les mécanismes
de cette régulation et d’évaluer I'importance de la coopération clAP1-E2F1 dans I'activité oncogénique
de clAP1.

J'ai démontré une interaction d’E2F1 avec la poche hydrophobe du domaine BIR3 de clAP1.
J'ai par ailleurs démontré I'importance de la premiére hélice a de ce domaine pour l'interaction de
clAP1 avec E2F1 et avec les autres protéines partenaires de clAP1 capables de lier la poche hydrophobe
du domaine BIR3.

De plus, j'ai participé au travail montrant pour la premiéere fois une régulation d’E2F1 par une

ubiquitinylation non dégradative. clAP1 permet la conjugaison de chalnes d’ubiquitines de type K63
sur les lysines 161 et 164 d’E2F1. Cette modification post-traductionnelle est indispensable a la
stabilisation de la protéine lors d’un stress génotoxique et elle permet le recrutement du facteur de
transcription sur les promoteurs des genes cibles.
Enfin, I'analyse des propriétés oncogéniques de clAP1 n’ont pas permis, a ce jour, d’évaluer
I'importance de la coopération clAP1-E2F1. Cependant, nous avons montré I'importance du domaine
BIR1 pour les propriétés oncogéniques de clAP1 (domaine nécessaire a l'interaction de clAP1 avec
I’adaptateur moléculaire TRAF2).

Mots clés : clAP1, E2F1, ubiquitinylation, IBM.

Abstract:

The cellular inhibitor of Apoptosis 1 (clAP1) behaves as an E3 ubiquitin ligase and has oncogenic
properties. Previously, our team has shown that clAP1 can regulate the E2F1 transcription factor
activity. My research project has been focused on deepening our current knowledge on this
interaction. Firstly, we characterized the E2F1-clAP1 interaction, then we analyzed the regulation of
E2F1 by clAP1 and finally assessed the importance of the clAP1-E2F1 interaction for the oncogenic
properties of clAP1.

| have demonstrated a interaction of E2F1 with the hydrophobic pocket of the BIR3 domain of
clAP1. Moreover, | highlighted that the alpha 1 helix of the BIR3 domain is mandatory for the stability
of this pocket. Moreover, we discovered an ubiquitination on lysine 161 and 164 of E2F1 by clAP1. This
ubiquitination is essential for the stability and transcriptional activity of E2F1. Finally, it appears that
the clAP1 BIR1 domain that is required for the interaction with TRAF2 is involved in its oncogenic
properties.

Keys words: clAP1, E2F1, ubiquitination, IAP-Binding-Motif.
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INTRODUCTION




1) Situation du sujet de these :

La tumorigenése est un processus complexe réalisé en plusieurs étapes au cours desquelles
une cellule saine va progressivement acquérir différentes propriétés lui conférant un avantage sélectif.
En 2000, Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg ont identifié six propriétés essentielles a la
transformation de cellules saines en cellules cancéreuses. Ces propriétés incluent la capacité a
proliférer méme en milieu hostile, lI'insensibilité des cellules a des signaux antiprolifératifs,
I’échappement a la mort cellulaire programmée (apoptose), un potentiel réplicatif illimité, la capacité
de maintenir une angiogenése favorable a la tumeur et pour finir la capacité d’invasion de nouveaux
tissus afin de former des métastases (Hanahan and Weinberg, 2000). Cette liste a ensuite été
complétée par la capacité des cellules a reprogrammer leur métabolisme ainsi que leur capacité a

échapper au systeme immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011).

Prolifération
illimitée

Echappement aux

Echappement a /signaux antiprolifératifs

Invasion des tissus

Angiogenese ; .
glog (métastases formées)

favorisée

Réplication illimitée

Figure 1: Propriétés acquises par la cellule cancéreuse au cours du mécanisme de transformation d’aprés Hanahan &

Weinberg.

L'acquisition de ces propriétés est le résultat d’'une accumulation successive d’altérations
géniques et épigénétiques. Parmi ces altérations, on compte des anomalies d’expression d’une famille
de protéines nommée IAP (Inhibitor of APoptosis). Mon équipe d’accueil s'intéresse particulierement
a un membre de cette famille nommé clAP1 (cellular Inhibitor of APoptosis 1).
clAP1 est une protéine a activité E3-ubiquitine ligase identifiée grace a sa capacité a bloquer
I'apoptose. Elle est cependant impliquée dans la régulation de nombreux processus cellulaires incluant
la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose, la réponse immunitaire innée, I'inflammation, la
prolifération, la différenciation et la migration cellulaire. Les travaux antérieurs de mon équipe
d’accueil ont montré une double localisation subcellulaire de cette protéine (Plenchette et al., 2004).
clAP1 est exprimé dans le noyau des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse et des

cellules épithéliales peu différenciées (Plenchette et al., 2004).
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Lors de la différenciation de cellules souches hématopoiétiques en macrophages, clAP1 subit une
translocation du noyau vers le cytoplasme, plus précisément au niveau de I'appareil de golgi (Didelot
et al., 2008; Plenchette et al., 2004). Cette translocation est nécessaire a la différenciation.

Dans le cytoplasme des monocytes et des macrophages, clAP1 controle la durée d’activation de NF-kB
grace a sa capacité a lier, a ubiquitinyler et a stimuler la dégradation par le protéasome de I'adaptateur
moléculaire TRAF2 (Dupoux et al., 2009). Dans une seconde étude, mon équipe montra la liaison de
clAP1 cytoplasmique avec RhoA, Racl et cdc42. Ce sont des petites protéines G de la famille Rho qui
régulent des modifications du cytosquelette d’actine. clAP1 contréle I'activation de cdc42 suite a une
stimulation des cellules par le TNFa et contréle la formation de filopodes. De plus, clAP1 controle les
propriétés invasives des cellules (Marivin et al., 2014).

Lors d’une recherche de partenaires nucléaires de clAP1, Jessy Cartier a identifié le facteur de
transcription E2F1 (Cartier et al., 2011). Ce facteur est un important régulateur du cycle cellulaire et
stimule I'activité des genes responsables du passage de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire.
clAP1 peut lier E2F1 dans toutes les phases du cycle cellulaire. Cette protéine est recrutée avec E2F1
sur les promoteurs des cyclines E et A en phase S du cycle cellulaire et stimule I'activité du facteur de
transcription. Cette fonction de clAP1 est liée a son expression nucléaire puisqu’elle n’a pas été
retrouvée dans des cellules exprimant la protéine clAP1 exclusivement dans le cytoplasme. Mon sujet
de theése est issu de cette étude et avait pour objectifs de comprendre les mécanismes de régulation
d’E2F1 par clAP1 et d’évaluer I'importance de cette interaction dans les propriétés oncogéniques de

clAP1.

Pour la compréhension des travaux effectués et des résultats obtenus au cours de mes trois années de

these, un rapport bibliographique est présenté sous forme d’introduction.
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I1) Introduction Bibliographique 1°" partie : clAP1.

1) clAP1 membre de la famille des IAP (Inhibitor of APoptosis) :
a) Découverte de la famille des IAP :

L'appellation « inhibitor of apoptosis » a été évoquée pour la premiere fois en 1993 par
I’équipe de Miller. En effet, lors d’une étude menée chez le bacculovirus visant a trouver des analogues
fonctionnels du gene codant la protéine p35 (protéine possédant des propriétés anti-apoptotiques
permettant au virus de se répliquer dans des cellules hétes d’insectes), un nouveau géne nommé
« inhibitor of apoptosis » codant une protéine de 31kDa a été identifié. L'expression de ce géne permet
d’inhiber I'apoptose de cellules SF-2 (cellules du papillon « spodoptera frugiperda ») infectées ou
I’'apoptose induite par I'actinomycine D (Crook et al., 1993).

Un homologue de ce géne a été isolé chez un autre papillon nommé « Orgyia pseudotsugata »
(Birnbaum et al., 1994) puis chez la drosophile, le nématode, le poisson zébre et les mammiferes
(Fraser et al., 1999; Hay et al., 1995; Uren et al., 1996). Ces différents homologues possédent un motif
particulier composé de cystéine et histidine retrouvé en position N-terminale, nommé « Baculovirus
lap Repeat » (BIR) : GX;YX4DX3CX,CXeWXsHXs_10C. La présence de ce motif désignera I'appartenance

d’une protéine a la famille des IAP (Birnbaum et al., 1994).

Huit membres (Figure n°2) de la famille des IAP, possédant un ou 3 domaines BIR, sont retrouvés chez
les mammiferes (Silke and Vucic, 2014):

- NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein; BIRC1: Baculoviral IAP repeat-containing

proteinl),

- clAPA (cellular IAP1; BIRC2; HIAP2; MIHB),

- clAP2 (cellular IAP2; BIRC3; HIAP1; MIHC),

- XIAP (X-chromosome-linked IAP; BIRC4; hILP ; MIHA),

- Survivin (BIRC5 ; TIAP),

- Apollon (BIRC6 ; Bruce),

- ML-IAP (MeLanoma IAP; BIRC7; KIAP; Livin)

- ILP-2 (IAP-Like Protein 2; BIRC8).
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Figure 2: Structure des membres de la famille des IAP

Représentation de la structure des membres de la famille des IAP d’apres Silke & Vucic, 2014.
BIR : Baculovirus lap Repeat : domaine d’interaction protéine-protéine. UBA (Ubiquitin Binding Associated) : domaine de
liaison de chaines d’ubiquitines de protéines ubiquitinylées. CARD (Caspase Recruitment Domain) : régulateur du domaine
RING (inhibe I'activité E3 ubiquitine ligase). RING (Really INteresting Gene) : domaine en doigt conférant une activité E3
ubiquitine ligase. Ce domaine RING permet aussi une homodimérisation nécessaire a I'activité E3-ubiquitine ligase (voir

ubiquitinylation chapitre 11)1)d)) ; UBC (ubiquitin-associated domain) : permet a Apollon d’agir comme une enzyme E2 de

conjugaison dans les réactions d’ubiquitinylation. CC (coiled coil) : domaine retrouvé dans les protéines associées aux
microtubules ; NACHT (NAIP, CIITA, HET-E and TP1) appelé aussi domaine NOD (Nucleotide-binding and Oligomerisation
Domain) : domaine d’oligomérisation ; LRR (Leucine-Rich-Repeat) : domaine de reconnaissance de molécules dérivés de

pathogenes ; NES (nuclear export signal) : séquences d’export nucléaire.

Mon sujet de these a porté essentiellement sur clAP1, la structure et les fonctions de cette

protéine seront présentées dans la suite du manuscrit.

b) Structure de clAP1:

clAP1 posséde de grandes homologies structurales et fonctionnelles avec clAP2 (Figure n°3).
En effet, clAP1 et clAP2 possédent trois domaines BIR d’interaction protéine-protéine, un domaine
UBA de liaison de chaines d'ubiquitines, un domaine CARD régulateur et un domaine RING (Figure n°2).
Bien qu’il ne possede pas de domaine CARD, XIAP présente aussi de fortes homologies avec clAP1 et

clAP2 (Figure n°3).
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Figure 3: Alignement des séquences de clAP1, clAP2 et XIAP

Le degré d’homologie est représenté par I'intensité de coloration bleue.

L’alignement a été réalisé a I'aide du logiciel Jalview et des séquences importées via la base de données Uniprot.
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e Les domaines BIR :

Deux types de domaine BIR ont été décrits en fonction de la présence ou non d’une poche hydrophobe

qui reconnait un motif particulier nommé IBM (Gyrd-Hansen and Meier, 2010).

BIR1

BIR3

[BIL47, MO, RES | jportantpoursa | O Momedezine
W 67- PVSE-64 |jjaison avec TRAF2 des domaines BIR2 et BIR3)

W 99- PIQKH-103

Figure 4: Structure 3D des domaines BIR1 et BIR3

Représentation des structures 3D du domaine BIR1 et du domaine BIR3 de clAP1 réalisée grace au logiciel RasTop, aux

données de la banque « Protein Data Bank » et d’apres les articles (Mace et al., 2010; Samuel et al., 2006).

Le domaine BIR1 de clAP1, de clAP2 et de XIAP sont des domaines de type | ne possédant pas
de poche hydrophobe. Ils permettent I'interaction des IAP avec des molécules de signalisation
cellulaire. Concernant clAP1, le domaine BIR1 permet son interaction avec TRAF2 et TRAF1 (Mace et

al., 2010; Roy et al., 1997).
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L’analyse des mécanismes d’interaction entre clAP1 et TRAF2 ainsi que |'étude de la séquence
acide aminé de TRAF2 ont mis en évidence I'importance des résidus E64, R65 (Samuel et al., 2006)
d’une part, et des résidus L47 (Mace et al., 2010) d’autre part, qui sont indispensables a I'interaction.
Les résidus M50 et R65 sont également important puisque leurs mutations atténuent fortement
I'interaction de clAP1 avec TRAF2 (Mace et al., 2010; Samuel et al., 2006). De plus, I'étude de Mace et
al. a démontré que le domaine BIR1 de clAP1 est capable de lier un trimere de TRAF2 (Mace et al.,
2010).

Les domaines BIR2 et BIR3 quant a eux, possedent une poche hydrophobe qui permet I'ancrage
d’un motif peptidique particulier nommé IBM (/AP Binding Motif). Ce motif est caractérisé par la
séquence A(K/T/V/1) (P/A/E) (F/E/I/S/Y) (Vaux and Silke, 2005), avec quelques variations possibles. Le
motif IBM est retrouvé chez de nombreux partenaires. Les mieux caractérisés sont les protéases de
I’'apoptose : les caspases 3,7 et 9 ainsi que les inhibiteurs endogénes des IAP comme Smac (second
mitochondria derived activator of caspase) et HtRA2 qui entrent en compétition avec les caspases pour

la liaison aux IAP.

D’autres partenaires « IBM » ont aussi été décrits comme la kinase NIK (Nuclear factor kappa
b Inducing Kinase) impliquée dans la signalisation NF-kB, la kinase chkl (checkpoint kinase 1) impliquée
dans la réponse aux dommages portés a ’ADN et dans le cycle cellulaire, la protéine GSPT1/eRF3 (G1
to S phase transition 1/ eukaryotic polipeptide chain release factor 3) impliquée également dans le
contrdle du cycle cellulaire (Galvan et al., 2004; Hegde et al., 2003; Lee et al., 2014).
Ce motif doit étre exposé en position N-terminale de la protéine pour pouvoir s’ancrer dans la poche
hydrophobe. Le motif IBM des caspase 7 et de la caspase 9a situé en position N-terminale de
la grande sous-unité active est exposé lors du clivage protéolytique activateur des formes pro-
caspases. Les motifs IBM de Smac (AVPI) et HtrA2 sont exposés suite a I’élimination par protéolyse de
la séquence d’adressage a la mitochondrie et la libération de la mitochondrie vers le cytosol des
protéines matures au cours de I'apoptose. Le motif IBM de la kinase NIK est rendu accessible apres

élimination de la méthionine placée en position 1 par une aminopeptidase (Figure n°® 5).

Des travaux plus récents ont montré que dans certaines conditions ou les protéines se trouvent
dans une conformation propice permettant une exposition du motif IBM, I'IBM peut s’ancrer dans la
poche hydrophobe méme lorsqu’il est situé a I'intérieur de la protéine. C’est le cas d’un variant de la
caspase 9 nommé caspase 9b et I'intermédiaire p20/p12 de la caspase 3 constitué d’une part du pro-
domaine et la sous-unité p20, et d’autre part de la petite sous unité libre p12 (Choi et al., 2009; Vu et

al., 2016).
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Lors d’un criblage de partenaires potentiels de clAP1, un motif atypique de liaison avec le BIR3 de clAP1
a été décrit. Ce motif appelé « IBM non conventionnel » présente la séquence SR(V/P) (Kurakin and

Bredesen, 2007) et est situé a I'intérieur de la protéine.

NLS
146 149
AVME“‘.:'
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Aminopeptidase / NIK: N |__|[NRD]| | kD | C «<— [BM non exposé
1121 321 Sl 042
790 800
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1 942 Jjiaison avec BIR2 de clAP1
Caspase 3
Clivage
—SGIS |
(clAP1 7 =
Forme p22/p12 Forme p20/p12
C{-‘Vlagf-' IBM non exposé C{-"Vlagf-' Conformation IBM exposé
proteolytique P protéolytique/ 1 jajson avec BIR3 de clAP1
AKPD, SGIS |

o1 ] ]
IBM exposé Nécessité du prodomaine
Liaison avec le BIR3 de clAP1 pour la liaison avec le BIR3

Figure 5: Reconnaissance des motifs IBM par clAP1

L’aminopeptidase permet a la kinase NIK d’exposer son motif IBM « AVME », étape nécessaire a la liaison de la poche
hydrophobe du domaine BIR2 de clAP1 par NIK.
La caspase 7 doit subir des étapes de clivage afin de rendre visible son motif IBM « AKPD » alors que la forme intermédiaire

p20/p12 de la caspase 3 posséde une conformation permettant I'exposition de son motif IBM « SGIS ».

Les domaines BIR2 et BIR3 possedent des spécificités et des préférences de liaison. Par
exemple, I'IBM de NIK est reconnu par le domaine BIR2 tandis que les IBM de Smac, HtrA2 et de la
caspase-9 sont préférentiellement reconnus par le BIR3. Cependant, sous forme de dimere, I'IBM de
la premiere sous-unité de Smac lie le domaine BIR2 tandis I'IBM de la seconde sous-unité lie le domaine

BIR3 de XIAP (Eckelman et al., 2008; Lee et al., 2014).
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% Le domaine UBA :

Les domaines UBA (UBiquitine Associated) sont des « récepteurs » d’ubiquitine. L'UBA de
clAP1 peut lier des molécules « mono-ubiquitine » mais aussi les chaines « poly-ubiquitine ».
Ce domaine permet a clAP1 de lier des protéines poly-ubiquitinylées et de former des complexes de
signalisation (Blankenship et al., 2009). Par exemple, lors d’un stress génotoxique, clAP1 peut lier la
forme poly-ubiquitinylée de la protéine TRAF6. Le complexe clAP1 — TRAF6 participera ensuite a
I'activation du facteur de transcription NF-kB (Hinz et al., 2010). Le domaine UBA permettrait aussi la
reconnaissance de la forme poly-ubiquitinylée d’IKKy (Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit
gamma), aussi appelée NEMO (NF-kB essential modulator), aussi impliquée dans I'activation de NF-«kB
(Gyrd-Hansen et al., 2008).

Le domaine UBA permet aussi la reconnaissance de I'enzyme « E2-ubiquitin conjugating »
UbcH5B liée a l'ubiquitine activée et favorise I'auto, mono-ubiquitinylation de clAP1 et clAP2

(Budhidarmo and Day, 2015).

+* Le domaine CARD :

Le domaine CARD (Caspase recruitment domain) est un domaine conservé, retrouvé en
position N-terminale ou C-terminale de protéines appelées « protéines CARD ». Dans cette situation,
ce domaine permet une interaction homotypique. Il permet par exemple I'interaction de I’adaptateur
Apaf-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) avec la caspase 9 (Cysteine-dependent aspartate-
directed protease 9) lors de la formation de I'apoptosome (complexe d’activation de la caspase-9 lors
de la voie intrinséque de I'apoptose) (Lopez et al., 2011). Concernant clAP1, le domaine CARD est situé
en positon centrale et aucun partenaire de clAP1 liant le domaine CARD n’a été découvert a ce jour.
Le domaine CARD permet a clAP1 d’adopter une conformation dite fermée grace a la création de

charges électrostatiques entre les domaines CARD, BIR3, UBA et RING (voir chapitre 11)1) d)).

< Le domaine RING :

Le domaine RING (Really interesting gene) est un domaine en doigt de zinc présentant un octet
de cystéines et d’histidines. Il y a deux types de domaine RING : le domaine RING-H2 et le domaine
RING retrouvé chez clAP1 nommé RING-HC ou C3HC4. Le domaine-H2 présente six cystéines et deux
histidines (position 4 et 5) alors que le domaine RING-HC posséde quant a lui sept cystéines et une

seule histidine retrouvée en position 4 (Jackson et al., 2000).
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Ce domaine confere a clAP1 une activité E3-ligase dans la réaction d’ubiquitinylation et de neddylation

(Zhuang et al., 2013). L’histidine H588 est nécessaire a I'activité E3-ligase de clAP1.

c) Mécanisme d’ubiquitinylation :

L'ubiquitinylation et la neddylation sont des réactions enzymatiques permettant in fine la
conjugaison de molécules d’ubiquitines ou de NEDDS8 ainsi que des chaines d’ubiquitines sur une
protéine partenaire. Ces modifications post-traductionnelles des protéines peuvent moduler leur
fonction, leur localisation, leur stabilité et leur recrutement dans des complexes multi-protéiques de

signalisation.

Les réactions d’ubiquitinylation et de neddylation sont trés proches. Je me concentrerai sur la réaction
d’ubiquitinylation. Elle se fait en trois étapes impliquant trois enzymes clés :

- I’'enzyme activatrice E1 (ubiquitin-activating enzyme)

- I’'enzyme de conjugaison E2 (ubiquitin-conjugation enzyme)

- I’'enzyme ligase E3 (ubiquitin ligase).

L’étape n°1 nécessite un apport d’énergie sous forme d’ATP. C'est une étape d’activation de
I'ubiquitine au cours de laquelle I'enzyme E1 fixe une molécule d’ubiquitine grace a une liaison
thioester. L'ubiquitine est ensuite transférée sur 'enzyme de conjugaison E2 qui va faciliter la liaison
de l'ubiquitine active directement sur la protéine cible par I'E3 ubiquitine ligase, ou transmettre
I'ubiquitine a I'’enzyme E3 ubiquitine ligase qui par la suite transférera cette molécule sur la protéine

cible.
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Figure 6: Réaction d'ubiquitinylation

L’enzyme E1 activatrice lie 'ubiquitine par une liaison thioester au niveau de la cystéine de son site actif grace a un
apport d’énergie. L'ubiquitine est ensuite transférée sur 'enzyme E2 de conjugaison qui facilitera la liaison de I"'ubiquitine a
la protéine cible par I'E3 ubiquitine ligase. Les E3 ubiquitine ligases sont divisées majoritairement en deux groupes différents :
les E3 contenant une domaine HECT (Homologous to E6-accessory protein Carboxy Terminus) ou les E3 contenant un domaine
RING (Hatakeyama and Nakayama, 2003). Les E3 ligases de la famille HECT lient I’'enzyme E2 qui transférera I'ubiquitine sur
I'E3 ligase de la famille HECT. Cette derniére E3 va ensuite transférée I"'ubiquitine sur la protéine cible, par contre les E3 a
domaine RING formeront un complexe avec I'enzyme E2 facilitant ainsi le passage de I'ubiquitine de I'enzyme E2 sur la

protéine cible (Hatakeyama and Nakayama, 2003).

Chez I’lhomme, au moins 38 genes codant pour une enzyme E2 ont été décrits. Une enzyme E2
peut interagir avec différentes E3 ubiquitine ligases (Ye and Rape, 2009). La protéine clAP1 peut
interagir avec les enzymes de conjugaison de la famille UbcH5 (UbcH5a/b/c), Ube2Q2, tsg101, Ube2S,
Rad6b (Dynek et al., 2010b), avec Ubc6 (Wu et al., 2005), UbcH8 (Choi et al., 2009) et UBC13
(Shembade et al., 2010). clAP1 catalyse la conjugaison de I'ubiquitine de I’'enzyme E2 vers un substrat
spécifique lié a clAP1 via un domaine BIR. L'ubiquitine lie le substrat par une liaison isopeptidique entre

la glycine 76 de I'ubiquitine et le groupement e-amino de la lysine de la protéine cible.

L'ubiquitine est une protéine de 76 résidus et contient 7 lysines, elle possede donc 7 sites
potentiels de liaison d’une autre ubiquitine permettant la formation de chaines d’ubiquitines. Un
huitieme site particulier, la méthionine 1 en N-terminal, permet de réaliser une chaine d’ubiquitines
nommeée chaine linéaire (Yau and Rape, 2016). Il existe donc de nombreuses possibilités de
modifications de protéines par ubiquitinylation en fonction de la conjugaison d’une seule molécule
d’ubiquitine sur une lysine (mono-ubiquitinylation) ou sur différentes lysines (multi-mono-

ubiquitinylation) ou la conjugaison de chaines d’ubiquitines (poly-ubiquitinylation).
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La nature de la chaine d’ubiquitines sera définie en fonction du site d’ancrage du maillon ubiquitine :

M1 pour les chaines linéaires et K6, K11, K27, K29, K48, K63 suivant la lysine de I'ubiquitine impliquée.
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* : Site d'acétylation

%* : Site de Phosphorylation
et K : Site d'ubiquitinylation

Figure 7: Représentation 3D et séquence de |'ubiquitine

La glycine 76 liant la protéine cible est représentée en violet, les lysines sites potentiels d’ubiquitinylation sont représentées
en rouge. La méthionine en position 1 est représentée en vert.
Réalisation de cette figure a I'aide du logiciel RasTop, des données de la base de données « PDB » (protein data bank) et de

larevue (Swatek and Komander, 2016).

Le devenir de la protéine modifiée va différer suivant le type de chaines d’ubiquitines. En effet,
les chaines d’ubiquitines de type K48 et K11 sont reconnues par les récepteurs Rpn10 et Rpn13 du
complexe 19S du protéasome permettant ensuite de provoquer la dégradation de la protéine. Les
chaines de type K11 n’entrainent pas toujours une dégradation de la protéine mais peuvent étre un

signal important dans différentes voies de signalisation (Grice et al., 2015).

La conjugaison d’une chaine de type K63, quant a elle, a été impliquée dans des processus
cellulaires non dégradatifs comme la réparation de I'ADN, la régulation transcriptionnelle,
I’endocytose, ou I'activation de protéines kinases... (Woelk et al., 2007). L'ubiquitinylation de type K63
de la kinase RIP1 par clAP1 est reconnue par des domaines de liaison d’ubiquitines des protéines TAB2,
d’'IKKy et de HOIP et permet I'assemblage d’une plateforme multi-protéique de signalisation cellulaire.
La formation de chaine M1 est impliquée dans des mécanismes de régulation de voie de signalisation,
elle est notamment importante pour la réponse immunitaire (activation de la voie NF-kB). L'impact de

la formation des autres chaines (K6, K27, K29 et K33) est peu décrit a ce jour.

Pour finir, la complexité du « code ubiquitine » se poursuit avec la formation possible de
chaines hétérotypiques dites mixtes ou branchées (Yau and Rape, 2016) et I'association de différentes
formes de modifications post-traductionnelles comme I'ubiquitinylation et la phosphorylation ou
I’acétylation (modification post-traductionnelle remaniant le signal produit) (Swatek and Komander,

2016).
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Une étude récente montre une protection de I'ubiquitinylation K63 induite par TRAF6 par |'ajout de
chaines K48 par HUWE1 (empéche la déubiquitinylation). Cette ubiquitinylation branchée K48 - K63
est reconnue par TAB2, ce qui amplifie I'activation de NF-kB (Ohtake et al., 2016).

L'E3 ubiquitine ligase clAP1 est capable de catalyser des mono-ubiquitinylations ainsi que des
poly-ubiquitinylations de types K6, K11, K48 et K63 (Blankenship et al., 2009). clAP1 peut induire
différents type d’ubiquitinylation sur une méme protéine, avec des conséquences différentes. Par
exemple, clAP1 peut catalyser une ubiquitinylation de type K48 de RIP1 provoquant sa dégradation ou
une ubiquitinylation de type K11 ou K63 qui bloquera son activité kinase et permettra la formation de
complexes de signalisation conduisant a 'activation de NF-kB (Bertrand et al., 2008; Park et al., 2004).
De plus clAP1 favorise I'ubiquitinylation de type K11 et de type linéaire de RIP1, ce qui permettra aussi
I’activation de la voie NF-kB (Bertrand et al., 2011).

La réaction d’ubiquitinylation tout comme les autres modifications post-traductionnelles sont
réversibles. La réaction d’ubiquitinylation est réversible par I'intermédiaire de déubiquitinases (DUB :
deubiquitinating enzyme). Ces enzymes sont regroupées en cing familles différentes : les familles UCHs
(ubiquitin-specific proteases), OTUs (ovarian tumour proteases), Josephins qui sont des protéases a
cystéines et la famille JAMMs (JAB1/MPN/MOV34 metalloenzymes) de métalloprotéases. Les
déubiquitinases permettent de garder un pool d’ubiquitines libres disponible pour une éventuelle
nouvelle réaction d’ubiquitinylation, de stabiliser une protéine en prévenant sa dégradation par
ubiquitinylation dégradative mais permettent aussi de moduler les chaines d’ubiquitines (Komander
et al., 2009). La stabilité de clAP1 est notamment contrélée par une déubiquitinase nommée OTUB1.
En effet, OTUB1 enleve les chaines de type K48 présentes sur clAP1 prévenant ainsi la dégradation de

clAP1 par le protéasome (Goncharov et al., 2013).
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Figure 8: Différents types d'ubiquitinylation

D’aprés les articles de(Ohtake et al., 2016b; Swatek and Komander, 2016; Woelk et al., 2007; Yau and Rape, 2016; Ye and
Rape, 2009).

d) Régulation de I’activité E3-ubiquitine ligase de clAP1 :

Le domaine RING est fonctionnel lorsqu’il est sous forme de dimeére. La dimérisation implique
la phénylalanine 616 de chaque monomere, située a I'extrémité C-terminale des protéines. La
dimérisation est nécessaire au recrutement de I'’enzyme E2 de conjugaison ainsi que la conjugaison de
I’'ubiquitine sur le substrat (Silke and Vucic, 2014).

clAP1 possede deux conformations différentes, I'une est dite fermée et I'autre est dite ouverte
(Figure n°9). En conformation fermée, le domaine RING de clAP1 est empaqueté ce qui inhibe I'activité
E3 ubiquitine ligase de clAP1 (Fulda and Vucic, 2012). Cette conformation fermée est maintenue par
des liaisons électrostatiques entre les domaines RING, CARD, UBA et BIR3.

En conformation ouverte, le domaine RING de clAP1 est exposé permettant ainsi
I’'homodimérisation spontanée de clAP1 et le recrutement de I'enzyme E2, ce qui active I'activité E3
ubiquitine ligase de clAP1 (Fulda and Vucic, 2012). Le domaine CARD est primordial dans la régulation
de ces changements de conformation. En effet, I'absence de ce domaine conduit a une dimérisation
et activation spontanée de clAP1 se traduisant par une auto-ubiquitinylation et une dégradation par

le protéasome (Lopez et al., 2011).
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La liaison du domaine BIR3 par un « smac mimetic » conduit aussi a une dimérisation de clAP1,
responsable d’une activation exacerbée de I'activité E3-ligase de clAP1, d’une auto-ubiquitinylation ce
qui conduira a la dégradation de la protéine par le protéasome, (voir chapitre 11)1) f)) (Budhidarmo and

Day, 2015).

Figure 9:Notion de conformation fermée et ouverte de clAP1

A] Représentation schématique des conformations possibles de la protéine clAP1.

B] Représentation de la structure 3D de la protéine clAP1 en conformation fermée et de la dimérisation par le RING de la
protéine clAP1 (utilisation du logiciel Rastop et de la banque de donnée PDB).

Les domaines BIR sont représentés en bleu (bleu foncé pour le domaine BIR3), le domaine UBA en vert, le domaine CARD en
orange et le domaine RING en rouge. Les atomes de zinc sont représentés par une sphere bleue.

Les domaines RING, CARD, UBA et BIR3 forment des liaisons électrostatiques entre eux permettant de maintenir la
conformation fermée. Lorsque cette conformation est perturbée (par exemple par la liaison d’'un smac mimetic au domaine
BIR3), clAP1 passe en conformation ouverte, exposant ainsi son RING qui dimérisera avec une autre RING.

D’apres (Budhidarmo and Day, 2015; Fulda and Vucic, 2012).
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2) Fonctions de clAP1:

Les fonctions cellulaires de clAP1 sont directement liées a sa capacité a lier des protéines
partenaires via un domaine BIR et a catalyser la conjugaison d’ubiquitines, modulant ainsi leur stabilité,
leur recrutement dans des plateformes de signalisation ou leur activité (Tableau n°1). Lidentification
de nouveaux partenaires des IAP est donc un enjeu important afin de mieux comprendre I’activité de
cette protéine et son rdle dans la carcinogeneése. Les partenaires les plus étudiés sont des acteurs des

voies de mort cellulaire et des régulateurs des voies d’activation de NF-kB.

a) Apoptose:
Il existe deux voies différentes d’activation de I'apoptose : la voie extrinseque impliquant des
récepteurs de mort et la voie intrinseque impliquant la mitochondrie.
Le premier rdle attribué aux membres de la famille des IAP, comme leur nom le suggeére, est I'inhibition
de I'apoptose. clAP1 peut contréler I'apoptose par deux mécanismes distincts :
e en modulant I'activité des caspases, protéases a cystéine effectrices de 'apoptose ;
e en empéchant la formation de plateforme d’activation des caspases.

/7

++ Régulation des caspases par clAP1 :

Les membres de la famille des IAP sont capables de lier directement les caspases-3, 7 et 9. XIAP
a la capacité d’inhiber directement I'activité des caspase-3 et 7. En effet, XIAP lie I'IBM des caspases 3
et 7 via les poches hydrophobes des domaines BIR2 et BIR3, et, grace a des résidus (résidus 140 a 156)
situés en amont du domaine BIR2, va masquer le site de liaison du substrat de la caspase, la rendant
ainsi inactive. En ce qui concerne la caspase 9, XIAP lie son motif IBM et empéche sa dimérisation
activatrice (Chai et al., 2001; Eckelman and Salvesen, 2006; Huang et al., 2001; Riedl et al., 2001). De
plus, le domaine RING de XIAP permet la dégradation des caspases 3, 7 et 9 par ubiquitinylation

dégradative (Chen et al., 2003; Creagh et al., 2004; Morizane et al., 2005; Suzuki et al., 2001).

L'effet inhibiteur de XIAP peut étre contrecarré par la protéine Smac. Cette protéine est présente
au niveau de la membrane mitochondriale. Lors d’un stimulus pro-apoptotique, la séquence
d’adressage a la mitochondrie de Smac est clivée, permettant ainsi sa libération dans le cytoplasme
sous forme mature. Smac sous forme mature va ensuite se lier a XIAP via les domaines BIR et inhiber
de fagon compétitive I'interaction XIAP-caspases (Verhagen et al., 2000).

Les résidus permettant a XIAP d’inhiber les caspases ne sont pas retrouvés dans clAP1. En

accord avec cette observation, clAP1 est incapable d’inhiber directement I'activité des caspases.
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Cependant, les domaines BIR2 et BIR3 de clAP1 peuvent lier les IBM des formes actives des caspases
et I'IBM de Smac. Ainsi, clAP1 est capable tout comme XIAP d’induire une ubiquitinylation dégradative
des caspases 3 et 7. L’analyse de I'affinité des IAP avec les caspases et Smac suggérent cependant que
clAP1 serait plus enclin a inhiber I'apoptose en neutralisant Smac empéchant ainsi son action
inhibitrice sur XIAP. De plus, clAP1 est capable d’induire I'ubiquitinylation de Smac qui sera alors

dégradé par le protéasome (Hu and Yang, 2003)
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Figure 10: régqulation des caspases par clAP1

1] Structure de clAP1 et XIAP

2] clAP1 et XIAP interagissent avec I'IBM (IAP Binding Motif) des caspases via la poche hydrophobe des domaines BIR3 ou
BIR2 et BIR3 respectivement. Cette interaction leurs permet de lier des chaines d’ubiquitines de type K48 sur les caspases
grace a leur activité E3 ubiquitine ligase de leur domaine RING. Cette ubiquitinylation engendre la dégradation des caspases
par le protéasome.

XIAP en liant la caspase 9 empéche la dimérisation de celle-ci et donc empéche son activation.

clAP1 lie et ubiquitinyle (K48) I'inhibiteur endogéne des IAP nommé Smac (second mitochondria derived activator caspases)

favorisant ainsi le role inhibiteur de XIAP sur la caspase 9.
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+» Régulation de la formation des complexes d’activation des caspases :

importance du partenaire RIP1 :

Les caspases initiatrices sont activées dans des plateformes de signalisation impliquant au
moins une protéine adaptatrice et la pro-caspase. Les caspases-8 et 10 sont activées au sein de
différentes plateformes protéiques :

- Le DISC (Death inducing signaling complex). Celui-ci est formée suite a une stimulation du

récepteur de mort Fas/CD95 ou TRAIL qui induit le recrutement sur le récepteur de la protéine
adaptatrice FADD et des pro-caspases 8 ou 10. La formation de ce complexe provoque I'activation des
caspases 8 et 10 qui activeront a leur tour les caspases effectrices entrainant donc la mort des cellules
par apoptose (Kim et al., 2000; Scaffidi et al., 1999).

- Les Complexes Il. Une stimulation du récepteur TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor 1) par

la cytokine TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) provoque le recrutement des protéines clAP1, TRAF2
(TNF receptor associated factor 2) et RIP1 (Receptor interacting serine/threonine protein kinase 1) via
I’adaptateur TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1 associated death domain). La plateforme
ainsi formée appelée complexe | permettra a terme d’activer le facteur de transcription NF-kB (partie
développée chapitre 11)2) b)). Une inhibition de NF-kB, ou |'absence de clAP1 ou de TRAF2 conduit a la
formation de complexes secondaires appelés complexes Il. Ces complexes sont formés par une
interaction homotypique entre TRADD (complexe lla) ou RIP1 (complexe llb) et I'adaptateur FADD (Fas
associated protein with death domain), ce dernier recrutant la pro-caspase 8 ou 10. Ces complexes Il
conduisent a terme a la mort de la cellule par apoptose ou nécroptose (Micheau and Tschopp, 2003;
Varfolomeev et al., 2007; Vince et al., 2008). De plus, le clivage de RIP1 au niveau de I'acide aspartique
324 par la caspase 8 donne naissance a deux produits de RIP1 : un fragment N-terminal contenant le
domaine sérine/thréonine de RIP1 et un fragment C terminal contenant le domaine intermédiaire et
de mort de RIP1. Le fragment C terminal de RIP1 favorise I'apoptose en permettant le recrutement de
FADD au niveau du récepteur TNFRI (Kim et al., 2000).

- LeRipoptosome. Cette plateforme contient la protéine RIP1, la caspase 8 et FADD (Geserick et
al., 2009). Ce complexe est formé indépendamment de I'activation des récepteurs de mort, suite a un
dommage porté a ’ADN apres stress génotoxique ou suite a une délétion de clAP1 mais aussi par
I'accumulation de la protéine RIP1 (Tenev et al.,, 2011). Une fois formé, ce complexe entrainera
I’activation de la caspase 8 qui aboutira a la mort des cellules par apoptose. La présence au sein de ce
complexe de la protéine RIP3 formera un nouveau complexe nommé « necroptosome ». Ce complexe
aboutira cette fois ci a la mort des cellules par nécrose (Bertrand et al., 2011; Feoktistova et al., 2011;

Zhang et al., 2009).
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clAP1 est un déterminant de I'assemblage des plateformes dépendantes de la protéine RIP1 grace a sa
capacité a modifier par ubiquitinylation cette kinase. Dans le complexe |, clAP1 induit une
ubiquitinylation de type K63 et K11 de RIP1. L'ubiquitinylation de RIP1 est un signal permettant le
rapprochement de complexes protéiques et engendra a terme I'activation de NF-kB (voir chapitre
suivant). De plus, I'ubiquitinylation de la lysine 377 de RIP1 par clAP1 inhibe I'activité kinase de RIP1
nécessaire a la formation du Ripoptosome (Tenev et al., 2011). Pour finir clAP1 peut induire une

ubiquitinylation de type K48 conduisant a la dégradation de RIP1 (Bertrand et al., 2011).

Traitement Génotoxique (étoposide par exemple), Stimulation TNF-a:
Accumulation de la protéine RIP1:

PN
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Figure 11: Inhibition de la formation des plateformes protéiques impliquées dans I"apoptose par clAP1

clAP1 peut inhiber I'apoptose en ubiquitinylant RIP1 (K63, K11 et linéaire) ce qui permet a terme a I'activation de la voie
classique du facteur de transcription NF-kB. Le variant Caspase 9b augmente |’activité E3 ubiquitine ligase de clAP1 et favorise
I"activation classique de la voie NF-kB. clAP1 inhibe la formation du Ripotosome et du Necroptosome par ubiquitinylation
(K48) de RIP1 qui sera alors dégradé par le protéasome.

TNFRI: Tumor Necrosis Factor (TNF) Receptor, RIP1: Receptor-Interacting Protein 1, TRAF2: TNF receptor-associated factor 2,
TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain, clAP1: cellular Inhibitor of Apoptosis 1, FADD: Fas-
Associated protein with Death Domain, APAF1: Apoptotic peptidase activating factor 1.

b) Régulation de la signalisation du facteur de transcription NF-kB : importance
des partenaires RIP1, NIK

Le facteur de transcription NF-kB est retrouvé dans la cellule en tant qu’homodimere ou
hétérodimére formé a partir de cing membres : p65 (ou RelA), p105/p50 (NF-kB1), p100/p52 (NF-kB2),
RelB et cRel. Cette homo ou hétéro-dimérisation est possible grace au domaine RHD (Rel homology

domain) présent en N terminal de ces différents membres.
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A I'état inactif, les diméres NF-kB sont associés a une protéine de la famille IkB (inhibitor of kappa B) :
IkBa (inhibitor of kappa B alpha), IkBp (inhibitor of kappa B beta), IkBe (inhibitor of kappa B epsilon) ou
aux précurseurs p100 et p105 (Hayden and Ghosh, 2008).

Il existe deux voies différentes d’activation du facteur de transcription NF-kB : la voie classique ou
canonique et la voie alternative ou non canonique. La protéine clAP1 régule ces deux voies de
signalisation.
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+* Voie classique ou canonique :

La stimulation par le TNF-a du récepteur TNFR1 conduit a la formation du complexe | (voir
paragraphe précédent). Au sein de ce complexe, clAP1 s’auto-ubiquitinylera et ubiquitinylera la
protéine RIP1.

Les chaines d’ubiquitines formées par clAP1 sur RIP1 sont de plusieurs types :

- type K63 : prévient I'interaction de RIP1 avec FADD et la caspase 8 empéchant la formation du
complexe Il et sert de plateforme pour le recrutement d’effecteurs tels que le complexe TAK1/TAB
(Transforming growth factor beta activated kinase 1), le complexe IKK (/kB kinase, IKKa/IKKB/IKKY) et
le complexe LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex composé HOIP, HOIL-1L, SHARPIN). Ce
recrutement est possible grace au domaine de liaison d’ubiquitine présent sur TAB2 et IKKY (Mahoney
et al., 2008; Varfolomeev et al., 2008).

- type K11 : permet d’augmenter le recrutement d’IKKY et donc de stimuler I'activation de NF-
kB (Dynek et al., 2010b).

- type linéaire : permettrait d’augmenter comme celle réalisée par LUBAC, la stabilité du

complexe | ainsi que le recrutement d’IKKY (Bertrand et al., 2011; Ofengeim and Yuan, 2013).
Au sein de cette plateforme de signalisation, TAK1 phosphoryle IKKB. Cette phosphorylation entraine
la stimulation de la phosphorylation du répresseur IkBa, signal entrainant son ubiquitinylation et sa
dégradation par le protéasome ce qui libére le facteur de transcription NF-kB (p50/p65 ou p50/cRel).
Ce facteur de transcription sera transloqué dans le noyau et activera les génes de survies (Bcl-xl, Bcl-2,
Nr13, c-FLIP...) ainsi que les genes responsables de la production de cytokines et chémokines pro-
inflammatoires (IL-6, TNF-a, IL-1pB, IL-8...) (Catz and Johnson, 2001; Collart et al., 1990; Hiscott et al.,
1993; Kang et al., 2007; Kreuz et al., 2001; Lee et al., 1999; Mahoney et al., 2008; Son et al., 2008).
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+* Voie alternative ou non canonique :

La kinase NIK (NF-kB inducing kinase) est nécessaire a I'activation de la voie alternative
de NF-kB en permettant la phosphorylation activatrice de la sous-unité a d’IKK (Figure n°12). Sans
stimulation, le complexe TRAF2-clAP1 lie TRAF3 qui recrute la protéine NIK. Au sein de ce complexe
clAP1 induit I'ubiquitinylation de type K48 de NIK favorisant sa dégradation par le protéasome.

Lors de la stimulation des récepteurs CD40, LTBR (Lymphotoxin B receptor), BAFF-R (BAFF receptor),
le complexe clAP1-TRAF2-TRAF3 va étre recruté au niveau de ces récepteurs. Ce recrutement libéere la
kinase NIK. TRAF2 et TRAF3 seront dégradés suite a une ubiquitinylation dégradative de ces protéines
par clAP1 au niveau des récepteurs.

Une fois libre, NIK va phosphoryler IKKa qui phosphorylera a son tour le précurseur p100, permettant
sa protéolyse limitée par le protéasome pour donner naissance a p52. Pour finir le dimére p52/RelB
est transloqué dans le noyau ou il active des génes de survies ou des genes des cytokines et chémokines

pro-inflammatoires (Varfolomeev et al., 2007; Zarnegar et al., 2008).
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Figure 12: Réqulation du facteur de transcription NF-kB par clAP1

clAP1 régule la voie classique d’activation de NF-kB en ubiquitinylant RIP1 (K63, K11 et linéaire). Cette ubiquitinylation permet

le rapprochement des complexes protéiques essentiels a I’activation de NF-kB.

De plus clAP1 régule la voie alternative de NF-kB par I'ubiquitinylation dégradative de NIK, acteur indispensable a I’activation

de cette voie alternative. Suite a une stimulation, le complexe clAP1 TRAF2 est recruté au niveau des récepteurs, NIK est

libéré et pourra activer la voie alternative.
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c) Immunité innée : importance des partenaires RIP2, TRAF3

Les récepteurs de la famille PRRs (Pattern Recognition Receptor) reconnaissent des motifs
moléculaires nommés PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), générés suite a une infection
par des pathogénes. Ces récepteurs peuvent aussi reconnaitre des molécules endogenes

intracellulaire: les DAMPs (Danger/Damage-Associated Molecular Patterns) (Bertrand et al., 2009).

La famille des récepteurs PRRs comprend plusieurs sous-familles : les récepteurs de la famille
NLR (Nod-Like Receptor) incluant NOD1 et NOD2, les récepteurs de la famille TLR (Toll-Like-Receptor),
les récepteurs de la famille RLR (RIG-Like Receptor). La stimulation des PRRs peut conduire a la
formation de I'inflammasome permettant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18,
a l'activation de la voie NF-kB permettant la production de cytokines et chémokines pro-
inflammatoires, a la sécrétion de molécules d’adhésion et de peptides antimicrobiens et a I'activation
de la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ou de la voie IRF (Interferon Regulatory
Factor).
clAP1 peut intervenir a différents niveaux :

- clAP1 contréle I'activation de NF-kB. Il est recruté avec la kinase RIP2 au niveau des récepteurs
NOD1/2 et catalyse I'ubiquitinylation de type K63 sur la kinase RIP2. Ces chaines d’ubiquitines sont des
sighaux permettant la formation de la plateforme d’activation de NF-kB comme précédemment décrit
(Bertrand et al., 2009).

- clAP1 régule le pool d’expression de TRAF3. TRAF3 prévient la translocation cytosolique de
complexes importants pour l'activation de la voie MAPK dépendante de MyD88 (Myeloid
Differentiation primary response protein 88). TRAF3 est donc un régulateur négatif de la voie MAPK.
Lors d’une stimulation du récepteur TLR4 par le LPS, un complexe multi-protéique est formé au niveau
du récepteur. Ce complexe contient : clAP1, TRAF3, TRAF6.
clAP1 ubiquitinyle TRAF3 (type K48) permettant sa dégradation par le protéasome.

Le régulateur négatif TRAF3 étant dégradé, la voie des MAPK peut étre activée permettant ainsi la

production de cytokines et chémokines pro-inflammatoires (Tseng et al., 2010).

Des résultats contradictoires montrent un réle de clAP1 dans la régulation de I'inflammasome.
La premiere étude montre que clAP1 est capable d’induire une ubiquitinylation de type K63 de la
caspase 1 (composant de I'inflammasome), favorisant ainsi son activation et la production d’IL-1B
mature (Labbé et al., 2011). La seconde équipe montre un effet inhibiteur de clAP1 sur la maturation

de la pro-IL-1B aprés une stimulation des TLR.
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Une délétion de clAP1, clAP2 et XIAP entraine une augmentation de I'activation de I'inflammasome
contenant I'adaptateur NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3). Cette activation

nécessite la kinase RIP3 et la production de radicaux oxygénés (Vince et al., 2012).

PAMP
DAMP

Reconnaissance

PRR

Inﬂamrﬁasome
Activation
Pro-IL1B ~ /
—{ NOD1/2 NF-kB
Pro-IL18 CIAP1
Clivage N
Activation
Maturation |L-1 BI—- 2 K48 \‘ Formation
IL-18 (Kkap complexe

Dégradation K48 cytosolique
protéasor:e—/

Figure 13: Réqulation par clAP1 de I'immunité innée

1: D'aprés Labbe et al, 2011
2 : D'aprés Vince et al, 2012

Lors d’'une réponse immunitaire clAP1 permet d’ubiquitinyler RIPK2 entrainant la production de cytokines, chemokines ou
protéines impliquées dans la réponse immunitaire via I'activation de la voie NF-kB et des MAP kinases. De plus clAP1
provoque la dégradation de TRAF3 par le protéasome ce qui permet I'activation des MAP Kinases. Enfin, deux études
contradictoires ont montré la capacité de clAP1 a favoriser le clivage de la pro-IL-1f et pro-IL18 entrainant leur maturation

ou a l'inverse empéchant la maturation de ces deux protéines.

d) Autres Fonctions :
D’autres partenaires de clAP1 ont été identifiés et sont présentés dans le tableau n°1. Ces partenaires
sont impliqués dans différents processus cellulaires comme le remodelage du réseau d’actine et la

migration cellulaire, la différentiation, la prolifération cellulaire ...
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Tableau 1: Principales cibles de clAP1

Processus biologique

Cibles Action de clAP1 Effet de clAP1 o, Référence
impliqué
(Choi et al., 2009;
Caspase 3, 7, 9a | Ubiquitinylation dégradative (K48) Inhibition Apoptose Srinivasula et al.,
2001)
Caspase 1, pro- | - Ubiquitinylation non dégradative Stimulation Inflammation (Labbé et al,, 2011)
IL-18
Lo . . . o Migration cellulaire et
- D t al., 2008
c-RAF Ubiquitinylation dégradative Inhibition voie MAP kinases (Dogan et a )
Liaison : stabilisation forme Régulation de Remodelage du réseau
cdc42 . o g’ o d'actine : formation de (Marivin et al., 2014)
inactive de cdc42 Iactivité )
filopodes.
. . . Activati -myc,
Mad1 Ubiquitinylation dégradative (K48) Inhibition ctn'/a’tlor? cmyc (Xu et al., 2007)
Prolifération
(Varfolomeev et al.,
NIK Ubiquitinylation dégradative (K48) Inhibition Voie NF-kB 2007; Zarnegar et al.,
2008)
Rac 1 Ubiquitinylation dégradative Inhibition Migration cellulaire (Oberoi et al., 2012)
Ubiquitinvlation dégradati K48 . . . (Dynek et al., 2010;
aut |n,y @ |on. égradative (K48) Stimulation Voie NF-kB Mahoney et al., 2008;
RIP1 et non dégradative (K11, K63 et L . . .
o Inhibition Formation Ripoptosome Ofengeim and Yuan,
linéaire) 2013)
RIP2 Ubiquitinylation non dégradative Stimulation V40|e NF-kB et MAP (Bertrand et al,, 2009)
(K63) kinases
A . , . - Diffé iationd .
-Ubiquitinylation dégradative Inhibition rerenciation des (Dupoux et al., 2009;
macrophages Li et al., 2002; Mace
TRAF2 Liai IAP1 : et al., 2010; Roy et al.,
- |a|§on avecc \PL: recrutement . ' 1997; Samuel et al.,
au niveau des récepteurs de mort Stimulation -Voie NF-kB 2006)
TRAF3 Ubiquitinylation dégradative (K48) Stimulation Voie MAP kinases (Tseng et al., 2010)
- . . Ré d
TRAF6 - ATM Liaison avec clAP1 Stimulation ;’?:S;e aux dommages (Hinz et al., 2010)
. a1 ., | Ré d
Chk1 Liaison avec clAP1 Réle indéterminé ;I',):S'S\le axdommages (Galvan et al., 2004)
p . , Processus biologique "
Régulateurs Action du régulateur Effet sur clAP1 . u T Référence
impliqué
Favorise I'activation de NF-kB (Gonch tal
OTUB1 stabilisant de clAP1 (enléve les Stabilisation Voie NF-kB ZOT;; arovetal,
chaines K48 de clAP1)
Liai ot . ctivite E
Caspase 9b 'a.'s°f‘. stnmulahon de l'activité £3 Stabilisation Voie NF-kB (Vu et al., 2016)
ubiquitine ligase de clAP1
Liai IAP1 : t locati . ep s . . .
HSP908 alson avec ¢ ransiocation Translocation Différenciation cellulaire (Didelot et al., 2008)

du noyau vers le cytoplasme
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e) Analyse des souris déficientes :

clAP1, clAP2 et XIAP présentent de fortes homologies structurales et fonctionnelles. lls ont la
capacité de lier des partenaires communs, au moins in vitro. Par exemple, clAP1 et clAP2 sont capables
d’interagir avec 'adaptateur moléculaire TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) et la protéine
kinase RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1) (Park et al., 2004; Samuel et al., 2006). De plus, clAP1,
clAP2 et XIAP sont tous les trois capables de lier Smac/Diablo, I'inhibiteur endogéne des IAP.
Il existe donc des mécanismes de compensation et redondance fonctionnelle entre les membres de
cette famille. Les souris dépourvues de clAP1, clAP2 ou XIAP ne présentent aucune anomalie
phénotypique. Les souris clAP17- ont un niveau d’expression de clAP2 augmenté dans certains tissus
tels que la rate. Inversement, une augmentation de clAP1 est retrouvée dans tous les tissus, en
particulier au niveau de la rate, dans les cellules immunitaires du tissu splénique, dans les cellules du
thymus, les fibroblastes embryonnaires et dans les macrophages (Mahoney et al., 2008) des souris

clAP27,

Une élégante étude menée par Moulin et collaborateurs dans I'équipe du Dr David Vaux
(Melbourne, Australie) a montré que la délétion combinée de clAP1 et clAP2 ou clAP1 et XIAP entraine
une létalité embryonnaire des souris par hémorragie et défaillance cardiaque (Moulin et al., 2012)
alors que les souris clAP27- XIAP7- survivent, soulignant I'importance de clAP1. Les mécanismes de
[étalité ont été étudiés et impliquent la signalisation du TNFR1 et un réle important de la kinase RIP1.
En effet, les auteurs montrent qu’une perte du récepteur TNRF1 permet aux souris déficientes en clAP1
et en clAP2 de naitre. De plus, les souris clAP17 clAP27 ne possédant plus la protéine kinase RIP1 sont
vivantes au stade embryonnaire E15.5 alors que celles possédant la protéine RIP1 meurent entre le

stade E10.5 et E11.5 (Moulin et al., 2012).

3) Implication de clAP1 dans le cancer :

Les propriétés oncogéniques de clAP1 ont été mises en évidence en 2006 dans un modele
d’hépatocarcinome murin. Les auteurs ont transplanté chez la souris des hépatoblastes p537
exprimant c-myc. Une analyse génomique des tumeurs a montré la présence dans une proportion
significative de tumeurs de I'amplification d’une région chromosomique (amplicon 9A1) contenant les
genes codant clAP1, clAP2 et Yap. Une transplantation secondaire de ces cellules dans lesquelles clAP1
a été inactivé par une stratégie d’interférence a ARN diminue considérablement la croissance tumorale

(Zender et al., 2006).
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Dans une seconde étude visant a déterminer les événements associés a la perte de p53 dans
le développement d’ostéosarcome, I'amplicon 9A1 a aussi été identifié (Ma et al., 2009).
Enfin, dans une étude recherchant I'impact de la délétion de p53 et de Rb (Retinoblastoma) sur le
développement de cancer mammaire, I'amplicon a de nouveau été mis en évidence dans les tumeurs
issues de cellules p53”- Rb** mais jamais dans les échantillons p537- Rb”" suggérant que I'amplicon 9A1
pourrait compenser la perte de Rb dans le développement tumoral (Cheng et al., 2010).
Dans les tumeurs humaines, I'amplification de la région équivalente (amplicon 11921-22) a été
retrouvée dans des hépatocarcinomes (Zender et al., 2006) ainsi que dans des glioblastomes (Weber
et al., 1996), médulloblastomes (Reardon et al., 1997), cancer du poumon (Dai et al., 2003; Ferreira et
al., 2001), cancer de I'cesophage (Imoto et al., 2001), cancer du col de 'utérus (Imoto et al., 2002),

cancer ORL (Snijders et al., 2005), cancer du pancréas (Bashyam et al., 2005).

Indépendamment de I'amplification de cette région chromosomique, clAP1 est surexprimée
dans le cancer du col de I'utérus (Liu et al., 2001), le cancer de la prostate (Krajewska et al., 2003), le
cancer colorectal (Ponnelle et al., 2003), la leucémie lymphoide chronique (Grzybowska-lzydorczyk et
al., 2010; Silva et al., 2006; Vallat et al., 2003), le carcinome de la téte et du cou (cellules épidermiques)
(Tanimoto et al., 2005), le carcinome de la langue (Qi et al., 2008) et le cancer de la vessie (Che et al.,
2012).

De plus, des études de cohortes cliniques montrent une corrélation positive entre
I'augmentation d’expression nucléaire de clAP1 et un mauvais pronostique des patients atteints d’un
carcinome primaire épidermique utérin ou d’un carcinome épidermique de la téte et du cou (Che et
al., 2012). Cette corrélation a été retrouvée aussi dans le cancer de la vessie (ou I'expression nucléaire
de clAP1 semble favoriser la récurrence tumorale et le risque de mortalité des patients) (Che et al.,

2012) et dans la leucémie lymphoide chronique (Grzybowska-lzydorczyk et al., 2010).

clAP1 posséde aussi des propriétés suppressives de tumeur dans certaines conditions.
En effet, les génes codant pour clAP1 et clAP2 sont mutés dans des échantillons de myélomes. Cette

mutation entraine une activation constitutive de la voie alternative de NF-kB (Keats et al., 2007).

4) Antagonistes des IAP : les « Smac mimetics »

Afin de neutraliser I'activité des IAP dans les tumeurs, des antagonistes ont été synthétisés.
L'objectif initial était d’inhiber I'activité « anti-caspase » de XIAP. La stratégie utilisée a consisté a
construire des molécules mimant I'activité de Smac, I'inhibiteur endogenes des IAP. Ces molécules ont
été appelées « Smac mimetics » (SM). La premiere génération de molécules lie un seul domaine BIR2

ou BIR3 de XIAP. Ce sont des SM monovalents.
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La seconde génération inclue des molécules bivalentes qui miment I'action du diméere Smac. Les SM
bivalents lient le BIR2 et le BIR3 des IAP et montrent une meilleure efficacité in vitro que les SM
monovalents (Fulda and Vucic, 2012; Welsh et al., 2016). Cependant, ces molécules ont le désavantage
de présenter une mauvaise solubilité. A la différence des SM monovalents, ils ne peuvent pas étre

administrés par voie orale.

Les SM sont capables de lier aussi bien XIAP, clAP1, clAP2 que ML-IAP. Comme initialement
espéré, les SM bloquent I'activité « anti-caspase » de XIAP. Cependant, ces molécules ont aussi la
particularité d’induire la dimérisation et I’activation trés rapide de I'activité E3-ubiquitine ligase de
clAP1. Ceci conduit dans un premier temps a l'ubiquitinylation de RIP1 et |'activation de NF-kB
induisant la production de cytokines pro-inflammatoires, puis a une auto-ubiquitinylation de clAP1 et
dans certains modeéles cellulaires I'ubiquitinylation par clAP1 de clAP2 et XIAP conduisant a une
dégradation et déplétion trés rapide des IAP. Ceci favorise considérablement la formation du
Ripoptosome suite a stress génotoxique ou a la formation d’un complexe Il suite a une stimulation des

récepteurs de mort conduisant a une mort apoptotique ou nécrotique (Fulda and Vucic, 2012).

Les essais précliniques montrent une efficacité anti-tumorale dans des tumeurs solides ainsi
gue dans des leucémies lymphoides aigués et des myélomes. Ces molécules sont de puissants agents
sensibilisants a la mort cellulaire induite par la chimiothérapie, la radiothérapie ou par des agents
ciblant les récepteurs de mort (Pour revue (Dubrez et al., 2013)).

Plusieurs problemes se posent quant a 'utilisation de ces molécules. Les SM provoquent une
production de cytokines pro-inflammatoires pouvant entrainer des effets secondaires indésirables sur
les cellules saines du patient :

- La dégradation de clAP1 par ajout d’'un Smac mimetic dans des cellules de glioblastome
provoque une activation de la voie alternative de NF-kB. Cette activation favorise la sécrétion de TNF
et la migration des cellules (Tchoghandjian et al., 2013)

- L’ajout de Smac mimetics entraine une activation aberrante de la voie alternative de
NF-kB. Cette activation stimule I'ostéoclastogenése entrainant le développement de |'ostéoporose

(Yang et al., 2013).

Pour finir, clAP1 et les autres IAP possedent de nombreux réles importants au bon
développement de la cellule, il serait donc intéressant de cibler la ou les fonctions de ses protéines

impliquée(s) dans leurs propriétés oncogéniques et non dégrader la protéine entiére.
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Figure 14: Structure de certains Smac-mimetics et du tétrapeptide AVPI

Représentation de la structure chimique de deux Smac mimetics bivalents : le birinapant et le BV6, d’un monovalent : le

GDCO0152 et le tétrapeptide correspondant a I'lBM de Smac : AVPI.
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I11] Introduction Bibliographique 2°™¢ partie : E2F1.

1) E2F1 membre de la famille E2F

a) Découverte et classification de la famille E2F :

Le premier membre de la famille E2F (E2 promoter binding factor), a été découvert en 1986
dans I'équipe de recherche dirigée par le Dr JR Nevins. Ce membre a été décrit comme facteur
nucléaire capable d’activer le promoteur adénoviral E2 en réponse a la protéine virale E1A (Kovesdi et
al., 1986). Dans les années suivantes, la méme équipe a identifié différents génes cibles de E2F dans
les cellules de mammifere dont c-myc, c-myb, DHFR (Dihydrofolate reductase) et EGFR (Epidermal
growth factor receptor). De plus cette équipe a démontré une activation précoce de ce facteur de
transcription en réponse a des signaux mitogenes (Mudryj et al., 1990).

En 1991-1992, la découverte de la régulation d’E2F par le produit du géne suppresseur de tumeur
Rétinoblastome (Rb) et la cycline A a fait I'objet de trés nombreux articles (pour revue (Nevins, 1992)).
L’équipe de recherche dirigée par le Dr LaThangue a aussi fortement contribué aux connaissances sur
la biologie E2F par l'identification des co-régulateurs de la famille DP, mais aussi par I'identification
d’autres membres de la famille E2F et par son analyse des mécanismes de régulation de ces protéines

par des modifications post-traductionnelles.

La protéine Rb et les E2F sont tres conservés et des homologues de ces protéines sont
retrouvés chez de nombreuses especes telles que les drosophiles, les vers, les grenouilles, les poulets,
certaines plantes et les mammiféres (Dimova and Dyson, 2005). La famille E2F comporte 10 membres
chez les mammiféres codés par 8 génes : E2F1, E2F2, E2F3a, E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7a et 7b et
E2F8 (Figure n°15) (pour revue (Ertosun et al., 2016)).

Les E2F sont des facteurs de transcription, capables d’activer ou de réprimer 'expression de génes
cibles. Ils ont été divisés en trois groupes selon leur fonction dans la régulation transcriptionnelle :

- les activateurs de la transcription E2F1, E2F2 et E2F3a sont capables de recruter une histone
acétyltransférase (HAT), enzyme favorisant l'activation de la transcription en décondensant la
chromatine via le transfert d’'un groupement acétyle sur une histone (Ertosun et al., 2016). Leur
expression est régulée au cours du cycle cellulaire. Leur activité maximale se situe en fin de phase G1,
permettant I'expression des genes nécessaires pour la synthese de I’ADN et la progression des cellules
en phase S.

- les répresseurs E2F3b, E2F4 et E2F5 ont une expression constitutive. lls répriment la

transcription de génes contrdlant la prolifération cellulaire.
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E2F4 et E2F5 interagissent avec une histone désacétylase (HDAC), enzyme possédant un role inverse
de I'histone acétyltransférase c’est-a-dire qu’elle réprime I'expression des genes (Ertosun et al., 2016).
Concernant E2F3b, bien qu’il soit classé dans les « répresseurs », son activité est proche des E2F
activateurs.

- les E2F inhibiteurs E2F6, E2F7a, E2F7b et E2F8 rentrent en compétition avec les autres

membres E2F pour la liaison sur les promoteurs cibles E2F (Ertosun et al., 2016).

Tous les membres de cette famille posseédent au moins un domaine de liaison a I’ADN (E2F7a
et b, E2F8 possedent deux domaines de liaison a I’ADN). Les différents domaines présents chez les E2F

activateurs, répresseurs et inhibiteurs sont représentés dans la figure n°15.

- 55&335 83 =
[ E2F1 | z w8
X
§| E2r2 i i iz we |
3| E2F3a | L] ez we |
| E2F3b LT iz we |
s[E2Fa | | [l =z ws |
¢| E2F5 | | oz we |
@_Est | | || Lz MB |
J[E2F7a | | | | |
QU
3 E2F7b‘ | | | | \
£
SLE2F8 | | | | | |

Site de liaison a la cycline A

Séquence de localisation nucléaire (NLS : nuclear localization signals)

Domaine de liaison a 'ADN (DNA Binding domain)

Domaine de dimérisation (Dimerization domain), LZ = Leucine zipper et MB = Marked box.
I Domaine de Trans-activation ( Transactivation domain)
[l Site de liaison de Rb

Séquence d'export nucléaire (NES: nuclear export signals)

Figure 15: Structure des membres de la famille E2F

Représentation de la structure des différents domaines des membres de la famille E2F qui sont divisés en 3 groupes distincts:
activateur, répresseur et inhibiteur.

Les E2F activateurs possedent une séquence NLS (nuclear localization signal), signal d'import nucléaire de la protéine réaliser
par un transport actif (lvanova et al., 2007), un site de liaison du complexe cycline A/cdk2, un site de dimérisation (contenant
une glissiére a leucine et une « marked box » : (permet I'interaction des E2F avec des corégulateurs) impliquée dans les
fonctions pro-apoptotiques d’E2F1), un domaine de transactivation contenant un site de liaison des « protéines a poche »
(pocket proteins).

Les E2F répresseurs possedent des séquences d’export nucléaire NES (Nuclear export signal), un domaine de dimérisation,
un site de liaison des « protéines a poche ».

Les E2F inhibiteurs quant a eux possédent un ou deux domaines de liaison a I’ADN et un domaine de dimérisation uniquement
pour la protéine E2F6. Le site de liaison des « protéines a poche » permet aux E2F de lier les protéines de la famille Rb : E2F1,
E2F2 et E3F3 lient principalement la protéine Rb tandis que E2F4 lie Rb mais aussi deux autres membres de cette famille p107

et p130. E2F5 quant a elle s’associe avec p130 (Dyson et al., 1998).
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Le domaine de dimérisation présent sur certains membres de la famille E2F (E2F1 a E2F6)
permet a ces protéines de former un hétérodimere avec un membre de la famille DP (Dimerization
Partner) : DP1 ou DP2. La formation de cet hétérodimere permet la liaison de ces E2F sur leur
promoteur cible et est donc indispensable a leur activité transcriptionnelle (Polager and Ginsberg,
2008). DP4, un autre membre de la famille DP, peut lier E2F1 via ce domaine mais contrairement a DP1
et DP2/3, il agit en tant qu’inhibiteur de I'activité d’E2F1 (Poppy Roworth et al., 2015).

La fonction du complexe E2F/DP est déterminée par la protéine E2F (DeGregori and Johnson, 2006).
E2F7 et E2F8 contrairement aux autres membres ne forment pas d’hétérodimére avec la famille DP,
mais forment des homodiméres E2F7-E2F7 ou E2F8-E2F8 ainsi qu’un hétérodimere E2F7-E2F8, leur
permettant de lier 'ADN et d’exercer leur activité transcriptionnelle sur leurs promoteurs cibles
(Polager and Ginsberg, 2008).

La structure des membres de la famille DP possede des homologies avec la structure des membres de

la famille E2F.
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Figure 16: Structure de la famille DP et dimérisation

A] Représentation de la structure des membres de la famille DP (Dimerization Partner) d’aprés (DeGregori and Johnson,
2006).
B] E2F1 inactif liera son partenaire DP1 ou DP2, ce qui augmentera I'affinité de liaison d’E2F1 sur les promoteurs de ces génes

cibles permettant ainsi leur transcription.
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b) Fonction d’E2F :

Bien que des fonctions non transcriptionnelles aient aussi été décrites, la principale activité
d’E2F1 est liée a son activité stimulateur de la transcription. Les cibles E2F1 sont impliquées dans
différents processus cellulaires qui peuvent étre antagonistes tels que la transition G1-S du cycle
cellulaire, la réponse des cellules a un dommage porté a I’ADN, I'apoptose, I'autophagie, I'angiogenése
(Tableau n°2). Suivant le contexte cellulaire, E2F1 peut donc étre promoteur de la prolifération
cellulaire, favoriser un arrét des cellules dans le cycle cellulaire pour permettre la réparation de I’ADN
ou encore stimuler I'apoptose. La fonction la plus étudiée d’E2F1 est sa fonction régulatrice du cycle

cellulaire.

Les souris dépourvues d’'un des membres activateurs de la famille E2F (E2F1, E2F2 ou E2F3)
sont viables mais présentent des anomalies de prolifération cellulaire. La viabilité de ces souris a été
expliquée par I'effet compensateur des différents membres entre eux, par contre la perte d’E2F1
combinée a E2F3 ou la perte d’'E2F1, E2F2 et E2F3 est |étale au stade de développement embryonnaire
(Wu etal., 2001). Les souris dépourvues d’E2F1 présentent une hyperplasie et néoplasie en vieillissant
(Wu et al,, 2001) et possédent une augmentation de la prolifération de thymocytes immatures au
niveau du cortex du thymus. Cette augmentation provoquée par un défaut d’apoptose des thymocytes
se traduit par la présence d’un thymus de taille plus importante (Field et al., 1996).

De plus une augmentation de la prolifération des cellules hématopoiétiques est observée dans des
souris déficientes en E2F2 (Zhu et al., 2001).

Un réle autonome d’E2F3 sur la prolifération cellulaire a été démontré par le systéme Cre-Flox dans
des fibroblastes de souris. En effet, les souris déficientes en E2F3 n’étant pas viable, il a été nécessaire
de passer dans un modele d’extinction conditionnelle du gene codant pour E2F3 afin d’étudier son
impact sur la prolifération cellulaire. Les cellules dépourvues d’E2F1 et d’E2F2 présentent une

prolifération cellulaire excessive qui est complétement inhibée par la perte d’E2F3 (Wu et al., 2001).
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Tableau 2: Cibles d'E2F1 :

Cibles Fonctions Références
Cycline A, E (Duronio and O'Farrell,
1995; Stanelle et al., 2002)
DHFR (Dihydrofolate réductase) cycle (Ishida et al., 2001)
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) cellulaire (Duronio et al., 1995)
Cdc20, 25A (cell division cycle 20, 25 A) (Ishida et al., 2001; Stanelle
etal., 2002)

p14°RF (Alternate Reading Frame tumor suppressor) (Bates et al., 1998)
ASPP (Apoptosis stimulating Protein of p53)
JMY (Junction mediating and regulatory protein) (Hershko et al., 2005)
TP53INP1 (Tumor protein p53 inducible nuclear protein 1)

. . : (Berkovich and Ginsberg,
ATM (Ataxia telangiectasia mutated) 2003)
ATR ( ATM Rad3 related) (Rogoff et al., 2002)
FAK (Focal Adhesion Kinase) (Lieman et al., 2005)
CFlips (short c Flice like inhibitory protein) (Salon et al., 2006)
p73 (Irwin et al., 2000)
PKR (protein kinase RNA activated) (Vorburger et al., 2002)
PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis) .
BIM (Bcl2 like 11) (Hershkozaorz)d“)Gmsberg,
NOXA (NADPH oxidase activator) Réponse
BIK (Bcl2 interacting killer) AT (Stanelle et al., 2002)
DIP (Death associated protein kinase (DAPK) interacting protein) dommages (Stanelle et al., 2005)
Caspase 3, 7, 8, 9 (cysteine-dependent aspartate-directed A I’ADN (Nahle et al,, 2002)
protease 3,7,8,9)
MAP3K5 (Mitogen Activated Protein kinase kinase kinase 5) (Mller et al., 2001)
Smac/Diablo (Xie et al., 2006)
APAF1 (Apoptosis Protease Activating Factor 1) (Moroni et al., 2001)
Bcl2 (B-cell lymphoma 2) (Stanelle and Putzer, 2006)
MCL1 (Myeloid Cell Leukemia 1)
MCPH1 (Microcephalin 1)
SRCAL (BReast CAncer 1) (o el o s
CHK1 (Checkpoint kinase 1)
NER (Nucleotide excision Repair) (Guoetal., 2011)
NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1) e el 2900
MRN (Mre 11-Rad50-NBS1)
TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 2) (Phillips et al., 1999)
BNip3 (Bcl2/adenovirus E1B nineteen kilodalton interacting protein 3) (Tracy et al., 2007)
MAP1LC3 (Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3)
ATG1, 5 (AuTophaGy related 1,5) (Polager et al., 2008)
DRAM (Damage Regulated Autophagy Modulator)
Acaca (AcetylCoA Carboxylase)
Scd1l (StearoylCoA Desaturase 1)
Fasn (Fatty Acid Synthase) Signalisation | (Denechaud et al., 2016)

cellulaire

SreBP1c (Sterol regulatory element binding protein 1c)

CHREBP (Carbohydrate responsive element binding protein)

KiR6.2 (K* ATP Channel inward rectifier)

ASK1 (Apoptosis signal regulating kinase 1)

Gab2 (Grb2 associated binder 2)

VEGF (Vascular endothelial growth factor)

FGF (Fibroblast growth factor)

IGF-1 (Insulin like growth factor 1)

IL-1B (Interleukin 1 beta)

(Annicotte et al., 2009)

(Hershko et al., 2006)

(Chaussepied and Ginsberg,
2004)

(Pillai et al., 2010)

(Tashiro et al., 2003)

(Schayek et al., 2010)

(Iglesias et al., 1998)
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2) Régulation du facteur de transcription E2F1

E2F1 possede des fonctions antagonistes, celles-ci impliquent la présence de mécanismes de
régulation tres fins.

Cette régulation se fait a différents niveaux :

- Régulation post-transcriptionnelle :

Des petits ARN simple brin (21 a 23 nucléotides), nommés micro-ARN, peuvent se lier a 'ARN
messager grace a une partie homologue avec leur séquence et ainsi empécher la traduction de cet
ARN qui pourra étre dégradé ou seulement réprimé.

Un grand nombre d’études montrent que le facteur de transcription E2F1 peut étre réprimé par
I'action de différents micro-ARN. Une liste non exhaustive de micro-ARN ciblant E2F1 sont répertoriés

dans le tableau n°3.

Tableau 3: Micro-ARN ciblant le facteur de transcription E2F1 :

miR-10b Glioblastome (Teplyuk et al., 2015)
miR-17 Cellule cancer du col de I'utérus, cellule lymphoblastoide (O'Donnell et al., 2005)
(Coller et al., 2007; Sarhan et al.,
miR-17-5p Cellule du cancer du poumon, 2015)
cellule mononucléaire du sang périphérique
miR-17-92 Fibroblaste (Pickering et al., 2009)
miR-20a Cellule cancer du col de I'utérus, cellule lymphoblastoide (O'Donnell et al., 2005)
miR-34a Cellule lymphoblastoide, fibroblaste (zauli et al., 2011)
miR-106-25 | Cellule de I'estomac (Petrocca et al., 2008)
miR-106a Glioblastome (Yang et al., 2011a)
miR-122 Hépatocyte (Wang et al., 2014)
miR-136 Glioblastome (Chen et al., 2014)
miR-149* Cellule cancer du col de I'utérus, neuroblastome (Lin et al., 2010)
miR-205 Mélanome (Dar et al., 2011)
miR-223 Lymphome (Pulikkan et al., 2010)
miR-320 Ostéosarcome (Wu et al., 2016)
miR-320b Cellule du cancer du sein (Cataldo et al., 2016)
miR-330 Cellule du cancer de la prostate (Lee et al., 2009)
miR-331-3p | Cellule du rein (Guo et al., 2010)
miR-342-3p | Cellule cancer du poumon (Tai etal., 2015)
miR-493 Cellule du cancer du poumon (Guetal, 2014)
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En dehors de ces micro-ARN, I'activation du promoteur d’E2F1 peut étre régulée par E2F1 lui-

méme mais aussi par d’autres membres de la famille E2F tels que E2F7 et E2F8 (Li et al., 2008), les co-

activateurs DP ainsi qu’'un bon nombre d’autres protéines.

Par exemple, DP1 régulera positivement la transcription du géne codant pour E2F1 (Bandara et al.,

1994) alors que DP4 réprimera la transcription de ce gene (Milton et al., 2006).

- Régulation par des cofacteurs :

Les premiers cofacteurs associés a E2F1 découvert sont la protéine Rb et la protéine DP1.

La protéine Rb inhibe I'activité transcriptionnelle d’E2F1 (voir chapitre I11)2) a)) alors que le facteur DP1

est essentiel a I'activité d’E2F1.

De nombreux cofacteurs réprimant ou activant une fonction particuliere d’E2F1 ont été identifiés a ce

jour, certains cofacteurs sont répertoriés dans le tableau n°4.

Tableau 4:Liste non exhaustive de cofacteurs d'E2F1 :

pRb Inhibe I'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Lees et al., 1993)

Cycline A Inhibe la capacité d'E2F1 a lier I'ADN (Xu et al., 1994)

KAP1 Inhibe I'acétylation d'E2F1 nécessaire a sa stabilisation (Wang et al., 2007)

DP4 Inhibe I'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Milton et al., 2006)

NPDC1 Inhibe la capacité d'E2F1 a lier 'ADN (Sansal et al., 2000)

Alien Inhibe I'activité transcriptionnelle d'E2F1, la prolifération cellulaire (Tenbaum et al., 2007)

Ebpl Inhibe I'activité transcriptionnelle d'E2F1 (zhang et al., 2003)

DP1 Stimule I'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Bandara et al., 1994)
Stimule I'activité transcriptionnelle d'E2F1 pour les cibles impliquées

EAPP dans la prolifération (Novy et al., 2005)
et réprime celles impliquées dans |'apoptose.

ATAD2 Stimule "activité d’E2F1 (Revenko et al., 2010)
Stimule I'activité transcriptionnelle d'E2F1 et I'activation des cibles )

ACTR . L, . (Louie et al., 2004)
impliqués dans le cycle cellulaire

BRD2 S'tlm'ule'l act|V|te.trans‘crlpFlonlneIIe d'E2F1 et ' T
I'activation des cibles impliqués dans le cycle cellulaire

IABL S'tlm.ule .I act|V|te.transcrlptlonnellt.a d'E2F1 et (Hallstrom and Nevins, 2006)
I'activation des cibles pro-apoptotiques

MDM?2 Stimule la formation du complexe E2F1-DP1 (Martin et al., 1995)

- Régulation post-traductionnelle :

Il existe de nombreuses modifications post-traductionnelles permettant de réguler le devenir et la

fonction d’une protéine.
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Le facteur de transcription E2F1 subit une régulation tres fine afin de pouvoir remplir le large
éventail de roles qui lui ont été attribués.
Ce facteur subira différentes modifications post-traductionnelles qui pourront alors soit le stabiliser,
stimuler son activité, ou au contraire I'inhiber ou provoquer sa dégradation.
Sa régulation par des modifications post-traductionnelles a trés bien été caractérisée au cours du cycle

cellulaire ainsi que lors de la réponse aux dommages a I’ADN.

Les différentes modifications post-traductionnelles pouvant réguler E2F1, sont les suivantes :

- la phosphorylation, I'acétylation, la méthylation : réaction permettant I'ajout respectivement
d’un groupement fonctionnel phosphate, acétyle ou méthyle sur une protéine,

- l'ubiquitinylation (voir chapitre IllI) 2) b) pour le processus détaillé),

- la neddylation : ajout d’'une molécule NEDDS8 (neural precursor cell-expressed developmentally
down-regulated 8) sur une protéine cible par un mécanisme similaire a celui d’ubiquitinylation
impligquant trois enzymes : une enzyme activatrice E1 (APPBP-1-UBA3), une enzyme E2 de conjugaison
(UBC12 ou UBE2F) et une ligase E3 spécifique du substrat (Loftus et al., 2012).

- la sumoylation : tout comme la neddylation et I'ubiquitinylation, c’est une réaction impliquant
trois enzymes mais qui permet cette fois-ci de lier une protéine nommée SUMO (Small Ubiquitin-like
MOdifier).

- la citrunillation : réaction permettant la transformation d’une arginine en citrulline (acide 2-

amino-5-(carbamoylamino)-pentanoique, acide aminé non protéinogene)(Ghari et al., 2016).
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a) Régulation du facteur de transcription E2F1 au cours du cycle cellulaire :

L'expression d’E2F1 est régulée au cours du cycle cellulaire, un pic d’expression est observé en
fin de phase G1 permettant I’expression des genes impliqués dans la transition de la phase G1-S.
Le niveau protéique d’E2F1 diminuera ensuite en fin de phase S. Cette différence de niveau

d’expression est régulée par des modifications post-traductionnelles.

Phosphorylation
[T ) ‘.
| CyclineE Or m
Dégradation Cycline A kp
Protéasomale .
Cdk2  E2F1-i :
Dégradation
cdk2 Protéasomale
Cycline E
Activation St
Génes Cibles _ 2
(cycline E, A...) /.//f v +
Niveau
d’expression
d'E2F1

Cycline D
Phosphorylation
Cdk4/6

Figure 17: Niveau d'expression d'E2F1 au cours du cycle cellulaire

En début de phase de phase G1, la protéine Rb (Rétinoblastome) est sous forme hypophosphorylée et lie le complexe E2F1-
DP.

Le complexe cycline D-cdk4/6 phosphoryle Rb libérant ainsi E2F1-DP, activateur de génes impliqués dans la phase S du cycle
(cycline A, cycline E....). En fin de phase S, la cycline E est dégradée permettant au complexe cycline A/cdk2 de se former et
d’inactiver E2F1 par phosphorylation. E2F1 est ensuite dégradé par le complexe SCFsP2 (skp1, Cullin-1, Rbx1 et skp2).

L’intensité de la couleur rouge représente le niveau d’expression d’E2F1.

Quiescence : les sites de liaison E2F sur les promoteurs des cibles « prolifération » sont occupés par
E2F4 et E2F5. Ces facteurs de transcription inhibent la liaison des E2F activateurs et recrutent des
histones désacétylases (HDAC ; exemple : HDAC1) favorisant ainsi la compaction de la chromatine et
donc la répression des genes cibles d’E2F1. Les HDAC désacétylent la lysine 9 de I’histone H3 qui est
aussi méthylée par une méthyltransférase SUV39H1 (liée a la protéine Rb). Cette méthylation favorise
la compaction de la chromatine et donc la répression des genes cibles d’E2F1 (Stevens and La Thangue,

2003).
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E2F1 est réprimé via la liaison de son domaine de transactivation a la protéine Rb qui se trouve sous

forme hypophosphorylée.
DP

LP107/130J HDAC

‘F E2F4/5 \
FONUND Qh‘

Compaction de la chromatine
Répression des génes cibles d’E2F1

GO

Figure 18: E2F1 en phase GO du cycle cellulaire

En phase GO I'expression des genes cibles d’E2F1 sont réprimés via la liaison des E2F répresseurs aux niveaux des promoteurs
de ces génes. Ces derniers, associés aux protéines pl07 et p130 (membres de la famille Rb) recrutent des histones
désacétylases favorisant ainsi la compaction de la chromatine et donc la répression des génes. Par exemple, le complexe
comprenant I’histone désacétylase HDAC1 et mSin3B réprime spécifiquement les génes cibles des E2F. La méthylation de la
lysine 9 de I'histone H3, représentée par un rond gris sur le schéma, favorise la compaction de la chromatine.

Fin de la phase G1 : Etape d’activation d’E2F1 : Suite a des signaux mitogénes, les E2F « répresseurs »

cédent leur place, au complexe E2F1/DP1 sur les promoteurs des génes cibles E2F importants pour la
synthése d’ADN (par exemple, la DHFR : dihydrofolate réductase) ou de génes nécessaires a la
transition en phase S comme les cyclines E et A (Stevens and La Thangue, 2003).

La protéine Rb sous une forme déphosphorylée inhibe I'activité du facteur de transcription en
se liant au domaine de transactivation de E2F1, bloquant ainsi le recrutement de la machinerie de la
transcription et en favorisant le recrutement d’histones désacétylases. La phosphorylation de Rb par
les complexes cycline D/cdk4 et cycline D/cdk6 en fin de phase G1 chasse Rb et libére E2F1/DP1. Le
complexe cycline D/cdk peut aussi phosphoryler E2F1 au niveau des sérines 332 et 337, ce qui
entrainera une stabilisation d’E2F1 et empéchera toute liaison de Rb (Fagan et al., 1994).

E2F1-DP1 recrute :

- les histone-acétyltransférases (HAT) p300 et p/CAF. Ces HAT peuvent d’une part catalyser
I'acétylation de I'histone H3K9 favorisant le décompactage de la chromatine et induire I'acétylation
des lysines 117,120 et 125 d’E2F1 favorisant ainsi son activation et sa stabilisation.

- Le co-régulateur HCF1 (Host cell factor 1). Celui-ci recrute les méthyltransférases Setl et MLL
(mixed-lineage leukemia) capables de catalyser la méthylation de I'histone H3 au niveau de sa lysine
4. Cette méthylation (H3K4) entraine un remodelage de la chromatine favorisant I'expression génique

(Eletr and Wilkinson, 2011; Tyagi and Herr, 2009).
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Figure 19: E2F1 en phase G1 - S

En fin de phase G1 la phosphorylation de Rb permet la libération du complexe E2F1-DP. La protéine E2F1 est stabilisée par
phosphorylation de ses sérines 332 et 337. Le complexe E2F1-DP est recruté au niveau des promoteurs cibles d’E2F1. Cette
liaison a ’ADN est augmentée par I'acétylation des lysines 117, 120 et 125 d’E2F1 permettant ainsi I’expression des genes
cibles d’E2F1. La méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 entraine le remodelage de la chromatine favorisant ainsi la

transcription des genes cibles d’E2F1.

Phase S : Activité E2F1 : La transition G1-S est catalysée par I'expression de protéines de synthése

d’ADN et de protéines permettant la transition dans la phase S comme les cyclines E et A. Les genes
codant ces protéines sont sous le contrdle d’E2F1. La cycline E, associée a la kinase cdk2 prend le relais
des complexes cycline D/cdc4, cycline D/cdc6 et maintient la protéine Rb sous une forme
hyperphosphorylée « inactive », c’est-a-dire incapable de réprimer E2F1, permettant ainsi une activité
maximale de E2F1 tout au long de la phase S. De plus, une protéine nommée Mdm2(mouse double

minute 2) protege E2F1 des ubiquitinylations dégradatives (Zhang et al., 2005).

Au cours de la phase S, E2F1 est retrouvé sous forme phosphorylé, acétylé et méthylé. En effet,
afin de stabiliser la protéine, E2F1 est :

- Méthylé au niveau de ses arginines 111 et 113 par une méthyle-transférase nommée PRMT5
(Protein arginin N-methyltransferase 5). Cette méthylation est qualifiée de symétrique (type Il
c’est-a-dire que les deux groupements méthyles ajoutés sont positionnés sur chaque azote) et
favorise la progression du cycle cellulaire (Cho et al., 2012).

- Phosphorylé au niveau des sérines 332 et 337.

- Acétylé au niveau de ses lysines 117, 120 et 125.
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Figure 20: E2F1 au cours de la phase S

Au cours de la phase S, E2F1 subit plusieurs modifications post-traductionnelles afin de stabiliser son niveau
protéique et de stimuler son activité sur ses genes cibles impliqués dans la progression du cycle cellulaire. Les
phosphorylations sont identifiées par un cercle orange, les acétylations par un cercle jaune et les phosphorylations par un

cercle bleu.

En fin de phase S, G2 et M : inactivation d’E2F1 : La cycline E est dégradée par le protéasome, ce qui

permet la libération de cdk2 et la formation du complexe cycline A-cdk2. Ce complexe nouvellement
formé va lier puis phosphoryler E2F1 et DP1 diminuant ainsi leur activité (Krek et al., 1994).

Dans un second temps, le complexe E2F1-MDM2 diminue pour laisser place au complexe E2F1-
skp2 favorisant ainsi la dégradation d’E2F1 (Zhang et al., 2005). En effet, au cours de la phase S, en
dehors de la stimulation de I'expression par E2F1 de la cycline E, E2F1 stimule I'expression d’une E3
ubiquitine ligase appartenant au complexe SCF**? (skp1, Cullin-1, Rbx1 et skp2) nommée skp2 (S-phase
kinase-associated protein 2). En fin de phase S, skp2 ubiquitinyle E2F1 qui sera alors dégradé par le
protéasome. Cet événement entraine un arrét de prolifération de la cellule qui rentre en phase G2

(Marti et al., 1999).
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Figure 21: E2F1 en fin de phase S et début de phase G2

G1-S Fin de phase S

Le complexe cycline A — Cdk2 phosphoryle DP et E2F1 diminuant ainsi leur activité. L’E3 ubiquitine ligase skp2 ubiquitinyle
E2F1 qui sera alors dégradée par le protéasome. Jusqu’en fin de phase S la protéine MDM?2 protége E2F1 de son
ubiquitinylation dégradative par skp2.

En phase G2, les cibles d’E2F1 n’étant plus liées a E2F1, vont se retrouver alors liées par les E2F

répresseurs. Ces E2F bloqueront I'activation de ces genes.
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Enfin, lors de la mitose, en prométaphase, E2F1 est dégradé par le systeme APC (Anaphase
promoting complex) /cdhl par une ubiquitinylation de type K11 reconnue comme signal de

dégradation par le protéasome (Budhavarapu et al., 2012).

b) Régulation du facteur de transcription E2F1 lors d’un stress génotoxique :

Les cellules au cours du temps ont établi un systeme de défense afin d’empécher toute
instabilité du génome, ce systéme est nommé « réponse aux dommages portés a I’ADN ». Une fois
I’endommagement identifié, la cellule arrétera de proliférer puis engendra une réparation de I’ADN ou
si aucune réparation n’est possible entrera en apoptose ou en sénescence. Des radiations ionisantes
ainsi que divers agents thérapeutiques provoquant des dommages a I’ADN tels que le cisplatine,
I’'adriamycine, I’étoposide, la doxorubicine, vont entrainer une stabilisation du facteur de transcription
E2F1 (Blattner et al., 1999; Huang et al., 1997; Hofferer et al., 1999; Lin et al., 2001; Meng et al., 1999).

Cette stabilisation d’E2F1 permettra a la cellule d’activer un programme d’apoptose ou
d’engager des mécanismes de réparations de I’ADN. De nombreux travaux ont porté sur |’analyse des
mécanismes responsable de la stabilisation d’E2F1 ont mis en évidence la présence d’un réseau

complexe et interconnecté de modifications post-traductionnelles d’E2F1 (Figure n°24).

1) Phosphorylation :

Sous un stress génotoxique, E2F1 est stabilisé par sa phosphorylation au niveau de la sérine
364 par la protéine Chk2 (kinase impliquée dans la surveillance des dommages portés a I’ADN) et au
niveau de la sérine 31 par ATM (Ataxia telangectasia mutated) /ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3
related) qui sont des senseurs des dommages portés a I’ADN.

De plus, la phosphorylation de la sérine 403 d’E2F1 par une kinase non identifiée a ce jour
stabilise aussi le niveau protéique d’E2F1 (Real et al., 2010). Contrairement aux phosphorylations
évoquées précédemment, les phosphorylations de la sérine 403 et de la thréonine 433 par la kinase

cdk? entrainent une dégradation d’E2F1 (Vandel and Kouzarides, 1999).

2) Méthylation :

Deux équipes différentes ont montré que la méthyltransférase Set9 méthyle E2F1 au niveau
de sa lysine 185 et que LSD1 déméthyle cette méme lysine.
La premiere équipe montre que la méthylation d’E2F1 par Set9 inhibe I'activité transcriptionnelle
d’E2F1 sur ces cibles apoptotiques et entraine sa dégradation par le protéasome apres un stress
génotoxique et que LSD1 au contraire stabilise E2F1 via sa déméthylation (Kontaki and Talianidis,

2010). Alors que la seconde équipe montre I'extréme opposé (Xie et al., 2011).
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Les auteurs expliquent cette différence par I'utilisation de différents agents thérapeutiques, la
premiere équipe utilisant de I'étoposide ou la doxorubicine et la seconde utilisant le cisplatine et
I’adriamycine ; ainsi que I'utilisation de lignées cellulaires différentes (Xie et al., 2011).

Suite aux dommages portés a I’ADN, le taux de cycline A lié a E2F1 diminue laissant la place a
la protéine PRMT1. Cette protéine est une arginine N-méthyltransférase qui favorise l'activité
apoptotique d’E2F1 via une méthylation asymétrique (type |) de I'arginine 109 d’E2F1. Dans des
cellules sans stress génotoxique, la liaison entre PRMT1 (Protein arginin N-methyltransferase 1) et E2F1
est empéchée par la cycline A, ce qui favorise au contraire la liaison d’'une autre arginine
méthyltransférase : PRMTS5 (Protein arginin N-methyltransferase 5) (voir chapitre I11)2) a)).

Ce mécanisme de compétition entre PRMT1 et PRMT5 permet de contrdler le devenir de la cellule en

fonction des signaux environnementaux (Cho et al., 2012).

3) Acétylation :

L’acétylation d’E2F1 au niveau de ses lysines 117, 120 et 125 semble étre trés importante pour
I'activité d’E2F1, que ce soit en phase S du cycle cellulaire ou suite a un stress génotoxique.
Une protéine retrouvée dans la leucémie myéloide aigue (AML : acute myeloid leukemia) nommé ELL
(eleven-nineteen lysine-rich leukemia) a été identifiée comme partenaire de la méthyltransférase MLL.
Cette protéine est un facteur d’élongation nécessaire au déplacement de I’ARN polymérase Il et donc
a la synthése d’ARN messager. ELL interagit avec E2F1 provoquant ainsi la déacétylation des lysines
117,120 et 125 d’E2F1 via le recrutement de I’histone désacétylase 1 (HDAC1) indépendamment de la
protéine Rb. Cette désacétylation inhibe I'activation des genes cibles d’E2F1 tels que le géne p73 ou
apafl... U'inhibition de I'activité d’E2F1 par ELL est trés importante. En effet, lors de la fusion entre ELL
et MLL due a la translocation chromosomique t(11; 19)(g23 ;p13.1), retrouvée dans la leucémie
myéloide aigue, elle provoque une levée de I'inhibition de I'activité d’E2F1 et une surexpression des

genes apoptotiques induites suite a un dommage a I’ADN par E2F1 (Zhang et al., 2014).

4) Neddylation :
L’équipe de La Thangue a montré une neddylation d’E2F1 sur les lysines 117, 120 et 125. La

neddylation d’E2F1 entraine une instabilité de la protéine ainsi qu’une baisse de son activité
transcriptionnelle et un ralentissement de la croissance cellulaire.
Lors d’un stress génotoxique, E2F1 est déneddylé par la protéine NEDP1 permettant ainsi de stimuler

I’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur ces genes cibles tels que par exemple p73 (Loftus et al., 2012).
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5) Ubiquitinylation :

L'ubiquitinylation de type K63 d’E2F1 semble réduire I'activité d’E2F1 sur les promoteurs
p14AR% caspase 3, caspase 7 et Apafl lors d’un stress génotoxique. La déubiquitinase (DUB) UCH37 va
déubiquitinyler E2F1 et favoriser son action sur les promoteurs de ces génes cibles (Mahanic et al.,
2015). Une autre DUB, nommée POH1, permet de stabiliser E2F1. En effet, POH1 enléve les chaines
K63 d’E2F1 ce qui permet a E2F1 d’activer ces génes cibles et notamment ceux de la survivine et de
Foxnl. Cependant, un mutant d’E2F1 ne pouvant plus étre ubiquitinylé K63, ne voit pas son niveau
d’expression diminuer lors de I'ajout d’un ARN interférent visant POH1. Ces résultats sous entendent
la nécessité de la présence d’une ubiquitinylation de type K63 d’E2F1 qui sera ensuite éliminée par la

DUB POH1 afin de conserver la stabilité d’E2F1 (Wang et al., 2015).

Stress Génotoxique

#» Acétylation: » Methylation:
* Lysine 117 « Lysine 185 par Set9
- Lysine 120 | par p/CAF ou p300 % Déméthylation par LSD1
* Lysine 125

o

» Neddylation:
» Meéthylation: * Lysine 117,120 et 125.
* Lysine 185 par Set9

% Déméthylation par LSD1 » Phosphorylation :
= Sen‘ne fIOS par Cdk7
» Phospharylation: + Thréonine 433

« Sérine 364 par CHK2
« Sérine 31 par ATM/ATR
+ Sérine 403 par 7?7

Y

Ubiquitinylation K63

» Neddylation:
%, Déneddylation des lysines
117,120 et 125 par NEDP1.

# Ubiquitinylation:

%, Déubiquitinylation par UCH37 et
POH1

Figure 22: Modification post-traductionnelle impliquée dans la stabilisation du niveau protéique d’E2F1

La méthylation par Set9 et la déméthylation par LSD1 ont différents devenir suivant le contexte cellulaire et I'utilisation d’un

type d’agents thérapeutiques.

c) Stimulation spécifique de génes cibles d’E2F1 :

Les génes activés par E2F1 seront différents suivant le contexte cellulaire. En effet, E2F1
permettra la progression des cellules dans le cycle cellulaire suite a un signal mitogene alors qu’il sera
promoteur d’un arrét du cycle cellulaire, de la réparation de I’ADN ou de I'induction de I'apoptose suite

a un stress génotoxique.
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Ceci implique un recrutement différentiel d’E2F1 sur les promoteurs dits « prolifération » (les plus
étudiés sont les promoteurs des cyclines E et A ainsi que DHFR) par rapport aux promoteurs qualifiés
« apoptose » (les plus étudiés étant TP73, APAF1, Caspase 3 et 7). Différentes modifications post-

traductionnelles peuvent moduler cette activité différentielle d’E2F1.

1) Méthylation :
Comme évoqué dans les chapitres 111)2) a) et 111)2) b), E2F1 peut étre méthylé par PRMT1 ou
PRMTS suivant le contexte cellulaire : par PRMT1 lors d’un stress génotoxique et par PRMT5 au cours

du cycle cellulaire.

2) Citrullination :

L’arginine 109 d’E2F1 est importante pour la méthylation d’E2F1 par PRMT1 mais semble aussi
importante pour la citrullination d’E2F1 lors d’une réponse inflammatoire.

La citrullination d’E2F1 est réalisée par PAD4 (peptidyl arginine deiminase 4) lors de la réponse
inflammatoire et permettra I'activation de génes cibles d’E2F1 impliqués dans I'inflammation : les
genes des cytokines TNF-a (tumor necrosis factor-a), CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand-3), IL-1B
(interleukin-18) (Ghari et al., 2016).

3) Sumoylation :
De plus, la lysine 226 d’E2F1 peut étre sumoylée par l'intermédiaire de Pc2 (Polycomb 2

protein) non méthylé et d’un ARN non codant NEAT2 (nuclear enriched abundant transcript 2) ce qui

permet I'activation des génes impliqués dans la croissance cellulaire (Yang et al., 2011b).

4) Neddylation :

L'équipe de La Thangue montre une neddylation d’E2F1 entrainant une diminution de sa
stabilité, de son activité transcriptionnelle corrélée avec une diminution de la prolifération cellulaire.
De plus, ils observent une diminution du niveau de Neddylation d’E2F1 lors d’un stress génotoxique

induit par la doxorubicine ou I'étoposide (Loftus et al., 2012).

La déneddylation d’E2F1 est nécessaire a la stimulation de son activité transcriptionnelle sur le
promoteur p73. En effet, lors d’'un stress génotoxique, SENP8 (SUMO/sentrin peptidase family
member, NEDD8 specific) déneddyle E2F1 ce qui favorise I'interaction entre E2F1 et la microcéphaline.

Cette interaction est indispensable a I'action du géne codant p73 (Aoki et al., 2013).
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5) Acétylation :

L'acétylation d’E2F1 joue également un rdéle important dans la régulation d’E2F1. Elle permet
la stabilisation d’E2F1 lors d’un stress génotoxique qui permettra a E2F1 d’activer I'apoptose via p73
(Pediconi et al., 2009) ou une réparation de '’ADN (Guo et al., 2010; Van Den Broeck et al., 2012).

La stabilisation d’E2F1 par acétylation ainsi que la stimulation de son activité transcriptionnelle sont
aussi observées au court du cycle cellulaire afin de favoriser la progression des cellules mais aussi lors

d’une stimulation par le VEGF afin de favoriser I'angiogenese (Pillai et al., 2010).

Stress Génotoxique Etat physiologique
Apoptose Inflammation Transition phase G1/S
» Meéthylation: » Citrullination: > Acétylation:
» Arginine 109 par PRMT1 * Arginine 109 par PAD4 * Lysine 117
(asymétrique) * Lysine 120 par p/CAF ou
# Acsétylation: p300
+ Lysine 117 * Lysine 125
* Lysine 120 par p/CAF ou
p300 » Meéthylation:
« Lysine 125 .

Arg!n!ne 111 par PRMT5
= Arginine 113
» Déneddylation:
* Par SENP8 » Sumoylation:
= Lysine K266 par Pc2 et
NEAT2.

Figure 23: Orientation du réle d'E2F1 par ses modifications post-traductionnelles
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Les différents sites de modification post-traductionnelle d’E2F1 sont représentés sur la structure

d’E2F1 présentée dans la figure ci-dessous :

PRMT1 +: Set9
ATM/ATR PAD4 -:LSD1 S332 S337 L Cdk7 |
| /
S31 | R109 K"T5 | | S364 S403  T433
| | (N !
| | I Vg /CHKZ \\ '|
o | e ~
- 155858 | 85 51 /& 1
RN AT Vi
| i ? \/ | [
i\ ;
/| R111 R113 ‘\ g |
/ PRMT5 | N \\\ K266
! \ » = NCAT2/PC2
APC/C \ N S
K117 K120 K125
+ : P/CAF p300
(K120 et 125 : Tip60)
-:ELL
+:7777
- : NEDP1
E phosphorylation Site de liaison & la cycline A
Séquence de localisation nucléaire (NLS : nuclear localization signals)

X Méthylation
X Acétylation et Neddylation

E Sumoylation

D Méthylation et citrullination
— — Ubiquitinylation

Domaine de liaison a 'ADN (DNA Binding domain)
Domaine de dimérisation (Dimerization domain).
M Domaine de Trans-activation (Transactivation domain)

B Site de liaison de Rb
Séquence d’'export nucléaire (NES: nuclear export signals)

OLysine

Figure 24: Sites des modifications post-traductionnelles d’E2F1

Représentation de la structure d’E2F1 avec ses différents sites de modifications post-traductionnelles.

Le signe + signifie I'ajout d’une modification alors que le signe — indique I’enlevement d’une modification post-

traductionnelle.

Ces différentes modifications permettent donc a E2F1 d’avoir différentes fonctions qui

peuvent étre contradictoires, ce qui pourrait expliquer d’ailleurs son role a la fois tumorigéne et

suppresseur de tumeurs.
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3) E2F1 et Cancer:

Le facteur de transcription E2F1 est un élément clé de processus opposés, en effet il peut
favoriser la prolifération cellulaire, la migration et I'invasion des cellules mais aussi I'apoptose des
cellules. Ces différentes fonctions accordent a E2F1 un réle anti-tumorigene tout en lui conférant des
propriétés oncogéniques suivant le contexte.

Tout d’abord, différentes études ont montré I'importance de ce facteur pour la formation de
métastases : la surexpression d’E2F1 est corrélée avec la formation de métastases chez des patients
atteints d’un cancer de la vessie et une perte de la protéine Rb (responsable de I'expression ectopique
d’E2F1 (Engelmann and Putzer, 2010; Sharma et al., 2010).

Lors d’un stress génotoxique, E2F1 devrait stimuler les génes pro-apoptotiques afin de détruire

par apoptose les cellules cancéreuses. Malgré une surexpression d’ATM et CHK2, dans certains cas,
E2F1 n’active pas la voie apoptotique mais une autre voie permettant la réparation de I’ADN.
En effet, dans des cellules résistantes aux traitements chimio-thérapeutiques, outre la surexpression
d’ATM, de CHK2 et d’E2F1, la surexpression de FoxM1 (forkhead box M1) est retrouvée. FoxM1 va
permettra a la cellule cancéreuse d’entrer dans un processus de réparation de I’ADN, lui permettant
ainsi d’éviter de mourir par apoptose et donc de continuer a proliférer. La réparation de I’ADN
impliqguant FoxM1 est médiée par E2F1. De plus, E2F1 activera les génes d’autres protéines impliquées
dans cette voie de réparation tels que le géne codant pour Tip60 (protéine acétylant les lysines 120 et
125 d’E2F1, stabilisant ainsi la protéine). Tip60 lié a E2F1 activera la voie de réparation de I’ADN par le
contrdle d’ERCC1 (excision repair cross-complementing group 1). De plus CHK2 sensée stabiliser E2F1
pour permettre |'activation des génes pro-apoptotiques par E2F1 peut aussi phosphoryler KAP1 (the
Kriippel-associated box (KRAB)- associated corepressor 1) ce qui favorisera la formation du complexe
E2F1-KAP1. Ce complexe quant a lui, va lier les promoteurs des genes pro-apoptotiques et recruter
une HDACI1 afin de réprimer leur activation (Engelmann and Piitzer, 2010).

Différents phénomeénes se mettent en place pour favoriser I’activité prolifératif et réparatrice
de 'ADN d’E2F1 au détriment de I'activation de I'apoptose par E2F1. Par exemple, la protéine SIRT1
déacétylera E2F1 lié aux promoteurs pro-apoptotiques empéchant ainsi leur activation ; la production
d’un mutant de p73 (DNp73) par E2F1 inhibera aussi la voie apoptotique normalement activée par
p73. Outre cette déviance pour la répression de la voie apoptotique et |'activation de la prolifération
cellulaire, E2F1 peut notamment stimuler des oncogenes tel que 'EGFR.

D’apres ces différentes données, il serait intéressant d’inhiber I'expression d’E2F1 afin de
réduire la prolifération des cellules cancéreuses et la résistance aux traitements chimio-
thérapeutiques. Cependant, il est important de noter qu’E2F1 est aussi considéré comme suppresseur

de tumeur via I'activation de I'apoptose.
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IV] Résultats :

La localisation nucléaire de clAP1 dans le cancer de I'cesophage (Imoto et al., 2001), dans le cancer
de la vessie (Che et al., 2012), le cancer du col de I'utérus (Imoto et al., 2002), le cancer colorectal
(Ponnelle et al., 2003), le cancer de la téte et du cou (Tanimoto et al., 2005), le cancer de la langue (Qi
et al., 2008) a été corrélée a une mauvaise réponse aux traitements thérapeutiques et a un mauvais
pronostic. Ceci suggere I'importance des fonctions nucléaires de clAP1 dans son activité oncogénique.
Dans un travail publié en 2011, Jessy Cartier et Jean Berthelet ont montré que dans le noyau des
cellules, clAP1 pouvait lier le facteur de transcription E2F1 (Cartier et al., 2011) et stimuler son activité
sur les promoteurs des génes ccne (codant la cycline E) et ccna (codant la cycline A). clAP1 peut lier
E2F1 dans toutes les phases du cycle cellulaire. Des expériences d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) ont mis en évidence la liaison de clAP1 sur les sites de liaison E2F des promoteurs
ccne et ccna en phase S du cycle cellulaire, en méme temps qu’E2F1. Par ChIP et re-ChlP, Jessy Cartier
a montré que les deux protéines sont recrutées ensemble sur les promoteurs. La présence d’E2F1 est
nécessaire au recrutement de clAP1 et inversement, la présence de clAP1 est nécessaire au
recrutement d’E2F1. Enfin, la délétion de clAP1 ralentit la prolifération cellulaire, inhibe I’expression

des cyclines E et A, et diminue le pourcentage des cellules en phase S du cycle cellulaire.

Nous avions émis |I’"hypothése que cette fonction de clAP1 pourrait contribuer a son activité
oncogénique. L'objectif de mon travail de thése était d’analyser les mécanismes de l'activité
oncogénique de clAP1 et plus précisément d’étudier I'importance de la fonction régulatrice d’E2F1.
Nous avons d’une part entrepris la caractérisation de l'interaction E2F1-clAP1 afin de produire un
mutant de clAP1 incapable de lier E2F1 et d’autre part mis en place un modele d’étude de I'activité
oncogénique de clAP1.

De plus, j’ai finalisé un travail initié par Jean Berthelet (étudiant en thése, actuellement
chercheur post-doctorant) puis par Valérie Glorian (Chercheur Post-doctorant, actuellement Attachée
de Recherche Clinique) dont I'objectif était d’analyser les mécanismes par lesquels clAP1 contrélent

I'activité de E2F1.
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1) Etude des mécanismes de régulation d’E2F1 par clAP1
Article soumis aprés révision dans le journal « Cell Death and Differentiation » : « E2F1 stabilization

and activation involves clAP1-mediated K63-poly-ubiquitination »
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> clAP1 stabilise et stimule I'activité transcriptionnelle d’E2F1 par ubiquitinylation :

Au cours d’une étude précédente, mon équipe d’accueil a démontré la capacité de clAP1 a
stimuler I'activité transcriptionnelle d’'E2F1 sur le promoteur de la cycline E (Cartier et al., 2011). Nous

avons dans un premier temps, décidé d’évaluer I'importance de I'activité E3 ubiquitine ligase de clAP1.

Lors de tests de transactivation utilisant une construction dont le géne luciférase est placé sous
le controle du promoteur de la cycline E contenant 3 sites de liaison E2F, nous avons confirmé la
capacité de clAP1 a stimuler I’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E (Figure
n°25A et 25C) dans des cellules Hela. Cette activité est associée a une augmentation drastique de
I’expression d’E2F1. La mutation de I'histidine 588 en alanine qui abolie I'activité E3-ubiquitine ligase
de clAP1 ne modifie pas cette activité, cependant une inhibition de la réaction d’ubiquitinylation
(inhibiteur de I'’enzyme E1) par le PYR-41 inhibe la capacité de clAP1 a stimuler E2F1 de facon dose
dépendante (Figure n°25B) suggérant I'importance de la réaction d’ubiquitinylation. clAP1 est actif
sous forme d’un homodimére. La mutation du site de dimérisation (phénylalanine 616 en alanine) qui
empéche la dimérisation de clAP1 abolie complétement la capacité de clAP1 a moduler I'activité et
I’expression d’E2F1 (Figure n°25A) dans les cellules Hela et I'expression du mutant H588A dans des
cellules dépourvues de clAP1 (MEF clAP17) n’est plus capable de stimuler E2F1 (Figure n°25C). Ces
résultats suggérent que dans les cellules Hela, le mutant H588A pourrait former un dimére avec un

clAP1 endogéne et que I'activité E3-ligase de clAP1 est nécessaire pour |'activation d’E2F1.

Une inhibition de la traduction par la cycloheximide montre que clAP1 stabilise I'expression
protéique d’E2F1 (Figure n°25D). Inversement, une extinction de clAP1 par ARN interférence (Figure
n°25 E, F et G) ou par un traitement des cellules par le GDC-0152 (Figure n°25E), un antagoniste des
IAP qui induit une dégradation tres rapide de clAP1, diminue I'expression d’E2F1 (figure n°25E) et

favorise la dégradation d’E2F1 par I'expression des E3-ubiquitine ligase skp2 et cdh1 (Figure n°25F).
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Figure 25: clAP1 stabilise et stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 par ubiquitinylatibn :

A-C. Expression et activité d’E2F1 dans des cellules Hela (A&B) ou MEF clAP17/-/clAP27/- (C) transfectées avec le plasmide
rapporteur exprimant la luciférase sous le controle du promoteur CCNE, le plasmide pCMV-3HA-E2F1, avec soit un plasmide
contrdle (Co), un plasmide exprimant clAP1, ou les mutants clAP1-H588A (perte de I'activité E3 ubiquitine-ligase) ou clAP1-
F616A (perte de la capacité de dimérisation). Les cellules Hela sont traitées pendant 24 heures avant I'analyse avec du PYR-
41 10-35 uM (B). L’activité luciférase est normalisée par I'activité de la B-galactosidase et rapportée a I'induction de I'activité
par E2F1 seul. Moyenne + écart type de 3 expériences indépendantes. Le test statistique utilisé est un test t de Student. ***:
p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. D. Expérience de cycloheximide (CHX). L’expression des transgénes
indiqués est induite pendant 48h, les cellules sont traitées avec de la cycloheximide 100ug/ml. L'expression d’E2F1 et de
clAP1 est analysée par immune-blotting. L'expression d’E2F1 a été quantifiée via le logiciel Image J. E. Analyse de I'expression
d’E2F1 et clAP1 dans des cellules U20S apres ajout d’un ARN interférent dirigé contre clAP1 ou d’un antagoniste des IAP GDC-
0152. UT : cellules non traitées. F&G. Analyse de I'expression d’E2F1 et de clAP1 dans des cellules Hela en présence de cdhl
ou skp2.
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> clAP1 catalyse la conjugaison de chaines d’ubiquitines de type K11 et K63 sur E2F1:

Nous avons ensuite évalué la capacité de clAP1 a induire une ubiquitinylation d’E2F1. clAP1
est capable d’induire la conjugaison de chaines d’ubiquitines sur E2F1 dans un test in vitro utilisant des

protéines recombinantes purifiées ou dans un lysat cellulaire (Figure n°26A).

clAP1 a été exprimée dans des cellules Hela en présence d’ubiquitines natives et le profil
d’ubiquitinylation d’E2F1 a été analysé aprés immunoprécipitation d’E2F1 et révélation de I'ubiquitine
par un anticorps reconnaissant I'ubiquitine sous forme monomeéres ou assemblés en chaines de poly-
ubiquitines de différents types.
La surexpression de clAP1 induit I'accumulation de forme multi-ubiquitinylée d’E2F1 (Figure n°26C).
L'utilisation de mutants d’ubiquitine dans lesquels toutes les lysines sauf la lysine 11 (K11 only), 48 ou
63 ont été remplacées par une arginine montre que clAP1 favorise la conjugaison de chaines de type
K11 ou K63 mais pas de type K48 (Figure n°26B, C). L'utilisation d’un anticorps ne reconnaissant que
les chaines de type K63 confirme la capacité de clAP1 a induire I'accumulation d’E2F1 sous une