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Analyse des propriétés oncogéniques de clAP1 : Contribution de ses partenaires
cdc42 et E2F1.

La protéine clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-1) de la famille des IAP (/nhibitor of
Apoptosis Protein) est un oncogéne avec une activité E3 ubiquitine ligase. Au cours de la
différenciation de nombreux modéles cellulaires (macrophages, cellules dendritiques, cellules
épithéliales du colon, cellules souches hématopoietiques, cardiomyocytes), clAP1 sort du noyau
pour se relocaliser dans le cytoplasme, cette relocalisation étant associée a un arrét de
prolifération. La plupart des fonctions connues de clAP1 sont liées a sa localisation cytoplasmique
ou il est un régulateur important des voies de signalisation des récepteurs du TNF-a et de NF-kB.
Cependant, clAP1 est principalement exprimée dans le noyau de différents types cellulaires ce qui
n’est pas en accord avec son role dans la signalisation cellulaire. Mon travail de thése a permis
d’identifier un réle de clAP1 dans la prolifération cellulaire. clAP1 interagit avec le facteur de
transcription E2F1 et favorise son recrutement sur les promoteurs des Cycline E et A impliquées
dans les transitions G1/S et G2 du cycle cellulaire, ce qui augmente I'expression des transcrits et
des protéines de ces deux cibles. Il semblerait que par cette activité, clAP1 régule la prolifération
des cellules et soit important dans I'équilibre entre la prolifération et la différenciation, deux
mécanismes cellulaires étroitement liés. Dans un second travail, nous avons montré que cAIP1 est
déterminant dans le remodelage du cytosquelette d’actine en réponse au TNF-a. Dans les
fibroblastes, le TNF-a induit la formation de fines protrusions membranaires riches en actine
appelées filipodes, cette formation étant régulée par cdc42. Mes travaux ont montrés que clAP1,
associé a son partenaire historique TRAF2, régule la formation de ces filipodes. Il est capable
d’interagir directement avec la RhoGTPase Cdc42 et de contrdler son activation aprés un
traitement par le TNF- a, mais aussi par 'EGF. De plus, clAP1 régule également la transformation
oncogénique par HRas en augmentant les propriétés invasives et migratoires des cellules. Ces
nouvelles fonctions de clAP1 pourraient contribuer a ses propriétés oncogéniques.

Mots clés : clAP1, E2F1, cdc42, prolifération, TNF-a, cytosquelette d’actine, Rho GTPases,
filipodes, HRas, transformation oncogénique.

clAP1 oncogenic properties analysis : contribution of its partners cdc42 and E2F1.

The inhibitor of apoptosis protein clAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein-1) from the IAP
family (Inhibitor of Apoptosis Protein) is an oncogene with an E3 ubiquitin ligase activity. clAP1 is
relocalized from the nucleus to the cytoplasm during the differentiation of many kind of cellular
models (macrophages, dendritic cells, colon epithelial cells, hematopoietic stem cells,
cardiomyocytes) and this relocalization is associated with a proliferation arrest. The well-known
functions of clAP1 are associated with its cytoplasmic localization, where it regulates the TNFa
receptors and NF-kB signaling pathways. However, clAP1 is mainly expressed in the nucleus on
many cell types which is not in accordance with its cell signalling activity. My work identifies a
function of clAP1 in proliferation regulation. clAP1 interacts with E2F1 transcription factor and
favors its recruitment on Cyclins E and A promoters, both involved in G1/S and G2 phases of the
cell cycle, which leads to high level of transcript and protein expression of these two targets. It
seems that clAP1 regulates the cellular proliferation and is important for the balance between
proliferation and differentiation, two mechanisms tightly connected in cells. In a second work, we
showed that clAP1 is critical for actin cytoskeleton modification upon TNF-a treatment. In
fibroblasts, TNF-a induce filipodia formation, a process regulated by cdc42. Our work showed that
clAP1, when associated with its partner TRAF2, interact and control cdc42 activation, a member of
Rho GTPases protein family. We also observed that clAP1 regulates HRas driven oncogenic
transformation and increases the motility and invasiveness of the cells. These new functions of
clAP1 in the control of transcription factor and cell cytoskeleton could be important for its
oncogenic properties.

Keywords: clAP1, E2F1, cdc42, proliferation, TNF-a, actin cytoskeleton, Rho GTPases, filipodia,
HRas, oncogenic transformation.
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1) Préambule

D’aprés I'organisation mondiale de la santé, le cancer est une cause majeure de décés dans
le monde, a l'origine de 8,2 millions de décés en 2012. Les plus meurtriers sont les cancers du
poumon, de l'estomac, du foie, du cblon et du sein. Il existe 5 principaux facteurs qui sont
responsables de 30% des décés par cancer : un indice élevé de masse corporelle, une faible
consommation de fruits et légumes, le manque d’exercice physique, le tabagisme et la
consommation d’alcool. On estime que le nombre de cas de cancer par an devrait augmenter de
14 millions en 2012 a 22 millions au cours des deux prochaines décennies. La lutte contre le

cancer est ainsi devenue au cours des derniéres décennies une priorité de santé publique.

L’appellation cancer regroupe un grand nombre de maladies pouvant toucher tous les
organes du corps. Leur point commun est la présence dans I'organisme de cellules anormales

capables de proliférer de maniére non contrélée et d’échapper a la mort cellulaire.

Les chercheurs Hanahan et Weinberg ont établi un modéle permettant de résumer les
différentes caractéristiques des cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg 2011) qui sont

importantes pour la grande majorité des cancers :

e Maintien des signaux prolifératifs

e Prolifération infinie, indépendante du vieillissement cellulaire
¢ Résistance aux signaux anti-prolifératifs

e Reésistance a la mort cellulaire

o Capacité d’'induire 'angiogenése

o Capacités invasives et formation de métastases

o Déreglement métabolique

o Echappement au systéme immunitaire

En plus de ces caractéristiques des cellules cancéreuses, les chercheurs ont également
établi deux propriétés importantes pour I'acquisition de ces caractéristiques lors de linitiation du
cancer : linstabilité génomique entrainant I'accumulation de mutations et [lactivation de

I'inflammation.

La protéine clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1) est une protéine fortement
exprimée dans de nombreux échantillons de cancers. Il a été montré que clAP1 pouvait agir a
différents niveaux : dans la survie des cellules tumorales et dans leur résistance aux traitements.
L’influence des protéines de la famille des IAP dans la progression tumorale les a rapidement
désignées comme des cibles thérapeutiques de choix. Des inhibiteurs pharmacologiques des IAP
ont ainsi été congus et se sont avérés étre efficaces pour détruire les cellules tumorales en

combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques.

Les travaux menés par mon équipe d’accueil ont révélé de nouvelles fonctions de clAP1

pouvant expliquer, au moins en partie, les propriétés oncogéniques de clAP1. L’objectif de ma
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thése a consisté en I'évaluation de l'importance de ces nouvelles fonctions de clAP1 sur ses
propriétés oncogéniques.

Avant de détailler les principaux résultats obtenus au cours de ces quatre années de thése,
une bréve revue bibliographique nécessaire a la compréhension du sujet est développée dans
l'introduction.
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BIR BIR Type I O NES
Type | poche hydrophobique

cIAP1 BIR1 Y BIR?2 ¥ BIR3 WeCARD @ @.

Lient les antagonistes Régule la Lie les chaines Activité E3
et les Caspases fonction E3 d’ubiquitine ubiquitine ligase
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XIAP BIR1 Z BIR2 & BIR3 UBA RING

Lie Lie Lie
TAB1  Caspase 3,7 Caspase 9

Lie TRAF2

Eigure 1 : Les domaines caractéristiques des IAP. Chaque membre de la famille des IAP possede un ou plusieurs domaines d’interac-
tion protéine-protéine BIR (Baculovirus IAP Repeat). Les domaines BIR de type | lient les adaptateurs moléculaires de la famille des TRAF
(TNF Receptor Associated Factors) tandis que les domaines BIR de type Il reconnaissent des motifs IBM (IAP Binding Motif) présents sur
Smac ou les caspases. Le domaine UBA (UBiquitine-Associating domain) est un site de reconnaissance de chaines d’ubiquitines. Les
domaines RING possédent une activité Ubiquitine ligase, ils reconnaissent et lient les enzymes de conjugaison de I'ubiquitine (E2) et
catalysent le transfert d’ubiquitine vers un substrat. Ces domaines RING sont aussi des plateformes de dimérisation. Enfin, le domaine
CARD est un domaine auto-inhibiteur qui régule le fonctionnement du domaine RING. clAP1 posséde des séquences d’export nucléaire
(NES) responsables de sa relocalisation nucléo-cytoplasmique.
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Il) Historique et contexte : les IAP

Les IAP (Inhibitors of APoptosis proteins) ont été découverts chez le baculovirus en 1993 par
l'équipe de L.K Miller (Crook, Clem et al. 1993) dans une étude étudiant les protéines virales
capables d’inhiber 'apoptose des cellules infectées par le virus. Les IAP ont ensuite été identifiés
chez la drosophile, le nématode C.elegans, les plantes et les mammiféeres (Kim, Lee et al. 2011).
Chez les mammiféres, on compte huit membres de la famille des IAP : clAP1, clAP2 (cellular IAP1
& 2), XIAP (X-linked IAP), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), Apollon, ML-IAP
(MeLanoma IAP), ILP2 (IAP-like protein 2) et la survivine (Dubrez-Daloz, Dupoux et al. 2008). Ces
protéines ont tout d’abord été considérées comme des inhibiteurs de I'apoptose, notamment par
l'inhibition directe des caspases (Cysteinyl Apartate Specific ProteASES), mais de nombreuses
études ont ensuite démontré leur importance dans différents processus cellulaires et notamment
dans la signalisation des récepteurs de mort de la famille des TNFR (Tumor Necrosis Factor
Receptor) (Gyrd-Hansen and Meier 2010).

A) Relation structure-fonction des IAP et leur régulation

1. Domaines BIR

Les IAP sont définis par la présence dans leur structure d’au moins un domaine BIR

(Baculovirus IAP Repeat) en position N-terminale (Figure 1: Les domaines caractéristiques des

IAP). 1l s’agit de domaines d’interaction protéine-protéine d’environ 70 aminés en doigt de zinc
avec une séquence consensus CX2CX16HX6C. Il existe deux catégories de domaines BIR
différenciés par la présence (Type Il) ou 'absence (Type |) d’'une poche hydrophobique importante
pour la liaison peptidique de motif IBM (IAP Binding Motif) (Berthelet and Dubrez 2013).

Les domaines BIR de Type Il s’associent aux protéines possédant a leurs extrémités amino-
terminale un motif IBM (Wu, Cocina et al. 2001). Ce motif de séquence consensus A(K, T, V, I)(P,
A, E)(F, E, I, S,Y) est retrouvé chez plusieurs partenaires des IAP tels que les caspases-3, -7 -9,
et les antagonistes des IAP SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of caspases), HTRA2
(High Temperature required protein A2) et leurs homologues présents chez la drosophile Hid, Grim
et Reaper (Vaux and Silke 2003). Les IAP peuvent lier ce motif que lorsqu’il est exposé en position
N-terminale. Dans le cas des caspases, I'IBM se situe en position N-terminale des sous-unités
actives. Les IAP peuvent donc lier uniquement les caspases sous leurs formes actives aprés

clivage protéolytique activateur.

Les domaines BIR de Type | ne possédent pas de poche hydrophobique permettant
l'interaction avec les motifs IBM. lls demeurent cependant trés importants pour linteraction avec
des intermédiaires de signalisation. Par exemple, l'interaction de clAP1-2 avec TRAF1-2 (Tumor
necrosis factor Receptor Associated Factor 1 et 2) (Rothe, Pan et al. 1995, Samuel, Welsh et al.
2006).
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Figure 2: Enzymes et réactions du systéme ubiquitine protéasome. L'ubiquitination et la dégradation des protéines fait intervenir une
série de réactions par les enzymes du Systeme Ubiquitine-Protéasome (UPS). (1) La réaction d’activation résulte du transfert d’'une
modécule d’ubiquitine sur 'enzyme E1 de maniére ATP-dépendante. (2) L'ubiquitine activée est ensuite transférée sur une enzyme de
conjugaison E2. (3) L'enzyme E3 ligase, lie alors la E2 et catalyse la fixation du résidu ubiquitine sur une lysine du substrat. (4) Les
enzymes de déubiquitination permettent le détachement des molécules d’ubiquitine présentes sur le substrat. (5) Les chaines d’ubiqui-
tines reliées les unes aux autres par les lysines 48 ou 11 sont un signal de reconnaissance par le complexe du protéasome qui va conduire
a leur dégradation. (6) Les chaines reliées par les lysines 63, 11 ainsi par leurs extrémités terminales (chaines d’ubiquitine linéaires) sont
reconnues par d’autres protéines (UBA, UBD) et servent a 'assemblage de complexes protéiques (D’aprés Vucic et al., 2011).
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2. Domaine RING (Really Interesting New Gene)

Une activité fondamentale des IAP est leur capacité a conjuguer des molécules d’ubiquitine

aux protéines partenaires. Cette fonction est conférée aux IAP par un domaine RING.

2.i Conjugaison de molécules d’ubiquitine : fonction E3

ubiquitine ligase

Le domaine RING, présent a I'extrémité carboxy-terminale de XIAP, clAP1, clAP2, ML-IAP et
ILP-2 contient un motif a cystéines et histidines CX2CXNCXHX2-3CX2CXMCX2C. Ce domaine
confére aux IAP une activité E3 ubiquitine ligase. Le domaine RING permet a la E3 de lier la E2 et
catalyse le transfert d'une molécule d’ubiquitine de la E2 vers un résidu lysine (K) du substrat
(Fiqure 2 : Enzymes et réactions du systeme ubiquitine protéasome). Il existe trente différentes E2,
les domaines RING des IAP lient les E2 de la famille des UbcH5 (a, b, c) et des UbcH13 (Dynek,
Goncharov et al. 2010). Les IAP stimulent une polyubiquitination « dégradative » de type K48

(liaison de chaines d’ubiquitines associées aux niveaux des résidus K48) sur les caspases-3, -7, -
9, TRAF1-3, SMAC, NIK (NF-kappa-B-inducing kinase), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1)... Les IAP peuvent aussi transférer des chaines d’ubiquitine « non-dégradative » de
type K63 et K11 sur RIP1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) qui jouent un
role central dans I'activation de la voie NF-kB (Nuclear Factor kB) (Bertrand, Milutinovic et al.
2008, Dynek, Goncharov et al. 2010). clAP1 est aussi capable de mono-ubiquitiner certains
substrats comme NEMO/IKKy (IkBa Kinase Kinase y) (Hinz, Stilmann et al. 2010). Une étude
réalisée chez la drosophile a montré que les IAP, grace a ce domaine RING peuvent également
transférer le polypeptide NEDDS8 sur leurs substrats (Broemer, Tenev et al. 2010). Cette propriété

a également été confirmée chez les mammiféres.

Le domaine RING est aussi responsable de la dimérisation des IAP. Cette dimérisation
augmente ['activité E3 ubiquitine ligase des IAP en favorisant leur liaison aux enzymes de
conjugaison de I'ubiquitine (E2) (Cheung, Plenchette et al. 2008, Mace, Linke et al. 2008, Feltham,
Bettjeman et al. 2011).

2.ii Réqulation du domaine RING

Deux études ont montré que clAP1 pouvait adopter deux conformations bien distinctes
(Dueber, Schoeffler et al. 2011, Lopez, John et al. 2011). Une conformation dite fermée, dans
laguelle le domaine RING est bloqué par des interactions intra-moléculaires et une conformation

dite ouverte dans laquelle le domaine RING est exposé.

L’exposition du domaine RING entraine une homodimérisation spontanée de clAP1 en
faveur de sa fonction E3 ubiquitine ligase. Les travaux de I'équipe de Meier ont suggéré que le
domaine CARD (Caspase Activating Recruitment Domain) inhibait le domaine RING via une
interaction intra-moléculaire électrostatique (Lopez, John et al. 2011). Dans une étude menée par

'équipe de Fairbrother, 'analyse de la structure cristallographique de clAP1 a montré que
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plusieurs sites, de différents domaines de clAP1, bloquaient I'accessibilit¢ du RING (Dueber,
Schoeffler et al. 2011). La mutation ponctuelle de chacun des sites a pu révéler que les acides
aminés situés dans le BIR3 étaient nécessaires au maintien de la conformation de clAP1,
contrairement a ceux situés dans le domaine CARD (Caspase Activating Recruitment Domain).
Une liaison de clAP1 par des « Smac mimetics » liant le BIR3 de clAP1 est suffisante pour induire

son changement de conformation vers la forme active (Dueber, Schoeffler et al. 2011).

3. Domaine CARD

Le domaine CARD est présent dans la structure de clAP1 et clAP2 entre le BIR3 et le RING.
C’est un domaine d’homodimérisation homotypique normalement retrouvé a l'extrémité des
protéines (les protéines CARD) impliquées dans les complexes de signalisation de I'apoptose ou
de l'inflammation. La fonction de ce domaine est longtemps restée inconnue et les tentatives de
recherche de protéines CARD interagissant avec clAP1 se sont soldées par des échecs. La
création de mutants de clAP1 délétés de ce domaine CARD a révélé une fonction dans l'auto-

inhibition de I'activité E3 ubiquitine ligase de clAP1 (Lopez, John et al. 2011).

4. Domaine UBA (UBiquitine-Associating domain)

Un domaine UBA est retrouvé dans la structure des IAP possédant un domaine RING. C’est
un domaine de liaison de l'ubiquitine, constitué de 3 hélices a compactées. Une premiére étude a
montré que le domaine UBA de clAP1 lie indifféeremment les molécules d’ubiquitine seules (mono)
ou organisées en chaines (poly) (Blankenship, Varfolomeev et al. 2009). Cette absence de
spécificité a été remise en cause par un deuxiéme travail montrant que les domaines UBA des IAP
lient uniquement les chaines d’ubiquitine de type K63 (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008). Une
interaction de clAP1 avec les chaines de polyubiquitines K63 de TRAF6 est nécessaire dans
l'assemblage d’'un complexe ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)-TRAF6-clAP1 permettant
I'activation de NF-kB en réponse a un stress génotoxique (Hinz, Stilmann et al. 2010). Ce domaine
UBA est par ailleurs essentiel a clAP1 pour protéger les cellules de I'apoptose induite par le TNF-a
(Tumor Necrosis Factor a). Les domaines UBA de XIAP et de clAP2-MALT1 (Mucosal-Associated
Lymphoid Tumors) permettent la reconnaissance des chaines d’ubiquitine de IKKy ce qui stimule
l'activation de NF-kB (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008).

5. Séquences NES (Nuclear Export Signal)

Une recherche in silico a permis d’identifier dans la structure de clAP1 trois régions
hydrophobes riches en leucines qui sont des séquences consensus d’export nucléaire (NES). La
reconnaissance des séquences NES par la protéine CRM1 (Chromosomal Region Maintenance 1)
permet leur association au NPC (Nuclear Pore Complex) qui va conduire a la translocation des
protéines dans le cytoplasme. Des expériences de mutagénése dirigée ont permis d’identifier le
NES localisé dans le domaine CARD comme étant nécessaire a la relocalisation nucléo-

cytoplasmique de clAP1 observée lors de la différenciation, processus inhibé par un traitement a la
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leptomycine B, un inhibiteur de CRM1 (Plenchette, Cathelin et al. 2004). D’autres travaux ont
identifié un NES localisé entre les domaines BIR2 et BIR3 permettant I'export nucléaire de clAP1

au cours de I'apoptose (Vischioni, Giaccone et al. 2004).
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Ill) Fonctions de clAP1

L’analyse d’organismes invalidés pour les IAP chez la drosophile a permis de mettre en
évidence d’'importants troubles du développement dus a une perte de contrble de l'activation des
caspases. Une inhibition des IAP conduit a une apoptose massive des cellules. DIAP1 (Drosophila
IAP1, 'homologue de clAP1 chez la drosophile) lie et inhibe I'activation et I'activité de la caspase
initiatrice DARK (Drosophila Apaf-1-Related Killer). La neutralisation de DIAP1 est nécessaire et
suffisante a l'induction de I'apoptose. Une neutralisation de DIAP1 est aussi requise pour
l'activation des caspases nécessaire au développement des antennes, des yeux et du systeme
trachéal de la drosophile (Tenev, Zachariou et al. 2002, Cullen and McCall 2004). Dans des
conditions physiologiques, les IAP sont neutralisés par les antagonistes Reaper, Grim et Hid
(RGH). Ces protéines, comme les caspases, possédent un motif IBM (voire paragraphe II.A.1). Ce
sont donc des inhibiteurs compétitifs empéchant l'interaction I1AP-caspases et inhibant I'activité
anti-caspases des IAP (Vucic, Kaiser et al. 1997). Leurs homologues humains sont SMAC/DIABLO
et HTRA2/Omi.

Les IAP de mammiféres sont aussi capables de lier et d’inhiber les caspases, cette fonction
étant bloquée par SMAC/DIABLO. Cependant, d’autres fonctions ont été décrites, qui s’averent
étre plus importantes. Les souris déficientes en XIAP, clAP1 et clAP2, ne présentent aucune
anomalie de développement, ce qui suggere qu’individuellement, ils ne sont pas nécessaires au
développement embryonnaire (Rumble, Bertrand et al. 2008). En revanche, I'extinction simultanée
de clAP1 avec clAP2 ou XIAP conduit a une létalité embryonnaire due a des anomalies
cardiovasculaires (Moulin, Anderton et al. 2012). Cette létalité est levée par I'extinction de la

kinase RIP1, montrant 'importance des IAP dans la régulation de I'activité de cette kinase.

L’étude cristallographique des complexes formés par I'antagoniste SMAC, les caspases et
XIAP a conduit au développement de petites molécules mimant cette interaction appelées les
« Smacs mimetics ». De facon inattendue, ces molécules s’avérent étre de puissants activateurs
du facteur de transcription NF-kB, révélant un nouvelle fonction des IAP dans la régulation de
I'activation de ce facteur de transcription (Gyrd-Hansen and Meier 2010). Cette fonction a aussi été
retrouvée chez la drosophile. En effet, la fonction ubiquitine ligase de DIAP2 (Drosophila IAP2) est
nécessaire a I'activation de NF-kB par la voie de signalisation Imd (Immune deficiency), présentant

une ressemblance évidente a celle du TNFR1 chez les mammiféres.

Les difféerents IAP sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que la
réponse immunitaire innée, la réponse inflammatoire, la prolifération, la différenciation et
'apoptose. Nous nous focaliserons principalement ici sur notre protéine d’intérét clAP1 ainsi que

clAP2 et XIAP qui présentent d'importantes homologies de structures et de fonctions.
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Figure 3: Réqulation de I’apoptosome et des Caspases par les IAP. La libération du cytochrome-c de la mitochondrie permet
le changemnt de conformation dépendant de I'ATP et I'oligomérisation de Apaf-1 dans un complexe heptamérique, I'apoptosome.

Apaf-1 recrute ensuite la caspase-9 par son pro-domaine via une interaction CARD/CARD. La caspase-9 est activé par homo-di-
mérisation et permet le clivage protéolytique activateur de la caspase-9 conduisant a I'apoptose. La caspase-9 subit ensuite un
auto-clivage et est rapidement déconnectée de I'apoptosome qui peut alors accueillir une nouvelle pro-caspase-9. XIAP controle
I'activation des caspases a différentes étapes, dans I'apoptosome, XIAP lie la caspase-9 et I'inhibe ce qui stabilise le complexe
Apoptosome/Caspase-9 et bloque le cycle d’activation de la caspase-9. XIAP lie également la caspase-3 active et inhibe son
activité en masquant le site de liaison au substrat ou le site catalytique de la caspase et/ou en I'ubiquitinant ou la neddylant. Bien
qu’incapable d’inhiber leur activité, clAP1 lie les caspases et les ubiquitine. La fixation via I'lBM des antagonistes des IAPs
comme Smac/Diablo blogue I'inhibition des caspases par XIAP. (D’aprés Berthelet, and Dubrez., 2013)
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A) Régulation des caspases initiatrices et effectrices par les IAP.

1. Les caspases

Les caspases sont des protéases a cystéines capables de cliver leur substrat aprés un
résidu aspartate. On distingue les caspases effectrices de I'apoptose telles que les caspases-2, -3,
-7, -8, -9 et -10 et les caspases responsables de la maturation des cytokines comme la caspase-1.
Un screening génétique visant a identifier des protéines virales capables de bloquer I'apoptose des
cellules infectées a permis d’identifier les IAP comme des inhibiteurs des caspases apoptotiques
(Crook, Clem et al. 1993).

L’apoptose est un mécanisme trés conservé de mort cellulaire programmée. Elle est activée
en réponse a de nombreux stimuli, d’origine intra- ou extra-cellulaire. Elle est nécessaire a
'organogénése. Dans un organisme adulte, elle participe a ’homéostasie tissulaire et permet
I'élimination des cellules endommageées. Elle participe ainsi aux mécanismes de protection anti-
tumorale. Elle est essentielle a la réponse immunitaire, permettant I'élimination des cellules
infectées et I'élimination des lymphocytes activés en fin de réponse immunitaire. Des fonctions non
apoptotiques de ces caspases ont été décrites plus récemment. En effet, les caspases-3, -9 et -8
ont été impliquées dans des processus de prolifération, différenciation et migration cellulaire
(Connolly, Jager et al. 2014). Les caspases sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs.
Elles sont activées au cours d’une série de réactions protéolytiques en chaine. Les caspases
apoptotiques peuvent étre divisées en deux groupes en fonction de leur structure, de leurs

mécanismes d’activation et de leur niveau d’action dans la cascade protéolytique :

e Les caspases initiatrices sont les premiéres impliquées. Elles sont activées par
dimérisation dans des plateformes multiprotéiques. Chez les mammiféres, il existe
quatre caspases initiatrices : les caspase-2,-8,-9 et -10.

o Les caspases effectrices activées par clivage protéolytique par les caspases
initiatrices activées. Une fois clivées, elles forment des tétraméres actifs qui vont

cliver leurs protéines cibles entrainant le démantélement de la cellule.
Les IAP peuvent contrdler a la fois les caspases initiatrices comme les caspases effectrices.

2. Réqulation de I'activation de la caspase-9 par XIAP.

La caspase-9 est impliquée dans I'apoptose dépendante de la mitochondrie, appelée la voie
intrinséque (Mace and Riedl 2010, Wurstle, Laussmann et al. 2012). Elle est activée par différents
stimuli intra- ou extracellulaires qui entrainent la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie entrainant le relargage cytoplasmique de molécules pro-apoptotiques comme le
cytochrome-c ou les antagonistes des IAP Smac/Diablo et Omi/HtrA2 (Silke, Verhagen et al. 2000,
Hegde, Srinivasula et al. 2002). Dans le cytoplasme, le cytochrome-c permet I'oligomérisation de
Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) qui va recruter la caspase-9 et permettre son

activation au sein de I'apoptosome (Wurstle, Laussmann et al. 2012).
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L’élément central de I'apoptosome, est la protéine adaptatrice Apaf-1. La liaison du
cytochrome-c permet un changement de conformation et une oligomérisation de Apaf-1 dans un
complexe heptamérique ou le domaine CARD de Apaf-1 forme un anneau central qui recrute la

pro-caspase-9 via le domaine CARD de son pro-domaine (Figure 3: Réqulation de I'apoptosome et

des caspases par les IAP) (Wurstle, Laussmann et al. 2012). Dans ces conditions stériques, la

pro-caspase-9 va s’oligomériser et s’auto-activer. Une fois active, la Caspase-9 clive les caspases
effectrices (Malladi, Challa-Malladi et al. 2009). La Caspase-9 va alors quitter 'apoptosome, elle
pourra éventuellement étre remplacée par une nouvelle pro-caspase-9 (Malladi, Challa-Malladi et
al. 2009). La présence d’inhibiteurs de caspases réduit la vitesse de dissociation de la caspase-9
de I'apoptosome blogquant le cycle d’activation des caspases (Saikumar, Mikhailova et al. 2007).
XIAP est présent au sein de 'apoptosome (Bratton, Walker et al. 2001, Srinivasula, Hegde et al.
2001), il inhibe l'activité de la forme tétramérique de la caspase-9 et 'activation des caspases

effectrices.

XIAP lie directement et inhibe I'activité de la caspase-9 par un mécanisme impliquant deux
sites d’interaction (Eckelman, Salvesen et al. 2006). En premier lieu, la poche hydrophobique du
BIR3 de XIAP lie le motif IBM accessible a I'extrémité N-terminale de la petite sous-unité de la
caspase-9 active (Srinivasula, Hegde et al. 2001). Ensuite, I'extrémité C-terminale du BIR3 lie le
domaine de dimérisation de la caspase-9, bloquant sa dimérisation et masquant ses résidus
catalytiques (Srinivasula, Hegde et al. 2001, Shiozaki, Chai et al. 2003). Ainsi, XIAP peut controler
'apoptosome en inhibant l'activité de la caspase-9 et en bloquant son cycle d’activation. De
maniére intéressante, une boucle de rétrocontréle de l'apoptosome se met en place via la
caspase-3 qui amplifie le processus apoptotique. La caspase-9 posséde deux sites de clivage par
la caspase-3. Le premier permet de produire les deux sous-unités actives, et le second enléve le
motif IBM de la petite sous-unité, libérant ainsi la caspase-9 du contrdle de XIAP (Zou, Yang et al.
2003).

La formation de I'apoptosome dépend aussi de la quantité d’Apaf-1, de cytochrome-c et de
pro-caspase-9 disponible (Wurstle, Laussmann et al. 2012). Il est intéressant de noter que la
capacité de XIAP a controler l'activité de la caspase-9 est directement corrélée au niveau d’Apaf-1
et a l'activité de 'apoptosome. Ainsi, XIAP régule la sensibilité a 'apoptose des cellules exprimant
un faible niveau de Apaf-1 comme les cellules neuronales différenciées et les cardiomyocytes
(Wright, Linhoff et al. 2004, Potts, Vaughn et al. 2005).

3. Réqulation de l'activation des caspase-8 et -10 par les IAP.

Les caspases-8 et -10 sont activées en réponse a la stimulation des récepteurs de mort de la
superfamille des TNFR. La stimulation de Fas (DR2, CD95) ou TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) récepteurs | et || (DR4 and DRS) entraine I'activation des pro-caspase-8 et -10
dans une plateforme associée au récepteur appelée DISC (death-inducing signalling complex)

(Mace and Riedl 2010). Les caspases-8 et -10 peuvent aussi étre activées en réponse a une
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stimulation du TNFR1 dans une plateforme cytosolique secondaire appelée complexe-ll ou
indépendamment des récepteurs de mort dans une plateforme appelée RIPoptosome. Le
complexe Il et le RIPoptosme contiennent la kinase RIP1. Les IAP contrélent la formation de ces
complexes grace a leur capacité a lier et a controler RIP1. Cette régulation sera expliquée dans le

paragraphe 111.B.2.

4. Réqgulation des caspases effectrices par les IAP.

XIAP est également capable de lier et d’inhiber les caspases effectrices -3 et -7 (Deveraux,
Takahashi et al. 1997, Silke, Ekert et al. 2001). Cependant, ces propriétés ne semblent pas
fondamentales pour ses propriétés anti-apoptotique puisque lI'expression d’'un mutant de XIAP
incapable d’inhiber la caspase-3 conserve sa capacité a bloquer I'apoptose induite par des

rayonnements ultra-violets (Silke, Ekert et al. 2001).
La encore, XIAP lie les caspases effectrices via deux mécanismes :

e La poche hydrophobique du BIR2 de XIAP lie I'IBM de la grosse sous-unité des
tétraméres de caspases effectrices activées.

e La région en amont du BIR2 masque la poche de fixation du substrat des caspase-3
et -7, empéchant la fixation du substrat (Chai, Shiozaki et al. 2001, Riedl, Fuentes-
Prior et al. 2001, Silke, Ekert et al. 2001, Tenev, Zachariou et al. 2005, Eckelman and
Salvesen 2006).

Bien que l'activité E3 ubiquitine ligase de XIAP n’est pas indispensable a linhibition des
caspases, I'analyse de cellules issues de souris transgéniques XIAP-ARING a mis en évidence
'importance des modifications post-traductionnelles dépendantes du RING dans I'inhibition de la
caspase-3 par XIAP (Schile, Garcia-Fernandez et al. 2008). L’expression de XIAP délété pour son
domaine RING ne compense pas la perte de XIAP et 'augmentation de I'activité de la caspase-3
ainsi que I'apoptose dans les cellules souches et les thymocytes (Schile, Garcia-Fernandez et al.
2008). De plus, XIAP peut induire une ubiquitination K48 des caspases actives conduisant a leur
dégradation (Suzuki, Nakabayashi et al. 2001), ainsi que la neddylation de la caspase-7 inhibant

son activité (Broemer, Tenev et al. 2010).

clAP1 et clAP2 peuvent aussi interagir avec les caspase-3 et -7 via la liaison de I'IBM
(Tenev, Zachariou et al. 2005). De plus, clAP1 interagit avec le pro-domaine des caspases,
indépendamment de leur IBM (Choi, Butterworth et al. 2009). Malgré leur incapacité a inhiber
l'activité enzymatique des caspases (Eckelman and Salvesen 2006), les clAP peuvent réguler la
stabilité des tétraméres de caspases actives via le systéme ubiquitine-protéasome (Tenev,
Zachariou et al. 2005, Choi, Butterworth et al. 2009). clAP2 est capable, au moins in vitro, d’induire
une mono-ubiquitination non dégradative des caspase-3 et -7 (Huang, Joazeiro et al. 2000),

suggerant un mécanisme de régulation par ubiquitination indépendant du protéasome.
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Il a été clairement démontré que I'expression de clAP1 et de clAP2 protége les cellules de
'apoptose mais les mécanismes impliqués restent flous. Une hypothése avancée est la liaison de
SMAC par clAP, libérant ainsi XIAP, lui permettant d’'inhiber directement les caspases (Eckelman
and Salvesen 2006). Une étude appuie cette hypothése, en effet, une augmentation de
'expression de clAP associée a une protection de I'apoptose en réponse a un stress du réticulum
endoplasmique a été observée (Hamanaka, Bobrovnikova-Marjon et al. 2009). Les auteurs ont
montré que cette augmentation d’expression de clAP est associée a une augmentation de

'association de clAP avec SMAC et au contraire a une diminution des complexes XIAP/SMAC.
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Figure 4: Réqgulation des voies classique et alternative de NF-kB par clAP. (a) Activation de la voie classique de NF-kB par le TNF-a.
La fixation du TNF-a sur le TNFR1 entraine la formation d’'un complexe contenant, TRADD, TRAF2, LUBAC, RIP1, clAP1, clAP2. clAP
ubiquitinent RIP1 permettant le recrutement et I'activation de la kinase TAK1 ce qui permet la phosphorylation de IKK-f entrainant
I'activation du complexe IKK qui va phosphoryler IkB entrainant sa dégradation. De cette fagon, le dimére p50/RelA est libéré et va étre
transloqué dans le noyau ou il activera la transcription de ses genes cibles. (b) Activation de la voie alternative de NF-«kB par le CD40L
ou TWEAK. En I'absence de stimulation, la voie alternative de NF-kB est réprimée par la dégradation constitutive de NIK par TRAF2,
TRAF3, clAP1 et clAP2. Aprés une stimulation par le CD40L, clAP entrainent la dégradation protéasomale de TRAF3, stabilisant NIK. La
fixation de TWEAK sur son récepteur Fn14 entraine la stabilisation de NIK par l'internalisation et la dégradation lysosomale du complexe
Fn14-clAP1-TRAF2. Une fois stabilisé, NIK phosphoryle et active IKK-a qui entraine le phosphorylation de p100 et son clivage en p52.
Le dimére p52/RelB va étre transloqué dans le noyau ou il activera la transcription de ses génes cibles (D’aprés Beug et al., 2012).
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B) Régulation de la signalisation cellulaire par clAP1 et 2.

Bien qu’initialement décrites comme d’'importants régulateurs de I'apoptose, les protéines de
la famille des IAP s’avérent aussi contréler les voies de signalisation des MAPK (Mitogen-activated
protein kinases) et du NF-kB. Les premiéres études utilisant les Smac mimetics ont révélé que
clAP régulaient la mort cellulaire dépendante du TNF-a en contrélant I'activation de NF-kB et le
niveau d’ubiquitination de la kinase RIP1 (Petersen, Wang et al. 2007, Varfolomeev, Blankenship
et al. 2007, Vince, Wong et al. 2007, Bertrand, Milutinovic et al. 2008). Par la suite, les études
portant sur des KO de plusieurs IAP ont confirmé l'importance des IAP dans la régulation de ces

voies de signalisation (Gardam, Turner et al. 2011, Vince, Wong et al. 2012).

1. La voie NF-kB

Le réle de clAP dans la régulation de NF-kB est trés bien décrit (Gyrd-Hansen and Meier
2010, Beug, Cheung et al. 2012). NF-kB est un facteur de transcription activé par la stimulation de
récepteurs d’antigénes ou de cytokines, I'activation de TLR (Toll Like Receptors) par des
molécules bactériennes, I'activation de NOD (nucleotide-binding oligomerization domain-containing
proteins) ou des NLR (NOD-like receptors) et également en réponse a des stress intra-cellulaires

comme I'endommagement de ’'ADN ou les ROS (Reactive Oxygen Species).

NF-kB est important pour la réponse adaptative des cellules en régulant la production de
molécules pro-inflammatoires et en régulant I'expression de génes importants pour la survie

cellulaire, la différenciation et la prolifération (Hayden and Ghosh 2012).

Le facteur de transcription NF-kB est un hétéro-dimére composé d’'une sous-unité Rel (RelA,
RelB ou c-Rel) et une sous unité NF-kB (la sous-unité p50 de NF-kB1 ou la sous-unité p52 de NF-
kB2). Deux voies signalétiques distinctes permettent l'activation de NF-kB: la voie dite
« classique » et la voie dite « alternative » (Fiqure 4 : Réqulation des voies classique et alternative
de NF-kB par clAP).

1.i Réqulation de la voie classique de NF-kB par clAP.

Dans la voie classique de NF-kB, le dimére p50/RelA est séquestré dans le cytoplasme par
son interaction avec IkB (Inhibitor of NF-kB). En réponse a un stimulus comme la fixation d’'un
ligand sur le TNFR1 par exemple, IkB-a (Inhibitor of NF-kB alpha) est dégradé, libérant le dimére
p50/RelA et permettant ainsi sa translocation nucléaire nécessaire a la stimulation de la
transcription de génes pro-inflammatoires. La dégradation de IkB-a nécessite sa phosphorylation
par le complexe IKKa/IKKB/IKKy (IkBa Kinase Kinase a,(,y) qui est activée par son ubiquitination
par LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex) et la phosphorylation par TAK1 (TGFp-
activated protein kinase 1) (Hayden and Ghosh 2012).

Les protéines clAP permettent la proximité stérique de TAK1, LUBAC et IKK. Elles sont
recrutées avec RIP1 au niveau des complexes des récepteurs TNFR (Haas, Emmerich et al. 2009)

grace a leur association avec I'adaptateur moléculaire TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor
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Associated Factor 2). clAP catalysent leur auto-ubiquitination et la poly-ubiquitination K63 non
dégradative de RIP1 (Bertrand, Milutinovic et al. 2008, Varfolomeev, Goncharov et al. 2008,
Dynek, Goncharov et al. 2010). Ces chaines d’ubiquitines sont reconnues par les domaines de
reconnaissance de [l'ubiquitine (UBD) des complexes IkB Kinase: |IKKa/IKKB/IKKy et
TAK1/TAB2/TAB3. Le rapprochement stérique de ces deux plateformes permet la phosphorylation
de IKKB par TAK1 qui induit la séquence phosphorylation/ubiquitination/dégradation de IkB-a
(Bertrand, Milutinovic et al. 2008, Haas, Emmerich et al. 2009, Damgaard, Nachbur et al. 2012,

Varfolomeev, Goncharov et al. 2012).

Récemment, il a été montré que les chaines d’ubiquitines présentes sur clAP1 permettent
aussi le recrutement du complexe LUBAC composé de HOIL/HOIP/SHARPIN (Haas, Emmerich et
al. 2009) responsable de l'ubiquitination linéaire d’IKKy (Tokunaga, Sakata et al. 2009) ainsi que
de RIP1 (Gerlach, Cordier et al. 2011, Ikeda, Deribe et al. 2011, Tokunaga, Nakagawa et al. 2011).
Ces chaines d’ubiquitines linéaires sont des plateformes de choix pour IKKy ce qui favorise

I'activation de NF-kB1.

Les protéines clAP peuvent également réguler I'activation de NF-kB grace a la mono-
ubiquitination de IKKy qui est nécessaire a I'activation du complexe IKK (Jin, Lee et al. 2009, Hinz,
Stilmann et al. 2010).

1.ii Réqulation de la voie alternative de NF-kB par clAP.

L’activation alternative de NF-kB survient majoritairement dans les cellules lymphoides en
réponse au CD40L (Cluster of differentiation 40 Ligand), BAFF (B-cell activating factor) ou TWEAK
(Tumor Necrosis factor-like Weak inducer of apoptosis). Cette voie de signalisation implique la
kinase NIK qui catalyse la phosphorylation activatrice de IKKa. En retour, IKKa phosphoryle le
précurseur NF-kB2 p100 permettant son activation protéolytique en p52 (Figure 4). Les IAP
contrélent la stabilité et le niveau d’expression de NIK. En absence de stimulation, les protéines
clAP, TRAF2 et TRAF3 bloquent la voie alternative de NF-kB en induisant une ubiquitination
dégradative de NIK (Vallabhapurapu, Matsuzawa et al. 2008, Zarnegar, Wang et al. 2008,
Feltham, Moulin et al. 2010, Mao, Li et al. 2010, Varfolomeev, Goncharov et al. 2012). Lors de la
stimulation du CD40, clAP entrainent la poly-ubiquitination dégradative de TRAF3 qui ne peut plus
adresser NIK au protéasome, levant ainsi son inhibition. Lors d'une stimulation par TWEAK,
l'intégration et la dégradation lysosomale du récepteur de TWEAK, Fn14 (FGF-inducible 14) avec
clAP1 et TRAF2 permet de lever l'inhibition de NIK (Vince, Chau et al. 2008).

2. Reéqulation de la kinase RIP par clAP.

Les kinases a sérine/thréonine de la famille RIP sont d’importants régulateurs de la réponse
adaptative au stress cellulaire causée par les infections par des pathogeénes, I'inflammation ou le

stress génotoxique (Declercq, Vanden Berghe et al. 2009). Elles sont déterminantes dans la
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Figure 5: Réqulation des plateformes activatrices des caspases contenant RIP par clAP. La stimulation du TNFR1 entraine le
recrutement au récepteur de clAP et RIP1 via les protéines adaptatrices TRADD et TRAF2. clAP catalysent leur auto-ubiquitination K63
ainsi que l'ubiquitination K11 et K63 de RIP1 permettant I'activation de NF-«kB et la survie des cellules. En I'absence de clAP, le
complexe-Il est formé entrainant la mort des cellules. Une plateforme cytoplasmique contenant RIP1, le RIPoptosome, peut également
se former en I'absence de la stimulation des récepteurs de mort, en réponse a des endommagements de ’ADN entrainant la perte
d’expression des IAP ou I'utilisation d’inhibiteurs synthétiques des IAP entrainant leur dégradation. Ces plateformes contenant RIP1
peuvent activer les caspases-8 ou -10 activant 'apoptose ou entrainer la mort cellulaire indépendante des caspases, la nécroptose. Le
contréle de la mort cellulaire par le IAP se fait a différents niveaux : clAP entrainent I'ubiquitination K11 et K63 de RIP1 activant NF-kB et
bloguant la formation du complexe-Il. clAP et XIAP entrainent I'ubiquitination K48 de RIP1 entrainant sa dégradation protéasomale. XIAP
peut directement inhiber I'activité des caspases effectrices -3 ou -7 activées. clAP et XIAP peuvent induire la dégradation protéasomale
dépendante de 'ubiquitine des caspase-3 et -7 actives (D’apres Berthelet. and Dubrez., 2013).
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transmission de signaux de survie ou de différenciation ainsi que dans I'activation des voies de

signalisation de mort cellulaire.

L’activité des protéines RIP est contrblée par des processus d’ubiquitination. Parmi les E3
ubiquitine ligase de RIP, nous retrouvons les protéines IAP et TRAF. Récemment, 'analyse des
souris doubles KO ciap1/xiap et ciap1/ciap2 a montré I'importance des |IAP dans la régulation de la
mort induite par RIP1. La délétion simultanée de ciap1 avec ciap2 ou xiap entraine une l|étalité
embryonnaire qui est annulée ou retardée par I'hémizygotie pour rip1 (Moulin, Anderton et al.
2012).

La protéine RIP peut étre activée indépendamment ou non d’une stimulation des récepteurs

de mort. Nous verrons ici que clAP régulent cette activation dans les deux cas de figure.

2.i Activation de RIP dépendante des récepteurs de mort.

RIP1 intervient dans la voie de signalisation du TNF. Il posséde un domaine DD (death
domain) retrouvé dans les récepteurs de mort Fas, Fas, TRAIL-R1 et TRAIL-R2, les protéines
adaptarices TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein),
FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) et RAIDD. RIP1 est recruté sur le TNFR1 via
TRADD et subit ensuite des modifications post-traductionnelles telles que l'ubiquitination qui
déterminent ses fonctions moléculaires. Comme décrit dans la partie précédente, les protéines RIP
sont des cibles d’ubiquitination de clAP qui peuvent conjuguer des molécules d’ubiquitine de type
K48 conduisant a la dégradation des protéines et des chaines d’ubiquitines de type K11, K63 ou
linéaires modifiant leur activité (Park, Yoon et al. 2004, Bertrand, Milutinovic et al. 2008,
Varfolomeev, Goncharov et al. 2008, Geserick, Hupe et al. 2009, Dynek, Goncharov et al. 2010,
Bertrand, Lippens et al. 2011, Tenev, Bianchi et al. 2011). L'ubiquitination K11 et K63 de RIP1 par
clAP1 est nécessaire a l'activation de NF-kB suite a une stimulation des TNFR (Bertrand,
Milutinovic et al. 2008, Varfolomeev, Goncharov et al. 2008, Dynek, Goncharov et al. 2010,
Vanlangenakker, Vanden Berghe et al. 2011). En absence de clAP, RIP1 non ubiquitiné est
recruté au sein d’'un complexe protéique cytoplasmique, le complexe-ll, contenant la protéine
FADD qui pourra activer la caspase-8 entrainant la mort cellulaire (Micheau and Tschopp 2003)

(Fiqure 5 : Réqulation des plateformes activatrices des caspases contenant RIP par clAP). clAP1

inhibe la formation d’'un complexe secondaire également aprés stimulation de TRAILR et CD95
(Geserick, Hupe et al. 2009). Ces plateformes moléculaires contenant RIP1 peuvent induire la
mort par apoptose ou une mort indépendante de I'activité des caspases, la nécroptose, qui dépend
de la présence de RIP3, cFLIP (cellular FLICE-inhibitory protein) et de la génération d’espéces
réactives de I'oxygéne (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010). La protéine c-FLIP existe sous trois
isoformes : c-FLIP. (55 kDa), c-FLIPs (26 kDa) et c-FLIPrx (24 kDa). c-FLIPs forme des
hétérodiméres avec la pro-capsase-8 et inhibe son activité alors que c-FLIP. en complexe avec la
caspase-8 permet son activation mais la séquestre au niveau du récepteur limitant ainsi son

activité et stabilisant le complexe | (Shirley and Micheau 2013). Cet hétérodimére peut alors cliver
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des cibles proches comme RIP1, FLIP lui-méme ou une autre caspase-8 (Micheau, Thome et al.
2002, Feoktistova, Geserick et al. 2011). Le clivage de FLIP génére dans ce cas le fragment p22-
FLIP capable d’'interagir avec le complexe IKK entrainant I'activation de NF-kB (Golks, Brenner et
al. 2006). Deux études publiées dans le journal Nature en 2011 ont étudié le réle de ce complexe
FLIP-caspase-8 dans linhibition de la mort induite par RIP3. Les chercheurs ont développé un
modele de souris délétées pour la caspase-8 et RIP3. La perte d’expression de la caspase-8 est
létale au stade embryonnaire mais cette 1étalité est abolit par la déplétion simultanée de RIP3,
indiquant un réle de la caspase-8 dans l'inhibition de la nécroptose dépendante de RIP3 (Kaiser,
Upton et al. 2011). Il a alors été montré que I'hétérodimére FLIP -caspase-8 catalytiquement actif

inhibe I'association de FADD, RIP1 et RIP3 bloquant la nécroptose sans enclencher I'apoptose.

2.ii Activation de RIP indépendante des récepteurs de mort.

Récemment un nouveau complexe contenant RIP1 a été identifié : le RIPoptosome
(Feoktistova, Geserick et al. 2011, Tenev, Bianchi et al. 2011) formé par les protéines RIP1,
FADD, la caspase-8 et FLIP. Il a été démontré que ce complexe se forme et induit la mort des
cellules par apoptose ou nécroptose aprés déplétion ou inactivation des IAP suite a un stress
génotoxique, un relargage des inhibiteurs des IAP ou un traitement par des smacs mimetics. XIAP,
clAP1 et clAP2 peuvent tous trois contrdler la formation constitutive du ripoptosome. Comme le
complexe-ll, il peut entrainer la mort des cellules par apoptose ou par necroptose selon le type
cellulaire. (Darding and Meier 2012). Les mécanismes impliqués dans la régulation de la formation
du ripoptosome par les IAP ne sont pas encore clairement établis et font I'objet de nombreux
travaux. Il semble que la conjugaison de chaines d'ubiquitine sur RIP1 permet de bloquer la
formation de ce complexe. Plusieurs hypothéses sont étudiées, I'ubiquitination de RIP1 pourrait
inhiber I'activité kinase de RIP1 nécessaire a son association avec la caspase-8. Dans les cellules
tumorales, une faible proportion de RIP1 pourrait étre adressée au protéasome (Imre, Larisch et al.
2011, Tenev, Bianchi et al. 2011). La protéine c-FLIP joue également un réle important dans la
régulation du ripoptosome. En effet, c-FLIP peut étre recruté au sein du ripoptosome et le régule
différemment selon lisoforme impliquée. L’hétérodimére FLIP -caspase-8 permet le clivage de
RIP1 et la dissociation du ripoptosome et au contraire, le complexe FLIPs-caspase-8 inactif

favorise la formation du ripoptosome (Feoktistova, Geserick et al. 2011, Tenev, Bianchi et al. 2011)

(Figqure 5).
3. Réqulation des TLR par clAP.

Les récepteurs TLR reconnaissent des motifs conservés chez les bactéries et d’autres
organismes. L’activation du TLR4 par le LPS (lipopolysaccharide) induit le recrutement sur le
récepteur des protéines adaptatrices TIRAP (Toll-Interleukin 1 Receptor domain containing
Adaptor Protein) et MyD88 (MYeloid Differentiation primary response gene 88) permettant la
phosphorylation de IRAK (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase) et la poly-ubiquitination de
TRAF6. Ensuite, le complexe TAB2/3-TAK1 (TGF-beta Activated Kinase 1/MAP3K7 binding
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protein 2/3 — Transforming growth factor-beta-Activated Kinase 1) est recruté et va activer le
complexe IKKa/IKKB/IKKy qui pourra activer a son tour NF-kB et la production de cytokines pro-
inflammatoires. Le complexe du récepteur TLR4 stimule via TRAF6 la poly-ubiquitination de type
K63 de clAP. Cette ubiquitination active clAP qui lient des chaines d’ubiquitine K48 a TRAF3
l'adressant au protéasome. Cette dégradation protéasomale de TRAF3 empéche linhibition de
TAK1 lui permettant d’activer la voie MAPK et la production de cytokines pro-inflammatoires

(Tseng, Matsuzawa et al. 2010, Beug, Cheung et al. 2012).

4. Réqulation de la voie NOD par clAP.

Les protéines NLR telles que NOD1 et NOD2 sont des détecteurs cytoplasmiques de
peptidoglycanes bactériens et sont impliquées dans la régulation de I'apoptose et la réponse pro-
inflammatoire. La détection de pathogénes intracellulaires entraine I'oligomérisation des protéines
NOD permettant I'activation des voies MAPK et NF-kB. Aprés stimulation par un ligand, les
protéines NOD permettent la mise en place d'un complexe comprenant NOD1, NOD2, RIP2,
clAP1, clAP2 et XIAP (Bertrand, Doiron et al. 2009, Krieg, Correa et al. 2009, Damgaard, Nachbur
et al. 2012). clAP1 et clAP2 lient et ubiquitinent RIP2 en K63 (Yang, Yin et al. 2007) ce qui permet
le recrutement des complexes LUBAC et TAK1-TAB au niveau de RIP2 permettant I'activation des
voies NF-kB et MAPK.

C) Les fonctions nucléaires de clAP1.

La localisation de clAP1 est nucléaire dans de nombreux modéles cellulaires contrairement a
clAP2 et XIAP qui sont eux majoritairement cytoplasmiques (Liston, Fong et al. 2001, Ponnelle,
Chapusot et al. 2003, Plenchette, Cathelin et al. 2004, Samuel, Okada et al. 2005). Malgré cette
localisation, peu de fonctions nucléaires ont été attribuées a clAP1. Les travaux menés dans mon
équipe d’accueil ont montré que clAP1 était nucléaire dans les cellules non différenciées en phase
de prolifération et était exclu du noyau lors de la différenciation. Cette exclusion coincide avec
I'arrét de prolifération associé a la différenciation, suggérant une fonction nucléaire de clAP1 dans
la prolifération (Plenchette, Cathelin et al. 2004, Didelot, Lanneau et al. 2008). Une étude menée
par John Reed en 2005 a montré que clAP1 est localisé dans le noyau des cellules en interphase
(Samuel, Okada et al. 2005). Lors de la télophase, clAP1 est localisé au niveau d’une structure
circulaire appelée anneau de corps intermédiaire associée aux microtubules et reliant les deux
cellules filles a la fin de la cytodiérése. Une surexpression de clAP1 favorise I'apparition de cellules
polyploides aprés un traitement par des poisons du fuseau mitotique, suggérant un défaut de la
cytodiérese. Cette observation a été expliquée par une interaction clAP1 - Survivine, cette derniére

étant un régulateur important de la cytodiérése.

Une seconde étude en 2007 a montré que clAP1 était capable d’ubiquitiner et de dégrader
Mad1 (Mitotic spindle assembly checkpoint protein 1) 'inhibiteur de 'oncogéne c-Myc. La protéine

c-Myc ainsi libérée pourra stimuler le cycle cellulaire et activer la prolifération. Dans la mesure ou
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le complexe Myc-Mad1 est retrouvé dans le noyau des cellules, on peut donc supposer que cette
fonction de clAP1 soit plutét nucléaire, bien que la localisation de clAP1 dans ce contexte n’ait pas
été étudiée. Ce réle de clAP1 dans la régulation de c-Myc pourrait en partie expliquer les
propriétés oncogéniques de clAP1 observées dans un modéle de carcinome hépatique murin

induit par la délétion de p53 associée a une surexpression de c-Myc (Xu, Zhu et al. 2007).

Nos travaux ont montré que clAP1, lorsqu’il est nucléaire, est capable de réguler le facteur

de transcription E2F1 (voir partie résultats).
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D) Régulation de la migration cellulaire par les IAP.

Les premiéeres observations concernant la régulation de la migration cellulaire par les IAP ont

été faites chez la drosophile en 2004 (Geisbrecht and Montell 2004). Par un criblage génétique, les

auteurs ont montré qu’une surexpression de DIAP1 permettait de compenser la perte de fonction

de la RhoGTPase Rac1 dans la migration des cellules de bordure de I'ovocyte. Cette fonction de

DIAP1 nécessite la présence des domaines BIR mais ne requiert pas la présence du domaine

RING. Bien que les mécanismes de régulation de la migration par DIAP1 n’aient pas été décrits,

les auteurs ont montré la formation d’'un complexe in-vitro contenant DIAP1, Rac1, un régulateur

du cytosquelette d’actine de la famille des RhoGTPases et la profiline, une protéine qui régule la

quantité de G-actine libre. L’influence des IAP sur la migration cellulaire a ensuite été étudiée chez

’lhomme avec des résultats contradictoires :

XIAP et clAP1 semblent aussi capables de stimuler la migration de lignées
d’adénocarcinomes mammaires (MDA-MB-231), prostatiques (PC3) et coliques (HCT116)
mais aussi de fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) (Mehrotra, Languino et al. 2010,
Liu, Zhang et al. 2011, Lopez, John et al. 2011). Plusieurs modes d’action des IAP sur la
migration ont été décrits. Dans un premier travail cette fonction a été associée a une
activation de NF-kB en réponse a la formation d’'un complexe XIAP/Survivine. L’activation
de NF-kB entrainant une sécrétion de fibronectine, reconnue par les intégrines qui
augmentent les propriétés migratoires des cellules tumorales (Mehrotra, Languino et al.
2010). Une autre étude a associé cette fonction des IAP a leur capacité a réguler RhoGDI
(Rho GDP-dissociation Inhibitor), un régulateur des petites protéines G de la famille Rho
qui régulent le cytosquelette d’actine. En se liant a RhoGDI, XIAP empécherait sa
sumoylation nécessaire pour son activité dans la répression de la motilité cellulaire (Liu,
Zhang et al. 2011). L’équipe de Meier a également observé que clAP1 et son mutant
ACARD stimule la migration de fibroblastes de souris embryonnaires clAP17clAP2", cet
impact sur la migration étant lié a la régulation négative de RIP1 par clAP1 (Lopez, John et
al. 2011).

Bien qu'un niveau élevé des IAP puisse stimuler la migration cellulaire, I'équipe de
Rajalingam a démontré que XIAP, clAP1 et clAP2 peuvent réprimer les propriétés
migratoires de cellules Hela induites par 'EGF (Epidermal Growth Factor) (Dogan, Harms
et al. 2008). lls ont montré que XIAP, clAP1 et clAP2 sont nécessaires a la formation d’'un
complexe qui stimule la dégradation de c-RAF, une kinase contrdlant I'activation de ERK
ainsi que la migration cellulaire. Cette méme équipe a établi un lien direct entre IAP et
RhoGTPases. lls ont montré que les IAP sont des E3 ubiquitine ligase de la RhoGTPase
Rac1. En effet, XIAP, clAP1 et clAP2 lient directement Rac1 et catalysent sa poly-
ubiquitination contrélant ainsi sa stabilité. Un traitement par les antagonistes des |IAP

empéche l'ubiquitination dégradative de Rac1, provoquant un gain de fonction de cette
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GTPase qui se caractérise par des modifications morphologiques ainsi qu’une

augmentation des propriétés migratoires des cellules (Oberoi, Dogan et al. 2012).
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IAPs & cellular IAP antagonists

Tumors

[APs:

clAP1&clAP2 over-expression
(amplicon 11g21-22)

clAP1 over-expression
independently from amplicon
11q21-22

clAP2 over-expression
independently from amplicon
11921-22

clAP2/M ALT chimeric protein
(11,18)(921,921)

clAP1/clAP2 inactivation

Cellular IAP antagonists:

Smac down-regulation

Smac over-expression

HtrA2 over-expression

HtrA2 down-regulation
ARTS over-expression

ARTS down-regulation

Ratio IAP /IAP antagonists:

increased clAP1/HtrA2 &
clAP1/Smac

Cervical cancer, esophageal squamous cell carcinoma, hepatocarcinoma,
Meduloblastoma, Non-small and small cell lung cancer, Oral squamous cell
carcinoma, Pancreatic cancer

B-cell chronic lymphocytic leukemia, Bladder Carcinoma, Cervical Carcinoma, Chronic
lymphocytic leukemia, Colorectal Cancer, Head and Neck Squamous cell carcinoma,
Non-small and small cell lung cancer, Prostate Carcinoma, Squamous carcinoma of
Tongue

Breast Cancer, Cervival Carcinoma, Chronic lymphocytic leukemia, Colorectal
Carcinoma, Prostate Carcinoma

MALT Myeloma

Multiple Myeloma

Acute myeloid leukemia, Bladder Carcinoma, Breast Carcinoma, Cervical Carcinoma
CLL, Colorectal Carcinoma, Endometrioid endometrial Cancer, Esophageal carcinoma
Lung Cancer, Rectal Adenocarcinoma, Testicular Cancer

Bladder Cancer, Gastric Adenocarcinoma, Renal Adenocarcinoma

Endometrial Cancer, Gastric Carcinoma, Ovarian Cancer, Prostate Carcinoma, Renal
Carcinoma, Stomach Cancer, Thyroid Cancer

Acute myeloid leukemia, Endometrial Cancer, Ovarian Cancer, Testicular Cancer
Astrocytoma

Acute myeloid leukemia

Chronic lymphocytic leukemia
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IV) Propriétés oncogéniques de clAP.

A) Modification de I’expression _de clAP _dans les tumeurs et

démonstration de leur propriétés oncogéniques.

Les génes codant clAP1 et clAP2 (birc2 et birc3) sont localisés sur le locus q21-22 du
chromosome 11, une région amplifié¢e (amplicon 11921-22) dans de nombreux échantillons
tumoraux d’origines différentes : poumon (Dai, Zhu et al. 2003), foie (Zender, Spector et al. 2006),
ovaires (Zender, Spector et al. 2006), carcinome mammaire (Cheng, Zhou et al. 2010), pancréas
(Bashyam, Bair et al. 2005), ORL (Snijders, Schmidt et al. 2005), médulloblastome (Reardon,
Michalkiewicz et al. 1997), glioblastome (Weber, Sommer et al. 1996), col de l'utérus (Imoto,
Tsuda et al. 2002), cesophage (Imoto, Yang et al. 2001). Une surexpression de clAP est aussi
retrouvée indépendamment de la présence de I'amplicon 11q21-22 dans de nombreux cancers

d‘origines différentes (Tableau 1 : Niveau d’expression des différents IAP et leurs antagonistes

dans les tumeurs humaines).

Le niveau d’expression des IAP a été corrélé a un mauvais pronostic dans la leucémie
lymphoide chronique (Grzybowska-lzydorczyk, Cebula et al. 2010), dans la leucémie aigué de
lignée mixte (Nakagawa, Hasegawa et al. 2005) et dans le cancer de la vessie (Che, Yang et al.
2012). La localisation nucléaire de clAP1 est également associée a un mauvais pronostic dans les
cancers de la vessie (Che, Yang et al. 2012), cancers colorectaux (Ponnelle, Chapusot et al. 2003)
et les cancers de la téte et du cou (Tanimoto, Tsuda et al. 2005). En plus d’'une dérégulation de
I'expression des IAP, I'expression de leurs antagonistes tels que Smac, HtrA2 ou ARTS peut

également étre altérée dans des échantillons tumoraux (Tableau 1).

Chez la souris une amplification récurrente du locus 9gA1 (équivalent au 11921-22 chez
'homme) et des propriétés oncogéniques de clAP1 ont été clairement démontrées dans des
ostéosarcomes p53” (Ma, Cai et al. 2009), hépatocarcinomes p53™ / Myc (Zender, Spector et al.
2006) et carcinomes mammaires p53” Rb” (Retinoblastoma protein) (Cheng, Zhou et al. 2010).
Dans ces modéles, des niveaux éleves de clAP1 et clAP2 sont nécessaires a la croissance des

tumeurs, démontrant ainsi le caractére oncogénique de ces protéines.

Dans l'étude de Zender et al. menée en 2006, un modéle de carcinome hépatocellulaire
murin a été développé en transformant des hépatoblastes de foie foetal isolés de souris p53” par
Myc, Akt activé (Akt1) ou la forme oncogénique de HRas (HRasV12). Une étude approfondie du
génome des tumeurs formées lors de la transplantation de ces cellules dans des foies de souris
porteuses a permis d’identifier, dans les tumeurs transformées par Myc, 'amplicon 9qA1. Cet
amplicon code pour les protéines clAP1/2 et le facteur de transcription Yap. L’équivalent humain
de cet amplicon, 'amplicon 11921-22 est notamment retrouvé dans les hépatocarcinomes

humains. La surexpression de clAP1 et de Yap a ensuite été confirmée dans les échantillons
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Figure 6: Propriétés oncogéniques de clAP dans un modéle de
carcinome mammaire murin. Le développement des cancers est initié par la

délétion de p53, dans ce cas, on retrouve I'amplicon 9q1A et une augmenta-
tion d’expression de clAP. La présence de cet amplicon est compensée par la
délétion de Rb, dans ce cas, l'activation incontrlée de E2F1 entraine
'augmentation d’expression de clAP. Dans tous les cas, 'augmentation de
clAP est importante pour la carcinogenése, indépendamment ou non de la
présence de I'amplicon 9g1A (Cheng et al., 2010).
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murins et humains. L'utilisation de shRNA spécifiques de clAP1 et/ou de Yap a ensuite démontré
des propriétés oncogéniques individuelles ainsi que leur synergie dans le développement de
tumeurs. |l est intéressant de noter qu'une surexpression de la cycline E est observée dans ces

échantillons tumoraux (Zender, Spector et al. 2006).

L’étude de Ma et al. en 2009 s’est intéressée aux ostéosarcomes. Pour cette étude, un
modéle murin p53*" qui développe fréquemment des ostéosarcomes a été utilisé. Le but de I'étude
était d’identifier des événements associés a la délétion de p53 dans le développement
d’ostéosarcomes. Dans les échantillons tumoraux, I'amplicon 9g1A est fréquemment retrouvé.
L’utilisation de shRNA spécifiques de clAP1 ou clAP2 a démontré leurs propriétés oncogéniques,
associées a une diminution de I'apoptose des cellules surexprimant ces protéines. Contrairement a
I'étude de Zender et al., dans ce modéle, la diminution d’expression de Yap n’a pas d’effet sur la

croissance des tumeurs (Ma, Cai et al. 2009).

Dans une étude menée par Cheng et al. en 2010, un modéle de KO conditionnel de p53
et/ou de Rb dans I'épithélium mammaire des souris a été développé. Une analyse des génomes
des tumeurs obtenues a mis en évidence la présence de I'amplicon 9q1A dans les tumeurs
déficientes en p53, en revanche, lorsque Rb est également inactivé, 'amplicon n’est plus retrouveé,
suggeérant que la surexpression de Rb compense I'amplification de clAP1, clAP2 et Yap. De plus,
une inactivation de Rb est associée a une augmentation de I'expression de clAP1 et clAP2 dans
les tumeurs. Dans des lignées cellulaires dérivées de I'épithélium mammaire des souris, un siRNA
dirigé contre E2F1 diminue I'expression de clAP1 et clAP2. Des sites de fixation E2F sont présents
dans les promoteurs de clAP1, clAP2 et Yap et un contréle transcriptionnel positif de ces trois
protéines par E2F1 a été démontré. Ceci suggére donc que la dérégulation de la voie E2F/Rb
permet la surexpression de clAP1 et clAP2 indépendamment de la présence de I'amplicon 9q1A.
Cette étude met donc en évidence l'importance de la surexpression de clAP1 et clAP2 dans ce
modele, qu’elle soit due a la présence de 'amplicon 991A ou a la perte de contréle de E2F1 via

inactivation de Rb (Fiqure 6 : Propriétés oncogéniques de clAP dans un modéle de carcinome

mammaire murin.) (Cheng, Zhou et al. 2010).

B) Le cas du lymphome de MALT.

Le lymphome de MALT (Mucosal-Associated Lymphoid Tumors) représente 30% des
lymphomes non-hodgkinien a cellules B. Il se caractérise par une infection chronique des poumons
ou du tractus gastrique. L’aberration chromosomique prévalente est une translocation réciproque
des génes Birc3 et Malt1 (t(11921:18921)) (Zhou, Du et al. 2005) qui génére une protéine de
fusion composée des domaines BIR de clAP2 et de la partie C-terminale de la protéine MALT1.
Cette protéine induit une activation constitutive de la signalisation NF-kB impliquée dans la

transformation et la progression de ce lymphome.
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C) clAP et métastases.

Dans une étude menée en 2005, dans un modéle de carcinome a cellules squameuses de la
téte et du coup, I'expression nucléaire de clAP1 a été associée a la formation de métastases ainsi
qu’a un état avancé de la maladie (Tanimoto, Tsuda et al. 2005). En 2008, dans un modéle de
carcinome a cellules squameuses de la langue, I'expression de clAP1 a la fois nucléaire et
cytoplasmique a été corrélée avec la formation de métastases ainsi qu’a une augmentation de la
prolifération des cellules et une diminution de l'activation de la caspase -3 (Qi, Mogi et al. 2008).
Ces observations confirment les résultats obtenus dans un modéle de cancer a cellules
squameuses métatastatiques murin, ot une analyse du profil d’expression des cellules avait mis

en évidence une surexpression de clAP1 (Dong, Loukinova et al. 2001).

Dans les cellules de cholangiocarcinome, un traitement par TRAIL n’induit pas la mort des
cellules mais au contraire stimule leur oncogénicité et particulierement leur capacité de migration
et d’invasion via l'activation de NF-kB. Lorsque ces cellules sont traitées par le JP1584, un
mimétique de Smac inhibant clAP1 et clAP2, avant une stimulation par TRAIL, les cellules ne
meurent pas mais I'activation de NF-kB est diminuée ainsi que la formation de métastases extra-

hépatiques (Fingas, Blechacz et al. 2010).

D) clAP comme suppresseurs de tumeurs.

Bien que les propriétés oncogeéniques de clAP aient été largement documentées, il existe
certains cas, particulierement dans les leucémies, ou les protéines clAP se comportent comme
des suppresseurs de tumeurs. C’est le cas des myélomes multiples dont 20% sont liés a une
activation constitutive de la voie non-canonique de NF-kB. Ces cellules tumorales présentent des
altérations génétiques sur les génes codant pour clAP1/2, et /ou TRAF2/3 qui sont d'importants
régulateurs de NIK (Annunziata, Davis et al. 2007, Keats, Fonseca et al. 2007). L’activation
aberrante de NF-kB est également détectée dans 60% des lymphomes de la zone marginale de la
rate. Une analyse de ces cellules a révélé une perte de clAP2 due a la présence de lésions

génétiques dans son géne (Rossi, Deaglio et al. 2011).

Une étude récente a démontré qu’'un traitement de cellules de glioblastome par un smac
mimetic a des doses non toxiques entrainait une activation de la voie alternative de NF-kB
conduisant a I'élongation des cellules et a 'augmentation de leur capacité de migration et
d’invasion, révélant de potentiels effets secondaires liés a la déplétion des IAP par un traitement

aux smac mimetics (Tchoghandjian, Jennewein et al. 2013).
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Figure 7: Structure des membres de la famille E2F et de leurs co-activateurs. Tous
les E2F contiennent un domaine de liaison a ’'ADN (DB : DNA Binding Domain). Les
activateurs E2F1 a 3 possédent un NLS (Nuclear Localisation Signal). Les facteurs
E2F1 a 5 possédent un domaine de transactivation (TD : Transactivation Domain) qui
comprend des régions marqued box, nécessaires a I'activation de I'expression des
génes ainsi qu’'un domaine de liaison avec les protéines de la famille Rb. Les répres-
seurs E2F4 et E2F5 possedent un domaine NES ( Nuclear Export Signal). E2F1 a 6
posséedent également un domaine de dimérisation (DIM) requis pour l'interaction avec
les membres de la famille DP (Dimerization Partner).



V) Le facteur de transcription E2F1.

Dans nos travaux, nous avons démontré que clAP1 pouvait réguler le facteur de
transcription E2F1. E2F1 est un facteur de transcription trés important pour I'homéostasie
cellulaire. C’est un important régulateur de la prolifération cellulaire, de l'apoptose et de la

différenciation. Son réle dans le cancer a largement été étudié.

A) Présentation de la famille des E2F.

La fonction principale des facteurs de transcription E2F est l'activation ou la répression
transcriptionnelle de génes impliqués dans différents processus cellulaires : la prolifération,

I'apoptose, la différenciation ou la réponse a des endommagements de ’ADN.

Le facteur de transcription E2F1 a été identifié en 1986 par deux équipes différentes par sa
capacité a lier le promoteur de la protéine adénovirale E2 (Kovesdi, Reichel et al. 1986, La
Thangue and Rigby 1987). Des travaux menés par I'équipe de Joe Nevins ont permis d’identifier le
mécanisme d’activation de E2F1 par E1A. La protéine adénovirale E1A lie et séquestre un
répresseur de E2F1, permettant ainsi son activation. Ce répresseur s’est avéré étre la protéine Rb
(Nevins 1992).

Chez les mammiferes, la famille E2F comprend huit génes (E2F1 a 8) codant 9 protéines

distinctes, E2F3a et E2F3b étant issues d’'un épissage alternatif (Figure 7: Structure des membres

de la famille E2F et de leurs co-activateurs). Les membres de la famille E2F sont différenciés en

fonction de leur activité transcriptionnelle, leur structure et leurs interactions avec les membres de
la famille Rb : pRb, p107 et p130 (Trimarchi and Lees 2002) :

Les activateurs de la transcription, E2F1, E2F2 et E2F3a et b, interagissent majoritairement
avec pRb. E2F3a et b, issus d’'un épissage alternatif, ont des fonctions distinctes. Les répresseurs
de la transcription sont E2F4 a 8 : E2F4 lie les trois membres de la famille Rb tandis que E2F5
s’associe préférentiellement avec p107 et p130. Leurs actions principales consistent a faciliter la
sortie du cycle cellulaire et la différenciation terminale (Trimarchi and Lees 2002). La fonction
majeure associée aux E2F6 a 8 est la répression de la transcription de facon indépendante des
protéines de la famille Rb. E2F6 exerce son activité biologique en interagissant avec les membres
du complexe polycomb (PcG), des facteurs chromatiniens connus pour maintenir I'état
transcriptionnel réprimé de leurs génes cibles et impliqués dans la différenciation (DeGregori and
Johnson 2006). Les membres E2F6 a 8 ne possédent ni de domaine de transactivation ni de
région liant les protéines Rb, c'est pourquoi elles exercent leur activité répressive

indépendamment de Rb sous forme d’homodimére ou d’hétérodimére.

Les co-activateurs DP (Dimerization Partner) lient les facteurs de transcription E2F1 a 6 qui
contiennent des domaines de dimérisation et permettent leur recrutement sur TADN. E2F et DP
contiennent eux le méme domaine de liaison a 'ADN et reconnaissent la méme séquence au

niveau des promoteurs. Les protéines DP sont essentiellement régulées par phosphorylation au
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méme titre que les E2F. Le complexe Cycline A/Cdk2 (Cyclin dependent kinase 2) peut
phosphoryler E2F1 et DP1 diminuant ainsi leur affinité pour ’ADN (Krek, Ewen et al. 1994).

Cette classification a cependant été remise en question. En effet, des études utilisant des
puces a ADN ont mis en évidence que les activateurs peuvent également se comporter en
répresseurs (Polager and Ginsberg 2008, Chong, Wenzel et al. 2009). Les travaux menés dans
l'équipe de Gustavo Leone vont dans ce sens. Dans les cellules souches embryonnaires ou
intestinales, les E2F1 a 3 activent les génes nécessaires a la prolifération cellulaire, tandis que
dans les cellules différenciées localisées au niveau des Vvilli intestinaux ou dans des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEF), ils sont associés a pRb et ont un rdle répresseur sur les

promoteurs des génes régulateurs de la prolifération (Chong, Wenzel et al. 2009).

B) Le role des E2F dans la réqulation du cycle cellulaire et leur

réqulation.

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont trés importants pour la régulation du
cycle cellulaire. lls sont impliqués dans le contrle de génes codant des protéines impliquées dans
la régulation du cycle cellulaire (Cyclines, Cdk), de la transcription de 'ADN (ADN polymérase),

des points de contréle du cycle (Chk1) et également les membres E2F eux-mémes.

lls sont activés de fagcon dépendante du cycle cellulaire et possédent différents niveaux de
régulations au cours du cycle. lls sont régulés par les protéines a poche mais également par des
modifications post-traductionnelles qui incluent des phosphorylations, acétylations, méthylations,

ubiquitinations et neddylations (Polager and Ginsberg 2008).

Dans les cellules quiescentes, l'activité des membres activateurs E2F est réprimée par leur
liasison a pRb. Sous forme déphosphorylée, la protéine pRb inhibe E2F1 en se fixant sur son
domaine de transactivation, empéchant ainsi son interaction avec la machinerie de la transcription.
En paralléle, les E2F répresseurs, E2F4/5 sont fixés sur les promoteurs des génes cibles durant la
phase G1 bloquant la transcription de ces génes. lls sont associés aux protéines a poche p107 et
p130 et recrutent des HDAC (Histone désacétylase) qui déacétylent la lysine 9 de I'histone H3
(H3K9), facilitant la compaction de 'ADN. La HMTase (Histone Methyltransférase) Suv39H1
méthyle la méme lysine. L’enchainement de ces deux modifications aboutit a I'inhibition de la
transcription. A la fin de la phase G1 du cycle cellulaire, Rb est phosphorylé par les complexes
Cycline D/Cdk4 ou Cycline D/Cdk6 ce qui inhibe son interaction avec E2F. E2F ainsi libéré se lie a
des séquences consensus situées au niveau des promoteurs de ses génes cibles et induit leur
transcription. E2F recrute la HAT (Histone Acetyl Transferase) p300 aboutissant a I'acétylation de
H3K9. En méme temps, la phosphorylation de p107 et p130 libére les E2F répresseurs, levant

ainsi le blocage actif de la transcription et laissant la place a la fixation des E2F activateurs. La
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Figure 8: Régulation de P’activité des facteurs de transcription E2F. Les protéines Rb lient et
inhibent E2F1/DP en phase G0/G1 du cycle cellulaire, d’'une part en empéchant son recrutement au
niveau du promoteur, d’autre part en renforgant la répression active exercée par E2F4 et 5. Lorsqu'’ils
sont liés aux protéines a poche, les E2F répresseurs sont localisés sur le promoteur des cibles et
recrutent des HDAC qui déacétylent H3K9. Ceci permet le recrutement de la HMTase SUV39H1 qui
méthyle le méme résidu afin de créer un site de fixation pour HP1 aboutissant a une inhibition de la
transcription. L'entrée dans le cycle cellulaire dépend de la phosphorylation de Rb par les couples
Cycline D/Cdk4/6 et Cycline E/Cdk2, libérant E2F 1 qui peut alors se fixer sur son promoteur et recrute
des HAT. Les E2F répresseurs sont libérés laissant ainsi les sites de fixation E2F accessibles au
niveau du promoteur (D’aprés Trimarchi and Lees, 2002).
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plupart des génes transcrits codent pour des protéines impliquées dans la réplication de 'ADN ou
dans la progression du cycle cellulaire telles que des ADN polymérases, des Cyclines, des Cdk,
etc. La Cycline E peut ensuite se fixer a Cdk2 qui a son tour phosphoryle les protéines de la famille

Rb, permettant la poursuite du cycle cellulaire (Cam and Dynlacht 2003).

En fin de phase de S, la Cycline A associée a Cdk2 induit la phosphorylation de E2F1/DP1 a
son extrémité amino-terminale libérant I'nétérodimere E2F1/DP1 de I’ADN. Cette phosphorylation
est suivie d’'une ubiquitinylation par Skp2 qui induit la dégradation de E2F1 (Yam, Fung et al. 2002)

(Fiqure 8 : Réqulation de l'activité des facteurs de transcription E2F).

C) E2F1 dans la réqulation de I’apoptose.

IL existe deux mécanismes de régulation de I'apoptose par E2F1 dépendant ou indépendant
de p53.

1. Voie dépendante de p53

E2F1 peut induire I'apoptose par la voie p14/p19ARF/MDM2/p53. p14/p19ARF sont des
cibles transcriptionnelles de E2F1. Ce sont des inhibiteurs de MDM2 (Mouse Double Minute2), une
E3 ubiquitine ligase adressant p53 au protéasome (Vousden and Lu 2002). Ainsi E2F1 peut

controler le niveau d’expression de p53 et donc son activité apoptotique.

En réponse a des endommagements de 'ADN, E2F1 est stabilisé par la phosphorylation de
sa sérine 31 par ATM/ATR (Lin, Lin et al. 2001) et sa sérine 364 par Chk2 (Stevens, Smith et al.
2003). En retour, E2F1 augmente I'expression d’ATM et Chk2 qui vont phosphoryler p53 et

provoquer son accumulation (Berkovich and Ginsberg 2003).

Une fois activé, E2F1 augmentera également I'expression d’autres cibles impliquées dans
les voies d’endommagements de I'’ADN, les points de contréle du cycle cellulaire et 'apoptose
telles que Chk1, la caspase-7, p73, APAF-1...

2. Voies indépendantes de p53

Parmi les génes cibles de E2F1, de nombreux codent pour des protéines régulatrices de
'apoptose qui ne sont pas liées directement a p53. L’une des plus étudiées est la protéine p73, de
la famille de p53. L’'activation de p73 par E2F1 peut aboutir a la transcription de génes pro-
apoptotiques des cellules déficientes en p53. E2F1 active également I'expression d’APAF-1,
facteur important de la voie intrinséque de 'apoptose, différentes caspases comme la caspase-7 et
des inhibiteurs des IAP comme SMAC/DIABLO (Putzer 2007). D’autres cibles incluent les
protéines contenant un domaine BH3 isolé (protéines BH3-only) telles que PUMA, BIM, NOXA qui

auront une fonction pro-apoptotique (Bracken, Ciro et al. 2004).
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Au contraire, E2F1 bloque la transcription des génes codants les protéines anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2, Bcl-2 ou MCL-1 ce qui favorise le déclenchement de 'apoptose (Polager and
Ginsberg 2008). E2F1 peut également diminuer le niveau de transcrits de TRAF-2, impliqué dans
la signalisation de NF-kB ce qui bloque la voie de survie NF-kB en réponse au TNF-a (Phillips,
Ernst et al. 1999).

E2F1 contrdle également la protéine SC35, responsable de I'épissage alternatif de protéines
pro-apoptotiques telles que c-FLIP, les caspases-8 et -9 et Bcl-x, favorisant ainsi les variants pro-
apoptotiques de ces protéines (Merdzhanova, Edmond et al. 2008). E2F1 favorise ainsi I'activation
de la caspase-8 aprés une stimulation des récepteurs de mort en favorisant la production du
variant c-FLIPs (short FLIP) de la protéine c-FLIP (Salon, Eymin et al. 2006).
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Vi) Le réle de E2F1 dans le cancer

A) Déréqulation de E2F1 dans les échantillons tumoraux

La protéine E2F1 est particulierement intéressante a étudier, en effet, elle est importante
d’'une part pour la progression des cellules dans le cycle cellulaire, d’autre part pour I'induction de
I'apoptose, notamment en réponse a des endommagements de ’ADN. Ces propriétés lui conférent
donc a la fois des caractéristiques oncogéniques et suppressives de tumeurs. |l n’est donc pas

étonnant de voir son expression modifiée dans des échantillons tumoraux.

En 1995, une étude a montré que I'expression ectopique de E2F1, seule ou en coopération
avec l'oncogéne Ras, induit une transformation oncogénique in vitro (Xu, Livingston et al. 1995).
Ceci a ensuite été confirmé in vivo dans le cancer du célon (Kasahara, Takahashi et al. 2000).
L’inactivation de E2F dans des souris hétérozygotes pour Rb provoque une diminution de la
fréquence de tumeurs thyroidiennes et hypophysaires (Yamasaki, Bronson et al. 1998). Ces
propriétés oncogeniques de E2F1 peuvent étre expliquées par son rdle trés important dans la

régulation du cycle cellulaire, de la prolifération mais également de I'apoptose.

Une amplification du géne codant pour E2F1 a été identifiée dans des métastases
ganglionnaires de mélanomes (Nelson, Reynolds et al. 2006) et une augmentation de I'expression
de E2F1 est observée dans des carcinomes mammaire (Zacharatos, Kotsinas et al. 2004),
cesophagiens (Ebihara, Miyamoto et al. 2004) ou dans des glioblastomes (Alonso, Fueyo et al.
2005). La surexpression de E2F1 est associée a un mauvais pronostic pour les patients souffrant
de carcinomes cesophagiens (Alonso, Fueyo et al. 2005) et de tumeurs stromales gastro-
pancréatique (Yamazaki, Yajima et al. 2003). De plus, l'activité du couple Rb/E2F est dérégulée
dans de nombreux cancers dus a une délétion de Rb ou d’un de leurs régulateurs tels que p16INK,
Cycline D1 ou Cdk4 (Sherr and McCormick 2002).

Cependant, I'expression de E2F1 peut étre diminuée dans certains cancers (Zacharatos,
Kotsinas et al. 2004), cette diminution est corrélée a un mauvais pronostic dans les
adénocarcinomes coliques (Bramis, Zacharatos et al. 2004), dans les cancers de la vessie
(Rabbani, Richon et al. 1999) ou les lymphomes B (Moller, Kania et al. 2000).

B) E2F1 ou comment un suppresseur _de tumeur participe a la

progression tumorale.

1. Le fragile équilibre entre prolifération et apoptose.

E2F1 a longtemps été considéré comme un important régulateur de I'apoptose en réponse
a des endommagements de '’ADN dans tous les types de cancer humains (Engelmann and Putzer

2010). La plupart des tumeurs ont une inactivation de Rb, par conséquent, la perte de régulation
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Eigure 9: Réqulation de I'’expression des cibles de I’apoptose ou de la prolifération de E2F1 par la voie PI3K/AKT. La stimulation
des cellules par des facteurs de croissance active de nombreuses voies de signalisations intracellulaires importantes pour le destin de la
cellule. L'activation du couple Cycline D/Cdk4 va par exemple phosphoryler Rb supprimant sa répression sur E2F1 qui pourra activer la
transcription de cibles importantes pour la prolifération et 'apoptose. L'activation paralléle de la voie PI3BK/AKT bloquera la transcription
des cibles apoptotiques et permettra a la cellule de se diviser normalement.
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de E2F1 dans ce contexte est considérée comme un moyen de déclencher 'apoptose par la voie
p53/p73.

Il se pose alors la question de la balance entre I'induction et l'inhibition de la tumorigénicité
par E2F1. Cet effet dépend des signaux pro- et anti-apoptotiques regus par la cellule. Il a été
montré que les cellules tumorales ont souvent d’importants blocages dans les voies de
signalisations régulées par E2F1 menant a la mort cellulaire (Soengas, Capodieci et al. 2001), ce
qui signifie que dans les cellules sélectionnées, la dérégulation de E2F1 par la perte de Rb ne

déclenche pas 'apoptose.

Dans les cellules normales qui proliferent, les fonctions apoptotiques de E2F1 sont
réprimées par la voie PISK/AKT (Hallstrom and Nevins 2003) activée par une stimulation sérique.
Cette voie est trés importante pour l'inhibition de I'apoptose par la phosphorylation de différentes
protéines apoptotiques telles que BAD (Datta, Dudek et al. 1997), la caspase-9 (Cardone, Roy et
al. 1998) et MDM2 (del Peso, Gonzalez-Garcia et al. 1997). Mais cette inhibition ne s’explique pas
seulement par des modifications post-traductionnelles des cibles pro-apoptotiques de E2F1. En
effet, il a été montré qu'aprés stimulation sérique et activation de la voie PI3K/AKT, certaines
cibles de E2F1 avaient une expression diminuée alors que I'expression des cibles classiques de la

progression du cycle cellulaire était augmentée (Hallstrom, Mori et al. 2008) (Figure 9: Réqulation

de l'expression des cibles de ['apoptose ou de la prolifération de E2F1 par la voie PI3K/AKT).

L’étude a ensuite révélé que ces nouvelles cibles de E2F1, comme AMPKao2 (un senseur du
niveau d’énergie cellulaire impliqué dans la voie PI3K) étaient importantes pour l'induction de
'apoptose. Une analyse de tumeurs mammaires ou ovariennes a révelé que les patients avec un
niveau d’expression bas des cibles réprimées par PI3K et au contraire une expression élevée des
cibles activées par cette voie avaient un mauvais pronostic en comparaison des patients

présentant un profil d’expression inversé (Hallstrom, Mori et al. 2008).

De plus, E2F1 contréle la voie PI3K/AKT en régulant la transcription de I'adaptateur
protéique de la voie AKT, Gab2 (Grb2 associated binder 2) (Chaussepied and Ginsberg 2004)
suggérant un autocontréle de son activité apoptotique, en faveur d’un signal de survie indépendant
de Rb.

2. E2F1 et la formation de métastases

Une étude menée en 2010 sur des cancers de la vessie a montré qu'une expression élevée
de E2F1, associée a une expression élevée de ses génes cibles, est un facteur de prédiction de
linvasivité des cellules tumorales (Lee, Leem et al. 2010). Cette étude a également mis en
évidence un enrichissement en sites de fixations E2F dans les promoteurs des génes associés a
un phénotype invasif des cellules, suggérant I'existence d’'un lien entre E2F1 et l'invasivité des

cellules.
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Dans un modéle de mélanome métastatique, une diminution d’expression de E2F1 diminue
la migration et l'invasivité des cellules cancéreuses sans affecter la prolifération cellulaire (Alla,
Engelmann et al. 2010). De plus, la diminution d’expression de E2F1 diminue fortement la capacité
de ces cellules a envahir les poumons des souris injectées, identifiant E2F1 comme un élément

central régulant la capacité a métastaser des cellules de mélanome.

Cet effet sur linvasivité des cellules passe par une surexpression de EGFR (Epithelial
Growth Factor Receptor) et une activation des voies de signalisations MAPK/ERK et PI3K/AKT. De
plus le ligand de 'TEGFR, HBEGF, semble étre une cible transcriptionnelle de E2F1 suggérant une

stimulation autocrine des cellules (Alla, Engelmann et al. 2010).

Une autre étude a montré que le récepteur des androgénes, un facteur important pour
linitiation et la progression des cancers de la prostate, est sous contréle de E2F1 dans les cellules
de cancers ainsi que dans des modeles de xénogreffes. E2F1 est retrouvé sur le promoteur du
géne du récepteur des androgénes et son recrutement est augmenté en 'absence de Rb (Sharma,
Yeow et al. 2010). Une analyse des échantillons métastatiques de cancer de la prostate a montré

que la perte de Rb corrélait avec un niveau élevé de E2F1 et du récepteur des androgénes.

Ces données révélent que dans les cellules cancéreuses surexprimant E2F1, le EGFR ainsi
que le récepteur des androgénes sont importants pour la formation de métastases. Il est alors
imaginable que E2F1 régule d’autres récepteurs aux facteurs de croissance dans d’autres types

de cancers.

Dans un modéle non cancéreux, la voie Rb/E2F est importante pour la migration des
neurones durant le développement, indépendamment de la régulation du cycle cellulaire
(Andrusiak, McClellan et al. 2011). La régulation de la matilité cellulaire par le couple Rb/E2F
apparait alors comme un phénoméne physiologique important pour le développement qui est

réactivé dans les cellules cancéreuses.

L’angiogénése est essentielle pour la croissance de la tumeur primaire et la dissémination
des métastases. Des sites de fixations de E2F ont été identifiés sur les promoteurs de génes
impliqués dans l'angiogénése. Une déplétion de E2F1 empéche I'expression de ces genes et
inhibe la formation des tubules angiogéniques induites par le VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) (Pillai, Kovacs et al. 2010). Une étude récente a montré que E2F1 régule la signalisation
VEGF-C/VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor-C/receptor-3) dans les cellules
canceéreuses. L’activation ou la surexpression de E2F1 entraine 'augmentation de I'expression du
VEGFR-3 et de son ligand VEGF-C alors que la diminution de E2F1 réprime leur expression. Cet
effet de E2F1 est fondamental dans les cellules cancéreuses pour la formation de tubes capillaires
et la néo-vascularisation dans les souris. De plus, une boucle d’amplification a été identifiée : E2F1
et VEGFR-3 synergisent pour augmenter I'expression d’un autre facteur pro-angiogénique, PDGF-

B (platelet-derived growth factor B) (Engelmann, Mayoli-Nussle et al. 2013) (Figure 10: Comment

E2F1 favorise la progression tumorale).
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Figure 10: Comment E2F1 favorise la progression tumorale. Dans les tumeurs qui ont perdu I'expression de Rb et qui surexpriment
E2F1, I'expression des cibles oncogéniques de E2F 1 est fortement augmentée, comme les récepteurs de facteurs de croissance (EGFR),
les protéines du complexe Polycomb (EZH2) ainsi que des co-facteurs nucléaires (CoF). Ceci entraine I'activation de voies de signalisa-
tions cytoplasmiques et nucléaires importantes pour l'invasivité des cellules. Une boucle d’amplification se met en place puisque E2F1
augmente I'expression de ses propres cofacteurs et amplifie ses propriétés oncogéniques en bloquant ses fonctions pro-apoptotiques.
Dans ces conditions, la chimiothérapie va augmenter I'expression d’oncogénes comme p53 muté (mtp53) et augmenter la résistance a
I'apoptose. La perte d’expression des cofacteurs importants pour I'expression des cibles impliquées dans la mort cellulaire explique cette
réponse anti-apoptiotique (d’aprés Engelmann and Putzer., 2012).
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3. Limportance des cofacteurs de E2F1 dans la progression

tumorale

L’activité transcriptionnelle de E2F1 est fréquemment régulée par des cofacteurs nucléaires.
Une premiére catégorie de ces co-facteurs agit en augmentant I'activité transcriptionnelle de E2F1.
C'est le cas par exemple de ANCCA (AAA nuclear coregulator cancer-associated protein)
(Revenko, Kalashnikova et al. 2010). ANCCA lie directement E2F1 et régule son activité. Une
analyse d’échantillons de cancer du sein a permis d’associer un niveau élevé de ANCCA avec la

présence de métastases ainsi qu’un faible taux de survie.

Un autre exemple est NCOA3/ACTR (nuclear receptor coactivator 3) qui est un important
régulateur positif de l'activité de E2F1 jouant un rdle dans la tumorigénicité et la progression

tumorale (Louie, Zou et al. 2004).

Il a également été montré dans un modéle de cancer mammaire que le EGFR nucléaire
interagit avec E2F1 et active la transcription de B-Myb (un proto-oncogéne impliqué dans le cycle
cellulaire sous le contréle transcriptionnel de E2F1) (Hanada, Lo et al. 2006). |l est intéressant de
noter que E2F1 active la transcription de ces cofacteurs, suggérant une possible boucle

d’amplification par E2F1 lui-méme.

Une régulation de E2F1 aprés stimulation du récepteur nicotinique de I'acétylcholine
(nAChR) a également été mise en évidence. Aprés stimulation de nAChR par la nicotine, ARRB1
(Arrestin beta 1) est exportée dans le noyau des cellules de cancer du poumon ou elle s’associe
avec E2F1 (Dasgupta, Rizwani et al. 2011). La protéine ARRB1 est importante pour la progression
des cancers ovariens, notamment pour linvasivit¢ et la formation de métastases (Rosano,

Cianfrocca et al. 2009) (Figure 10).

La premiére indication qu’'un cofacteur négatif de E2F1 est important pour la progression
tumorale vient d’'une étude menée en 2010 (Docquier, Harmand et al. 2010). La protéine RIP140
(receptor-interacting protein of 140 kDa) lie le domaine d’interaction avec Rb de E2F1 et mime
l'activité de Rb. Un niveau d’expression bas de RIP140 est associé avec une expression forte des
cibles de E2F1 dans un modéle de cancer mammaire qui forme fréquemment des métastases et

posséde un faible taux de survie.

4. E2F1 et la résistance au traitement

De par sa capacité a induire 'apoptose en réponse a des endommagements de 'ADN, E2F1
a longtemps été considéré comme un allié dans le traitement des cancers. Un suivi de patients
atteints de cancer du sein a démontré que les patients exprimant E2F1 présentaient moins de
rechutes et de métastases (Kwon, Nam et al. 2010) ce qui est en accord avec une étude clinique

qui associe lI'expression de E2F1 avec une augmentation de la survie des patients souffrant
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d’adénocarcinomes gastriques traités par chimiothérapie post-opératoire, identifiant E2F1 comme

un facteur prédictif d’efficacité thérapeutique (Lee, Park et al. 2008).

Mais cette vision concernant I'expression de E2F1 a été contrecarrée par des études
montrant que la surexpression ou I'amplification de E2F1 concomitamment a une perte de Rb, un
phénoméne fréquemment retrouvé dans les cancers, est associée au développement de
métastases (Imai, Oda et al. 2004, Sharma, Yeow et al. 2010) et a la résistance a la
chimiothérapie (Han, Park et al. 2003).

Il semble donc que dans un certain contexte, E2F1 joue un rbdle opposé a son rble
physiologique, il ne déclenche pas I'apoptose en réponse a un endommagement de '’ADN, mais

au contraire protége les cellules cancéreuses de la mort induite par chimiothérapie.

C’est encore par le jeu de cofacteurs transcriptionels de E2F1 que s’installe la résistance aux
traitements. La protéine MCPH1 (microcéphaline 1) coopére avec E2F1 pour I'induction de génes
responsables de la réparation de 'ADN et I'apoptose en réponse a un endommagment de 'ADN
dans des cellules normales et cancéreuses (Yang, Lin et al. 2008). Une étude a révélé que des
niveaux d’expression bas de MCPH1 sont associés a une instabilité génomique et a la formation
de métastases (Rai, Dai et al. 2006). De plus, la protéine EZH2 qui bloque la transcription
dépendante de E2F1 de la cible pro-apoptotique BIM bloque le déclenchement de I'apoptose en
réponse a des endommagements de 'ADN (Wu, Lee et al. 2011), EZH2 étant elle-méme une cible
de E2F1, induite en réponse a des endommagements de I'ADN, dans ce contexte, la

chimiothérapie peut accentuer I'échappement a 'apoptose des cellules.

Une autre observation dans ce sens est la nécessité de E2F1 pour induire I'expression de
mutant de p53 en réponse a un traitement endommageant 'ADN (Bug and Dobbelstein 2011).
L’accumulation de mutant de p53 entraine une augmentation de la résistance aux traitements ainsi

gu’une augmentation de la formation de métastases (Muller, Caswell et al. 2009).

En réponse a des endommagements de I'ADN, E2F1 subit des modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation, la méthylation, I'acétylation, la neddylation et
'ubiquitination, modulant ainsi la stabilité de la protéine (Putzer and Engelmann 2013). Des études
ont montré que dans les cellules cancéreuses, il y avait dérégulation de ces modifications ce qui,
en association avec les cofacteurs de E2F1, limite l'induction de I'apoptose. L’expression des
génes conduisant a I'apoptose est bloquée alors que la transcription de génes de survie n’est pas

affectée (Putzer and Engelmann 2013).

De plus, la perte de Rb dans les cancers avancés est également importante pour la
résistance aux traitements puisqu’il a été montré que Rb-phosphorylé en association avec E2F1
pouvait stimuler la transcription de génes pro-apoptotiques (lanari, Natale et al. 2009, Carnevale,
Palander et al. 2012).
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Tous ces mécanismes permettent de comprendre I'existence de tumeur avec un fort niveau

d’expression de E2F1 et une absence d’apoptose, ce qui diminue l'efficacité des traitements

(Figure 10).
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Figure 11: Les effecteurs et fonctions cellulaires réqulés par les RhoGTPases et leur cycle d’activation
principaux effecteurs de RhoA, cdc42 et Rac1 ainsi que les fonctions cellulaires qu'ils régulent. Les effecteurs présentés en gris possédent
une activité kinase. (Iden and Collard, 2008). (b) En réponse a divers stimuli, les GEFs catalysent la dissociation du GDP et la fixation du
GTP sur les Rho. Rho-GTP interagit ensuite avec ses effecteurs, permettant la transmission du signal régulant divers processus
cellulaires. Les GAPs augmentent I'activitt GTPasique intrinséque des Rho et donc I'hydrolyse du GTP en GDP. Les RhoGDls

e &

séquestrent Rho-GDP dans le cytosol. (D’apres Stengel et al., 2011)
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VII) Cdc42, un membre de la famille des RhoGTPases.

Dans la seconde partie de mon travail, nous nous sommes intéressés a l'influence de clAP1
sur cdc42. Cdc42 appartient a la famille des RhoGTPases, il est un important régulateur du
remaniement du réseau d’actine. Dans la partie suivante, nous nous intéresserons a son role
oncogénique aprés avoir introduit la famille des RhoGTPases et les mécanismes cellulaires

régulés par cdc42.

A) Les RhoGTPases.

Cdc42 est membre de la famille des RhoGTPases appartenant a la superfamille Ras de
petites GTPases. Les RhoGTPases sont importantes pour la régulation de la réorganisation du
cytosquelette d’actine avec une incidence sur la prolifération, la motilité, 'adhésion, la migration et
la polarisation cellulaire ainsi que sur les mouvements vésiculaires et membranaires
intracellulaires. Les RhoGTPases sont des protéines a activit¢ GTPasisque de faible poids
moléculaire (entre 20 et 30 kDa), trés conservées au cours de I'évolution. Chez I'homme, il en
existe une vingtaine bien que les plus étudiées soient RhoA, Rac1 et cdc42. Les RhoGTPases
fonctionnent comme des « interrupteurs » moléculaires, oscillant entre un état inactif li¢ au GDP et
un état activé lié au GTP (Sinha and Yang 2008) qui permet I'interaction des RhoGTPases avec

des effecteurs responsables de la réponse biologique (Stengel and Zheng 2011).

Selon leurs effecteurs, les RhoGTPases régulent des fonctions cellulaires différentes. Ceci

est résumé dans la Figure 11 : Les effecteurs et fonctions cellulaires réqulés par les RhoGTPases

et leur cycle d’activation, a. On observe alors que cdc42 et Rac1 ont des effecteurs en commun et

que les RhoGTPases peuvent réguler des processus cellulaires identiques par lintermédiaire

d’effecteurs différents.

L’état d’activation des protéines Rho est finement régulé, il est induit par divers stimuli
intrinséques a la cellule ou a une stimulation par de nombreux types de récepteurs (récepteurs
couplés aux protéines G (GPCRs), récepteurs tyrosines kinases (RTKs), récepteurs aux cytokines

ou intégrines.

B) Le cycle d’activation des RhoGTPases.

Ce cycle d’activation est un processus trés finement régulé mettant en jeux différents acteurs

moléculaires (Figure 11b).

1. Les Facteurs d’échanges : GEF (Guanine nucleotide

Exchange Factor).

A la suite d'une stimulation, les RhoGTPases sont activées par des facteurs d’échanges
nucléotidiques (GEF) (Rossman, Der et al. 2005). Les GEF se fixent sur Rho-GDP et permettent
I'exclusion du GDP, un GTP peut alors se fixer sur la protéine Rho, changeant sa conformation et

permettant son interaction avec ses effecteurs. Il existe plus de soixante-dix GEFs différentes, ces

60



derniéres sont a la fois spécifiques de la RhoGTPase qu’elles activent mais aussi du signal en

amont.

2. Les Activateurs de GTPase : GAP (GTPase-Activating
Protein).

Les activateurs de GTPases ou GAP permettent le passage d’'une forme active d’'une Rho a

sa forme inactive. La fixation d'une GAP augmente l'activité GTPasique intrinséque des Rho
catalysant I'hydrolyse du GTP en GDP (Tcherkezian and Lamarche-Vane 2007). Chez I'homme,
les GAP sont au nombre de quatre-vingt et sont spécifiques des RhoGTPases ainsi que du type
cellulaire. Cette famille de protéine est caractérisée par la présence d’'un domaine RhoGAP, liant
spécifiguement les RhoGTPases sous leurs formes actives, c'est-a-dire liees au GTP. Ces
protéines possédent aussi souvent des domaines SH3 qui leur permettent de prendre part a des

complexes protéiques.
3. Les RhoGDI.

Les RhoGDI, contrairement aux GEF et GAP interagissent avec les deux formes active et
inactive des Rho (Hoffman, Nassar et al. 2000). lls possédent une poche hydrophobe de liaison
aux groupements prenyls qui favorise le détachement des Rho des membranes et les solubilise au
niveau cytosolique. Les RhoGDI jouent plusieurs réles dans le cycle d’activation des RhoGTPases
(Garcia-Mata, Boulter et al. 2011) :

o lls séquestrent et stabilisent leur forme inactive Rho-GDP en collaboration avec les
protéines de choc thermique HSP (Heat Shock Protein) 70 et 90, maintenant 90 a 95% des
RhoGTPases dans leur forme Rho-GDP dans le cytoplasme. Ce « pool » de Rho-GDP est
donc activable en cas de stimuli (Garcia-Mata, Boulter et al. 2011).

o Les RhoGDI permettent également la navette des RhoGTPases entre le cytosol, le

reticulum endoplasmique et le site d’activation souvent membranaire.
Il existe seulement trois RhoGDI différents, capables de lier différents RhoGTPases :

¢ RhoGDla, forme ubiquitaire présentant une forte affinité pour RhoA, RhoC, Rac1, Rac2 et
Cdc42.

e RhoGDIB présent essentiellement dans les cellules hématopoiétiques et présentant une
faible affinité vis a vis des RhoGTPases.

e RhoGDly localisé au sein de I'appareil de Golgi interagit préférentiellement avec RhoB et
RhoG.

Les RhoGTPases entrent en compétition pour leur liaison a RhoGDI, ce qui participe aux

meécanismes de régulation croisée des membres de la famille RhoGTPases.
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VIll) Les processus biologiques régulés par cdc42 et leur importance

dans le développement tumoral.

Aucune mutation de cdc42 n’a été détectée dans des échantillons tumoraux, cependant,
cdc42 est surexprimé dans différents types de cancers : cancer du poumon non a petites cellules
(Gomez Del Pulgar, Valdes-Mora et al. 2008), adénocarcinomes colorectaux (Gomez Del Pulgar,
Valdes-Mora et al. 2008), mélanomes (Tucci, Lucarini et al. 2007), cancer du sein (Fritz, Just et al.
1999, Fritz, Brachetti et al. 2002) et cancer des testicules (Kamai, Yamanishi et al. 2004). Il a été
démontré dans une étude portant sur le mélanome qu’une expression élevée de cdc42 corrélait
avec un mauvais pronostic (Tucci, Lucarini et al. 2007). Ces études indiquent un rble important de
cdc42 dans le développement de cancer cependant les mécanismes impliqués sont toujours en

cours d’analyse.

Cdc42 est important pour la prolifération cellulaire. Il a été montré qu’il est nécessaire a la
transition G1-S ainsi que pour la mitose (Olson, Ashworth et al. 1995, Gjoerup, Lukas et al. 1998,
Yasuda, Taniguchi et al. 2006). Il a été notamment démontré que cdc42 pouvait stimuler I'activité
des facteurs E2F en stimulant la phosphorylation de Rb dans les fibroblastes NIH3T3 (Gjoerup,
Lukas et al. 1998).

Cdc42 a également été impliqué dans la survie des cellules cancéreuses et dans la
régulation de facteurs de transcriptions tels que SRF (Hill, Wynne et al. 1995), STAT3 (Debidda,
Wang et al. 2005) et NF-kB via la régulation de la phosphorylation de IkBa (Perona, Montaner et
al. 1997).

A) Cdc42 et la formation de filipodes

Dans les années 90, des études consistant en la micro-injection de RhoA, Rac1 et cdc42
dans des fibroblastes 3T3 ont permis d’identifier une réorganisation du cytosquelette spécifique de
chaque Rho (Ridley and Hall 1992, Hall 1998) :

o RhoA régule la formation de fibres de stress. Les fibres de stress sont de longues
fibres ancrées au niveau des sites d’adhésions focales formées de filament d’actine,
pouvant se contracter et exercer des tensions.

e Rac1 régule la formation de lamellipodes. Ce sont de fines extensions
cytoplasmiques formées en réponse a des facteurs de croissance, des cytokines ou
des récepteurs d’adhésion. Les lamellipodes sont formés de fagon trés transitoire par
un réseau d’actine branchée.

e (Cdc42 régule la formation de filipodes. (Fiqure 12: cdc42 dans la formation de

filipodes)

Les filipodes sont de fines protrusions membranaires, riches en actine, ressemblant a des
«antennes» qui permettent a la cellule de sonder son environnement. lls sont impliqués dans la

migration (Vignjevic, Kojima et al. 2006), la chimiotaxie, la phagocytose ou la croissance axonale
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Figure 12: Cdc42 dans la formation de filipodes. (a) Cdc42 est capable d’activer mDia2 et VASP via IIRSp53 qui vont induire la
polymerisation de I'actine. (b) L'interaction de Cdc42 avec IRSp53 au niveau membranaire induit une modification conformationnelle de
la protéine. Cela permet le recrutement de mDia2 et VASP et provoque la polymérisation d’actine. Le réseau de filaments d’actine est
renforcé par I'action de la fascine.
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(Koleske 2003). Les filipodes peuvent émerger d’'un réseau d’actine branchée présent dans un
lamellipode ou bien ils peuvent se mettre en place en réponse a des stimuli comme des facteurs
de croissance (EGF : Epidermal Growth Factor) ou des cytokines (TNF-a). Les filipodes comme

les lamellipodes sont formés de fagcon extrémement transitoire (Ahmed, Goh et al. 2010).

Afin de déclencher la formation de filipodes, cdc42 active IRSp53 (Insulin Receptor
Phosphotyrosine 53kDa substrate) qui va concentrer le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP2) (Suetsugu, Murayama et al. 2006), permettant le recrutement des protéines WASP, mDia2

et VASP qui participent a la construction du filipode :

e WASP permet l'activation des nucléateurs d’actine ARP2/3. Ce processus a
longtemps été décrit comme responsable de la formation de filipodes. Cependant
I'observation de filipodes normaux dans les cellules dépourvues de WASP est venue
contredire ce dogme (Snapper, Takeshima et al. 2001).

o VASP (Vasodilatator-Stimulated Phosphoprotein) contribue a ['élongation des
filaments d’actine présents dans le filipode. Elles se fixent sur leur extrémité et y
ajoutent des monoméres d’actine (Breitsprecher, Kiesewetter et al. 2011).

e mbDia2 est un nucléateur d’actine qui permet sa polymérisation (Vignjevic, Kojima et
al. 2006)

La Fascine est présente tout au long des filaments d’actine qui forment les filipodes. Elle

permet de les lier les uns aux autres et de stabiliser la structure (Vignjevic, Kojima et al. 2006).

En accord avec I'hypothése d'un réle central de cdc42 dans la formation de filipodes, les
cellules souches embryonnaires (ES) (Chen, Ma et al. 2000), les fibroblastes embryonnaires de
souris (MEF) (Yang, Wang et al. 2006) ou encore les neurones (Garvalov, Flynn et al. 2007)
cdc42” ne possédent pas ou peu de filipodes. Cependant des cellules fibroblastoides dérivées de
cellules souches embryonnaires cdc42” sont capables de générer des filipodes de fagon normale.
Le mécanisme de formation de filipodes indépendamment de cdc42 doit probablement se faire par
l'intermédiaire de RhoF/Rif, 'unique RhoGTPase (avec cdc42) capable d’induire des filipodes
(Pellegrin and Mellor 2005).

B) Cdc42 dans la polarisation cellulaire

La polarisation cellulaire est cruciale dans développement d’organismes multi-cellulaires, elle
détermine la morphologie des cellules, I'organisation des tissus et régule aussi la migration
cellulaire. Un complexe, formé par cdc42, PAR3 et 6 (Partitioning defective) et la protéine kinase
atypique aPKC, est essentiel dans la mise en place de la polarité cellulaire dans différents
contextes (Etienne-Manneville and Hall 2001). Il régule la polarisation de la division asymétrique
chez la levure et la drosophile, la polarisation apico-basale des cellules épithéliales, la croissance
axonale, la mise en place de la synapse immunologique entre une cellule T et une cellule

présentatrice d’antigénes et aussi la migration de fibroblastes en réponse a un gradient
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Figure 13: Les mutants de cdc42. Les mutations activatrices de cdc4?2 stabilisent la forme cdc42-GTP. Parmi ces mutations, on
distingue deux groupes selon la conservation de I'activité GTPasique de cdc42. Lorsque la fonction GTPasique est conservée, il est
alors possible de ralentir le passage du GTP au GDP (Y32A) ou d’accélérer le passage du GDP au GTP (F28L). Seules les mutations
conservant I'hydrolyse du GTP ont un fort pouvoir transformant, indiquant que plus que son état d’activation, c’est le cycle entre
cdc42-GTP / cdc42-GDP qui est important pour la transformation oncogénique.
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chimiotactique ou a une lésion (Iden and Collard 2008). Ce complexe est relocalisé, par
lintermédiaire de vésicules (Osmani, Peglion et al. 2010) et du facteur d’échange BPIX (Osmani,
Vitale et al. 2006), a I'extrémité avant des cellules en migration, et il stimule la phosphorylation de
GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3B). Ce signal provoque la re-localisation d’APC
(Adenomatous Polyposis Coli) qui s’associe au centre d’organisation des microtubules (MTOC) et
repositionne I'appareil de Golgi, le centrosome et le noyau en direction du front de migration

(Etienne-Manneville and Hall 2003, Etienne-Manneville, Manneville et al. 2005).

C) L’activation de cdc42 dans la transformation oncogénique

Les mutants constitutivement actifs de cdc42 favorisent la forme cdc42-GTP de la protéine
soit en bloquant I'hydrolyse du GTP en GDP (mutants Q61L, G12V) soit en conservant I'’hydrolyse
du GTP mais en accélérant I'échange du GTP par le GDP (F28L) ou encore en ralentissant
I'échange du GTP par le GDP (Y32A) (Fiqure 13 : Les mutants cdc4?2).

Il est intéressant de noter que les mutants, incapables d’hydrolyser le GTP, augmentent la
croissance de cellules NIH3T3 en milieu semi solide mais réduisent la prolifération cellulaire, sont
aussi incapables de transformer les cellules et peuvent méme contrecarrer I'action d’autres
oncogénes tels que Ras. Quant a eux, les mutants conservant une activitt¢ GTPasique,
fonctionnent comme des oncogénes en stimulant la prolifération cellulaire, la croissance cellulaire,

la transformation oncogénique et peuvent coopérer avec d’autres oncogeénes.

Ces résultats démontrent que, plus que la présence de la forme active de cdc42, cest le
cycle entre forme active et inactive qui est important pour ses fonctions oncogéniques. Aucune
mutation activatrice de cdc42 n’a été identifiée dans les échantillons tumoraux, ce qui laisse
supposer que l'activation de cdc42 est importante seulement a certains stades pour les cellules
tumorales (Lin, Bagrodia et al. 1997, Vanni, Ottaviano et al. 2005, Fidyk, Wang et al. 2006).

D) Modification de la régulation de cdc42 dans le cancer

Etant donné que le cycle d’activation de cdc42 est plus important que son activation dans le
cancer, il est normal que des modifications de la régulation de ce cycle aient été identifiees dans
différents cancers. Comme développé précédemment, il existe trois groupes de protéines

influencant ce cycle : les GEF, les GAP et les RhoGDI.

1. Déréqulation de GEF dans le cancer

Des études dans les fibroblastes NIH3T3 ont montré que le pouvoir transformant de la
protéine oncogénique Dbl était du. a une activation dérégulée des RhoGTPases dont cdc42 (Lin,
Cerione et al. 1999).

Une autre étude implique cette fois Asef2, une GEF spécifique de cdc42 qui se fixe a APC.
La fixation de APC sur Asef2 permet de libérer son extrémité C-terminal nécessaire a 'activation

de cdc42 (Hamann, Lubking et al. 2007). Une surexpression de Asef2 ou une mutation de son site
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d’interaction avec APC, des modifications fréquemment rencontrées dans les cancers colorectaux,

entraine une activation anormale de cdc42 (Kawasaki, Sagara et al. 2007).

Dans le modéle de souris APC™ hétérozygotes pour un mutant de APC engendrant
'apparition spontanée d’adénomes intestinaux, il a été montré qu’une inhibition de Asef2 entrainait

une diminution de la taille et du nombre d’adénomes (Kawasaki, Tsuji et al. 2009).

2. Déréqulation de GAP dans le cancer

Les GAPs sont des régulateurs négatifs de cdc42 en augmentant son activité GTPasique. La
protéine DLC-1, une GAP spécifique de RhoA et cdc42 est sous exprimée ou absente dans de
nombreux types de cancers tels que les cancers du sein, des poumons, du colon, des ovaires, de
'utérus, des reins, du pancréas, de la prostate, et les carcinomes hépatocellulaires. De plus un
niveau abaissé de la protéine a été observé dans des échantillons de cancer de la prostate en

comparaison a des tissus sains (Durkin, Yuan et al. 2007).

3. Déréqulation de RhoGDI dans le cancer

Les RhoGDlIs, comme les GAP sont des inhibiteurs des RhoGTPases, ils inhibent la
dissociation du GDP, séquestrent un pool de Rho dans le cytoplasme et régulent leur localisation a

la membrane cytoplasmique.

Le réle des RhoGDI dans le cancer n’est pas clair, une étude a montré que I'expression de
RhoGDI était diminuée dans les carcinomes hépatocellulaires et que ceci corréle avec une
activation des RhoGTPases et un phénotype invasif du cancer (Ding, Huang et al. 2010) mais
d’autres études ont montrées un méme phénotype avec une expression élevée de RhoGDI (Koide,
Yamada et al. 2006, Harding and Theodorescu 2010).

Ceci reflete des différences tissulaires importantes ainsi que la complexité de la régulation

de l'activité de cdc42 et des RhoGTPases en général dans le cancer.

E) Cdc42 dans la formation de métastases.

Pour avoir formation de métastases, les cellules cancéreuses doivent se détacher de la
tumeur primaire, migrer depuis le site tumoral a travers les tissus entourant la tumeur, passer au
travers de I'endothélium vasculaire afin de s’intravaser dans les circulations sanguines et
lymphatiques, survivre, s’extravaser dans des tissus sains et initier un nouveau site tumoral (Steeg

2003) (Figure 14 : cdc42 et la formation de métastases). Le contréle du cytosquelette d’actine des

cellules est donc fondamental dans ce processus afin de mettre en place les structures

nécessaires a la migration et a 'adhésion des cellules.

Plusieurs études ont montré I'implication de cdc42 dans différentes étapes de ce processus
et notamment dans des modéles de cancers humains (Bouzahzah, Albanese et al. 2001, Kamai,
Yamanishi et al. 2004, Chen, Chan et al. 2010).
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Figure 14: cdc42 et la formation de métastases. (a) Les différentes étapes clés de la formation de métastases. Les cellules cancé-
reuses quittent le site tumoral primaire, pénetrent les circulations sanguine et lymphatique et forment de nouveaux sites tumoraux dans
des tissus sains (Steeg., 2003). (b) cdc42 est important pour la formation d’'invadopodes en contrélant la polymérisation du réseau
d’actine via la régulation de N-WASP et de la Cofiline. Il est également important pour la digestion de la matrix extracellulaire grace a
I'adressage de MT1-MMP dans les invadopodes par la régulation de IQGAP (Murphy et al., 2011). (c) cdc42 est également important pour
la migration des cellules, en régulant différents éffecteurs, il joue un réle dans la migration de groupe et également dans les migrations
mésenchymateuse et amiboide (Stengel et al., 2011)
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1. Formation d’invadopodes et activation des MMP.

Trés proches des filipodes qui ont été caractérisés dans des modéles de migration en 2D,
les invadopodes, décrits dans des modeéles de migration en 3D sont aussi contrélés par cdc42. Les
cellules projettent des extensions cytoplasmiques riches en actine (les invadopodes) capables de
dégrader la matrix extracellulaire (MEC) (Ayala, Baldassarre et al. 2006). Les cellules cancéreuses
doivent dégrader la MEC afin de traverser la lame basale et d’aller envahir le tissu avoisinant. La
digestion de la MEC se fait par I'action des métalloprotéinases matricielles (MMPs) qui sont des
peptidases capables de digérer ses composants. Les invadopodes permettent a la cellule
cancéreuse de concentrer la sécrétion de métalloprotéinases matricielles telles que MT1-MMP,
MMP2 et MMP9 (Weaver 2006, Poincloux, Lizarraga et al. 2009) en un point précis permettant la

dégradation de la matrice extracellulaire et la migration des cellules a travers les tissus.

In vitro, les invadopodes sont mis en évidence par la colocalisation de la dégradation d’une
matrix fluorescente et d’'un marquage de l'actine (Chen 1989). In vivo, les invadopodes sont

importants pour l'intravasation et I'extravasation des cellules (Yamaguchi, Lorenz et al. 2005).

Dans des cellules d’adénocarcinome de rat, il a été montré que l'activation de cdc42 était
nécessaire aprés une stimulation a 'EGF pour la formation d’'invadopodes (Yamaguchi, Lorenz et
al. 2005). L’activation de cdc42 entraine l'activation de N-WASP et Arp2/3 nécessaire a la
polymérisation d’actine formant des protrusions dans la matrix extracellulaire. Pour la formation de
telles structures d’actine, une autre protéine est nécessaire, la cofiline, également controlée par
cdc42.

Dans les cellules MDA-MB-231 qui forment beaucoup d’'invadopodes, cdc42 a été montré
comme important pour cette activité, en effet cette formation accrue d’'invadopodes est médiée par
CIP4 qui interagit avec cdc42 et entraine I'activation de N-WASP (Pichot, Arvanitis et al. 2010). La
GEF spécifique de cdc42, FGD1, active la formation d’invadopodes régulée par cdc42 dans des
cellules de cancers du sein et de la prostate. Une diminution de son expression entraine une
diminution de dégradation de la matrix extracellulaire et une expression élevée de FGD1 correle

avec une agressivité élevée de la tumeur (Ayala, Giacchetti et al. 2009).

En plus de réguler la formation des invadopodes, cdc42 régule également le niveau de MMP
présentes dans ces structures. MT1-MMP est une métalloprotéinases transmembranaire pouvant
digérer différents composants de la matrix extracellulaire et est capable d’activer pro-MMP2 (une
autre MMP) par clivage protéolytique. MT1-MMP s’accumule sur les fronts de migration des
cellules cancéreuses, particulierement au sein des invadopodes (Poincloux, Lizarraga et al. 2009).
Il a été montré dans les cellules MDA-MB-231 que I'activation de cdc42 permettait la fixation de
son effecteur, IQGAP, sur des protéines du complexe exocyste au niveau des invadopodes. Le
complexe exocyste est un complexe protéique impliqué dans le trafic vésiculaire, il est important
pour I'exocytose ainsi que pour la croissance et la migration cellulaire. Une diminution de

I'expression de IQGAP ou d’autres membres du complexe exocyste diminue le niveau de MT1-
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MMP dans les invadopodes suggérant un role important de cdc42 et IQGAP dans 'adressage de
MT1-MMP dans ces structures (Sakurai-Yageta, Recchi et al. 2008) (Figure 14).

2. Cdc42 dans la migration des cellules cancéreuses.

La motilité et la migration des cellules sont des phénoménes importants pour la formation de
métastases. Les cellules peuvent migrer seules ou en groupes. Dans le cas ou les cellules migrent
seules, on retrouve fréquemment un phénoméne appelé transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT).

Durant cette transition, les cellules perdent leurs contacts entre elles et adoptent une
morphologie plus mésenchymateuse, de type fibroblastique (cellules fusiformes ou étoilées avec le
noyau allongé dans I'axe de la cellule) afin de traverser la matrix extracellulaire aidées par la
sécrétion de protéinases (Yilmaz and Christofori 2010). Un des marqueurs de 'EMT est la perte de
la E-cadhérine au profit de cadhérines mésenchymateuses telle que la N-cadhérine. Une
conséquence de ce changement est le relargage de la membrane vers le cytoplasme de la
caténine p120, une protéine liant la E-cadhérine. Une fois dans le cytoplasme, la caténine p120
réprime RhoA et active Rac et cdc42 pour favoriser le remodelage de I'actine (Noren, Liu et al.
2000, Cheung, Leung et al. 2010, Johnson, Seachrist et al. 2010).

De plus, lactivation de cdc42 via son effecteur MRCK, est nécessaire pour la
phosphorylation de MLC2, pour la contractilité de I'actomyosine et I'invasion cellulaire (Wilkinson,
Paterson et al. 2005). Ces observations conférent a cdc42 un réle important dans 'EMT et la
migration des cellules. Il n'est donc pas étonnant que la GEF spécifique de cdc42 ARHGEF9 soit
fréquemment surexprimée dans les carcinomes hépatocellulaires et que cette surexpression soit
associée a une activation accrue de cdc42, une expression diminuée de la E-cadhérine et un
phénotype mésenchymateux des cellules. Une inhibition de ARHGEF9 diminue I'activation de
cdc42 et restaure un phénotype épithélial des cellules (Chen, Chan et al. 2010). Ces études
suggeérent donc un rdle important de cdc42 dans 'EMT et la migration monocellulaire des cellules

cancéreuses.

Un autre type de migration monocellulaire possible est la migration amiboide. Dans ce cas,
la cellule présente une forme arrondie, peu de sites d’adhésion et elle migre via des contractions
actine-myosine dans des structures «finger-like», appelées historiquement pseudopodes. La
migration au travers de la matrix extracellulaire est dans ce cas indépendante de réactions
protéolytiques (Sahai 2005). L’activation de cdc42 permet I'activation de ses effecteurs PAK2 et N-
WASP, démontrée comme importante pour la migration amiboide de cellules de mélanomes
(Gadea, Sanz-Moreno et al. 2008).

I est donc intéressant dobserver que cdc42 est nécessaire a la migration
mésenchymateuse et a la migration amiboide, cibler cdc42 pour bloquer l'invasion des cellules

canceéreuses semble donc étre un choix judicieux (Fiqure14).
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En plus de la migration monocellulaire, les cellules peuvent migrer en groupe, un processus
important pour le développement et la morphogenése (Friedl and Gilmour 2009, Yilmaz and
Christofori 2010). Au cours de cette migration, les cellules situées sur le front de migration ont un

phénotype invasif et sécrétent des MMP afin de tracer le « chemin » aux cellules qui suivent.

Il est possible de créer un modéle de migration collective par I'expression de podoplanin
dans les cellules du front de migration, surexpression retrouvée dans le front de migration de
nombreux carcinomes. Dans ce cas, la migration des cellules se fait indépendamment de 'EMT et
de cdc42, malgré I'importance de la formation de filipodes, un phénoméne pourtant classiquement

associé a 'activation de cdc42 (Wicki, Lehembre et al. 2006).

Une autre possibilité pour la migration collective commence avec l'initiation par des cellules
stromales telles que des fibroblastes qui vont déformer la matrix extracellulaire et permettre ainsi
aux cellules cancéreuses de migrer a leur tour (Gaggioli, Hooper et al. 2007). Dans ce modéle,
lactivité de cdc42 est nécessaire a la migration des cellules de carcinomes suivant les
fibroblastes. Le role de cdc42 dans ce type de migration reste donc assez flou et semble contexte

dépendant.
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Figure 15: Les voies de signalisation activées par Ras. Une fois activées, les protéines Ras activent
de nombreuses voies de signalisation et sont par conséquent impliquées dans de nombreux processus
cellulaires (Berndt et al., 2011)

72



IX) La transformation oncogénique par HRasV12 et I'impact de cdc42.

Au cours de nos travaux, nous avons développé un modéle cellulaire basé sur la
transformation oncogénique de fibroblastes embryonnaires de souris immortalisés par 'oncogéne
HRas muté (HRasV12).

A) L’oncogéne Ras.

Les protéines Ras sont des petites GTPases de la superfamille Ras. Elles fonctionnent de la
méme facon que cdc42, en alternant entre une forme inactive liée au GDP et une forme active liée
au GTP. Chez ’lhomme, vingt et un génes constituent la sous-famille Ras. Seuls les trois membres
canoniques HRas, NRas et KRas sont impliqués dans le cancer. Du fait de cette implication, ils ont

été largement étudiés.

Ras est activé par de nombreux stimuli comme par exemple, les récepteurs aux facteurs de
croissance. Dans son état activé, lié au GTP, Ras pourra activer deux grandes voies impliquées

dans le cancer: la voie des MAP Kinase (MAPK) et la voie du PI3K (Figure 15: Les voies de

signalisation _activées par Ras) régulant ainsi diverses fonctions cellulaires telles que la

prolifération, la transcription, la survie cellulaire (Dempke and Heinemann 2010).

1. La voie Ras/Raf/MEK/Erk

Lorsqu’il y a fixation du ligand sur un récepteur a tyrosine kinase (RTK), Ras va étre activé
soit par I'activation d’'une GEF ou linactivation d’'une GAP. Le mécanisme le mieux décrit passe
par la GEF SOS (Son Of Sevenless). Le recrutement de SOS permet I'interaction avec Ras et son
activation (McKay and Morrison 2007). Ainsi activé, Ras activera a son tour les protéines Raf qui
activent alors les MAPKKs (MAP Kinase Kinase) MEK1 et MEK2 qui activeront a leur tour ERK1 et
ERK2 par phosphorylation. Enfin la transmission finale du signal se fera lorsque ERK activera ses

cibles cytoplasmiques ou nucléaires en fonction du RTK et du ligand engagé.

2. La voie PIBK/AKT

La voie PI3K/AKT est une voie de signalisation cellulaire impliquée dans de nombreux
processus tels que la croissance et la prolifération cellulaire, la survie, le métabolisme et la
réponse immunitaire. A I'état physiologique, cette voie permet l'intégration de signaux issus des
récepteurs membranaires couplés a des tyrosines kinases (RTK) ou aux protéines G (RCPG). En
réponse a la fixation d'un facteur de croissance sur son récepteur, celui-ci s’active par
autophosphorylation et active une Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase (PI3K) qui convertit le Phospho-
Inositide-4,5-biPhosphate (PIP2) membranaire en Phospho-Inositide-3,4,5-triPhosphate (PIP3). Ce
dernier recrute alors, via son domaine PH (Pleckstrin Homology), les kinases PDK1
(Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1) et AKT conduisant a 'activation de cette derniére

par phosphorylation. AKT se dissocie alors de la membrane et peut phosphoryler ses nombreuses
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cibles aussi bien membranaires, cytosoliques ou nucléaires impliquées dans la survie et la
croissance cellulaire telles que p27, HDM2, IKK, ou BAD (Liu, Cheng et al. 2009).

Cette voie de signalisation peut étre inhibée par la phosphatase PTEN (Phosphatase TENsin
homologue) qui catalyse la conversion du PIP3 en PIP2. Une mutation activatrice de Ras entraine

une hyperactivation de cette voie.

B) La transformation oncogénique par HRasV12

Ras est muté dans 20% des cancers (70 a 90% dans les cancers du pancréas, 50% dans
les cancers du cblon et de 25 a 50% dans les cancers bronchiques (Downward 2003). Les
mutations conduisent a un blocage de I'hydrolyse du GTP et ainsi a une activation constitutive de

la protéine et donc a une activation non contrélée des voies de signalisation en aval.

1. Mise en place de mécanismes de protection des cellules : la

sénescence induite par Ras.

Depuis les années 80, il est connu que I'expression ectopique d’oncogéne comme Ras
permet la transformation oncogénique de cellules de souris immortalisées mais que cette
transformation est impossible dans les cellules primaires (Newbold and Overell 1983). De fagon
trés surprenante, il a ensuite été démontré que I'expression de Ras dans ces cellules provoque

leur sénescence (Serrano, Lin et al. 1997).

Initialement, la sénescence était une caractérisation fonctionnelle d’'un état cellulaire
particulier dans lequel les cellules sont sorties du cycle cellulaire de maniére permanente et sont
incapables de proliférer a nouveau (Campisi 1996). Les cellules en sénescence sont aplaties et
élargies, avec un cytoplasme vacuolisé et une augmentation du volume nucléaire. Elles présentent
une activité spécifique de la B-galactosidase en condition acide (pH 6,0) due a une accumulation
de GLB1, une B-galactosidase lysosomale (Dimri, Lee et al. 1995, Lee, Han et al. 2006). Les
cellules sénescentes présentent également des perturbations chromatiniennes avec I'apparition de
foyers d’hétérochromatine. On retrouve dans ces cellules un niveau d’expression élevé de
molécules favorisant la sortie du cycle cellulaire comme les inhibiteurs des kinases dépendantes
des cyclines p21, p16, p15 et p14/19ARF (Alcorta, Xiong et al. 1996, Collado, Gil et al. 2005).

Les premiéeres observations de cellules sénescentes ont été faites in vitro, dans des cellules
primaires. Aprés plusieurs passages, les cellules atteignaient un état d’épuisement de la
prolifération, donnant naissance a la notion de sénescence réplicative (Hayflick 1965). Un
phénotype identique a ensuite été identifié en réponse a I'expression de Ras activé (Serrano, Lin
et al. 1997) ou a des endommagements de 'ADN (Di Leonardo, Linke et al. 1994), suggérant de
fortes similitudes dans les mécanismes mis en place lors de la sénescence réplicative ou celle
induite par les stress. Dans les cellules humaines, la sénescence réplicative est expliquée par

I'érosion des téloméres a chaque division cellulaire jusqu’a un stade ou les extrémités des
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chromosomes sont reconnus comme des endommagements de '’ADN entrainant la sénescence
par I'intermédiaire de ATM/p53 (d'Adda di Fagagna, Reaper et al. 2003).

Le processus de sénescence induit par un oncogéne est appelé OIS (Oncogene-Induced

Senescence) qui est une forme de sénescence prématurée. Il est observé aprés I'expression de

Ras mais également d’autres oncogénes comme Raf, mos et cdc6 (Zhu, Woods et al. 1998, Dimri,

ltahana et al. 2000). Les mécanismes expliquant pourquoi seulement certains oncogénes

entrainent la sénescence des cellules ne sont toujours pas totalement compris, mais il semble que

cela soit da a I'activation spécifique d’effecteurs en amont des oncogénes en question.

Dans le cas de Ras, les mécanismes mis en place dans l'induction de la senescence

peuvent étre divisés en 3 groupes :

La répression des cibles de E2F. Les protéines p16 et p21 sont des suppresseurs
de tumeur. Elles sont en particulier impliquées dans l'arrét du cycle cellulaire et
'entrée en senescence. La protéine p53 régule de fagon directe et positive
I'expression de p21. Les mécanismes régulant I'expression de p16 sont moins clairs.
En conditions physiologiques, p16 n’est pas exprimée dans les tissus a I'dge adulte.
Son expression est réprimée par la protéine BMI-1. L’activation de la voie MAPK par
Ras entraine [lactivation de p38 qui va phosphoryler 3pK qui a son tour
phosphorylera BMI-1 levant linhibition de I'expression de p16 (Bracken, Kleine-
Kohlbrecher et al. 2007). La protéine p16 ainsi induite est alors capable de se lier et
d’inhiber les kinases dépendantes des cyclines 4 et 6 (CDK4 et CDKG6) prévenant la
formation du complexe CDK4/Cycline D1 inhibant ainsi la phosphorylation inhibitrice
de Rb par ce complexe. En présence de p16, la protéine Rb est fixée sur E2F
prévenant la transcription des génes cibles impliqués dans la réplication. Il en résulte
un arrét du cycle cellulaire en phase G1/S qui conduira par la suite a I'entrée des
cellules en sénescence. De plus, les génes cibles pro-prolifératifs des E2F sont
retrouvés dans des structures d’hétrochromatine non transcrite aprés une expression
de Ras, un processus dépendant de Rb (Narita, Nunez et al. 2003).

Activation de la réponse aux endommagements de I’ADN. La surexpression de
Ras entraine une réplication aberrante de 'ADN provoquant I'activation de la réponse
aux endommagements de '’ADN dans les cellules primaires. L’activation de cette voie
est nécessaire a l'induction de la sénescence (Di Micco, Fumagalli et al. 2006,
Mallette, Gaumont-Leclerc et al. 2007). L’expression d’'oncogénes dans ces cellules
provoque une réplication aberrante de I'ADN ainsi que la production de ROS
expliquant I'activation de cette voie (Heyworth, Knaus et al. 1993).

Mise en place d’un profil sécrétoire particulier. Les cellules sénescentes
présentent un profil sécrétoire particulier, le SASP (Senescence-Associated

Secretory Phenotype). Deux études ont montré que les cellules sénescentes

75



sécrétent IGFBP7 (Insuline-like Growth Factor Binding Protein 7) (Wajapeyee, Serra
et al. 2008) et PAI1 (Plasmonigen Activator Inhibitor 1) (Kortlever, Higgins et al.
2006). Ces molécules réduisent I'activation de la voie MAPK (IGFBP7) et PI3K
(PAI1), permettant I'entrée des cellules en sénescence. Il a également été démontré
que la production de IL-6, IL-8 et du récepteur CXCR2 par les cellules sénescentes
permet de renforcer leur arrét en sénescence (Acosta, O'Loghlen et al. 2008,
Kuilman, Michaloglou et al. 2008). Des études ont cependant révélé un autre aspect
du SAPS et ont montré que les molécules sécrétées par les cellules sénescentes
pouvaient créer un microenvironnement pro-tumoral pour les cellules épithéliales,
c’est le cas notamment de I'lL-6, I'lL-8 et MMP-3 (Krtolica, Parrinello et al. 2001).

La sénescence apparait alors comme un mécanisme de protection, permettant aux cellules
d’échapper a la transformation oncogénique. Pour que la transformation oncogénique ait lieu,
'expression d’un oncogéne tel que Ras doit étre associée a un autre événement comme la perte
d'un des effecteurs de I'induction de la sénescence ou d’'un géne suppresseur de tumeur comme
p53 ou Rb. Un exemple d’échappement de la sénescence induite par HRasV12 est la coopération
des protéines Twist1 et Twist2. Une étude a en effet révélé que ces protéines permettent de
contrecarrer linduction de la sénescence induite par HRasV12 en bloquant les voies de
signalisation régulées par p53 et Rb (Ansieau, Bastid et al. 2008). Les auteurs ont également
montré que dans ce cas, en plus de permettre I'échappement de la sénescence, la coopération
entre HRas et les protéines Twist permettait d’induire la transition épithélio-mésenchymateuse des

cellules, favorisant leurs capacités invasives.

Il existe également des processus de coopération entre cdc42 et HRas, permettant la mise

en place de mécanismes importants pour la tranformation oncogénique.

2. Coopération entre HRas et cdc42 dans la transformation

oncogeénique.

Les premieres études montrant une coopération de cdc42 dans la transformation
oncogénique par Ras ont été menées dans les fibroblastes de rats Rat1. En effet, dans ces
cellules, I'expression d’un dominant négatif de cdc42 empéche la formation de colonies en milieu
semi-solide entrainée par I'expression de HRasV12, un mutant constitutivement actif de HRas
(Qiu, Abo et al. 1997). Plusieurs études ont ensuite démontré que cdc42 était activé par
l'expression de formes oncogéniques de Ras et que cette activation avait un impact sur la
signalisation induite par Ras. En effet, il a été montré que cdc42 liait et activait PI3K (Zheng,
Bagrodia et al. 1994) et un de ses effecteurs en aval, PAK, peut phosphoryler a la fois Raf1 et

MEK, augmentant ainsi la signalisation MAPK via ERK (Beeser, Jaffer et al. 2005).

Une inhibition de la transformation oncogénique de HRasV12 par des mutants dominants

négatifs de cdc42 a également été démontrée dans des fibroblastes humains. Dans ce modéle,
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Figure 16: Boucle d’amplification de la voie PI3K. Une activation coordonnée de
différents activateurs (protéines Ras) est nécessaire pour une activation efficace de

la voie PI3K en réponse a un stimulus externe. Ceci va permettre I'activation des
différents effecteurs tels que les RhoGTPases. Une boucle d’amplification va alors
pouvoir se mettre en place, grace a une activation coordonnée et coopérative de ces
différentes RhoGTPases. Ceci explique la non redondance des RhoGTPases et la
difficulté de déterminer le role spécifique de chacune d’elles (Yang et al., 2012).
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'expression de mutant constitutivement actif de cdc42 seul ne suffit pas pour induire une
transformation, mais son activité est nécessaire a la transformation par HRasV12. |l est également
intéressant de noter que dans ce modeéle, une étude du transcriptome par micro-puce a montré
que l'inhibition de cdc42 diminuait I'expression de facteurs importants pour I'angiogenese tel que le
VEGF (Appledorn, Dao et al. 2010). Une étude menée dans les cellules de cancer colorectal
Caco-2 a montré une augmentation de la migration des cellules ainsi que de la production de
filipodes spécifique de cdc42 en réponse a I'expression d’un mutant constitutivement actif de KRas
(Makrodouli, Oikonomou et al. 2011).

Une boucle d’activation de la voie PI3K a été également décrite. En effet, une étude a décrit
le réle des différentes Ras et RhoGTPases dans [l'activation de cette voie en aval de la
signalisation des RTK (Yang, Shin et al. 2012). Cette étude a montré qu'une coopération de
plusieurs Ras était nécessaire a l'activation initiale de de PI3K qui activait ensuite différentes
RhoGTPases qui doivent a leur tour coopérer pour créer une boucle d’amplification de la voie PI3K

(Fiqure 16: Boucle d’amplification de la voie PI3K). En réponse a un stimulus externe, des GEFs

importantes pour I'activation de HRas, KRas, NRas et RRas sont recrutées a la membrane et les
activent (Chardin, Camonis et al. 1993, Mochizuki, Yamashita et al. 2001). Une fois PI3K activée,
le PIP3 accumulé recrute des GEFs spécifiques des Rho comme Tiam1 (Fleming, Gray et al.
2000) et Vav2 (Han, Luby-Phelps et al. 1998) permettant I'activation de RhoGTPases en aval
telles que Rac1, Rac2, Rac3, cdc42, RhoG qui entrainent la polymérisation d’actine et permettent
'amplification de l'activation de PI3K de fagon coopérative. Dans ce modéle, I'état d’activation
individuel des RhoGTPases n'a pas d’importance, il faut une activation coordonnée de ces
dernieres pour que la boucle d’amplification soit effective. Ceci explique la non redondance des
RhoGTPases et pourquoi il est complexe de déterminer le réle spécifique de chacune d’entre elles
dans ce phénoméne. Durant la migration cellulaire, de nombreuses études ont montré une
accumulation et une activation de PI3K et de ses activateurs au sein des fronts de migration. Ceci
pourrait suggérer la nécessité de la mise en place de cette boucle d’amplification de PI3K pour que

les cellules puissent migrer correctement.

Une étude a montré qu’il existait au niveau cellulaire deux « pool » de HRasV12
avec une localisation différente. En effet, cette équipe a identifié une localisation au niveau des
endo-membranes de HRasV12 (Cheng, Li et al. 2011). Une expression de HRas exclusivement
localisée au niveau des endo-membranes est toujours capable de transformer les cellules NIH3T3.
L’expression d’'un mutant dominant négatif de cdc42 dans ces cellules bloque la transformation par
HRas endo-membranaire. De plus, il a été montré une interaction et une activation de cdc42 avec
HRas dans les endo-membrane qui est augmentée lorsque HRas est associé au GTP ou aprés
stimulation par des facteurs de croissance. A linverse, lorsqu’'un mutant constitutivement actif de
HRas est exprimé seulement a la membrane plasmique, il n'active pas cdc42 et entraine
'apparition de marqueurs de sénescence dans les fibroblastes de prépuce humain BJ.

L’expression d’'un mutant actif de HRas exprimé seulement a la membrane plasmique transforme
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faiblement les cellules NIH3T3 mais la transformation oncogénique est augmentée lorsqu’un
mutant constitutivement actif de cdc42 est co-exprimé. |l semble donc que pour étre efficace dans
la transformation oncogénique, HRas doit interagir avec cdc42 au niveau des endo-membranes et

une coopération entre les différents compartiments de HRas est nécessaire.
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Résultats



1) Obijectifs de la thése

Des études corrélatives d’échantillons tumoraux ont montré que I'aggressivité des tumeurs
ou la mauvaise réponse des cellules tumorales a un traitement chimiothérapeutique n’était pas
corrélé au niveau d’expression de clAP1 mais a sa localisation nucléaire (voire chapitre IV.A). Ces
études suggérent que clAP1 ait une fonction nucléaire et que cette fonction soit importante a son

activité oncogénique.

Les travaux antérieurs de mon équipe d’accueil a montré que clAP1 est une protéine
nucléaire dans les cellules souches de la moelle osseuse et dans les cellules non différenciées de
I'épithélium colique, de la peau, de cardiomyocytes de rats nouveaux-nés. Lors de la
différenciation, clAP1 est relocalisé dans le cytoplasme (Plenchette, Cathelin et al. 2004, Didelot,
Lanneau et al. 2008). Cette exclusion nucléaire de clAP1 est associée a 'arrét de prolifération des
cellules, suggérant que dans le noyau, clAP1 pourrait contréler la prolifération. Cette relocalisation
est dépendante d’'une séquence d’export nucléaire NES localisée dans le domaine CARD. Une
étude réalisée en collaboration avec I'équipe de Carmen Garrido, a mis en évidence l'implication
des protéines chaperonnes dans la régulation des IAP (Didelot, Lanneau et al. 2008). clAP1
interagit spécifiquement avec lisoforme B de HSP90 (Heat Shock Protein 90). HSP90
accompagne clAP1 lors de sa relocalisation nucléo-cytoplasmique au cours de la différenciation.
Une inhibition de HSP90 conduit a une dégradation rapide de clAP1 par le complexe du
protéasome. HSP9O0 joue donc un réle de chaperon stabilisateur de clAP1. Ces deux localisations

subcellulaires de clAP1 suggérent des fonctions bien distinctes dans ces deux compartiments.

La fonction cytoplasmique de clAP1 lors de la différenciation macrophagique a été
investiguée. Ce processus de différenciation nécessite une activation transitoire de NF-kB,
I'activation soutenue conduisant a la différenciation en cellules dendritiques. Une fois dans le
cytoplasme, clAP1 contrdle le niveau d’activation de NF-kB en induisant I'ubiquitination et la
dégradation de l'adaptateur moléculaire TRAF2. Dans les macrophages bien différenciés, la
régulation de TRAF2 par clAP1 permet la réponse optimale des cellules et la sécrétion de

cytokines a une stimulation par le CD40L (Dupoux, Cartier et al. 2009).

Afin d’identifier de nouvelles fonctions de clAP1 ; des recherches a grande échelle de
partenaires de clAP1 ont été menées. Différents partenaires ont été identifiés. Mon travail a porté
sur deux de ces partenaires : le facteur de transcription E2F1 et cdc42, une petite protéine G de la
famille des Rho. Jai ensuite initié un travail ayant pour but de déterminer si ces nouveaux

partenaires pouvaient contribuer aux propriétés oncogeéniques de clAP1.
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Il) Analyse de l'interaction de clAP1 avec le facteur de transcription
E2F1.

A) clAP1 réqule le facteur de trancription E2F1 et la prolifération

cellulaire. Article 1.

Article 1 :

« Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-1 (clAP1) Can Regulate E2F1 Transcription Factor-

mediated Control of Cyclin Transcription »

The Journal of Biological Chemistry, Juillet 2011.

Ce travail a été initié par Jessy Cartier, alors étudiante en thése dans I'équipe.

Le facteur de transcription E2F1 est un important régulateur du cycle cellulaire et de
l'apoptose. Il permet la progression des cellules dans le cycle et peut, en réponse a des

endommagements de I’ADN induire 'apoptose (Introduction, D).

Dans ce premier projet, nous avons mis en évidence la régulation de [lactivité

transcriptionnelle de E2F1 par clAP1.

L’interaction de clAP1 et de E2F1 a été confirmée in cellulo par immuno-précipitation (Article
1, Figure 1, E) et in vitro par des techniques de chromatographie d’affinité sur billes de sépharose-
gluthation (Article 1, Figure 1, B, C, D).

Les domaines d’interaction ont été recherchés, linteraction de la région contenant les

domaines BIR de clAP1 avec la région contenant le domaine de liaison a ’ADN de E2F1 (Article 1

Figure 1, F, G) a été montrée.

Des expériences de génes rapporteurs ont montré une régulation positive de Il'activité
transcriptionnelle de E2F1 par clAP1 sur un promoteur synthétique contenant 5 sites de fixations
E2F et aussi sur les promoteurs des cyclines E et A (Article 1, Figure 2, B, C, D). clAP1 et E2F1

interagissent pendant toutes les phases du cycle cellulaire. Cependant des expériences d'immuno-
précipitation de la chromatine ont montré que clAP1 et E2F1 étaient, ensemble, recrutés au niveau

des promoteurs des cyclines A et E, uniquement en phase S du cycle cellulaire (Article 1, Fiqure 5,

B, C, D). De plus, nous avons montré que clAP1 était indispensable au recrutement de E2F1 sur

ces promoteurs (Article 1, Figure 6, D). Enfin, l'influence de clAP1 sur le niveau d’expression ARN

et protéine de la cycline E et A puis sur la prolifération de lignées cellulaires cancéreuses a été

montré (Article 1, Fiqure 7, Figure 8).

Mon travail a consisté a confirmer I'interaction des deux protéines, le recrutement de clAP1

sur les promoteurs des cyclines A et E, la capacité de clAP1 a stimuler E2F1 et la transcription des
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cyclines A et E dans d’autres modéles cellulaires incluant différentes lignées de cellules tumorales

et des cellules primaires mammaires (Article 1, Fiqure 1E, 4A, 4C, 6C, Supplementary Figure 5).

J’ai montré que la capacité de clAP1 a contréler E2F1 n’était observée que dans les modéles

cellulaires qui présentent une expression nucléaire de clAP1 (Article 1, Fiqure 7C, 7D, 7E).

Cette activité n’est pas retrouvée dans des fibroblastes embryonnaires de souris exprimant

clAP1 exclusivement dans la fraction cytoplasmique.

La restauration de I'expression de clAP1 dans le noyau de fibroblastes déficients pour clAP1
(MEF clAP1") a permis de confirmer son activit¢ sur le facteur de transcription et sur la

prolifération cellulaire (Article 1, Fiqure 7F, 7G, 8F, Supplementary Figure 6).
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(Dimerization Partner 1), which favors DNA binding and the
recruitment of a number of other proteins (33, 34) that behave
as activators or repressors (33—-35). One of the functions of
cIAP1 in the nucleus appears to be part of the molecular
machinery that regulates the transcriptional activity of E2F1 on
CCNE and CCNA promoters.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture, Chemicals, and Treatments—Human mam-
mary epithelial cells (HMEC) were purchased from Invitrogen
(Cergy Pontoise, France) and grown into HUMEC ready
medium (Invitrogen). Mouse embryonic fibroblasts (MEF)
were provided by J. Silke (Melbourne, Australia). THP1, HT-29,
U-2 OS, and CaSki cell lines were grown into RPMI 1640 and
MEF and HelLa cells in DMEM medium (Lonza, Verviers, Bel-
gium) supplemented with 10% fetal bovine serum (Lonza). Cells
were synchronized using 2 mMm thymidine (Sigma-Aldrich)
double block. Human CD34™ progenitor cells were prepared
from human umbilical cord blood (Etablissement Francgais du
Sang) as previously described (36), cultured over 7 days in
StemSpan™ H3000, supplemented with 100 ng/ml rhFlt-3
ligand, 100 ng/ml rhSCEF, 20 ng/ml rhIL-3, and 20 ng/ml rhIL-6
(StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada), and then
differentiated for 2 weeks into CD14" monocytic cells by expo-
sure to 25 ng/ml M-CSF (StemCell Technologies) before ChIP
experiments. The pan-caspase inhibitor zVAD-fmk was from
Sigma-Aldrich.

Transfections, Plasmid Constructs, and siRNA—THP-1 cells
were nucleoporated using the AMAXA nucleofector kit V
(Amaxa Biosystems, Lonza). Stable THP1 clones expressing
cIAP1 antisense were enriched by a 10-day geneticin selection
(0.5 mg/ml). Cells were transfected using JET PEI (Polyplus
transfection, Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France),
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) or Interferin (PolyPlus trans-
fection, Ozyme) transfection reagent. DNA constructs used
were pcDNA, pcDNA-cIAP1, pcDNA-cIAP1 in antisense ori-
entation (AS), pcDNA-cIAP2, pcDNA-XIAP, pEGFP, pEGFP-
cIAP1, pCI, pCI-cIAP1, pCI-cIAP1-H588A, pGL3, pGL-
5xE2F-BS, pGL-human CCNA promoter, pGL-human CCNE
promoter wt and mutated in E2F binding sites, pPCMV-E2F1,
pcDNA-E2F2 and E2F-3a. pGEX-based constructs (cIAP1,
cIAP1-BIR1-3 (amino acid 1-483), cIAP1-CARD-RING
(amino acid 452—618), E2F1, E2F1 amino acid 284 —437, E2F1
amino acid 89-191, E2F1 amino acid 41-108, E2F1 amino acid
41-127) were obtained by cloning PCR-generated DNA
sequence into pGEX 4T1 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
UK). FLAG-cIAP1 constructs were generated by cloning
cIAP1-full length, cIAP1-BIR1-3, cIAP1-CARD-RING in a
FLAG-pCR3 vector (Invitrogen). The cIAP1 L47A mutant was
generated by site-directed mutagenesis. RNA oligonucleotides
used were cIAP1, E2F1, and control siRNA sequence designed
and purchased from Qiagen.

Cell Extracts, Immunoprecipitation, and Western Blot
Analysis—Cell lysates and immunoblot analysis were per-
formed as described (6). Nuclear- and cytoplasm-enriched frac-
tions were obtained as described (25).

Primary antibodies used were rabbit anti-human cIAP1
(R&D Systems, Lille, France), GFP (BD Biosciences, Le Pont de
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Claix, France), TRAF2 (Stressgen), PARP, E2F1, E2F2 and E2F3
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), goat anti-human
cIAP1, XIAP (R&D systems), GST (Rockland, PA), mouse anti-
human cIAP2 (R&D systems), cyclin A, cyclin E (BD Biosci-
ences), cyclin B, Rb (Cell signaling Technology, Danvers, MA),
and HSC70 (Santa Cruz Biotechnology) monoclonal antibod-
ies. Secondary antibodies included goat HRP-conjugated anti-
mouse, anti-rabbit, anti-rat, or rabbit anti-goat immunoglobu-
lins (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Bar Harbor, ME).

For immunoprecipitation, cells were lysed in a buffer con-
taining 50 mm Tris-HCI, pH 7.4; 150 mm NaCl; 20 mm EDTA;
0.5% Nonidet P-40; 1 mm DTT, and protease inhibitors and
incubated overnight at 4 °C under shaking in the presence of
anti-E2F1 Ab (C-20, Santa Cruz Biotechnology) or anti-cIAP1
Ab (R&D Systems) coupled to Sepharose G-protein beads
(Amersham Biosciences, GE Healthcare) or ANTI-FLAG® M2
Affinity Agarose Gel (Sigma-Aldrich). Beads were washed and
resuspended in Laemmli 1X buffer before immunoblot analy-
sis. The co-precipitation experiments were performed in HeLa
cells transfected with FLAG constructs and pCMV-E2F1.

Antibody Array—HeLa cells were transfected with pEGFP-
NES*-cIAP1 (25). The cell lysate was deposited onto a Cell
Cycle antibodyArray ™ (Hypromatrix, Worcester, MA) con-
taining 60 specific antibodies against cell cycle-related proteins
following the manufacturer’s instructions and immunoblotted
with anti-GFP biotin (USBiological, Swampscott, MA) and bio-
tin-HRP (Invitrogen) antibodies.

GST-Pull-down Assay—GST fusion proteins were produced
in Escherichia coli, immobilized on glutathione-Sepharose
(Amersham Biosciences), and incubated with either HeLa cell
lysates or in vitro translated [**S]methionine-labeled cIAP1
protein or recombinant human E2F1 protein (Protein One,
Bethesda, MD). The bound proteins to GST-cIAP1 constructs
were revealed by immunoblotting. The bound proteins to GST-
E2F1 constructs were revealed by immunoblotting or by 10%
SDS-PAGE and autoradiography.

Gene Reporter Assay—Cells were transfected with 500 ng of
pGL-based constructs, 50 ng of pCMV B-gal reporter vector,
and 500 ng of IAP constructs, and/or 100 ng of E2F constructs.
Cells were harvested 48 h after and analyzed for luciferase activ-
ity using the luciferase assay reagent (Promega, Madison, WT)
and a luminometer (Lumat LB9507, Berthold, Thoiry, France).
Results were normalized to the B-galactosidase activity using
the B-Galactosidase Enzyme Assay System kit (Promega).

RNA Purification, Reverse Transcription, PCR, and Real-time
PCR (qPCR)—Total RNA was isolated using the Nucleospin
RNA II kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) or TRIzol Rea-
gent (Invitrogen), reverse transcribed by MMLYV reverse tran-
scriptase with oligo(dT) primers (Promega). Specific cDNAs
were amplified on an iCYCLER thermocycler (Bio-Rad) or a
7500 FAST thermocycler (Applied Biosystems, Foster City,
CA) using the SyBr Green detection protocol. Results were
compared with the cyclophilin or HPRT DNA amplification.
Primers used for the specific amplification are available upon
request. For RT-PCR, the one-step RT-PCR kit (Qiagen) and
the iCYCLER thermocycler (Bio-Rad) were used.

Chromatin Immunoprecipitation Assay—Cells were formal-
dehyde cross-linked, and DNA was isolated and sonicated.
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Samples were immunoprecipitated using rabbit or goat anti-
human cIAP1 (R&D systems), rabbit anti-human E2F1 (C-20,
Santa Cruz Biotechnology), anti-AcH3, or DiMeH3K9 pAbs
(Upstate, Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France),
washed, and reverse cross-linked using the chromatin immu-
noprecipitation kit EZ ChIP from Upstate (Millipore). For the
sequential ChIP experiment, samples were first immunopre-
cipitated with anti-E2F1 pAb. The antibody-bound protein/
DNA complexes were eluted using elution buffer (1% SDS, 0.1 M
NaHCO,), and a second ChIP was performed using the anti-
cIAP1 pAb. PCR and real-time PCR were performed as
described above using primers flanking the E2F binding site in
CCNE and CCNA promoters.

Cell Cycle Analysis—Cells were incubated for 30 min in the
presence of 3 mm BrdU (Sigma Aldrich). Cells were fixed at 4 °C
and resuspended in 30 mm HCI and 0.5 mg/ml pepsin for 30
min, then in 2 M HCI over 15 min, stained with primary anti-
BrdU Ab, and with secondary anti-mouse Alexa Fluor 488 Ab
(Molecular Probes, Invitrogen) and propidium iodide (PI, 10
g/ wl). Cell cycle repartition was assessed by LSRII flow cyto-
metry using FlowJo® Softwares (Tree Star, Inc. Ashland, OR).

Proliferation Analysis—We used CellTrace™ CFSE Cell
Proliferation kit (for HeLa Cells) or Click-iT™ EdU Cell Pro-
liferation Assay (for HMEC and MEF) (Molecular Probes, Invit-
rogen) to measure cell proliferation using a LSRII flow cyto-
meter (BD Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions. The index of proliferation was measured using
ModFIT Software (Verity Software House Topsham, ME).
THP1 cells were plated at the same density and counted each
day.

Statistical Analysis—Student’s t test was used for statistical
analysis.

RESULTS

cIAPI Interacts with E2FI through Its BIR Domains— cIAP1
has been identified in the nucleus of human normal cells, e.g
hematopoietic stem cells (25), as well as cancer cells (15, 16, 28,
30). It is also expressed in the nucleus of human colon carci-
noma HT-29, human leukemia monocytic THP1 (25, 26), and
human epithelial cervix carcinoma HeLa (27) (Fig. 14) cell
lines. To identify nuclear partners of cIAP1, cells were trans-
fected with a GFP-tagged-cIAP1 in which the NES had been
mutated to force the nuclear overexpression of the protein (25),
and cell lysates were incubated on an antibody array targeting
60 cell cycle-related proteins. Among the 18 detected positive
hits, 7 were checked using a higher stringency approach in
which GST-cIAP1 is incubated with a cell lysate from untrans-
fected HeLa cells and interactions revealed by immunoblot
analysis (Fig. 1B, supplemental Fig. S1A). TRAF2 was used as a
positive control (Fig. 1B). Three potential partners were con-
firmed, namely TTK kinase, Rad52 (supplemental Fig. S1A4),
and E2F1 transcription factor (Fig. 1B). The GST pull-down
experiment also confirmed a negative result of the initial
screen, i.e. cIAP1 did not interact with the E2F1 repressor reti-
noblastoma protein (Rb) (Fig. 1B). The reversed GST-pull-
down assay demonstrated a binding of endogenous cIAP1 with
GST-E2F1 (Fig. 1C). We also detected a very weak binding of
cIAP2 and XIAP on GST-E2F1 (Fig. 1C). GST-cIAP1 can inter-
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act with purified human E2F1 protein, indicating a direct inter-
action (Fig. 1D). cIAP1 was co-expressed with E2F1 in the HeLa
cell nucleus-enriched fraction whereas cIAP2 and XIAP were
detected in the cytoplasm (Fig. 1A4). The in vivo interaction of
E2F1 with cIAP1 was confirmed by co-immunoprecipitation
(Fig. 1E).

We then mapped the protein domains required for this inter-
action by using a co-immunoprecipitation experiment (Fig. 1F)
and GST-pull down assay (Fig. 1G and supplemental Fig. S1, B
and C). As TRAF2, E2F1 interacted with cIAP1 full-length and
with the N-terminal part of the protein that contained BIR 1-3
domains but did not interact with the C-terminal part of cIAP1
that included the CARD and the RING domains (Fig. 1F and
supplemental Fig. S1, Band C). Mutation L47A within the BIR1
domain that abolished the cIAP1-TRAF2 interaction (37) did
not modify the cIAP1-E2F1 interaction (Fig. 1F). We detected
an in vivo interaction of cIAP1 with TRAF2 in the nucleus- and
in the cytoplasm-enriched fractions by immunoprecipitation
(supplemental Fig. S1D). An in vitro competition experiment
indicated that E2F1 and TRAF2 could compete for cIAP1 bind-
ing (supplemental Fig. S1E). GST-pull down assay performed
by using in vitro translated **S-labeled full-length cIAP1 and
GST-E2F1 or GST-E2F1 deletion constructs demonstrated that
cIAP1 interacted with the E2F1 amino acid sequence 89 -191
that overlaps its DNA binding domain (DBD) (Fig. 1G).

cIAPI Stimulates E2F1 Transcriptional Activity—QOverex-
pression or silencing of cIAP1 did not significantly alter the
expression level of E2F1 (Fig. 24). In a luciferase gene reporter
assay using a construct containing 5xE2F binding sites
upstream of the LUCIFERASE gene, overexpressed cIAP1 dra-
matically enhanced E2F1 transcriptional activity, which was
still observed when a mutation was introduced within the RING
domain (H588A) of cIAP1 to abrogate its E3 ubiquitin ligase
activity (Fig. 2B). We then analyzed the influence of cIAP1 on
CCNE and CCNA promoters, which are two well-identified
E2F1 target genes. cIAP1 significantly stimulated CCNE gene
expression in a dose-dependent manner on its own (Fig. 2C)
and substantially enhanced E2F1 activity on CCNE (Fig. 2D)
and to a lower extent CCNA (Fig. 2E) gene promoters. Again,
mutation within the RING (H588A) domain or within the BIR1
domain (L47A) that inhibits cIAP1-TRAF2 interaction (Fig. 1F)
did not inhibit the capacity of cIAP1 to stimulate E2F1 activity
(Fig. 2D and supplemental Fig. S24). Mutation of E2F binding
sites I, II, and III (38) in the CCNE promoter of the reporter
construct abolished the transcriptional activity of both cIAP1
and E2F1 and prevented the synergistic effect of cIAP1 and
E2F1 (Fig. 2F), suggesting that cIAP1 transcriptional effect
depended on intact E2F binding sites. These results were con-
firmed in HT-29 human colon carcinoma cells that harbor a
mutated p53 and in U-2 OS osteosarcoma cells that express
wild-type p53 (supplemental Fig. S2, B and C). The capacity of
cIAP1 to stimulate cyclin E expression was confirmed by RT-
qPCR (Fig. 2G, supplemental Fig. S3) and immunoblotting (Fig.
2]) in HeLa (Fig. 2G) and HT-29 (Fig. 21, supplemental Fig. S3)
and silencing of E2F1 decreased the capacity of cIAP1 to stim-
ulate CCNE mRNA expression (Fig. 2H).

We then compared the capacity of cIAP1, cIAP2, and XIAP
to stimulate E2F1 activity. Overexpression of cIAP1 decreased
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FIGURE 1. clAP1 interacts with the transcription factor E2F1. A, immunoblot analysis of clAP1, clAP2, XIAP, and E2F1 in cytoplasm (C) and nuclear (N)-
enriched fractions. PARP is used to check the nuclear fraction. HSC70: loading control. B-D, GST pull-down analysis of the interaction of GST-clAP1 (B, D) or
GST-E2F1 (C) with indicated proteins from Hela cell lysate (B, C) or with purified human E2F1 (D). E, endogenous E2F1 (right panel) or clAP1 (left panel) were
immunoprecipitated with anti-E2F1, anti-clAP1 or irrelevant rabbit Ig (IgG) in HeLa cells before immunoblot analysis of clAP1 and E2F1. The clAP1 immuno-
precipitation (left) was performed in a nuclear-enriched fraction. F, immunoprecipitation analysis of the interaction of wild type or deletion mutants of clAP1
with E2F1 and TRAF2. FLAG-conjugated proteins and E2F 1 were expressed in Hela cells and co-immunoprecipitated using anti-FLAG M2-agarose beads, then
revealed by immunoblotting using an anti-E2F1, anti-TRAF2, or anti-FLAG specific antibody. A schematic representation of clAP1 protein structure and
deletion constructs used is shown (upper panel). G, GST-pull down analysis of the interaction of in vitro translated [**S]methionine-labeled cIAP1 with indicated
GST-E2F1 deletion constructs. The interactions were revealed by autoradiography. E2F1 mutants (arrows) were detected after Coomassie Blue staining of the
gel (lower panel). A schematic representation of E2F1 domains and deletion constructs used is shown (upper panel). CBM: cyclin A binding motif; DBD: DNA
binding domain; DP: dimerization domain; TAD: C-terminal transactivation domain. Representative experiments are shown.

the expression of cIAP2 and XIAP (Fig. 34), accordingly to the
capacity of cIAP1 to ubiquitinylate and stimulate the degrada-
tion of its close relatives (39). cIAP2 and XIAP were much less
efficient than cIAP1 for stimulating E2F1 activity on synthetic
and CCNE promoters (Fig. 3, A and B). cIAP1 could also stim-
ulate E2F2 and E2F3a, other so-called stimulatory members of
the E2F family, although more weakly than E2F1 (Fig. 3C).
cIAPI Is Recruited on the CCNE Promoter—To explore
whether cIAP1 could bind to the CCNE promoter, we per-
formed chromatin immunoprecipitation (ChIP) using primers
that flanked the E2F binding site of the promoter. Primers
located inside the CCNE gene sequence are used as a negative
control. As expected, E2F1 is recruited on the E2F binding site
of the CCNE promoter (Fig. 4, A and B). cIAP1 was detected on
the E2F binding site of the CCNE promoter in HeLa, U-2 OS,
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HT-29, THP1 cell lines and in primary human mammary epi-
thelial cells (HMEC) (Fig. 4, A and C) whereas neither cIAP1
nor E2F1 bound the DNA sequence of the CCNE gene (Fig. 4, B
and C). The same approach was used to demonstrate that
cIAP1 could also bind the E2F binding site of the CCNA pro-
moter in the cell line and in primary human CD34" hemato-
poietic cells (Fig. 4D). ChIP with E2F1 antibody and a Re-ChIP
using cIAP1 antibody demonstrated that cIAP1 and E2F1 were
recruited at the same promoter region of the CCNE gene (Fig.
4E). These data suggested that cIAP1 was a component of the
E2F1 transcriptional complex.

cIAPI Recruitment on Cyclin Gene Promoters Is Cell
Cycle-regulated—To determine whether cIAP1-E2F1 interaction
could be cell cycle-regulated, HeLa cells were synchronized in
early S phase by a thymidine double block (supplemental Fig. S4).
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software was shown on the blot. HSC70: loading control.

The G2/M phase reached 8 h after block release was characterized
by a decrease in cyclin E and an increase in cyclin B expression
(Fig. 54). The expression of cIAP1 (Fig. 5A4), its subcellular
localization (not shown), and its interaction with E2F1 (Fig. 5B)
did not change significantly along the cell cycle progression. As
observed for E2F1 (Fig. 5C, left panel; supplemental Fig. S5A),
cIAP1 was mainly recruited on the CCNE promoter in early S
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phase (Fig. 5D, left panel; supplemental Fig. S5A). Both cIAP1
and E2F1 were also recruited onto the CCNE promoter in late S
phase (Fig. 5, C and D, left panels; supplemental Fig. S5A). The
recruitment of E2F1 and cIAP1 onto the CCNA promoter was
also cell cycle-regulated and occurred later in S phase (Fig. 5, C
and D, right panels; supplemental Fig. S5A). cIAP1 and E2F1
were observed to bind the CCNA promoter in primary human
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CD34" hematopoietic cells (Fig. 5E). In accordance with the
previously described exclusion of cIAP1 from the nucleus in
cells undergoing differentiation (25), this recruitment is
decreased when CD34™ cells were induced to differentiate into
CD14" monocytes upon M-CSF exposure (Fig. 5E).

cIAP1 Is Required for E2F1 Binding to the CCNE Promoter—
Silencing of cIAP1 in HeLa cells using siRNA (Fig. 6, A-D)
inhibited the capacity of E2F1 to stimulate the transcriptional
expression of CCNE (Fig. 6A, left panel), and completely abol-
ished the recruitment of cIAP1 and E2F1 on the CCNE pro-
moter (Fig. 6, C and D, left panel). Interestingly, silencing of
E2F1 (Fig. 6B) also inhibited the recruitment of cIAP1 (Fig. 6D,
right panel). We confirmed these results in the CaSki human
epidermoid cervical carcinoma cell line expressing the ampli-
con 11q21, which contains the birc2 gene (16). As expected, we
observed a very high expression of cIAP1 in both nucleus and
cytoplasm-enriched fraction compared with HeLa cells (Fig.
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6E). cIAP1 was also recruited on the cyclin E promoter, and
silencing of cIAP1 prevented the recruitment of E2F1 on the
CCNE promoter (Fig. 6F, supplemental Fig. S5B). Moreover,
cIAP1 siRNA decreased the acetylation of histone H3 on the
CCNE promoter that accompanied the transcriptional activa-
tion and increased the dimethylation of histone H3 on lysine 9
(H3K9), which is a feature of transcriptional repression (Fig.
6G) (40).

cIAP1 Modulates Cyclin Expression and Cell Proliferation—
We analyzed the influence of cIAP1 on cyclin expression.
siRNA-mediated down-regulation of cIAP1 decreased cyclin
E and A mRNA (Fig. 7, A and B) and protein (Fig. 7C) expres-
sion in HeLa cells (Fig. 7, A-C) and in primary human mam-
mary epithelial cells (Fig. 7C). A similar effect was observed
by down-regulating cIAP1 with an antisense (AS) oligonu-
cleotide construct in THP1 cells (Fig. 7C). Silencing of cIAP1
also decreased the cyclin E transcript in CaSki, B16F10

88



clAP1 Is a Transcriptional Co-regulator of E2F1

Hela
B 140 ~
5
ChIP 120 +
A Input _g
(1/10) Ig clAP1 E2F1 No Ab 2 100+
3
; 80
p(CCNE) 2
S 60-
2
— 40+
s
o 204
0 - T . :
ChiP: _E2F1 g E2F1 Ig
p(CCNE) Control sequence
c 201 Hela 74 U-2 08 _ HT-29 _ THP1 HMEC
GCJ 18 1 64 i 8 1
£ 161 7 4 4
=} ] 54
g 14 24 6 -
T 121 44 5 3
2 10 .
T g+ 34 4 2 1
E 1+ 3 m
— 67 2
o J 2 7 i
< 4 1 1 !
© 21 11
04 0+ 0= B 0 -
ChIP: _clAP1 Ig  clAP1 g clAP1_1g clAP1 g clAP1_Ig clAP1 g
p(CCNE) Control sequence p(CCNE)
D 6. Hela 30 4 CD34* E 350 pcong
£ 5 25 - « 3007
0] c
E , £ 2501
'S 20 4 =
3] 2 200
o 3 15 ®
— 4
G>J @ 150
s 2 10 4 2
T ® 100 1
o 4 (]
5 N m 50_
0 0 07
ChIP_clAP1 | ChiIP: _clAP1 | ChIP: E2F1 Ig
P(CCNA) P(CCNA) Re-ChlP: CIAP1 Ig clAP1 Ig

FIGURE 4. clAP1 is recruited on E2F binding site of CCN promoters. Chromatin immunoprecipitation experiments performed using an anti-E2F1 (A, B, E),
anti-clAP1 (A, C-E), or anirrelevant antibody (Ig) in Hela (A-E), U-2 OS, HT-29, THP1, HMEC (C), and CD34™" primary myeloid cells (D). The genomic DNA region
encompassing one E2F binding site of the CCNE (p(CCNE) (B, C, E), CCNA (p(CCNA) promoters (D) or a control sequence localized in CCNE gene (B, C left panels)
were amplified by PCR (A) or gPCR (B-£). E, ChIP and re-ChlIP experiments performed on Hela cells. The sample was first immunoprecipitated with E2F1 or
irrelevant antibody (Ig). The protein-DNA complex was eluted, and a second ChIP was performed using clAP1 orirrelevant Ab. Results were normalized to input
and expressed as relative recruitment compared with irrelevant antibody. Mean = S.D. of one representative experiment.

mouse melanoma and in L929 mouse fibroblast cell lines
(Fig. 7D). We did not detect such an effect in murine embry-
onic fibroblast (MEF) (Fig. 7D), and MEF from deleted mice
(MEF cIAP1 /") did not show a decrease in the cyclin E
transcript and protein when compared with wild-type MEF
(supplemental Fig. S6, A and B). The cell fractionation exper-
iment revealed that, in contrast to HeLa (Fig. 14), HMEC
(Fig. 7E), CaSki (Fig. 6E), B16F10, and L929 cell lines (Fig. 7E)
in which cIAP1 is detected in the nuclear-enriched fraction,
the expression of cIAP1 is almost restricted to the cytoplasm
compartment in MEF (Fig. 7E), especially in the G,/G, and S
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phase of the cell cycle, when E2F1 activity is maximal (sup-
plemental Fig. S6C). Transfection of MEF cIAP1~/~ with a
cIAP1 construct induced cIAP1 expression in both nuclear
and cytoplasm compartments (Fig. 7F) and enhanced E2F1
activity (supplemental Fig. S6D) and cyclin E expression (Fig.
7@G). The analysis of cell proliferation and cell cycle reparti-
tion showed that down-regulation of cIAP1 (Fig. 7C) slowed
down the cell proliferation (Fig. 8, A and B), decreased S
phase of cell cycle (Fig. 8C) and increased G,/G, (Fig. 8, C
and D in HeLa (Fig. 7C and Fig. 8, A, C, D) and THP1 (Fig. 7C
and Fig. 8, B and D) cells. We did not detect any sign of
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apoptosis (not shown), and the pan-caspase inhibitor
z-VAD-fmk did not affect the capacity of cIAP1-siRNA to
decrease HeLa cell growth rate (Fig. 84). Moreover, the
effect of cIAP1-siRNA on cell proliferation could be reverted
by co-expression of the cIAPl-encoding vector (Fig. 8A4).
Silencing of cIAP1 (Fig. 7C) also decreased the proliferation
rate as evaluated by 24 h EdU incorporation in primary
HMEC (Fig. 8E). Moreover, expression of cIAP1 in the
nuclear compartment of MEF cIAP1 ™/~ (Fig. 7F) stimulated
cell proliferation (Fig. 8F).

DISCUSSION

In contrast to its closest homologs cIAP2 and XIAP that are
localized in the cytoplasm, cIAP1 is expressed in the nucleus of
a majority of normal cells until terminal differentiation (25, 27,
29) and in the nucleus of many cancer cells (15, 16, 25-28, 30).
The present report identifies a nuclear function for cIAP1. The
protein appears to be a co-regulator of E2F1-dependent tran-
scriptional activity.

The E2F family of transcription factors includes 8 mem-
bers subdivided into subgroups based on structural and
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functional homologies. These transcription factors are
potent cell cycle regulators through their capacity to regu-
late the expression of genes involved in G1-S phase transi-
tion, including CCNE and CCNA genes. E2F proteins pro-
mote either activation or repression of gene transcription,
depending on the target gene, the pattern of co-regulator
partners, and the cellular context (34, 41-43). Molecular
partners affect E2F1 transcriptional activity e.g. Rb interac-
tion with E2F1 is associated with transcription inhibition
(44, 45). We show that cIAP1 binds a protein sequence of
E2F1 (amino-acids 89-191) that overlaps with its DNA
binding domain and favors E2F1-mediated transcriptional
activation of CCNE and CCNA genes. cIAP1 appears to be
important for optimal E2F1 mediated-cyclin E expression.
Silencing of cIAP1 inhibits the recruitment of E2F1 on CCNE
promoter, suggesting that cIAP1 is required for DNA bind-
ing of E2F1. Another molecular partner of E2F whose het-
erodimerization promotes the transcription factor binding
to gene promoters is the co-activator DP1 (32, 46). We did
not detect an interaction of cIAP1 with DP1 and DP1 did not
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affect the capacity of cIAP1 to stimulate E2F1 (not shown).
cIAP1 can directly interact with E2F1 in all stage of cell cycle.
However, the recruitment of cIAP1 on the cyclin gene pro-
moter is cell cycle-regulated, peaking when the E2F1 activity
is maximal. Additional partners or protein modifications
may be required for the binding of this heterodimer to DNA
at specific phases of the cell cycle.

cIAP1 acts in collaboration with the TRAF2 protein to regu-
late the TNEFR signaling pathway. TRAF2 is also observed to be
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associated with cIAP1 in the nuclear compartment (supple-
mental Fig. S1D). However, mutation within the BIR1 domain
of cIAP1 that abolishes its binding to TRAF2 does not interfere
with the capacity of cIAP1 to interact and stimulate E2F1, sug-
gesting that the transcriptional regulation activity of cIAP1 is
independent of TRAF2. Most of the cIAP1 functions identified
so far involve its E3 ubiquitin ligase activity (1, 3, 47, 48). The
ability of cIAP1 to promote E2F1 transcriptional activity could
have been related to the ubiquitination of E2F1 or other E2F1
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birc2 mRNA in MEF transfected with the clAP1 construct. Results are normalized to cyclophilin mRNA.

molecular partners. Actually, we did not detect a ubiquitination
of E2F1 by cIAP1 (not shown), and a mutation that suppressed
this E3 ligase activity did not abolish the ability of cIAP1 to
stimulate the E2F1 transcriptional activity in a luciferase gene
reporter assay.

MEFs from animals in which the studied gene has been
deleted is a useful tool to check the function of a studied pro-
tein. Unfortunately, these cells could not be used to explore the
ability of cIAP1 to promote E2F1 transcriptional activation as
cIAP1 is localized in the cytoplasm of these differentiated cells
(supplemental Fig. S5), in accord with our previous observation
that cIAP1 migrates from the nucleus to the cytoplasm in cells
undergoing terminal differentiation (25, 26). We show that
nuclear cIAP1 is recruited on the CCNA gene promoter in
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undifferentiated hematopoietic stem cells and cannot be
detected on this promoter in monocytes obtained by M-CSE-
induced differentiation of these cells. Redistribution of cIAP1
from the nucleus to the cytoplasm could favor the decrease in
cell proliferation and cell cycle exit that characterizes terminal
cell differentiation. Additional studies will indicate whether
this redistribution of cIAP1 could also favor the repression,
inhibition, or degradation of E2F1 that is required for normal
occurrence of differentiation in several cellular models (44, 49,
50).

The influence of cIAP1 on tumor development has been well
demonstrated in several mouse carcinoma models (18, 23, 24).
Down-regulation of cIAP1 decreases tumor cell growth in vivo
(18, 23, 24) and decreases the proliferation in human breast
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cancer cell line MCF-7 (51) and mouse primary carcinoma cells ~ decrease in cyclin E and A expression. Interestingly, the murine
(24). Accordingly, we also observe a decrease in cell prolifera- hepatocellular carcinoma harboring 9qA1 amplicon, which
tion after cIAP1 down-regulation, which is accompanied by a  contains cIAPI-, c[AP2-, and yapl-encoding genes were
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observed to overexpress cyclin E (18). Moreover, a recent
report showed that the 9A1 amplicon could be substituted by
an inactivation of the E2F-repressor Rb in p53~/~ mouse mam-
mary carcinogenesis (24). The ability of cIAP1 to promote
E2F1-mediated transcription activity of CCN genes, whose
overexpression was associated with poor prognosis in several
tumor types (52), could account for the oncogenic properties of
the protein.
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Legends

Supplementary Figure 1. GST pull-down analysis of the interaction of GST-cIAP1 (A, B), GST-
cIAP1 mutants (B) or GST-E2F1 (C) with indicated proteins. 4, B, Cell lysate from untransfected
HeLa cells were loaded on GST, GST-cIAP1 or GST-cIAP1 mutants immobilized on glutathione
sepharose beads. Interactions were evaluated by immunoblotting. C. Cell lysate from HeLa cells
transfected with indicated FLAG-constructs was incubated with GST or GST-E2F1 immobilized on
glutathione sepharose beads. Interactions were evaluated by cIAP1 immunoblotting. D. Endogenous
cIAP1 was immunoprecipitated from the cytoplasm (cyto) and nucleus (nuclei)-enriched fractions
with anti-cIAP1 or irrelevant goat Ig (IgG) before immunoblot analysis of cIAP1 and TRAF2. MW:
molecular weight. £. GST pull-down analysis of the competitive interaction of cIAP1 with E2F1 or
TRAF2. GST-cIAP1 immobilized on glutathione sepharose beads was incubated in the presence of a
constant amount of cells lysate from E2F 1-transfected 293T cells and increasing amount of cell lysate

from TRAF2-transfected 293 T cells. Interactions were evaluated by E2F1 or TRAF2 immunoblotting.

Supplementary Figure 2. Gene luciferase experiments performed in HeLa (A) HT-29 (B) and U2-OS
(C) cells transfected with CCNE promoter-luciferase reporter plasmid (pnCCNE), along with indicated
constructs. Luciferase activity was normalized to [B-galactosidase activity and expressed as fold
induction of promoter stimulated by empty vector alone. Mean + sd of one representative experiment.

Upper panels: the efficiency of cIAP1 expression is checked by immunoblotting.

Supplementary Figure 3. Quantitative RT-PCR analysis of ccne or birc2 mRNA in HT-29 cells

transfected with empty or cIAP1 encoding vectors. Results normalized to Aprt mRNA and expressed

relative to empty vector. Mean + SD of one representative experiment.

Supplementary Figure 4. Flow cytometry analysis of cell cycle repartition in HeLa cell synchronized

in late G1 phase by a thymidine double block. Cell cycle is evaluated in asynchronized (As) and in
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synchronized cells studied 0, 2, 4, 6 and 8 hours after block release by flow cytometry after BrdU and

PI staining of cells.

Supplementary Figure 5. Chromatin immunoprecipitation experiments performed using an anti-
E2F1, anti-cIAP1 or an irrelevant antibody (Ig) in HeLa (A) or CaSki (B) cells. The genomic DNA
region encompassing one E2F-binding site of the CCNE (p(CCNE) or CCNA (p(CCNA) promoters
were amplified by PCR. 4, HeLa cell were synchronized in late G1 phase by a thymidine double block
and ChIP is performed 0, 2, 4, 6 and 8 hours after block release. B, CaSki cells were transfected with

control (si-Co) or cIAP1-targetted si-RNA (si-clAP1) 48 hours before ChIP analysis.

Supplementary Figure 6. 4, Quantitative RT-PCR analysis of CCNE mRNA in MEF form wild type
(wt) or cIAP1-deleted mice (cIAP17). Results normalized to HPRT mRNA and expressed relative to
MEF wt. Mean = SD of one representative experiment. B, Immunoblot analysis of cIAP1, cyclin E,
cyclin A in MEF form wild type (wt) or cIAP1-deleted mice (cIAP17"). HSC70: loading control. C,
MEF were stained with Hoechst 33 352 (7.5ug/ml, 1 hour) and then sorted in function of their DNA
content. Upper, Flow cytometry analysis of DNA content before (As) and after sorting. Lower,
Immunoblot analysis of cIAP1, XIAP and E2F1 in the cytoplasm (C) and nucleus (N)-enriched
fractions of sorted MEF cells. HSC70: loading control. D, Gene luciferase experiments performed in
MEF cIAP17 cells transfected with CCNE promoter-luciferase reporter plasmids, along with control
(Co) or E2F1 and/or cIAP1-encoding vector. Luciferase activity was normalized to [-galactosidase
activity and expressed as fold induction of promoter stimulated by empty vector alone. Mean + sd of

one representative experiment.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 5

InputL InputL
(1/10)lg 0 2 4 8 (1/10)lg 0 2 4 8

ChIP clAP1

p(CCNE) p(CCNA)

Input clAP1 E2F1 Ig

o-co N - c

101



Supplementary Figure 6
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Cette étude a permis de mettre en évidence un nouveau réle de clAP1, un rdle de co-

régulateur transcriptionnel.

Une étude avait déja montré un réle dans la régulation du facteur de transcription Myc par
clAP1, mais il s’agissait d’'une action indirecte via la dégradation de Mad1, un inhibiteur de Myc
(Xu, Zhu et al. 2007).

Dans cet article, nous avons montré que lorsqu’il est nucléaire, clAP1 :

e interagit avec E2F1

e est recruté sur les promoteurs des cyclines

e est nécessaire au recrutement de E2F1 sur les promoteurs des cyclines
e contrble I'activité transcriptionnelle de E2F1

e régule le niveau d’expression des cyclines

o influe sur la prolifération des cellules
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Figure 18 : Le recrutement de clAP1 est nécessaire au recrutement de E2F1 sur les promoteurs de la Cycline E, de la Caspase-7

et de la Caspase-9. (a) Une expérience d'immuno-précipitation de la chromatine a été réalisée sur des cellules de la lignée HelLa avec
les anticorps anti-E2F1, clAP1 ou une immunoglobuline contréle (lg). L'ADN précipité a été amplifi¢ par PCR quantitative avec des
amorces ciblant le promoteur du gene de la Cycline E, de la Caspase-7 et de la Caspase-9. Les résultats sont normalisés par rapport a
I'ADN de I'échantillon avant immuno-précipitation et exprimés en recrutement relatif de la protéine immuno-précipitée par rapport a I'lg
contréle. (b) Les cellules HeLa ont été transfectées avec un siRNA contréle (si Co) ou un siRNA spécifique de clAP1 (si clAP1), apres
48 heures, I'efficacité de la transfection a été contrélée par RT-gPCR. (¢) Une expérience d'immuno-précipitation de la chromatine apres
la diminution d’expression de clAP1 a été réalisée comme précédemment sur le promoteur de la Cycline E, Caspase-7, Caspase-9.
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B) clAP1 _contréle P'activité de E2F1 sur les promoteurs

d’effecteurs de I’apoptose.

E2F1 a aussi été impliqué dans la régulation de I'apoptose en contrélant la transcription de
nombreuses cibles pro-apoptotiques dont les caspases et APAF-1 (Nahle, Polakoff et al. 2002). I
a, en effet, été montré que la protéine adénovirale E1A qui inactive Rb va permettre une activation
de E2F1 et entraine l'accumulation de pro-caspase-3, -7, -8 et -9 par un mécanisme

transcriptionnnel direct, dépendant de E2F1.
Nous avons alors étudié I'influence de clAP1 sur la transcription des caspases-7 et -9.

1. clAP1 stimule l'activité de E2F1 sur le promoteur de la

caspase-7.

L'influence de clAP1 sur l'activité du facteur de transcription E2F1 a été évaluée par un test
de géne rapporteur sur le promoteur de la caspase-7 comparé a celui de la Cycline E (Figure 17).
clAP1 seul active trés faiblement I'expression de la luciférase mais il stimule fortement I'activité du
facteur de transcription sur le promoteur de la Cycline E mais aussi sur le promoteur de la
caspase-7. L'effet de clAP1 est cependant beaucoup plus fort sur le promoteur de la Cycline E par

rapport au promoteur de la caspase-7.

2. clAP1 est recruté sur les promoteurs des caspases-7 et -9

et il est nécessaire au recrutement de E2F1.

Nous avons étudié la capacité de clAP1 a se fixer sur les promoteurs des caspases-7 et -9
en utilisant une technique d'immuno-précipitation de la chromatine (ChlIP). Le recrutement sur le

promoteur de la Cycline E est utilisé comme contrdle positif de recrutement de clAP1.

Comme attendu, E2F1 se fixe sur le promoteur de ces cibles (Fiqure 18a). Cependant, nous
observons une fixation faible (x 4) du facteur de transcription sur le promoteur de la caspase-9

comparé aux autres promoteurs.

Nous confirmons la capacité de clAP1 a se fixer sur le promoteur de la Cycline E. clAP1 est
aussi capable de lier significativement le promoteur de la caspase-7. Par contre, le recrutement de
clAP1 sur le promoteur de la caspase-9 ne semble pas significatif. De fagon trés intéressante,
nous avons observé un profil d’interaction identique du facteur de transcription E2F1 et de la
protéine clAP1 sur les promoteurs de ces cibles. Nous avons alors voulu étudier 'importance de
clAP1 dans le recrutement du facteur de transcription E2F1 sur les promoteurs cibles.
L'expression de clAP1 a été diminuée par interférence ARN (Figure 18b) avant immuno-
précipitation de clAP1 ou de E2F1. Un siRNA ciblant clAP1 abolit complétement le recrutement de
clAP1 sur les promoteurs et inhibe fortement le recrutement de E2F1 sur les promoteurs de la
Cycline E, caspase-7, et caspase-9 (Figure 18c). Ces résultats suggérent que clAP1 est

nécessaire au recrutement du facteur de transcription E2F1 sur les promoteurs étudiés.
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(Casp 3*) a été controlée par immuno-empreinte. HSC70 a été utilisé comme contrdle de charge. (e) Le taux de transcription de la Cycline
E et de la Caspase-7 a été mesuré par RT-gPCR
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3. Variation du recrutement de clAP1 et E2F1 sur les

promoteurs de la cycline E et de la caspase-7 en réponse

au traitement a I'étoposide.

Nous avons choisi I'étoposide (ou VP16) comme inducteur d'apoptose. En effet, I'apoptose
induite par I'étoposide est accompagnée d'une stabilisation de E2F1 et de 'augmentation de son
activité. Dans ces conditions, E2F1 est un régulateur de l'apoptose (Lin, Lin et al. 2001).
L'étoposide est un agent cytotoxique couramment utilisé en clinique humaine comme molécule
anticancéreuse. L'étoposide induit des cassures doubles brins de I'ADN grace a sa capacité a
inhiber la topoisomérase |l. Ces lésions conduisent a un arrét des cellules dans le cycle cellulaire
puis a leur apoptose. Un traitement a 10 uyM d’étoposide induit rapidement (dés 3 heures) et
progressivement une accumulation des cellules HeLa en phases S et G2/M (Figure 19a).
L'apoptose est caractérisée par une analyse morphologique des cellules présentant une
condensation de la chromatine (Figure 19b), par la détection en cytométrie en flux de la présence
de phosphatidyl-sérines a la surface des cellules (Figure 19c) et par la détection des fragments
actifs des caspases-9 et -3 en immuno-empreinte (Fiqure 19d). Le pourcentage de cellules en
apoptose atteint 20% aprés 24 heures de traitement et 30% aprés 48 heures (Fiqure 19b). Les
fragments actifs de la caspase-9 apparaissent aprés 6 heures de traitement et ceux de la caspase-
3 aprés 9 heures de traitement. L’expression de clAP1 ne change pas mais nous observons une
accumulation progressive de E2F1 jusqu’a 9 heures de traitement puis son expression diminue.
De la méme facon, le niveau d’ARN messagers des cibles Cycline E et caspase-7 augmente aussi
progressivement jusqu'a 9 heures de traitement puis diminue (Figure 19e). L’induction de la

caspase-7 est cependant beaucoup plus forte que celle de la Cycline E.

Nous avons étudié le recrutement de clAP1 et de E2F1 sur les promoteurs de la Cycline E et

de la caspase-7 aprés 3 heures de traitement par I'étoposide.

Des expériences dimmuno-précipitation de la chromatine montrent tout d’abord une
diminution du recrutement de E2F1 et de clAP1 sur le promoteur de la Cycline E aprés 3 heures
de traitement (Fiqure 20). Par contre, on observe une augmentation de la fixation de E2F1 sur le
promoteur de la caspase-7 alors que I'on perd complétement le recrutement de clAP1. Ce résultat
est particulierement étonnant puisque ['utilisation de siRNA nous a précédemment démontré la
nécessité de clAP1 pour permettre le recrutement de E2F1. Il semble donc que selon le contexte
cellulaire, les mécanismes mis en jeu dans la régulation de E2F1 par clAP1 peuvent varier mais

également en fonction que les cibles soient pro-apoptotique ou pro-prolifération.
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Figure 20 : Recrutement de clAP1 et E2F1 sur les promoteurs de la Cycline E et de la Caspase-7 aprés 3 heures de traitement a
I'étoposide. Les cellules de la lignée HelLa ont été traitées pendant 0 et 3 heures avec 10 uM d’étoposide (TO, T3), puis une immuno-preé-
cipitation de la chromatine a été effectuée. Les anticorps utilisés étaient anti-clAP1, E2F1 ou une immunoglobuline contréle (lg). L'ADN
précipité a été amplifié par PCR quantitative avec des amorces ciblant le promoteur du géne de la Cycline E ou de la Caspase-7. Les
résultats sont normalisés par rapport a I'ADN de I'échantillon avant immuno-précipitation et exprimés en recrutement relatif de la protéine
immuno-précipitée par rapport a I'lg contréle.
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Figure 21 : E2F1 est une cible d’ubiquitination de clAP1. Des cellules de la lignée HEK293T sont transfectées avec trois constructions
codant de I'ubiquitine conjuguée a I'histidine (His-Ub), clAP1 et E2F1 fusionnée a I'étiquette HA (E2F1-HA). Les lysats de ces cellules
sont analysés par immuno-empreinte avec un anticorps anti-HA (panel gauche). Les lysats de ces cellules ont été mis en contact avec
des billes sépharose-cobalt (panel droit). Les protéines immobilisées par les billes sont ensuite éluées puis analysées par immuno-em-
preinte en utilisant un anticorps anti-HA.
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C) Analyse des mécanismes de régulation de E2F1 par clAP1.

Le facteur de transcription E2F1 est régulé par de nombreuses modifications post-
traductionnelles, telles que la phosphorylation, la méthylation, I'acétylation, la neddylation et
'ubiquitination (Putzer and Engelmann 2013). Ces modifications vont alors modifier son activite,
son profil de cibles transcriptionnelles mais également modifier son interaction avec ses
cofacteurs. clAP1 étant une protéine a activité E3-ubiquitine ligase, nous nous sommes intéressés
a cette modification. L’ubiquitination de E2F1 a déja été démontrée. Elle permet la dégradation de
la protéine par le systéme du protéasome en fin de phase S du cycle cellulaire. Des ubiquitinations

non dégradatives ont aussi été décrites (Zhang, Wang et al. 2005, Wong, Dong et al. 2011).

Une accumulation de E2F1 conjugué a des chaines d'ubiquitine K11 a été montrée en
réponse a des endommagements de I'ADN. Cette ubiquitination est médiée par APC/C et

n’entraine pas la dégradation de E2F1 dans ce contexte (Budhavarapu, White et al. 2012).

Nous avons alors voulu déterminer si E2F1 est une cible d’ubiquitination de clAP1. Nous
avons donc réalisé un test d’'ubiquitination in vitro de E2F1 par clAP1 (Figure 21). Ce test a été
mené dans des cellules HEK293T. Les cellules ont été transfectées avec E2F1, un vecteur codant
l'ubiquitine conjuguée a [I'étiquette histidine, en présence ou non de clAP1. Les protéines
ubiquitinées ont ensuite été immobilisées sur des billes sépharose-cobalt. L’'ubiquitination de E2F1
a été révélée par immuno-empreinte. Une surexpression de clAP1 augmente de fagon significative
le niveau d’'ubiquitination de E2F1 suggérant que E2F1 est une cible d’ubiquitination de clAP1.
Cependant, des expériences utilisant un mutant de clAP1 ayant perdu son activité E3-ubiquitine

ligase (le mutant H588A) (Article 1, Figure 2B, 2D) montrent que ce mutant conserve sa capacité a

activer E2F1 ce qui exclue le réle de I'activité E3-ubiquitine ligase de clAP1 dans cette régulation.

Cette hypothése a donc été temporairement abandonnée.

Ce travail a été repris derniérement par une chercheuse post-doctorante, Valérie Glorian qui
a montré 'importance de I'activité E3-ubiquitine ligase de clAP1 dans son activité co-régulatrice de
E2F1 dans des cellules dépourvues de clAP1. |l est aujourd’hui établi que les IAP agissent sous
forme de diméres. Nous avons nous-mémes montré la présence de ces diméres par immuno-
précipitation en utilisant des protéines clAP1 taguées. Dans des cellules exprimant clAP1, le
mutant H588A permet le recrutement de la protéine clAP1 endogéne a activité E3-ubiquitine
ligase. Valérie Glorian a aussi confirmé la capacité de clAP1 a induire 'ubiquitination de E2F1. La
caractérisation de cette ubiquitination (nature des chaines d’ubiquitine et lysines impliquées) est en
cours. Ces résultats montrent que cette ubiquitination de E2F1 permet une stabilisation de la

protéine.
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Figure 22: E2F1 interagit avec le domaine BIR3 de clAP1. Expérience de GST-pull down. Différentes protéines de fusion contenant la
protéine clAP1 entiére ou des domaines isolés de clAP1 ont été immobilisées sur des billes glutathion-sépharose puis incubées en
présence de la protéine recombinante E2F1-HA. L'interaction a été révélée par immuno-empreinte. On observe une interaction de E2F1
avec le domaine BIR3 de clAP1 et avec tous les autres fragments contenant ce domaine. Les fleches indiquent les bandes correspon-
dantes aux protéines de fusion GST.
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D) Recherche des sites d’interaction clAP1 - E2F1.

Nous avons montré (Article 1, Fiqure 1F, 1G) que clAP1 interagissait via ses domaines BIR

avec la région contenant le domaine de liaison a 'ADN de E2F1. Nous avons entrepris une
caractérisation plus fine de la région d’interaction de clAP1 afin de construire un mutant de clAP1

incapable d’interagir avec E2F1.

Des études de GST-pull down avec des constructions contenant des domaines isolés de

clAP1 ont révélé que l'interaction se faisait via le domaine BIR3 de clAP1 (Figure 22).

Ce travail a été poursuivi par Jennifer Allegre durant son master et sa premiére année de
thése. Elle a montré I'importance d’'une région de treize acide-aminés (267-279) correspondant a
la premiére hélice alpha du domaine BIR3. Des expériences de mutagenése dirigée sont en cours
afin d’identifier précisément le site d’interaction mis en jeu. Un mutant délété de ce domaine
(clAP1Aa1BIR3) a été construit. Ce mutant perd sa capacité a lier et a activer E2F1 mais conserve

sa capacité a lier 'adaptateur moléculaire TRAF2 et la protéine cdc42.
E) Conclusion

Ce travall, réalisé durant mon année de master et ma premiére année de thése a permis de
montrer une régulation différentielle du facteur de transcription E2F1 par clAP1 en fonction de la
cible étudiée. Lors de la prolifération cellulaire, clAP1 permet la fixation du facteur de transcription
sur le promoteur des cyclines E et A et des caspases-7 et -9. clAP1 stimulerait la transcription de
régulateurs du cycle cellulaire tandis qu’elle inhiberait la transcription de régulateurs de I'apoptose.
Lors de l'apoptose, une perte du recrutement de clAP1 pourrait favoriser la transcription de
régulateurs de I'apoptose. Les mécanismes impliqués ne sont, cependant, pas encore identifiés

mais nous avons mis en évidence la capacité de clAP1 a ubiquitiner E2F1.

Ces travaux sont particulierement intéressants quand on voit I'émergence de I'importance
des co-facteurs transcriptionnels sur la régulation de E2F1. Selon le partenaire impliqué, les
fonctions de E2F1 peuvent changer drastiquement, pouvant passer d’un facteur de transcription

activateur a un facteur de transcription répresseur.
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Ill) Analyse de l'interaction de clAP1 avec les GTPases de la famille
Rho.

Les RhoGTPases sont des petites protéines trés finement régulées qui vont influencer la

réponse des cellules a de nombreux stimuli (Introduction, F). Elles sont particulierement décrites

dans leur role sur la régulation du réseau d’actine et du cytosquelette des cellules. Nous avons

montré une interaction de clAP1 avec I'une d’entre-elles : cdc42.

A) Role de clAP1 sur le remodelage du réseau d’actine et la

régulation de cdc42.

Article 2
« clAP1 regulates TNF-mediated cdc42 activation and filopodia formation »

Oncogene, Novembre 2013

Le TNF-a a largement été étudié pour la régulation de la survie ou de la mort cellulaire.
Cependant, le TNF-a demeure un médiateur central de I'immunité. Il joue ainsi un réle trés
important dans I'activation des macrophages en induisant la sécrétion de cytokines via I'activation
de NF-kB et des MAPK. Il a également été montré que le TNF-a stimule un réarrangement du
cytosquelette d’actine, favorisant la migration et le recrutement des cellules vers les sites infectieux
(Mathew, Haubert et al. 2009).

Une étude réalisée chez la drosophile a montré un role des IAP dans la réorganisation du
cytosquelette d’actine et de la migration cellulaire (Geisbrecht and Montell 2004) via une
interaction avec les petites protéines G de la famille Rho. Etant donné I'importance de clAP1 dans
la régulation de la signalisation du TNF-a, nous nous sommes intéressés a la capacité de clAP1 a
contréler I'activation des Rho GTPases et le remodelage de I'actine en réponse a une stimulation

par le TNF-a.

Ce travail a été initié par Arthur Marivin (thése 2009-2012).

Nous avons étudié l'interaction de clAP1 avec les Rho-GTPases les mieux caractérisées :

RhoA, Rac1 et cdc42 (Article 2, Figure 3). Nous avons montré que clAP1 interagit in vitro et in vivo

avec cdc42 mais également avec RhoA et Rac1 avec cependant une affinité plus faible.

L’analyse morphologique des MEF clAP1” montre une morphologie trés allongée des
cellules avec la présence de fines extensions cytoplasmiques de type filipodes, dépendant de
cdc42. La formation de ces filipodes est inhibée par la restauration de I'expression de clAP1 ou

d’'un mutant de clAP1 incapable de lier TRAF2 ou incapable d’activité E3-ubiquitine ligase (Article
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2, Figure 1, b, ¢). Nous avons montré un contenu en protéines Rho, particulierement en cdc42,

trés altéré avec une faible expression de cdc42 mais avec la présence d’une forte proportion de
forme activée. clAP1, avec TRAF2 sont intégrés dans un complexe cytoplasmique contenant
cdc42 et RhoGDI. Nous avons montré que clAP1 stabilisait 'association de cdc42 avec son

chaperon moléculaire (Article 2, Fiqure 2).

Cependant, une délétion de clAP1 par une stratégie d’interférence ARN ou son absence par
l'utilisation de fibroblastes de souris déficientes en clAP1 inhibe complétement la formation de

filipodes (Article 2, Figure 4 & 5) et I'activation de cdc42 en réponse au TNF-a (Article 2, Fiqure

4c). TRAF2 est aussi indispensable a la formation de filipodes induite par le TNF-a alors que RIP1

et l'activité E3-ubiquitine ligase de clAP1 ne semblent pas nécessaires (Article 2, Fiqure 5, €). Le

traitement au TNF-a diminue l'interaction de clAP1 et TRAF2 avec cdc42. Nous avons proposé un
modéle dans lequel le recrutement de clAP1, via TRAF2, sur le récepteur TNFR1 suite a la liaison

du TNF-q, libére cdc42 permettant son activation contrélée.

Nous avons montré que clAP1 était aussi nécessaire a I'activation de cdc42 et a la formation

de filipodes suite a un traitement par '/EGF (Article 2, Figure 6 ; Figure S7). Dans ces conditions,

TRAF2 n’est pas nécessaire. Ces résultats suggérent une régulation générale de cdc42 par clAP1.
Cdc42 est nécessaire a la polarisation des cellules vers le front de migration. Nous avons donc
vérifié si clAP1 avait une influence sur ces phénoménes et montré que les cellules dépourvues de

clAP1 ont un défaut de polarisation, visualisé par l'orientation de l'appareil de Golgi (Article 2

Fiqure 7a, 7b).

cdc42 est aussi un important intermédiaire dans les voies de signalisation conduisant a la
transformation oncogénique médiée par 'oncogéne HRasV12 (Stengel and Zheng 2012). En effet,
une perte d’expression ou de fonction de cdc42 dans des cellules transformées par HRasV12
entraine une diminution de la croissance des cellules en milieu semi-solide, de la prolifération, de
la progression des cellules dans le cycle cellulaire ainsi que de la tumorigénicité des cellules. J'ai
donc développé un modéle d’étude permettant de déterminer le réle de clAP1 dans ces
phénoménes. J'ai alors surexprimé HRasV12 dans des fibroblastes de souris sauvages ou
déficientes en clAP1 par une stratégie rétrovirale. L’absence de clAP1 diminue la capacité de
HRasV12 a activer cdc42, a stimuler la formation de colonies dans un milieu semi-solide et ralentit
la croissance tumorale lorsque ces cellules sont injectées par voie sous-cutanée ou intraveineuse

(Article 2, Figure 7 b-e ; Figure S8). Un article récent (Reymond, Im et al. 2012) a montré que

cdc42 controlait la capacité des cellules a adhérer sur un tapis de cellules endothéliales et a
s’intercaler dans une monocouche de cellules endothéliales. L'utilisation des lignées MEF-HRas
ou l'extinction de clAP1 dans des cellules PC3 par siRNA montre que clAP1 est aussi un

régulateur de ces phénomeénes (Article 2, Fiqure 7f, 7q ; Figure S9).
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cIAP1 regulates TNF-mediated cdc42 activation and filopodia

formation

A Marivin'?®, J Berthelet'*®, J Cartier'?, C Paul*?, S Gemble'?, A Morizot*, W Boireau®, M Saleh*, J Bertoglio®’, E Solary”®

and L Dubrez'?

Tumour necrosis factor-o (TNF) is a cytokine endowed with multiple functions, depending on the cellular and environmental
context. TNF receptor engagement induces the formation of a multimolecular complex including the TNFR-associated factor TRAF2,
the receptor-interaction protein kinase RIP1 and the cellular inhibitor of apoptosis clAP1, the latter being essential for NF-«xB
activation. Here, we show that clAP1 also regulates TNF-induced actin cytoskeleton reorganization through a cdc42-dependent,
NF-kB-independent pathway. Deletion of clAP1 prevents TNF-induced filopodia and cdc42 activation. The expression of clAP1 or its
E3-ubiquitin ligase-defective mutant restores the ability of clAP1~/~ MEFs to produce filopodia, whereas a clAP1 mutant unable to
bind TRAF2 does not. Accordingly, the silencing of TRAF2 inhibits TNF-mediated filopodia formation, whereas silencing of RIP1 does
not. clAP1 directly binds cdc42 and promotes its RhoGDlo-mediated stabilization. TNF decreases clAP1-cdc42 interaction,
suggesting that TNF-induced recruitment of clAP1/TRAF2 to the receptor releases cdc42, which in turn triggers actin remodeling.
clAP1 also regulates cdc42 activation in response to EGF and HRas-V12 expression. A downregulation of clAP1 altered the cell

polarization, the cell adhesion to endothelial cells and cell intercalation, which are cdc42-dependent processes. Finally, we
demonstrated that the deletion of clAP1 regulated the HRas-V12-mediated transformation process, including anchorage-
dependent cell growth, tumour growth in a xenograft model and the development of experimental metastasis in the lung.

Oncogene advance online publication, 25 November 2013; doi:10.1038/onc.2013.499
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INTRODUCTION

Tumour necrosis factor-o. (TNF) is a mediator of immune and
inflammatory response produced by activated monocytes and
macrophages. This cytokine promotes cell proliferation, cell
differentiation, cytokine secretion and cell death, depending on
the cellular and environmental context." TNF also affects cell shape
and cell movement, which may contribute to the recruitment of
fibroblasts or neutrophils to the site of tissue injury.? Such
morphogenetic modifications involve a dynamic rearrangement of
the actin cytoskeleton controlled by small GTPases of the Rho
family, which includes rhoA, racl and cdc42. For example, in
endothelial cells, TNF induces the sequential activation of rac1, rhoA
and cdc42, which leads to the formation of stress fibers and to cell
contraction.® In fibroblasts and macrophages, TNF triggers the
activation of cdc42, which is responsible for the transient formation
of the actin-rich protrusions known as filopodia.>*> Rho GTPases act
as molecular switches that transduce the signal from membrane
receptors to downstream effectors by shuttling between a GTP-
bound active state and a GDP-bound inactive state. Once activated,
they are either rapidly recycled into the inactive form or degraded
by the ubiquitin-proteasome machinery. The Rho GTPase activation
cycle is controlled by guanine-nucleotide exchange factors (GEFs),
which catalyse the transfer of GDP-bound forms into GTP-bound
forms, by GTPase-activation proteins (GAPs), which inactivate Rho

GTPases by hydrolysing the GTP, and by guanine-nucleotide
dissociation inhibitors (GDIs), which are chaperones that stabilize
Rho GTPases in a cytosolic inactive state.>®”

TNF binds two related membrane surface receptors. TNFRI1,
whose expression is ubiquitous, mediates most of the biological
effects of the cytokine, whereas TNFR2 expression is restricted
mostly to lymphocytes and endothelial cells. Upon ligand
stimulation, TNFR1 recruits, in a membrane-associated complex,
the cytosolic adaptor TNFR1-associated death domain protein
(TRADD), the TNFR-associated factors (TRAFs), the receptor-
interaction protein kinase 1 (RIPK1) and the cellular inhibitors of
apoptosis (clAPs).5'" This molecular platform activates ubiquitin-
dependent signaling pathways, resulting in the nuclear factor-
kappaB (NF-kB), mitogen-activated protein kinase (MAPK)
activations and the expression of genes encoding for cytokines,
adhesion molecules, survival and differentiation factors.'’ ™" In the
absence of clAPs or when the NF-kB signaling is blocked,
secondary cytoplasmic complexes leading to cell death are
generated from the first one.'*"”

clAPs, including clAP1 and clAP2, are E3-ubiquitin ligases
formed as a result of the presence of a C-terminal RING domain.
In addition to the RING, they own three baculovirus IAP repeat
(BIR) domains mediating protein—protein interactions, a ubiquitin-
binding-associated (UBA) domain that allows the recruitment of
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clAP1 regulates cdc42

clAPs into protein complexes'® and a caspase recruitment domain
(CARD) that regulates the E3 activity of the RING domain."
Numerous ubiquitination targets and/or partners of clAP1 have
been identified, including signaling molecules, regulators of NF-«xB
activating pathways*® and transcriptional regulators such as
Mad1?' and E2F1.2? In the TNFR1 signaling pathway, cIAP1
promotes its own ubiquitination and the ubiquitination of the
kinase RIP1 required for the activation and survival of NF-xB ,
whereas it inhibits the formation of the RIP1-containing secondary
intracellular platforms that trigger cell death.>'"'>'4""¢ cIAP1 is
also a potent inhibitor of the alternative NF-kB activating pathway
through ubiquitination leading to degradation of NIK.2*%*

The present study demonstrates that clAP1 also regulates
filopodia formation in response to TNF, EGF and oncogenic HRas-
V12 expression. clAP1 directly interacts with cdc42 and regulates

a MEF:

its activity by promoting its RhoGDI-mediated stabilization. We
show that TNF stimulation disrupts the clAP1/cdc42 interaction
and facilitates cdc42-mediated actin rearrangement, indepen-
dently of NF-kB activation. A downregulation of clAP1 affected
cdc42-regulated processes including cell polarization, cell adhe-
sion, cell intercalation and HRas-V12-mediated cell transformation.

RESULTS

Deletion of clAP1 alters actin cytoskeleton organization.

A previous work from Oberoi et al.?* demonstrated that murine
embryonic fibrobasts (MEFs) from birc2-deficient mice (clAP1 /")
displayed an altered morphology when compared with their wild-
type counterparts. Accordingly, serum-starved clAP1~/~ MEFs
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Figure 1. The organization of the actin cytokeleton is altered in clAP1~/~ MEFs. (a) Microscopic analysis of serum-starved wt or clAP1~/~
MEFs. Left panel: phase contrast images. Right panel: F-actin staining using AlexaFluor488-conjugated Phalloidin. (b) Filopodia-like structures
were quantified by counting cells showing more than five filopodia-like structures. More than 100 cells were analysed. The mean
reflects +s.d. of at least three independent experiments. Statistical analysis was performed using the Student t-test. ***P<0.001; **P<0.01;
*P<0.05. (c) The expression of clAP1 or clAP1 mutants, cdc42-N17, IkB-super-repressor (SR), and the efficiency of control (si-Co) or NIK-
targeted siRNAs (si-NIK) were checked by western blot analysis. HSC70 was used as the loading control.
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exhibited elongated and contracted cell bodies and the presence
of subtle fine extended protrusions similar to filopodia (Figure 1a),
an effect quantified by counting cells harbouring more than five
filopodia-like structures (Figure 1b). Filopodia is specifically
controlled by RhoGTPase cdc42.° The expression of clAP1 or a
dominant-negative form of cdc42 (cdc42-N17) abolished the
filopodia-like structures in clAP1~/~ MEFs (Figures 1b and o),
demonstrating a cdc42-dependent phenomenon. The adaptor
TRAF2 is a well-known partner of clAP1 that is required for clAP1
recruitment into the TNFR complex. The expression of the
clAP1"*A mutant, which cannot interact with TRAF2?*(Supple-
mentary Figure 1), or the E3-ubiquitin ligase activity-defective
mutant (clAP17°8%)  also impeded filopodia-like formation
(Figures 1b and c). Depletion of clAP1 leads to a stabilization of
the NF-xB-inducing kinase NIK and a constitutive activation of
NF-kB.'”2® Neither the silencing of NIK nor the expression of IkB-

clAP1 regulates cdc42
A Marivin et al

super repressor (IkB-SR) abolished spontaneous filopodia in
clAP1 =/~ MEFs significantly (Figures 1b and c). The expression
of IkB-super repressor (IkB-SR) did not alter the capacity of clAP1
to suppress filopodia either (Figures 1b and c), demonstrating that
the reorganization of actin cytoskeleton in clAP1~/~ MEFs was
independent of NF-kB activation.

clAP1 mediates cdc42 stabilization through RhoGDla

A western blot analysis of Rho GTPases demonstrated a reduced
expression of cdc42 in clAP1-depleted cells (Figures 2a and b).
However, the GTP-bound/total cdc42 ratio was increased
(Figures 2b and c¢), demonstrating a constitutive activation of
cdc42, which was associated with an increase in the phosphoryla-
tion of the direct cdc42 effector PAK1 (Figure 2c). Once activated,
RhoGTPAses can be degraded by the proteasome system. The
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Figure 2. clAP1 controls cdc42 stability. (@) Immunoblot analysis of cdc42, Rac1 and RhoA in MEFs from wt or clAP1-deleted mice, treated or
not with 40 um MG132 for 4 h. HSC70 was used as the loading control. (b) Immmunoblot analysis of cdc42 in NIH3T3 cells transfected with
clAP1 targeting siRNA and treated or not with 40 um MG132 for 4 h. Activated GTP-bound cdc42 was pulled down using the GST-PAK1-CRIB
domain before immunoblot analysis. HSC70 was used as the loading control. (c) Immunoblot analysis of total or GTP-bound cdc42, and total
and phosphorylated form of PAK1 in wt or clAP1~/~ MEFs. HSC70 was used as the loading control. Upper panel: The ratio GTP-bound/total
cdc42 as quantified by a densitometric analysis of immunoblot. The mean reflects + s.d. of three independent experiments. (d) Western blot
analysis of total or GTP-bound cdc42 and RhoGDla in NIH3T3 transfected with clAP1 encoding vector. HSC70 was used as the loading control.
(@) Immunoblot analysis of cdc42, RhoGDIlx and clAP1 in MEFs from clAP1-deleted mice transfected with control or clAP1 encoding vector
plus control or RhoGDla-targeting siRNA. HSC70 was used as the loading control. (f) Immunoblot analysis of clAP1 and cdc42 in cytosol- (Cyto)
and membrane (Mb)-enriched fractions from cIAP1-deleted mice transfected with control or clAP1-encoding vector. GM130 was used as a
control for membrane enrichment, and HSC70 was used as the loading control. Right panel: The ratio cytosolic/membrane cdc42 expression
as quantified by a densitometric analysis of immunoblots. The mean reflects +s.d. of two independent experiments.
(g) Overexpression of clAP1 increases the cdc42-RhoGDla interaction. HEK293T cells were transfected with HA-cdc42 with or without
clAP1 encoding vectors. RhoGDlo was immunoprecipitated and co-precipitated and revealed by immunoblotting using indicated antibodies.
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proteasome inhibitor MG132 prevented the downregulation of
cdc42 (Figures 2a and b). Conversely, overexpression of clAP1 in
NIH3T3 or restoration of clAP1 in clAP1~/~ MEF increased the total
level of cdc42 (Figures 2d and e, Supplementary Figure 2), mostly in
the cytosol-enriched fraction (Figure 2f), and, to a lesser extent, the
GTP-bound cdc42 (Figure 2d). On the whole, our data suggest that
clAP1 could stabilize cdc42, mainly in its cytosolic inactive state.
RhoGDlo is an important regulator of Rho GTPases that directly
binds the proteins and stabilizes the cytosolic inactive forms.”?’
Silencing of RhoGDla prevented the clAP1-mediated upregulation
of cdc42 (Figure 2e, Supplementary Figure 2), and overexpression of
clAP1 increased the proportion of RhoGDla associated with cdc42;
that is, co-precipitation experiments showed that an equivalent
quantity of RhoGDla pulled down more cdc42 in clAP1-over-
expressing cells (Figure 2g), demonstrating the importance of
RhoGDla in clAP1-mediated cdc42 stabilization.

clAP1 interacts with cdc42.

We demonstrated an interaction of clAP1 with cdc42, RhoA and
Racl in a glutathione S-transferase (GST) pull-down assay
(Figure 3a). Similar results were obtained in a co-immunoprecipa-
tion experiment using Myc-clAP1T and EGFP-Rho GTPases

(Supplementary Figure 3A). Cdc42 bound to clAP1 BIR-containing
constructs (BIR1-3, BIR 1-2 and BIR 2-3) and to the single BIR2
domain with high affinity, whereas TRAF2 bound to BIR1
(Figure 3b). Both GTP- and GDP-loaded cdc42 bound clAP1,
whereas only the GTP form bound the cdc42 effector PAK1
(Figure 3c, Supplementary Figure 3B). These results were
confirmed using the Surface Plasmon Resonance technology
(Biacore system) showing that the BIR domains of clAP1 directly
bound GDP- and GTP-loaded recombinant cdc42 with an affinity
quite similar (Figure 3d). An interaction of cdc42 with clAP1,
RhoGDlo and TRAF2 was observed in vivo in co-immunoprecipita-
tion experiments (Figure 3e). The use of recombinant proteins
demonstrated that clAP1, but not TRAF2, could directly interact
with cdc42. However, TRAF2 bound GST-cdc42 in the presence of
clAP1 (Figure 3f).

clAP1 is required for TNF-induced filopodia formation and Cdc42
activation

In fibroblasts, TNF induces the activation of cdc42 leading to the
formation of filopodia.**?%2° Accordingly, we observed filopodia
in serum-starved NIH3T3 fibroblasts within 15min of TNF
treatment (Figures 4a and b). Simultaneously, TNF activated

a Input _ FLAG __ FLAG-cIAPI b RO b SR
& SE EEREE
S $3§ §=z8§ s L ZEODAMODDAM
I s i ERbErEEERE
Q Q
2egeddpe g g =B Reliolololel ot
d d SRR G IRG) GFP-cdc42[' .: !- - |»47
cIAP1 [l = =
-7 TRAF2[F - = - s6
GST - |55 r— L 100
- S — 43 GST k4 ,M“ Kk /% :gg
L34 —— g oy K[4R/4S
- - [26 9 = 30/37
-——- = -28
c d 400 Injection of cdc42 (500 nM)
GST GST-cde42 300
==
200 cdcd2 + GTP
1 1 9E 2 cdc42 + GDP
L
o A i e
2
& -100
e - GST-cdc42
GST . 00
*
@D GsT o - . : ;
=50 50 150 250 350
Time (sec.)
e IPoHA  Input f GST GST-cdc42 Input
HA-cded2: -+ -  + cIAPI: 2 FO
cIAPI [==}n TRAF2: - + PN
mn[_ojfeape ML= s b
RhooDis | —] [ TRAP2] = [ @
wSCE ] eewe
- LGsT

Figure 3.

clAP1 can interact with cdc42. (a-c, f) GST pull-down assay. (a) Cell lysates from HEK293T cells transfected with FLAG or FLAG-clAP1

encoding vector were deposited onto GST-RhoA, -Rac1 or -cdc42 proteins. Interactions were analysis by immunoblotting analysis using anti-
clAP1-specific antibody. (b) Lysates from HEK293T cells transfected with GFP-cdc42 encoding vector were incubated with GST-clAP1 construct
fusion proteins as indicated. Interactions were analysed by a western blot using anti-GFP, anti-TRAF2 or anti-GST antibodies. (c) GST-cdc42 was
immobilized onto glutathione sepharose beads and charged with GDP or GTP before incubating with HEK293T cell lysates. Interactions were
revealed by immunoblotting using specific ant-clAP1 or anti-PAK1 antibodies. (d) Surface Plasmon Resonance (Biacore) analysis of the
interaction of the BIR domains of clAP1 with uncharged, GDP- and GTP-charged cdc42 recombinant protein. (e) Co-immunoprecipitation
analysis of the interaction of HA-cdc42 with clAP1, TRAF2 and RhoGDI in HEK293T cells transfected with HA-cdc42. Interactions were revealed
by immunoblotting using indicated antibodies. (f) Recombinant cIAP1 or TRAF2 was incubated with GST-cdc42 immobilized on glutathione
sepharose beads. Interactions were evaluated by clAP1 or TRAF2 immunoblotting.
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Figure 4.

Silencing of clAP1 inhibits TNF-mediated Filopodia formation. NIH3T3 fibroblasts were transfected with control (si-Co) or clAP1

(si-clAP1)-targeting siRNAs, serum starved for 16 h and stimulated for an indicated time with 100 ng/ml TNF. (a, b) Immunoflorescence analysis
of F-actin staining was conducted using AlexaFluor488-conjugated Phalloidin. Filopodia were quantified by counting cells harbouring more
than five filopodia (b). More than 100 cells were analysed. The mean reflects + s.d. of at least three independent experiments. Statistical
analysis was performed using the Student t-test. ***P=0.004; *P=0.028. (c) Western blot analysis of cdc42 and Rac1, total and
phosphorylated forms of cofilin and GSK3a and f. Activated GTP-bound cdc42 and Rac1 were pulled down using the GST-PAK1-CRIB domain
before immunoblot analysis. One representative experiment is shown. HSC70 was used as the loading control.

cdc42 and Rac1 Rho GTPases, as indicated by the appearance of
GTP-bound Rho GTPases, and induced the dephosphorylation of
the downstream effectors GSK3 (serine/threonine protein kinase
glycogen synthase kinase-3) and the actin-binding protein
cofilin®® (Figure 4c). siRNA-mediated silencing of clAP1 prevented
the formation of filopodia (Figures 4a and b), the activation of
cdc42 and Rac1 and the modifications of Rho GTPase downstream
effectors (Figure 4c). clAP2 siRNA also reduced TNF-induced
reorganization of the actin cytoskeleton (Supplementary Figure 4).
In MEFs, the TNF-induced filopodia were larger and more
abundant compared with the spontaneous filopodia-like struc-
tures observed in clAP1 ™/~ MEFs (see Figures 1a and 5a), which
was confirmed by counting the number of filopodia per cell
(Figure 5b). TNF treatment did not induce the formation of new
filopodia, and even significantly decreased spontaneous filopodia
structures, in clAP1~/~ MEFs (Figures 5a and b), whereas a
prolonged exposure induced cell death in clAP1 =/~ MEFs but not
in wt MEFs'’ (Supplementary Figure 5). We did not observe
filopodia formation in response to TNF in clAP1/clAP2 double

knockout MEFs either (Figure 5c). The ability of clAP1 =/~ MEFs to
form filopodia in response to TNF was restored by the expression
of wild-type clAP1 as well as the E3-defective mutant c|AP1">584
(Figures 5d and e). In contrast, the clAP1**A mutant did not
restore TNF-induced filopodia formation in clAP1~/~ MEFs
(Figures 5d and e), suggesting a role of TRAF2 in this process.
Accordingly, silencing of TRAF2 in wt MEFs inhibited TNF-
mediated filopodia formation (Figure 5f), whereas silencing of
RIP1, which is the clAP1-ubiquitin target in the TNF signaling
pathway, did not (Figure 5f). The TNF-mediated filopodia formation
in clAP1-reconstituted clAP1 =/~ MEFs was totally inhibited by the
expression of the dominant-negative form of cdc42 (cdc42-N17),
but was not affected by the expression of IkB-SR (Figure 5e).
Overall, TNF induced filopodia formation via a cdc42-, clAP1- and
TRAF2-dependent but RIP1- and NF-kB-independent signaling
pathway. Moreover, the clAP1 E3-ubiquitin ligase required for
TNF-induced ubiquitination of RIP1 and activation of NF-kB was
dispensable. Of note, the expression of the clAP1“*"# mutant in wt
MEFs inhibited TNF-induced filopodia formation (Figure 5e),
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Figure 5. TNF-mediated filopodia formation is impaired in MEF clAP1 ~/~.MEF wt, clAP1~/~ (a, b, d—f) or clAP1 =/~ /clAP2 ~/~ (c) was serum
starved for 16 h, and stimulated for 10 min with 100 ng/ml TNF. (a) Microscopic analysis of F-actin stained using AlexaFluor488-conjugated
Phalloidin. (b) The number of filopodia per cells was counted. More than 100 cells were analysed. One representative experiment is shown.
(c) Filopodia in clAP1/clAP2 double knockout MEFs were detected as in A and counted. More than 100 cells were analysed. Results were
expressed as fold filopodia induction/untreated cells (UT). The mean £ s.d. reflects at least three independent experiments. The expression of
clAP1 and clAP2 is checked by immunoblotting analysis (right panel). (d—f) Wt or clAP1~/~ MEFs were transfected with encoding plasmid
vector (d, e) or si-RNAs (f), serum starved and treated for 10 min with 100 ng/ml TNF. The expression of the constructs and the silencing
efficiency were checked by immunoblotting analysis (d, f: lower panel). Filopodia were detected as in A and counted (e, f). More than 100 cells
were analysed. Results were expressed as fold filopodia induction/untreated cells (UT). The mean % s.d. reflects at least three independent
experiments (d, e). Statistical analysis was performed using the Student t-test. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05. N>5 (d) or N=3 (e).

mutant also decreased TNF-induced cdc42 activation and PAK1
phosphorylation, confirming the dominant-negative effect of this

suggesting a dominant-negative effect. A co-immunoprecipitation
experiment demonstrated that this mutant interacted with

endogenous clAP1 (Supplementary Figure 6).

We then analysed the activation of cdc42, Racl and RhoA in
response to TNF stimulation in MEFs (Figure 6a). As expected,
TNF did not stimulate cdc42 in clAP1~/~ MEFs. The activation of
Rac1, which occurs downstream of cdc42 in the TNF-signalin
pathway,* was also abolished. The expression of the clAP1*
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mutant (Figure 6b). Altogether, our results suggest that clAP1 is
required for cdc42 activation in response to TNF. Co-immunopre-
cipitation experiments showed that TNF exposure decreased the
interaction of clAP1 and TRAF2 with cdc42 (Figure 6c).

Unlike TNF, which induces cdc42-dependent Rac1 activation,*
EGF activates cdc42 and Rac1 in an independent manner. Deletion
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Figure 6.

Deletion of clAP1 prevents cdc42 activation. (a) Immunoblotting analysis of cdc42, Rac1 and RhoA in MEFs from wt or clAP1-deleted

mice. Cells were serum starved for 16 h, and then stimulated for 10 min with 100 ng/ml TNF or EGF or 10% FBS as indicated. Activated
GTP-bound cdc42 and Rac1 were pulled down with the GST-PAK1-CRIB domain and GTP-RhoA with a GST-Rhotekin-Rho binding domain
before immunoblot analysis. One representative experiment is shown. The ratio GTP-bound/total GTPases is evaluated by a densitometric
analysis of the shown immunoblot. Because of the differential basal level of expression of cdc42 as observed in Figure 3, cell lysates from wt
and clAP1~/~ MEFs were deposited onto a separate gel and revealed separately. (b) Immunoblotting analysis of cdc42 (GTP-bound and total)
and PAK1 (phosphorylated form and total) in NIH3T3 cells transfected with clAP1"*"* encoding plasmid vector 24 h before serum starvation.
Cells were stimulated for 10 min or for the indicated time with 100 ng/ml TNF. HSC70 was used as a loading control. (c) HEK293T cells were
transfected with HA-cdc42 and FLAG-clAP1 and treated or not for 10 min with 100 ng/ml TNF. Immunoprecipitation was performed using an
anti-HA antibody and interactions were revealed by immunoblotting using anti-clAP1, TRAF2 and HA antibodies.

of clAP1 inhibited EGF-induced cdc42, but not Rac-1 activation
(Figure 6a). Moreover, deletion of clAP1 did not alter serum-
induced RhoA activation (Figure 6a), suggesting a specific
regulation of cdc42 activation by clAP1. The EGF-induced filopodia
formation was abolished in clAP1~/~ MEF and was restored by
the expression of clAP1 (Supplementary Figure 7). Silencing of
TRAF2 did not inhibit EGF-induced filopodia formation
(Supplementary Figure 7), suggesting a general regulation of
cdc42 by clAP1, whereas TRAF2 specifically regulated the TNF
signaling pathway.

clAP1 regulates cdc42 functions

Next, we examined the importance of clAP1 in the cellular
functions of cdc42. cdc42 is a specific regulator of cell polariza-
tion.3'32 A downregulation of clAP1 significantly affected cell
polarization, as evaluated by analysing the Golgi apparatus
reorientation to face the leading edge, 5 hours after fibroblast
scratching (Figure 7a). cdc42 is also an important intermediate in
the Ras-mediated cell anchorage-independent cell growth and

transformation pathways.>*7>® The expression of oncogenic HRas-
V12 induced the activation of cdc42, which was completely
blocked in clAP1~/~ MEFs (Figure 7b). Deletion of cIAP1
significantly decreased HRas-V12-mediated cell growth in soft
agar medium (Figure 7c), inhibited the growth of tumour cells
when subcutaneously injected into nude mice (Figure 7d) and
delayed the apparition of lung cancer foci after injection of cells
into the tail vein (Figure 7e, Supplementary Figure 8).

Several steps of the metastatic process are controlled by
RhoGTPases, including the dissemination of tumour cells through
the lymph or the blood, their adhesion to vessel endothelium and
their subsequent migration through the endothelium to colonize
adjacent organs. A recent report from Reymond et al. demon-
strated that the attachment of cancer cells to the endothelial
monolayer and their transendothelial migration is more specifi-
cally controlled by cdc42.3” As demonstrated for cdc42,*” silencing
of clAP1 significantly reduced the adhesion of PC3 cells to the
HUVEC monolayer and their intercalation between endothelial
cells (Figure 7f). We then analysed the capacity of MEFs,
untransformed or transformed by HRas-V12, to adhere to and
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Figure 7. cIAP1 regulates cdc42 functions. (@) NIH3T3 cells were transfected with control or clAP1-targeting siRNA. Wound healings
were induced by scratching the cell monolayer with a pipette tip. Golgi-apparatus staining (red) was performed in NIH3T3 cells and wt and
clAP1 =/~ MEFs with an anti-GM130, and nucleus labelling with Hoechst 5 h after scratching. Right panel. The percentage of cells with Golgi
oriented towards the wound was quantified by counting at least 100 cells (mean * s.d. of three independent experiments). (b) Cdc42
activation in wt or clAP1~/~ MEFs transduced with the HRas-V12 construct. Activated GTP-bound cdc42 was pulled down with the GST-PAK1-
CRIB domain before immunoblotting analysis. (c) Anchorage-independent growth of HRas-V12-infected wt or clAP1 =/~ MEFs. Cells were
cultured in soft-agar medium. The number of colonies was evaluated after 10 days of culture. The T-test was used for statistical analysis
(*P<0.05; N = 5). (d) HRas-V12-infected wt or clAP1 ~/~ MEFs were injected subcutaneously into nude mice. The tumour was analysed 10 days
later (two independent experiments are shown, n =5 per group). The Mann-Whitney test was used for statistical analysis (*P < 0.05). (e) HRas-
V12-infected wt or clAP1~/~ MEFs were injected into the tail veins of nude mice. Lung cancer foci were quantified 2 weeks later (two
independent experiments are shown, n=4 per group). The Mann-Whitney test was used for statistical analysis (***P=0.0006). (f) CSFE-
labelled PC3 cells, transfected with control or clAP1-targeting siRNAs, were added on the HUVEC confluent monolayer. PC3 cell adhesion was
quantified by flow cytometry (mean + s.d. of two independent experiments) (left panel). The efficiency of siRNAs was checked by western blot
analysis. (Upper panel). PC3 cell intercalation was evaluated by counting cells that display a non-round shape and a low phase-bright by time-
lapse microscopy. (>100 cells were analysed. The mean reflects * s.d. of at least three independent experiments) (right panel). Statistical
analysis was performed using an ANOVA test (***P<0.001; **0.001 <P<0.01). (g) CFSE-labelled wt or clAP1~/~ MEFs, transduced or not with
the HRas-V12 construct, were added on the HUVEC confluent monolayer. MEF adhesion (left panel) and intercalation (right panel) were
evaluated as in (f) (>100 cells were analyzed. The mean reflects + s.d. of at least three independent experiments). Statistical analysis was
performed using an ANOVA test (***P<0.001).

121



intercalate between endothelial cells (supplementary Figure 9).
Accordingly, with the presence of filopodia-like structures on the
cell surface, the clAP1~/~ MEFs spontaneously adhered to the
HUVEC monolayer more strongly compared with the wt counter-
part (Figure 79, left panel). HRas-V12 expression stimulated the
attachment of MEFs to the HUVEC monolayer (Figure 7g, left
panel). Both the adhesion and the intercalation were decreased in
HRas-V12-transformed clAP1 =/~ MEFs compared with HRas-V12/
wt MEFs (Figure 7g).

DISCUSSION

clAP1 is a key determinant of the cellular response to TNF. The
protein is recruited to the TNFR1 through the adaptor TRAF2 and
mediates the activation of the canonical NF-kB survival pathway
while inhibiting the assembly of the secondary cytoplasmic
caspase-activating platform, leading to cell death.®® We
demonstrate here that clAP1 also regulates actin-cytoskeleton
reorganization upon TNF stimulation through a cdc42-dependent,
NF-kB-independent pathway. We propose a model (Figure 8) in
which clAP1 could regulate the cycle of cdc42 activation by
stabilizing the interaction of cdc42 with its regulator RhoGDlo. The
recruitment of TRAF2/clAP1 to the TNF membrane receptor after
TNF stimulation could release cdc42 and allow its activation,
leading to the actin cytoskeleton reorganization.

In fibroblasts, TNF induces the rapid and transient formation of
filopodia,*® which requires the Rho GTPase cdc42.>3%%° The
pathway connecting the TNFR1 to Rho GTPases remains poorly
understood but appeared to be independent of NF-kB and MAPK
activation.>**3% Accordingly, we observed that TNF induced
filopodia formation in the presence of an IkB super-repressor.
TNFR engagement triggers the TRAF2-dependent recruitment of
clAP1, which induces an autoubiquitination and the ubiquitination
of RIP1 necessary for NF-kB activation.’® We demonstrate that
TNF-induced filopodia formation requires clAP1 and TRAF2,
whereas RIP1 and the E3-ubiquitin ligase of cIAP1 are
dispensable, suggesting that the TNFR-associated complex can
generate independent signaling pathways leading to NF-«B
activation or filopodia formation. clAP1 can directly bind to
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cdc42, whereas TRAF2 can bind to cdc42 only in the presence of
clAP1. Both clAP1 and TRAF2 co-precipitate with cdc42 in resting
cells, and TNF treatment decreased this interaction. Our
hypothesis is that the recruitment of clAP1/TRAF2 to TNFR
makes cdc42 activation easier, leading to actin cytoskeleton
reorganization (Figure 8). Secondary molecular events are likely
required for the full activation of cdc42, as the activation of Rho
GTPases requires a GEF. Vav is a Rac1-GEF in TNFa signaling in
fibroblasts,®® and the GEF Ect2 has been involved in the TNF-like
weak inducer of apoptosis (TWEAK)-induced cdc42 activation in
glioblastoma;*" however, their role in cdc42 activation has to be
explored in this cell context.

clAP1 appears to fine-tune cdc42 activation. On one hand, clAP1
deletion inhibits cdc42 activation in response to TNF and EGF
stimulation and HRas-V12 expression; on the other hand, down-
regulation of clAP1 decreases the expression of the whole cdc42
in a proteasome-dependent manner but increases the expression
of the activated fraction of cdc42. The downregulation of clAP1
also promotes the phosphorylation of PAK1, a cdc42 effector, and
clAP1 ™/~ MEFs spontaneously form filopodia-like structures.
Interestingly, RhoGDlo depletion infers similar modifications,
including a decreased cdc42 protein level that can be prevented
by inhibiting the proteasome, and an increased ratio of active to
total cdc42.?” RhoGDlo. is a Rho chaperone; that is, it maintains a
pool of cytoplamic GTPases in a GDP-bound inactive state and
protects them from proteasomal degradation.?”#> The expression
of clAP1 increases the cytosolic cdc42 expression in a RhoGDla-
dependent manner and enhances the fraction of the cdc42 bound
to RhoGDla. Overall, these data argue for a RhoGDla-mediated
regulation of cdc42 by clAP1.

The regulation of RhoGTPases by IAPs is evolutionarily
conserved; that is, it has been observed in Drosophila®® and
Zebrafish.?> Identical to RhoGDIs,** clAP1 (present work), XIAP?®
and DIAP1*® can bind to both GDP- and GTP-bound GTPases.
DIAP1 controls Rac activity independently of its E3-ubiquitine
ligase domain,** whereas XIAP promotes the ubiquitination and
degradation of the active GTP-bound form of Rac1.?> We observed
an interaction of clAP1 with Rac1, RhoA and cdc42. In our study,
clAP1 failed to ubiquitinate cdc42 (Supplementary Figure 10),
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Figure 8.

Model for the regulation of cdc42 by clAP1/TRAF2. clAP1 interacts with TRAF2 via the BIR1 (B1) domain and with cdc42 via the BIR2

(B2) domain. (1) In resting cells, clAP1 binds cdc42. It stabilizes its interaction with its regulator RhoGDlo and then regulates cdc42 activation.
(2) The recruitment of TRAF2/clAP1 to the receptor after TNF stimulation releases cdc42 and makes its activation easier, leading to
cytoskeleton reorganization and filopodia formation. (3) Depletion of clAP1 induces a loss of control of cdc42 and increases the activation/
degradation cycle, leading to cytoskeleton modifications and a filopodia-like structure.
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suggesting that IAPs could differentially modulate various Rho
GTPases. RhoA, Rac1 and cdc42 compete for the binding to and
chaperoning by RhoGDla, and the stabilization of the interaction
of one Rho GTPase with RhoGDla favours the degradation of the
others.?” clAP1 becomes a part of this crosstalk regulatory
mechanism by stabilizing cdc42-RhoGDlo interaction (present
work) and catalysing the proteasomal degradation of Rac1.”
Moreover, an inhibition of the SUMOylation of RhoGDlIa by XIAP
has been described** and a recent study identified RhoGDI2 as a
potential IAP neddylation substrate.*> As central regulators of Rho
GTPase homeostasis, IAPs could regulate their sequential
activation in many biological processes such as intracellular
vesicular trafficc, morphogenesis, tissue repair, cell shape,
plasticity, polarization, adhesion and motility.** In drosophila,
overexpression of DIAPT compensates the invalidation of rac in
the control of border cell migration during oogenesis.** In
mammals, the depletion of clAPs or XIAP alters the invasive
properties of cancer cells, including their migration,'®2>**4¢ their
adhesion to the endothelium and their intercalation between
endothelial cells, which can be related to the deregulation of Rho
GTPase homeostasis.2>***

Our results indicate a regulatory function for clAP1 in cdc42-
controlled filopodia formation, cell polarization and adhesion.3%*
The contribution of cdc42 to some oncogenic processes,® for
example, HRas-V12-driven cell transformation®***3*¢ and
metastatic invasion,>” may account for the anti-tumour activity
of small molecule inhibitors of IAPs, such as Smac mimetics.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and treatments

Mouse embryonic immortalized (SV40) fibroblasts (MEF) wt and clAP1 /=
and clAP1 7/~ /clAP2 =/~ (J. Silke, Melbourne, Australia), mouse NIH3T3
fibroblasts and HEK293T cells were cultured in DMEM medium
(Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Lonza). Cells were serum starved for 16 h before stimulation with
100 ng/ml TNF or EGF (Shenandoah Biotechnology Inc, Warwick, PA, USA).
MG132 (Millipore, Calbiochem, Billerica, MA, USA) was used at 40 um for 4
hours. PC3 cells were cultivated in RPMI-1640 medium (Lonza) supple-
mented with 10% FBS (Lonza). Primary HUVECs (Lonza) were maintained in
EBM2 medium (Lonza).

Plasmid constructs, siRNAs, cell transfection and viral transduction

NIH3T3 fibroblasts were transfected using Lipofectamine 2000 (Life
technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and MEFs and HEK293T were
transfected using JET PEI (Polyplus transfection, lllkirch, France). Lipofecta-
mine 2000 (Invitrogen) was used for the transfection of siRNA targeting
mouse NIK (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), clAP1,
TRAF2, RIP1 or RhoGDla (designed and provided by Qiagen, Venlo, The
Netherlands). The DNA constructs used were pCR3-Flag-clAP1, pCR3-flag-
cIAP1Y7A pCI-clAP1, pCl-clAP1™°88”  pCl-clAP1YY7A 22 pGEX-cIAPTYY,
PGEX-cIAP1®®'3  (amino-acid 1-483), pGEX-clAP1A*PRNG  (amino-acid
452-618), pGEX-clAP18®"1=2  (amino-acid 1-258), pGEX-cIAP18R*-3
(amino-acid 181-363), pGEXcIAP1E®" (amino-acid 34-129), pGEX-clAP18R?
(amino-acid 170-260), pGEX-clAP15™* (amino-acid 256-358),% pMT90-
Myc-cdc42V',  pCDNA-HA-cdc42™',  pEGFP-cdc42,  pEGFP-RhoA,
PEGFP-Rac1, pGEX-RhoA, pGEX-Racl, pGEX-cdc42, pRcCMV-kB-SR and
PBABE-HRas"'%. HRas-V12 expressing MEFs were generated by retroviral
transduction. Phoenix-Eco cells (Invitrogen), which constitutively produced
gag-pol and ecotropic envelope proteins, were transfected using Jet PEI
(Polyplus transfection) with pMSCV-HRas-V12. MEFs were transduced
overnight with the retroviral-containing supernatant supplemented with
1pg/ml polybrene (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). Populations of
transduced cells were selected by puromycin exposure. The efficiency of
infection was checked by western blot analysis.

Immunofluorescence analysis of filopodia and cell polarity

Cells were grown and transfected on a chamber slide (Labtek, Thermo
Fisher Scientific, Nunc), serum starved for 16 h and stimulated with TNF or
EGF. Cells were then washed twice with pre-warmed PBS, fixed for 10 min
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in 4% paraformaldehyde/PBS, permeabilized using 0.1% triton X-100
(10 min) and saturated for 20 min in 2% bovine serum albumin. Actin
cytoskeleton was labelled with AlexaFluor488-Phalloidin (Invitrogen) in
PBS/BSA 0.5% for 30min. Cells were mounted on glass slides using
FluorSave (Millipore, Billerica, MA, USA) and examined using a fluorescence
(Nikon Eclipse 80i, Nikon, Champigly, France) or a confocal (Leica TCS SP2;
Leica, Bron, France) microscope. Filopodia were quantified by counting
cells displaying more than five filopodia or by counting the number of
filopodia/cell. More than 100 cells were analysed.

Cell polarity was assessed by an analysis of the Golgi apparatus
orientation in a wound-scratch test. Briefly, after wounding, cell mono-
layers were fixed and subjected to nucleus and Golgi staining using
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) and AlexaFluor568-conjugated anti-GM130
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), respectively.
The percentage of cells (>150) with their Golgi orientated towards the
wound was evaluated.

Cellular extracts, cell fractionation, immunoprecipitation and
western blot analysis

Cells were lysed in RIPA (Tris-HClI 50 mm pH 7.5, NaCl 150 mm, NP-40 1%,
DOC 0.5%, SDS 0.1%) or Phospho (Tris-HCI 50 mm pH 7.5, NaCl 100 mwm,
NP-40 2%, Glycerol 10%, MgCl, 10 mm, NaF 10 mm, Sodium orthovanadate
1 mm, phosphatase inhibitor phosphatase 2 and 3) buffers complemented
with EDTA-free protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
USA). Primary antibodies used for western blotting were goat anti-clAP1
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and GST (Rockland Immunochem-
icals, Philadelphia, Pennsylvania, USA), rabbit anti-GFP (Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), RhoGDl« (Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc, Santa Cruz, CA, USA), PAK1, p-PAK1, Cofilin, p-Cofilin, GSK3a/f,
P-GSK3a/B (Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, USA) and TRAF2
(Millipore Corporation, Upstate, Billerica, Massachusetts, USA), and mouse
anti-HA (Covance), Racl (Upstate), cdc42 (Becton, Dickinson and
Company), RhoA (Cytoskeleton Inc, Denver, CO, USA), clAP2, pan-clAPs
(R&D Systems, Cyclex), GM130 (Becton, Dickinson and Company) and
HSC70 (Santa Cruz Biotechnology Inc). The western blot analysis was
performed as previously described.?? Cell fractionation experiments were
performed using the Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured
Cells (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
instructions.

For immunoprecipitations, cells were lysed in IP buffer (50 mm TrisHCI
pH7.5, NaCl 100 mm, NP-40 2%, Glycerol 10%, MgCl, 10 mm, NaF 10 mm,
Sodium orthovanadate 1 mm protease inhibitor cocktail) and incubated for
4h at 4 Cin the presence of rabbit polyclonal anti-RhoGDlo or mouse anti-
HA and then for 1h in the presence of mixed A+ G agarose beads
(Millipore). Beads were washed in IP buffer and denaturated in Laemmli
buffer 2X before immunoblot analysis.

Rho GTPase activation assays

Cells were lysed in GTPase buffer (Tris-HCI 50 mm pH 7.5, NaCl 300 mm,
NP-40 2, Glycerol 10%, 10 mm MgCl,, protease inhibitor cocktail). The active
forms of RhoA, racl or cdc42 were selectively pulled down by the
GST-Rhotekin-Rho binding domain or GST-PAK1-CRIB domain fused to
glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare, Amersham Biosciences,
Fairfield, CT, USA). Beads were washed three times and eluted in Laemmli
2X, and precipitated GTP-RhoA or Rac or Cdc42 was detected by western
blot analysis using an anti-RhoA or Rac1 or Cdc42 antibody.

GST pull-down assay

GST fusion proteins were produced in Escherichia coli, immobilized on
glutathione-Sepharose (Amersham Biosciences, Fairfield, CT, USA) and
incubated with either tagged protein-expressing HEK293T cell lysates or
recombinant clAP1 or TRAF2 (SignalChem, Richmond, Canada). The pull-
down proteins were revealed by western blot analysis. Recombinant clAP1
protein was produced using a TNT-quick coupled transcription/translation
system (Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s
instructions. For the analysis of the interaction with the GDP- or GTP-
bound form of cdc42, GST-cdc42 or cdc42 from cell lysates was charged
with GDP (1 mM) or GTPyS (0.1 mm) (Millipore) in 0.5 M EDTA for 15 min at
30°C under agitation before the pull-down assay. The reaction was
stopped by adding 60 mm MgCl,.



Surface Plasmon Resonance (Biacore) analysis

Design and fabrication of homemade chips compatible with Surface
Plasmon Resonance was routinely performed with the help of the
MIMENTO technological platform, Besancon, France. The clAP1-BIRs chips
fabricated in this study consisted in the covalent grafting of clAP1 entities
on a chemically activated self-assembled monolayer following the
procedure of protein chip building recently published** This procedure
was performed in a 10 mm acetate buffer (pH4.5) and led to a surface
coverage of approximately 8fmol/mm? of clAP1-BIRs per spot. Biacore
experiments were performed with the Biacore 2000 apparatus at 25 °C
with a flow rate between 2 and 30 pl/min. Purified cdc42 was charged with
GDP (1 mm) or GTPYS (0.1 mm) (Millipore) in 0.5M EDTA for 15 min at 30 °C
under agitation and injected into the Biacore. Protein—protein interaction
was monitored using Biacore 200 control software (GE-Healthcare, Little
Chalfont, UK) and analysed using Biaevaluation 3.2 RCl software (GE-
Healthcare, Little Chalfont, UK).

Soft agar colony formation

Cells (50000 cells/well) were cultured in 0.45% agarose in growth media
and layered on top of 0.75% agarose growth media in a six-well dish.
Colonies were counted under a light microscope 2-3 weeks post plating.
For each experiment, cells were seeded in triplicate and three fields per
well were quantified.

Mouse tumoural models

Exponentially growing HRas-V12 and control-transduced MEF cells (1 x 10°
/100 pl PBS) were s.c. injected into the flank of nude mice. Tumour growth
was monitored by measuring with calipers in two perpendicular diameters,
and tumour volumes were calculated using the formula v=a%b/2 (a<b).
For the analysis of lung colonization, HRas-V12-transduced MEFs (1 x 10° /
100 pl PBS) were injected into the tail veins of nude mice. The mice were
killed 2 weeks later, and the number of tumour foci at the lung surface was
counted. Lungs were fixed and sections were stained with haematoxylin
and eosin and observed using AxioZOOM V16 (Carl Zeiss, Oberkoren,
Germany). The experiments were performed twice n=4-5 per group.

Cell adhesion and intercalation

Cell adhesion and intercalation assay was performed as previously
described.?” Briefly, 130000 CSFE-labelled PC3 cells or MEFs were added
onto confluent HUVECs in 24-well plates and washed twice with PBS. Cells
were trypsinized and adherent cells were quantified using a LSRIl flow
cytometer (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). For
the analysis of intercalation, 150000 PC3 cells or MEFs were added onto
confluent HUVECs in 6-well plates. Cells were monitored by time-lap
microscopy in a humidified chamber at 37 C and 5% CO2 with an inverted
microscope AxioVert 200 M (Carl Zeiss) equipped with a motorized stage
with a 10x objective lens and using AxioVison software (Carl Zeiss). Cells
were tracked manually using AxioVision software and cells were
considered as intercalated when they were no more round, when they
were no longer phase-bright and were clearly part of the HUVEC
monolayer, as shown in Supplementary Figure 9.

Stastitical analysis

Student’s t test, ANOVA or the Mann-Whitney test was used for statistical
analysis
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Figure S1. Immunoprecipitation analysis of the interaction of clAP1 and the mutant L47A with
TRAF2. 293T cells were transfected with indicated FLAG-constructs. FLAG was
immunoprecipitated with specific antibody and the interaction was revealed using an anti-FLAG or
an anti-TRAF antibody.
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Figure S2. Immunoblot analysis of cdc42, RhoGDla and clAP1 in in NIH3T3 transfected with clAP1
encoding vector plus Control or RhoGDla-targeting siRNA. HSC70 is used as loading control.
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Supplementary Figure 3
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Figure S3. clAP1 can interact with cdc42. (A) Co-immunoprecipitation analysis of the interaction of clAP1
with RhoA, Racl and cdc42. HEK293T cells were transfected with myc-clAP1 and EGFP, EGFP-RhoA, EGFP-
Racl or EGFP-cdc42 encoding vector. Immunoprecipitation was performed using anti-myc antibody and
interactions were revealed by immunobloting using anti-GFP antibody. (B) GFP-cdc42 from transfected
HEK293T cell lysates was charged with GDP or GTP, and incubated with GST or GST-clAP1 immobilized
onto glutathione sepharose beads. Interactions were revealed by immunoblotting using specific GFP
antibody.
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Supplementary Fiqure 4
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Figure S4. Silencing of clAPs inhibits TNFa-mediated Filopodia formation. NIH3T3 fibroblasts were
transfected with control (Co), clAP1 or clAP2 targeting siRNA, serum starved for 16 hours and stimulated
for 15 min. with 100ng/mL TNFa. Left panel: The efficiency of siRNA was checked by immunoblot analysis.
HSC70 is used as loading control. Right panel: Filopodia were quantified by counting cells exposing more
than 5 filopodia. > 100 cells were analyzed. Results were expressed as fold filopodia induction/untreated
cells transfected with control siRNA. Mean * sd of three independent experiments. Statistical analysis
performed using the Student’s t-test. *: p<0,05.
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Supplementary Fiqure 5
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Figure S5. MEF clAP17-are sensitive to TNF-induced cell death. MEF wt or clAP17/- were serum starved for
16 hours, then stimulated for 4 or 8 hrs with 100ng/mL TNF. Cell viability was evaluated by a crystal violet
staining (Left panel: One representative experiment is shown) and quantified after elution by a
colorimetric analysis (Right panel: Mean * sd of three independent experiments).
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Supplementary Figqure 6
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Figure S6. HEK293T cells were transfected with GFP, GFP-clAP1 or GFP-clAP1%7A (GFP-L47A). GFP-IAP
constructs were Immunoprecipitated using anti-GFP antibody and interactions were revealed by
immunobloting using anti-clAP1 antibody detecting the overexpressed constructs and endogenous clAP1.
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Supplementary Fiqure 7
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Figure S7. MEFs from wt or clAP17- mice were transfected or silenced as in Figure 5C-E, serum starved, and
treated for 10 minutes with 100ng/mL EGF. Filopodia were evaluated by a Microscopic analysis of F-actin
immunostained using AlexaFluor488-conjugated Phalloidin and counted. > 100 cells were analyzed. Mean +
sd of three independent experiments. Statistical analysis performed using the Student’s t-test. ***: p<0,001;
**: p<0,01; *: p<0,05.
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Supplementary Figure 8

Macroscopic observations
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Figure S8. Nude mice were injected in the tail vein wih 1.106 MEF wt or clAP17/- expressing Hras-V12 and the
mice were sacrificed 2 weeks later. Pictures of the whole lungs (upper panel) or lung sections stained with
hematoxylin and eosin (lower panel) are presented.
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Supplementary Figure 9

MEF wt

HRas-V12

Figure S9. CFSE-labeled wt MEFs expressing HRas-V12 were added onto confluent HUVECs and filmed for
300 min. by time-lapse microscopy (picture every 15 min.) The intercalated cells that display a non-round
shape and a low phase-bright were marked with an Asterisk. The arrow indicates the cell that did not
interacalate
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Supplementary Figure 10
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Figure S10. HEK293T were transfected with His-ubiquitin, HA-cdc42, HA-cdc42'! (L61) constitutive active
mutant of cdc42 and clAP1. His-ubiquitin was precipitated by using cobalt beads and ubiquitinated proteins
were revealed by immunobloting by using anti-HA specific antibody. The efficiency of transfection was
checked by immunobloting by using anti-clAP1 and anti-HA antibodies.
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Cette étude a donc permis de mettre en évidence la régulation de cdc42 par clAP1, et nous
avons pu en déduire ce mode de fonctionnement :

TNF-a

TNFR

Remodelage
de l'actine

Figure 23 : clAP1 réqule I'activation de cdc42 et la formation de filipodes en réponse au TNF-a. Le complexe clAP1/TRAF2/cdc42/-
RhoGDlI stabilise la forme inactive liée au GDP de cdc42. Lors d’'une stimulation par le TNF-a, clAP1 et TRAF2 sont recrutés sur le

récepteur TNFR, ainsi cdc42 va pouvoir s’activer en s’associant au GTP et induire le remodelage d’actine nécessaire a la formation de
filipodes.
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Figure 24: Comparaison des MEF HRasV12 WT, clAP1< et DKO. (a) Marquage de I'actine des cellules a la phalloidine et observation

microscopique. (b) Croissance des cellules en milieu semi-solide comptage des colonies aprés 3 semaines de culture. (c) Expérience
d’intercalation des cellules a travers une monocouche de cellules endothéliales (HUVEC).
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IV) Un_nouveau modeéle cellulaire permettant I’étude des fonctions de

clAP1 importantes pour son oncogénicité.

A) Comparaison des cellules MEF HRasV12 WT, clAP1"" et DKO.

Pour la rédaction de l'article 2, nous avons développé un modéle de cellules MEF clAP1”-
transformées par 'oncogéne HRasV12. Nous nous sommes alors interrogés sur I'éventuel role de
clAP2 dans ces processus, et s'il existait une redondance de clAP1 et clAP2 dans la régulation de
la transformation oncogénique par HRasV12. Nous avons alors décidé de travailler avec les
cellules MEF clAP1/clAP2 double KO (MEF DKO) exprimant 'oncogéne HRasV12.

Dans un premier temps, nous avons observé la morphologie des cellules par un marquage
de I'actine par la phalloidine couplée a I'AlexaFluor 568 (Figure 24a). Les cellules MEF clAP1™ ont
une forme plus allongée que les WT, alors que les DKO sont beaucoup plus arrondies. Il semble
donc que la déplétion simultanée de clAP1 et de clAP2 a un impact sur le réseau d’actine différent

de la simple déplétion de clAP1.

Ces cellules ont été cultivées en milieu semi-solide (Figure 24b), et dans ces conditions, les
cellules clAP1” forment moins de colonies que les WT mais les DKO en forment beaucoup moins.
Dans ce contexte, la déplétion combinée de clAP1 et clAP2 amplifie donc l'inhibition de la

transformation oncogénique par HRasV12.

La capacité des cellules a s’intercaler dans une monocouche de cellules endothéliales
HUVEC a ensuite été évaluée (Figure 24c). La déplétion de clAP1 abolit la capacité des cellules a

s’intercaler, il en est de méme lorsque clAP1 et clAP2 sont absents.

Ces observations nous ont permis de conclure que la déplétion simultanée de clAP1 et de
clAP2 était plus efficace que le simple KO clAP1 dans l'inhibition de la transformation oncogénique
par clAP1.

B) Restauration de I’expression de clAP1 WT ou de ses mutants
dans les MEFs clAP1” ou DKO.

Nous avons ensuite voulu aller plus loin dans I'étude de ces mécanismes. L’expression de
clAP1 ou de ses différents mutants a été restaurée dans les cellules clAP1” transformées par

'oncogéne HRasV12

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps infecté des cellules MEF clAP1°" avec un
rétrovirus codant pour HRasV12 et la GFP, et avons alors trié les cellules exprimant la GFP. Sur
ces cellules, nous avons ensuite réalisé une deuxiéme infection avec un rétrovirus codant pour
clAP1 WT ou des mutants de clAP1 ainsi qu'un géne de résistance a la puromycine. Aprés

sélection, nous avons donc obtenu des clones MEF clAP1" HRasV12 restaurées pour clAP1 WT

ou mutant (Figure 25a).
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Figure 25 : Caractérisation in vitro des MEF HRasV12 restaurées par clAP1 WT, L47A, H588A ou Aa1B3. (a) Représentation
schématique de la stratégie utilisée pour I'obtention de co modéle. (b) Contréle du niveau d’expression de clAP1, ERK, ERK phosphorylé
(PERK) dans les cellules par immuno-empreinte. HSC70 est utilisé comme contréle de charge. Le niveau d’expression de HRasV12 est
contrélé par RT-gPCR. (c) Fractionnement subcellulaire des cellules avec la fraction cytosolique (C) et la fraction nucléaire (N). E2F1 est
utilisé comme contrdle de pureté de la fraction cytosolique et XIAP de la fraction nucléaire. HSC70 est utilisé comme contréle de charge.
(d) Les cellules sont traitées 15 minutes par du TNF-a (T) ou non traitées (NT), la dégradation d’IkBa est contr6lée par immuno-em-
preinte. HSC70 est utilisé comme contréle de charge. (e) Les cellules sont transfectées avec E2F1 et un plasmide luciférase contrdle
(pLuc) ou un plasmide codant la luciférase sous le contréle du promoteur de la Cycline E (pCCNE). Les résultats sont présentés en fois
induction par rapport au contréle correspondant. (f) Contréle du niveau d’expression de clAP1 et de ses mutants par immuno-empreinte
dans des cellules MEF DKO HRasV12 restaurées.
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Nous avons exprimé dans les cellules le mutant L47A qui n’interagit plus avec TRAF2. Ce
mutant n’a donc plus la possibilité d’étre recruté dans les complexes des TNFR et de controler les
voies de signalisation de ces récepteurs. Nous avons aussi exprimé le mutant H588A qui a perdu
sa fonction E3 ubiquitine ligase. Comme cela est décrit dans « l'introduction » et la partie

« résultats », ce mutant n’est plus capable de réguler les principales voies de signalisation.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé nos modéles cellulaires. Nous avons donc
vérifié I'expression des différents mutants ainsi que celle de HRasV12 (Figure 25b). Une analyse
par fractionnement sub-cellulaire de la localisation de clAP1 a révélé une expression a la fois
nucléaire et cytoplasmique de clAP1 et de ses mutants (Figure 25c¢). Un niveau d’expression
général plus élevé du mutant H588A est en accord avec la perte de sa fonction E3 ubiquitine
ligase et donc une plus grande stabilité de la protéine. Nous avons également confirmé |'effet de
HRasV12 en vérifiant le niveau de phosphorylation élevé de ERK dans ces cellules en accord avec

I'activation constitutive de la voie MAPK (Fiqure 25b).

Afin de controler l'activation de la voie NF-kB dans ces cellules, nous les avons traitées
quinze minutes avec 100 ng/ml de TNF-a et avons controlé la dégradation d’'lkBa (Figure 25d).
Nous observons alors que clAP1 WT active la dégradation d’lkBa en réponse au TNF, en accord
avec une activation de NFkB alors que les mutants L47A et H588A en sont incapables ce qui
concorde avec le blocage de cette voie de signalisation. Notons tout de méme que dans les
cellules non restaurées ou restaurées avec les mutants de clAP1, il existe une dégradation
résiduelle de IkBa en réponse au TNF qui peut étre expliquée par la présence dans ces cellules de
clAP2 qui pourrait participer a la transmission du signal. Cette observation nous a encouragés a

développer notre étude dans des MEF délétées a la fois pour clAP1 et clAP2.

Nous avons ensuite controlé I'effet de la restauration de clAP1 ou des mutants sur I'activité
de E2F1 par un test de géne rapporteur sur le promoteur de la Cycline E (Figure 25e). Sans
surprise, aussi bien clAP1 WT que les mutants sont capables de stimuler [lactivité

transcriptionnelle de E2F1 dans ces cellules.

Des clones de MEF DKO clAP17/clAP2" exprimant HRas-V12 ont été obtenus comme
précédemment. clAP1 et les mutants L47A et H588A ont aussi été exprimés dans des MEF DKO
HRasV12. De plus, nous avons exprimé le mutant clAP1 Aa1B3 qui a perdu sa capacité a interagir
avec E2F1. Curieusement, le mutant Aa1B3 est trés peu exprimé dans ces cellules (Figure 25f).
Aprés avoir testé de multiples infections dans des conditions différentes, le méme résultat a
toujours été obtenu. Les résultats de Jennifer Allegre ont montré une grande instabilité de ce

mutant qui est rapidement dégradé par le systéme du protéasome.
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Figure 26 : Evaluation des propriétés oncogéniques des cellules restaurées par clAP1 WT ou ses mutants. a) Croissance en milieu
semi-solide. 5 000 cellules sont implantées dans un milieu contenant de I'agar mou, aprés 3 semaines de culture, le nombre de colonies
par champs de microscope est compté. Le test statistique Mann-Whitney a été utilisé (***P < 0,0001). b) et ¢) 1 million de cellules sont
injectées par voie sous-cutanée chez la souris Nude, le volume des tumeurs est mesuré 18 jours aprés l'injection. Le test statistique
Mann-Whitney a été utilisé.
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C) Evaluation des propriétés oncogéniques des cellules

restaurées par clAP1 WT ou ses mutants.

Aprés avoir caractérisé ces deux modéles cellulaires, nous avons voulu évaluer l'influence
de la restauration de clAP1 ou des mutants sur le caractére oncogénique de ces cellules. Un test
de croissance en milieu semi-solide a été réalisé afin d’évaluer la croissance indépendante de
I'adhésion de ces cellules (Figure 26a). Dans les MEF clAP1”- HRasV12, I'expression de clAP1
WT stimule la capacité des cellules a former des colonies dans un milieu de culture mou alors que
les deux mutants L47A et H588A en sont incapables. Ceci pourrait étre di au blocage de la
signalisation NF-kB dans ces cellules entrainant une production de cytokines altérée et une

réduction de la capacité des cellules a proliférer dans ces conditions.

Lorsque ces cellules sont injectées par voie sous-cutanée chez la souris Nude (Figure 26b),
clAP1 stimule la croissance tumorale, ce qui confirme ses propriétés oncogéniques dans ce
contexte. Nous avons alors été trés surpris d’observer une stimulation de la croissance des
tumeurs aussi bien par clAP1 WT que par ses mutants. Ces résultats ne concordent pas avec les
expériences de culture en milieu semi-solide et semblent indiquer que dans ce contexte, clAP1 se
comporte comme un oncogéne indépendamment de la régulation de NF-kB. Il est d’autant plus
remarquable de noter que méme dépourvu de sa fonction E3 ubiquitine ligase (mutant H588A),

clAP1 conserve sa capacité a stimuler la croissance des tumeurs.

Dans une seconde série d’expériences, nous avons injecté les cellules MEF DKO HRasV12
restaurées. Nous obtenons alors les mémes résultats bien que les tumeurs grandissent moins vite
quavec les MEF clAP1™" (Figure 26c) ce qui est en accord avec la réduction de leur propriétés
oncogeéniques (Figure 24), confirmant le caractére oncogénique des mutants de clAP1 incapables
de réguler NF-kB. Le mutant Aa1B3, malgré la perte d’interaction avec E2F1 et son faible niveau

d’expression, est également capable de favoriser la croissance tumorale.
D) Conclusion

Ce travail a permis la mise au point d’'un modéle d’analyse de l'activité oncogénique de
clAP1. clAP1 est capable de stimuler la croissance de tumeurs sous-cutanées dans un modéle de
xénogreffe chez la souris, et ceci indépendamment de son activité E3 ubiquitine ligase, de sa
capacité a lier TRAF2 ou E2F1. Il est fort probable que I'ensemble de ces activités soit
responsable de son activité oncogénique et que linhibition d’'une seule de ces fonctions soit
insuffisante pour abolir cette activité. J’ai initié ce travail durant ma quatrieme année de thése. Ce
travail est poursuivi par Jennifer Allegre actuellement en deuxiéme année de thése. Elle continue
la caractérisation des cellules avec I'étude de voies de signalisation trés importantes dans ce
contexte comme la voie MAPK. Elle continue également la recherche d’'un mutant de clAP1
incapable d’interagir avec E2F1 mais avec une stabilité comparable a la protéine sauvage. Enfin,

une analyse du profil de sécrétion cytokinique des lignées cellulaires est envisagée. Des
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expériences d’injection des cellules dans la veine caudale des souris afin de générer des foyers
tumoraux dans les poumons des animaux sont en cours. Il serait alors trés intéressant d’observer
des différences entre les mutants selon s’il s’agit de croissance sous-cutanée ou de modéle

métastatique.

De nouveaux mutants de clAP1 ont été clonés, il s’agit de délétion spécifique des
domaines BIR. Nous possédons les mutants ABIR1, ABIR2 et ABIR3. Ces mutants plus larges et
moins spécifiques nous permettront de confirmer nos résultats. De plus, nous savons que le
mutant ABIR2 n’interagit plus avec cdc42. Un tel mutant n’a pas encore été testé. Vu le role de
cette interaction dans l'adhésion et lintercalation des cellules dans un tapis de cellules
endothéliales, ce mutant pourrait donner des résultats trés intéressants dans une analyse du

développement de nodules pulmonaires apres injection intraveineuse des cellules.
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Discussion



I) clAP1 dans la signalisation du TNF-a.

Comme développé dans lintroduction, le réle de clAP1 dans la signalisation du TNF-a est
maintenant trés bien documenté et compris. Nous savons que clAP1 peut orienter la réponse des
cellules vers la survie et 'induction de l'inflammation ou au contraire vers la mort cellulaire, via la
régulation de l'ubiquitination de ses partenaires au sein de plateformes multi-protéiques. Nous
avons montré dans l'article 2 que clAP1 contrdlait également les modifications du cytosquelette
d’actine en réponse au TNF-a. En effet, clAP1 est important pour I'activation de cdc42. Parmi les
membres de la famille Rho, cdc42 a une activité spécifique, permettant la polarisation cellulaire et
la formation de filopodes. La polarisation cellulaire est nécessaire durant les premiéres phases de
la migration pour orienter le déplacement et les filipodes permettent aux cellules de sonder leur
environnement et créent une zone de contact avec la matrice extracellulaire, ce qui est nécessaire
a la migration. Cette activation de cdc42 par le TNF-a pourrait étre importante pour le recrutement
des cellules du systéme immunitaire sur le site de I'infection (Mathew, Haubert et al. 2009)). Elle
pourrait participer d’'une part a la migration des cellules, et d’autre part, a I'arrét de leur migration et
leur recrutement sur le site d’infection Nous n’avons pas été en mesure de montrer 'importance de
clAP1 dans le recrutement des cellules immunitaires sur le site de l'infection. Les expériences
visant a analyser l'influence de clAP1 sur la migration des MEF HRasV12 suivant un gradient de
TNF-a n‘ont pas pu étre analysées due a une toxicité trop forte du TNF-a sur les cellules
déficientes en clAP1. Cependant, ce probleme pourra étre contourné par l'utilisation d’'un mutant
de clAP1 ne pouvant plus interagir avec cdc42 (site d’interaction en cours d’analyse) mais
conservant sa capacité a activer NF-kB et a inhiber la mort induite par le TNF- a. Nous avons
montré que l'interaction de clAP1 avec cdc42 se fait sur le BIR2 de clAP1. Nous disposons pour le
moment du mutant de clAP1 délété de ce domaine BIR2. La recherche des sites d’interaction est
en cours afin de réaliser un mutant plus spécifique. Ce mutant sera utilisé pour analyser les
capacités migratoires de ces cellules ainsi que leur capacité a adhérer et a s’intercaler dans des
cellules endothéliales. L’injection de ces cellules dans la veine caudale de souris permettra
eégalement de comparer leur invasion au niveau pulmonaire de I'animal en comparaison a celle de

cellules exprimant la protéine WT.

Il) Les IAP dans la régulation des RhoGTPases et leur influence sur la

migration cellulaire.

Le réle des IAP dans la migration cellulaire a été analysé dans différentes études avec des
résultats contradictoires. Des expériences de cicatrisation de Iésion dans un tapis cellulaire (wound
healing assay) ont révélé qu'une déplétion des IAP peut inhiber la migration des cellules dans
plusieurs lignées de cellules tumorales (MDA-MB-231, MCF7, PC3, HelLa, HCT116) (Mehrotra,
Languino et al. 2010, Liu, Zhang et al. 2011, Lopez, John et al. 2011). Cependant, la migration des
fibroblastes (NIH3T3 ou MEF) est stimulée par une déplétion des IAP (Oberoi, Dogan et al. 2012).
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Nous avons-nous méme confirmé ces résultats dans les MEF clAP17". Dans un autre modéle de
migration a travers un substrat (chambre de Boyden), une inhibition des IAP augmente la migration
des cellules HeLa (Dogan, Harms et al. 2008, Oberoi, Dogan et al. 2011), vers la surface inférieure
de la chambre de Boyden couverte de collagéne de type I. Il apparait donc que les IAP puissent
avoir un role différent selon le type de migration et le type cellulaire. L’influence des IAP,
notamment clAP1, sur des facteurs de transcription tels que NF-kB, c-Myc, E2F1 pourrait expliquer
cet effet. Par exemple I'activation de NF-kB peut conduire a la production de fibronectine favorisant
la migration (Mehrotra, Languino et al. 2010). Les différents facteurs de transcription régulés par
clAP1 sont impliqués dans la production de nombreuses cytokines/chimiokines, de molécules
d’adhésion, de récepteurs... Il est donc fortement probable que cette régulation de facteur de
transcription par clAP1 soit importante pour la migration cellulaire. L’effet migratoire de XIAP ainsi
que clAP1 et clAP2 a aussi été expliqué par leur capacité de contréler le niveau d’expression de c-
RAF, un effecteur de RAS permettant I'activation de la voie MAPK, la migration et la prolifération
(Dogan, Harms et al. 2008).

L’influence des IAP sur la migration cellulaire peut-étre expliquée par leur activité
régulatrice de ’homéostasie des RhoGTPases. En effet, 'activité migratoire des cellules nécessite
un remodelage du réseau d’actine, sous la dépendance de ces GTPases. Lors de la migration, les
différents membres de cette famille sont activés de fagon séquentielle et coordonnée. Ceci
implique la présence de mécanismes de régulation croisée. Le chaperon moléculaire RhoGDI
participe a ces mécanismes de régulation. Nous avons montré une régulation de cdc42 par clAP1.
La liaison des IAP avec les autres membres des RhoGTPases a aussi été démontrée. XIAP et
clAP1 lient Rac1. lls catalysent son ubiquitination et sa dégradation par le systéme du protéasome.
L’interaction des IAP avec RhoA a été décrite plus récemment (Hornburger, Mayer et al. 2014).
XIAP est importante pour l'activation de RhoA dans des cellules endothéliales en réponse a un
traitement a la thrombine. L’interaction IAP-Rho semble un phénoméne conservé, il a en effet
aussi été retrouvé chez la drosophile (Geisbrecht and Montell 2004) et le poisson zebre (Oberoi,
Dogan et al. 2011). Dans tous les modéles, cette interaction est indépendante de I'état d’activation
des Rho. L’activité des IAP sur les Rho semble différée d’'une Rho a l'autre ; alors que XIAP induit
l'ubiquitination et la dégradation de Rac1, aucune ubiquitination de cdc42 et RhoA n’a été
démontrée. Au contraire, clAP1 semble stabiliser cdc42 en favorisant son association avec
RhoGDlI.

1. Compétition pour RhoGDI

Il a en effet été montré que dans les cellules, les Rho sont soit associées a GDI, soit aux
membranes (lieu de leur activation), sinon elles sont dégradées (Boulter, Garcia-Mata et al. 2010).
Or dans les cellules, le niveau total de RhoGDI est équivalent a la somme des niveaux totaux des

trois principales RhoGTPases Rac1, cdc42 et RhoA (Michaelson, Silletti et al. 2001) mettant en
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évidence leur compétition pour leur stabilisation par RhoGDI. Ceci s’appuie sur I'observation que la
surexpression d’'une de ces Rho déplace cet équilibre en s’associant davantage avec RhoGDI,
entrainant la dégradation des deux autres. La régulation de cdc42 par clAP1 s’intégre parfaitement
dans ce schéma puisqu’il favorise a la fois I'association de cdc42 avec RhoGDI et sa stabilisation
tout en dégradant Rac (Figure 27). L’interaction directe de XIAP avec RhoGDI a également été
décrite avec d'importantes conséquences sur son activité (Liu, Zhang et al. 2011). Il est alors
possible d’imaginer que l'interaction spécifique des IAP avec les RhoGTPases participe activement
a leur homéostasie, leur stabilité et impacte donc leur cycle d’'activation, dégradation. Ce réle
central de clAP1 et plus généralement des IAP dans la régulation des RhoGTPases ouvre alors
des perspectives d’études passionnantes, laissant supposer que les IAP individuellement sont
capables de faire basculer le fragile équilibre existant entre les différentes RhoGTPases d’'un cété
ou d’'un autre, impactant des mécanismes alors fondamentaux dans les capacités migratoires et

invasives des cellules.

Les différentes IAP pourraient avoir des effets différents et spécifiques sur les
RhoGTPases. Nos résultats indiquent que clAP1 interagit préférentiellement avec cdc42 (en
comparaison avec RhoA et Rac1). De plus la diminution d’expression de clAP1 dans les MEF ou
les NIH3T3 diminue le niveau de cdc42 sans affecter les niveaux de Rac1 et RhoA. Par contre,

XIAP semble lier préférentiellement RhoA (Hornburger, Mayer et al. 2014).

Ceci est également appuyé par les différences morphologiques importantes des MEF
délétées pour les IAP. En effet, la délétion de XIAP induit un morphologie filiforme des cellules
(Oberoi, Dogan et al. 2011). Cette effet est plus marqué lors de la délétion de clAP1, alors que la
délétion simultanée de clAP1 et clAP2 entraine une morphologie cellulaire bien plus arrondie

(Résultats, Figure 24a).

La spécificité a la fois de la RhoGTPase régulée et de la IAP impliquée explique la difficulté
rencontrée pour trouver un réle clair des IAP dans la régulation des protéines Rho. A cela s’ajoute
également la différence des mécanismes moléculaires impliqués et leur conséquence (interaction,

ubiquitination, stabilisation, dégradation, modulation de I'activité).
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Figure 27 : Compétition des RhoGTPases pour la fixation a RhoGDI ou leur dégradation et

’influence de clAP1.

2. L’ubiquitination des RhoGTPases par les IAP.

L’'ubiquitination des RhoGTPases par les IAP est un phénoméne décrit mais qui cependant
présente des contradictions. Dans I'étude d’Oberoi et al., les auteurs montrent que la déplétion des
IAP inhibe la polyubiquitination dégradative de Rac1 observée en réponse a la toxine bactérienne
CNF1 (Doye, Mettouchi et al. 2002) ou la diminution d’expression de RhoGDI (Boulter, Garcia-
Mata et al. 2010) suggérant que les IAP sont les E3 ubiquitine ligases responsables de ce
phénoméne (Oberoi, Dogan et al. 2012). Pourtant, une étude menée en 2011 avait identifié
HACE1 (HECT domain and Ankyrin repeat Containing E3 ubiquitin ligase 1) comme la E3
ubiquitine ligase catalysant la polyubiquitination de Rac1 (Torrino, Visvikis et al. 2011). Une
analyse de cellules délétées pour la E3 ubiquitine ligase Smurf1 a démontré I'importance de cette
protéine pour l'ubiquitination de RhoA. Les auteurs ont ensuite montré dans des cellules humaines
primaires que la diminution d’expression de Smurf1 réduisait 'ubiquitination a la fois de RhoA,
Rac1 et cdc42. En revanche, dans des lignées cancéreuses, selon le type cellulaire étudié, la
diminution d’expression de Smurf1 inhibait spécifiquement I'ubiquitination de RhoA, de Rac1 ou de
cdc42, montrant que l'ubiquitination des RhoGTPases est extrémement variable selon le type
cellulaire étudié (Boyer, Turchi et al. 2006). |l semble alors que le niveau d’expression des E3
ubiquitines ligases et leur disponibilité influencent le mode d’ubiquitination des RhoGTPases. Il
existe d'importantes différences d’expression des IAP selon le type cellulaire, leur changement de
compartiment cellulaire (clAP1 nucléaire) et la modulation de leur niveau d’expression en réponse
a différents stimuli, il est alors possible de comprendre comment les IAP peuvent avoir des roles

opposés sur la migration cellulaires selon le modéle utilisé.
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Ill) Réqulation de E2F1 par clAP1.

A) Interaction clAP1 /E2F1.

Nous avons également montré l'interaction de clAP1 avec E2F1. Cette interaction se fait sur
le domaine de liaison a 'ADN de E2F1 et la premiére hélice alpha du domaine BIR3 de clAP1. Des
études de mutagénése dirigée sont actuellement en cours afin de déterminer précisément les
résidus de clAP1 importants pour cette interaction. Une premiére stratégie a été de dépléter
complétement I'hélice alpha en question. Nous confirmons la perte d’interaction avec E2F1 et
'absence d’activation de son activité transcriptionnnelle. Ce mutant de clAP1 baptisé Aa1B3
s’exprime dans les cellules lors d’expériences de surexpression transitoire, en revanche son
niveau d’expression est faible lorsqu’il est stablement exprimé dans les cellules. Ceci semble étre
dd a une faible stabilité de la protéine et a son adressage au protéasome. Une étude a révélé
l'importance du BIR3 dans la régulation de la stabilité de clAP1 (Dueber, Schoeffler et al. 2011). Le
BIR3 de clAP1 avec son domaine CARD régule son activité E3 ubiquitine ligase et sa dimérisation.
Un changement de structure de clAP1 apres fixation des smac mimetics sur le BIR3 est observé,
permettant sa dimérisation et ainsi son activité E3 ubiquitine ligase et son auto-ubiquitination suivie
de sa rapide dégradation. Il est alors possible d'imaginer que notre mutant Aa1B3 n’est plus en
mesure de réguler cette activé E3 ubiquitine ligase, ce qui expliquerait sa faible stabilité et son

adressage au protéasome.

L’'obtention d’'un mutant ponctuel ayant perdu son interaction avec E2F1 et gardant une
stabilité équivalente a la protéine WT sera un outil de grande importance dans I'étude de
l'influence de clAP1 sur E2F1.

B) La fonction E3 ubiquitine ligase de clAP1.

La régulation de E2F1 par clAP1 telle que nous I'avons décrite est indépendante de son
activité E3 ubiquitine ligase, ce qui est étonnant si 'on compare cela aux fonctions historiques de
clAP1 dans lesquels cette fonction E3 ubiquitine ligase est centrale. Nous avons cependant
récemment remis cette observation en question. En effet, nous avons démontré que E2F1 est une
cible d’ubiquitination de clAP1 et que cette ubiquitination est fonctionnelle, elle stabilise E2F1.
Lorsque nous exprimons a la fois clAP1 et E2F1 dans les cellules, nous observons d'une part
'ubiquitination de E2F1 mais également un niveau beaucoup plus élevé de E2F1, ce qui pourrait
en partie expliquer I'effet que nous observons sur son activité. L’ubiquitination de E2F1 par clAP1
etant associer a sa stabilisation, il s’agit sans doute plutdét d’'une ubiquitination de type K63 que
K48. Afin de vérifier cette hypothése, il est possible d'utiliser dans les tests d’ubiquitination des
molécules d’ubiquitine mutées sur les différentes lysines afin de déterminer le type d’ubiquitination

mis en jeux.

Mais alors comment expliquer les résultats obtenus avec le mutant dépourvu d’activité E3

ubiquitine ligase et pourtant toujours capable de stimuler lactivité transcriptionnelle de
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E2F1 (clAP1 H588A)? Notre hypothése actuelle est basée sur la capacité des IAP a
s’homodimériser (Dueber, Schoeffler et al. 2011, Lopez, John et al. 2011) et de s’hétérodimériser
(Dohi, Okada et al. 2004, Silke, Kratina et al. 2005, Rajalingam, Sharma et al. 2006). Nous
pensons en effet que clAP1 H588A (dépourvu d’activité E3 ubiquitine ligase mais toujours capable
de dimériser) s’homodimérise avec clAP1 dans les cellules exprimant clAP1 et s’hétérodimérise
avec clAP2 dans les cellules n’exprimant pas clAP1 (MEF KO). Dans ce cas, les diméres formés
permettent le changement de conformation nécessaire a 'activation du domaine RING de clAP2
conférant ainsi au complexe une activit¢ E3 ubiquitine ligase ainsi que I'exposition des sites
d’interaction de clAP1. Cette hypothése est appuyée par nos récentes observations démontrant
lincapacité de clAP1 H588A a stimuler l'activité transcriptionnelle de E2F1 dans les cellules
clAP1/27P%° (MEF DKO). Afin de tester cette hypothése, il est possible d'utiliser le mutant de
clAP1 dépourvu du domaine RING (clAP1ARING), qui dans ce cas, a perdu son activité E3
ubiquitine ligase mais également son domaine de dimérisation. L’expression de ce mutant dans les
MEF clAP1" permettra de valider notre hypothése si contrairement au mutant H588A il est

incapable de stimuler I‘activité transcriptionnelle de E2F1.

Cellules humaines
MEF WT MEF KO MEF DKO

Interaction avec
E2F1

Activité E3 ubiquitine
ligase

+ X + -

Figure 28 : Hypothése sur les complexes formés par clAP1 H588A et leur activité E3

ubiquitine ligase.

Par ailleurs, lactivit¢ de E2F1 est régulée par de nombreuses modifications post-
traductionnelles dont l'ubiquitination. Il est alors possible qu'en plus de stabiliser la protéine,
l'ubiquitination de E2F1 change son motif d’interaction avec ses partenaires modifiant ses cibles
transcriptionnelles. Nous avons en effet observé que selon le contexte cellulaire, clAP1 pouvait
réguler I'activité transcriptionnelle de E2F1 également sur des cibles pro-apoptotiques, il est alors
possible que le statut d’'ubiquitination de E2F1 impacte son profil transcriptionnel. Ceci est d’autant
plus intéressant a étudier qu'’il est connu que selon le type cellulaire, le contexte cellulaire, E2F1

peut stimuler l'induction de I'apoptose ou au contraire l'inhiber (Yuan, Yao et al. 2011). Ces
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hypothéses sont actuellement testées par Valérie Glorian qui étudie I'influence de clAP1 sur les
modifications post-traductionnelles de E2F1 d’'une maniére générale ainsi que la caractérisation de
'ubiquitination de E2F1.

IV) Le réle de clAP1 dans le cancer.

A) La réqulation de la signalisation cellulaire.

Comme développés dans la partie introduction, les roles de clAP1 dans le cancer sont
multiples incluant une régulation des caspases et de nombreuses voies de signalisations
cellulaires importantes pour l'inflammation, I'immunité, la survie des cellules ou l'induction de la
mort cellulaire. Il contréle entre autres la production de cytokines pro-inflammatoires en réponse au
TNF-a telles que I'lL-8, IL-6, CXCL-1 et MCP-1 (Kearney, Sheridan et al. 2013). Nous n’avons pas
controlé le niveau d’expression de ces cytokines dans nos cellules transformées par HRasV12 et
restaurées pour différents mutants de clAP1, mais ceci sera réalisé ainsi que I'évaluation de leur
niveau d’expression au sein des tumeurs produites chez la souris. Bien que nos résultats indiquent
que les fonctions de régulation de la signalisation cellulaire de clAP1 ne sont pas indispensables a
son activité oncogénique, le fait que les MEF DKO soient moins agressives que les MEF clAP17" et
I'existence de cross-talk entre les différentes IAP laissent suggérer que ces fonctions peuvent tout
de méme étre importantes et il ne serait alors pas étonnant d’observer des variations

d’expressions de ces cytokines par les cellules.

Nous obtenons des résultats différents entre les expériences in vitro et in vivo. En effet, les
cellules exprimant les mutants L47A et H588A forment autant de colonies dans un milieu semi-
solide que les cellules n’exprimant pas clAP1 alors que chez I'animal, ces mutants L47A et H588A
stimulent la croissance tumorale de facon au moins équivalente a clAP1. Une hypothése pouvant
expliquer ceci est la production de cytokines cytotoxiques dans le milieu de culture. En effet, les
tests de croissance en milieu semi solide durent 3 semaines durant lesquelles du milieu frais est
ajouté mais il est en revanche impossible de changer le milieu des cellules. Une production faible
de TNF-a par une activation de la voie alternative de NF-kB pourrait expliquer cela. Ceci ne serait
pas toxique pour les cellules en culture car leur milieu est changé tous les deux jours. En
revanche, une accumulation progressive de TNF-a dans le milieu semi-solide est possible,
entralnant de la cytotoxicité. Cette hypothése pourra étre étudiée en mesurant le niveau
d’expression du TNF-a dans les différentes cellules et en mesurant I‘évolution du taux de TNF-a

présent dans le milieu de culture a la fin des tests de clonogénicité.

B) Impact de la réqulation de cdc42.

A ce stade, nous n’avons pas pu étudier 'impact de la régulation de cdc42 sur les propriétés
oncogéniques de clAP1. Pour ce faire, nous utiliserons le mutant clAP1ABIR2 en attendant un
mutant plus « spécifique ». Les cellules sont actuellement en cours d’infection, les expériences

seront rapidement réalisées et nous postulons que les cellules restaurées par clAP1ABIR2
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n‘auront pas les mémes capacités invasives que les cellules restaurées par clAP1 WT. Il est
d’autant plus intéressant de noter que la déplétion de IAP dans les MEF augmente leur capacité
de migration dans des expériences de cicatrisation de tapis cellulaire, une fonction qui n’est pas
spécifique de cdc42, alors que nous avons également montré que les MEF clAP17 et les MEF
DKO sont incapables de s’intercaler dans une monocouche de cellules endothéliales, une fonction
qui quant a elle est décrite comme spécifique de cdc42. Nous pouvons alors postuler que la
régulation spécifique de cdc42 par clAP1 est importante pour les capacités invasives des cellules
MEF HRasV12.

C) Impact de la réqulation de E2F1.

Les expériences réalisées avec le mutant clAP1Aa1B3 nous ont révélé que la régulation de
E2F1 par clAP1 dans ce contexte ne semble pas importante. Cependant ces résultats sont a mon
sens a analyser avec prudence puisque le niveau d’expression de ce mutant est trés bas et que
nous ne savons pas exactement comment il se comporte dans les cellules. Nos résultats dans
l'article 1 montrent une influence de clAP1 sur le niveau d’expression des cyclines E et A et nous
avons également montré l'influence de clAP1 sur la régulation de cibles pro-apoptotiques de E2F1
comme les caspases-7 et -9. |l serait alors intéressant de contréler le niveau d’expression de ces
cibles dans les MEF DKO HRasV12 restaurées ou non par clAP1 et ses mutants. Comme
développé dans l'introduction, il a été montré dans un modéle de cancer mammaire p53™ qu’une
expression élevée de clAP1 et clAP2 est importante pour la tumorigénicité et que cette
augmentation peut étre dépendante de E2F1 lorsque I'expression de Rb est perdue (Cheng, Zhou
et al. 2010). Cette étude met donc en évidence une sélection positive des cellules tumorales
exprimant fortement clAP et ayant perdu le contrdle de l'activité de E2F1. Dans ce contexte, il ne
serait donc pas étonnant qu'une coopération des deux protéines existe pour le développement de
'oncogénicité des cellules. L'obtention d’'un mutant de clAP1 muté spécifiquement pour le site

d’interaction avec E2F1 permettra de répondre a cette question.

D) Impact de clAP1 sur la sénescence induite par Ras.

Il est fondamental de garder a I'esprit que nos travaux ont été réalisés dans des cellules
immortalisées par I'antigéne grand T du virus SV40, une protéine perturbant fortement les axes Rb
et p53 protégeant ainsi les cellules de la sénescence induite par Ras (Ali and DeCaprio 2001). Se
pose alors la question de linfluence de clAP1 sur la transformation oncogénique par HRasV12
dans des cellules primaires. Comme développés dans la partie introduction, la sénescence induite
par Ras repose sur trois axes principaux : la dérégulation des génes E2F pro-prolifération, le
déclenchement de la voie de réponse aux endommagements de 'ADN et la mise en place d’'un
profil sécrétoire particulier. Nous avons justement montré que clAP1 avait un impact sur chacun de

ces trois processus :
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e Nous savons que clAP1 peut activer l'activité transcriptionnelle de E2F1 sur ses
génes pro-prolifération, nous I'avons démontré pour la cycline E et la cycline A ainsi
que linfluence de clAP1 sur la prolifération des cellules. Nous avons d’ailleurs montré
que ceci est aussi vrai dans les cellules épithéliales mammaires primaires HMEC.
Dans ces cellules clAP1 est fortement nucléaire et nous avons montré son
recrutement sur les promoteurs des cibles E2F1 ainsi que son impact sur la
prolifération cellulaire. Ces cellules sont connues pour déclencher la sénescence en
réponse a I'expression de HRasV12, il serait alors intéressant d’étudier l'influence de
la surexpression de clAP1 ou de ses mutants sur I'induction de la sénescence de ces
cellules. Il est peu probable que la simple surexpression de clAP1 suffise a déjouer la
sénescence dans ces cellules, mais il est en revanche possible que cette
surexpression constitue un événement supplémentaire engageant la cellule vers une
transformation compléte.

¢ Nous savons également que clAP1 influence la réponse a des endommagements de
'ADN, comme exposé dans la partie résultats, clAP1 semble réguler la réponse de
E2F1 en réponse a un traitement a I'étoposide et notamment la transcription de la
caspase-7, mais ceci mérite d’étre approfondi. Dans un contexte d’'endommagement
de I'’ADN, plusieurs voies de régulation et fonctions de clAP1 ont été décrites. |l a été
montré une augmentation de la traduction de clAP1 dépendante d’'un IRES (Internal
Ribosome Entry Site) en réponse a des endommagements de I'ADN (Lewis and
Holcik 2005). De plus, un complexe cytoplasmique composé de ATM-TRAF6-clAP1
permet de créer un lien entre la réponse a des endommagements de I'ADN et
I'activation de NF-kB (Hinz, Stilmann et al. 2010). Une auto-ubiquitination suivie de sa
dégradation a été décrite, permettant alors la formation du ripoptosome et I'induction
de la mort cellulaire (Tenev, Bianchi et al. 2011). Il semble alors que dans un premier
temps, un niveau élevé de clAP1 permette de déclencher les voies de réparation de
'ADN et la survie des cellules et que lorsque les endommagements sont trop
importants, la déplétion de clAP1 entraine le déclenchement de la mort cellulaire.

o Enfin, comme décrit précédemment, clAP1 via la régulation de nhombreuses voies de
signalisation cellulaires peut réguler la production de nombreuses chimiokines et
cytokines comme I'lL-6 et IL-8 décrites comme importantes pour le maintien de la
sénescence mais aussi pour la mise en place d’'un environnement pro-tumoral
(Introduction, 1X, B).

Il est alors possible que, bien que nos mutants de clAP1 ne présentent pas de différence de
tumorigénicité au regard de la croissance tumorale dans les animaux, ceux-ci puissent présenter
des différences d’efficacité dans le contournement de la sénescence lors d’'une surexpression de

HRasV12, ceci pourrait étre étudié dans les cellules HMEC exprimant HRasV12.
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Au-dela de la sénescence, nous savons que clAP1 augmente I'agressivité et l'invasivité de
cellules immortalisées transformées par HrasV12. |l apparait alors qu’une expression élevée de
clAP1 associée a une mutation de HRas dans des échantillons tumoraux pourrait étre un
marqueur de mauvais pronostic. Il serait intéressant de corréler I'expression des IAP avec les
mutations de Ras dans le cancer. Les mutations de Ras sont importantes par exemple dans les
cancers colorectaux, le cancer de la vessie et les carcinomes a cellules squameuses de la téte et
du cou (Lui, Hedberg et al. 2013), des cancers ou I'expression nucléaire de clAP1 est associée a

un mauvais pronostic.

Sénescence
? HRasV12
E2F1?
\ cdca2 ?
Cytokines ?
Autre ?

Transformation
oncogénique

Agressivité, invasivité

Figure 29 : Influence de clAP1 sur la transformation oncogénique par HRasV12.
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V) clAP1 comme cible thérapeutique.

La recherche intense dans le domaine des IAP a clairement établi un réle important de ces
protéines dans la tumorigénése, de plus leur niveau d’expression ou leur localisation peuvent avoir
une valeur pronostique. La particularité des IAP est la multitude des processus cellulaires cruciaux
pour le développement de cancer qu’ils régulent. Au départ identifiés comme des inhibiteurs de
'apoptose par leur capacité a réguler les caspases, on sait désormais qu’ils contrélent également
la prolifération des cellules tumorales, leur capacité de survie, leur propriétés migratoires mais

également la réponse inflammatoire qui contribue a la tumorigénése et au contrdle de I'immunité.

Les IAP ont alors été désignés comme des cibles thérapeutiques de choix dans la lutte

contre le cancer.

A) Le développement des Smac mimetics.

Comme décrit dans lintroduction, I'analyse structurelle de l'interaction de XIAP avec les
caspases ou son inhibiteur Smac a permis de développer des molécules mimant cette interaction
et levant I'inhibition des caspases par XIAP, les Smac mimetics (SM). Les essais précliniques ont
démontré leur efficacité dans la croissance de tumeurs solides ainsi que pour les leucémies
lymphoblastiques aigles et les myélomes multiples. lls sensibilisent notamment les cellules a des
traitements par TRAIL, des inhibiteurs du protéasome, les radiations, le melphalan et le cisplatine
(Fulda and Vucic 2012). Ces composés sont bien tolérés par les animaux et ne présentent pas de

toxicité particuliére.

Plus de cinquante demandes de brevet en rapport avec les SM sont en cours d’étude et six
molécules sont entrées dans les phases d’essais cliniques chez 'homme dans le traitement du

cancer (Flygare and Fairbrother 2010).

B) Mode d’action des Smac mimetics.

Les SM lévent I'inhibition des caspases par XIAP augmentant ainsi I'activité des caspases-3
et 7. Cependant les SM sont également capables de fixer les domaines BIR de ML-IAP, clAP1 et
clAP2. lls augmentent I'activité E3 ubiquitine ligase des IAP entrainant l'ubiquitination de RIP1 et
l'activation de la voie classique de NF-kB. Cette augmentation d’'activité a également pour
conséquence l'auto-ubiquitination de clAP entrainant leur rapide dégradation. La dégradation de
clAPs bloque l'ubiquitination de NIK et active la voie alternative de NF-kB permettant la production
de cytokines telles que le TNF-a qui entrainera la mort cellulaire de maniére autocrine. Comme
décrit dans I'introduction, la déplétion de clAP permet également d’entrainer la mort cellulaire avec

la formation du ripoptosome (Pour revue (Dubrez, Berthelet et al. 2013)).

Le traitement par les SM entraine également la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires qui pourrait entrainer une réponse immunitaire anti-tumorale (Emeagi, Van Lint et
al. 2012).
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C) Effets délétéres des Smac mimetics.

Des effets délétéres d’un traitement par les SM ont été décrits :

e Chez le chien, linjection intra-veineuse de SM entraine une réponse inflammatoire
aiglle associée a des dommages aux poumons et au foie correspondant a une
toxicité au TNF-a (Erickson, Tarrant et al. 2013), des observations similaires mais
moins séveres ont été faites chez le rat mais ne sont pas retrouvées chez 'lhomme.

o La différenciation des ostéoclastes et leur fonction sont dépendantes de I'activation
de la voie alternative de NF-kB et ces cellules sont sensibles au TNF-a. Une étude a
montré qu’un traitement par les SM favorisait les métastases osseuses ainsi que
I'ostéoporose (Yang, Davis et al. 2013).

o |l a également été montré dans des cellules de glioblastome que l'activation de la
voie alternative de NF-kB induite par un traitement par des SM a des doses non
toxiques conduisait a I'élongation des cellules et a 'augmentation de leur capacité de

migration et d’invasion (Tchoghandjian, Jennewein et al. 2013).

Les SM offrent de nouvelles perspectives trés encourageantes dans le traitement du cancer.
Les premiers résultats des tests les présentent comme des molécules relativement bien tolérées
avec des effets anti-tumoraux seuls ou en association avec d’autres chimiothérapies. Leur
efficacité et leur tolérance vont continuer d’étre évaluées dans les tests cliniques et la mise en
place de protocoles, avec I'utilisation d’autres molécules ou traitements sera alors possible. Il faut
cependant rester prudent au vu des bouleversements inflammatoires que peuvent entrainer
l'utilisation de ces molécules. Nos travaux étudient des fonctions de clAP1 encore trés peu
documentées mais cependant pertinentes dans un contexte tumoral. Il apparait alors comme trés
intéressant d’approfondir I'étude de ces mécanismes et de les prendre en considération dans

I'établissement de traitements ayant les IAP pour cibles thérapeutiques.
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VI) Conclusion — Perspectives.

Ce travail a permis d’étudier de nouvelles fonctions de clAP1. Nous avons montré que clAP1
régulait l'activité transcriptionnelle de E2F1, lui conférant une fonction de co-régulateur de ce
facteur de transcription. Cette fonction est liée a la localisation nucléaire de clAP1 et a une
influence sur la transcription de génes pro-prolifération mais également pro-apoptose selon le
contexte cellulaire. Dans un second temps, nous avons montré que clAP1 régulait I'activité de la
RhoGTPase cdc42 et que cette régulation avait un impact sur la réponse des cellules a une
stimulation par le TNF-a et le remaniement de leur cytosquelette d’actine. Cette régulation de

cdc42 a un impact sur la motilité des cellules, leur orientation et leur migration.

Nous avons confirmé les propriétés oncogéniques de clAP1 dans un modéle cellulaire de
fibroblastes de souris (MEF) n’exprimant pas clAP1, transformés par 'oncogéne HRasV12. Dans
ce contexte, clAP1 stimule la croissance des cellules en milieu semi-solide, augmente I'adhésion
et lintercalation des cellules sur une monocouche de cellules endothéliales, augmente la
croissance tumorale chez I'animal ainsi que l'invasion des poumons lorsque les cellules sont

injectées dans la circulation sanguine des souris.

Nous n’avons pas encore établi de lien direct entre ces différentes fonctions de clAP1 et leur
impact sur les propriétés oncogéniques de cette protéine. En revanche, nous avons mis au point
un modéle cellulaire basé sur la restauration de I'expression de clAP1 WT ou muté spécifiquement
pour ses fonctions connues dans des cellules MEF n’exprimant ni clAP1 ni clAP2 transformées par
HRasV12. Les premiers résultats sont encourageants, ils démontrent des propriétés oncogéniques
de clAP1 WT mais également de mutants de clAP1 ne régulant plus les voies de signalisation

jusqu’alors considérées comme fondamentales pour son oncogeénicité.

Les prochaines étapes de ce travail vont étre I'étude des cellules restaurées par les
différents mutants de clAP1 et 'analyse de leur impact sur la signalisation cellulaire, la régulation
du facteur de transcription E2F1, la régulation de cdc42 et du cytosquelette d’actine et I'évaluation
de leurs propriétés oncogéniques afin de déterminer la part de chacune de ces fonctions dans la

mise en place de 'oncogénicité de clAP1.

La protéine clAP1 et les protéines de la famille des IAP plus généralement sont aujourd’hui
considérées comme des cibles thérapeutiques prometteuses dans la lutte contre le cancer. Des
molécules antagonistes sont actuellement développées et en tests cliniques, la compréhension
des mécanismes regulés par clAP1, importants pour les cellules cancéreuses, présente par

conséquent un grand intérét pour le développement de nouveaux protocoles de traitement.
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Analyse des propriétés oncogéniques de clAP1 : Contribution de ses partenaires
cdc42 et E2F1

La protéine clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-1) de la famille des |AP (Inhibitor of
Apoptosis Protein) est un oncogéne avec une activit¢ E3 ubiquitine ligase. Au cours de la
différenciation de nombreux modéles cellulaires (macrophages, cellules dendritiques, cellules
épithéliales du colon, cellules souches hématopoietiques, cardiomyocytes), clAP1 sort du noyau
pour se relocaliser dans le cytoplasme, cette relocalisation étant associée a un arrét de
prolifération. La plupart des fonctions connues de clAP1 sont liées a sa localisation cytoplasmique
ou il est un régulateur important des voies de signalisation des récepteurs du TNF-a et de NF-kB.
Cependant, clAP1 est principalement exprimée dans le noyau de différents types cellulaires ce qui
n’est pas en accord avec son role dans la signalisation cellulaire. Mon travail de thése a permis
d’identifier un réle de clAP1 dans la prolifération cellulaire. clAP1 interagit avec le facteur de
transcription E2F1 et favorise son recrutement sur les promoteurs des Cycline E et A impliquées
dans les transitions G1/S et G2 du cycle cellulaire, ce qui augmente I'expression des transcrits et
des protéines de ces deux cibles. Il semblerait que par cette activité, clAP1 régule la prolifération
des cellules et soit important dans I'équilibre entre la prolifération et la différenciation, deux
mécanismes cellulaires étroitement liés. Dans un second travail, nous avons montré que cAlP1 est
déterminant dans le remodelage du cytosquelette d’actine en réponse au TNF-a. Dans les
fibroblastes, le TNF-a induit la formation de fines protrusions membranaires riches en actine
appelées filipodes, cette formation étant régulée par cdc42. Mes travaux ont montrés que clAP1,
associé a son partenaire historique TRAF2, régule la formation de ces filipodes. Il est capable
d’interagir directement avec la RhoGTPase Cdc42 et de contrGler son activation aprés un
traitement par le TNF- a, mais aussi par 'EGF. De plus, clAP1 régule également la transformation
oncogénique par HRas en augmentant les propriétés invasives et migratoires des cellules. Ces
nouvelles fonctions de clAP1 pourraient contribuer a ses propriétés oncogéniques.

Mots clés : clAP1, E2F1, cdc42, prolifération, TNF-a, cytosquelette d’actine, Rho GTPases,
filipodes, HRas, transformation oncogénique.

clAP1 oncogenic properties analysis : contribution of its partners cdc42 and E2F1.

The inhibitor of apoptosis protein clAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein-1) from the IAP
family (Inhibitor of Apoptosis Protein) is an oncogene with an E3 ubiquitin ligase activity. clAP1 is
relocalized from the nucleus to the cytoplasm during the differentiation of many kind of cellular
models (macrophages, dendritic cells, colon epithelial cells, hematopoietic stem cells,
cardiomyocytes) and this relocalization is associated with a proliferation arrest. The well-known
functions of clAP1 are associated with its cytoplasmic localization, where it regulates the TNFa
receptors and NF-kB signaling pathways. However, clAP1 is mainly expressed in the nucleus on
many cell types which is not in accordance with its cell signalling activity. My work identifies a
function of clAP1 in proliferation regulation. clAP1 interacts with E2F1 transcription factor and
favors its recruitment on Cyclins E and A promoters, both involved in G1/S and G2 phases of the
cell cycle, which leads to high level of transcript and protein expression of these two targets. It
seems that clAP1 regulates the cellular proliferation and is important for the balance between
proliferation and differentiation, two mechanisms tightly connected in cells. In a second work, we
showed that clAP1 is critical for actin cytoskeleton modification upon TNF-a treatment. In
fibroblasts, TNF-a induce filipodia formation, a process regulated by cdc42. Our work showed that
clAP1, when associated with its partner TRAF2, interact and control cdc42 activation, a member of
Rho GTPases protein family. We also observed that clAP1 regulates HRas driven oncogenic
transformation and increases the motility and invasiveness of the cells. These new functions of
clAP1 in the control of transcription factor and cell cytoskeleton could be important for its
oncogenic properties.

Keywords: clAP1, E2F1, cdc42, proliferation, TNF-a, actin cytoskeleton, Rho GTPases, filipodia,
HRas, oncogenic transformation.



