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Résumeé

TRIP12 est une E3 ubiquitine ligase de la famille HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus). TRIP12 a plusieurs cibles connues qu’elle adresse au protéasome par
polyubiquitination. Parmi ces cibles, plusieurs protéines ont des réles importants dans la
réponse aux dommages a I'’ADN, le remodelage de la chromatine et la voie d'activation de
p53. Des résultats non publiés de mon équipe d’accueil ont montré une surexpression de la
protéine TRIP12 dans le cancer du pancréas et les |ésions prénéoplasiques. Le groupe a mis
en évidence que TRIP12 polyubiquitine et provoque la dégradation du facteur de transcription
PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a), décrivant pour la premiére fois un mécanisme de
régulation post-traductionnelle de PTF1a. PTF1a est essentiel au développement et a
I’'hnoméostasie du pancréas. Il est capable d'inhiber la prolifération de cellules cancéreuses
pancréatiques et est considéré comme un géne suppresseur de tumeur. Bien qu'ayant pour
substrats des protéines intervenant dans des processus finement régulés au cours du cycle
cellulaire et altérés dans les cancers, la régulation de I'expression et les fonctions de TRIP12
au cours du cycle cellulaire n’étaient pas connues au début de mes travaux de these. J'ai
démontré que I'expression et la localisation nucléaire de TRIP12 varient au cours du cycle
cellulaire. J'ai identifié un domaine intrinséquement désordonné dans la partie N-terminale de
TRIP12 qui lui permet d’interagir avec I'euchromatine. J'ai montré que TRIP12 est impliqué
dans I'entrée en mitose en contrdlant la durée de la réplication de 'ADN indépendamment de
son activité catalytique. TRIP12 est également indispensable pour une bonne progression en
mitose et la stabilité chromosomique. Mes résultats proposent TRIP12 comme une nouvelle
protéine associée a la chromatine, essentielle a la progression dans le cycle cellulaire et au

maintien de I'intégrité du génome.

A terme, ce travail de thése servira de base pour comprendre la surexpression de

TRIP12 dans le cancer du pancréas et son impact dans la carcinogénese.
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Abstract

TRIP12 is an E3 ubiquitin ligase that belongs to the HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus) family. Several proteins are targeted by TRIP12 polyubiquitination which
triggers their proteasomal degradation. Among its targets, several proteins are involved in DNA
damage responses, chromatin remodelling and p53 pathway activation. Unpublished results
of my team showed an increased expression of TRIP12 in pancreatic cancer and pre-
neoplastic lesions. My group revealed that TRIP12 polyubiquitinates and provokes the
degradation of the transcription factor PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a) stability.
Describing for the first time a post-translational regulation of PTF1a. PTF1a is essential in
pancreatic development and homeostasis. It inhibits the proliferation of pancreatic cells and is
considered as a tumour suppressor gene and. Even if several TRIP12 targets are involved in
cellular processes that are tightly cell cycle regulated, the regulation of TRIP12 expression and
its functions during the cell cycle was unknown at the beginning of my thesis. | showed that
TRIP12 expression and nuclear localization are regulated throughout the cell cycle. | identified
an intrinsically disordered domain within the N-terminal region of TRIP12 that permits its
interaction to euchromatin. | demonstrated TRIP12 implication in mitosis entry by controlling
DNA replication timing Independently of its catalytic activity. TRIP12 is also required for
maintaining a correct mitotic progression and chromosomes stability. My results propose
TRIP12 as a new chromatin-associated protein that is essential for cell cycle progression and

to preserve genome integrity.

In the end, my studies will be fundamental to explain the increased expression of

TRIP12 protein observed in pancreatic cancer and its impact in carcinogenesis.
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Liste des abréviations

A

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNsb ADN simple brin

AMFR Autocrine motility factor receptor

AMPK AMP-activated protein kinase

APC/C Anaphase promoting complex/Cyclosome
APP-BP1 Amyloid precursor protein-binding protein1
AREL1 Apoptosis-resistant E3 ubiquitin ligase 1
ARF Alternative reading frame

ASXL1 Additional sex combs like 1

ATP Adénosine triphosphate
B

BAF Brg-associated factor

BAP1 BRCA1 associated protein 1

BRCA1 Breast cancer 1

BRD4 Bromodomain-containing protein 4

BUB Budding uninhibited by benzimidazole

C

CagA Cytotoxin-associated gene A

CAK CDK activating kinase

CBP Cyclic-AMP response element-binding protein (CREB)-binding protein
CDCE6 Cell division cycle 6

CDC25 Cell division cycle 25
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CDCA45 Cell division cycle 45

CDK Cyclin dependent kinase

Cdt1l Chromatin licensing and DNA replication factor 1

CIP CDK-interactiong protein

CKI Cyclin dependent kinase inhibitor
CNA Copy number alteration

CP Cancer du pancréas

CRBN Cereblon

CYK-4 Cytokinesis defect 4

D

DDK DBF4-dependent kinase

DP Dimerization partner
E

ES Embryonic stem

ETS-1 Erythroblastosis virus E26 homolog-1
F

FOXML1 Forkhead box protein M1

G

GoGap0

G1 Gap 1

G, Gap 2

GSK3 Glycogen synthase kinase 3

GTP Guanosine Triphosphate
H

HEC1 Highly expressed in cancer protein1
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HECT Homologous to the E6-AP carboxyl terminus
HERC HECT and RCC1-like domain

HPV-16 E6 Human papilloma virus-16 E6

IBR In between ring
IDR Intrinsically disordered region
INK4 Inhibitor of CDK4

IRF-3 Interferon regulatory factor-3
K

KIP Kinase inhibitory protein

KLHL20 Kelch-like protein 20

L

LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein
M

MCC Mitotic checkpoint complex

MCL1 Myeloid leukemia cell differentiation protein 1
MCM Minichromosome maintenance complexe
MDM2 Mouse double minute 2

MDMX Mouse double minute X

MED1 Mediator complex subunit 1

MKLP1 Mitotic kinesin-like protein 1

MPF Maturation-promoting factor

MPS1 Multipolar spindle 1

MRLC Myosin regulatory light chain

MTOC Microtubule Organizing Center
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N

NEDD4 Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4

NPM Nucléophosmine
@)
ORC Origin recognition complex

P

PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PH Plekstrin homology

PLK1 Polo like kinase 1

Pola ADN polymérase alpha

Pole ADN polymérase epsilon

PP1 Protéine phosphatase 1

PP2A Protéine phosphatase 2A

PRC Polycomb repressive complex
Pré-IC Complexe de pré-initiation
Pré-RC Complexe de pré-réplication
PRP19 Precursor RNA processing 19

PTF1la Pancreas transcription factor 1a
R

RB Rétinoblastome

RBR RING-between-RING

RFC Replication factor C

RLD Regulator of chromosome condensation 1 like domain
RPA Replication protein A

RIF1 Telomeric protein Rap1-interacting factor
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RING Really interesting new gene
S

SAC Spindle assembly checkpoint

SCF-Fbxw7 Skp cullin F-box/WD repeat-containing protein 7
SIAH2 Seven in absentia homolog

SMC Structural maintenance of chromosome

SMURF1 Smad ubiquitylation regulatory factor 1

STING Stimulator of interferon genes

SWI/SNF Switch mutants/Sucrose Non-fermenting

T

TBK1 TANK-binding kinase 1

TCR T-cell antigen receptor

TOPBP1 DNA Topoisomerase Il binding protein 1
TRAF6 TNF receptor associated factor

TRIP12 Thyroid hormone receptor interacting protein 12
U

UBC Ubiquitin conjugating domain

UBD Ubiquitin binding domain

UBEAB Ubiquitin conjugation factor E4B

U-box UFD2-homology

UHFR1 Ubiquitin-like with PHD and RING finger domains 1
ULF Ubiquitin ligase for ARF

USP Ubiquitin specific protase
V

VHL Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor
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|.  Le cycle cellulaire
[.1. Le déroulement du cycle cellulaire

Deux milliards d’années d'évolution ont généré une immense variété de vies
eucaryotes, avec approximativement 8,7 millions d’espéces existantes. La croissance et la
reproduction de tous ces organismes dépendent de la duplication et de la distribution fidele
des chromosomes dans les nouvelles cellules filles naissantes. Ce processus est appelé le

cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est divisé en deux grandes étapes communes a I'ensemble des
organismes : l'interphase et la mitose. Chez les Eucaryotes, l'interphase est la phase la plus
longue du cycle cellulaire qui sépare deux mitoses successives et qui permet a la cellule de
préparer sa division cellulaire. C’est une étape de croissance jusqu’a l'incorporation de
nucléotides pendant une phase qui a été baptisée S pour synthése de 'ADN. Les phases
précédant et suivant la phase S sont appelées Gap 1 et Gap 2 (G et G2). La mitose, facilement
observable par microscopie, correspond a I'étape de division cellulaire pendant laquelle les

chromosomes se répartissent entre les deux cellules filles.

La progression d’'une cellule dans les différentes étapes du cycle cellulaire se fait en
grande partie grace a l'activité de kinases qui phosphorylent les protéines sur les résidus
sérines ou thréonines. L'activité de ces kinases dépend d’autres protéines importantes du
cycle cellulaire : les cyclines, d’ou leur nom kinases dépendantes des cyclines ou CDK (Cyclin

Dependent Kinase)'.

|.2. Les kinases dépendantes des cyclines (CDKs)

L'activité des CDKs nécessite leur liaison a une cycline, sous-unité régulatrice, dont
I'expression est finement régulée au cours du cycle cellulaire. Chez I'Homme, il existe plus de
20 CDKs et 25 cyclines. Cependant, trois CDKs interphasiques (CDK2, CDK4 et CDKG6), une
CDK mitotique (CDK1) et dix cyclines (de type A, B, D et E) sont directement impliquées dans

la progression du cycle cellulaire?.

Les autres CDKs jouent différents réles dans la différenciation des neurones, I'épissage

et la transcription®.

[.2.a Les complexes CDK-cyclines au cours du cycle cellulaire

Des complexes CDK-cyclines spécifiques sont responsables de la progression d’'une

cellule a travers les différentes phases du cycle cellulaire (Figure 1). Pendant la phase G4, les
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signaux encourageant une cellule a entrer dans un cycle de division sont appelés signaux
mitogenes. Les signaux mitogénes peuvent étre des facteurs de croissance ou des protéines
qui déclenchent des voies de transduction du signal dans le but d’activer les CDKs. Dans un
premier temps, ces signaux activent I'expression des cyclines de type D (D1, D2 et D3), qui
s’associent préférentiellement avec les kinases CDK4 et CDK6*. L’activité de ces complexes
conduit a I'expression des cyclines de type E (E1 et E2), lesquelles se lient a la kinase CDK2.
L'activité du complexe Cycline E/CDK2 est nécessaire a la transition entre la phase G; et la
phase S°. La cycline A2 s’accumule au début de la réplication de 'ADN, pour disparaitre en
début de mitose. Elle active la kinase CDK2 pour permettre la progression en phase S mais
aussi la kinase CDK1 pour assurer la transition entre les phases S, G; et la mitose®. La

Cyclines D

Cycline B1

Cycline A2

Cyclines E
Cycline A2

Figure 1 : Les complexes CDK-cyclines au cours du cycle cellulaire.

formation des complexes Cycline A2/CDK1-CDK2 facilite I'activation et la formation du

complexe Cycline B1/CDK1 nécessaire pour I'entrée en mitose et la progression mitotique’.

[.2.b La régulation des complexes CDK-cyclines

La régulation de l'activité kinase des CDKs contrdle la vitesse de progression du cycle.
Les CDKs ont un niveau d’expression relativement constant au cours du cycle cellulaire. Il
existe différents niveaux de régulation qui contribuent & l'activité transitoire des CDKs : le
niveau d’expression des cyclines qui permet la formation des complexes, le statut de

phosphorylation des CDKs et la liaison a des inhibiteurs de CDKs.
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I.2.b.1 Le niveau d’expression des cyclines

L'assemblage transitoire des complexes CDK-cyclines est limité a la durée de vie des
cyclines. L'expression des cyclines au cours du cycle cellulaire correspond souvent a une
synthése lente ou rapide pour atteindre un pic d’expression et finit par une dégradation par le

protéasome 26S (Figure 2).

/ \\
/ \ \
o
ARSI, v
G2 'M! Gl S G2 ‘M|

Figure 2: Expression des cyclines au cours du cycle cellulaire (de Viallard et al. 20018).

Par exemple, le promoteur de la cycline A2 est réprimé pendant la phase G; et la
transcription est activée par I'association du complexe Cycline E/CDK2 et du facteur de
transcription E2F, au moment de I'entrée en phase S°. L'ARNm de la cycline A2 et celui de la
cycline B1 s’accumulent pendant la réplication de 'ADN et diminuent en mitose'®. En paralléle,
les ARNm sont traduits en protéines pour permettre une accumulation des cyclines A2 et B1.

Ces deux cyclines sont ensuite dégradées en mitose aprés polyubiquitination'.

[.2.b.2 Le statut de phosphorylation des CDKs

Les kinases CDKs sont caractérisées par un caeur catalytique conservé composé d’'une
poche de liaison a 'ATP, d’'un domaine de liaison aux cyclines (PSTAIRE-like) et d’'un motif
activateur (T-loop) (Figure 3). La liaison de la cycline est nécessaire a I'activation des kinases
CDKs mais n’est pas suffisante®. Elle déplace le motif T-loop, ce qui expose la surface de
liaison au substrat et réaligne les résidus du site actif, amorcant ainsi la phosphorylation. Le
motif T-loop est alors accessible a I'action du complexe Cycline H/CDK7 (CAK: CDK
Activating Kinase) qui le phosphoryle sur un résidu thréonine (T161 pour CDK1, T160 pour
CDK2 et T172 pour CDK4)'21314 Cette phosphorylation améliore I'interaction avec le substrat
et stabilise le complexe CDK-cycline'. Pour étre pleinement active, une CDK doit étre
déphosphorylée sur les résidus thréonine et tyrosine (T14 et Y15 pour CDK1) par les
phosphatases de la famille des CDC25 (Cell Division Cycle 25)'®. Par exemple, pour les
kinases CDK1 et CDK2, ces phosphorylations inactivatrices sont catalysées dans leur poche

catalytique par les kinases Myt1 et Wee1'"".
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ATP-binding

Inhibitory

Cyclin-binding

domain phosphorylation sites domain

g i 3
Cdk1 E-KIGEGTYG VVYKGRH-RV TGQ I-VAMKK IRLESEEE-- -GVPSTAIRE ISLLKELR-- -HPN IVSLQD IFEFLSMDLK
Cdk2v1 E-KIGEGTYG VVYKAKN-KL TGEV-VALKK IRLDTETE-- -GVPSTA IRE ISLLKELN-- -HPN IVKLLD VFEFLEQD LK
Cdk2v2 E-KIGEGTYG VVYKAKN-KL TGEV-VALKK IRLDTETE-- -GVPSTA IRE ISLLKELN-- -HPN IVKLLD VFEFLHEQD LK
Cdk4 A-EIGVGAYG TVYKARD-PH SGHF-VALKS VRVPNGGAAG GGLPVSTIVRE VALLRRLEAF EHPNVVRLMD VFEH IDQDLR
CdkS ----QKYEKL E-KIGEGTYG TVFKAKN-RE THEI-VALKR VRLDDDDE-- -GVPSSALRE ICLLKELK-- ~-HKN IVRLED VLHS----- D VFEFCDQDLK
Cdk6 ---DQQYECV A-EIGEGAYG KVFKARDLKN GGRF-VALKR VRVQTSEE-- -GMPLST IRE VAVLRHLETF EHPNVVRLFD VCTVSRIDRE VFEEVDQDLT
Cdk7 ---AKRYEKL D-FLGEGQFA TVYKARDKN- TNQ I-VAIKK IKLGHRSEAK DG INRTALRE IKLLQELS-- -HPN IIGLLD A-F----GHK VFDFMETIDLE
Cdk8 ERVEDLFEYE GCKVGRGTYG HVYKAKRKDG KDDKDYALKQ IE--===-- G TGISMSACRE IALLRELK-- -HPNVISLLK VFLSHAD--- ----- LFDYAEHDLW
Cdk9 ---VIKYEKL A-KIGQGTFG EVFKAKH-RQ TGQK-VALKK VLMENEKE-- -GFPITALRE IKILQLLK-- -HENVVNLIE ICRTK--ASP VFDFCEHDLA
Cdk10v! CRSVKEFEKL N-RIGEGTYG IVYRARD-TQ TDEI-VALKK VRMDKEKD-- -G IPISSLRE ITLLLRLR-- -HPN IVELKE VVVGNH---- ---- VMG YCEQD LA
Cdk10v2 ---Zccmoos =--do=n e L DKEKD-~- -G IPISSLRE ITLLLRLR-- =-HPNIVELKE VVVGNH---- VMG YCEQDLA
Cdk11 CRSVEEFQCL N-RIEEGTYG VVYRAKD-KK TDEI-VALKR LEKMEKEKE-- -GFPITSLRE INTILKAQ-- -HPNIVIVRE IVVGSN---= ---- VMNYVEHD LK
Cdk12v! KRCVDKFDII G- IIGEGTYG QVYKAKD-KD TGEL-VALKK VRLDNEKE-- -GFPITAIRE IKILRQLV-- -HQSVVNMKE IVIDKQDALD FKKDKGAFYL VFEYMDHDLM
Cck12v2 KRCVDKFDII G- IIGEGTYG QVYKAKD-KD TGEL-VALKK VRLDNEKE-- -GFPITA IRE IK ILRQLV-- -HQSVVNMKE IVTDKQDALD FKKDKGAFYL VFEYMDHDLM
Cdk12v3 KRCVDKFDII G- IIGEGTYG QVYKAKD-KD TGEL-VALKK VRLDNEKE-- -GFPITAIRE IK ILRQLV-- -HQSVVNMKE IVIDKQDALD FKKDKGAFYL VFEYMDHDLM
Cdk13v! KRCVDKFDIT G- IIGEGTYG QVYKARD-KD TGEM-VALKK VRLDNEKE-- -GFPITA IRE IKILRQLT-- -HQSIINMKE IVIDKEDALD FKKDKGAFYL VFEYMDHDLM
Cdk13v2 KRCVDKFDII G- IIGEGTYG QVYKARD-KD TGEM-VALKK -GFPITA IRE IKILRQLT-- -HQSIINMKE IVIDKEDALD FKKDKGAFYL VFEYMDHDLM
Cdk14 E-KLGEGSYA TVYKGKS-KV NGKL-VALKV IRLQEE -GIPFTA IRE ASLLKGLK IIRT VFEYVETDLC
Cdk15 E-KLGEGSYA KVYKGIS-RI NGQL-VALKV ISMNAE -~GVPFTA IRE ASLLKGLK IVET VFEYMHTD LA
Cdk16 D-KLGEGTYA TVYKGKS-KL TDNL-VALKE IRLEHE -GAPCTA IRE VSLLKDLK IR VFEYLDKDLK
Cdk17 E-KLGEGTYA TVYKGRS-KL TENL-VALKE IRLEKE -GAPCTA IRE VSLLKDLK IVE VFEYLDKDLK
Cdk18 ---LETYVKL D-KLGEGTYA TVFKGRS-KL TENL-VALKE IRLEH -GAPCTA IRE VSLLKDLK-- -HAN IVELED LIRT VFEYLDSDLK

Cdk19v! ERVEDLFEYE GCKVGRGTYG HVYKARRKDG KDEKEYALKQ TG ISMSACRE IALLRELK-- -HPNVIALQK VFLSHSD--- LFDYAEHDLW H IIKFHRASK

Cdk19v2 ERVEDLFEYE GCKVGRGTYG HVYKARRKDG KDEKEYALKQ TG ISMSACRE IALLRELK-- -HPNVIALOK VFLSHSD--- LFDYAEHDLW H IIKFHRASK

Cdla(:\----nuxcu G-RIGEGAHG IVFKAKHVE- TGEI-VALKK VAL-RRLE-- DG IPNQALRE IKALQEIE-- -DSQYVVQLK AVF----PHG ----- AGFVL AFEFMLSDLA EVV----- RE

Consarvation
o

10 160 180 200 2 240

! | | 1 1 |

Cdk1 SIPPGQFMDS SLVKSYLEQ I LQGIVFCHSR RVLERDLKPQ NLLI----DD KGT IKLADFG LARAFGIPI- -R--VYTHEV VILWYRSPEV LLGSARYSTP VD INSIGT IF AEL-------

Cdk2vl SALIG--IPL PLIKSYLFQL LOGLAFCHSE RVLERDLKPQ NLLI- EGSIKLADFG LARAFGVPV- -R--TYTHEV VILWYRAPEI LLGCKYYSTA VD INSLGCIF AEMHLVCTQE

Cdk2v2 SALTG--IPL PLIKSYLFQL LQGLAFCHSHE RVLERDLKPQ NLLI- EGSIKLADFG LARAFGVPV- -R--TYTHEV VILWYRAPEI LLGCKYYSTA VD INSLGCIF AEM

Cdk4 APPPG--LPV ETIKDLMRQF LSGLDFLHAN CIVHRDLKPE N ILV- NGTVKLADFG LARIYSYQM- -=---ALTPVV VILWYRAPEV LLOST-YATP VDMWSVGCIF
Cdk5 €---NGDLDP EIVKSFLFQL LKGLGFCHSR NVLERDLKPQ ¥LLI- NGELKLADFG LARAFG IPV- -CYSAEV VILWYRPPDV LFGAKLYSTS IDMWSAGCIF
Cdk6 VPEPG--VPT ET IKDMMFQL LRGLDFLHSH RVVHRDLKPQ N ILV-~---TS SGQ IKLADFG LARIYSFQM- ----ALTSVV VILWYRAPEV LLOSS-YATP VDLWSVGCIF
Cdk7 MSLV---LTP SHIKAYMLMT LOGLEYLHQH W ILERDLKPN NLLL----DE NGVLKLADFG LAKSFGSPN- -R--AYTHQV VIRWYRAPEL LFGARMYGVG VDMWAVGC IL
Cdk8 ANKKPVQLPR GMVKSLLYQ I LDG IHYLHAN WVLERDLKPA N ILVMGEGPE RGRVK IADMG FARLFNSPLK PLAD-LDPVV VIFWYRAPEL LLGARHYTKA ID INA IGCIF
Cdk9 VLVK---FTL SEIKRVMQML LNGLYY IHRN KILERDMKAA NVLI----TR DGVLKLADFG LARAFSLAKN SOPNRYTNRV VILWYRPPEL LLGERDYGPP IDLWGAGCIM
Cdk10v! MPTP---FS8E AQVKCIMLQV LRGLQYLHRN FIINRDLKVS KGCVKTADFG LARAYGVPUK P----MIPKV VILWYRAPEL LLGITIQTTS IDMWAVGC IL
Cdk10v2 MPTP---FSE AQVKCIMLOV LRGLOYLERN FIIHRDLKVS KGCVKTADFG LARAYGVPVK VILWYRAPEL LLGTTTIQTTS IDMWAVGCIL
Cdk11 GEVKTLM IQL LSGVKHLHDN W ILERDLKTS AG ILKVGDFG LAREYGSPLK VTLWYRAPEL LLGAKEYSTA VDMWSVGCIF
Cdk12 v1 DHIKSFMKQL MEGLDYCHKK NFLHERD IKCS $GQ IKLADFG LARLYN-SEE ITLWYRPPEL LLGEERYTPA IDVWSCGCIL
Cdk12 v2 DHIKSFMKQL MEGLDYCHKK XFLHERD IKCS 8GQ IKLADFG LARLYN-SEE ITLWYRPPEL LLGEERYTPA IDVWSCGCIL
Cdk12 v3 DHIKSFMKQL MEGLDYCHKK NFLHRD IKCS $GQ IKLADFG LARLYN-SEE ITLWYRPPEL LLGEERYTPA IDVWSCGCIL
Cak13v1 NHIKSFMRQL MEGLDYCHKK NFLHRD IKCS RGQ IKLADFG LARLYS-SEE ITLWYRPPEL LLGEERYTPA IDVWSCGCIL
Cdk13 v2 NHIKSFMROL MEGLDYCHKK NFLHRD IKCS RGO IKLADFG LARLYS-SEE ITLWYRPPEL LLGEERYTPA IDVWSCGCIL
Cdk14 DNVKLFLFQL LRGLSY IHQR ¥ ILHRDLKPQ TGELKLADFG LARAKSVPS- VILWYRPPDV LLGSTEYSTC LDMWGVGCIF
Cdk15 HNVRLFMFQL LRGLAY IHHQ RVLERDLKPQ LGELKLADFG LARAKSIPS- -0 VILWYRPPDA LLGATEYSSE LD INGAGCIF
Cdk16 C---GNVINM HNVKLFLFQL LRGLAYCHRQ KVLHRDLKPQ RGELKLADFG LARAKSIPT- -K--TYSNEV VILWYRPPDI LLGSTDYSTQ IDMWGVGCIF
Cdk17 C-~--GNIMSM HNVKLFLYQ I LRGLAYCHRR KVLHERDLKPQ NLLI----NE RGELKLADFG LARAKSVPT- -K--TYSNEV VILWYRPPDV LLGSSEYSTQ IDMWGVGCIF
Cdk18 C---GNLMNM HNVK IFMFQL LRGLAYCHER KILHRDLKPQ NLLI----NE RGELKLADFG LARAKSVPT- -K--TYSNEV VILWYRPPDV LLGSTEYSTP IDMWGVGC IL
Cdk19v! ANKKPMQLPR SMVKSLLYQ I LDG IHYLHAN WVLHRDLKPA N ILVMGEGPE RGRVKIADMG FARLFNSPLK PLAD-LDPVV VIFWYRAPEL LLGARHYTKA ID IWA IGCIF
Cdk19v2 ANKKPMQLPR SMVKSLLYQ I LDG IHYLHAN WVLERDLKPA X ILVMGEGPE RGRVK Imc== =co-o-mooe moooooon —ooooliooos ooooooooos ~D INA IGC IF
Cdk20 AQRP---LAP AQVKSYLQML LKGVAFCHAN N IVERDLKPA NLLI----SA SGQLKIADFG LARVF-SPDG GR--LYTHQV ATRWYRAPEL LYGARQYDOG VDLWAVGCIM

Conservation
%

Start of T-loop

Activating

phosphorylation

site

End of T-loop

Figure 3: Alignement des séquences du coeur catalytique des CDKs (de Lim et al. 20133).

Les motifs importants sont surlignés en vert, notamment les domaines de liaisons a I'ATP, aux cyclines
et les résidus délimitant le début et la fin du motif activateur T-loop. Les sites de phosphorylation sont
surlignés en violet, notamment les résidus thréonines et tyrosines (T14 et Y15), dont les
phosphorylations sont inhibitrices, situés dans la poche de liaison de I'ATP et le résidu thréonine
activateur (T161), dont la phosphorylation est activatrice, du motif T-loop. Les résidus non conservés
entre les CDKSs sont surlignés en rose.

I.2.b.3 La liaison aux inhibiteurs des CDKs (CKI)

En plus de la régulation par des phosphorylations inhibitrices, d’autres protéines
peuvent inhiber les kinases CDKs. Ces protéines nommées CKils (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor), interagissent avec la partie non catalytique des CDKs, induisant un changement
conformationnel qui altére leur site de liaison aux cyclines et limite leur affinité pour 'ATP. Il
existe deux familles de CKls : les protéines CIP/KIP (CDK-Interacting Protein/Kinase Inhibitory
Protein) et INK4 (Inhibitor of CDK4)'®.

La famille CIP/KIP est composée de 3 membres : p21 (WAF/CIP1), p27 (KIP1) et p57

(KIP2). Elles interviennent a toutes les étapes du cycle cellulaire pour stopper sa progression.
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P21 inhibe le cycle cellulaire en interagissant avec CDK2 et CDK1 alors que p27 et p57
inhibent que CDK23.

La famille de protéines INK4 est composées de 4 membres : p16 (INK4A), p15 (INK4B),
p18 (INK4C) et p19 (INK4D). A la différence de la premiére famille qui peut intervenir tout au
long du cycle cellulaire, les protéines INK4 jouent un réle uniquement dans la régulation de la
phase G1, par 'inhibition de CDK4 et CDK6?.

|.3. Les étapes du cycle cellulaire
[.3.a La phase G1

Lorsque les cellules ne se divisent pas, elles sont dites quiescentes (phase Gy). Sous
I'effet de signaux mitogenes, une cellule sort de cette quiescence pour entrer en phase Gy, et
ainsi entamer un cycle de division. La phase G1 prépare la phase S. En effet, lors de cette
étape, la cellule synthétise les protéines nécessaires pour proliférer et préparer la division
cellulaire tout en contrdlant I'intégrité de son génome. Lorsque la cellule est de taille suffisante

et que son ADN est sans altération, elle entre en phase S.

I.3.a.1 La progression en Gz

Figure 4 : Mécanismes moléculaires de la progression en phase G (adaptée de Malumbres
et al. 2001%).

Dans les cellules quiescentes en phase Go, le facteur de transcription E2F-DP est inhibé par la liaison
avec p130. En phase G+, le complexe RB-E2F-DP est prédominant. Les signaux mitogénes provoquent
la synthése de la cycline D, la formation des complexes Cycline D/CDK4-6 et une phosphorylation
initiale de la protéine RB. La protéine RB partiellement phosphorylée reste liée a E2F-DP mais le facteur
de transcription est capable d’activer la transcription de certains génes dont la cycline E. L'induction de
certains génes permet I'inhibition de CDK4/6 par les CKiIs de la famille INK4 et CIP/KIP et permet une
pleine activation du complexe CDK2. Le complexe Cycline E/CDK2 nouvellement formé phosphoryle
RB, provoquant son inactivation compléte. L'inactivation de RB permet une induction des géenes régulés
par E2F qui sont nécessaires pour la transition G1/S et pour initier la réplication.
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La progression en phase Gi est régulée par trois kinases CDKs (CDK4, CDKG6 et
CDK2) (Figure 4). Les premiers signaux mitogenes induisent la synthése des cyclines de type
D, provoquant la formation des complexes Cycline D/CDK4 et Cycline D/CDK6 et leur
localisation dans le noyau*. Ces complexes alors actifs phosphorylent les protéines de la
famille du Rétinoblastome (RB et p130) qui inhibent la transcription en interagissant avec les
facteurs de transcription des membres de la famille E2F'°. La phosphorylation de RB léve
l'inhibition et provoque une activation partielle de E2F-DP (Dimerization Partner) qui active
alors la transcription de facteurs importants pour la transition G4 /S dont les cyclines de type
E. Par la suite, l'interaction des CKls de la famille INK4 et CIP/KIP avec les complexes Cycline
D/CDK4 et Cycline D/CDK6 permet I'activation du complexe Cycline E/CDK2%.

Le complexe Cycline E/CDK2, une fois actif, provoque une inactivation compléte de
RB'. Cette étape, nommée point de restriction est le point de contréle de la phase G1 qui
vérifie la bonne croissance cellulaire et s'assure du maintien de I'intégrité d’ADN. Si I'ADN
présente des lésions le cycle cellulaire est alors arrété par ce mécanisme de surveillance pour
donner a la cellule le temps de réparer son ADN. La prolifération des cellules est ensuite

enclenchée de maniére irréversible indépendamment des signaux mitogénes.

[.3.a.2 La fin de G; : préparation de la transition G1/S

Replication unit
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Figure 5 : Formation du complexe de pré-réplication (adaptée de Fragkos et al. 2015%).

CDC6 O\

Le facteur de transcription E2F étant pleinement activé peut continuer la transcription
de génes pour faciliter la transition G1/S, tels que ceux de la cycline A2, mais aussi des
hélicases MCMs (Minichromosome Maintenance Complexe) et 'ATPase cdc6 (Cell Division
Cycle 6). Ensuite, I'assemblage du complexe de pré-réplication a lieu (pré-RC) (Figure 5).

L’hexameére ORC (Origin Recognition Complex), composé de six sous-unités ORC1-6, se fixe
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sur I’ADN au niveau de séquences particulieres appelées origines de réplication (ORI). L'ORC
permet le recrutement de cdc6 et du facteur de transcription Cdt1 (Chromatin licensing and
DNA replication factor 1) qui servent de plateforme de recrutement pour le recrutement de
deux complexes de six hélicases MCM2-7, qui sont cbte a cbte et inactifs dont le but sera de

dérouler I'ADN. A cette étape, 'origine de réplication est initiée (« licensed ») et préte a étre

activée?.
I.3.a.3 La transition G1/S
b Pre-IC formation /D MCM10
(G1-S phase transition)
L~ o~ RECQL4
Treslin-©
\
(O CDC45

, GINS B~

~ Pol e

Figure 6 : Formation du complexe de pré-initiation (adaptée de Fragkos et al. 2015%").

Plusieurs protéines doivent s’associer au complexe de pré-réplication pour I'activer et
ainsi former le complexe de pré-initiation (pré-IC) (Figure 6). L’activation du pré-RC nécessite
une série de phosphorylation finement régulée par deux kinases, CDK2 et DDK (DBF4-
dependent kinase). La liaison transitoire de DDK a la chromatine et le recrutement du
complexe Cycline E/CDK2 permet de phosphoryler les MCMs et de dissocier les deux
hexaméres?*2?*, Ces phosphorylations sont également essentielles pour permettre le
recrutement et la formation du complexe CMG (CDC45, MCMs et le complexe GINS),
composant du pré-IC. Le complexe CMG stimule I'activité hélicase des MCMs. Cependant, le
complexe de pré-initiation nécessite d’autres facteurs avant de constituer une machinerie de
réplication active. CDC45 permet le recrutement des ADN polymérases, notamment Pola et
Pole. Le complexe Cycline E/CDK2 est responsable du recrutement des derniers facteurs en
les phosphorylant. Parmi ces facteurs, deux protéines sont essentielles dans la formation du
complexe CMG : RecQL4 et MCM102°. Enfin, la phosphorylation de la protéine Treslin favorise
son interaction avec la topoisomérase TOPBP1 (DNA Topoisomerase |l Binding Protein 1),
une protéine essentielle pour I'activation du complexe CMG?®. Le pré-IC alors formé, I'origine

de réplication est dite activée. La transition G1/S est finalement amorcée lorsque la cycline E

20| Page



est polyubiquitinée par 'E3 ubiquitine ligase SCF-Fbxw7 (Skp Cullin F-box/WD repeat-
containing protein 7), induisant sa dégradation par le protéasome?’. Au cours de cette

transition la duplication des centrosomes est initiée par la kinase Plk428,

[.3.b La phase S

Cette phase correspond a l'étape de synthése de I'ADN au cours de laquelle les
chromosomes et les centrosomes se dupliquent. La duplication des chromosomes est une
étape importante pour le maintien de la stabilité génétique. En effet, chaque séquence
nucléotidique doit étre dupliquée avec une trés grande précision afin que les deux cellules

filles regoivent la méme information génétique.

[.3.b.1 La formation du réplisome

¢ Origin firing (S phase)

Oo‘)

Replication fork factors Q\

Figure 7: Formation du réplisome (adaptée de Fragkos et al. 2015%).

Une fois 'origine de réplication activée, le double hexamére MCM2-7 se divise en deux
hexaméres, qui vont jouer un réle au niveau de deux fourches de réplication différentes
(Figure 7). Ces complexes vont dérouler la double hélice d’ADN en brisant les liaisons
hydrogénes entre les bases azotées. Ceci génere ainsi de I'ADN simple brin (ADNsb)
recouvert par une protéine affine pour 'ADNsb, la protéine RPA (Replication Protein A). Le
facteur RFC (Replication Factor C) est également recruté et permet aux polymérases
réplicatives associées a leur facteur de processivité PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
d’accéder a la matrice d’ADN. Le réplisome ainsi formé, I'élongation par les ADN polymérases

peut commencer au niveau des fourches de réplication. L’activit¢ du complexe Cycline
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A/CDK?2 est nécessaire pour cette étape, puisqu’il active 'ADN polymérase &%. La réplication
d’une portion de I’ADN se termine lorsque deux fourches de réplication se rencontrent, ce qui

provoque la dissociation des réplisomes de la chromatine.

[.3.b.2 Le contréle temporel de la réplication

Initiation factors
gradient

Nuclear”
envelope

=== Late-replicating domain
== Early-replicating domain|

Figure 8: Organisation nucléaire du contréle temporel de la réplication (adaptée de Fragkos et
al. 2015%).

Représentation d’un noyau avec les lamines (lignes roses) incorporées dans I'enveloppe nucléaire. Les
origines de réplication qui doivent étre répliquées en début de phase S sont associées aux régions
riches en génes transcriptionnellement actifs ou la chromatine est ouverte (vert). A l'inverse, les origines
de réplication qui doivent étre répliquées en fin de phase S sont associées aux régions
transcriptionnellement inactives ou la chromatine est compactée. La réplication de 'ADN commence a
l'intérieur du noyau. La liaison entre les régions de réplication précoces et tardives serait assurée par
les cohésines. Le contrble temporel de I'activation des origines dépend de la protéine RIF1 (Telomeric
Protein Rapl-interacting factor).

Les origines de réplication ne sont pas activées toutes en méme temps, elles suivent
un programme temporel d’activation tout au long de la phase S, appelé programme temporel
de la réplication. Ce programme est imposé par I'organisation et la structure des chromosomes
dans le noyau, la régulation des programmes de transcription et la concentration limitante des
facteurs de réplication. Le génome est segmenté en domaines, localisés au niveau de régions
distinctes du noyau, dans lesquels 'ADN est répliqué pendant la phase S*. La réplication
débute au niveau de domaines de réplication précis a l'intérieur du noyau, représentés en vert
Figure 8. Ce sont des régions riches en génes transcriptionnellement actifs associées a des
marques épigénétiques de chromatine ouverte. Elles sont également enrichies en origines de
réplication et en complexe ORC?'. La réplication se termine au niveau des domaines de
réplication tardifs souvent proches des domaines associés aux lamines a la périphérie du
noyau, représentés en rouge Figure 8. Ce sont des régions chromosomiques pauvres en

origines de réplication, avec une densité faible de génes et enrichies en hétérochromatine®.
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Le contréle temporel de I'activation des origines est régulé par plusieurs protéines, notamment
par RIF1 (Telomeric Protein Rapl-interacting factor). Au début de la phase S, cette protéine
retarde I'activation des origines tardives en les séquestrant dans des régions nucléaires

inaccessibles aux facteurs activateurs®3.

Le contrble temporel de la réplication est important puisque la réplication de ’ADN doit
étre compléte et la re-réplication doit étre évitée. De ce fait, le complexe Cycline A2/CDK2 est
essentiel pendant toute la phase S. Il empéche une 2°™ réplication, en phosphorylant
notamment la protéine Cdc6, provoquant son détachement de I'ADN, ce qui évite la

constitution d’'un nouveau complexe d’initiation au méme endroit du génome?*.

[.3.c La phase G2

Aprés la réplication de I'ADN, la cellule entre en phase G2 pour préparer la division
mitotique. Au cours de cette phase, le cycle du centrosome continue. Font suite a la
duplication, la disjonction puis la maturation des centrosomes qui sont régulées par les kinases
Aurora A et PIk1%. Une augmentation de la taille des centrosomes est observée aprés
recrutement de la y-tubuline. Le point de surveillance de la fin de phase G sera activé si la
réplication ne s’est pas effectuée correctement et/ou si '’ADN est endommagé. Lorsque tout

est contrélé et réparé, la cellule entre en mitose.

I.3.c.1 Les rOles de la cycline A2 dans I'activation du complexe Cycline
B1/CDK1

Les complexes Cycline A2/CDK1-2 et Cycline B1/CDK1 sont majoritaires en phase G».
Ce dernier est également appelé MPF (Maturation-Promoting Factor) et est primordial dans le

déclenchement de I'entrée en mitose.

Le niveau d’expression des cyclines mitotiques varie avec le cycle cellulaire. Elles
s'accumulent progressivement pendant I'interphase et disparaissent abruptement au cours de
la mitose. La cycline A2 est synthétisée dés le début de la phase S, juste avant la cycline B1,
pour atteindre un maximum d’expression en fin de phase G,'°. Au cours de la phase S, le
complexe Cycline A2/CDK2 assure indirectement la transcription de la cycline B1 en
phosphorylant le facteur de transcription FoxM1 (Forkhead box protein M1), également
responsable de la transcription du géne PIk1 (Polo Like Kinase 1) (Figure 9)%. Pour que le pic
d’expression de la cycline B1 soit atteint en fin de phase G, le complexe Cycline A2/CDK2
inhibe sa protéolyse en phosphorylant Cdh1, co-activateur de I'E3 ubiquitine ligase APC/C

(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) (Figure 9)¥.
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En milieu de phase Gj, le complexe Cycline B1/CDK1 est inactivé par des
phosphorylations inhibitrices catalysées par les kinases Wee1 et Myt1 sur les résidus Y15 et
T14 (Figure 9)®. Le complexe Cycline A2/CDK2 inactive Wee1 en induisant son export
nucléaire et leve ainsi le mécanisme de répression sur le complexe Cycline B1/CDK1 (Figure
9)%*. L’activation compléte du complexe Cycline B1/CDK1 intervient a la fin de la phase G et
le complexe Cycline A2/CDK1 y joue un rdle primordial. En effet, il phosphoryle la protéine
Bora sur le résidu S110, laquelle stimule la phosphorylation de la kinase PLK1 sur le résidu
T210 par la kinase Aurora A*°. PLK1, alors activée, induit la phosphorylation inhibitrice de la
kinase Myt1 et la phosphorylation activatrice de la phosphatase CDC25C (Figure 9). Cette
derniere est responsable de [lactivation de la kinase CDK1 en enlevant les deux

phosphorylations inhibitrices (T14 et Y15).

Enfin, le complexe CyclineB1/CDK1 actif phosphoryle en retour la phosphatase
CDC25C. La mise en place de cette boucle d’autorégulation positive permet I'activation rapide
et massive du complexe Cycline B1/CDK1 et ainsi le déclenchement de I'entrée en mitose
(Figure 9).

Inactive Active

4

PLK1 et Cycline B1
Entrée en mitose

Figure 9: Mécanismes moléculaires dépendant de la cycline A2 responsables de I'activation
du complexe Cycline B1/CDK1 pour déclencher I'entrée en mitose.

|.3.d La mitose

Le complexe Cycline B1/CDK1 induit I'entrée en mitose. La phosphorylation d’'un grand
nombre de substrats par ce complexe permet la condensation de I'ADN, la déstructuration de
'enveloppe nucléaire, la fragmentation de l'appareil de Golgi et la réorganisation du

cytosquelette par la mise en place du fuseau mitotique.
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Prophase Prométaphase Métaphase Anaphase Télophase

Figure 10: Les différentes étapes de la mitose.

La mitose est I'étape ultime du cycle cellulaire. Elle est composée de cing phases : la
prophase, la prométaphase, la métaphase, I'anaphase et la télophase (Figure 10). Le but de

la division cellulaire est la répartition équitable du matériel génétique entre deux cellules filles*'.

1.3.d.1 La prophase
1.3.d.1.a Les changements dans le noyau

H3, ._— E.@j ;@E;
K16

lHB T3 phosphorylation
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Loop formationlo (D)

H4 K16 deacetylation

Axial Compressionl
g ; 55@

Lateral Compaction l

Figure 11 : Mécanismes de compaction d’un chromosome mitotique (de Antonin et al.
2016%?).

La form)ation de boucle de chromatine linéaire par les condensines (SMC2 et SMC4) est I'évenement
initiateur de la compaction. Plus tard au cours de la mitose, les condensines s’associent a la
Topoisomérase Il pour compacter la chromatine de maniére axiale et latérale. En paralléle, des
modifications post-traductionnelles affectent la compaction des chromosomes. Les phosphorylations de
I'Histone H3 sur T3 et S10 par les kinases Haspin et Aurora B, permettent le recrutement de la
désacétylase Hst2p. Elle désacétyle la lysine 16 de I'Histone H4 qui permet l'interaction entre les
nucléosomes et donc la compaction de la chromatine.
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L'apparition de chromosomes condensés définit le début de la prophase. La
compaction diminue la longueur et augmente I'épaisseur de chaque chromosome. Au cours
de cette compaction, la transcription est ralentie, voire arrétée. Les mécanismes impliqués
dans la compaction sont débattus depuis des années en raison des connaissances limitées
sur la structure des chromosomes. Des études montrent que les condensines, une famille de
protéines non histones, sont capables d’encercler une ou plusieurs parties de 'ADN double
brin et d’affecter son repliement (Figure 11)#344. La condensation pilotée par les condensines
forme une boucle qui compacte la chromatine de maniére axiale et latérale. Des modifications
post-traductionnelles, comme la phosphorylation et la désacétylation des histones, sont
également impliquées dans la condensation de la chromatine (Figure 11)*?. La condensation
pilotée par les modifications d’histones permet une compaction locale de la chromatine entre
les nucléosomes. Cependant, les données disponibles a ce jour ne sont pas suffisantes pour

comprendre comment la structure des chromosomes change au cours de la compaction.

Pendant la condensation de la chromatine, plusieurs événements additionnels aident
la cellule a préparer sa division. Les nucléoles se dissipent et la disparition de I'enveloppe
nucléaire débute par la phosphorylation des nucléoporines et des lamines par le complexe
Cycline B1/CDKA1. La disparition du réseau de lamines fragilise I'enveloppe nucléaire car ces
protéines sont des composants de la surface interne de I'enveloppe nucléaire. La rupture de
I'enveloppe est un événement trés contrélé. Les microtubules du fuseau mitotique naissant
poussent sur la face interne de la membrane fragilisée*®. Enfin, pendant sa rupture I'enveloppe
nucléaire forme des vésicules et des citernes qui fusionnent avec le réticulum

endoplasmique*®.

[.3.d.1.b Les changements dans le cytoplasme

La synthése protéique diminue pendant la prophase. En effet, les ribosomes transitent
plus lentement sur les ARN messagers et provoque une accumulation de polysomes. Ce
mécanisme est trés peu connu mais pourrait protéger les ARNm pendant la mitose et
permettre de recommencer plus rapidement la synthése protéique apres la division cellulaire*’.
La disparition des microtubules interphasiques est suivie par la formation de nouveaux
microtubules mitotiques a partir des centrosomes. Les centrosomes, considérés comme des
organites, sont localisés dans le cytoplasme et sont au nombre de deux. Certains types
cellulaires ne possédent pas de centrosome, notamment les levures, les ovocytes et les
cellules végétales. Le centrosome est un centre organisateur des microtubules (MTOC)
composé de deux centrioles desquels émergent les microtubules a I'origine de la formation du
fuseau mitotique. Les deux centrosomes d’'une cellule sont proches lors de linitiation de la

croissance des microtubules et se séparent quand le fuseau prend forme. Ces microtubules
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sont plus dynamiques que ceux présents en interphase. Ceci est dU a la phosphorylation de
facteurs associés aux microtubules par la kinase Aurora A, comme les protéines a domaine
« tog » qui catalysent la polymérisation de la tubuline et a la stathmine, une petite protéine qui
se fixe sur la tubuline et bloque 'assemblage du microtubule*®4®, Les filaments intermédiaires
de vimentine disparaissent aussi pendant la prophase suite a leur phosphorylation par le
complexe Cycline B1/CDK1%°. A l'inverse, les cytokératines persistent mais s’effondrent sur le
noyau et forment une cage qui encercle le nucléoplasme méme aprés la rupture de I'enveloppe

nucléaire®.

[.3.d.1.c L'importance de la restructuration pendant la prophase

Les changements mitotiques dans l'organisation du cytosquelette sont significatifs et
importants pour la suite de la mitose. En effet, la plupart des protéines qui fabriquent le fuseau
mitotique sont les protéines qui construisent le cytosquelette interphasique (Tubuline a et B).
Dans une cellule animale, la disparition de ce cytosquelette provoque un arrondissement de
la cellule lui donnant une symétrie qui favorise une distribution uniforme de son contenu et la
répartition équitable des organelles pendant la cytodiérése. Enfin, une cellule arrondie facilite

I'orientation du fuseau et permet de réaliser correctement la division®2.

Pendant la prophase, l'appareil de Golgi est fragmenté en plusieurs vésicules et
tubules®®. Au moment de la métaphase, ces structures sont réparties uniformément a travers
le cytoplasme®*. Le réticulum endoplasmique est traité difféeremment, il se déplace a la
périphérie de la cellule en se positionnant juste en dessous de la membrane plasmique®. Le
mécanisme expliquant ce repositionnement n’est pas connu. Néanmoins, il accomplit le méme
but, une répartition égale des organelles lors de la division cellulaire. La fin de la prophase est

associée a la rupture de la membrane nucléaire.

1.3.d.2 La prométaphase

[.3.d.2.a La mise en place du fuseau mitotique et 'attachement des
chromosomes

Une fois les centrosomes localisés aux deux péles de la cellule, I'organisation des
microtubules et la mise en place du fuseau mitotique peuvent commencer. Les microtubules
sont polarisés grace aux diméres de tubuline a et B qui les composent. Les extrémités
négatives des microtubules composées d'a tubuline sont stabilisées au niveau des
centrosomes par la protéine NuMa®®. Il existe trois types de microtubules : les microtubules
astraux participant au bon positionnement du fuseau, les microtubules interpolaires qui

parcourent le long de la cellule pour interagir ensemble au niveau de leurs extrémités positives
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B tubuline pour relier les deux péles de la cellule et enfin les microtubules kinétochoriens qui

participent a la capture des chromosomes (Figure 12)%.
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Figure 12 : Les différents types de microtubules présents pendant la mitose.

L’attachement des chromosomes sur le fuseau se fait via des structures
chromosomiques appelées kinétochores. Il existe un kinétochore par chromatide. Il est
composé de plusieurs protéines se localisant au niveau des centroméres. Dans les cellules
humaines, environ 100 protéines constituent ces structures pour former de multiples
complexes protéiques®. Deux modéles complémentaires illustrent la capture des
chromosomes par les microtubules kinétochoriens. Les microtubules peuvent se polymériser
a partir des kinétochores libres et s’orienter jusqu’au p6le grace a la protéine NuMa localisée
au niveau des extrémités libres. L'interaction de NuMa avec le moteur moléculaire dynéine
permet sa migration le long des microtubules jusqu’a leurs extrémités négatives localisées au
niveau du centrosome®. Cette polymérisation s’effectue également a partir des centrosomes
et entraine une interaction entre les extrémités positives des microtubules et les

kinétochores®.

Les objectifs majeurs de la capture des chromosomes par le fuseau mitotique sont
d’attacher tous les chromosomes et de s'assurer que l'attachement des chromosomes aux
microtubules soient corrects®'%2. Pour qu’un attachement soit correct, il faut que le kinétochore
de chaques chromatides soeurs d’'un méme chromosome soit attaché et mis sous tension par
des microtubules issus de centrosome opposé. Un attachement correct au fuseau mitotique

est une conformation amphitélique, définit par la liaison de chaque kinétochore sceur a un
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microtubule issu des deux péles (Figure 13). Il existe trois types d’erreurs d’attachement : ils
peuvent étre monotéliques, syntéliques et/ou mérotéliques. Une conformation monotélique se
définit par la liaison d'un seul kinétochore a un microtubule. Cette conformation se produit de
maniére transitoire au moment de la formation du fuseau mais la plupart des chromosomes
atteignent une conformation amphitélique a la fin de la prométaphase. L’'attachement est dit
syntélique lorsque les deux kinétochores sceurs sont attachés a des microtubules d’'un seul
pble (Figure 13). Enfin, I'attachement mérotélique correspond a la situation ou le méme

kinétochore est attaché a deux microtubules émanant des deux poles (Figure 13)%.

Les différents problémes lors d’attachement des chromosomes au fuseau mitotique
peuvent provoquer des erreurs de ségrégations chromosomiques lors de I'anaphase. Ce
nombre d’erreur en mitose est réduit en partie par des mécanismes de correction qui peuvent
intervenir avant ou aprés l'initiation de I'anaphase®. De plus, les kinétochores possédent
des protéines kinases, telle que MPS1 (Multipolar Spindle 1) dont l'activité controle la
localisation de protéines additionnelles composant ces structures en réponse a un mauvais
attachement a un microtubule®”. Ces kinases font partie du point de controle du fuseau
mitotique qui arréte le cycle cellulaire en prométaphase jusqu’a ce que tous les chromosomes

soient correctement attachés au fuseau mitotique®®5°.

Amphitélique Monotélique Syntélique Mérotélique
SAC : OFF SAC: ON SAC : ON SAC: ON

Figure 13: Les différents types d’attachements d’'un microtubule au chromosome.

1.3.d.2.b Le point de contrble du fuseau mitotique

Le point de contrble du fuseau mitotique ou SAC (Spindle Assembly Checkpoint) est
activé par défaut dés I'entrée des cellules en mitose. || empéche la transition métaphase
anaphase tant que tous les kinétochores ne sont pas correctement attachés au fuseau
mitotique (Figure 13) afin d’éviter une ségrégation précoce des chromosomes. Dans ce but, il
inhibe APC/C, un complexe nécessaire a lI'avancée en mitose jusqu’'a ce que le dernier
kinétochore soit attaché au fuseau™. Une fois le SAC satisfait, la cellule peut passer en
anaphase. Bien que les mécanismes de ce point de contrdle ne soient pas complétement
élucidés, les principales étapes clés sont connues. Un kinétochore libre recrute plusieurs

protéines identifiées pour la toute premiére fois lors d’un crible chez la Levure (Figure 14)""72,
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Ce sont les protéines Mad, Bub (Budding Uninhibited by Benzimidazole) et MPS1. Le
recrutement de Mad1, Mad2 et Bubl au niveau du kinétochore catalyse I'assemblage d'un
complexe : le MCC (Mitotic Checkpoint Complex) dont le but est d’'inhiber APC/C en facilitant
la liaison entre Mad2 et Cdc20, un coactivateur de APC/C™374, Le MCC est composé des
protéines Mad2, Bubr1 et Bub3 qui inactivent Cdc207°. En effet, Mad2 interagit avec Cdc20 au
niveau du motif de liaison avec APC/C, empéchant ainsi I'interaction de Cdc20 avec APC/C’®.
Le SAC est inhibé lorsque le dernier kinétochore est correctement attaché et correspond a la
métaphase. Les mécanismes de l'inactivation du point de contréle du fuseau mitotique et de

I'activation simultanée d’APC/C ne sont pas encore connus.

Prométaphase

‘ Un mauvais

attachement au
niveau d’un
kinétochore
catalysela
formation du
complexe MCC

Le complexe MCC bloque
I'activation d’APC/C

Figure 14: Principe du point de controle du fuseau mitotique ou SAC (adaptée de Pablo Lara-
Gonzalez et al. 201277).

1.3.d.3 La métaphase

[.3.d.3.a Le complexe APC/C

La régulation de I'activation du complexe APC/C, possédant une activité E3 ubiquitine
ligase, est directement liée a son interaction avec deux protéines co-activatrices : cdc20 et
Cdh1. Cdc20 active APC/C lors de la transition métaphase/anaphase. Cdhl s’associe avec
APC/C en fin de mitose et pendant la phase G1. Ces deux co-activateurs fonctionnent comme

des adaptateurs pour recruter les substrats d’APC/C gréace a leur capacité a reconnaitre deux
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degrons fortement conservés et présents dans la plupart des substrats d’APC/C : les
destruction box (D-box)"® et les KEN box’®. Une inactivation du SAC est observée dés que les
chromosomes sont parfaitement alignés sur la plaque équatoriale et correctement attachés au
fuseau mitotique, levant ainsi son inhibition d’APC/C. Le complexe APC/C-Cdc20, alors actif
provoque l'ubiquitination et par conséquent la dégradation par le protéasome 26S de la
sécurine, une protéine inhibitrice de la séparase (Figure 15). La séparase est une enzyme
qui dégrade les cohésines et entraine une séparation des chromatides sceurs®. APC/C-Cdc20
dégrade également la Cycline B1 et provoque l'inactivation du complexe Cycline B1/CDK18'.
L’inhibition de CDK1 conduit a l'activation de Cdhl, l'autre co-activateur d’APC/C qui était
jusqu'alors inhibé par une phosphorylation dépendante de CDK1. APC/C-Cdh1 est
responsable de la sortie de mitose en dégradant de nombreuses protéines mitotiques (Cdc20,
Cyclines A2 et B1, PLK1, etc...)".

I\/Iétaphase Anaphase

£ )
R o

Dégradation Sécurine uuuu u

Q“UO Ouverture des

Clivage anneaux de

\/ cohésines

APC/C (gm
ubiquitine \/
ses substrats

W

u
U
u
u
APrs
Dégradation Cycline B1

Figure 15: Activation du complexe APC/C et transition métaphase/anaphase
(adaptée de Pablo Lara-Gonzalez et al. 201277).
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1.3.d.4 L'anaphase

La séparation des chromatides sceurs est effectuée pendant I'anaphase. Celle-ci est

subdivisée en anaphase A et anaphase B.

L’anaphase A correspond a la migration des chromatides sceurs vers les deux poles
de la cellule. Cette étape commence par le raccourcissement des microtubules kinétochoriens
suite a la dépolymérisation de la tubuline au niveau des kinétochores®. Cette dépolymérisation
se fait grace a l'activité dépolymérase des moteurs moléculaires de la famille des kinésines®.
L'anaphase B correspond a une augmentation de la séparation des deux péles de la cellule.
Cette étape commence par la polymérisation des microtubules interpolaires qui permet une
élongation du fuseau mitotique. La kinésine 5 interagit entre deux microtubules interpolaires
et permet d’éloigner les deux pdles du fuseau en migrant vers les extrémités positives des
microtubules®. Les deux podles continuent de s’éloigner I'un de lautre grace a l'action
combinée de NuMa et de la dynéine. En effet, au cours de I'anaphase, NuMa se localise au
niveau du cortex cellulaire et interagit avec la dynéine localisée sur les microtubules astraux,
permettant son ancrage au cortex cellulaire. L'activité moteur de la dynéine entraine son
déplacement vers les extrémités négatives des microtubules, donc vers les péles de la cellule
et génére ainsi des forces de traction poussant les poles vers la membrane plasmique®®. Les
chromatides soeurs, définitivement séparées, restent séquestrées prés des pdles grace a

I'association des kinétochores avec les centrosomes via différents complexes protéiques®®.

1.3.d.5 La télophase

La télophase est la derniere étape de la mitose caractérisée par la reformation de
I'enveloppe nucléaire des deux cellules filles, la décondensation des chromosomes et le début
de la cytodiérése. Pour une réalisation efficace de ces différentes étapes, la dégradation
compléte de la Cycline B1 par le complexe APC/C-Cdh1 et par conséquent une inactivation

de CDK1 sont nécessaires?’.

[.3.d.5.a La reformation de I'enveloppe nucléaire

Dans chaque future cellule fille, le réassemblage de I'enveloppe nucléaire doit assurer
I'englobement total des chromosomes dans un seul noyau. C’est pour cela que la formation
de I'enveloppe nucléaire débute autour des chromosomes avec la relocalisation des lamines
B dont la déphosphorylation par la protéine phosphatase 1 (PP1) initie 'assemblage des
lamines nucléaires®. Ensuite, les membranes du réticulum endoplasmique contenant le
récepteur aux lamines B s’associent autour de la chromatine. Enfin, la membrane nucléaire

est définitivement fermée aprés deux dernieres étapes : la fusion de I'enveloppe nucléaire en
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cours de reformation avec les autres membranes cellulaires (réticulum endoplasmique et

appareil de Golgi) et 'assemblage des pores nucléaires®.

1.3.d.5.b La décondensation des chromosomes et la cytodiérése

La protéine kinase Aurora B joue un rdle important dans la décondensation des
chromosomes et la cytodiérese en générant un gradient cytoplasmique de phosphorylation.
Elle se localise au centre de la cellule et maintient la condensation des chromosomes
uniquement dans cette région, via la phosphorylation des condensines et de I'histone H3 sur
la sérine 10. Les chromosomes sortent de ce gradient lors de leur migration en fin d’'anaphase
et les phosphatases PP1 et PP2A antagonisent I'action d’Aurora B entrainant ainsi la

décondensation des chromosomes.

Aprés la décondensation des chromosomes, un anneau contractile d’actine et de
myosine est formé autour de la zone médiane et dont la contraction dépend de I'hydrolyse du
GTP. L'anneau d’actomyosine est créé dans cette région de la cellule grace a I'activité kinase
d’Aurora B qui permet le recrutement du complexe protéique Centralspindlin, composé du
moteur moléculaire MKLP1 (Mitotic Kinesin-like Protein 1) et de la Rho GTPase CYK-4
(Cytokinesis defect 4)%. L’inactivation de CDK1 est indispensable au déclenchement de la
cytodiérese car la kinase CDK1 inhibe la myosine en phosphorylant sa chaine lIégere MRLC

(Myosin Regulatory Light Chain).

Des années de recherche dans une multitude de modéles et de systémes ont révélé le
cceur de la biochimie de la mitose. Cependant, un nombre important de questions reste encore
en suspens. La progression en mitose dépend de la protéolyse de différentes protéines par
APC/C, ce complexe étant lui-méme sous la surveillance du point de contréle du fuseau
mitotique. Nos connaissances sur le fonctionnement d’APC/C sont avancées mais la maniére
dont il reconnait la bonne protéine au bon moment reste encore floue. Il en est de méme pour
les mécanismes qui permettent la génération du MCC en réponse aux kinétochores non
attachés ou correctement attachés. De plus, l'intervalle de temps entre I'activation d’APC/C et

l'inhibition du SAC par le désassemblage du MCC, reste encore a étre clarifié.
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|.4 Les erreurs de ségrégation des chromosomes

Une mauvaise ségrégation des chromosomes pendant la mitose favorise I'instabilité
génétique dans la cellule et par conséquent le développement du cancer. Deux grandes
catégories de défauts sont responsables de la mauvaise répartition de I'information génétique
entre deux cellules filles : les défauts de symétrie du fuseau mitotique et les défauts de

ségrégation des chromatides soeurs.

Pour rappel, pour assurer une bonne ségrégation des chromatides sceurs dans deux
cellules filles, il est indispensable que I'attachement entre les kinétochores et les microtubules
soit correct. Les erreurs d’attachement peuvent étre provoquées par la formation anormale du
fuseau mitotique. Pour éviter les erreurs d’attachement et par conséquent les erreurs de
ségrégation des chromatides sceurs, le SAC contréle chaque liaison entre un chromosome et

le fuseau.

Dans les cancers, les protéines impliquées dans ce point de contrdle sont souvent
surexprimées®'. Par exemple, la surexpression de Mad2 retarde la sortie de mitose et la
dégradation de la Cycline B1 et de la sécurine avec pour conséquence la formation de cellules
polyploides ou aneuploides®. Il a été montré qu’un retard dans le clivage des cohésines, a
cause d’'un SAC toujours actif, affecte I'alignement des chromosomes et engendre des erreurs

de ségrégation des chromatides sceurs®.

I.4.a Les défauts de symétrie du fuseau mitotique

Pendant les premiéres étapes de la mitose, plusieurs fuseaux peuvent se former. On
parle alors de fuseau mitotique multipolaire. La conséquence de ce type de fuseau est la
génération de cellules filles ayant des nombres différents de chromosomes®. En effet, comme
chaque chromosome contient seulement deux chromatides sceurs, la division d’'une cellule en
trois, ou plus, entraine une diminution drastique du nombre de chromosomes dans chaque
cellule fille. Par ailleurs, une cellule fille peut également récupérer plus de 23 paires de
chromosomes®. En effet, une étude a démontré qu’en présence d'un fuseau multipolaire la
séparation des chromatides sceurs n’est pas synchronisée et provoque une ségrégation
asymétrique des chromosomes. Par conséquent, les cellules filles produites ont un contenu

en ADN trés variable entre elles.

L'apparition d’'un fuseau multipolaire est la conséquence directe d’'un nombre anormal

de centrosomes. Une amplification des centrosomes peut résulter d’'une dérégulation de leur
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cycle de réplication. En effet, il a été démontré qu’une surexpression de la protéine kinase

Aurora A dans les cancers provoque la formation de centrosomes surnuméraires®.

La génération d'un fuseau mitotigue multipolaire promeut les attachements

mérotéliques, responsables d’apparition de défauts de ségrégation des chromatides sceurs?’.

I.4.b Les défauts de ségrégation des chromatides sceurs
I.4.b.1 Les ponts anaphasiques ou anaphase bridges

Les ponts anaphasiques ou anaphase bridges sont définis comme une « corde » de
chromatine tendue d’'un pble a l'autre de la cellule pendant 'anaphase. Elle se forme lorsque
le SAC est actif trop longtemps. Dans ce cas de figure, les chromatides sceurs fusionnent juste
avant la séparation des centroméres en anaphase, ce qui induit un étirement de I'ADN
centromérique (Figure 16). Le matériel étiré correspond a deux copies en miroir d’un segment
d’ADN du méme chromosome. Ce segment d’ADN se casse a un ou plusieurs endroits et

provoque une perte de matériel génétique®.

Les séquences d’ADN cassées peuvent se lier a d’autres extrémités chromosomiques
cassées ou a d'autres chromosomes. Plusieurs de ces chromosomes nouvellement formés
peuvent étre dicentriques, c'est-a-dire posséder deux centromeres. A la division cellulaire
suivante, ces chromosomes dicentriques seront la cause du méme type de mauvaise
ségrégation, initiant un cycle de cassures-fusion-pont anaphasique®®. Ce cycle favorise
I'apparition de cellules aneuploides ou polyploides. En effet, plusieurs études ont montré que
ces réarrangements perpétuels du génome provoquent une amplification ou une perte de
génes et altérent les niveaux d'expression des protéines oncogéniques favorisant la

tumorigénése 00101,

La génération de ponts anaphasiques peut également résulter du raccourcissement
des séquences répétées des téloméeres (TTAGGG) qui provoque la fusion des extrémités

télomériques entre chromosomes ou entre chromatides sceurs'?.
Ny o 97

Pont anaphasique Chromosome retardataire

Figure 16 : Représentation schématique et par immunofluorescence d'un pont anaphasique
et d'un chromosome retardataire (adaptée de Bakhoum et al. 2014'%%).
Les fleches blanches indiquent les chromosomes retardataires.
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I.4.b.2 Les chromosomes retardataires ou chromosome lagging

Un chromosome retardataire est un chromosome qui n'est pas dans la plaque
métaphasique lors de I'alignement des chromosomes. Un chromosome sera en retard a cause
d’un attachement mérotélique qui ne satisfait pas le SAC'®. Pour rappel, ces attachements
sont favorisés par la formation de fuseaux multipolaires. Malgré ce chromosome non aligné,
la cellule peut tout de méme enclencher la transition métaphase/anaphase, on parle alors de
fatigue des cohésions'®. C’est un processus au cours duquel les chromosomes se séparent
en raison des forces exercées sur les kinétochores par les microtubules. Ces chromosomes
retardataires ne migrent pas vers les pdles du fuseau en méme temps que les autres
chromosomes et restent au milieu de la cellule. lls ne seront pas intégrés dans le noyau
nouvellement formé de la cellule fille qui sera aneuploide'®. Dans certains cas, les
chromosomes retardataires sont incorporés dans la cellule fille mais toujours en retard. lls sont

alors intégrés au sein de micronoyaux visualisables en interphase'"’.

1.4.b.3 Le dérapage mitotique ou mitotic slippage

Dans les cancers, une surexpression des protéines du SAC provoque un allongement
de la durée de la mitose pouvant aboutir a la génération de cellules polyploides suite a un
dérapage mitotique'®. Les cellules entrent en phase G sans séparation des chromatides
sceurs. Ce mécanisme de dérapage mitotique est généré par la dégradation continue de la
cycline B1 par le complexe APC/C-Cdc20. En effet, une activation prolongée du SAC rend ce
point de contréle inefficace pour inhiber tous les complexes APC/C-Cdc20. La cycline B1 est
lentement détruite jusqu’a atteindre un niveau ou l'activité du complexe Cycline B1/CDK1 n’est
plus suffisante pour maintenir la phosphorylation inhibitrice de Cdh1. Le complexe APC/C-
Cdh1 peut alors initier la dégradation par polyubiquitination des acteurs de la mitose pour
déclencher la sortie de mitose et I'entrée des cellules en phase G+'%. Un arrét prolongé de la
cellule en prométaphase peut également entrainer des cassures chromosomiques en raison
d’'une tension élevée exercée sur les chromatides sceurs, en absence de dégradation des
cohésines'®. Le dérapage mitotique permet ainsi a des cellules anormales (polyploides,
aneuploides ou présentant des dommages a I'ADN) de progresser en mitose et favorise
I'’émergence d’une population cellulaire porteuse de nombreuses altérations chromosomiques

a l'origine de cancers.
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I.4.c Les traces des erreurs mitotiques en interphase

Une étude propose une classification des noyaux atypiques présents en interphase en
trois catégories : les anneaux nucléaires ou nuclear string, les bourgeonnements nucléaires

ou nuclear blebs et les micronoyaux ou micronuclei (Figure 17)"°.

Nuclear string Nuclear blebs Micronuclei

Figure 17 : Schéma des 3 catégories de noyaux interphasiques atypiques (adaptée de
Gisselsson et al. 2008').

Les anneaux nucléaires sont caractérisés par la présence d'un fil de chromatine reliant
les noyaux de deux cellules. Les bourgeonnements nucléaires possédent une protrusion ovale
de l'enveloppe nucléaire connectée au noyau par un fragment de chromatine. Les
micronoyaux sont des fragments de chromatine arrondis adjacents au noyau. Une étude par
microscopie en temps réel a montré que ces noyaux anormaux sont la conséquence de ponts
anaphasiques''?. D’autres études démontrent que les chromosomes retardataires sont a
I'origine des micronoyaux et que I'expulsion d'un excés de matériel chromosomique en

interphase peut étre responsable de la formation de bourgeonnements nucléaires''® 4,

L’apparition de ces noyaux anormaux dans une population de cellule est une marque
de néoplasie'>'"®. Ce processus participe au développement et a la prolifération anormale de

cellules qui donne lieu a la création d’'une tumeur.

.4.d L'impact des erreurs de seégrégation des chromosomes dans la
tumorigénése

Les erreurs de ségrégation des chromosomes sont la principale cause d’instabilité
chromosomique, laquelle se définit par un changement dans la structure et le nombre de
chromosomes dans une cellule. Les cellules cancéreuses représentent une classe de cellules
porteuses de beaucoup d'instabilité chromosomique. La corrélation entre aneuploidie et
cancer est connue depuis des décennies et la plupart des travaux sont en faveur d'un réle-clé

de l'instabilité chromosomique dans l'initiation d’'une tumeur'7”118119 | "aneuploidie favorise le
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développement d’une tumeur suite a la perte ou au gain d’information génétique. L’apparition
sporadique d’'une tumeur est la conséquence d'une accumulation de différentes altérations
génétiques. Pendant la tumorigénése, les cellules tumorales acquiérent des mutations sur
deux types de geénes, les genes dits « caretaker » qui s’assurent de l'intégrité du génome
(génes codants pour des protéines impliquées dans la réparation des dommages a I’ADN par
exemple) et les génes dits « gatekeeper » qui contrélent directement la prolifération cellulaire
(géne TP53 par exemple)'?°. Les erreurs de ségrégation des chromosomes peuvent étre a
I'origine d’'une perte d’un ou plusieurs de ces génes et facilitent ainsi le développement d’'une

tumeur121, 122

En conclusion, I'aneuploidie se développe progressivement a partir d'une mauvaise
ségrégation des chromosomes pendant la division d’'une cellule diploide. Une fois qu’un géne
« caretaker » et/ou « gatekeeper » est perdu, la probabilité d’'une mauvaise répartition des
chromosomes est augmentée. Par conséquent une instabilité génomique persistante se met
en place, notamment avec I'apparition de mutations ponctuelles faisant suite a l'incapacité de
la cellule de réparer et de répliquer correctement son ADN. Cet emballement favorise ainsi la

transformation cellulaire.

[I.  L’E3 ubiquitine ligase TRIP12

[I.1 L'ubiquitination

L’'ubiquitination des protéines est une modification post-traductionnelle découverte au
début des années 1980 par Aaron Ciechanover et ses collaborateurs'?. Elle intervient dans
plusieurs processus cellulaires tels que la dégradation des protéines, I'endocytose, le
changement de localisation subcellulaire, le controle de cascades de signalisation, I'interaction

protéine/protéine et le devenir des récepteurs cellulaires’®.

[I.1.a La cascade d’ubiquitination

L'ubiquitine est une protéine stable et conservée de 8,5kDa (76 acides aminés)'®. Le
processus d’ubiquitination consiste au transfert séquentiel de l'ubiquitine d’'une enzyme
d’activation E1 vers une protéine cible via une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2'%*
(Figure 18). L’étape initiale d’activation de I'ubiquitine qui requiert de 'ATP, correspond a la
formation d’'une liaison thioester entre le résidu glycine 76 C-terminal de I'ubiquitine et un
résidu cystéine de I'EL. L'ubiquitine activée est ensuite transférée sur une cystéine de I'E2.

L'attachement final & la protéine cible se fait aprés la formation d’'un complexe entre I'E2 et
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une E3 ubiquitine ligase. Le transfert de l'ubiquitine est soit catalysé directement par I'E2, soit
spécifiguement par I'E3. L'ubiquitine est alors attachée au substrat par une liaison
isopeptidique entre la glycine 76 et une lysine de la protéine cible. L’'E3 ubiquitine ligase joue
un réle critique dans cette cascade, en recrutant I'E2 liée a I'ubiquitine, en reconnaissant
spécifiguement le substrat et en facilitant ou catalysant directement le transfert de I'ubiquitine

sur la lysine de la protéine cible.

e e @ A
@QL&&Q

Figure 18 : Cascade d'ubiquitination (adaptée de Rotin et al. 2009'%%).
Ub : Ubiquitine, E1 : Enzyme d’activation, E2 : Enzyme de conjugaison, E3 : Ubiquitine ligase.

L'attachement final de l'ubiquitine sur le substrat ne se fait pas obligatoirement sur une
lysine. En effet, le « N-end rule » est un systéme protéolytique qui repose sur l'ubiquitination
des premiers acides aminés situés dans la partie N-terminale de la protéine cible'?’. Le signal
de dégradation N-terminal est appelé N-degron et nécessite ou non une modification du
premier acide aminé de la protéine. En effet, la premiére méthionine et les « petits » résidus
non chargés comme l'alanine, la valine, la sérine, la thréonine et la cystéine doivent étre
aceétylés pour produire un signal de dégradation par le protéasome 26S. L’acide aspartique et
I'acide glutamique doivent étre également modifiés par arginylation pour induire la dégradation
de la protéine. En revanche, d’autres acides aminés dits déstabilisants n’ont pas besoin d’étre
modifiés (arginine, lysine, histidine, leucine, isoleucine, phénylalanine, tryptophane et tyrosine)

pour induire un signal de dégradation.

[1.1.b Les différents types d’ubiquitination et leurs réles physiologiques

L’'ubiquitine module différents signaux cellulaires qui controlent une grande diversité de
processus biologiques. La spécificité du signal de I'ubiquitine est due au type d’ubiquitination.
Les protéines peuvent étre modifiées sur un ou plusieurs résidus lysine avec une seule
molécule d’ubiquitine (mono et multi-monoubiquitination) ou des polyméres d’ubiquitine

(polyubiquitination) (Figure 19). Seule la polyubiquitination entraine une dégradation des
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protéines par le protéasome 26S. Cependant, la polyubiquitination peut également jouer un
réle dans les voies de signalisation en fonction de la lysine de l'ubiquitine utilisée pendant
I'élongation (Tableau 1). L'ubiquitine contient sept résidus lysines (K6, K11, K27, K29, K33,
K48 et K63) qui servent d’'accepteurs pour d’autres ubiquitines, formant ainsi une chaine de
polyméres d’ubiquitine. Une chaine peut également étre formée d’ubiquitines liées entre elles
par la méthionine 1 N-terminale (M1). Une chaine comprenant un seul type de liaison (sur la
méme lysine) est appelée homotypique. Au contraire, les chaines hétérotypiques contiennent
des liaisons par des lysines différentes au sein d'un méme polymeére (Figure 19). Les mono-
et multi-monoubiquitinations, quant a elles, jouent uniquement un réle dans la signalisation
cellulaire, notamment dans I'endocytose de récepteurs membranaires a activité tyrosine
kinase pour leur dégradation dans les lysosomes et dans la réponse aux dommages a 'ADN

via l'ubiquitination des histones et de PCNA128.129.130,

Chaine homotypique Chaine hétérotypique

/
—

|

Monoubiquitination Multi-monoubiquitination Polyubiquitination

Figure 19 : Les différents types d'ubiquitination.

Les protéines qui interagissent avec l|'ubiquitine sont considérées comme des
récepteurs de l'ubiquitine. Elles traduisent le message porté par les différents types de chaines
d’'ubiquitination en déclenchant des signalisations intracellulaires. Ces protéines possédent
différents domaines spécifiques de reconnaissance et de fixation a l'ubiquitine (Ubiquitin
Binding Domain)™'. Il en existe différentes classes : les UBDs composées d’hélices o, de
motifs a doigts de zinc, de domaines UBC (Ubiquitin Conjugating domain) ou de motifs PH
(Plekstrin Homology). La majorité des UBDs se lie aux acides aminés hydrophobes de

l'ubiquitine notamment la leucine 8, l'isoleucine 44 et la valine 70.

De plus, il est important de savoir que 'ubiquitination est une modification réversible et
que les liaisons entre les molécules d'ubiquitine et les substrats sont hydrolysées par des
déubiquitinases™?. Chez 'Homme, 90 génes codent pour des déubiquitinases classées en six

familles, la plus vaste étant celle des USPs (Ubiquitin Specific Proteases) avec 55 membres'*.
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II.1.b.1 Les chaines liées par les lysines 48 : polyubiquitination K48

La chaine homotypique la plus étudiée est I'élongation par la conjugaison sur les
lysines 48. Elle permet le ciblage des protéines au protéasome 26S, un complexe protéique
qui dégrade par protéolyse des protéines qui ne sont plus nécessaires pour la cellule (par
exemple les cyclines en fonction de I'étape du cycle cellulaire) ou malformées. Le motif
minimum de reconnaissance par le protéasome 26S est la liaison de quatre molécules

d’ubiquitine par la lysine 4834,

II.1.b.2 Les chaines liées par les lysines 11 : polyubiquitination K11

L’'assemblage homotypique K11 peut aussi transmettre un signal de dégradation mais

également de relocalisation de protéines dans le cytoplasme™®.

Le complexe APC/C assemble les chaines homotypiques K11 pour conduire a une
dégradation des effecteurs de la mitose par le protéasome et permettre la sortie de mitose.
L’abondance de liaisons K11 augmente fortement lorsque APC/C est actif pendant la
mitose'8. Par ailleurs, des chaines hétérotypiques K48 et K11 produites par le complexe
APC/C peuvent également adresser un signal de dégradation par le protéasome pour la
Cycline B1"%.

I1.1.b.3 Les chaines liées par les lysines 63 : polyubiquitination K63

Les chaines d’'ubiquitine K63 transmettent un signal qui n'implique pas une dégradation
de la protéine cible par le protéasome. En effet, une polyubiquitination K63 déclenche le
processus d’endocytose de récepteurs situés a la surface de la cellule pour les inactiver'®. Ce
type de chaine orchestre également le recrutement de protéines impliquées dans la voie de
réparation des dommages aprés ubiquitination de I'histone H2A par 'E3 ubiquitine ligase
RNF8"3,

I1.1.b.4 Les chaines liées par les lysines 6 : polyubiquitination K6

Les fonctions cellulaires des chaines d’ubiquitine liées par les lysines 6 sont encore
peu claires. L'inhibition du protéasome n’affecte pas la quantité de protéines polyubiquitinées
sur K6 et ne semble donc pas entrainer leur dégradation. La polyubiquitination K6 a été
indirectement associée aux évenements de réparation de I’ADN via I'E3 ubiquitine ligase
BRCA1 (Breast Cancer 1). Cette protéine « suppresseur de tumeurs » polyubiquitine ses

substrats sans en affecter le niveau d’expression™0.
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Plus récemment, une polyubiquitination K6 de protéines membranaires mitochondriales par
'E3 ubiquitine ligase Parkin a été identifiee au moment de la dépolarisation des

mitochondries'*".

I1.1.b.5 Les chaines liées par les lysines 27 : polyubiquitination K27

Des travaux montrent que la polyubiquitination K27 sert de plateforme de signalisation
intracellulaire. Par exemple, aprés un dommage a I’ADN, RNF168 polyubiquitine les histones
H2A et H2AX et permet le recrutement de protéines cruciales de la réparation (53BP1,
RNF168 et Rap80)'2.

Une deuxiéme étude connecte cette forme d’ubiquitination a la réponse immunitaire aprés une
infection par un ADN viral. En réponse a cette infection, 'E3 ubiquitine ligase AMFR (Autocrine
Motility Factor Receptor) polyubiquitine STING (Stimulator of Interferon Genes), une protéine
transmembranaire située sur le réticulum endoplasmique. Cette polyubiquitination permet le
recrutement et l'activation de TBK1 (TANK-binding Kinase 1). Par la suite, TBK1 active
différentes kinases et le facteur de transcription IRF-3 (Interferon Regulatory Factor-3), dans

le but de détruire le pathogéne'.

I1.1.b.6 Les chaines liées par les lysines 29 : polyubiquitination K29

Ce type de polyubiquitination provoque une inhibition de la voie de signalisation Wnt.
En effet, il a été démontré que I'E3 ubiquitine ligase Smurf1 (Smad Ubiquitylation Regulatory
Factor 1) polyubiquitine I'Axine, provoquant une perte de son interaction avec les co-
récepteurs LRP5 et LRP6 (Low-density lipoprotein Receptor-related protein). Par conséquent,
la stimulation de la phosphorylation de Wnt sur LRP6 est diminuée et réprime la signalisation

Wnt/B -catenin’#,
I1.1.b.7 Les chaines liées par les lysines 33 : polyubiquitination K33
Les polyméres d’'ubiquitine possédant des liaisons lysines 33 sont associés a une
inhibition du TCR (T-cell antigen Receptor) et de TAMPK (AMP-activated protein kinase)'#°146.

Plus récemment, il a été démontré que la polyubiquitination K33 sert de signal d’export de

I'appareil de Golgi pour les protéines destinées a la membrane cytoplasmique™’.
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Polyubiquitination Fonctions physiologiques Exemples d’E3

K6 Réponse aux dommages a [I'ADN, | BRCAT1 et Parkin
dépolarisation mitochondriale

K11 Contrbdle du cycle cellulaire APC/C

K27 Translocalisation nucléaire et réponse aux | RNF168

dommages a ’'ADN

K29 Signalisation Wnt/B-caténine Smurf1

K33 Signalisation du TCR et AMPK, trafic des | Cul3-KLHL20 et AREL1
protéines aprés modifications dans I'appareil
de Golgi

K48 Signal de dégradation par le protéasome SCF et E6-AP

K63 Endocytose, immunité innée, signalisation NF- | TRAF6

kB et trafic intracellulaire des protéines

Tableau 1 : Types de liaison de l'ubiquitine et roles physiologiques (adapté de Akutsu et al.
20169).

Bien qu'il existe une vision détaillée de la fonction cellulaire affectée pour chaque type
de chaine d’'ubiquitination, le mécanisme par lequel une E3 ubiquitine ligase choisit sa chaine
de polyubiquitination reste encore imprécis. Une étude a démontré que le choix du type de
chaine d’ubiquitination dépend de I'E3 ubiquitine ligase elle-méme et non de sa famille ou de
I'E2 de conjugaison'®. Dans cette étude, la spécificité du type de chaine est donnée par les
60 derniers acides aminés du domaine catalytique de I'E3 ubiquitine ligase. Cependant, une
étude plus récente souligne que le domaine permettant une spécificité de type de chaine
d’ubiquitine n’est pas partagé entre toutes les E3 ubiquitine ligases et qu'il peut se trouver a

un autre endroit de la séquence protéique™°.

[1.2 Les E3 ubiquitine ligases

I1.2.a Les différentes familles

Comme ce sont les E3 ubiquitine ligases qui dictent la spécificité du systéme
d’ubiquitination et du substrat choisi, I'organisme contient un grand nombre d’E3 mais a
l'inverse peu d'E1l et E2. A ce jour, le génome humain code pour 2 E1, approximativement 38
E2 et jusqu’'a 600 E3"®'. Les E3 sont subdivisées en trois groupes selon leur mode de liaison

de l'ubiquitine (Figure 20).
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RING1 IBR RING2

Figure 20 : Les trois familles d’E3 ubiquitine ligases.

De gauche a droite : Les familles HECT, RING et RBR.
Ub : Ubiquitine, S : Substrat, E1 : Enzyme d’activation, E2 : Enzyme de conjugaison, E3 : Ubiquitine
ligase

[1.2.a.1 Les E3 ubiquitine ligases de la famille RING

Environ 95% (600 membres) des E3 ubiquitine ligases appartiennent a la famille RING
(Really Interesting New Gene). Elles servent de plateforme pour faciliter I'interaction entre le
substrat et I'E2. Il existe deux types d’E3 ubiquitine ligase dans cette famille : les protéines

possédant un domaine RING et celles qui possédent un domaine U-box (UFD2-Homology).

Le domaine RING nécessite deux ions Zinc pour adopter une structure en forme de
croisillon permettant son interaction avec I'E2. Les E3 de cette famille ne possédent pas
d’activité catalytique et comptent sur celle des E2 pour transférer I'ubiquitine sur la protéine
cible. Il existe une tres grande diversité d’E3 RING. En effet, certains domaines RING sont
actifs sous forme de monoméres, comme RNF38, alors que d’autres domaines sont actifs sous
forme d'oligoméres'™?. Par exemple, TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) est
seulement active lorsqu'elle est homodimérisée'3. Ces E3 ubiquitine ligases peuvent
également étre un ensemble de sous-unités formant un complexe. C’est le cas d’APC/C, un
important complexe de 14 sous unités, comprenant entre autres 'E3 RING APC11 et un co-

activateur (Cdc20 ou Cdh1) qui recrute le substrat’®*,

Les E3 ubiquitine ligases U-Box utilisent le méme mécanisme de transfert de
'ubiquitine et possédent la méme structure que le domaine RING sans avoir besoin des deux
ions Zinc'. Chez 'Homme, il existe 8 E3 U-box qui fonctionnent sous forme de monomére
telles que UBE4B (Ubiquitin conjugation factor E4B) tandis que d’autres nécessitent une

dimérisation pour exercer leur activité telle que PRP19 (Precursor RNA processing 19)51.156
,167
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[1.2.a.2 Les E3 ubiquitine ligases de la famille HECT

Chez 'Homme, il existe 28 E3 ubiquitine ligases de la famille HECT (Homologous to
the E6-AP Carboxyl Terminus)'?. Le domaine HECT est localisé dans la partie C-terminale
de ces protéines. Le reste de la protéine contient différents domaines dont ceux nécessaires
aux interactions protéines-protéines. Contrairement aux autres familles d’'E3, la famille HECT
catalyse directement le transfert de I'ubiquitine sur la protéine cible. Ceci est exclusivement d(
au domaine HECT qui contient deux lobes connectés par une boucle flexible'®. Le lobe N-
terminal interagit avec I'E2 conjuguée a l'ubiquitine alors que le lobe C-terminal contient la
cystéine catalytique sur laquelle l'ubiquitine va étre transférée. La boucle flexible permet la

rotation des deux lobes pendant le transfert de I'ubiquitine.

Cette famille est subdivisée en trois groupes en fonction des domaines d’interaction

protéine/protéine localisés dans la partie N-terminale de I'E3 (Figure 21) :

- La famille NEDD4 (Neural precursor cell expressed Developmentally Down-
regulated protein 4) (9 membres), caractérisée par la présence de domaines WW
(tryptophanel/tryptophane) qui interagissent avec les motifs PY (trois prolines et une
tyrosine) du substrat’s®.

- La famille HERC (HECT and RCC1-like domain) (6 membres) contient des
domaines RLDs (Regulator of Chromosome Condensation 1 Like Domains) qui ne
sont pas encore bien caractérisés'®.

- Le troisieme groupe (13 membres) contient différents domaines d’interaction, tels
que les domaines WWE (tryptophane/tryptophane/glutamate), les répétitions

ankyrines ou encore les domaines a doigts de zinc.

I1.2.a.3 Les E3 ubiquitine ligases de la famille RBR

Chez 'Homme, il existe 14 E3 ubiquitine ligases RBR (RING-Between-RING) qui
possedent toutes un motif RING1-IBR (In Between Ring)-RING2'®". Des premiéeres études ont
montré que ce domaine est essentiel a la liaison avec I'E2 et a I'activité ubiquitine ligase. Le
mécanisme d’ubiquitination est encore flou mais semble similaire aux E3 ubiquitine ligases de
la famille RING'®2. Cependant en 2011, une cystéine portant I'activité catalytigue a été
identifiée dans le domaine RING2 de I'E3 ubiquitine ligase RBR Parkin'®3. Elle forme, comme
les E3 ubiquitine ligases de la famille HECT, une liaison thioester avec la partie C-terminale

de l'ubiquitine.
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Ces données redéfinissent cette famille comme un hybride entre les familles RING et
HECT, qui recrute I'E2 conjuguée avec I'ubiquitine sur le domaine RING1 et la transfére sur la
cystéine catalytique du domaine RING2 permettant ainsi I'attachement final de I'ubiquitine sur

le substrat.

[I.2.b Les dérégulations de I'ubiquitination dans les cancers

La réponse d'une cellule aux signaux de stress et aux dommages a '’ADN dépend
beaucoup de l'activité des E3 ubiquitine ligases, qui comme nous I'avons vu, régulent de
nombreux processus cellulaires tels que I’homéostasie, le métabolisme et la progression du
cycle cellulaire. Différentes altérations sont responsables de la dérégulation des E3 dans le
cancer et par conséquent de la stabilité et/ou l'activité de leurs substrats. Cela peut dans
certains cas, mener a la diminution de I'expression des protéines a activité « suppresseurs de

tumeurs » et/ou & 'augmentation de I'expression de protéines a activité oncogénique.

I1.2.b.1 Les mécanismes dérégulant I'ubiquitination dans le cancer

Abundance, function and Genetic (Post-)transcriptional Post-translational
localization of E3s Coding mutation Promoter hypermethylation Phosphorylation
E3 SPOP. FBXW7. VHL. KEAPI, l [ VHL. KEAP1, BRCAL, Parkin, ‘ [ MDM2, TRIM7. S1AH2 |
(RING, U-box, HECT BRCA1. APC/C, HUWE1L STUB1 (Self-Jubiquitylation
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Figure 21 : Mécanismes responsables de la dérégulation de 'ubiquitination dans le cancer
(de Senft et al. 20187%4).

L'activité et I'expression de beaucoup d’E3 sont dérégulées dans les cancers par des
mécanismes génétiques, épigénétiques, transcriptionnels et post-transcriptionels'®. Plusieurs
genes codant pour des E3 sont mutés et ces mutations sont associées a des cancers

familiaux. C’est le cas, du géne codant pour la protéine VHL'®® (Von Hippel-Lindau disease
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tumor suppressor) dans le carcinome rénal ou du géne codant pour BRCA1 dans les cancers
du sein et ovarien'®”. Des études a grande échelle du génome de divers cancers ont identifié
d’autres E3 dont le géne est altéré par des mutations ou un changement du nombre de copies
(Figure 21). L’abondance et l'activité des E3 ubiquitine ligases peuvent étre également
régulées par des modifications post-traductionnelles (phosphorylations, ubiquitinations) ou par
des interactions protéines/protéines. Par exemple, la phosphorylation de I'E3 ubiquitine ligase
de la famille RING Siah2 (Seven In Absentia Homolog) par la protéine kinase p38 contrle la
stabilité de plusieurs facteurs impliqués dans la réponse a un stress hypoxique. En effet, cette
phosphorylation entraine la relocalisation de Siah2 dans les régions périnucléaires et permet
I'interaction avec sa cible'®. Une autre étude montre I'importance de l'interaction de I'E3
ubiquitine ligase MDM2 (Mouse Double Minute 2) avec son co-activateur MDMX (Mouse
Double Minute X) pour passer d’'une monoubiquitination a une polyubiquitination de la protéine

« suppresseur de tumeurs » p53 et entrainer ainsi sa dégradation®.

Comme décrit précédemment, I'ubiquitination est une modification post-traductionnelle
réversible. Les déubiquitinases (DUBs) responsables de I'hydrolyse de I'ubiquitine peuvent
étre également dérégulées dans les cancers'” (Figure 21). C’est le cas de la protéine USP15
(Ubiquitin Specific Protease 15) qui est surexprimée chez les patients atteints de cancer du
sein et de lymphome'”'. Cette déubiquitinase est connue pour stabiliser 'E3 ubiquitine ligase
MDM2 dans les cellules cancéreuses favorisant ainsi la survie cellulaire et l'inhibition de la

réponse immunitaire T dépendante anti-tumorale'’2.

En plus de la dérégulation des E3 et des DUBs, I'ubiquitination est modulée par des
mutations géniques et des modifications post-traductionnelles de certains substrats (Figure
21). Il a été démontré que la phosphorylation de la thréonine 58 du facteur de transcription c-
Myc par GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) provoque une polyubiquitination par FBXW?7 (F-
Box/WD repeat-containing protein 7) et sa dégradation par le protéasome. Dans les cas de
lymphome, la thréonine 58 de c-Myc est le site de mutation le plus fréquent. Dans ce cas de
figure, c-Myc n’est plus dégradée par FBXW?7 et peut exercer ses fonctions sur la prolifération

cellulaire pendant la tumorigénése™’3.

L'ubiquitination est un processus dynamique et réversible qui répond a une grande
variété de signaux de stress tels que les dommages a I’ADN, I'hypoxie, le stress métabolique
et oxydatif. Ces signaux de stress sont rencontrés dans les cellules cancéreuses pendant la
transformation, la dissémination métastatique et en réponse a la thérapie. Chaque altération
du systeme d’ubiquitination (décrite ci-dessus et Figure 21) entraine une aberration dans la

chaine d’'ubiquitine du substrat. Cette aberration de chaine altére la localisation, I'activité et
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'abondance des protéines ciblées par l'ubiquitination qui par conséquent dérégule les

différentes voies impliquées dans le cancer.

I1.2.b.2 Les processus affectés par une dérégulation des E3 dans le cancer
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Figure 22 : Exemples d'E3 ubiquitine ligases et des processus cellulaires dérégulés dans le
cancer (de Senft et al. 2018"%4).

Comme les E3 ubiquitine ligases possédent de multiples substrats, une perte ou un
gain de fonction de ces enzymes affectent simultanément plusieurs fonctions biologiques
(Figure 22). Une altération de leur expression ou des modifications post-traductionnelles
jouent un role clé dans les fonctions spatio-temporelles des E3. Elles peuvent déréguler
lactivité d’'une E3 et affecter les processus cellulaires dépendant des protéines dites
« suppresseur de tumeurs » ou a activité oncogénique. Par exemple, FBXW7 est une
protéine dite « suppresseur de tumeurs » critique dans les cancers car elle induit la
dégradation par le protéasome de la Cycline E, du facteur de transcription oncogénique c-Myc,
du récepteur Notch, de la molécule de signalisation mTOR ou encore du régulateur de
I'apoptose MCL1 (Myeloid Leukemia Cell Differentiation Protein 1)'4. Par conséquent, une
perte d'activité de FBXW?7 entraine de linstabilité génomique, une augmentation de la
prolifération et de la survie ainsi gu'une reprise des programmes de transcription dépendant

de c-Myc dans les cellules cancéreuses.
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11.2.b.3 Le ciblage des E3 ubiquitine ligases, une approche thérapeutique du
cancer

Au cours des vingt derniéres années, le systéme ubiquitine/protéasome a été la cible
de nombreux nouveaux medicaments anticancéreux. La premiere thérapie testée chez
’Homme est un inhibiteur du protéasome, le Bortezomib (Velcade®). Synthétisé en 1995, testé
en essais cliniques en 1998, il est mis sur le marché dans le traitement du myélome multiple
en 2003'75, L’activité anti-tumorale de cet inhibiteur en clinique est bien établie, en utilisation
seule ou en combinaison pour le myélome multiple et également pour les patients atteints de
lymphome a cellules du manteau. Un autre inhibiteur du protéasome a été autorisé aux Etats-
Unis pour le traitement des rechutes du myélome multiple, le Carfilzomib, un dérivé naturel de
'époxomicine qui a montré des effets anti-inflammatoires et d’inhibition du protéasome.
Cependant, comme souvent avec les thérapies anticancéreuses, des résistances se
développent rapidement'’®. L'apparition de résistances mais aussi d’effets secondaires est
principalement due aux effets pléiotropiques de l'inhibition. En effet, inhiber le protéasome
affecte plus d’'une seule voie de signalisation ou protéine. Ceci augmente la probabilité
d’engendrer des effets secondaires et souligne la nécessité de trouver de nouvelles cibles

thérapeutiques dans le traitement du cancer.
Une cible idéale doit posséder les critéres suivants :

- Jouer un réle essentiel dans la carcinogénése, étre requise dans le maintien du
phénotype cancéreux et/ou protéger les cellules tumorales de I'apoptose.

- Etre activée ou surexprimée dans les cellules cancéreuses et étre associée a un
mauvais pronostic.

- Son inhibition doit induire une diminution de la croissance cellulaire et I'apoptose
des cellules cancéreuses.

- Pouvoir étre ciblée par un inhibiteur, c’est-a-dire étre une enzyme, une protéine G
couplée a des récepteurs ou une molécule a la surface des cellules.

- Elle doit étre peu ou pas exprimée dans la cellule saine ou son inhibition doit avoir

le moins d’effet possible.

L'inhibition de ce genre de cible doit apporter un intérét thérapeutique maximal avec
un minimum de toxicité. Comme nous I'avons vu ci-dessus, les E3 ubiquitine ligases possédent
une grande partie de ces criteres. Qui plus est, elles sont le centre du processus
d’ubiquitination et possédent un grand choix de substrats spécifiques, offrant une superbe
opportunité de découvrir et de développer des inhibiteurs sélectifs. Inhiber I'activité catalytique
ne semble pas étre une bonne solution puisque tous les substrats de I'E3 ubiquitine ligase en

question ne seront plus ubiquitinés. Créer des inhibiteurs spécifiques de Iinteraction

49 |Page



(antagonistes) entre I'E3 ubiquitine ligase et une cible spécifique semble étre une meilleure

alternative. Cela permet d'éviter tout effet indésiré sur d’autres protéines et voies de

signalisation. Il existe différents agents ciblant les E3 ubiquitine ligases, le plus souvent des

antagonistes, détaillés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).

Classe

Nom du

médicament

Application

E3 immuno-modulateurs | Thalidomide CRBN AMM (Myélome multiple)
Lenalidomide CRBN AMM (Myélome multiple)
Pomalidomide CRBN AMM (Myélome multiple)
E3-p53 potentiateurs Nutlin-3a MDM2 Plusieurs Phases |
RG7112 MDM2 Phase |
ATSP-7041 MDM2/MDMX | Préclinique
NSC207895 MDM2/MDMX | Préclinique
E3-F-box antagoniste NSC689857 Skp2 In vitro
NSC681152 Skp2 In vitro
SCF-12 Cdc4 In vitro
C1,C2,C16, C20 A Skp2 Préclinique (Mélanome)
Composé A Skp2 Préclinique (Myélome multiple)
Composé ZL25 Skp2 Préclinique (cancers du sein,
poumons et prostate)
GS143 BTRCP In vitro
Erioflorine BTRCP In vitro
BC-1215 Fbxo3 Préclinique
SMER3 Met30 Préclinique

Tableau 2 : Composés ciblant les E3 ubiquitine ligases (adapté de Morrow et al. 2015'77).

50 |



La compréhension des mécanismes d’ubiquitination et la connaissance de la structure
et des fonctions des E3 ubiquitine ligases vont améliorer le développement de composés
ciblant ce processus. Il existe plus de mille protéines impliquées dans le systeme
ubiquitine/protéasome et les E3 ubiquitine ligases représentent une grande partie de ces

protéines (environs 650).

[1.3 La découverte et la structure de la protéine TRIP12

[1.3.a La découverte de la protéine

La protéine TRIP12 (Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12) a été identifiée
en 1995, sans étre caractérisée, lors d’une étude qui recherchait les protéines interagissant
avec les récepteurs aux hormones thyroidiennes'”®. Quinze protéines appartenant a plusieurs
familles ont été isolées. L'étude démontre que TRIP12 interagit avec le récepteur TRB2 sans
affecter son activité. Il est également décrit que TRIP12 possede 45% d’identité avec la partie
C-terminale de la protéine E6-AP, laquelle forme un complexe avec HPV-16 E6 (Human
PapillomaVirus) pour catalyser la polyubiquitination de p53 et sa dégradation par le

protéasome'79180,

[1.3.b L’expression et la structure protéique de la protéine TRIP12

11.3.b.1 L’expression de 'ARNm et de la protéine TRIP12 chez 'Homme

Chromosome 2 2q36.3

Trip12 +1 Fbx 036

Promoteur bidirectionnel (555 pb)

—-ﬁiﬂ

+1

Figure 23 : Localisation du géne Trip12 sur le chromosome 2.

Le géne codant pour Tripl2 est trés conservé a travers les espéces et est localisé sur
le bras long du chromosome 2, locus q36.3. Le promoteur qui mesure 555 paires de bases est
bidirectionnel, c’est-a-dire qu'il régule I'expression des génes Fbx-O36 et Tripl2 situés en

orientation opposé (Figure 23). A ce jour, aucune étude de son promoteur n'a été réalisée. Le
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gene Tripl2 posséde 41 exons répartis sur 160 000 paires de bases chez I'Homme. L'ARNmM
de référence (NM_004238.3) comporte 9875 paires de bases et produit une protéine TRIP12
de 1992 acides aminés (NP_004229.1), soit environ 225 kDa.

Chez 'Homme, il existe 44 variants de TRIP12 qui ont des tailles différentes. Le plus
petit variant de TRIP12 est constitué de 1722 acides aminés alors que le plus grand en
posseéde 2091. Mes travaux de thése se focalisent sur le lisoforme ¢ de TRIP12
(NP_004229.1) retrouvée dans l'interactome de PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a) par
I'équipe’®. L’expression (ARNm et protéine) de TRIP12 est ubiquitaire dans les tissus. Son
niveau est globalement constant, avec cependant une expression plus forte dans les testicules

et plus faible dans les tissus adipeux et pancréatiques (Figure 24).
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Figure 24 : Niveaux d’expression de 'ARNm et de la protéine TRIP12 dans les tissus
humains (adaptée de The Human Protein Atlas).

[1.3.b.2 La structure de la protéine TRIP12

Plusieurs années aprés l'identification de TRIP12, deux études de 2001 et 2007
apportent de nouvelles données sur sa structure protéique. Elles montrent que TRIP12
posséde un domaine WWE et un domaine B-Armadillo®2'83 e domaine WWE, situé entre les
acides aminés 749 et 836, est une région globulaire composée d'une répétition en tandem

d’environ 80 acides aminés avec en son centre deux résidus tryptophane (W) et un résidu
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glutamate (E) conservés. Les parties C et N-terminales du domaine forment des feuillets 3,
alors que la partie centrale est une hélice a nécessaire a l'interaction de TRIP12 avec ses
partenaires. Le domaine B-Armadillo est constitué de trois répétitions en tandem d’environ 40
acides aminés formant trois hélices a. Ce domaine est situé entre les acides aminés 446 et
631 et permet l'interaction de TRIP12 avec la partie N-terminale de I'ubiquitine attachée au
substrat pour réaliser la polyubiquitination (Figure 25). Ces premiéres caractérisations, en plus
de 'homologie de TRIP12 avec E6-AP, étaient en faveur d’'une fonction de TRIP12 dans la

polyubiquitination et la dégradation des protéines.

Les premiéres études qui prouvent un réle direct de TRIP12 dans le systéme
d’ubiquitination ne datent que de 2008 et 2009. En effet, un méme groupe démontre que
TRIP12 est une E3 ubiquitine ligase de type HECT et que ce domaine situé dans la partie C-

terminale entre I'acide aminé 1552 et 1992 porte I'activité catalytique'®,'® (Figure 25).

A ce jour les domaines WWE, B-Armadillo et HECT sont les seuls domaines de TRIP12

caractérisés dans la littérature.

1 446 631 749 836 1552 1992

ARM \,{\N\IE HECT

Figure 25 : Séquence protéique de la protéine TRIP12.

Numeéros : position de I'acide aminé

ARM : domaine p-Armadillo, WWE : deux résidus tryptophane et un résidu glutamate, HECT : domaine
catalytique de I'E3 ubiquitine ligase TRIP12.

11.3.b.3 La conservation de la protéine TRIP12 entre les espéces

Selon I'espéce, la protéine TRIP12 peut porter un nom différent, tel que circadian trip
(Drosophila melanogaster), KAK (Arabidopsis thaliana) et Ubiquitin fusion degradation protein
4 (Saccharomyces cerevisiae) (Figure 26). La séquence en acides aminés est trés conservée
chez les Vertébrés, allant de 79.9% d’identité avec la protéine TRIP12 humaine pour le poisson
zébre a 97.6% pour la souris. Ce pourcentage chute fortement chez les Invertébrés, étant de
seulement 39% pour la drosophile, 31.1% pour arabidopsis thaliana et de 25.6% pour la levure.
La taille de la protéine varie également entre les espéces, la plus grande est observée chez la
drosophile (2736 aa) tandis que la plus petite séquence est retrouvée chez la levure (1483
aa). Les domaines HECT et 3-Armadillo sont retrouvés chez toutes les espéces contrairement
au domaine d’interaction protéine/protéine WWE qui est retrouvé chez tous les Vertébrés mais

uniquement chez la drosophile pour les Invertébrés.
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TRIP12, H. sapiens = ]

NP_004229.1 1992 aa

Trip12, m. musculus i . 97,6%
XP_006496492.1 1998 aa

Trip12, R. norvegicus —-—. 93,9%
NP_001026829.1 1976 aa

trip12, X. tropicalis - | 86,5%
NP_001136384.1 2056 aa

tripl2, D. rerio a5 ] 79,9%
XP_005159284.1 2096 aa

ctrip, D. melanogaster - mm 39%
NP_001189172.2 2736 aa

KAK, A. thaliana - 31,1%
NP_849567.2 1888 aa

UFD4, S. cerevisiae = — 25,6%

NP_012915.3 1483 aa

M : B-armadillo, M : WWE, I : HECT.

% : Pourcentage d’identité de séquence avec la protéine TRIP12 H. sapiens.

Figure 26 : Les orthologues de la protéine TRIP12 humaine.

La protéine TRIP12 est également retrouvée chez les Planaires (vers plats
aquatiques). En effet, une étude a démontré la nécessité de TRIP12 pour la régénération des

tissus postérieurs et la régulation des cellules souches de Schmidtea mediterranea'®.

De maniére intéressante les domaines B-Armadillo et HECT, indispensables a la
polyubiquitination, sont présents chez les espéces les moins évoluées démontrant
I'importance de I'activité E3 ubiquitine ligase de TRIP12 au cours de I'évolution. Le domaine
WWE, quant a lui, n'apparait qu’au moment ou les organismes commencent a se complexifier
suggérant l'interaction de TRIP12 avec de nouvelles cibles ou partenaires et de nouvelles

fonctions.

11.3.b.4 Les modifications post-traductionnelles de la protéine TRIP12

TRIP12 est une protéine subissant des modifications post-traductionnelles. La base de

données PhosphoSitePlus® (https://www.phosphosite.org) référence les acides aminés de

TRIP12 modifiés de fagon post-traductionnelle qui ont été identifiés lors d’études protéomiques

a grande échelle (Figure 27). Parmi ces modifications, les plus retrouvées sont les
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phosphorylations et les ubiquitinations. TRIP12 peut étre également acétylée et mono-
méthylée. De maniére intéressante, les modifications post-traductionnelles semblent se
localiser au niveau de 3 régions différentes de la séquence protéique de TRIP12. Les
phosphorylations sont prédominantes au niveau de I'extrémité N-terminale et du domaine
WWE jusqu’au domaine HECT alors que les ubiquitinations le sont sur le domaine catalytique
HECT. Certaines phosphorylations ont été attribuées a des kinases telles que les
phosphorylations S424, S1078 et S1577 par les kinases CDK1, CHK1 et ATM/ATR,
respectivement'®”.188.18  Toutefois, aucun effet de ces modifications sur les fonctions de

TRIP12 n’a été décrit dans la littérature.
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Figure 27 : Modifications post-traductionnelles de la protéine TRIP12 (de PhosphoSitePlus®).

I1.4 Les fonctions de la protéine TRIP12

II.4.a Le réle de la protéine TRIP12 dans le cancer du pancréas

Le cancer du pancréas est la 4°™ cause de décés par cancer. Ce mauvais pronostic
s'explique par le manque de traitements réellement efficaces, I'absence d'un diagnostic
précoce et par une comprehension incompléte des mécanismes moléculaires qui régissent
linitiation, la progression et la résistance a la plupart des chimiothérapies. Mon équipe
d’accueil a montré une surexpression de la protéine TRIP12 dans le cancer du pancréas et

les lésions prénéoplasiques (données non publiées). Cette surexpression s’avere trés

55| Page



hétérogéne entre les patients et au sein de lignées cellulaires dérivées de patients (données
non publiées). L'équipe a mis en évidence que TRIP12 contréle la stabilité du facteur de
transcription PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a)'®'. PTF1a, essentiel au
développement et a 'homéostasie du pancréas est considéré comme un géne suppresseur
de tumeur'®. C’est la premiére fois qu’une régulation post-traductionnelle de PTF1a a été
décrite. L'interaction entre TRIP12 et PTF1a est possible grace aux domaines WWE et (-
Armadillo de TRIP12. La dégradation de PTF1a est engendrée apres polyubiquitination de son
résidu K312 par TRIP12.

La surexpression de TRIP12 dés les stades prénéoplasiques de I'adénocarcinome
pancréatique pourrait expliquer la perte d’expression de PTFla observée au cours de la

carcinogénése, ce qui fait de TRIP12 un acteur de la carcinogénése pancréatique.

[1.4.b Le réle de la protéine TRIP12 dans la voie de signalisation ARF/p53

I1.4.b.1 Dans une cellule normale

La voie d’activation de la protéine « suppresseur de tumeurs » p53 dépendante d'’ARF
(Alternative Reading Frame) est un déterminant majeur dans la protection contre le
développement tumoral. Dans une cellule normale, I'activité de p53 est supprimée par I'action
de I'E3 ubiquitine ligase MDM2 qui la cible pour induire sa dégradation par le protéasome. La
protéine ARF se fixe a MDM2 pour inhiber son action sur p53. L’interaction ARF/MDM2
provoque ainsi une augmentation du niveau d’expression de p53 qui induit des mécanismes
de défense tels que I'apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire™’. La nucléophosmine (NPM) est
une protéine majeure des nucléoles qui stabilise ARF (Figure 28)'%2. Gu Wei et ses
collaborateurs ont analysé par spectrométrie de masse les complexes protéiques qui
interagissent avec NPM dans le but d’identifier les protéines jouant un réle sur la stabilité
d’ARF'%, Les auteurs identifierent TRIP12 et démontrérent qu’elle est I'E3 ubiquitine ligase
responsable de la dégradation d’ARF. lls renommeérent TRIP12 Ubiquitin ligase for ARF (ULF).
La perte d’expression de TRIP12 augmente la stabilité d’ARF qui s’accompagne d'une
augmentation de I'expression de p53 et d’'un arrét du cycle cellulaire. Ces auteurs ont
également examiné la relation entre TRIP12 et deux régulateurs positifs d’ARF : c-Myc et
NPM. En effet, NPM séquestre ARF dans les nucléoles le rendant inaccessible a 'action de
TRIP12 présent uniquement dans le nucléoplasme (Figure 28). Quant a c-Myc, elle augmente
la demi-vie d’ARF en déstabilisant l'interaction entre TRIP12 et ARF (Figure 28). Plus
récemment, une étude a démontré que la nucléostémine stabilise le complexe NPM/ARF dans

les nucléoles et déstabilise le complexe TRIP12/ARF dans le nucléoplasme dans le but d’éviter
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une dégradation d’ARF'®4, La translocation d’une autre protéine TRADD (TNF-R associated
death domain protein) du cytoplasme vers le noyau protége également ARF d’'une dégradation

en empéchant son interaction avec TRIP12'%°

Figure 28 : TRIP12 dans la voie d’activation de p53 dépendante d’ARF.

TRIP12 polyubiquitine ARF et provoque sa dégradation. ARF est protégée de TRIP12 par fixation a
NPM localisée dans les nucléoles ou ARF inhibe MDM2, 'E3 ubiquitine ligase de p53. C-Myc inhibe
l'interaction entre ARF et TRIP12 et induit une stabilisation d’ARF.

Ces données positionnent TRIP12 comme un nouveau senseur de stress oncogénique
en amont de la protéine ARF. Une étude s’est intéressée a la régulation de I'activité de TRIP12
lorsqu’'une cellule normale est soumise a un stress oncogénique'®. Elle révéle que
l'ubiquitination d’ARF par TRIP12 agit comme une barriére contre un stress oncogénique en
fonction du niveau d’expression de c-Myc. Une faible expression de c-Myc favorise la
prolifération cellulaire en activant seulement la transcription d’ARF, sans affecter son
interaction avec TRIP12 et donc I'activation de la voie p53. Au contraire, une forte expression
de c-Myc active a la fois la transcription d’ARF et stabilise la protéine en inhibant son
interaction avec TRIP12. Ceci active la voie p53 et induit une inhibition de la prolifération

cellulaire.

TRIP12 peut également présenter une activité pro-oncogénique si son expression ou
son activité est dérégulée. En effet, une surexpression de cette E3 ubiquitine ligase engendre

une forte dégradation d’ARF et sensibilise les cellules a un stress oncogénique. Dans ce cas,
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inhiber I'activité de la protéine TRIP12 pourrait offrir une nouvelle stratégie thérapeutique dans

le cancer.

11.4.b.2 Dans les cancers
[1.4.b.2.a Dans les leucémies aiglies myéloides

Restaurer 'activité de p53 est un but important dans la quéte d’'une thérapie efficace
contre le cancer. Le géne TP53 est muté dans 50% des tumeurs humaines, mais dans moins
de 10% des leucémies aiguies myéloides (LAM). Une mutation du géne codant pour la protéine
ARF est également trés rare et suggére que la voie ARF/p53 peut étre inactivée par d’'autres
mécanismes. L'ARNmM de TRIP12 est significativement surexprimé dans ces tumeurs. Le géne
codant pour la protéine NPM est muté dans un tiers des LAM provoquant sa translocation dans
le cytoplasme et la perte de sa capacité a restreindre la localisation d’ARF dans le nucléole®.
Ainsi, la surexpression de TRIP12 et la perte de localisation nucléolaire d’ARF compromettent
fortement I'activation de la voie ARF/p53 dans les cellules issues de LAM. En effet, dans une
autre étude, il a été démontré que le niveau d’expression de p53 et d’ARF est tres faible dans
des cellules de LAM mutées sur le géne NPM'®7. Comme attendu, ARF est trés instable et vite
dégradé par le protéasome. Néanmoins, induire une perte d’expression de TRIP12 stabilise

ARF et permet de réactiver la voie p53 dans ces cellules.

Un séquencage a large échelle des ARNs des cellules sanguines mononucléées
périphériques issues de patients atteints de LAM et en rémission compléte montre un saut de
I'exon 3 du géne Trip12 chez les patients en rémission compléte'®®. Les auteurs en concluent
que I'épissage alternatif de ’'ARNm de Trip12 pourrait interrompre la polyubiquitination de la
protéine ARF et donc empécher sa dégradation. Cela permettrait une activation de la voie de
signalisation ARF/p53 et une induction de l'apoptose de cellules ayant une croissance
aberrante. Ce processus peut contribuer a la rémission de cette maladie et positionne la
protéine TRIP12 comme une cible thérapeutique potentielle. De plus, ces données associées
a I'étude précédente sont en faveur de I'utilisation de TRIP12 en tant que marqueur prédictif

de réponse a la chimiothérapie.

[1.4.b.2.b Dans le cancer hépatique

Il a été démontré que la déubiquitinase USP7 est surexprimée dans le cancer
hépatique par rapport au tissu non cancéreux'®®. Cette surexpression est associée a une
surexpression de la protéine TRIP12. Les mécanismes moléculaires a I'origine de ce cancer
ne sont pas complétements définis, ce qui en fait un cancer au pronostic sombre. La
surexpression de la protéine USP7 accélére la prolifération des cellules cancéreuses

hépatiques par l'intermédiaire d'un complexe formé avec TRIP12. En formant ce complexe,
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USP7 stabilise TRIP12 qui en retour polyubiquitine ARF. La dégradation d’ARF favorise la
progression tumorale en empéchant I'activation de la voie p53. Cette étude démontre que la
surexpression de la protéine TRIP12 dans le cancer hépatique est un marqueur de mauvais

pronostic.

I1.4.b.2.c Dans le cancer gastrique

L'infection par Helicobacter pylori est un facteur de haut risque pour le développement
d’un cancer gastrique?®. De maniére intéressante, TRIP12 est surexprimée uniquement dans
les cancers gastriques infectés par la bactérie H. pylori. L’induction de la protéine TRIP12 par
cette bactérie est due au facteur de virulence bactériale CagA (Cytotoxin-Associated Gene A)
par un mécanisme encore méconnu. La surexpression de TRIP12 favorise linitiation et la
progression tumorale en provoquant la polyubiquitination de la protéine ARF et I'inhibition de

'autophagie dépendante de p53 dans les cellules infectées.

II.4.c Les réles de la protéine TRIP12 dans la réponse aux dommages a ’ADN
I1.4.c.1 Par la voie ARF/p53

La voie ARF/p53 joue un réle important dans la régulation des dommages a I'’ADN. La
surexpression de la protéine c-Myc bloque la dégradation d’ARF, provoque une accumulation
de p53 et engendre une réponse apoptotique aprés induction de dommages a '’ADN'®. Lors
d’'une faible expression de c-Myc, ARF est dégradé aprés polyubiquitination par TRIP12, la
voie p53 est activée et le cycle cellulaire est arrété en réponse aux dommages a I'’ADN. Ces
résultats apportent un nouvel aspect de la régulation de la voie ARF/p53 en réponse a des
dommages a I'’'ADN. La modulation de la stabilité d’ARF affecte clairement le type de réponse
dépendant de p53. Les mécanismes régulant I'ubiquitination d’ARF par TRIP12 en réponse a
des dommages a I’ADN sont trés importants et méritent d'étre plus explorés. Pour rappel, une
étude a identifié I'acide aminé de TRIP12 phosphorylé par les kinases ATM/ATR®. || est
possible que TRIP12 soit phosphorylée par ces deux kinases lors de dommages a I’ADN pour

moduler son interaction avec c-Myc et la polyubiquitination de la protéine ARF.

I1.4.c.2 Par le contrdle de l'ubiquitination des histones

L'ubiquitination des histones joue un rdle important pour le recrutement de protéines
essentielles dans la détection et la réparation des dommages a I’ADN. L'E3 ubiquitine ligase
RNF8 initie l'ubiquitination des histones H2A et H2AX au niveau du dommage?®®'. Cet

amorcage de la réaction d'ubiquitination est amplifié par RNF168, une autre E3 ubiquitine

59| Page



ligase. La chaine de polyubiquitination K63 produite sert de plateforme d’interaction pour les

facteurs de signalisation de la réparation, tels que 53BP1 et le complexe RAP80/BRCA12%2,

Hormis les effets positifs sur la stabilité du génome, RNF168 peut étre une potentielle
menace pour le génome. En effet, une fois recrutée au niveau du dommage, RNF168 peut
amplifier le signal d’'ubiquitination au-dela de la cassure, c’est-a-dire au niveau de ’ADN non
endommagé. Une amplification non contrdlée de I'ubiquitination sur des histones peut avoir
des conséquences déléteres, notamment en séquestrant les gardiens du génome 53BP1 et
BRCA1 dont le recrutement dépend de I'ubiquitination des histones. La rétention de 53BP1 et
de BRCA1 au niveau de ’'ADN non endommagé empécherait leur recrutement au niveau des

cassures de I'ADN et affecterait leur réparation.

Une étude démontre qu'aprés dommages a I’ADN une amplification excessive de
'ubiquitination des histones peut avoir lieu et jouer un réle sur la dynamique de la voie de
réparation des dommages double brin de TADN?%, TRIP12 et UBRS5 ont été identifiées comme
deux protéines inhibitrices de cette amplification. Dans des conditions physiologiques, TRIP12
et UBR5 déterminent la quantité de RNF168 nécessaire pour restreindre l'ubiquitination des
histones autour de la Iésion. L’'absence de TRIP12 et d'UBR5 provoque une accumulation de
RNF168 a des niveaux supra physiologiques qui amplifie I'ubiquitination des histones au-dela
du site de cassure. De plus, TRIP12 a été identifiée comme I'E3 ubiquitine ligase responsable
de la polyubiquitination et de la dégradation de RNF168. TRIP12 contréle la quantité de

RNF168 nucléaire dans le but d’éviter une ubiquitination excessive de la chromatine.

Cette méme étude met en évidence une amplification des foyers 53BP1 et de trés hauts
niveaux d'expression de la protéine RNF168 dans 50% des tumeurs infectées par le virus
HPV, contrairement aux tumeurs non infectées. Plus récemment, des travaux ont permis de
détailler le mécanisme d’induction de RNF168 dans ces tumeurs ou TRIP12 est négativement
régulée par le « suppresseur de tumeurs » p16, un marqueur d’infection par le papillomavirus
humain?®*. Dans les cas de carcinomes de la téte et du cou infectés par le papillomavirus
humain, la surexpression de p16 induit une perte d’expression de TRIP12. En réponse, une
surexpression de RNF168 est observée. La surexpression de RNF168 provoque une
augmentation du nombre et de la taille des foyers 53BP1 par une ubiquitination non contrélée
des histones. Vingt-quatre heures aprés irradiation, une persistance des foyers 53BP1
représentative d’une inhibition de la réparation des dommages a I’ADN et d'une bonne réponse
a la radiothérapie est observée. L'inhibition de I'expression de TRIP12 est associée a une
sensibilisation a la radiothérapie dans les carcinomes de la téte et du cou positifs pour le
papillomavirus humain. La protéine TRIP12 pourrait donc étre un marqueur de prédiction de

réponse a la radiothérapie dans les carcinomes de la téte et du cou.
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I1.4.c.3 Par la déubiquitinase USP7

La déubiquitinase USP7 joue un réle majeur dans la réponse aux dommages a I’ADN
en contrélant le niveau d'expression de protéines clés, telles que p53 et RNF168205206,
Cependant, la régulation d’'USP7 n’est pas complétement connue. Une étude a mis en
évidence que TRIP12 interagit avec USP7 et la polyubiquitine (chaine K48) pour induire sa
dégradation par le protéasome?®’. Parallélement, la stabilisation de TRIP12 par USP7 a été
décrite dans le cancer hépatique'®. USP7 et TRIP12 sont ainsi des cibles réciproques et
possédent également une cible commune, I'E3 ubiquitine ligase RNF168. La balance entre
TRIP12 et USP7 peut déterminer le devenir de cette protéine, notamment dans la réponse aux
dommages a I’ADN. Il est connu qu’aprés dommages a ’ADN, USP7 se lie a RNF168 et la
déubiquitine dans le but d'éviter sa dégradation par le protéasome. Au contraire, TRIP12
polyubiquitine RNF168. Pour éviter une amplification anormale de l'ubiquitination sur la
chromatine, il est possible que TRIP12 initie la déstabilisation de RNF168 en polyubiquitinant
dans un premier temps USP7 puis polyubiquitine RNF168 dans un deuxiéme temps pour

induire sa dégradation par le protéasome.

[1.4.d Les roles de TRIP12 dans le remodelage de la chromatine

[1.4.d.1 Par le contrdle de l'intégrité du complexe SWI/SNF

L’ADN est empaqueté et compacté dans une structure nommeée la chromatine
constituée des histones et de 'ADN pour réguler des processus trés dynamiques telles que la
transcription, la réplication, la réparation et la recombinaison de ’ADN. Lorsque la chromatine
est compactée, les génes sont souvent inactifs car la machinerie transcriptionnelle accéde
moins facilement aux promoteurs?®®. La modification de la compaction de la chromatine et par
conséquent I'activation des génes est en partie controlée par le complexe SWI (Switch
mutants)/SNF (Sucrose Non-Fermenting) dont le but est de décondenser 'ADN qui est
finement enroulé autour des histones®”®. Le complexe SWI/SNF est un complexe multi-
protéique composé d’'une douzaine de sous-unités. Les sous-unités Brg-1 ou Brm1 portent
l'activité catalytique. Elles utilisent I'énergie issue de I'hydrolyse de I'ATP pour exposer les
promoteurs de génes a la machinerie transcriptionnelle, activer la transcription et ainsi
contréler une multitude de processus cellulaires?'®. Pour obtenir une activation compléte, le
complexe SWI/SNF nécessite la présence de protéines BAFs (Brg-1 associated factors) qui
interagissent avec Brg-1. Le niveau d’expression des protéines BAFs est contrdlé par une

dégradation dépendante du protéasome.
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Il a été démontré que TRIP12 est 'E3 ubiquitine ligase principale qui régule la quantité
de BAF57%'". Lorsque BAF57 n’est pas complexée au complexe SWI/SNF, elle est dégradée
par le protéasome aprés polyubiquitination par TRIP12. L’interaction de BAF57 avec BAF155
empéche son interaction avec TRIP12 et masque les lysines ciblées par l'ubiquitination
(Figure 29). La dégradation d’'une protéine libre due a la polyubiquitination par TRIP12 a déja
été décrite. En effet, TRIP12 interagit et provoque la dégradation d’APP-BP1 (Amyloid
Precursor Protein-Binding Protein 1), une protéine impliquée dans la voie d'activation de la
protéine NEDD8 uniquement lorsque celle-ci est sous sa forme monomeérique's.
L’hétérodimérisation d’APP-BP1 avec la protéine Uba3 empéche la polyubiquitination par
TRIP12.

@ S

Unprotected 26S

Proteasome

Cre

Protected

Figure 29 : Modeéle illustrant la relation BAF155-BAF57-TRIP12 (adaptée de Keppler et al.
20102").

Lorsque BAF57 est dans le complexe SWI/SNF ou simplement liée a BAF155, la protéine est protégée
de l'ubiquitination. Au contraire, la forme libre de BAF57 est susceptible d'étre dégradée aprés
polyubiquitination par TRIP12.

Le complexe SWI/SNF joue un role essentiel dans la régulation et la fidélité
transcriptionnelle d’acteurs majeurs de processus cellulaires tels que la mitose, le contrdle du
cycle cellulaire, 'apoptose et la carcinogénése?'?. Par exemple, le complexe SWI/SNF permet
I'activation de génes ciblés par le facteur de transcription c-myc ou au contraire peut inhiber la
transcription de certains génes, notamment ceux de c-fos et de la cycline E. Etant donné le

réle de TRIP12 dans le contréle de I'intégrité du complexe SWI/SNF, une dérégulation de son
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expression et/ou de son activité peut avoir de lourdes conséquences sur ces différents
processus. C’est probablement le cas lors du développement embryonnaire de la souris. En
effet, une mutation homozygote inactivant I'activité catalytique de TRIP12 entraine la létalité
précoce des embryons au stade embryonnaire 11.5%'3, Cette étude démontre que les cellules
ES issues de ces embryons ont une dérégulation globale de I'expression de genes due a une

surexpression de BAF57.

I1.4.d.2 Par la préservation de genes mis sous silence par le complexe
Polycomb

Les modifications épigénétiques (méthylations et acétylations) des bases de I'ADN
jouent un réle dans le contréle de la transcription des génes. La plupart de ces modifications

ont d’abord été identifiées chez les Procaryotes puis chez les Eucaryotes supérieurs.

La méthylation sur I'azote en position 6 de I'adénine (6mA) est la modification la plus
fréquente chez les Procaryotes. Elle a récemment été décrite chez les Eucaryotes dont les
Vertébrés?'4. Chez les Mammiféres, la méthyltransférase Mettl4 et la dioxygénase Alkbh4 sont
respectivement responsables du dépét et de la suppression de la 6mA sur I’'ADN?'S, Chez les
mammiferes, la 6mA est associée a des marques épigénétiques répressives telles que la
monoubiquitination sur la lysine 119 de I'histone H2A (H2A-K119ub) et la triméthylation sur la
lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3). Ces marques répressives servent a la mise sous
silence de promoteurs de génes au cours de la différenciation des cellules souches et du
développement embryonnaire. Elles sont déposeées sur la chromatine principalement par les
complexes répressifs Polycomb (PRC1 et PRC2)?'®2"7. Ces deux marques sont réversibles.
La monoubiquitination de I'histone H2A est enlevée par le complexe de déubiquitinase PR-
DUB composé des protéines ASXL1 (Additional Sex Combs Like 1) et BAP1 (BRCAl
Associated Protein 1)?'8. La protéine BAP1 porte I'activité déubiquitinase et est stabilisée par
ASXL1218,

Une étude a caractérisé le role du dép6t de la 6mA et de l'intervention de I'E3 ubiquitine
ligase TRIP12 dans la préservation des marques répressives déposées par le complexe
Polycomb (Figure 30)2'5. En effet, le dépot de 6mA au niveau de génes inactivés par PRC1
et PRC2 permet le recrutement du complexe PR-DUB. Ce recrutement au niveau de la
chromatine entraine la dégradation de ce complexe aprés polyubiquitination d’ASXL1 par
TRIP12 et préserve le niveau d’'H2A-K119ub.

Une mutation homozygote du géne Mettl4 chez la souris a été réalisée dans cette
étude. Cette mutation induit une diminution du dép6t de 6mA et provoque un retard du

développement facial de la souris. De plus, des mutations « gain de fonction » du géne AsxI1
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ont été identifiées chez des patients atteints du syndrome de Bohring-Opitz, lesquels
présentent une dysmorphie faciale??°. De maniére intéressante, chez I'’Homme des mutations
du géne Trip12 sont également associées avec des dysmorphies faciales (§ partie 11.5)?%'. Une
inactivation de TRIP12 pourrait provoquer une accumulation d’ASXL1 et ainsi une stabilisation
du complexe PR-DUB avec pour conséquences une dérégulation de I'expression de génes

impliqués dans le développement de la face.

ASXL1 ASXL1
TRIP12
| BAP1 BAP1
Mettl4
TRIP12 ASXU
ASXL1
b BAP1

BAP1 8)

PR-DUB inactivation

preservation of Polycomb silencing
PR-DUB active

Figure 30 : Modele d'induction de la dégradation d'ASXL1 par TRIP12 (adaptée de S. Kweon
et al. 2019%).

Le dép6t de 6mA par Mettl4 recrute ASXL1/BAPL1 et engage la dégradation d’ASXL1 par I'E3 ubiquitine
ligase TRIP12, inactivant le complexe PR-DUB et préservant ainsi la marque répressive qui avait été
déposée par le complexe Polycomb sur la chromatine.

La dérégulation globale de I'expression de genes observée dans les embryons de
souris mutées pour le géne Tripl12 pourrait également étre expliquée par ce mécanisme?'3,
Les embryons de souris exprimant la protéine TRIP12 inactive présentent un retard de
développement dés le stade embryonnaire 8.5 alors que la létalité intervient au stade
embryonnaire 11.5. Il semblerait que la protéine TRIP12 soit essentielle au bon
développement neuronal et cérébral de la souris. De plus, une diminution du nombre de
somites est observée au stade embryonnaire 9.5 pour les embryons mutants. Le facteur de
transcription Sox6 essentiel pour ’lhoméostasie des cellules musculaires est exprimé dans les
somites pendant le développement embryonnaire. TRIP12 a été identifiee comme I'E3
ubiquitine ligase responsable de la dégradation de ce facteur de transcription???. Une
surexpression de Sox6 pendant le développement des embryons mutants pourrait étre a

I'origine du phénotype observé.

L'ensemble des cibles identifices de TRIP12 exerce des fonctions cellulaires
importantes dans la réponse aux dommages a I'’ADN, le remodelage de la chromatine et la

voie de signalisation p53. Ces processus finement régulés au cours du cycle cellulaire et trés
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proches de la chromatine suggérent une localisation de TRIP12 proche de la chromatine et

dépendante du cycle cellulaire.

I1.5 Les altérations du géne Tripl2

[I.5.a Les altérations du géne Trip12 dans la déficience intellectuelle et
'autisme

Les variations du nombre de copies de la région chromosomique 2q36.3 sur laquelle
se trouve le géne Tripl2 sont rares. Avant cette décennie, seule une délétion d’environ 5.4 Mb
sur le chromosome 2q36.3 a été reportée (Tableau 3). La perte de cette région a été retrouvée
chez un patient atteint de multiples kystes rénaux, de problémes de développement du visage

et d’'une déficience intellectuelle®?3.

L'identification de nouveaux genes associés a une déficience intellectuelle et a
'autisme a fait I'objet d’'intenses recherches. L'analyse de données issues du séquencage a
haut débit obtenu a partir d’ADN de cohortes de patients atteints de trouble du spectre de
I'autisme, a révélé 64 nouveaux génes a risque dont fait partie le géne Trip122%4. Dans cette
étude, quatre mutations de novo du géne Tripl2 ont été identifiées, répertoriées dans le
tableau ci-dessous (Tableau 3). Deux mutations non-sens dans l'exon 5 (c.1012C>T
(p.R338X) et ¢.1054C>T (p.R352X)) aboutissent a la formation d’'une protéine TRIP12
tronquée sans domaine catalytique. Tandis que deux mutations faux sens dans les exons 33
(c.4784G>A (p.R1595Q)) et 38 (c.5519C>T (p.S1840L)) modifient les acides aminés du
domaine catalytique. Ces patients présentent non seulement un trouble du spectre de
'autisme mais aussi un handicap mental. Plus récemment, deux autres mutations du géne
Tripl2 aboutissant a la formation d’'une protéine tronquée sans domaine catalytique ont été
identifiées dans une méta-analyse de 2104 trios de parents-patient. Les quatre patients
porteurs de ces mutations (c.460_461delAG et ¢.5746C>T (p.Q1916X)) sont atteints de
déficience intellectuelle (Tableau 3)??°. Cette étude a permis de proposer TRIP12 comme un

géne candidat dans I'apparition de ce trouble.

Bramswing et al. se sont demandés si les mutations du géne Tripl2 pouvaient étre
associées a un trouble du spectre de I'autisme en plus des déficiences intellectuelles®?'. Dans
cette étude, deux nouveaux sites d’épissage, une mutation non-sens, trois mutations faux sens
et une translocation du chromosome 2 et X dans l'intron 1 de Trip12 ont été identifiés, en plus
des mutations déja publiées (Tableau 3). Pour résumer, une mutation ou une perte du géne

Tripl2 pourrait étre impliquée dans I'apparition de déficiences intellectuelles avec ou sans
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trouble du spectre de I'autisme. De plus, tous les individus porteurs d’une mutation du géne
Tripl2 présentent une dysmorphie faciale et dans certains cas des retards moteurs et des

troubles du langage.

Neuf autres individus ayant des mutations hétérozygotes du géne Tripl2 et des
troubles intellectuels, du développement du visage et du spectre de I'autisme ont été identifiés
(Tableau 3)?%. Cependant ces mutations sont retrouvées chez seulement 0,01% et 0,06%

des 60 000 et 7200 patients testés avec des problemes neurologiques.

L'ensemble de ces études suggére un rble de la protéine TRIP12 dans le
développement du systéme nerveux et son fonctionnement. Il semble que I'haploinsuffisance
du géne Tripl2 au début de I'enfance est un facteur de risque dans I'apparition de problémes
neurodéveloppementaux, méme si la plupart des mutations retrouvées affecte un faible

pourcentage de patients.

Nom de Exon Mutation Pathologies Ref.
la D.I S.A D.F Autres
mutation
Délétion 1-41  Del (2)(936.2936.3) v/ X v’ Kystes rénaux 223
Délétion 1-4 4 exons v X v" Retard du langage et 226
moteur
Faux sens 2 c.14C>T (p.P5L) v v v 221
Délétion 2-5 4 exons v X v 226
Délétion 3 c.460_461delAG v v v 225,221
Non-sens 5 c.1012C>T v v v 221,224
(p.R338X)
Non-sens 5 c.1054C>T v X v 221
(p.R352X)
Faux sens 16 €.2282C>T v v v' Obésité, retard du langage ~ 221226
(p.-A761V) et moteur
Insertion 20 €.2979dupA v v v' Obésité, retard du langage 226
et moteur
Délétion 20 c.2981+1delG v v v _ 224
Délétion 24 c.3446_3447delCA v v v" Retard du langage et 226
moteur
Faux sens 32 c.4768G>C v X v 221
(p.N1590H)
Délétion 25-41 17 exons v X v"  Retard du langage 226
Délétion 30-38 9 exons v v v' Obésité morbide, retard du 226
langage et moteur
Faux sens 33 c.4784G>A v v v 221,224
(p.R1595Q)
Faux sens 38 c.5519C>T v v v 221,224
(p.S1840L)
Non-sens 40 c.5746C>T v X v 225
(p.Q1916X)
Variant Saut  ¢.1145-2A>C v v v 226
d'épissage de
(délétion)  I'exon
6
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Variant Saut | ¢.2524+3dupA v v v
d’épissage de
(insertion)  I'exon

17
Variant Saut  c.3356+1G>A v v v
d’épissage de
(insertion)  I'exon
22
Variant Saut  ¢c.3743+1G>A v X v"  Retard du langage et 226
d’épissage de moteur
(insertion) = I'exon
25

Tableau 3 : Mutations du gene Trip12 et pathologies associées.
D.I : Déficiences intellectuelles, S.A : Spectre de I'autisme, D.F : Dysmorphie faciale.

[1.5.b Les mutations du géne Trip12 dans les cancers

Plus d'altérations du géne Tripl2 ont été identifiées chez les patients atteints de

cancers (Tableau 4) par rapport a ceux atteints de déficience intellectuelle et d’autisme.

Les carcinomes gastriques et colorectaux présentent de l'instabilité micro satellitaire,
c'est-a-dire des erreurs d’'appariement de base au niveau de petites séquences d’ADN
répétées et non codantes. Ces types de cancers possedent également des mutations du cadre
de lecture de génes contenant des répétitions de mononucléotides. Le géne Tripl2 contient
respectivement sept répétitions d'adénine et de thymidine dans les exons 3 et 24,
respectivement. Une étude démontre que 3,7% et 3,1% des cancers gastriques et colorectaux
sont mutés dans ces séquences répétées du géne Trip122?’. Une insertion d’'une adénine dans
I'exon 3 et une délétion d’'une thymidine dans I'exon 24 ont été observées (Tableau 4). Ces
mutations ont pour conséquence la formation d’une protéine TRIP12 tronquée qui ne possede

pas d’activité catalytique.

Une seconde étude a voulu identifier les génes impliqués dans I'apparition du cancer
du sein chez les femmes ménopausées aprés une hormonothérapie ménopausique. Cette
étude montre qu'une mutation dans la région intronique située entre les exons 1 et 2 du géne

Trip12 est associée avec un risque de développement d’'un cancer du sein (Tableau 4)%2%,

Un autre groupe a analysé le niveau d’expression d’ARNs (RNAseq) issus de 12
adénocarcinomes du poumon dans le but d'identifier des mutations somatiques. Parmiles 118
génes mutés identifiés la mutation faux-sens dans I'exon 16 du géne Tripl2 est la plus
fréquente (9/12) (Tableau 4).??° Le cancer du poumon est I'un des cancers les plus fréquents
avec une forte incidence et une trés forte mortalité dans le monde en raison de I'absence de
marqueurs de diagnostic précoce. La découverte d’'une mutation fréquente de TRIP12 dans
'adénocarcinome du poumon pourrait étre utilisée en tant que marqueur diagnostic de ce

cancer. Cependant, cette étude contient seulement 12 cas et nécessiterait un nombre

67 |Page



d’échantillon plus grand pour confirmer que cette mutation est vraiment présente dans 75%

des cas.

Enfin, des travaux récemment publiés identifient des génes mutés dans les carcinomes
anaux positifs pour le papillomavirus humain?°. Un séquencgage a haut débit de 'ADN issu de
vingt tumeurs a été réalisé. Quinze pour cent de ces cancers (3/20) sont mutés pour le géne
Tripl2. Trois nouvelles mutations bi-alléliques du géne Tripl2 ont été identifiées, une dans
I'exon 3 et deux dans les exons 33 et 37 codant pour le domaine catalytique HECT de TRIP12
(Tableau 4).

Nom de Exon Mutation Cancer associé Ref.
la
mutation
Substitution = Intron entre  g.230467943 C>A Cancer du sein 228
exon 1et?2

Insertion 3 c.273InsA Adénocarcinome gastrique a instabilité = 227
(p-P92TfsX8) micro satellitaire

Fauxsens 3 c.592C>T (p.S197F)  Carcinomes anaux 230

Faux sens 16 g.230670518 G>C Adénocarcinome du poumon 229

Délétion 24 c.3583delT Adénocarcinome colorectal a 227
(p-S1195LfsX24) instabilité micro satellitaire

Non-sens 33 c.4783C>T Carcinomes anaux 230
(p.R1595X)

Délétion 37 c.5462_5469del Carcinomes anaux 280

Tableau 4 : Mutations du géne Trip12 et cancers associés.

Finalement, peu de publications décrivent des mutations du géne Tripl2 retrouvées
dans le cancer. Le nombre de cas étudiés est souvent insuffisant pour en tirer des conclusions
définitives. Cependant, la base de données cBioPortal référence les mutations et les CNA
(Copy Number Alteration) de génes dans un trés grand nombre de cas de cancers. La Figure
31 décrit la fréquence d’apparition de mutation et de CNA du géne Trip12 dans les cancers a
partir d’études non redondantes et comptant plus de 100 cas. En moyenne, le géne Trip12 est
retrouvée altéré dans 1,4% des cancers (sur 21845 patients). Ce taux reste relativement faible
par rapport a celui observé pour le géne TP53 qui est de 39,8%. Des altérations du géne
Tripl2 sont retrouvées dans une multitude de cancers notamment dans 12,4% des cancers

utérins et 0,21% des cancers de la thyroide.
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Figure 31 : Fréquence d'altération du géne Trip12 dans les cancers (de cBioPortal).
NEPC : Neuroendocrine Prostate Cancer, pRCC : Patholohy of Renal Cell Carcinoma, BRCA : Breast

Cancer, ccRCC : Clear Cell Renal Cell Carcinoma, LGG : Lower Grade Glioma, WT : Wilms’ Tumor,
MBC : Metastatic Breast Cancer, GBM : Glioblastoma, ALL : Acute Lymphoblastic Leukaemia, AML :
Acute Myeloid Leukemia, PCPG : Pheochromocytoma and Paraganglioma.

397 mutations ponctuelles du géne Tripl2 sont répertoriées et annotées sur la
séquence protéique de TRIP12 de la Figure 32. Ces mutations ne s'accumulent pas a un seul
endroit de la séquence du géne Trip12 mais sont localisées tout le long de la protéine. Parmi
ces mutations 288 sont faux-sens, 108 induisent une protéine tronquée et une provient d’'une
insertion nucléotidique sans décalage du cadre de lecture. De plus, 19 altérations du géne
Trip12 correspondent a une fusion entre chromosomes. Aucun point chaud ou « hotspot » de
mutations n’a pu étre identifié. Une mutation non-sens est toutefois retrouvée 10 fois au niveau
de I'acide aminé S1195 : 6 fois dans le cancer du célon, 2 fois dans le cancer utérin et une fois

dans les cancers du poumon et du sein.
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Figure 32 : Annotation des mutations de TRIP12 sur sa séquence protéique (de cBioPortal).
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l. Introduction générale : Rationnel de these

L'équipe dans laquelle jai réalisé ma thése consacre ses efforts de recherche depuis
de nombreuses années a la compréhension des mécanismes moléculaires responsable de
I'hétérogénéité du cancer du pancréas. L’équipe a identifié TRIP12 comme partenaire et E3
ubiquitine ligase responsable de linduction de la dégradation du facteur de transcription
PTF1a'®. PTF1a est une protéine essentielle pour le développement du pancréas et le
maintien du phénotype pancréatique acinaire?*'232, Considéré comme un « suppresseur de
tumeurs », PTF1a disparait au cours de l'initiation du cancer du pancréas et serait capable de
re-différencier des Iésions tumorales en cellules acinaires2%3. Mon équipe a mis en évidence
une hétérogénéité d’expression de TRIP12 entre des tumeurs pancréatiques provenant de
différents patients (données non publiées). Pour expliquer cette différence d’expression,
différentes lignées issues de patients atteints de cancer du pancréas et mimant I'hétérogénéité
observée chez les patients ont été utilisées. Des différences d’expression d’ARNm de TRIP12
ont été mesurées dans les différentes lignées expliquant partiellement les différents niveaux
protéiques de TRIP12. Les recherches menées ont révélé que la proportion de cellules
asynchrones exprimant TRIP12 est différente d’'une lignée a I'autre. Ces résultats ont suggéré
une régulation de I'expression protéique de TRIP12 au cours du cycle cellulaire. Au moment
de ces découvertes, il n'existait seulement que 21 publications sur TRIP12 et aucune d’entre

elles navaient étudié la régulation de TRIP12.

Les objectifs de ma thése étaient :

- De comprendre larégulation de TRIP12 au cours du cycle cellulaire.

- De déterminer les étapes du cycle cellulaire dans lesquelles TRIP12 exerce

ses fonctions.
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SUMMARY.

TRIP12 is regulated during the cell cycle and binds euchromatin. It participates in mitotic entry
by controlling the S phase duration and is necessary for mitotic progression and chromosome stability.

ABSTRACT.

Several studies have linked the E3 ubiquitin ligase TRIP12 (Thyroid hormone Receptor
Interacting Protein 12) to the cell cycle. However, the regulation and the functions of this protein
during the cell cycle are largely unknown. In this study, we show that the E3 ubiquitin ligase TRIP12
expression is regulated during the cell cycle, which correlates with its nuclear localization. We identify
an euchromatin-binding function of TRIP12 mediated by a N-terminal intrinsically disordered region.
We demonstrate the functional implication of TRIP12 in the mitotic entry by controlling the duration
of DNA replication that is independent from its catalytic activity. We also show the requirement of
TRIP12 in the mitotic progression and chromosome stability. Altogether, our findings show that TRIP12
is as a new chromatin-associated protein with essential functions in cell cycle progression and in the
maintenance of genome integrity.

KEYWORDS: E3 ubiquitin ligase, DNA binding, mitosis, chromosome stability, mitosis entry.
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INTRODUCTION.

TRIP12 (Thyroid Hormone Receptor Interacting Protein 12) is a 225 kDa HECT (Homologous to
the E6-AP Carboxyl Terminus) domain-containing E3 ubiquitin ligase. TRIP12 contains protein
interacting WWE (tryptophan and glutamate conserved residues) and 3-ARM (B-Armadillo) domains
(Ju et al., 2007). Several functions are attributed to TRIP12. For instance, it ubiquitinates APP-BP1
(Amyloid Precursor Protein-Binding Protein 1) and BAF57 (Brgl-Associated Factor 57) turn over and is
therefore described as a sensor of SWI/SNF (SWitch/Sucrose Non-Fermentable) complex integrity
(Keppler and Archer, 2010; Park et al., 2008). TRIP12 is also known to control the histone ubiquitination
after DNA breakage (Gudjonsson et al., 2012) and to contribute to p14/ARF(Alternate Reading Frame)
degradation in response to DNA damage (Chen et al., 2013). TRIP12 ensures the proteolysis of ASLX1
(Additional Sex Combs Like 1, Transcriptional Regulator), a regulatory component of the ubiquitin
hydrolase BAP1 (BRCA1 Associated Protein 1) (Kweon et al.,, 2019) We showed that TRIP12 is
implicated in the proteasome-mediated degradation of the transcription factor PTFla (Pancreas
specific Transcription Factor 1a) that plays an important role in the maintenance of the acinar
phenotype in human pancreas (Hanoun et al., 2014). TRIP12 is essential for cell viability as a
homozygous mutation that disrupts the ubiquitin ligase activity leads to murine embryonic lethality
(Kajiro et al., 2011). Importantly, TRIP12 plays an important role in cell cycle. For instance, T2 mt/mt gg
cells display a reduced growth with an increased expression of p16/CDKN2A gene and an accumulation
in Go/M phase (Kajiro et al., 2011). Moreover, by controlling the tumor suppressor protein p14/ARF,
TRIP12 impacts TP53 protein level, a major regulator of the cell cycle (Chen et al., 2010). TRIP12
expression is altered in several types of cancer, such as breast and pancreatic cancer (Chen et al., 2010).
High expression of TRIP12 is associated with poor prognosis in hepatocellular carcinoma after surgical
resection (Cai et al.,, 2015). TRIP12 is involved in radio-sensitization of head and neck squamous
carcinoma (Wang et al., 2017). TRIP12 mutations are also related to autism disorder (O’Roak et al.,
2014) and intellectual disability (Bramswig et al., 2017).

Cell cycle progression is governed by sequentially organized events. Mitogen signaling
pathways impose to the cell the exit of G1 phase to duplicate its genome. The licensing of replication
origins is controlled by the loading of ORC (origin recognition complex) followed by MCM helicases
(Minute Chromosome Maintenance) to form the pre-replication complex (pre-RC). In S phase, the
origins firing is dependent of the assembly of other proteins and the activity of CDKs (Cyclin
Dependent Kinase). A multitude of additional factors are the recruited such as RPA (replication
protein A), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and polymerases to constitute the fully
functional replisome (Siddiqui et al., 2013). DNA replication is spatio-temporally ordered. Replication
of euchromatin regions occurs in early S phase whereas heterochromatin regions in late S phase (Lau
and Arrighi, 1981). Subsequently, cells enter in a transition phase G, that ensures the complete DNA
replication. In late G, phase, the initiation of mitosis is promoted by a complex formed by the Cyclin
B1 and the Cyclin-Dependent Kinase 1 (CDK1) (Dunphy et al., 1988). This complex is inhibited by
phosphorylation of Tyrosine 15 residue on CDK1 by the WEE1 kinase (Parker and Piwnica-Worms,
1992). Chromatin condensation, separation of duplicated centrosomes, and the recruitment of
proteins to the kinetochores, all mark the prophase. The resulting release of chromosomes activates
the Spindle Assembly Checkpoint (SAC) that controls the proper segregation of chromosomes and
inhibits the Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C) complex. In metaphase, the correct
attachment of chromosomes to the kinetochores inhibits the SAC allowing for progression and
ending of mitosis (McLean et al., 2011; Musacchio and Salmon, 2007; Pesin and Orr-Weaver, 2008).
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Mitotic dysfunction leads to chromosomal instability and aneuploidy favoring the initiation of cancer
(Ganem and Pellman, 2012). A prolonged activation of the SAC can provoke cell death or mitotic exit
without separation of sister chromatids; named mitotic slippage. Improper separation of sister
chromatids (anaphase bridges) induces the formation of micronuclei, which can be at the origin of DNA
damage (Crasta et al., 2012). The succession of the different cell cycle phases requires a perfectly
coordinated expression and activation of multiple proteins. This coordination is ensured by a multi-
layer regulation including transcription, mRNA degradation, translation, post-translation modification
and protein degradation (Aviner et al., 2015). For instance, protein expression of CYCLIN A begins in S
phase, peaks during G, phase and dramatically declines in mitosis. It combines a tight coordination of
transcription, mRNA translation and protein degradation.

Among proteins that participate in cell cycle regulation, a significant proportion interacts with
chromatin to modulate, for instance, the transcription (i.e.: transcription factors) and the chromatin
structure (i.e.: histones, chromatin remodeling complexes, condensin). These can bind to chromatin
by recognition to a specific DNA consensus sequence via different DNA-binding domains. (i.e.: B-Helix-
Loop-Helix, zinc fingers) but also via intrinsically disordered regions (IDR). IDRs are protein domains
that lack a stable 3D structure under physiological conditions. IDRs can be predicted from the amino
acid sequence according to their physicochemical properties (van der Lee et al., 2014). They interact
with DNA in a nucleotide sequence-independent manner, thereby modifying chromatin structure and
regulating gene expression (Sabari et al., 2018).

Our findings expose for the first time that TRIP12 protein expression is tightly regulated during
cell cycle, and, that TRIP12 interacts with euchromatin through a new functional N-terminal domain.
By means of this chromatin interaction, we further propose that TRIP12 participates in mitotic entry
by controlling duration of DNA replication. We further demonstrate that TRIP12 is implicated in mitotic
progression and in chromosome stability.
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RESULTS.
1- TRIP12 expression and nuclear localization are regulated during cell cycle.

The E3 ubiquitin ligase TRIP12 was shown to control the expression of important regulators of
the cell cycle progression. However, the regulation of TRIP12 during the cell cycle is still unknown. To
address this issue, HelaS3 cells were arrested at the G1/S boundary and released in the cell cycle (Fig.
1A). The experiment showed a maximal percentage (10.1%) of cells in early mitosis 8h after release
and a maximal percentage of cells in G1 phase (69.6%) 11h after release. The level of Trip12 mRNA was
measured and did not fluctuate during the cell cycle kinetics (Fig. 1B). As a control, we measured the
expression of Cyclin B1 mRNA level that is known to be up-regulated in early S phase until G, phase
(Pines and Hunter, 1989). Similarly, Trip12 mRNA level did not vary in G-, early S- and G,-phase-
enriched cell populations unlike Cyclin B1 mRNA (Fig. 1C and 1D), that confirm our results (Fig. 1B).

Next, TRIP12 protein level was measured following the same kinetics (Fig. 1E). Present in S
phase, TRIP12 expression gradually increases to reach a maximal expression in G, phase and mitosis.
Interestingly, TRIP12 protein level decreased to reach a minimal expression when cells enter in G;
phase. TRIP12 protein level was also measured in enriched cell populations in Gy, early S, and G, phase
(Fig. 1F). As expected, TRIP12 protein was barely detected in G; phase, appears in early S phase to
reach a maximal expression in G, phase. These results clearly demonstrate that TRIP12 protein
expression varies throughout the cell cycle while its mMRNA remains at a constant level and, they
suggest that TRIP12 protein is degraded during Gi phase, or Trip12 mRNA translation is tightly
regulated, or a combination of both.

We further tested whether TRIP12 cell-cycle regulation was correlated with its sub-cellular
localization. We first showed that TRIP12 is a nuclear protein but it is not present in all cells (Fig. 1G,
1H and Fig. S1A). The specificity of TRIP12 nuclear staining was verified (Fig. S1B). Interestingly, TRIP12
nuclear staining did not colocalize with dense DAPI regions that correspond to peri-nuclear and peri-
nucleolar heterochromatin regions (Fig. 1H), therefore suggesting that TRIP12 preferentially
colocalizes with euchromatin regions. TRIP12 nuclear localization was assessed during the cycle of
asynchronous HelaS3 cells. We found that TRIP12 is barely detectable in Gi cells and appears in early
S phase cells reaching a maximal detection in late S and G; cells (Fig. 11). TRIP12 absent cells observed
in Fig. 1H correspond to cells in Gi. It is known that euchromatin regions are replicated early during S
phase and form a homogenous staining after EDU incorporation. On the contrary, heterochromatin
regions are replicated late in S phase and form a punctiform EDU staining. Interestingly, TRIP12 staining
corresponds to DNA regions with homogenous EDU staining and not to the ones with punctiform
staining (Fig. 11), therefore confirming the localization of TRIP12 on euchromatin regions (Fig. 1H). Cell
cycle-dependent presence of TRIP12 in the nucleus was confirmed in G;-, early S- and Gz-phase
enriched cell populations (Fig. 1J) and (Fig. S1C).

Taken together, our findings demonstrate that TRIP12 protein expression is regulated during
the cell cycle by a mechanism that does not involve the regulation of its mMRNA expression level. We
also show that the TRIP12 expression during the cell cycle correlates with its nuclear localization on
euchromatin regions.
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Figure 1: TRIP12 expression and nuclear localization are regulated during cell cycle. A- Distribution of cells in the different
phases of the cell cycle and the percentage of pHH3-Ser10 positive cells (black bars) were assessed by flow cytometry in HelaS3 cells
arrested in early S phase using a double thymidine block and released in fresh medium for the indicated times. The bars represent the
mean = SEM obtained from three different experiments. B- Expression level of Trip12 and Cyclin B1 mRNA was measured by RT-gPCR in
HelaS3 cells arrested in early S phase using a double thymidine block and released in fresh medium for the indicated times. The bars
represent the mean + SEM of mRNA levels (expressed as 22*"*%) obtained from three different experiments. C- Distribution of HelaS3 cells
in the different phases of the cell cycle after serum starvation, double thymidine block and RO-3306 treatments was determined by flow
cytometry. The bars represent the percentage expressed as a mean + SEM obtained from three different experiments. D- Expression level
of Trip12 and Cyclin B1 mRNA was measured by RT-qPCR in HelaS3 cells were arrested in Gy, early S, and G2 phase using serum starvation,
double thymidine block and Ro-3306, respectively. The bars represent the mean + SEM of mRNA levels (expressed as 2¢2t) obtained from
three different experiments. ** indicates a p value < 0.01. E- TRIP12, CYCLIN B1 and pHH3-Ser10 level was measured by Western blot
analysis in HelaS3 cells arrested in early S phase using a double thymidine block and released in fresh medium for the indicated times.
GADPH protein level was used as loading control. Images were obtained from the same experiment and representative of three different
experiments. F- TRIP12 and CYCLIN B1 levels were measured by Western blot analysis in HelaS3 cells arrested in G, early S and Gz phase
using serum starvation, double thymidine block and Ro-3306 treatments, respectively. GADPH protein level was used as loading control.
Images were obtained from the same experiment and representative of three different experiments.
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Figure 1: TRIP12 expression and nuclear localization are regulated during cell cycle G- TRIP12 protein level in cytosolic and nuclear
fractions of HelaS3 cells was measured by Western blot analysis. SP1 and 4EBP1 protein levels were used as purity controls of subcellular
fractions. Images were obtained from the same experiment and representative of three different experiments. H- TRIP12 subcellular
localization in HelaS3 cells was determined by immunofluorescence using TRIP12 antibody (Sigma). The inset represents TRIP12 nuclear
localization at a higher magnification Nuclei were counterstained with DAPI. The white arrows indicate the peri-nucleolar and peri-nuclear
heterochromatin regions. I- TRIP12 nuclear expression in HelaS3 cells in the different phases of the cell cycle was determined by
immunofluorescence using TRIP12 antibody (Sigma). Nuclei were counterstained with DAPI. Cells in G1 phase and G, phase correspond to
CYCLIN A/EDU nuclear negative cells and CYCLIN A nuclear positive/EDU negative cells, respectively. Cells in early S and late S phase
correspond to EDU positive cells/CYCLIN A negative and positive nuclear cells, respectively. The graph represents the mean TRIP12 expression
(integrated density-background) + SEM determined at least 200 cells using FlJI software. J- Level of TRIP12 in cytosolic and nuclear protein
fraction of Gi-, early S- and Gz-phase enriched HelaS3 cell populations was measured by Western blot analysis. SP1 and 4EBP1 protein levels
were used as purity control of subcellular fractions. Images were obtained from the same experiment and representative of three different
experiments.
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2- TRIP12 tightly associated with chromatin through an N-terminal intrinsically disordered region.

Exclusively localized in the nucleus, and more specifically on euchromatin regions (Fig. 1H), we
showed that TRIP12 can be physically associated with chromatin (Fig. 2A). We confirmed this
association by showing TRIP12 localization during the different steps of mitosis when chromatin is
subject to condensation and decondensation (Fig. 2B). The interaction with chromatin during
metaphase was also observed using a HA-tagged TRIP12 construct (Fig. S2A). Chromosome spreading
experiments revealed that TRIP12 is strongly associated with chromatin on full-length chromosomes
(Fig. 2C and Fig. S2B).

We identified several IDRs in TRIP12 sequence that could be potential chromatin interacting-
domains, notably one in the N-terminus located between aa 1 and 440 aa (Fig. 2D). The subcellular
localization of full-length TRIP12-GFP and four TRIP12-GFP deletion constructs led us to conclude that,
like the endogenous TRIP12, TRIP12(1-1992)-GFP localizes exclusively in the nuclear compartment.
More importantly, the TRIP12(1-445)-GFP localizes in the nucleus demonstrating that the N-terminal
IDR is sufficient for the nuclear localization of TRIP12 (Fig. S3A). A similar analysis in metaphasic cells
showed that TRIP12 interaction with chromatin is mediated by its N-terminal IDR. Whereas the
deletion of the C-terminal HECT domain (TRIP12(1-1552)-GFP) does not affect the capacity of the
fusion protein to colocalize with chromatin, the deletion of the IDR (TRIP12(446-1992)-GFP) abolishes
it (Fig. 2E). Moreover, IDR alone can ensure a physical direct interaction with naked DNA (Fig. 2F) and
the localization of GFP on full-length metaphasic chromosomes (Fig. S3B and S3C). The colocalization
of TRIP12 and its IDR with chromatin was confirmed in living cells (Fig. S3D). A more precise analysis
of the IDR reveals that the region between amino acids 107 and 325 ensures the tight interaction of
TRIP12 with chromatin (Fig. S3E and S3F). Interestingly, cells that express high level of the IDR
construct display characteristic features of cells in prophase with condensed chromosomes covering
the inner face of the nuclear membrane (Fig. S3G, white arrow) even if they are not pHH3-Ser10
positive (Fig. S3H, bottom panel) as they should be a normal cell (Top panel). This suggests that TRIP12
via its IDR could participate in chromatin condensation.

Altogether, our experiments identify a new functional domain of TRIP12 that permits the tight
association of the protein to the chromatin.
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Figure 2: TRIP12 tightly associated with chromatin through an N-terminal intrinsically disordered region. A- TRIP12
expression in cytosolic (Cyto), nuclear (Nuc) and chromatin-bound (Chro) subcellular fractions was measured by Western blot analysis. SP1,
4EBP1 and panH3 protein levels were used as purity control of the different fractions. Images were obtained from the same experiment
and representative of three different experiments. B- TRIP12 and y-TUBULIN localization in HelaS3 cells in prophase, prometaphase,
metaphase, anaphase, telophase and cytokinesis were visualized by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI. C-
TRIP12 localization on metaphasic chromosomes was visualized by immunofluorescence using anti-TRIP12 antibody (Sigma) after
chromosome spreading of HelaS3 cells treated with Ro-3306 and released in the cell cycle for 45 min. DNA was counterstained with DAPI.
The inset represents a magnification of TRIP12 localization on two individual chromosomes. D- Prediction of intrinsically disordered and
ordered regions in TRIP12 protein sequence (Protein accession number NP_004229.1) was determined using IUPred, GlobPlot and DisEMBL
software. aa stands for amino acids.
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Figure 2: TRIP12 tightly associated with chromatin through an N-terminal intrinsically disordered region. E- GFP-fusion protein
localization in metaphasic HelaS3 cells transfected with TRIP12 (1-1992), (1-1552), (1-445), (446-1992) and (1553-1992)-GFP constructs was
visualized by immunofluorescence using an anti-GFP antibody. H2B-GFP and CAT-GFP constructs were used as controls. Nuclei were
counterstained with DAPI. IDR stands for Intrinsically Disordered Region, NLS for Nuclear Localization Signal, ARM for $-Armadillo domain,
WWE for tryptophan and glutamate enriched domain and HECT for Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus. Numbers indicate amino
acids (aa) position. F- Interaction of increasing amounts of GST-TRIP12-ARM-WWE(446-1000) and GST-IDR(1-325) with naked plasmid DNA
visualized after migration on agarose gel.

3- Deregulated expression of TRIP12 affects cell division and mitotic entry.

Given TRIP12 cell cycle dependent-expression and chromatin association, we tested the
consequences of a TRIP12 ectopic over-expression on cell fate during 48h. We found that only 26.7%
(8 out of 30) of TRIP12(1-1992)-GFP cells undergo two cell divisions or more (Fig. 3A and 3B) with a
duration in interphase of 19.2h (Fig. 3C). The remaining 73.7% (22 out of 30) fail to achieve a single
division and die (Fig. 3A and Fig. S4A). Remarkably, this death occurs at a time (20.1h) that mitosis
should occur (Fig. 3C) suggesting that TRIP12 overexpression is deleterious for the mitotic division.
This inhibitory effect on cell division was also observed after expression of an inactive mutant as well
as several TRIP12 protein domains (Fig. 3A and Fig. S4B-S4D) with the exception of the IDR of TRIP12
(Fig. 3A and 3C) suggesting that the mitotic inhibitory effect of TRIP12 does not require its binding to
the chromosomes or its catalytic activity. We further demonstrated that TRIP12 over-expression
diminishes the percentage of cells that enter in mitosis (Fig. 3D). When we focused on TRIP12(1-
1992)-
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GFP expressing cells that undergo cell divisions (Fig. 3A), we noticed that TRIP12 over-
expression significantly delays entry into prophase 30 min after Ro-3306 release (Fig. 3E, Graph).

The inhibitory effect of TRIP12 over-expression on mitotic entry led us to investigate the
consequences of a TRIP12 depletion on mitotic entry. Toward this end, TRIP12-depleted (ShTRIP12)
and control (ShScr) cells were created using shRNAs (Fig. 4A and 4B). After Ro-3306 release (30 min),
we microscopically observed an accelerated mitotic entry in TRIP12-depleted cells (Fig. 4C) that was
associated to a higher percentage of cells in late prometaphase and metaphase (Fig. 4D). The
accelerated mitotic entry was confirmed by flow cytometry-measurements of pHH3-Ser10 positive
cells (Fig. 4E). A normal mitotic entry of TRIP12 depleted cells was restored by a transient expression
of TRIP12 or the catalytic mutant but not by an expression of the IDR (Fig. S5A).

Altogether, these experiments reveal the important contribution of TRIP12 in mitotic entry as
a deregulated expression of TRIP12 significantly impedes the proper setting of mitotic entry-regulatory
mechanisms.
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Figure 3: Over-expression of TRIP12 affects cell division by delaying mitotic entry. A- GFP-positive HelaS3 cells were imaged
every hour for 48h after transient transfection with TRIP12(1-1992)-GFP, TRIP12(1-1992-C1959A)-GFP, TRIP12(1-445)-GFP and CAT-GFP
constructs. Thirty GFP-positive cells obtained from three different experiments were analyzed. Each white horizontal bar represents time
spent in interphase of one cell. Each vertical bar between white bars indicates cell division. Bars in black correspond to time spent after cell
death.
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Figure 3: Over-expression of TRIP12 affects cell division by delaying mitotic entry. B- The graph represents the percentage + SEM

of GFP-cells that overcome at least two cell divisions or die over a 48h-period. * and *** indicate a p value < 0.05 and < 0.001, respectively.
C- The graph represents the average duration + SEM in interphase between two mitoses (white bars) and between mitosis and cell death
(grey bars) in the different GFP positive cells. D- Percentage of pHH3-Ser10 positive in HelaS3 cells transfected with TRIP12(1-1992)-GFP or
control CAT-GFP constructs and arrested by Ro-3306 treatment was assessed by flow cytometry after release in inhibitor free medium every
30 min for 2h. The graph represents the mean + SEM of three different experiments. * indicates a p value <0.05. E- Proportion of cells in Gz,
prophase, early prometaphase, late prometaphase and metaphase in HelaS3 cells previously transfected with TRIP12(1-1992)-GFP or control
CAT-GFP constructs was determined by immunofluorescence using anti-GFP (top panel) and anti-pHH3-Ser10 (middle panel) antibodies.
Forty-eight hours after transfection, cells were arrested in G, phase by a Ro-3306 treatment and released in inhibitor free medium for 30
min. GFP-positive cells that were negative for pHH3-Ser10 staining were considered in G2 phase. DNA was counterstained with DAPI. The
graph represents the percentage of cells in the different phases expressed as mean + SEM obtained from a minimum of 300 cells of three
different experiments. ** indicates a p value < 0.01.
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Figure 4: TRIP12 depletion accelerates mitotic entry. A- Expression of Trip12 mRNA was determined by RT-gPCR in HelaS3 cells
transduced with 3 shRNAs directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12) or scramble control shRNA (ShScr). f-Actin, Gapdh and Cyclophilin A
mRNA level was used for normalization. Results are the mean + SEM obtained from three different experiments and expressed as percentage
of expression compared to ShScr control cells. ** indicates a p value < 0.01. B- Expression of TRIP12 protein in HelaS3 ShTRIP12 and ShScr
cells was determined by Western blot analysis. GAPDH protein level was used as loading control. Images were obtained from the same
experiment and representative of three different experiments. C- Percentage of cells in metaphase in TRIP12-depleted (ShTRIP12#1, #2 and
#3) and control (ShScr) HelaS3 cells arrested by a Ro-3306 treatment and released in the cell cycle by medium replacement (t=0) was
determined by cell live microscopy. The graph represents the percentage of cells in metaphase phenotype expressed as mean + SEM relatively
to total number of cells. A cell was considered in metaphase phenotype when the equatorial plate was microscopically visualized. A
representative cell in metaphase phenotype is indicated by the white arrow. The quantification was performed from 9 different fields from
three different experiments representing an average of 650 analyzed cells. ¥ and ** indicates a p value < 0.05 and 0.01, respectively. D-
Proportion of cells in prophase, early prometaphase, late prometaphase and metaphase in TRIP12-depleted (ShTRIP12#1) and control (ShScr)
HelaS3 cells arrested by a Ro-3306 treatment and released in the cell cycle by medium replacement was determined by immunofluorescence
using anti-pHH3-Ser10 antibody after 30 min. DNA was counterstained with DAPI. The graph represents the percentage of cells in the
different steps of early mitosis expressed as mean + SEM obtained from a minimum of 300 cells of three different experiments. * and **
indicate a p value < 0.05 and 0.01, respectively. E- Percentage of pHH3-Ser10 positive cells in TRIP12-depleted (ShTRIP12) and control (ShScr)
HelaS3 cells arrested in Gz phase by a Ro-3306 treatment and released in the cell cycle by medium replacement was determined by flow
cytometry at the indicated time. Three different ShTRIP12 (#1, #2 and #3) were used for these experiments. The results represent the mean
+ SEM obtained from four different experiments. *, ** and *** indicate a p value < 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.
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4- Shortened duration of DNA replication explains the accelerated mitotic entry of TRIP12-depleted
cells.

We decided to determine the causes of the accelerated mitotic entry of TRIP12-depleted cells.
Mitotic entry is governed by a succession of events that leads to the condensation and the segregation
of chromosomes into daughter cells. Among them, the Tyrl5-dephosphorylation of CDK1 and the
kinase WEE1-cytosolic translocation are essential (Enders, 2010; Lindqvist et al., 2007). In Ro-3306
cells, we simultaneously found a decreased level of phosphorylation on CDK1-Tyr15 in the nuclear
fraction of TRIP12-depleted cells and a WEE1 translocation from the nuclear to the cytosolic fraction
(Fig. 5A and Fig. S5B) which provokes the accelerated entry in prophase when Ro-3306 is removed
(Fig. S5C). It is reported that the cytosolic translocation of WEE1 is mediated by CYCLIN A nuclear
import which begins early during S phase to allow DNA replication via the activation of the kinase CDK2
(Coverley et al., 2002; Li et al., 2010). We measured an increase in CYCLIN A expression in the nuclear
fraction that is associated to a decreased expression in cytosolic fraction of these cells (Fig. 5B and Fig.
S5D). This corroborates with a significant increased proportion of cells with CYCLIN A nuclear staining
in TRIP12-depleted cells (Fig. 5C). The important role of CYCLIN A in DNA replication led us to
investigate the status of DNA replication in CYCLIN A nuclear-positive cells. Our analyses revealed a
higher percentage of TRIP12-depleted cells with achieved DNA replication (Gz cells) in (Fig. 5C). These
G; cells correspond to the cells that enter into mitosis immediately after Ro-3306 release (Fig. 4C or
4E). More importantly, these results strongly suggest that a TRIP12 depletion accelerates DNA
replication. We verified this hypothesis by measuring that the duration of S phase is significantly
shorter in TRIP12 depleted-cells as compared to controls (Fig. 5D). Euchromatin regions are replicated
early during S phase when heterochromatin regions are replicated in late S phase. Interestingly, we
measured in EDU-positive asynchronous cells a higher proportion of cells in late S in TRIP12-depleted
cells demonstrating that the depletion of TRIP12 specifically accelerates the DNA replication of
euchromatin regions. This result is in accordance with the fact that TRIP12 preferentially colocalizes
with euchromatin regions (Fig. 1H).
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Figure 5: Shortened duration of DNA replication explains the accelerated mitotic entry of TRIP12-depleted cells. A- TRIP12,
WEE1, CDC25C and CDK1 protein and P-Try15-CDK1 phosphorylation levels in nuclear and cytosolic fractions of TRIP12-depleted and
control HelaS3 cells after a Ro-3306 treatment were determined by Western blot analysis. 4EBP1 and panH3 protein levels were used as
loading and purity controls. Images were obtained from the same experiment and representative of three different experiments. The
asterisk and the arrow indicate the position of phosphorylated and non-phosphorylated forms of CDK1, respectively. B- CYCLIN A level in
nuclear and cytosolic fractions of TRIP12-depleted and control HelaS3 cells after Ro-3306 treatment was determined by Western blot
analysis. 4EBP1 and panH3 protein levels were used as loading and purity controls. Images were obtained from the same experiment and
representative of three different experiments.
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Figure 5: Shortened duration of DNA replication explains the accelerated mitotic entry of TRIP12-depleted cells. C- CYCLIN
A nuclear presence in TRIP12-depleted and control cells after RO-3306 treatment was determined by immunofluorescence. The image
illustrates representative cells with nuclear CYCLIN A (white arrows) or not. The graph represents the percentage of cells expressed as mean
+ SEM obtained from three different experiments. * and ** indicate a p value < 0.05 and 0.01, respectively. Percentage of cells in Gz phase
(white bars), late S (light grey bars) and early S (dark grey bars) was determined by immunofluorescence using criteria defined in Fig 11. The
bars represent the mean obtained from three different experiments. D- Percentage of EDU positive cells in TRIP12-depleted (ShTRIP12) and
control (ShScr) HelaS3 cells arrested in early S phase by a double thymidine block treatment and released in the cell cycle was determined
by EDU incorporation at the indicated time. The graph represents the mean + SEM obtained from a minimum of 2500 cells for each indicated
time of three different experiments. *, ** and *** indicate a p value <0.05, 0.01 and 0.001, respectively. E- Percentage of early S and late S
cells in EDU-positive TRIP12-depleted (ShTRIP12) and control (ShScr) HelaS3 cells was determined by immunofluorescence using criteria
defined in Fig 1I. The graph represents the mean + SEM obtained from a minimum of 500 EDU-positive cells of three different experiments.
* and ** indicate a p value < 0.05 and 0.01, respectively.
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5- TRIP12 depletion prolongs the SAC activation, leads to chromosome segregation defects and cell
growth inhibition.

In addition to accelerate DNA replication, we observed that a TRIP12 depletion can lead to
other cellular alterations such as a prolonged activation of the SAC. We observed that in control cells,
the percentage of pHH3-Ser10 positive cells reaches a maximum at=60 min before the physiological
loss of pHH3-Ser10 at the metaphase-to-anaphase transition (Fig. 4E). In contrast, this percentage
persists at a maximal level for 60 min (t=30 min to t=90 min) in TRIP12-depleted cells suggesting an
inhibition of the metaphase/anaphase transition. This inhibition could be due to a prolonged activation
of the SAC or a default of the APC/C complex. The use of reversine, a SAC inhibitor, proved a prolonged
activation of the SAC in absence of TRIP12 (Fig. S5E). We confirmed the extended duration of
prometaphase-metaphase by measuring a significantly increased duration of prometaphase (from
invagination of the nuclear membrane) to metaphase in TRIP12-depleted cells (90.1 min) compared to
control cells (53.5 min) (Fig. 6A and 6B). Additionally, we observed that TRIP12-depleted cells largely
fail to transit from metaphase to anaphase (32.3% vs 3.7%). Among them, 36 % exit mitosis by mitotic
slippage and 64% die (Fig. 6C). Cell death and mitotic slippage are two processes by which cells
overcome an extended arrest in prometaphase. A long term arrest in prometaphase and cohesion
fatigue can lead to different chromosome segregation abnormalities such as the formation of
chromosome laggings, anaphase bridges and alterations that are visible in interphasic cells such as
micronuclei or giant nuclei (consequence of mitotic slippage). Among cells that achieve the metaphase-
to-anaphase transition, our analysis revealed a higher percentage of chromosome lagging, anaphase
bridges, micronuclei and giant nuclei in ShTRIP12 cells (Fig. 6D-E and Fig. S5F). These results indicate
that TRIP12 also ensures the maintenance of chromosome integrity and therefore the stability of the
genome.

The consequences of TRIP12 depletion on S phase duration, mitotic entry and progression led
us to investigate the effects on cellular growth. Interestingly, depletion of TRIP12 provokes a significant
diminution of cell growth (30.3% after 72h) in vitro (Fig. 6F) also visible by colony formation assay (Fig.
6G) and in vivo in SCID mouse model after sub-cutaneous injections (Fig. 6H). This reduced cell growth
was associated to an accumulation of cells in G,/M phase (Fig. 6l) that could be explained by the
combination of the increased duration of prometaphase-metaphase (Fig. 6B) and the higher
percentage of cells that exit mitosis by mitotic slippage with 4n DNA content (Fig. 6C). Moreover, this
reduced growth is accompanied by an increased proportion of sub-G; cells (Fig. 61) which could
correspond to the TRIP12-depleted cells that die at the metaphase-to-anaphase transition (Fig. 6C).
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Figure 6: TRIP12 depletion prolongs the SAC activation, leads to chromosome segregation defects and cell growth
inhibition. A- Representative images of the different fate of TRIP12-depleted cells during 140 min. TRIP12-depleted (ShTRIP12#1) and
control (ShScr) H2B-dsRed HelaS3 were arrested by a Ro-3306 treatment. Cells were released in the cell cycle and followed by live
microscopy for 6h. The black bar represents the duration of prometaphase-metaphase. B- Duration of prometaphase-metaphase was
measured from the invagination of the nuclear membrane to the separation of sister chromatids in 125 control cells and 244 TRIP12#1-
depleted cells. The horizontal bar represents the mean + SEM from three different experiments. *** represents a p value < 0.001.
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Figure 6: TRIP12 depletion prolongs the SAC activation, leads to chromosome segregation defects and cell growth
inhibition. C- Percentage of cells that fail the transition metaphase-to-anaphase in TRIP12#1-depleted and control H2B-dsRed HelaS3 cells.
The bars represent the mean + SEM obtained from three different experiments. *** represents a p value < 0.001. Percentage of cells that
exit mitosis via mitotic slippage (white bars) and cell death (grey bars). The bars represent the mean obtained from three different
experiments. D- Chromosome laggings and anaphase bridges in TRIP12-depleted and control H2B-dsRed HelaS3 cells arrested by Ro-3306
treatment and released in the cell cycle were quantified by live cell microscopy. The images are representative of a chromosome lagging and
an anaphase bridge observed in TRIP12-depleted H2B-dsRed HelaS3 cells. The graph represents the percentage of cells with chromosome
segregation defects expressed as a mean + SEM and obtained from 344 TRIP12-depleted and 251 control cells of three different experiments.
* and *** indicate a p value < 0.05 and 0.001, respectively. E- Micronucleus and giant nuclei in asynchronous TRIP12-depleted or control
HelaS3 cells were quantified by immunofluorescence after DAPI staining. The graph represents the percentage of cells expressed as a mean
+ SEM and obtained from a minimum of 10° cells of three different experiments. * indicates a p value < 0.05. F- Cell growth of TRIP12-depleted
and control cells was measured by cell counting. Cells were seeded at 5.10* cells/well of 6-wells plate and counted the day after (t=0) and
every 24h the three following days. Results are expressed as fold change + SEM relatively to t=0. Results were obtained from 7 different
experiments. ** and *** indicate a p value < 0.01 and 0.001, respectively. G- Colony formation assay of HelaS3 cells transduced or not (NT)
with ShScr and ShTRIP12 expressing lentiviral particles. Forty-eight hours after transduction, cells were seeded in a 10 cm-plate and selected
with puromycin for 11 days. Colonies were fixed and counterstained with crystal violet. The images are representative of at least three
different experiments. H- In vivo tumor progression of TRIP12-depleted and control HelaS3 cells. Cells (10° cells) were sub-cutaneously
injected into Scid mice (n=5). After 5 weeks, mice were sacrificed and tumor volume was determined. Results are expressed in mm?3 + SEM.
* indicates a p value < 0.05.1- Distribution of TRIP12-depleted and control cells in the cell cycle was determined by flow cytometry after
propidium iodide incorporation. The percentage of cells in the different phases of the cell cycle is expressed as a mean + SEM and was
obtained from at least 7 different experiments. * indicates a p value < 0.05.
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DISCUSSION.

The E3 ubiquitin ligase TRIP12 was linked to the control of cell cycle regulators (i.e.: p14/ARF,
p16/CDKN2A) (Kajiro et al., 2011). In this study, we provide evidence that TRIP12 expression varies
during the cell cycle and correlates with its nuclear localization. More importantly, we identify a
functional N-terminal domain that confers to TRIP12 the capacity to strongly associate with
euchromatin. We demonstrate the role of TRIP12 in mitotic entry by affecting the duration of S phase.
Moreover, we reveal the implication of TRIP12 in the control of SAC activation, proper chromosome
segregation and in cell proliferation.

In line with the function in mitotic entry, TRIP12 over-expression and depletion alter initiation
of mitosis. Therefore, fine tuning of TRIP12 expression and/or activity is essential for the control of this
phase. Similar observations are reported for other important mitotic proteins such as CYCLIN A.
Indeed, CYCLIN A over-expression delays chromosome alignment and sister chromatid segregation
(den Elzen and Pines, 2001). The knock down of CYCLIN A by siRNA strategy delays the entry into
mitosis by postponing cells in G, phase (De Boer et al., 2008). Although the mechanisms that govern
its expression during the cell cycle need to be further studied, our findings indicate that de novo Trip12
MRNA expression is not involved. These observations corroborate the Whitfield et al. study, which
provides an exhausting list of HelaS3 mRNAs that fluctuate during cell cycle (Whitfield et al., 2002).
Trip12 mRNA is not present in this list. It is plausible that induction of TRIP12 protein expression in S
phase could be mediated by an IRES (Internal Ribosome Entry site) dependent-translational regulation
as demonstrated for Aurora A kinase mRNA (Dobson et al., 2013). Comparative proteomics approaches
during cell cycle identified TRIP12 as a newly synthetized protein in S phase which is in favor of a
translational regulation of TRIP12 mRNA during cell cycle (Chen et al., 2016). Moreover, the
disappearance of TRIP12 from the nucleus in G; phase-cells could imply its degradation by the
proteasome mediated by APC/C-dependent ubiquitination as TRIP12 possesses putative KEN box (aa
1496-1570/UniProt source) and Destruction boxes (aa 859-867 and aa 1546-1554/ELM resource). This
degradation mechanism may explain the decrease of TRIP12 expression. However, other actors that
ensure TRIP12 stability remain to be identified. Similar to UHRF1, TRIP12 is stabilized by USP7 (Cai et
al., 2015). During mitosis, CDK1 initiates UHRF1 degradation by phosphorylating the USP7-interacting
domain (Ma et al., 2012). The same mechanism could exist for TRIP12 degradation since a recent
guantitative phospho-proteome approach identified serine 424 residue of TRIP12 as a CDK1
phosphorylation target (Petrone et al., 2016). Moreover, our preliminary results are in favor of a role
of USP7 in the cell cycle regulation of TRIP12. Therefore, the variation of TRIP12 expression during cell
cycle likely involves different layers of regulation including translation efficiency and protein
stabilization.

Another question that will need to be addressed is whether TRIP12 exerts its function in mitotic entry
through its catalytic activity or by protein-protein interaction. Our observations favor a catalytically-
independent function (Fig 3A-C and Fig. S4). However, these experiments were performed in an
over-expression context of catalytic mutant. In this context, we show that an over-expression of
several different TRIP12 domains (except the N-terminal domain) leads to an inhibition of cell

division (Fig. S4). In these conditions, we cannot completely be certain that TRIP12 function in mitotic
entry is independent of its catalytic activity. Moreover, TRIP12-GFP transfection leads to uncontrolled
TRIP12 expression throughout all cell cycle phases whereas endogenous TRIP12 is tightly regulated
during cell
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cycle. Formulation of a specific inhibitor of TRIP12 enzymatic activity would be required to
definitely address this question.

We further demonstrate that TRIP12 interacts with chromatin via an IDR. IDRs are found in a
multitude of proteins and participate in protein-, DNA-, or RNA-protein interactions (Dyson and Wright,
2005; Peng and Kurgan, 2015). DNA binding proteins are significantly enriched in disordered domains
in Eukaryotes (Wang et al., 2016). Many IDRs are functional, adopting a well-defined conformation
upon interaction with target molecules. IDRs constitute important regulatory regions such as the N-
terminus of histones as they are subject to numerous post-translational modifications (Hansen et al.,
2006) and TP53 protein (Krois et al., 2016). To our knowledge, TRIP12 is the first demonstrated E3
ubiquitin ligase interacting with chromatin through an IDR domain. The staining on full-length
chromosomes demonstrates that TRIP12 interacts through its IDR with the entire genome suggesting
a widespread role of TRIP12 on genome organization and potentially on global gene expression.

We showed that TRIP12 depletion accelerates mitotic entry by shortening the DNA replication
phase. DNA replication is a highly ordered process that ensures cells replicate their genome. It requires
the sequential assembly of protein complexes such as the pre-replication complex, the pre-initiation
complex and the replisome. TRIP12 could participate in the regulation of DNA replication by interacting
or controlling the expression of replication complex components. Interestingly, TRIP12 was found in
the RPA interactome (Maréchal et al., 2014). Our personal comparative proteomic analysis (SWATH-
MS) identified an increased expression of the cyclin dependent kinase CDK6 in TRIP12 depleted cells
(Fig. S6). It is known that CDK6 activity is a critical determinant of pre-RC assembly (Braden et al., 2008).
Therefore, TRIP12 could control DNA replication initiation by regulating CDK6 level. The progression
through the different phases of DNA replication can also be controlled by chromatin structures
(Demeret et al., 2001). Our data showed that TRIP12 IDR has the capacity to modify the chromatin
structure (Fig. S3H). It is also reported that TRIP12 associates with chromatin remodeling complex
components (Cao et al.,, 2014; Keppler and Archer, 2010; Oliviero et al., 2016). By modifying the
structure of chromatin, TRIP12 could regulate S phase progression. In summary, it is likely that TRIP12
controls the duration of DNA replication by multiple complex mechanisms. Their complete discovery
will require further investigations.

Our results strongly suggest that in addition to its role for the entry into mitosis, TRIP12 exerts
other functions during the progression of mitosis. The interaction of TRIP12 on chromosomes could
participate in regulating the kinetics of chromosome condensation or act as a competitor to other
chromatin-interacting proteins. The identification of TRIP12 as a potential substrate of CDK1 could also
support its role in chromosome condensation. Indeed, it is known that CDK1 substrates, such as CAP-
D3 (Chromosome associated protein-D3), are implicated in this process (Abe et al., 2011; Petrone et
al., 2016). Moreover, histone ubiquitination varies during cell cycle progression. Both histones H2A
and H2B are ubiquitinated in S and G; phases, deubiquitinated in prophase and then reubiquinated in
anaphase (Wu et al., 1981). Also, promoter of certain active genes remains ubiquitinated during the
entire mitosis to facilitate their transcriptional reactivation in post-mitosis (Arora et al., 2012).
Although the ubiquitin ligase RNF20 is associated to genome ubiquitination, potentially TRIP12 also
participates in this epigenetic modification of histones during mitosis.

Finally, our findings show that TRIP12 is localized and sequestered in the nucleus for a short duration.
This strict temporal control may act to limit the period during which TRIP12 can exert its
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nuclear functions, precisely from S to early Gi. This is of particular importance for the TRIP12
inhibitory function on the DDR by promoting RNF168 degradation (Gudjonsson et al., 2012). DDR is
repressed during mitosis (Giunta et al., 2010) and reactivated in G; phase to repair DNA damages that
pass the Go/M checkpoint or created during mitosis. Given its inhibitory role on DDR and nuclear
localization during the cell cycle, TRIP12 could participate in mechanisms of DDR inhibition during
mitosis by interacting with chromatin and therefore by preventing chromatin accessibility to RNF168.
In contrast, TRIP12 disappearance of the nucleus is G; phase could be part of DDR reactivation in the
cell cycle.

In summary, we provide in this study important findings on TRIP12 regulation and its implication in
cell cycle progression. More importantly, we reveal for the first time its ability to interact with
specific regions of the genome which can prefigure a critical role in the organization and the
expression of the genome.
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MATERIALS AND METHODS.
Cell culture and treatment.

HelaS3 cells, HEK-293FT, HelaS3 H2B-dsRed were grown in DMEM 4.5g/L glucose medium
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), L-glutamine and antibiotics (Life Technologies) at 37°C
in humid atmosphere with 5% CO,. HelaS3 and HEK-293FT were obtained from the American Type
Culture Collection. The HelaS3 H2B-dsRed cell line was generated in the laboratory (see below). For
serum starvation, HelaS3 cells were seeded at 80% of confluency and cultured in DMEM 4.5g/L glucose
medium supplemented with 0.5% FCS for 72h. For double thymidine block, HelaS3 cells were grown in
the presence of 2 mM thymidine (Sigma-Aldrich) for 18h, then in fresh medium for 8h and further
grown with thymidine for another 18h. Treatments are as follows: HelaS3 cells were cultured in the
presence of 2 mM thymidine for 18h, then in fresh medium for 5h and treated with 100 ng/mL
nocodazole (Sigma-Aldrich) for 5h. HelaS3 cells were treated with 9 uM Ro-3306 (Tocris Bioscience)
for 20h; or, cells were treated with 500 nM reversine (Sigma-Aldrich) for 2h. HeLaS3 cells were treated
with 10 uM EDU for 15 min. The EDU incorporation was visualized using the Click-1t™ EdU Alexa Fluor™
647 Imaging kit (Life Technologies). The human pancreatic hPNE hTERT cell line was obtained from Dr
M. Ouellette (University of Nebraska Medical Center, NE) and grown in DMEM 75% (Life
Technologies)/M3 25% (InCell Biotech) medium supplemented with 10% FCS, L-glutamine and
antibiotics (Life Technologies), 15 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich) and 750 mg/ml puromycin. The human
pancreatic cancer cell lines BxPC-3 and Capan-2 were obtained from the American Type Culture
Collection and grown in RPMI medium supplemented with 10% FCS, L-glutamine and antibiotics (Life
Technologies) at 37°C in humid atmosphere with 5% CO..

Plasmids and transfection.

The following lentivirus shRNA lentiviral plasmids were purchased from Sigma-Aldrich: pLKO1-TRC1
non mammalian shRNA control SHC002-target sequence CAACAAGATGAAGAGCACCAA, ShTRIP12#1
pLKO1-TRC1 TRCN0000022374-target sequence CCTGAGTCAAGGAAACATGTT, ShTRIP12#2 pLKO1-
TRC1 TRCN0000022375-target sequence CCGGAGTTTGAATCCACCTTT and ShTRIP12#3 pLKO1-TRC1
TRCN0000273210-target sequence CCACTACTCAGTCACCTAAAT. HelaS3 cells stably over-expressing
histone H2B-dsRed fusion protein were generated after transient transfection of pcDNA3/H2B-dsRed
plasmid (kind gift from V. Lobjois, Advanced Technology Institute in Life Sciences of Toulouse, France)
and selection with hygromycin (800 pg/mL). pENTA0045 plasmid containing TRIP12 cDNA (KIAA0045)
was obtained from the Kasuka DNA Research Institute (Japan) (Nakajima et al., 2005). TRIP12-GFP
expressing vector was obtained by transferring TRIP12 cDNA into pCDNA™6.2/C-EmGFP-DEST vector
(Life Technologies). TRIP12-GFP deletion constructs were generated by PCR amplification (Primers
are listed in Supplemental Materials and Methods Table 1) followed by insertion into pDONR-201 or
pDONR-221 (Life Technologies) using Gateway strategy. The different fragments were subsequently
inserted in frame into pCDNA™6.2/C-EmGFP-DEST vector (Life Technologies) using the same
strategy. Catalytically inactive TRIP12-GFP C1959A mutant was generated using Quik Change XL Site-
Directed mutagenesis kit (Stratagene) and primers listed in Supplemental Materials and Methods
Table 1. All plasmid sequences were verified by automatic sequencing. Chloramphenicol Acetyl
Transferase (CAT)-GFP expressing vector pcDNA™6.2/C-EmGFP/GW/CAT was purchased from Life
Technologies and used as control. Histone H2B (H2B)-GFP expressing plasmid was a gift from D Lleres
Genetics of Montpellier, France). pSG5-HAx2-FLAG-TRIP12 plasmid was generated by PCR

94| Page



amplification (Primers are listed in Supplemental Materials and Methods Table 1) followed by insertion
into the Kpn |1 and EcoR V sites of pcDNA3 plasmid containing two HA tags, a TEV protease cleavage site
and a FLAG motif upstream of the Kpn | site. TRIP12 cDNA fragment (1-325) and (446-1000) cloned in
pDONR-201 were transferred in pET-60-DEST plasmid (Novagen) by Gateway strategy to generate GST-
IDR(1-325) and GST-ARM-WWE(446-1000) plasmids. The different plasmids were transiently
transfected in HelaS3 cells using JetPEI™ reagent (PolyPlus-Transfection) following manufacturer’s
recommendations with a N/P ratio of 5 or 10.

Lentiviral vector production and cell transduction.

All replication defective, self-inactivating lentiviral vectors were generated in a BSL-3 facility
(Vectorology platform, INSERM U1037, Toulouse, France) as previously described by Torrisani et al.
(Torrisani et al., 2009). Briefly, transient transfection of HEK-293FT cells with packaging and lentiviral
vector plasmids were performed using LENTI-Smart INT kit (InvivoGen) following manufacturer’s
recommendations. All batches were verified replicative virus-free. Lentiviral vector concentrations
were quantified by p24 ELISA (Innotest, Ingen, Paris). Cells were seeded at a density of 10* cells per
wellin a 48 well-dish. After 24h, cells were incubated with 150 ng of p24-equivalent of lentiviral vectors
in the presence of protamine sulfate (4 ug/mL) for 12h. Transduced cells were selected for 3 weeks
using puromycin (5 pg/mL-InvivoGen).

Subcellular fractionation and Western blot analysis.

Cell pellets were incubated in 100 uM Tris-HCI (pH 7.5), 1,5 mM MgCl,, 5 mM KCl, 5 mM DTT, 0,5% NP-
40°, 0,5 mM PMSF and 10 pL/mL protease inhibitor (Sigma-Aldrich). After 10 min-incubation on ice,
samples were centrifuged (15 min at 2 000 rpm, 4°C). Supernatants containing cytosolic proteins were
kept. After two washes, pellets were resuspended in RIPA (Radio-ImmunoPrecipitation Assay) buffer
(Biotech) and centrifuged (20 min at 12 000rpm, 4°C), supernatants containing nuclear proteins were
kept. The residual pellets were solubilized in RIPA buffer supplemented with 25 U micrococcal nuclease
(Takara) and 1 mM DTT. After 20 min-incubation at 37°C, the reaction was stopped using EDTA solution
(44 mM final concentration). After sonication (2 cycles of 6 s, amplitude 40% with Vibra-Cell™
sonicator), samples were centrifuged (15 min at 12 000 rpm, 4°C). Supernatants containing chromatin
fraction were kept. For total protein, cell pellets were incubated in RIPA buffer supplemented with 10
puL/mL protease inhibitor (Sigma-Aldrich). After 15 min on ice, samples are centrifuged (15 min-12
000rpm, 4°C). Protein fractions were denaturated in Laemmli buffer after heating at 95°C for 5 min.
Proteins were separated by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
and transferred onto nitrocellulose membrane (Bio-Rad) using TransBlot Turbo (Bio-Rad) apparatus.
After membrane saturation and primary/secondary antibody incubation, protein expression was
detected using Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) and Chemi-Doc™ XRS* (Bio-Rad) apparatus.
Signal intensities were quantified using Image Lab (Bio-Rad) software. Antibodies and dilution used for
these experiments are listed in Supplemental Materials and Methods Table 2.

Flow cytometry.

For cell cycle analyses, cells were fixed in 70% ethanol during the exponential growth phase for
asynchronous HelaS3 cells or after treatment for enriched HelaS3 cell populations. Fixed cells were
treated with RNAse A (10 pg/mL) and propidium iodide (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich) for 15 min at
at 37°C. TRIP12(1-1992)-GFP and H2B-GFP transfected cells were fixed with ethanol 70% and
incubated with a
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pHH3-Ser10 antibody followed by Alexa Fluor® 555 anti-mouse secondary antibody. Data were
acquired using the MACS Quant® VYB cytometer (Miltenyi Biotech) and analyzed with MACS Quant
and ModFit software. Antibodies and dilution used for these experiments are listed in Supplemental
Materials and Methods Table 2.

Cell proliferation.

TRIP12-depleted and control HelaS3 cells were seeded in triplicate at a concentration of 5.10%/well of
6 well-plate. After 24h (t=0), cells were counted using a Z1 Coulter® Particle Counter (Beckman
Coulter™). Cells were subsequently counted after 24h, 48h and 72h.

In vivo experiments.

Experimental procedures performed on mice were approved by the ethical committee of INSERM
CREFRE animal facility and authorized by the French Ministry of Research: APAFIS#3600-
2015121608386111v3. TRIP12-depleted and control HelaS3 cells (1.10° cells) were subcutaneously
injected into SCID mice (n=5). After 5 weeks, mice were euthanized and tumor volume was
determined.

RNA extraction and RT-qPCR.

Total RNA was isolated from HelaS3 cell lines with TRIzol® Reagent (Life Technologies) according to
supplier’s instructions. One to five pug of total RNA were reverse transcribed into cDNA using RevertAid
H minus Reverse Transcriptase kit (Thermo-Scientific) according to manufacturer’s recommendations.
Duplicate RT-qPCR assays were carried out in a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) with SsoFast™ EvaGreen® supermix (Bio-Rad) and specific primers (see primers listed in
Supplemental Materials and Methods 2). Relative quantity of mMRNA was calculated by the comparative
threshold cycle (CT) method as 27T, where ACT = CT Trip12 mRNA — CT Reference mRNA. Three mRNAs
of reference (f-Actin, Gapdh and cyclophilin A) were used for normalization. Primers are listed in
Supplemental Materials and Methods Table 1.

Chromosome spreading.

Cells were treated with 9 uM Ro-3306 for 20h, washed with PBS and released in fresh medium for 45
min at 37°C, or in medium supplemented with 100 uM nocodazole for 4h. Mitotic cells were collected
by brief treatment with trypsin, rinsed with PBS and swollen in hypotonic medium (10 mM KCl, 15%
FCS) at 37°C for 20 min. Cell preparations were fixed with a freshly made 75% ethanol, 25 % glacial
acetic acid solution overnight at 4°C, dropped on glass slides and air-dried. Slides were stained with
DAPI or processed for immunofluorescence (see below).

Naked DNA interaction.

GST-IDR(1-325) and GST-WWE-ARM(446-1000) recombinant proteins were purified from BL21
bacteria and quantified. Increasing volumes of purified proteins were incubated with 100 ng of
PENTR1A-GFP plasmid (made in laboratory) in Tris-HCI (pH 7.6) 10 mM-EDTA 1 mM buffer for 20 min
at room temperature. Reactions were migrated on agarose gel 0.7% and visualized with ethidium
bromide.

Immunofluorescence.
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Cells were grown on cover slips then subsequently fixed and permeabilized using with IntraStain™
reagent (DAKO) or methanol/0.1% Triton™ X-100. Cover slips were saturated using Protein block™
reagent (DAKO) for 30 min and then incubated with primary antibodies overnight at 4°C. After several
washes, cells were incubated with appropriate secondary Alexa Fluor®-488 anti-mouse, Alexa Fluor®-
555 anti-mouse or Alexa Fluor®-555 anti-rabbit antibodies for 2h at room temperature. Nuclei were
counterstained with 1 uM DAPI for 5 min at room temperature. Cover slips were mounted on glass
slides using Fluorescent Mounting Reagent/Medium (DAKO). Fluorescence was visualized using LSM
780 or 880 confocal microscope (Zeiss) with a 63x NA 1.4 oil-immersion objective and analyzed using
Zen software (Zeiss). Antibodies and dilution used for these experiments are listed in Supplemental
Materials and Methods Table 2.

Bioinformatic prediction of intrinsically disordered regions.

Detection of intrinsically disordered region in TRIP12 protein sequence (NP_004229.1) was determined
using the prediction software I|UPred (iupred.enzim.hu)(Dosztdnyi et al., 2005), GlobPlot
(http://globplot.embl.de/)(Linding et al., 2003a) and DisEMBL (dis.embl.de)(Linding et al., 2003b).

Live cell microscopy.

H2B-dsRed HelaS3 cells were treated with Ro-3306 and released in the cell cycle. Fluorescent images
were acquired (Objective 20x) every minute for 6h using a Zeiss motorized inverted Observer Z1
microscope, containing LED module Colibri. Filter combinations: GFP (38 HE) DsRed (43 HE) and DAPI
(49) with the AxioCam MRm camera system. Time-lapse imaging of living cells was performed using
Pecon-Zeiss incubation system for temperature (37°C) and CO; (5%) controlled environment. Images
were subsequently analyzed using ZEN SP2 software (Blue edition Zeiss). Transfected Ro-3306-treated
HelaS3 cells released in the cell cycle were imaged every half-hour or hour using IncuCyte Zoom Kinetic
Imaging System with a 10x objective.

SWATH-MS comparative proteomic analysis.

Analysis of proteins was performed using a microLC system Ultimate 3000 (Dionex, Villebon sur
Yvette, France) coupled to a Triple-TOF 5600+ (AB Sciex, Les Ullis, France) in the positive ion mode.
Samples were first dissolved in 16 _L of buffer (5% ACN, 0.05% trifluoroacetic acid) and spiked with
iRT calibration mix (Biognosys, Schlieren, France). The totality of the samples was then injected on a
YMC-Pack Pro C18 column (3.0 mm _ 150 mm; 3 _m particle size) at a flow rate of 5_L.min™. The run
length was over 90 min with a gradient from 7% to 45% buffer B (buffer A: 0.1% formic acid, buffer B:
90% ACN, and 0.1% formic acid) in 70 min. The MS data were acquired with a SWATH mode. The
source parameters were set as follows: IS at 5500V, Cur gas at 25, GS1 at 5. The acquisition
parameters were as follows: one 50 msec accumulation time MS scan followed by 50 variable SWATH
windows each at 40 msec accumulation time for m/z 400-1250. Identification was determined using
an in-house SWATH library created HelaS3 cells with MaxQuant software, Les Ulis, France) (FDR 1%).
A mass accuracy of 20ppm on precursor ions was used, and 0.5 Da on the fragments. Cysteine
carbamidomethylation, methionine oxidation, proline hydroxylation and serine, threonine and
tyrosine phosphorylations were taken into account. Data treatment was done with Spectronaut
Software 9.0, Les Ulis, France). Analysis of ShScr and ShTRIP12#1 HelaS3 cells was performed on
three different transductions. For each peptide, a triplicate with a peptide quantity <5 and a standard
error > 60 % of the mean was excluded from the analysis. For each replicate, the sum of the four
most
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abundant peptides was calculated. The mean of ShTRIP12 triplicate was compared to the one of ShScr
triplicate. Protein with a fold change >1.2 and <0.8 compared to ShScr cells were considered.

Statistical analysis.

In vitro data were analyzed by 2-tailed, unpaired Student’s t-test using a multiple statistics Graph Pad
Prism 5 software package and a difference was considered significant when p value was lower than
0.05. Mean values are given + SEM. Number of independent experiments is indicated in the figure
legends. *, ** and *** indicate a p value <0.05, 0.01 and 0.001, respectively.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL AND METHODS.

Table 1: List of primers.

For RT-qPCR.

Trip12 Forward: 5'-TTCAGATTGGTGGACCTTCC-3’; Reverse: 5'-GGCTACAACTGGGTCGATGT-3’

Cyclin B1 Forward: 5'-CAAGCCCAATGGAAACATCTG-3’; Reverse: 5’-TTGCTCTTCCTCAAGTTGTCTC-3’

Gapdh Forward: 5’-CAATGACCCCTTCATTGACC-3’; Reverse: 5'-GTACTCGCTCCTGGAAGATG-3’

B-Actin Forward: 5'-AGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGT-3’; Reverse: 5'-GCAATCAAAGTCCTCGGCC

hACATT-3’

Cyclophilin A Forward: 5'-GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3’; Reverse: 5'-CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT-3’

For deletion constructs.

TRIP12(1-1992)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACC
GGCCTAATAAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAGGAAAGATGGAACGACTG-3’
TRIP12(1-1552)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACC
GGCCTAATAAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAATAAAAAAGCATTTGCCGGGTATCA
AAAGG-3’

TRIP12(1-445)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACC
GGCCTAATAAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATCCTTGTAGTAGCTGCTGGGC-3’
TRIP12(446-1551)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTTGC
AAGCCAGTGATGAAAGT-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAATAAAAAAGCATTTGCC
GGGTATCAAAAGG-3’

TRIP12(1553-1992)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGT
AACTGCATTTGATCGGGAC-3’; Reverse: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAGGAAAGATGGAACG
ACTG-3'

TRIP12(446-1000)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTTGC
AAGCCAGTGATGAAAGT-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATAGAACATCACTTAATCG-3’
TRIP12(1000-1552)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGAAGAGA
AAACGACTGCCAAAA-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAATAAAAAAGCATTTGCCGGGTAT
CAAAAGG-3’

TRIP12(1-325)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACCGG
CCTAATAAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAGCGTGTGCTCCGCCTC-3’
TRIP12(107-445)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCCACATA
GTAAGTCAAAGAAGAGAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATCCTTGTAGTAGCTGCTG
GGC-3’

TRIP12(1-218)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACCGG
CCTAATAAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATGGTGGTACAGTGGAGGAG-3’
TRIP12(107-325)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCCACATA
GTAAGTCAAAGAAGAGAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAGCGTGTGCTCCGCCTC-3’
TRIP12(219-445)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGGTGCC
AGAGTGAAACAAGG-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATCCTTGTAGTAGCTGCTGGGC-3’
TRIP12(1-106)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCAACCGG
CCTAATAAC-3’; Reverse: -5'- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTACTTATTTGTTTCTGAGGGAGATTCAG-3’
TRIP12(107-218)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCCACA
TAGTAAGTCAAAGAAGAGAC-3’; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATGGTGGTACAGTGGA
GGAG-3’

TRIP12(219-325)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGG
TGCCAGAGTGAAACAAGG-3’; Reverse : 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTAGCGTGTGCTCCGCCTC-3’
TRIP12(326-445)-GFP Forward: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCAAAAGA
CCACGGGCTCC; Reverse: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTATCCTTGTAGTAGCTGCTGGGC-3’

For site-directed mutagenesis.

TRIP12(1-1992)-GFP  C1959A Forward: 5’-GCCCTCTGTAATGACTGCTGTGAACTATCTTAAGTTGCCGG-3’; Reverse 5'-
CCGGCAACTTAAGATAGTTCACAGCAGTCATTACAGAGGGC-3’

For psg5 HAxX2-FLAG-TRIP12 construct Forward: 5-ATAGGTACCATGTCCAACCGGCCTAATAACAATCC-3’; Reverse: 5'-
ATAGATATCTTAGGAAAGATGGAACGACTGCTGCCC-3’
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Table 2: List of antibodies and peptides.

Phospho HISTONE H3 (Ser 10)
GAPDH

y-TUBULIN

GFP

4EBP1

SP1

panH3

WEE1

CDC25C

Phospho CDK1 (Tyr15)
CDK1

HA-tag

CDK6

Cell Signaling 9706
Santa Cruz sc-25778
Abcam Ab27074 [Tu30]
Santa Cruz sc-9996
Cell Signaling 9644
Santa Cruz sc-59
Upstate 07-690

Cell Signaling 4936
Santa Cruz 327

Cell Signaling 9111
Cell Signaling 28439
Cell Signaling 3724
Santa Cruz sc-177

Proteins Primary antibodies Dilution (type of assay)
TRIP12 Bethyl laboratories A301-814A | 1/1000 (IF and WB)
TRIP12 Sigma HPA036835 1/1000 (IF)

CYCLIN B1 Millipore MAB3684 1/1000 (IF and WB)
CYCLIN A Santa Cruz sc-751 1/1000 (IF)

CYCLIN A GeneTex GTX634420 1/1000 (WB)

Phospho HISTONE H3 (Ser 10) Sigma H0412 1/500 (WB)

1/1000 (IF and FACS)
1/2000 (WB)
1/500 (IF)
1/200 (IF)
1/5000 (WB)
1/500 (WB)
1/6000 (WB)
1/1000 (WB)
1/1000 (WB)
1/2000 (WB)
1/1000 (WB)
1/500 (IF)
1/1000 (WB)

Secondary antibodies:

Alexa-Fluor®555 anti-rabbit and anti-mouse secondary antibodies (Life Technologies). Dilution

IF:1/1000.

Alexa-Fluor®488 anti-mouse secondary antibody (Life Technologies). Dilution IF: 1/1000 and dilution

FACS: 1/200.
Peptides:

Recombinant protein fragment of human TRIP12 (PrEST Antigen TRIP12 #APrEST79147).
TRIP12 blocking peptide (Bethyl Laboratories #8P301-814).
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A Supplemental Figure 1
TRIP12

HelaS3
TRIP12

hPNE
TRIP12

BxPC-3
TRIP12

Capan-2

TRIP12 (Bethyl) DAPI TRIP12 (Sigma)
+ Blocking peptide + Blocking peptide

G, Early S G,

Percentage of nuclear
TRIP12 positive cells
o 8 & 8 8

Supplemental Figure 1. A- TRIP12 localization in HelaS3, hPNE, BxPC-3 and Capan-2 cells was determined by immunofluorescence with
anti-TRIP12 antibody (Bethyl). Nuclei were counterstained with DAPI. B- Specificity of anti-TRIP12 antibodies was assessed by
immunofluorescence. HelaS3 cells were immuno-stained using anti-TRIP12 Bethyl and Sigma antibodies in presence or not of corresponding
blocking peptide (in 50X excess). Nuclei were counterstained with DAPI. The cytosolic staining with Bethyl antibody corresponds to a non-
specific staining. C- TRIP12 subcellular localization in Gi, early S and Gz-enriched HelaS3 cell populations was determined by
immunofluorescence using TRIP12 antibody (Bethyl). Nuclei were counterstained with DAPI. Results are expressed as percentage of cells +
SEM obtained from a minimum of 400 cells in three independent experiments.
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A B Supplemental Figure 2

TRIR12%(Bethyl)

O

y-TUBULIN

Supplemental Figure 2. A- TRIP12 localization in HelaS3 cells in metaphase transfected with HA-TRIP12 construct was visualized by
immunofluorescence using anti-HA antibody. An anti-g-TUBULIN antibody was used as a spindle marker. Nuclei were counterstained with
DAPI. B- TRIP12 localization on metaphasic chromosomes was visualized by immunofluorescence using anti-TRIP12 antibody (Bethyl) after
chromosome spreading of HelaS3 cells treated with Ro-3306 and released in the cell cycle for 45 min. DNA was counterstained with DAPI.
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B Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 3. A- GFP-fusion protein localization in interphasic HelaS3 cells transfected with TRIP12 (1-1992), (1-445), (446-
1000), (1001-1552) and (1553-1992)-GFP constructs was analyzed by immunofluorescence using an anti-GFP antibody. H2B-GFP and CAT-
GFP constructs were used as controls. Nuclei were counterstained with DAPI. IDR stands for Intrinsically Disordered Region, ARM for b-
Armadillo domain, WWE for tryptophan and glutamate enriched domain and HECT for Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus.
Numbers indicate amino acids (aa) position. B- TRIP12(1-445)-GFP on metaphasic chromosome arms was visualized by
immunofluorescence using anti-TRIP12 antibody (Bethyl) after chromosome spreading of HelaS3 cells transfected with TRIP12(1-445)-GFP
construct treated with Ro-3306 and released in the cell cycle for 45 min. DNA was counterstained with DAPI. The inset represents a
magnification of TRIP12 localization on an individual chromosome. C- TRIP12(1-445)-GFP localization on metaphasic chromosomes was
visualized by immunofluorescence using anti-GFP antibody after chromosome spreading of HelaS3 cells transfected with TRIP12(1-445)-
GFP construct treated with Ro-3306 and released in the cell cycle for 45 min. DNA was counterstained with DAPI. D- GFP-fusion protein
localization in living HelaS3 cells previously transfected with TRIP12(1-1992) and (1-445)-GFP constructs was followed by live cell
microscopy. CAT-GFP was used as control. GFP and phase contrast cells visualization were presented 1h and 2h before and after a
representative cell in metaphase.
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 3. E- TRIP12-GFP construct expression was measured by Western blot 24h after transient transfection in HelaS3
cells. panH3 protein level was used as loading control. Images were obtained from the experiment and representative of three different
experiments. F- GFP-fusion protein localization in living HelaS3 cells previously transfected with a series of TRIP12-GFP constructs as indicated
was followed by live cell microscopy. GFP and phase contrast cells visualization were presented in representative cells in metaphase. + and
—indicate colocalization of GFP-construct with chromatin or not. G- GFP localization in interphasic HelaS3 cells expressing high concentration
of TRIP12(1-445)-GFP construct (white arrow) was visualized by immunofluorescence using an anti-GFP antibody. Nuclei were counterstained
with DAPI. H- GFP and pHH3-Ser10 expression in HelaS3 cell in prophase (top panel) or highly expressing TRIP12(1-445)-GFP construct
(bottom panel) was visualized by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI.
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4. A- lllustrative images of TRIP12(1-1992)-GFP transfected cells that overcome cell division (top panel) or die
(bottom panel) obtained by live cell microscopy. B- GFP-positive HelaS3 cells were imaged every hour for 48h after transient transfection
with TRIP12(1553-1992)-GFP, TRIP12(1553-1992) C1959A-GFP, TRIP12(446-1000)-GFP, TRIP12(1001-1552)-GFP constructs. Thirty GFP-
positive cells obtained from three different experiments were analyzed. Each white horizontal bar represents time spent in interphase of

one cell. Each vertical bar between white bars indicates cell division. Bars in black correspond to time spent after cell death.
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Supplemental Figure 4. C- The graph represents the percentage + SEM of GFP-cells that overcome at least two cell divisions or die over a
48h-period. ** indicates a p value < 0.01. D- The graph represents the average duration + SEM in interphase between two mitoses (white
bars) and between mitosis and cell death (grey bars) in the different GFP positive cells.
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Supplemental Figure 5
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Supplemental Figure 5. A- Percentage of pHH3-Ser10 positive in TRIP12-depleted (ShTRIP12#1) and control (ShScr) HelaS3 cells arrested
by Ro-3306 treatment was assessed by flow cytometry after release in inhibitor free medium every 30 min for 2h. TRIP12-depleted cells were
previously transfected with TRIP12(1-1992)-GFP, TRIP12(1-1992) C1959A-GFP or control TRIP12(1-445)-GFP constructs. The graph represents
the mean + SEM of three different experiments. *, **, *** indicate a p value <0.05, <0.01 and <0.001, respectively. B- Quantification of
TRIP12, CDC25, WEE1, P-Tyr15 CDK1 and CDK1 protein expression in cytosolic and nuclear fractions of TRIP12-depleted and control HelaS3
cells was determined by Western blot analysis. The graphs represent the mean + SEM of three different experiments. * and *** indicate a p
value < 0.05 and 0.001, respectively. C- Percentage of pHH3-Ser10 positive cells in TRIP12-depleted (ShTRIP12#1) and control (ShScr) HelaS3
cells arrested in G2 phase by a Ro-3306 treatment and released in the cell cycle by medium replacement was determined by flow cytometry
at the indicated time. Reversine (500 nM) was added in the medium at time 0. The results represent the mean + SEM obtained from three
different experiments. * indicates a p value < 0.05. D- Quantification of TRIP12 and CYCLIN A protein expression in cytosolic and nuclear
fractions of TRIP12-depleted and control HelaS3 cells was determined by Western blot analysis. The graphs represent the mean + SEM of
three different experiments. * and *** indicate a p value < 0.05 and 0.001, respectively. E- Percentage of cells in prophase in TRIP12-depleted
and control HelaS3 cells arrested by a Ro-3306 treatment and released in the cell cycle was determined by immunofluorescence using anti-
pHH3-Ser10 antibody at the indicated time. The results represent the mean + SEM obtained from at least 104 cells of three different
experiments. * indicates a p value <0.05. F- CYCLIN A localization in HelaS3 cells with micronucleus was visualized by immunofluorescence.
Nuclei were counterstained with DAPI.
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Supplemental Figure 6. A- Quantification of 7 peptides corresponding to CDK6 protein in TRIP12-depleted and control HelaS3 cells was
determined by SWATH-MS analysis (Supplemental Materials and Methods). Each bar represents a biological replicate. B- Raw data
corresponding to CDK6 peptides identified by SWATH-MS. C- CDK6 expression in TRIP12-depleted and control HelaS3 cells was determined
by Western blot analysis. The GAPDH protein level was used as loading control. Images were obtained from the same experiment and
representative of three different experiments. The graph represents the mean expression of CDK6 + SEM. ** indicates a p value <0.01.
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A ce jour, la protéine TRIP2 a principalement été décrite dans la littérature comme I'E3
ubiquitine ligase responsable de la dégradation de facteurs importants dans la réponse aux
dommages a I'ADN, le remodelage de la chromatine et I'activation de la voie de signalisation
p53. L'ensemble de ces processus sont finement régulés au cours du cycle cellulaire.
Néanmoins, la régulation de I'expression et les étapes du cycle cellulaire dans lesquelles

TRIP12 exerce une (des) fonction(s) n’ont jamais été décrites.

Au cours de ma thése jai démontré que TRIP12 est une protéine nucléaire dont
'expression varie au cours du cycle cellulaire. Absente en phase G, son expression
commence en début de phase S pour atteindre une expression maximale en mitose. De plus,
jai identifié un domaine fonctionnel dans la partie N-terminale de TRIP12 qui lui confére une
forte affinité pour 'euchromatine en interphase et les chromosomes en mitose. J'ai aussi
démontré la nécessité de la protéine TRIP12 pour I'entrée en mitose et la durée de la phase
S par des mécanismes moléculaires qui restent a élucider. TRIP12 joue aussi un réle
primordial dans la progression de la mitose puisqu’une inhibition de son expression prolonge
I'activation du point de contréle du fuseau mitotique, provoque une mauvaise ségrégation des

chromosomes et diminue la prolifération cellulaire.

A l'instar des protéines mitotiques, I'expression de TRIP12 débute pendant la phase S,
atteint un maximum en phase G2/M et disparait en phase Gi. Cette régulation est observée
dans plusieurs types cellulaires (travaux de thése de Manon Brunet). Les mécanismes qui
régissent cette régulation ne sont encore que partiellement connus. Toutefois, mes résultats
montrent que I'expression de ’ARNm de Trip12 ne varie pas au cours du cycle cellulaire. Ceci
est en accord avec une étude, qui ne retrouve pas '’ARNm de TRIP12 dans la liste des ARNm
dont I'expression fluctue au cours du cycle cellulaire dans des cellules HeLaS32%*. L'induction
de TRIP12 serait due a une augmentation de la traduction de son ARNm qui débuterait au
cours de la phase S. En effet, des approches de protéomique comparative au cours du cycle
cellulaire ont récemment identifié que TRIP12 est une protéine nouvellement synthétisée
pendant la phase S#°. De plus, TRIP12 disparait du noyau des cellules en phase G1, phase
au cours de laquelle de nombreuses protéines mitotiques (Cycline B1, cdc20, etc...) sont
dégradées par le complexe protéique APC/C-Cdh1. TRIP12 posséde dans sa séquence
protéique des domaines « Ken box » (aa 1496-1570/ source UniProt) et « Destruction box »
(aa 859-867 and aa 1546-1554/ ressource ELM). Ces deux dégrons reconnus par le complexe
APC/C provoqueraient la dégradation de TRIP12 par le protéasome pendant la phase Gs.
Cependant, d’autres facteurs seraient impliqués dans la régulation de la stabilité de TRIP12.
En effet, TRIP12 peut étre ubiquitinée (Figure 32) et la déubiquitinase USP7 hydrolyse ces
ubiquitines pour stabiliser TRIP12 236205, Comme la plupart des protéines, UHFR1 (Ubiquitin-
like with PHD and RING finger domains 1) est stabilisée par la déubiquitinase USP7. Pendant
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la mitose, le complexe Cycline B1/CDK1 initie la dégradation de la protéine UHFR1 en la
phosphorylant sur son domaine d’interaction avec USP7. Cette phosphorylation provoque une
perte d'interaction entre USP7 et UHFR1 qui expose cette derniere a une dégradation
dépendante du protéasome?®’. Un mécanisme similaire pourrait exister dans le cas de TRIP12
puisqu’une étude récente a identifié des protéines phosphorylées par CDK1 en mitose'®’.
Parmi les peptides phosphorylés par CDK1 identifiés figure un peptide de la protéine TRIP12
contenant la serine 424. De maniére intéressante, ce résidu est situé dans la séquence
minimale d’interaction de TRIP12 avec USP72%. Par conséquent, la variation d’expression de
TRIP12 au cours du cycle cellulaire impliquerait une combinaison de différents processus de

régulation comprenant la traduction, la stabilisation et la dégradation de la protéine.

Au cours de mes travaux, j'ai également identifié et caractérisé un nouveau domaine
fonctionnel IDR (Intrinsically Disordered Region) situé dans la partie N-terminale de TRIP12
lui permettant d’interagir avec la chromatine. Ces domaines IDRs ne forment pas de structure
3D stable. Les domaines IDRs sont preédits selon les propriétés physicochimiques des acides
aminés composant la séquence protéique®3®. En effet, ils sont principalement composés
d’acides aminés basiques chargés positivement et hydrophiles, telles que les lysines,
arginines, sérines et histidines?*°. Ces domaines permettent l'interaction des protéines avec
I'ADN, I'ARN ou d'autres protéines. La présence de domaines désordonnés dans la partie N-
terminale des protéines est commune aux protéines qui interagissent avec 'ADN?3%, Par
exemple, les facteurs de transcription Ets-1 (Erythroblastosis virus E26 homolog-1) et p53
ainsi que la protéine RPA en sont pourvues. De plus, les IDRs peuvent étre la cible de
modifications post-traductionnelles qui modifient leur conformation. Ainsi, ces modifications
peuvent favoriser l'interaction internucléosomale lors de la condensation des chromosomes
en modifiant la queue N-terminale des histones H3 et H4 ou favoriser la transactivation de p53
par CBP (Cyclic-AMP response element-binding protein (CREB)-binding protein)240:241,
L’interaction des domaines IDR avec 'ADN chargé négativement se fait sans spécificité de
séquence nucléotidique. Toutefois, la spécificité de séquence peut étre apportée a la protéine
par des domaines de liaisons a ’ADN classiques, tels que les domaines a doigts de zinc. Dans
ce cas de figure, le domaine IDR confére a la protéine une meilleure interaction avec '’ADN?42,
Une étude démontre que l'interaction IDR/ADN modifie la structure de la chromatine et joue
un réle dans la régulation de I'expression de genes??. Cette étude révéle que des super-
enhancers (SE), qui sont des clusters d’enhancers rassemblant les facteurs nécessaires pour
une transcription efficace, contiennent des protéines co-activatrices de la transcription BRD4
(Bromodomain-containing protein 4) et MED1 (Mediator complex subunit 1). Ces deux
protéines favorisent une forte transcription, via leur domaine IDR, en formant des gouttelettes

de séparation de phase liquide-liquide qui permettent de concentrer et de compartimentaliser
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la machinerie transcriptionnelle. Ce processus est régi par I'oligomérisation et les nombreuses
interactions labiles que peuvent former ces protéines au niveau de foyers de transcription.
Dans ce phénomeéne biophysique, un domaine nucléaire et le nucléoplasme environnant
forment deux phases séparées, de la méme maniére que des gouttes d'huile dans de I'eau.
La nucléation d’'un domaine nucléaire par séparation de phase liquide-liquide requiert des
concentrations supra-saturantes des protéines le composant. De plus, la localisation de BRD4
et MED1 par immunofluorescence révéle un marquage ponctiforme dans le noyau et une co-
localisation avec I'euchromatine. J'ai obtenu des résultats similaires avec TRIP12, ce qui
suggere que TRIP12 pourrait jouer un réle dans ce mécanisme de contrdle global de

I'expression des génes via son domaine IDR.

De maniére intéressante, la découverte d'une interaction de TRIP12 avec la
chromatine et de la régulation de son expression au cours du cycle cellulaire s’accorde
parfaitement avec la littérature. En effet, TRIP12 entraine la dégradation des protéines qui
exercent des fonctions en relation avec la chromatine, notamment les protéines ARF et USP7
lesquelles contrélent I'expression du facteur de transcription p53'%32%7  TRIP12 pourrait
participer a la régulation de I'activation de la voie de signalisation p53 puisqu’elle entraine la
dégradation par le protéasome d’ARF et d’'USP7, deux protéines qui stabilisent p53. La
transcription étant ralentie, voire arrétée au moment de I'entrée en mitose, la présence de
TRIP12 sur la chromatine a ce moment pourrait étre indispensable a la dégradation des
facteurs de transcription Sox6 et PTF1a pour inhiber la transcription des génes ciblés par ces
derniers??2181 De plus, TRIP12 controle des protéines qui participent au remodelage de la
chromatine telles que BAF57 et ASXL12'12'°_ Ce processus est hautement actif au moment de
la réplication et de la condensation de chromosomes en mitose, étapes du cycle cellulaire
pendant lesquelles TRIP12 est exprimée et présente sur la chromatine. La réparation des
dommages a I’ADN (DDR) est également un mécanisme moléculaire régulé au cours du cycle
cellulaire, actif en interphase, il est inhibé pendant la mitose?**. Cette inhibition est en partie
lice a I'absence de recrutement de I'E3 ubiquitine ligase RNF168 au niveau des cassures.
Cette signalisation est réactivée pendant la phase G+1 pour réparer les dommages a I’ADN qui
persistent en fin de phase G; ou créés pendant la mitose?*. TRIP12 participerait aux
mécanismes d’'inhibition de la DDR pendant la mitose, en interagissant avec la chromatine via
son IDR et empécherait I'accessibilité de la chromatine a RNF168 en provoquant sa
dégradation par le protéasome. La disparition de TRIP12, en phase G4, serait un des premiers
mécanismes induisant la réactivation de la DDR et de la voie de signalisation p53 pour

permettre la réparation de I’ADN.

Par ailleurs, j'ai également démontré que la perte d’expression de TRIP12 raccourcit

la durée de réplication de I'ADN et plus spécifiguement de I'euchromatine. Comme décrit dans
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l'introduction, la réplication de I’ADN est un processus tres ordonné qui requiert I'assemblage
séquentiel de complexes protéiques tels que le complexe de pré-réplication, de pré-initiation
et le réplisome. TRIP12 participerait a la régulation de la réplication de 'ADN en interagissant
ou en contrélant I'expression des facteurs composant ces complexes. De maniére
intéressante, TRIP12 a été retrouvée dans l'interactome de RPA, une protéine affine pour
'ADN simple brin?*®. De plus, il a récemment été démontré que les IDRs permettent
l'interaction avec I'’ADN simple brin et avec les protéines qui interagissent avec cette forme
d’ADN?4¢:247 Une fois I'origine de réplication activée, I'hexamére MCM2-7 déroule la double
hélice d’ADN en brisant les liaisons hydrogénes entre les bases azotées. Ceci forme de 'ADN
simple brin auquel TRIP12 pourrait s’accrocher grace a son domaine IDR et permettre ainsi le
recrutement de RPA. Par ailleurs, jai mesuré par une analyse protéomique différentielle
(SWATH-MS) une augmentation de I'expression de la kinase dépendante des cyclines CDK6
dans des cellules déplétées de la protéine TRIP12. Il est connu que I'activité kinase de CDK6
est nécessaire pour l'assemblage du complexe de pré-réplication puisqu’elle induit
I'expression de cdc6 et cdt1?*®. Des données supplémentaires obtenues par une analyse
transcriptomique sur micro-puces (données non incluses dans le papier) montrent une
augmentation de I'expression de 'ARNm de Cdk6 dans les cellules déplétées de la protéine
TRIP12. Il est probable que TRIP12 contrdle le niveau d’expression de CDK6 au niveau de
son ARNm. TRIP12 pourrait restructurer la chromatine au niveau du promoteur du géne Cdk6
via son domaine IDR et inhiber sa transcription. L'absence de TRIP12 en phase G1 permettrait
une plus forte transcription de CDK6 dont 'activité kinase est nécessaire pour la progression
en G et lors de la transition G1/S. De plus, la progression dans les différentes étapes de la
réplication dépend fortement de I'organisation de la chromatine??°. Les machineries de la
transcription et de la réplication créent des boucles de chromatine stables dans lesquelles les
facteurs s’agrégent et modifient la structure de la chromatine. Des protéines non histones qui
affectent la structure de I’'ADN y sont localisées. La protéine Rif1 colocalise avec les foyers de
réplication de milieu et de fin de phase S, au niveau de I'hétérochromatine. Cette protéine
permet la réplication de ces zones du génome en favorisant la formation des boucles de
chromatine en interagissant avec la matrice nucléaire®. J’ai montré que TRIP12 co-localise
avec I'euchromatine en phase S, par l'intermédiaire de son domaine IDR. Elle participerait a
la structuration de ces boucles de chromatine puisqu’il est décrit que les protéines possédant
des domaines IDRs participent aux processus de séparation de phase liquide-liquide en
interagissant de fagon labile avec elles-mémes (oligomérisation) et/ou avec les autres
protéines pour former un hydrogel. De plus, de nombreuses protéines impliquées dans la
séparation de phase liquide-liquide possedent, comme TRIP12, des domaines protéiques WW
(tryptophane/tryptophane) qui permettent leur oligomérisation et favorisent les interactions

protéines/protéines. Cette hypothése est d'autant plus plausible que jobserve gu’'une
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surexpression de I'IDR de TRIP12 modifie la structure de la chromatine. De plus, TRIP12
régule le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF qui co-localise avec la
machinerie de réplication pour faciliter la progression de la fourche de réplication®®. |l est donc
envisageable que TRIP12 contrble la progression en phase S et la durée de la réplication en

modifiant la structure de la chromatine par différents mécanismes.

Mes observations montrent que TRIP12 exerce une fonction dans l'entrée et la
progression en mitose indépendamment de son activité catalytique. Cependant, ces
expériences réalisées par surexpression d’'un mutant catalytique de TRIP12 doivent étre
interprétées avec précaution. En effet, j'ai montré que la surexpression de différents domaines
de TRIP12 (excepté le domaine N-terminal) provoque une inhibition de la division cellulaire. |l
est probable que la surexpression des constructions TRIP12-GFP pendant toutes les étapes
du cycle cellulaire soit délétére puisque j'ai montré que la protéine TRIP12 endogéne est
finement régulée au cours du cycle cellulaire. J'ai voulu identifier les partenaires et les
substrats de TRIP12 par des approches de spectrométrie de masse dans le but de préciser
les mécanismes moléculaires des différentes fonctions de TRIP12. Jai privilégié
'immunoprécipitation de la protéine TRIP12 endogéne a celle d’une protéine TRIP12 exogéne
étiquetée en raison de la létalité cellulaire induite par la surexpression de TRIP12.
Malheureusement, ces expériences n'ont pas été couronnées de succes. A posteriori, il est
probable que la quantité de TRIP12 immunoprécipitée ait été insuffisante ou les conditions
d'immunoprécipitation trop stringentes pour identifier des partenaires. Pour de multiples
raisons, I'identification des interactants et surtout des substrats des E3 ubiquitine ligases reste
encore difficile?®'. Récemment développée, I'approche BiolD (Biotin Identification) pourrait

apporter plus de résultats?2.

Mes travaux ont montré qu’une déplétion de TRIP12 entraine une activation prolongée
du point de contréle du fuseau mitotique (SAC). Au début de la mitose, la formation du fuseau
mitotique et la capture des kinétochores par les microtubules sont simultanées et par
conséquent engendre des erreurs d’attachement des chromosomes au fuseau?®. Tant que
ces erreurs ne sont pas corrigées, le SAC reste actif et inhibe la progression en mitose. La
correction de ces erreurs est un processus d'attachement et de libération des microtubules
des kinétochores trés dynamique qui dépend de l'activité de la kinase Aurora B®%2>*, Pour
provoquer le détachement, la kinase Aurora B phosphoryle plusieurs résidus de la protéine
HEC1 (Highly Expressed in Cancer Protein 1) appartenant au complexe NDCB802%.
L’hyperphosphorylation d’HEC1 en début de mitose diminue I'affinité du complexe NDC80
avec le microtubule et est corrélée au détachement du microtubule®®2%’. Cependant les
mécanismes moléculaires de détachement restent encore flous. Le mécanisme de recyclage

des complexes NDC80 phosphorylés sur HEC1 n’est pas connu et pourrait faire intervenir une
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dégradation d’'HEC1 et du complexe NDC80 par le protéasome. Afin de tester I'hypothése
d’'une intervention de TRIP12 dans ce processus, jai recherché la présence de TRIP12 au
niveau des kinétochores au cours de la mitose. J'ai montré par immunofluorescence que

TRIP12 colocalise avec CREST un marqueur des kinétochores (Figure 33).

DAPI CREST TRIP12

Late G,

Prophase

Early
Prometaphase

Late
Prometaphase

Metaphase

Figure 33 : Localisation de TRIP12 au niveau des kinétochores en mitose.
Le marquage en bleu correspond au DAPI marqueur de I'ADN, le marquage en vert correspond au
CREST marqueur des kinétochores et le marquage en rouge correspond a TRIP12.

Pour déterminer si la correction des erreurs d’attachement est affectée en absence de
TRIP12, j’ai réalisé une expérience de « monastrol washout » (Figure 34). Le monastrol inhibe
Eg5, une protéine essentielle pour la séparation des centrosomes en mitose, provoquant une
accumulation de cellules ayant des fuseaux mitotiques monopolaires en conformation
syntélique (Figure 13) #%82%, Aprés élimination du monastrol, les fuseaux monopolaires sont
rapidement convertis en fuseaux bipolaires et les attachements syntéliques sont remplacés
par des attachements amphitéliques corrects (Figure 13)?°. Les cellules incapables de libérer
un microtubule du kinétochore corrigent moins efficacement les erreurs d’attachements
syntéliques retardant ainsi la conversion des fuseaux monopolaires en fuseaux bipolaires. J'ai
mis en évidence un retard dans la formation de fuseaux bipolaires aprés I'élimination du
monastrol en absence de TRIP12 (Figure 34). Aprés 20 minutes, 87% des cellules contrbles
forment un fuseau bipolaire contre environ 65% pour les trois lignées cellulaires déplétées de
la protéine TRIP12. De plus, les cellules déplétées de TRIP12 convertissent préférentiellement
leurs fuseaux monopolaires en fuseaux multipolaires contrairement aux cellules contréles qui

les convertissent en fuseaux bipolaires.
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L'ensemble de ces résultats démontre une localisation de TRIP12 au niveau des
kinétochores et suggére que son absence en mitose retarde la correction des erreurs
d’'attachements. TRIP12 pourrait donc étre I'E3 ubiquitine ligase responsable du recyclage des
complexes NDC80 lors de mauvais attachements. Ainsi, I'activation prolongée du SAC
observée dans les cellules dépourvues de TRIP12 serait due a un retard dans la correction

des erreurs d'attachements qui se produisent en début de mitose.

Monopolar

Multipolar
Intermediate Bipolar
Bipolar Prometaphase
Bipolar Metaphase

Sh Scr Sh TRIP12#1

1004

=

o

o
1

Monastrol washout
spindle phenotypes (% of cells)
(42
g
Monastrol washout
spindle phenotypes (% of cells)
(42
o

EEO0ON

o
1
o
1

0 20 40 60 0 20 40 60
Time (min) Time (min)

Sh TRIP12#2 Sh TRIP12#3

1004

=

o

(=}
1

Monastrol washout
spindle phenotypes (% of cells)
(42}

?

Monastrol washout
spindle phenotypes (% of cells)

504

o
1

0 20 40 60 0 20 40 60
Time (min) Time (min)

Figure 34: Quantification de I'expérience de « monastrol washout ».

Les cellules contrbles (Sh Scr) ou déplétées en TRIP12 (Sh TRIP12#1, #2 et #3) ont été synchronisées
en phase S par un double blocage avec 2 mM de thymidine, puis relachées dans le cycle cellulaire avec
du milieu frais pendant 9h avant un traitement avec 150 mM de monastrol pendant 2h. Les cellules sont
ensuite relachées dans du milieu frais avec 10 uM de MG132 pendant 1h. Toutes les 20 min, les cellules
sont fixées pour réaliser une immunofluorescence. Les principaux phénotypes de fuseau mitotique
apparus aux différents temps sont quantifiés.

L'équipe dans laquelle jeffectue ma thése a pour thématique de recherche le cancer
du pancréas (CP). Il n'existe pas de chimiothérapie efficace pour ce cancer qui est la 4°me
cause de déceés par cancer. Le pronostic vital du cancer du pancréas est désastreux avec une
survie a cing ans inférieure a 9%?2°. Ce pronostic sombre résulte de I'absence de signes
clinigues spécifiques et de marqueurs de diagnostic précoce. La chirurgie reste la seule
thérapie curative. Cependant dans 85% des cas, les patients sont non opérables en raison du
caractére localement avancé ou métastatique de la tumeur. Deux types de chimiothérapies
sont utilisés, la gemcitabine est le traitement de référence a visée palliative, le FOLFIRINOX

(5-fluorouracile, irinotecan, oxaliplatine) est réservé aux patients en bon état général. Malgré
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une forte proportion de tumeurs résistantes, des travaux récents montrent qu’une minorité de
tumeurs sont sensibles a ces chimiothérapies classiques?®’. Il est donc nécessaire d’identifier
des marqueurs prédictifs de réponse a ces traitements et de comprendre les bases

moléculaires de ce cancer afin de pouvoir le détecter au cours des premiers stades.

Mon équipe d’accueil a publié que I'E3 ubiquitine ligase TRIP12 régule la protéine
PTF1a via une polyubiquitination et un adressage au protéasome'®'. PTF1a est un facteur de
transcription qui contrdle I'expression des génes spécifiques des acini pancréatiques, tels que
les génes de 'amylase et de la chymotrypsine. PTF1a est essentiel au développement et a
I'noméostasie du pancréas en maintenant le phénotype acinaire'®. L’expression de PTF1a
est perdue au cours de la transdifférenciation des cellules acinaires en cellules canalaires, une
des premiéres étapes de la carcinogénése pancréatique®®?. Mon équipe a également montré
une surexpression de la protéine TRIP12 dans le cancer du pancréas et les Iésions
prénéoplasiques. Cette surexpression s'avere trés hétérogéne entre les patients et dans les
lignées cellulaires dérivées de patients atteints de CP. La surexpression de TRIP12 pourrait
étre a l'origine de la perte dexpression de PTFla dés les stades d'initiation de la

carcinogénése pancreéatique.

Les résultats obtenus au cours de ma thése ont fourni les bases nécessaires pour
meilleure compréhension des mécanismes responsables de I'hétérogénéité de I'expression
de TRIP12 dans les cas de cancer du pancréas. J'ai démontré que I'expression de TRIP12
est finement régulée au cours du cycle cellulaire, absente en phase G1, son expression est
induite en phase S pour atteindre un pic d’expression en G et en mitose. La dérégulation de
I'expression de TRIP12 au cours du cycle cellulaire contribue a I'hétérogénéité d’expression
de TRIP12 observée dans les lignées cellulaires dérivées de CP. En effet, les résultats de
I'équipe démontrent que TRIP12 est toujours exprimée en phase Gi dans les lignées qui
surexpriment TRIP12 (travaux de thése de Manon Brunet). Ce profil d’expression est lié a une
inhibition de sa dégradation impliquant la déubiquitinase USP7 au cours de la phase G

(travaux de thése de Manon Brunet).

Une des fonctions connues de TRIP12 est d'inhiber indirectement la voie de réparation
des dommages a I'’ADN et d’empécher la réparation correcte des dommages de I'’ADN par
NHEJ (Non-Homologous End-Joining)?®. La réparation par NHEJ a lieu majoritairement
pendant la phase G pour réparer les cassures d’ADN non réparées en fin de phase G et
apparues au moment de la division cellulaire. TRIP12 est toujours exprimée en phase G1dans
certaines cellules cancéreuses pancréatiques, il est concevable que la surexpression de
TRIP12 puisse conférer un avantage lors de la carcinogénése en créant de linstabilité

génique. En effet, des cassures double brin non réparées empéchent une réplication correcte
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de 'ADN et créent de I'aneuploidie. De plus, d’autres données de I'équipe démontrent que les
cellules cancéreuses pancréatiques qui conservent TRIP12 en phase G1 répondent mieux aux
agents anticancéreux classiques induisant des dommages a I’ADN et seraient plus sensibles

a la chimiothérapie (travaux de thése de Manon Brunet).

Par ailleurs, au cours de la cancérisation des cellules la réorganisation du génome des
cellules est associée a une profonde modification de leur transcriptome avec pour
conséquence un changement de phénotype. Pour rappel, les protéines qui possedent des
domaines IDRs jouent un role dans l'interaction des protéines avec les acides nucléiques, la
structuration 3D de la chromatine et I'expression des genes?8263264 | es données de la
littérature montrent que TRIP12 est associée a des complexes de remodelage de chromatine
tels que SWI/SNF et PRC, ainsi qu'a de nombreuses protéines associées a la
chromatine?'215.265_ 3aj également montré qu’une surexpression de TRIP12 altére la structure
de la chromatine et des données non publiées de I'équipe révelent que la déplétion de TRIP12
dans des cellules cancéreuses pancréatiques a pour conséquence une profonde modification
de I'expression des génes. L'ensemble de ces éléments est en faveur d'un réle de TRIP12
direct (indépendamment de son action sur PTF1a) sur I'organisation de la chromatine et la
régulation de I'expression des genes au cours de la carcinogenése pancréatique. En effet,
l'altération de I'expression de TRIP12 observée dés linitiation du cancer du pancréas
conduirait a une modification du transcriptome et ainsi participerait a la transformation des

cellules normales en cellules cancéreuses.

Pendant ma thése jai identifi€ une nouvelle protéine régulée au cours du cycle
cellulaire. J'ai découvert de nouvelles fonctions de TRIP12 dans la régulation du cycle
cellulaire et de la mitose. J'ai également démontré pour la premiere fois que TRIP12 interagit
avec la chromatine. L'expression de TRIP12 est finement régulée au cours du cycle cellulaire.
Une modification du profil d’expression de TRIP12 au cours du cycle cellulaire pourrait avoir
des conséquences dramatiques et participer au développement du cancer du pancréas. Les
projets de recherche de I'équipe qui feront suite a ma thése apporteront une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires, dépendant de TRIP12, a l'origine de ['initiation

du cancer du pancréas.
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TITLE : Regulation and functions of the E3 ubiquitin ligase TRIP12 during the cell cycle

ABSTRACT in english :

TRIP12 is an E3 ubiquitin ligase that belongs to the HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus) family. Several proteins are targeted by TRIP12 polyubiquitination which
triggers their proteasomal degradation. Among its targets, several proteins are involved in DNA
damage responses, chromatin remodelling and p53 pathway activation. Unpublished results
of my team showed an increased expression of TRIP12 in pancreatic cancer and pre-
neoplastic lesions. My group revealed that TRIP12 polyubiquitinates and provokes the
degradation of the transcription factor PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a) stability.
Describing for the first time a post-translational regulation of PTF1a. PTF1a is essential in
pancreatic development and homeostasis. It inhibits the proliferation of pancreatic cells and is
considered as a tumour suppressor gene and. Even if several TRIP12 targets are involved in
cellular processes that are tightly cell cycle regulated, the regulation of TRIP12 expression and
its functions during the cell cycle was unknown at the beginning of my thesis. | showed that
TRIP12 expression and nuclear localization are regulated throughout the cell cycle. | identified
an intrinsically disordered domain within the N-terminal region of TRIP12 that permits its
interaction to euchromatin. | demonstrated TRIP12 implication in mitosis entry by controlling
DNA replication timing Independently of its catalytic activity. TRIP12 is also required for
maintaining a correct mitotic progression and chromosomes stability. My results propose
TRIP12 as a new chromatin-associated protein that is essential for cell cycle progression and
to preserve genome integrity.

In the end, my studies will be fundamental to explain the increased expression of
TRIP12 protein observed in pancreatic cancer and its impact in carcinogenesis.

KEYWORDS : E3 ubiquitin ligase, DNA binding, Cell cycle, TRIP12, Mitosis, Chromosome
stability

152 |Page



153 |Page



154 |Page



155 | Page



