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Résumé

Le suppresseur de tumeur p53 peut provoquer lenré
apoptose directement au niveau des mitochondries.efet, il
interagit avec Bak, un membre pro-apoptotique daraille de Bcl-2
présent constitutivement a la membrane mitocholedeaterne. En
induisant un changement de conformation de Bak,gb8oque son
oligomérisation. Cela résulte en la formation derepodans la
membrane mitochondriale externe et la libératiors dd#fecteurs
mitochondriaux de I'apoptose.

La famille de Bcl-2 est constituée de trois clagggrotéines,
dont les membres anti-apoptotiques: Bcl-2, BcM¢l-1, Bfl-1/A1 et
Bcl-w. Ces protéines sont fréquemment surexprint@es le cancer,
ce qui renforce la résistance des cellules auxtetrants
thérapeutiques. Le but de cette these est d'amdbygacon dont les
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl{f2cént I'activité
pro-apoptotique de p53.

Pour cela, les interactions protéiques entre |dfrdnts
membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 esuppresseur de
tumeur p53 ont été examinées. Parmi ces protéioes, avons mis en
evidence des interactions entre Bcl-2, Bcl-xl, Bfet Bcl-w d’'une
part, et p53 d’autre part.

Aprées avoir établi ces interactions, de nouvellegégences
réalisées ont permis d’identifier des membres aptiptotiques de la
famille de Bcl-2 capables d’inhiber I'apoptose dégente de p53. Des
cellules surexprimant les membres Bcl-2, Bfl-1 atl-B ont été
soumises a des stress connus pour induire I'appptépendante de
p53. Nous avons établi que Bcl-2 et Bfl-1 protégehi
significativement la cellule contre ces facteuradia que Bcl-w
n’octroyait aucune protection significative.

La réalisation de cinétiques de translocation rhibociriale de
p53 suite a une exposition aux UV-B a montré queutaxpression de
Bcl-2 et Bfl-1 augmente la translocation mitochoaldr et cytosolique
de p53 tout en inhibant le processus apoptotigpertiant de p53.
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Chapitre 1: Le suppresseur de tumeur p53

La protéine p53 a été découverte en 1979, a lapmiDavid
Lane et Arnold Levine. Leur sujet de recherchet deavirus SV40
(simian virus 40) et ils avaient remarqué que &otion des cellules
par le virus stimulait la production d'une protéide 53 kDa. Cette
protéine était immunoprécipitée avec I'antigénalvitans différents
types cellulaires issus de difféerents animaux (Lane Crawford,
1979; Linzer and Levine, 1979). Les niveaux imaots de cette
protéine dans les cellules cancéreuses fut la prengaractéristique
répertoriée de cette protéine. Cette caractéristicl amené
I'hypothese selon laquelle p53 promeut le cancer.

Ce n'est que fin des années quatre-vingts que p5&\ele
étre en réalité un suppresseur de tumeur. En efést, a cette époque
que les chercheurs comprennent que les fonctionegémiques ne
sont attribuées qu'aux mutants de p53 issus deeslaterivés de
tumeurs. En étudiant la séquence du geRB3 sauvage de la souris,
la communauté scientifique réalise que les expéeerprécédentes
employaient en réalité une version mutante de déepre (Brosh and
Rotter, 2009; Weiset al, 2007). A ce jour, cette protéine fait I'objet
de plus de 73.200 articles (une recherche dansde be données
Pubmed, en introduisant le mot clé « p53 », indiglus de 73.200
résultats en Octobre 2014).



Le gene humaiffP53codant pour la protéine p53 est situé sur
le bras court du chromosome 17 (17pl3) (Lacreixal, 2006).
Facteur de transcription nucléaire de 43,7 kDa,reon fait référence
au poids moléculaire apparent de la protéine, dgrera 53 kDa dans
un gel SDS-PAGE. Ce phénomeéne est di au grand eoctebrésidus
proline que contient p53, ce qui rend sa migraptus lente (Levine
and Oren, 2009).

Le geneTP53 appartient a une petite famille de protéines qui
comprend, chez les mammiféres, deux autres pamgogliP63 et
TP73 Les protéines correspondantes p63 et p73 sartstellement
et fonctionnellement semblables a p53. Facteursatescription, leur
activité est régulée par un large répertoire de ifications post-
traductionnelles communes aux trois protéinesaetdps interactions
avec des cofacteurs régulateurs. Les protéinesepg373 ont des
fonctions importantes dans le développement et ifi@rentiation
embryonnaires. Elles sont aussi impliquées darsupgpression des
tumeurs (Costanzet al, 2014). Par exemple, elles peuvent étre
activées lorsque I'ADN est endommagé, induisanntat cellulaire
en présence ou absence de p53 (Sclendt, 2007). Les geneBP63
et TP73donnent lieu a de multiples isoformes, a causprdmoteurs
et d’épissages alternatifs multiples (Joergdr al, 2009). Ceci
engendre des protéines aux propriétés antagonegessant comme
des suppresseurs de tumeur ou comme des protoé@megla
famille p53 constitue un réseau de signalisatiom igtégre des
signaux meétaboliques, de développement et de sttesgxe a ce
réseau, cette famille contréle le métabolisme, iféér@nciation, la
longévité, la prolifération et la mort cellulair€dstanzcet al, 2014).

Au sein de la population humaine, il existe diffées formes
de p53. Ainsi, on peut distinguer les polymorpheg7R et Pro72 qui,
comme leur nom l'indique, possédent une arginineri proline a la
position 72. Le variant Arg72 possede une capai@é plus marquée
a induire I'apoptose mitochondriale que le variBnd72 (Dumontet
al., 2003). Un autre type de polymorphisme touche sxdm5% de la
population Afro-américaine. Ce polymorphisme coneela proline
en position 47 qui est remplacée par une sérinei €@enpromet la
phosphorylation de la sérine 46, diminuant la caate la protéine a
induire I'apoptose et a transactiver certains g€hiest al, 2005).



Transactivation domain Unstructured basic domain

residues (1-73) residues (356—393)
Proline-rich domain

residues (63-97)
"

DNA binding domain ~ Tetramerization domain
residues (94-312) residues (324-355)

Figure 1: Domaines de p53.

Le monomere de p53 comprend différents domainesifondtionnels. Le
domaine de transactivation N-terminal est subdieis& AD1 et TAD2, dont
les fonctions different (Résidus 1-40 et 41-73).doeaine riche en proline
(résidus 63-97) sépare le domaine de transactivatiodomaine hautement
conservé de liaison a I'ADN (résidus 94-312). Enfla domaine de
tétramérisation (résidus 324-355) précede le doen@rerminal (résidus
360-393). (Robbins and Zhao, 2012)

La protéine p53 possede un domaine de transactivati-
terminal (TAD, TransActivation Domain), subdiviséh &AD1 et
TAD2 (résidus 1-40 et 41-73). Vient ensuite un domaiche en
proline (PR, résidus 63-94) et un domaine centedialson a 'ADN
hautement conservé au sein de la famille p53 (DBRA-Binding
Domain, résidus 94-312), un domaine d’oligomérsairésidus 324-
355) et un domaine C-terminal (résidus 356-393p¢Brand Rotter,
2009; Haet al, 2013; Sokt al, 2007), Figure 1).

TAD est subdivisé en TAD1 et TADZ2 suite a I'étudeqlatre
mutations de p53 dans ce domaine, menée par I'équép Venot
(Venot et al, 1999). Les chercheurs ont étudié d’'une part lebtio
mutant Q22 et S23, caractérisant TAD1, et le donmlgant Q53 et
S54 caractérisant TAD2 d’autre part. Le premierd@unutant est
incapable de transactiver les promoteurs impligdéss l'arrét du
cycle cellulaire tandis que la transactivation piemmoteurs impliqués
dans l'apoptose est atténuée. Le double mutanttésisant TAD2
entraine une transactivation atténuée de tous temqteurs. Le
mutant Q22 et S23, contrairement au mutant Q534t Sltere méme
la dégradation de p53 et linhibition de MDM2 (Meudouble



Minute 2 homolog), principal inhibiteur de p53. Lautation

simultanée des quatre résidus entraine I'inhibitompléete de toutes
les activités de transactivation de p53 (Vestoal, 1999). Chacun de
ces sous-domaines possede un MOKXDdD (d correspond a un
résidu volumineux hydrophobe et X représente n’irtgpquel résidu).
Ces motifs facilitent le recrutement de partenapestéiques et il
existe une compétition pour la liaison avec le TA@R(Lle TAD2. La

présence de ces deux motifs au sein du TAD pergeedent la
formation de complexes ternaires avec différentsrtepaires

protéiques. Ces différentes possibilités d’intecactavec la protéine
permettent une régulation coopérative de p53dtl, 2013).

Le domaine riche en proline PR comprend des mBXXP (P
correspond a un résidu proline et X représentepone quel résidu).
L’induction de l'apoptose par une protéine p53 tHédu PR est
sérieusement compromise, bien que la protéineegoitre capable de
transactiver des génes pro-apoptotiques tels dueomelant pour Bax
(Baptisteet al, 2002; Sakamuret al, 1997). De plus, le PR de p53
est nécessaire a l'arrét du cycle cellulaire aipusa la sénescence et
réparation de 'ADN suite a une radiation chezdars(Campbellet
al., 2013). L'étude du polymorphisme au niveau dedaitipn 72 a
révélé que le domaine PR est essentiel a 'apojptogpendante de la
transcription, induite par p53 (Dumoettal, 2003).

Le domaine de liaison a 'ADN, compris entre lesidés 94 et
312, est un domaine hautement conservé parmi lesbnes de la
famille p53 (Joergeret al, 2009). Ce domaine est capable de
reconnaitre les éléments de reconnaissance (ERss#n amont des
genes cibles de p53. Le consensus ER consiste wen pigres de
pentameres en téte a téte, 5-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyYF’,
séparées par 0 a 13 nucléotides (Pu pour purinepBrypyrimidine)
(Hoh et al, 2002). Sur base de modéles de cristallograplhiague
pentamere du ER est associé a un DBD de p53 assemlétramere
(Choet al, 1994). Le domaine DBD n’est cependant pas le &dier
I'ADN : le domaine C-terminal en est également ddpamais sans
spécificité vis-a-vis des ER. C’est le domaine DBO est le plus
touché par les mutations, dans le cancer (LaptankioPrives, 2006).
Ce domaine contient également la premiere des sépuences
d’adressage nucléaire, NLSI (313-322) (Stometell, 1999).
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Le domaine de tétramérisation, comprenant les uési®4 a
355, recéle un signal d’exportation nucléaire NE$0(351)
(Stommelet al, 1999). Ce signal est masqué lorsque la protébe e
sous forme de tétramere. En effet, ce domaineussi anpliqué dans
la tétramérisation de p53. Chaque monomeére possé&geniveau un
brin B et une hélicen. qui s’associent avec un autre monomere, a
travers un feuillep et une interface hélice-hélice antiparalléles,rpou
former un dimere. Deux de ces dimeres peuvent enstassocier
grace a une seconde interface différente héliceéh@larallele pour
former le tétramere (Jeffrest al, 1995).

Enfin, le domaine C-terminal est un domaine noncstreé,
riche en résidus sérine et lysine. Ce domaineugst & de nombreuses
modifications post-traductionnelles, telles que plaosphorylation,
'ubiquitination et l'acétylation. Ces maodificatienentrainent des
conséquences quant a la régulation de lactivitésdppresseur de
tumeur ainsi que sa stabilité (Laptenko and Pri2€€6). C'est au
niveau de ce domaine que résident les deux desnigéguences
d’adressage nucléaire, NLS Il (366-369) et NLS (875-380)
(Stommelet al, 1999).

Le suppresseur de tumeur p53 joue un role cenaas da
régulation de Il'apoptose, du cycle cellulaire et ldesénescence
réplicative. Son activité dépend de mécanismeda@idadépendants et
indépendants de la transcription (Fridman and L&063). Le réseau
régulé par p53, normalement en veille, est actorégue la cellule
subit certains stress comme l'activation d’oncogeme la présence de
dommages a 'ADN (Bourdoet al, 2003). Afin que cette protéine
puisse induire une réponse biologique mesurabte suun signal de
stress, son niveau doit atteindre un certain setilson activité
spécifique doit augmenter (Braithwaite and Priv&306). Une fois
activée, la protéine p53 peut stopper le cycleutzte et, dans
certains cas, enclencher I'apoptose (Bouretbal, 2003).

Les mécanismes par lesquels p53 accomplit cestidosc
biologiques ne sont toujours pas complétement dbscia ce jour.
Cependant, il a été montré que p53 peut, en taat fgoteur de
transcription et sous forme de tétramere, modukpiession de
genes nécessaires a ses activités de gardien dmgést suppresseur



de tumeur (Laptenko and Prives, 2006). En effet,6té démontré que
les souris p53 KO sont moins sensibles aux radisticet
chimiothérapies, tandis que le développement dedusnest accéléré
(Meijerink et al, 1998).

Régulateur positif des voies a la fois extrinsegumtrinseque
de I'apoptose, p53 active la transcription de gemésencodent des
effecteurs apoptotiques et réprime celle des ganésapoptotiques.
Parmi les génes pro-apoptotiques, les plus conoas ceux qui
codent pour les protéines Puma, Noxa, Bid, Bax,..iyéshita and
Reed, 1995; Robbins and Zhao, 2012). En ce quietorcdes genes
pro-survie, citons ceux codant pour les protéines2B Bcl-xI ainsi
que la Survivine (Hoffmamt al, 2002; Robbins and Zhao, 2012).

Les genes apoptotiques induits par p53 participente
nombreuses voies de mort : la voie des récepteurnalt cellulaire
(CD95/Fas, TNF, TRAIL, PIDD, etc.) ; la voie mitamidriale (Bax,
Noxa, Puma, Bid, etc.); et la voie du réticulumd@plasmique
(Bourdon et al, 2003). Rappelons que le réticulum endoplasmique
constitue la plus grande réserve de calcium deelle. Or, les
membres de la famille Bcl-2, dont la régulation el entre autres de
p53, sont impligués dans le maintient homéostatiqie la
concentration en calcium dans le réticulum endopigse. De plus,
l'efflux d’ions calcium agit souvent comme une blsu
d’amplification de libération de cytochrome c. Hfet le cytochrome
c libéré lie le récepteur IngRuU niveau du réticulum endoplasmique,
entrainant une libération plus importante de caiciCette nouvelle
libération de calcium entraine alors une libératiorassive de
cytochrome ¢ depuis la mitochondrie, boucle de ledgun positive
qui aboutit a I'activation des caspases (Jin an@étty, 2005). Ces
voies apoptotiques ne sont donc pas totalemenpémifantes et une
interaction complexe a lieu entre elles (Boureéval, 2003).

L’activation de p53 peut induire soit I'arrét dycte cellulaire
soit I'apoptose. Qu’est-ce qui détermine si lauelldoit cesser de
proliférer ou bien mourir ? Le choix de vie ou dertmpourrait étre
modulé par certains genes préférentiellement tciings par p53
(Bourdonet al, 2003). La régulation transcriptionnelle compréad
fait que p53 doit « décider » quels génes serotivéscou réprimes
(Braithwaite and Prives, 2006). Différents nivealexp53 au sein de
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la cellule ainsi que les différences d'affinité ¢&3 pour ses
promoteurs cibles peuvent faire pencher la balarers I'une ou
l'autre issue. Suivant le type cellulaire, les sign cellulaires vont
varier et les cofacteurs exprimés peuvent entraidiéierentes
réponses. En aval de p53, la surexpression de géiegpoptotiques
peut aussi influencer le destin cellulaire. Les ifications post-
traductionnelles de p53 (phosphorylation, acétytatisumoylation,
etc.) peuvent également modifier la réponse trgmsannelle
orchestrée par p53, entrainant des lors le choineal voie en
particulier (Bourdoret al, 2003).

En l'absence de stress, p53 a un temps de denuei®
minutes a température corporelle (Broatnal, 2009).Mdm2 un des
genes cibles de p53, code pour une E3 ubiquitgesd qui lie p53,
promeut son ubiquitination et sa dégradation pacdeplexe du
protéasome (Bourdoet al, 2003).MDM2 inhibe aussi la fonction de
p53 en modulant son activité transcriptionnelleeetprévenant son
interaction avec la machinerie de transcriptioninteraction entre
MDM2 et p53 se fait au niveau du TAD1 de p53. Hetetune hélice
a de p53 s’insére dans une fente au sein de laipeokdDM2 grace a
des interactions hydrophobes (Kussé¢ al, 1996). Une boucle
d’autorégulation permet a p53 dactiver la transton du géne
Mdm2 Une expression élevée de MDM2 entraine une ditioinwdu
niveau de p53, ce qui en retour méne a une dinoinute I'expression
de MDM2. MDM4 est un homologue structurel de MDM&i geut
former un hétérocomplexe avec MDM2 et potentialiser
'ubiquitination de p53. ARF (Alternate Reading Fr&), suppresseur
de tumeur qui interagit avec MDM2, inhibe la dégtamh de p53 et
permet sa stabilisation (Ersietrral, 2004).

Outre ses fonctions de suppresseur de tumeur, gfBeaaussi
un réle important dans le maintien de 'homéostasiulaire. Ainsi,
p53 régule la glycolyse et la phosphorylation oxivda(OXPHOS)
par la régulation transcriptionnelle du géene enl &ANGAR (TP53-
induced glycolysis and apoptosis regulator) et lpasynthése de
cytochrome c oxydase 2 (SCOZridqure 2). Le suppresseur de
tumeur régule négativement la glycolyse en activdhGAR,
inhibiteur de la fructose-2,6-bisphosphate. En metia, p53 regule
positivement OXPHOS grace a la régulation positde SCO2,
membre de la chaine de transport d’électrons awanivde la
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membrane mitochondriale interne. La régulation 8AR et SCO2
par p53 est probablement séquentielle suivant éssibs cellulaires
(Madanet al, 2011).

Glucose

(GLUT] Cell membrane]
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\\p53]
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\ (Ac-Co \ / Tl
Pyruvate —pp——" 4

] = U - = _— s
, | | S\ |

" Mitochondrion "

Figure 2 : p53 module le métabolisme énergétique cellulaire.

p53 réprime I'expression des genes des transperi@erglucose (comme
GLUT1 et GLUT4) et augmente les niveaux de TIGAR, inhibiteur de |
glycolyse. De plus, p53 augmente le niveau de S@&s la membrane
mitochondriale interne, favorisant ainsi la redjpira mitochondriale.
TIGAR, TP53-induced glycolysis and apoptosis regulaSCO2, synthesis
of cytochrome ¢ oxidase 2 (Zheng, 2012).

1.1. Cancer et p53

Le cancer est une maladie essentiellement génétique
(Vogelstein and Kinzler, 2004). Le développementtdmeurs est
possible grace a un processus de sélection Darwiiie effet, une
succession de mutations, chacune conférant l'uliaotre avantage
de croissance, mene a la conversion progressivelildes normales
humaines en cellules cancéreuses. Les tumeurs hesngartagent
ainsi un certain nombre d’altérations dans la piiggie de la cellule
qui, collectivement, coordonnent une croissance ignel Ces
altérations comprennent : une autosuffisance erasigde croissance,
une insensibilité aux signaux d’inhibition de ceziace, une résistance
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aux stimuli apoptotiques, un potentiel réplicdtifiiité, le maintien de
I'angiogenese, l'invasion tissulaire et la capacité former des
métastases (Hanahan and Weinberg, 2000; Sckmitt, 2000). Les
tumeurs deviennent résistantes a I'apoptose emigav I'expression
et/ou I'activation de protéines anti-apoptotiquesyt en réprimant
I'expression et/ou I'activation des protéines ppmjatotiques. Cette
répression peut aussi se faire par délétion ou tiootales genes
codant pour ces protéines. Ce sont a la fois léssviatrinseque et
extrinséque qui peuvent étre affectées. Ces détgus comprennent
les membres anti-apoptotiques de la famille Bdeg,IAPs (protéines
inhibitrices de I'apoptose) ainsi que les voies3RIAKT et NF-kB
(Jin and El-Deiry, 2005).

Dans la quasi-totalité des cancers humains, la deip53 est
altérée (Vogelsteiet al, 2000). Une moitié d’entre eux comprennent
des mutations dans le gem®53 L’autre moitié maintient le géne
TP53 sauvage mais acquiert des altérations génétiques o
épigénétiques qui compromettent la réponse dépendanp53. Dans
95% des mutants p53, c’est le site de liaison ®NAqui est altéré.
Ces mutations sont classées en deux catégorias Iseloeffet sur la
stabilité thermodynamique de la protéine p53. Lenpére catégorie
inclut les mutations de résidus directement img&gdans le contact a
I'ADN (Figure 3). La seconde catégorie regroupe les mutations qui
provoquent des distorsions locales ou globalesadmhformation de
la protéine (Brosh and Rotter, 2009). Une hétérgeabérisation de la
protéine mutante avec la protéine sauvage entraieeinhibition de
I'activité de p53, réduisant son activité transtopnelle (Brownet
al., 2009). Beaucoup de mutants de p53 perdent lewctitm de
suppresseur de tumeurs et acquierent une actioiténadnt-négative.
lls peuvent aussi montrer une activité oncogénigya est
indépendante de p53 sauvage. Les mutations de @&a3ssuvent
associées a une résistance aux thérapies dansobpade lignées
cellulaires malignes. Ce phénoméne est partiellenagtribué a
I'activité transcriptionnelle de p53 sur le geMDR1 (multi-drug
resistance 1) et a son interférence avec I'apogi®sesh and Rotter,
2009).
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Figure 3: Distribution des mutations du géne TP53.

a) Diagramme circulaire représentant les difféemmitations dérivées de
tumeurs, figurant dans la base de données IARC MRAStion.

b) Distribution des mutations faux-sens rapportédeng de la séquence de
p53 (393 acides aminés). Les six mutations lesqiusantes sont surlignées
en jaune pour les mutations de contact a I'ADNt peur les mutants avec
des distortions locales et bleu pour les mutardbaiement dénaturés. Les
domaines qui composent p53 sont alignés en des3dysdomaine de
transactivation ; PR, domaine riche en proline ;LDBomaine de liaison a
'ADN ; Tet, domaine de tetramérisation ; Reg, damade régulation C-
terminal. Ces données sont issues de la base deée®rARC TP53
Mutation Database version R13 (Novembre 2008).4Brend Rotter, 2009).

Dans le cas des tumeurs d253 n’est pas muté, la voie de
p53 est altérée. La dérégulation des voies en aetoeh aval de p53
facilitent la tumorigenese (Efeyan and Serrano,7200n and El-
Deiry, 2005). Parmi ces dérégulations, on retroli@kération des
régulateurs tels qu’ATM (ataxia telangiectasia rtedg MDM2, ou
ARF. Les mécanismes impligués comprennent une aotguien de
I'expression de MDM2 et MDM4, ainsi qu'une délétiamu une
inactivation épigénétiqgue d’ARF (Browet al, 2009). La voie de p53
peut aussi étre entravée par la séquestration ghresseur de tumeur
dans un compartiment cellulaire donné. En effetpriatéine PARC
(Parkin-like ubiquitine ligase) est capable de s&tper la protéine
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p53 dans le cytosol, inhibant ainsi I'apoptose délpate de p53
(Nikolaev et al, 2003). Enfin, des protéines virales peuvent aussi
conduire a linactivation de p53 sauvage. Ainsi geotéine E6,
produite par le virus HPVs (Human Papillomavirusesut lier p53 et
induire la dégradation du suppresseur de tumeurdepg@rotéasome
(Thomaset al, 1999). La protéine SV40-Tag (SV40 large T ant)gen
issue du virus simien 40, peut aussi lier et invactp53 (Lane and
Crawford, 1979).

La résistance a I'apoptose des cellules tumoesdesn frein a
la thérapie anti-cancéreuse (Hanahan and Weinb&@00).
Heureusement, des voies multiples avec une certasiendance au
sein d'une cellule, impliquent le développementsiids de nouvelles
thérapies. En effet, il est probable que les aedlWlancéreuses qui ont
perdu un composant pro-apoptotigue possédent endteatres
composants similaires en attente d’activation &hd El-Deiry, 2005).
De nombreuses stratégies apparaissaient comme fpeases en
choisissant la voie de p53 comme cible dans leecdtinterventions
thérapeutiques contre le cancer. Ainsi, on vise dttivation » de p53
dans le cas de tumeurs qui ont conservé le Jét8 sauvage, la
« réactivation » de mutants de la protéine p53 mufuisant des
changements de conformation, et la constructiogetits qui ciblent
les voies défectueuses dépendantes de p53 (Brétithauad Prives,
2006). Des étudas vitro etin vivo ont montré que la réactivation de
p53 peut entrainer I'élimination de tumeurs (Veatiral, 2007; Xue
et al, 2007; Yonish-Rouachkt al, 1991). En effet, la restauration de
I'expression de p53 sauvage dans une lignée legc&mmurine
dépourvue de p53 entraine l'apoptose cellulairevitro (Yonish-
Rouachet al, 1991). En contrdlant I'expression de piBBvivo au
moyen de la stratégie Cre-loxP, I'équipe de Venwraontré que la
réactivation de p53 entraine la régression de lymms et sarcomes
chez la souris (Venturet al, 2007).

De nombreux efforts ont été fournis pour restaliegroptose
des cellules cancéreuses munies de p53 muté, netainen utilisant
des molécules visant a restaurer la fonction nandal ces mutants
(Fadeel and Orrenius, 2005). Par exemple, la midésBR-246 sous
sa forme active lie de facon covalente les cyssedee p53 mutant et
sauvage. Cette interaction entraine la réactivatiem mutants et le
repliement correct de la protéine sauvage (Bykal/\&fman, 2014).
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D’autre part, dans le cas de cancers ou p53 saueage
maintenu dans la cellule tumorale, d’autres traget® visent a activer
ce suppresseur de tumeur, par exemple en con@matawn principal
inhibiteur (Drakoset al, 2011). En effet, MDM2 est génétiquement
amplifié dans de nombreuses tumeurs humaines. Bensystémes,
une faible diminution de I'expression de MDM2 petrde restaurer
I'activité de p53 (Browret al, 2009). Les premiéres petites molécules
antagonistes de MDM2 découvertes avec une aciivitévo ont été
les nutlines. Celles-ci lient MDM2 sur le site daidon de p53
(Vassilevet al, 2004). Les nutlines peuvent entrer dans de namibre
types cellulaires en culture et inhibent I'interant avec une haute
spécificité, menant a la stabilisation de p53 efoa activation. La
nutline-3a affecte difféeremment les cellules saimgsles cellules
cancéreuses. Chez les cellules saines, elle prevdguduction
d’effets biologiques réversibles tels que I'arrétaycle cellulaire aux
phases G1 et G2. Dans le cas de cellules maligneyyes de p53
sauvage, la nutline-3a provoque l'induction de dpiwse (Brownet
al., 2009; Drakost al, 2011).

Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1)aetaspase 9
étant des effecteurs en aval de p53 lors de I'aepieur perturbation
en situation d’apoptose intrinseque facilite la ngfarmation
oncogénique et le développement de tumeurs cheaulids (Soengas
et al, 2001). Une régulation négative ou une séquesitratiApaf-1
sont des stratégies courantes de la résistanceatipoe dans diverses
formes de cancers humains (Fadeel and Orreniu$)20@survivine
représente I'un des génes les plus spécifiques atheec dans le
génome humain. En effet, son expression est in@dtecdans les
tissus différenciés adultes mais abondante daréretits types de
cancers humains. Son inactivation thérapeutiquel res cellules
cancéreuses plus vulnérables aux traitements antéceux et
restaure I'apoptose (Zaffaroet al, 2005).

La recherche de nouvelles tratégies pour luttetreda cancer
se penche sur la combinaison de molécules théigpest Ainsi, il
est possible de réactiver p53 sauvage au sein delhde cancéreuse
en utlisant conjointement de faibles doses de inmeg| de
doxorubicine et de roscovitine. Ensemble, ces nubddcont montré
un effet de synergie conduisant & une apoptosealkedes tumorales
humaines qui expriment p53 sauvage. En ce qui coedes patients
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atteints de cancers pourvus de mutants p53, lidgaus attrayante
serait de les traiter avec une « cyclothérapieetorSce concept, la
premiére phase consiste a placer I'ensemble désleselsaines du
patient en arrét du cycle, en activant p53 sauvagee a un agent
non-génotoxique. Les cellules tumorales dépoundiesuppresseur
de tumeur sauvage, non affectées, vont donc carteénproliférer. La
phase suivante de cette cyclothérapie serait drsaiter le patient
avec un inhibiteur mitotique qui ciblerait spécifement les cellules
tumorales en prolifération. En arrétant le cycléutare des cellules
saines, p53 agirait comme un chémoprotecteur desistiface a
I'inhibiteur mitotique et seules les cellules cameses seraient
affectées. La cyclothérapie permettrait ainsi d&viles effets
secondaires néfastes des molécules anti-mitotigbest en
optimalisant la suppression des cellules cancése(Bmwn et al,
2009).

1.2. Lesvoies d’activation de p53 suite aux dommages de 'ADN

L'activation de p53 est regulée par des mécanighfiEsents
en fonction du stress (lésion de [I'ADN, hypoxie,gr&ux
oncogeéniques,...). La protéine p53 dans sa formeiugase trouve en
faible concentration dans le cytoplasme. Cela ésa iMDM2, dont
I'inhibition est modulée par des modifications clevaes des deux
protéines (MDM2 et p53) et par d'autres protéiréulatrices. Par
exemple, l'activation de p53 par des signaux onuogés chez la
souris dépend principalement de [linduction de pREA
(correspondant a pl4 chez 'homme). En effet, p1IRARduit la
capacité d'interaction entre p53 et MDM2, ce quirnp la
stabilisation de p53 (Fustet al, 2007).

Le réseau activé en cas de dommages a I'’'ADN esplesen I
comprend une multitude de protéines qui déteceerttommage, qui
transmettent le signal au sein de la cellule, &t epécutent les
réponses cellulaires-igure 4). En réponse aux cassures double brins
de 'ADN (CDB), la kinase ATM est activée. Cellexza activer de
multiples protéines effectrices, telles que p53, WID et CHK2
(Checkpoint Kinase 2). La phosphorylation de laneél5 de p53 par
ATM permet sa stabilisation. Une fois stabilisé,3pStimule la
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transcription du gén€DKN1A (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor
1A), qui code pour la protéine p21/WAF1/CIP1 (p2k [a suite). La
protéine p21 est un puissant inhibiteur direct clamplexes cycline-
CDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2), -CDK1 et -CDK4é&npéchant
ainsi la progression du cycle cellulaire depuigplase G1 vers la
phase S (Gartel and Radhakrishnan, 2005; KastanLend 2000;
Schmittet al, 2007; Shiloh, 2001). Les protéines qui sont rgesi au
CDB sont les complexes protéiques comprenant NB&II/MRad50
(Kastan and Lim, 2000; Schmdt al, 2007). On pense que lorsqu’il y
a peu de CDBs, une petite fraction de p53 suffistinuler la
transcription du géne codant pour p21l. Lorsqu’ib ybeaucoup de
CDBs, p53 s’accumule au-dela d’'une certaine lintéequi active des
génes pro-apoptotiques tels que ceux codant poxy Bama et le
récepteur FAS (Roos and Kaina, 2006).

Moins bien caractérisée, la kinase ATR est activésgju’il y a
des défauts dans la fourche de réplication de I'’AddNles dommages
simple brin de 'ADN. Son activation entraine cetles protéines
effectrices telles que p53 et CHK1. L’activationsderotéines
effectrices en général peut entrainer l'arrét dualecycellulaire, la
sénescence ou l'activation de l'apoptose (Kastad kim, 2000;
Schmittet al, 2007). Afin de prévenir I'entrée de la cellule @mase
S, les kinases CHK1 et CHK2 ciblent la phosphatasgglatrice
CDC25A. La phosphorylation multiple de CDC25A eirnim sa
protéolyse via ubiquitination, ainsi que la phogsptaiion et
I'inhibition du complexe CDK2-cycline E qui normahtent assure la
transition de la phase G1 vers la phase S (Fetlek, 2001).

ATM et ATR, ainsi que les kinases CHK1 et CHK2 pewntv
donc cibler le suppresseur de tumeur. La phosphooyl et la
stabilisation de p53 méne a l'accumulation de mitrainant I'arrét
du cycle cellulaire en G1/S (Shiloh, 200A)ors qu’ATM est activée
par des CDBs, ATR est principalement activée ennép aux UVs et
a des agents qui entrainent des blocages de lehfode réplication de
'ADN. ATM et ATR exercent trois fonctions cruciae la
stimulation de la réparation des dommages a I'AldNyégulation
négative du cycle cellulaire et I'induction de lgpiose via p53 (Roos
and Kaina, 2006).
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Figure 4: Activation d'ATM et ATR suite a un dommage a I'ADN.
L'activité spécifigue d’ATM augmente en présencecdsesures double brins
(DSBs) suite a une radiation ionisante. G1: ATMtivéc (ATM*)
phosphoryle trois protéines impliqguées dans leréntes fonctions ou des
niveaux de p53; p53 (Serine 15), CHK2 (thréoniBe & MDM2 (serine
395). Il semblerait qu’ATM active aussi la CHK2 &Be, permettant la
phosphorylation de p53 en sérine 20. Cette phogfatimn ainsi que celle
de MDM2 inhibent la liaison de MDM2 a p53, permattane augmentation
de p53 dans la cellule. Cette augmentation induitanscription de p21, qui
inhibe la CDK2-cycline E et entraine I'arrét du leyen phase G1. S : ATM*
phosphoryle NBS1, étape requise pour I'arrét dlecgn phase S suite a une
radiation ionisante. NBS1 fait partie d’'un compleagec les protéines
MRE11, RAD50 et BRCA1, dont le réle dans I'arrét cicle en phase S
n'est pas encore clairement établi. CHK2 peutiadtss impliqué dans cette
voie suite a son activation par ATM, en assuranptosphorylation de
BRCAL ou NBS1. G2: Les cibles en aval d’ATM ne ts@as encore
identifiées au point G2. CHK1 et CHK2 sont probate@t des cibles
d’ATR et ATM respectivement, en phase G2. CDC25C1413-3 sont
impliqués dans la régulation de la kinase CDCa @rrbgression du cycle en
phase G2. Les fleches en pointillés et les poilittetrogation représentent
des étapes possibles de signalement, tandis quefldekes pleines
représentent les phosphorylations reportées (Kastdim, 2000).
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1.3. Translocation mitochondriale de p53

En conditions normales, p53 est maintenu a un nivesesal
grace a la poly-ubiquitination induite par MDMZ2, igentraine sa
dégradation (Grossmaet al, 2003). Des études ont montré que la
mono-ubiquitination de p53 favorise son exportati@puis le noyau
vers le cytoplasme (Brooks and Gu, 2006). Une fdans le
cytoplasme, la grande majorité de p53 est polywibigee et dirigée
vers le protéasome afin d'y étre dégradé. En l'absele stress, un
faible niveau de p53 reste présent dans les tissumaux, localisé
dans le cytoplasme ou le noyau. Quelques donngggent que p53
sauvage peut étre localisé en association avegttsquelette. Son
interaction avec les microtubules serait assurédaparotéine moteur
dynéine, qui participerait également au transper{p83 a travers la
cellule en conditions de stress, utilisant le résda microtubules
comme une « autoroute » (Giannakakoal, 2000).

Lors de différents stress, p53 subit une transimcat
mitochondriale. Le suppresseur de tumeur p53 egbudgu de
séquence d’adressage mitochondrial et il n'y a pasore de
mécanisme de localisation mitochondriale clairemeétabli.
Cependant, certaines pistes sont émises. Ainsigte suggérée que la
biosynthése de cardiolipine pourrait faciliter tansfert de p53 a la
mitochondrie (Liet al, 2010). En cas d’hypoxie, le suppresseur de
tumeur Tid1 favoriserait sa translocation mitochadd (Ahn et al,
2010). Ces deux mécanismes sont décrits ci-dessous.

La cardiolipine (1,3-bis (19,29-diacyl-39-phospHesy
glycerol)sn-glycerol) est un phospholipide anionique, asyméti et
restreint a la mitochondrie. Il s’agit du compog#sgpholipidique
majeur de la membrane interne et externe mitochaledi8-15%). Sa
biosynthese est régulée par le CDS (CDP-diacylghyanthase) qui
convertit 'acide phosphatidigue en CDP-diacylglypté La PGS
(phosphatidylglycerophosphate synthase) catalysdodmation de
phosphpatidylglycerolphosphate & partir de CDPydiggcérol et de
glycerol-3-phosphate (Let al, 2010). Il a été démontré qu’il y a une
interaction électrostatique entre le C-terminalpd8 d'une part, la
cardiolipine, le phosphatidylglycérol et I'acideqdphatidique d’autre
part in vitro. Cependant, [linteraction entre p53 et [lacide
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phosphatidique est plus évidente, ce qui suggesep§8 pourrait étre
impliqué dans la voie de biosynthése de la caplim. La diminution
de I'expression des protéines PGS et CDS entraiaaediminution de
la translocation mitochondriale de p53. Ceci suggeéue la
cardiolipine et ses précurseurs pourraient avoir e de
transporteurs et faciliter ainsi le transfert d& pgrs la mitochondrie.
L'interruption de la biosynthése de cardiolipine deminue pas
seulement le taux de translocation mitochondriglg®3 mais réduit
aussi la translocation mitochondriale de Bcl-xBet-2. Comme il a
éeté démontré que p53 lie Bcl-xI (Mihast al, 2003; Parket al,
2005), il est suggéré que p53 agit comme un tratspodans la
localisation de Bcl-xI a la mitochondrie (Bivigt al, 2006; Endoet
al., 2006; Liet al, 2010).

Le suppresseur de tumeur Tidl forme un complexe a%8
en conditions d’hypoxie. Ce complexe permet lagi@ration de p53
a la mitochondrie et l'initiation subséquente devtae apoptotique
mitochondriale. La perte d’expression de Tid1l abrtzgtranslocation
mitochondriale de p53 et inhibe I'apoptose. Uneespression de
Tid1l promeut la relocalisation mitochondriale de3 & I'apoptose.
Ces résultats établissent Tidl en tant que nouvégulateur de
I'apoptose dépendante de p53. Les thérapies vasgmbomouvoir la
fonction de Tid1 favoriseraient donc la localisatimitochondriale de
p53 et I'apoptose dans différents cancers (&hal, 2010).

Outre les transporteurs, des inhibiteurs de lastomation
mitochondriale ont aussi été décrits. A titre dimpdes, I'obstruction
des PTP par la cyclosporine A (qui fixe la cycldple D, composant
des PTP) inhibe la translocation mitochondriale stippresseur de
tumeur (Liuet al, 2008). La pifithrin-pu, en diminuant I'affinité deb3
pour les membres de la famille Bcl-2, empéche égahe la
relocalisation de p53 a la mitochondrie (Stretal, 2006). De plus, il
semble que la protéine Bak assure aussi un roke ldanesure ou p53
est incapable de transloquer & la mitochondrie tenselluleBak ™
(Leuet al, 2004).
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Les modifications post-traductionnelles de p53 jawaissi un
réle dans sa localisation subcellulaire. En eféetnonoubiquitination
de p53 est nécessaire a son exportation nuclé@isgtef et al,
2007) et pourrait méme étre impliguée dans le méoan de
translocation mitochondriale (Marchenko and MollD0Z). Des
données indiquent que ni l'acétylation ni la phasglation sont
impliqguées dans la localisation mitochondriale d&3 p(Mahyar-
Roemeret al, 2004; Nemajeroveet al, 2005). La nitration des
tyrosines de p53 empéche sa translocation mitoctadaedHernlund
et al, 2009). Il a été démontré que la phosphorylatiedadsérine 15

favorise l'interaction de p53 avec Bcl-2 et Bcl¢Slykeset al, 2009).

1.4. Modifications post-traductionnelles de p53
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Figure 5: Sites de modification post-traductionnekts de p53.

La représentation schématique des 393 acides ardmda protéine p53
humaine indique les sites de modification postuctidnnelles. Parmi
celles-ci, la phosphorylation, I'acétylation, I'gpitination, la méthylation,
la neddylation et la sumoylation. Abréviations: ndone de
transactivation N-terminal (TAD), domaine richemoline (PRD), domaine
de tétramérisation (TET), domaine de régulatior@inal (REG), arginine
(R), lysine (K), sérine (S), thréonine (T) (Mackiand Hupp, 2009).

Les modifications post-traductionnelles sont deevoapides,
efficaces et réversibles de régulation de la stépile la localisation,
de la fonction et des interactions d'une protéinecad’autres
molécules. La stabilisation et I'activation de p88pendent d'une
série de modifications post-traductionnelles : |aogphorylation,
'acétylation, la méthylation, I'ubiquitination, lssumoylation, la
neddylation, la glycosylation et la rybosylatiokigure 5). Ces
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modifications jouent aussi un réle de signal peutr&fic cellulaire de
p53 entre les organelles. Comme p53 est une peog#incipalement
nucléaire, son exportation nucléaire et son abarelarytosolique
déterminent sa capacité a interagir avec la mitodhe.

L’'ubiquitination de p53, assurée par la protéine W) est
cruciale pour son exportation nucléaire (Caeteal, 2007). En effet,
p53 est monoubiquitiné par MDM2 dans le noyau, aeau de sa
région C-terminale, dévoilant alors la séquence xmbetation
nucléaire (NES) de p53. Le suppresseur de tumeuir gders sortir
vers le cytosol (Gottifredi and Prives, 2001). MDM@ catalyse que
les monoubiquitinations de p53 (a un ou plusieitesstandis que les
polyubiquitinations de p53, qui I'adressent au @asome, impliquent
le cofacteur cytosolique CBP/p300 (Grossmeaal, 2003).

L’acétylation stabilise la protéine p53 et inhibeons
ubiquitination par MDM2 puisque ces modificationst éieu sur les
mémes sites. De plus, l'acétylation induit un changnt de
conformation de p53 qui empéche l'ubiquitinatiorr pADM2 des
résidus lysine non acétylés. Ces deux mécanismeereat a p53
acétylé un temps de demi-vie considérable, degeusdeux heures (Li
et al, 2002). L'acétylation stimule aussi l'activité miscriptionnelle
de p53 et sa liaison a 'ADN, grace au recrutem@atctivateurs
(Brooks and Gu, 2006). En cas d’hyperacétylatioB3 me peut
oligomériser : il s’accumule alors dans le cytoplas suite a
I'exposition du NES (Kawaguchet al, 2006). Ainsi, la localisation
subcellulaire de p53 dépend de l'acétylation. Un&le indique que
p53 est acétylé dans le noyau, et dé-acétylé dangtbplasme (Han
et al, 2008).

La sumoylation, impliquant la protéine SUMO (Small
ubiquitin-related modifier), affecte la protéinentérét en empéchant
d'autres modifications telles que l'ubiquitinatidme résidu Lys386 de
p53 est sujet a la sumoylation. Ceci entraine uime@ndtion de
I'expression des génes cibles du suppresseur deutuimpliqués
dans l'apoptose cellulaire (Schmidt and Muller,20Qa sumoylation
au niveau de la lysine 386 promeut I'exportatiorcl@éaire de p53
(Carteret al, 2007; Hecet al, 2011).
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Chapitre 2 : Les voies de I'apoptose

2.1. Introduction a I'apoptose

Le terme «mort cellulaire programmée » est utilgaur
décrire la mort cellulaire qui survient a des motaagt des endroits
prédictibles. Cette dénomination implique que lartnest inclue au
sein du développement et maintien de I'organismel{ and Steller,
2011). L'apoptose a €été décrite pour la premieis &m 1972 par
Currie et son équipe (Keret al, 1972). C'est la forme la plus
courante de mort cellulaire programmée, processuses cellules
activent un programme de suicide intrinséque. Lapse est une
mort cellulaire finement régulée et mesurée danscdatexte
physiologique. Elle comprend une série de chang&smen
morphologiques et biochimiques tels que: la disgmn des
membranes, le rétrécissement de la cellule, la exsation de la
chromatine, la fragmentation de 'ADN et du noyaumtrainant la
formation de corps apoptotiques. Ceux-ci sont &pieht reconnus,
ingérés et deégradés par des phagocytes ou dedeseiloisines
(Fadeel and Orrenius, 2005; Kroemetral, 2009). Ce type de mort
cellulaire se différencie de l'autophagie et dadarose ou nécroptose
(Figure 6).

23



. \ Necrosis

AV 3O

: % \
Apoptosis OO 0'.
¥

€]
“ °
Cell Shrinkage -% \ . Cell Swellin
Membrane Blebbing 0. s 0 D ’
‘e i amaged Organelles
o N
o (<]
=
e (<) ® @
(D [9%v. o
o~ 00 ‘@
.. ©
Nuclear Fragmentation 3 .0@ SRR ST
@) @) Cell Lysis

Figure 6: L'apoptose est une mort cellulaire programméeaquiprend la
dissociation des membranes, le rétrécissement delllde, la condensation
de la chromatine, la fragmentation de I’ADN et doyau, entrainant la
formation de corps apoptotiques. L'autophagie estatérisée par une
séquestration du matériel cytoplasmique au seiutofdagosomes qui
fusionnent ensuite avec des lysosomes. L'autophadieu en absence de
condensation de la chromatine et en présence d/acgolisation massive
du cytoplasme. La nécrose est caractérisée paaugraentation du volume
cellulaire, un gonflement des organelles, une meptde la membrane
plasmique et la perte subséquente du contenu détiikaire. (Tanet al,
2014).

L’autophagie est caractérisée par une sequestrdtionatériel
cytoplasmique au sein d’autophagosomes, afin didgradés par les
lysosomes. La fusion entre les autophagosomes setyssomes
génere des autolysosomes ou le contenu de I'aujopbee ainsi que
sa membrane interne sont dégradés. La mort cedybair autophagie
est morphologiquement définie comme ayant lieu beeace de
condensation de la chromatine et en présence debreases
vacuolisations autophagiques dans le cytoplasmeefier et al,
2009).
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La nécrose est caractérisée par une augmentatiowoldme
cellulaire, un gonflement des organelles, une mgptle la membrane
plasmique et la perte subséquente du contenu éflirkgre. La
nécrose est une mort cellulaire non programméedemtelle, qui
survient suite a des conditions physiopathologiquekes que
I'infection, l'inflammation ou I'ischémie (Blank ahShiloh, 2007). Il
existe une mort cellulaire semblable a la nécrosgs qui survient de
facon régulée par des voies de transduction delsagmsi que par des
mécanismes cataboliques. Cette mort cellulaire rparomée porte le
nom de nécroptose (Kroemast al, 2009). Elle comprend une
hyperactivation de PARP (poly(ADP-ribose)polyméjasiivie de
I'épuisement de I'ATP cellulaire et I'activation delP (Receptor
interacting protein). Ceci entraine I'exécution te nécroptose,
caractérisée par une production de ROS (Reactiygemxspecies), la
peroxydation des lipides, le gonflement des ordasgla rupture de la
membrane cellulaire et la libération du contenuracellulaire
(Vandenabeelet al, 2010).

Dans chaque étre humain, un million de cellulesissant
'apoptose par seconde, dans le cadre du renouwatie et de la
régénération journaliere des tissus (Reed, 200&stl donc crucial
que I'équilibre entre la mort et la prolifératioallolaire soit finement
régulé. En circonstances normales, les cellulesoranthgées ou
inutiles a Il'organisme entreprennent |'apoptose.pébelant, des
défauts dans I'exécution de cette mort cellulan@gpammeée peuvent
conduire a différentes pathologies comme les masaduto-immunes
et la tumorigenéese. Dans le cas de tumeurs humaiegsains genes
qui contrbélent I'apoptose sont mutés ou mal réguBgnk and
Shiloh, 2007). Comprendre le mécanisme de régulat®|'apoptose
dans le cas du cancer est dés lors un sujet inmpopaur le
développement de nouvelles thérapies contre cetladne.
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2.2. Les deux voies apoptotiques

Intrinsic pathway Extrinsic pathway
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Figure 7: Voie extrinséque et intrinséque de I'apojpse.

L'apoptose peut étre induite grace a des réceptalitdaires tels que Fas et
TNFR1 (voie extrinséque a droite) ou bien par dg=nts génotoxiques ou
des stress métaboliques (voie intrinséque a gautle)oie intrinseque
débute avec linduction ou l'activation post-trationnelle des protéines
BH3 only, ce qui entraine l'activation des membe#fecteurs Bax et Bak
(ligne en pointillés) et I'inactivation de membrasti-apoptotiques de la
famille de Bcl-2. Ceci favorise I'oligomérisationedBax et Bak et la
formation de pores au sein de la MME, ce qui prdnauibération de
cytochrome c ainsi que d’autres effecteurs de papse dans le cytosol. Le
cytochrome c entraine I'activation de APAF1 en dpspme, ce qui permet
d’activer les caspases et I'apoptose. La voie ms@éque peut sauter I'étape
mitochondriale. En effet, la caspase 8 initiatrjpeut dans certains cas
activer directement la caspase 3 effectrice. Dafautrés cas, une
amplification du signal apoptotique nécessite daisepar la mitochondrie.
La caspase 8 clive la protéine BH3 Bid et sa fotmaquée, tBid, peut
directement activer Bax et Bak (Youle and Strasz@0g).
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Deux voies principales permettent I'activation cepbdptose
chez les mammiferesFigure 7). La premiere, nommee voie
extrinséque, implique la liaison entre un ligandra&cellulaire et un
récepteur transmembranaire a la membrane plasmCgtée liaison
entraine alors le recrutement de protéines cyipsed, I'activation de
caspases initiatrices et en conséquence l'activates caspases
effectrices en aval (Blank and Shiloh, 2007).

La seconde voie est la voie intrinséque, aussiléppeoie
mitochondriale, placant la mitochondrie au cceurlaleascade de
signalement. En effet, la mitochondrie n’est paslesaent un
important producteur d’ATP, elle est aussi unemare a poisons »
préte a libérer diverses protéines pro-apoptoticquerss le cytosol
(Fadeel and Orrenius, 2005). Cette voie integresagsux provenant
d'une large variété de stress, tels que le domnamd@DN, les
dommages au cytosquelette, la perte de I'adhésan, qui
convergent vers la mitochondrie. Ces stimuli apogoes entrainent
la perméabilisation de la membrane mitochondriaterae (PMME),
permettant la libération des protéines qui se tatndans I'espace
inter-membranaire (Blank and Shiloh, 2007). Le cktome c,
composant essentiel de la chaine de transfertatfétes, est la plus
connue parmi les protéines libérées. Une fois dansytosol, cette
protéine interagit avec Apaf-1. Elle permet aladidison de dATP au
site de fixation nucléotidique d'Apaf-1. Cette #an induit un
changement de conformation de la molécule qui pkgbmériser en
apoptosome. L'apoptosome active ensuite la caspasdtiatrice de
la cascade des caspases (Green and Kroemer, Zifse(8).
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Figure 8: Formation de |'apoptosome et activation ds caspases.

Suite a un stimulus apoptotique, le cytochromet dile&ré de I'espace inter-
membranaire mitochondrial et interagit avec la q¢ir@ Apaf-1. Cette

interaction entraine un changement de configurgtiemettant la fixation

de dATP, entrainant I'oligomérisation d’Apaf-1 epoatosome. Celui-ci

interagit alors avec la caspase 9, permettantivat®n en cascade de la
caspase 9, 3 et 7 (Jiang and Wang, 2004).

2.3. La mitochondrie

La mitochondrie a été amenée au-devant de la scene
apoptotique suite a certaines évidences. Premiétertaedécouverte
des protéines de la famille de Bcl-2 et de leufestbLes membres
anti-apoptotiques de cette famille sont situés d#esveloppe
nucléaire, la membrane du réticulum endoplasmidqua enembrane
mitochondriale externe. Ces membres sont capaldeprévenir la
mort cellulaire induite par de nombreux stimulindalifférents types
cellulaires. Deuxiemement, un grand nombre de araegts dans la
biogenese et la fonction de la mitochondrie onétgervés associés a
'avenement de I'apoptose. Enfin, troisiemementa iEté démontré
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gue la translocation du cytochrome c de la mitodnenvers le
cytosol est une étape cruciale dans l'activationl’d@eoptose dans
difféerents modeles de mort cellulaire (Estaquétral, 2012). La
découverte décisive est I'inhibition de la libéoatide cytochrome c
par une surexpression de Bcl-2, ce qui établitnitéfement un réle
actif de la PMME dans I'apoptose (Yaagal, 1997).

Il a aussi été observé que la mitochondrie poulbérer
d’autres facteurs apoptotiques tels que Smac (seoatochondrial
activator of caspases)/DIABLO (direct IAPs bindipigtein with low
pH), Omi/HtrA2 (high temperature requierement fas}p qui
favorisent I'exécution apoptotique en inactivarg laPs (Verhagemet
al., 2000). Les protéines IAPs sont des régulateugatiié des
caspases. En effet, elles inhibent I'activité despases par interaction
directe. Elles peuvent aussi agir comme des E3uithig-ligase et
entrainer leur dégradation par le protéasome @@inEd-Deiry, 2005).
Une surexpression des IAPs peut donc contribu€pbricdgenése.
SMAC/Diablo augmente l'activation des caspasesatirecarrant la
fonction des IAPs par interaction directe. Omi/HirAssure le méme
rble et est en plus une sérine protéase qui clireaetive des IAPs.

La mitochondrie libére aussi des protéines pro-tyimpes
qui n'ont pas d’action directe sur l'activaté dexsgases. Parmi ces
protéines, il y a AIF (apoptosis inducing factorj Endo G
(endonucléase G). AlF est une flavoprotéine quigsul'induction de
I'apoptose, peut transloquer depuis la mitochondeies le noyau, ou
il dégrade 'ADN (Wanget al, 2002). Endo G est une endonucléase
qui entraine la fragmentation de 'ADN de faconépdndante des
caspases, dans les cellules de mammiférese(Lal, 2001). La
mitochondrie participe aux mécanismes de mort ik caspases-
dépendantes (cytochrome c¢, SMAC/DIABLO, Omi/HtrAZt
caspases-indépendantes (Endo G, AlF) (Jiang and)V2a04).
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2.4. Lavoie des caspases

Chez les mammiferes, I'induction de I'apoptose a&n& dans
la plupart des cas l'activation des caspases (Gogleft al, 2004).
Les caspases (cysteine-dependent aspartate-spepifiteases)
appartiennent a une famille de 14 protéases quiesgimeées sous la
forme de proenzymes. Le clivage par protéolyse aerdr leur
activation. En amont, les caspases initiatricest soapables
d’activation auto-catalytique. En aval, les caspassfectrices
nécessitent I'intervention des caspases initiggripeur étre activées.
Cette cascade protéolytique intracellulaire abcaitdémantelement
de la cellule et a la formation de corps apopt@sjFadeel and
Orrenius, 2005). Bien que la plupart des caspaseticipent a
I'apoptose, certaines sont impliquées dans d’autrésanismes, telles
gue la maturation des cytokines et le processu$la’nmation (Wang
and Lenardo, 2000). Certaines protéines anti-apigpis telles que
Bcl-2, Bcl-xI et IAPs sont aussi clivees par lespases. Cependant,
on ne sait pas encore si ces clivages constituennécanisme de
« feedback » positif ubiquitaire, ou bien un stimgpécifique d'un
type cellulaire ou d’'un événement particulier @ El-Deiry, 2005).

Ainsi, les substrats des caspases participent agepsus
apoptotique Figure 9). L'actine et les protéines cytosquelettiques qui
lient lactine contribuent a la dissociation de I membrane
cytoplasmique lorsqu’elles sont dégradées. Les nlasiainsi que
'appareillage permettant la mitose nucléaire Nulfuclear matrix
protéin) sont responsables de la perte de I'int&guicléaire lorsqu’ils
sont clivés. Les ACINUS (apoptotic chromatin corsiion inducer
in the nucleus) sont ciblés par la caspase 3,ieatrala condensation
de la chromatine, caractéristique de I'apoptose.ptaéine ICAD
(inhibitor of caspase-activated DNAse) est clivée fa caspase-3 en
CAD (caspase activated DNAse). CAD va alors transto dans le
noyau et induire la fragmentation de I'ADN tous 50 kb (taille
correspondant aux boucles de chromatine) (BlankSmioh, 2007).

D’autres substrats intracellulaires des caspasesjales roles
importants en réponse aux dommages a I'ADN, car ¢ivage et
désactivation entraine irrévocablement la celluersvl'apoptose.
Parmi ces substrats, il y a ATM dont le réle vigsades CDBs a déja
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été abordé dans cette introduction. La sous-uaitélytique de DNA-
PK (DNA-dependent protein kinase) participe auxaréapons des
CDBs en réalisant I'assemblage des extrémités nomologues
(Burma and Chen, 2004). La recombinase Rad51 gtol&ine Rad9
participent aussi a la réparation des CDBs, viaomdgnaison
homologue (Wyman and Kanaar, 2006). PARP-1, modiéefacon
post-traductionnelle de nombreuses protéines, ethéysant et liant
des chaines poly(ADP-ribose). PARP-1 permet enu&es la
translocation nucléaire d’AlF depuis la mitochordiou elle induit la
fragmentation de 'ADN, entrainant la condensatienla chromatine
a la périphérie du noyau (Schreiletral, 2006).

Les caspases peuvent aussi cliver et inactiversdestrats
nécessaires a la division et a la survie cellulagts que la Survivine
qui appartient a la famille des IAPs (Zaffaretial, 2005). De méme,
les caspases peuvent aussi inactiver des antagonigt la mort
cellulaire telles que les molécules anti-apoptagyBcl-2 (Kirschet
al., 1999) et Bcl-xI (Clenet al, 1998). Le clivage de Bcl-2 par les
caspases le prive de son domaine BH4 en N-ternueatjui lui fait
perdre sa capacité anti-apoptotique et le transgfogmmolécule pro-
apoptotique (Chengt al, 1997). De plus, les caspases entrainent
'apoptose non seulement en inactivant les mol&culmnti-
apoptotiqgues mais aussi en activant des régulafgrorapoptotiques
tels que Bid (Weiet al, 2000). Les événements qui précedent
I'induction de la PMME peuvent étre contrecarrésyp@ panoplie de
molécules intracellulaires inhibitrices de I'apog#o En revanche, le
clivage des substrats des caspases est un « gomgrdretour » dans
le déroulement du processus apoptotique (Blanknildh, 2007).
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Figure 9: Mécanisme des voies apoptotiques.

Le dénominateur commun des voies extra et intrimsgqde mort cellulaire
programmeée est la PMME (MOMP dans la figure) dtbération des protéines de
I'espace inter-membranaire. Les caspases initestrit effectrices apparaissent dans
des ellipses jaunes et rouges respectivement. Lra ertiulaire indépendante des
caspases est notée CICD dans la figure. Les iehifsit de I'apoptose sont
représentés dans des rectangles verts (Blank alwth S2007)
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2.5. Perméabilisation de la membrane mitochondriale externe

Il existe deux modéles majeurs, non exclusifs, exgliquent
comment les membres de la famille de Bcl-2 conttdie PMME.

Le premier modele implique la régulation de l'ouuves du
PTP (Permeability Transition Pore). Le PTP est uanat
macromoléculaire qui relie les membranes mitochiately interne et
externe. Les composants principaux du PTP sonpre®ines ANT
(adenine nucleotide translocator), VDAC1 (voltaggehdent anion
channel 1), le récepteur périphérigue aux benzégdiaes, la
cyclophiline D ainsi que I'hexokinase et la créatkinase, qui créent
ensemble un grand pore perméable aux solutés desrdeil,5 kDa.
La cyclophilidine D, située dans la matrice mitoatinale, facilite le
PTP, probablement en entrainant des changementsrdiguration
des protéines de la membrane interne (Green andnkan 2005).
L’'ouverture du PTP entraine une dépolarisation chibmdriale, la
dissipation du potentiel transmembranaire, un déege de la
phosphorylation oxydative et une augmentation dlurde dans la
matrice mitochondriale. Ceci entraine alors unetungp de la
membrane mitochondriale externe avec la libératiepécifique de
toutes les protéines contenues dans I'espace nmgerbranaire
(cytochrome c, AlF, DIABLO/Smac, Omni/Htra2).

Le second modele repose sur la formation de cadans la
membrane mitochondriale externe, formés par BaBat, deux
membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2ndDee modele, la
fonction mitochondriale n’est pas altérée dans lasure ou le
potentiel de membrane et la production d’ATP sortimenus. La
fonction de Bax et Bak semble étre régulée palipates et protéines
mitochondriaux tels que la cardiolipine et VDAC2oligomérisation
de Bax et Bak est fortement régulée par d’autresines de la
famille de Bcl-2 (Jiang and Wang, 2004). La forroatde ces canaux
permet la libération de protéines depuis I'espadterimembranaire
vers le cytosol. Dans ce modele, les autres mendwda famille de
Bcl-2 peuvent soit activer soit inhiber la formatiole ces canaux
(Jourdain and Martinou, 200%Figure 10).
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Figure 10: Voie mitochondriale de I'apoptose.
Suite a un stress tel que le dommage a I'ADN, ledémes de la famille
Bcl-2 sont régulés par des mécanismes transcripglen(davantage ou

moins

transcrits) et post-traductionnels

(phosplation, clivage,

relocalisation). Si la cellule est irréparable,d&maux pro-apoptotiques vont
conduire a la PMME (MOMP dans l'image), permettétlibération de
protéines solubles intra-membranaires tels queylechrome c. APAF-1,
cytochrome c et dATP vont ensuite former I'apoptos@vec la pro-caspase
9, permettant ainsi son activation. Ceci est lenppde départ de la cascade
d'activation des caspases. Ces caspases entraiesntphénotypes
apoptotiques tels que la condensation de la chineydé clivage de 'ADN
et le démantelement des membranes. (Anvekal, 2011)

Les mitochondries ont été considérées comme de=uract
passifs de l'apoptose avant l'activation des PTRpeDdant, ces
dernieres années ont apporté des évidences indiquan cette
organelle pouvait jouer un role actif dans la pexbilésation par Bax
et Bak. Plusieurs groupes de recherche clamentsignce de
protéines mitochondriales impliqguées dans I'ancreigeu I'insertion
de Bax et Bak dans la mitochondrie (Pettt al, 2009). A titre
d’exemple, Cheng et son équipe ont montré que Bakptexe avec
une isoforme de VDAC (VDAC?2) dans les cellules saipt que cette
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association maintient Bak inactif. Ceci permettrdg faire le lien
entre le PTP et les membres de la famille Bcl-2ef@gjet al, 2003).

Le suppresseur de tumeur p53 joue aussi un réetdians la
régulation de la PMME. Une fois a la mitochondpB3 interagit avec
les membres pro et anti-apoptotiques de la fardél®cl-2 (Chipuket
al., 2004; Leuet al, 2004; Miharaet al, 2003; Sotet al, 2007). De
nombreux meécanismes ont été considérés et serdatllé@e au
chapitre 3 de cette introduction.

La PMME est considérée comme un « point de nayiret
puisqu’elle entraine la cascade apoptotique. Emet,etbrsque la
PMME a lieu, la machinerie cytosolique répond ernivaot les
caspases. En cas d’inhibition des caspases, uaedeanort cellulaire
indépendante des caspases peut-étre enclenchée. o& peut
impliquer les protéines AlIF (Apoptosis Inducing teaX et Endo G
(Endonucléase G) (Blank and Shiloh, 2007). Une diaiss le cytosol,
AIF va transloquer dans le noyau et entrainer ladensation de la
chromatine ainsi que la fragmentation de I'ADN (igan et al,
2010). D’autre part, Endo G est aussi une nuclgastansloque dans
le noyau une fois libéré de I'espace intermambranaiitochondrial,
clivant la chromatine en fragments nucléosomauweflal, 2001).

2.6. Fonctions de p53 a la mitochondrie

Depuis plus de 10 ans, de nombreux articles déuriles
activités proapoptotiques de p53. En particuliees lactivités
apoptotiques indépendantes de son activité tratgornelle, ainsi
gue sa capacité a réguler, a travers des intenactiootéiques, les
membres de la famille de Bcl-2 (Caellesal, 1994; Chipuket al,
2004; Fridman and Lowe, 2003; Johnsanal, 2008; Kakudcet al,
2005).

Caelles et son équipe ont démontré les premieragdacité de
p53 a induire l'apoptose indépendante de la trgtgmmn. Ces
chercheurs ont travaillé sur des cellules GHFTL1 llues
hypophysaires de souris) exprimant une forme inbiectde p53
sensible a la température (mutant p53vall35). Deaass cellules,
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I'induction de I'apoptose suite a un dommage a IMBst dépendante
de p53. L’apoptose est proportionnelle a la pérmaéa température a
laquelle p53vall35 devient actif est adoptée. Des,pllans ce cas-ci,
I'apoptose a été indépendante de la synthese d’ARRNe nouvelles
protéines (Caellest al, 1994). L'étude d’autres p53 mutants a aussi
ouvert la voie vers I'hypothese selon laquelle p&it entrainer
'apoptose sans recourir a son activité de factdartranscription.
Ainsi, des mutants de p53 au niveau du DBD, ensad@ns leur
activité¢ de transcription, peuvent s’avérer pludicates dans
'avenement de I'apoptose que p53 sauvage. Adiegremples, nous
pouvons citer les mutants S121A, S121C, S121F, @241 K291E
(Kakudoet al, 2005). De plus, p53 peut promouvoir I'apoptosesal
gue son importation nucléaire, et donc son activaascriptionnelle,
est inhibée (Chipukt al, 2004).

L’étude approfondie de ces voies a identifié laoctibndrie
comme le site majeur de l'activité apoptotique pelidante de la
transcription de p53. En effet, de hombreuses étudpportent que
p53 peut se relocaliser et induire l'apoptose deeent a la
mitochondrie, par le biais de ses interactions desanembres de la
famille de Bcl-2 (Marchenket al, 2000; Moll and Zaika, 2001). Il a
éte démontré que p53 peut activer la voie apoptetigtrinseque en
induisant directement la PMME, entrainant la litiéra de facteurs
apoptotiques depuis I'espace inter-membranaire \erscytosol.
L’accumulation de p53 a la mitochondrie a été déatans plusieurs
systemes expérimentaux — depuis des lignées dedlsitmansformees
jusqu’a des modeles animaux. Ces données sonli@gtaau chapitre
3 de cette introduction.

Malgré les évidences d'une action directe de p53aa
mitochondrie, diverses études complexifient la i§ication de la
localisation mitochondriale de p53 en situation skeess. Tout
d’abord, p53 mitochondrial a été détecté en commstiapoptotiques
mais aussi en conditions d’arrét du cycle cellelaiEn effet, une
importante translocation mitochondriale de p53 iimven réponse
aux inhibiteurs de topoisomérase, ainsi que suiten@ irradiation
ionisante. Cependant, alors que la cellule succamtapoptose dans
le premier cas, elle ne subit qu'une sénescence ldasecond. Dés
lors, la translocation mitochondriale de p53 n'ges toujours
précurseur de mort cellulaire par apoptose (Essnenal, 2005).
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Alors que la plupart des données indiquent que g53ocalise au
niveau ou a proximité de la membrane mitochondriaigerne,
guelques publications suggérent qu’une partie d& ¥ retrouve a
I'intérieur de la mitochondrie, dans la matrice eu association avec
la membrane mitochondriale interne. La localisatida p53 a
I'intérieur de la mitochondrie indiquerait un r@ans la maintenance
et la stabilité du génome mitochondrial (Achaetal, 2005; Cheret

al., 2006; Yoshidat al, 2003). Il a notamment été démontré que p53
interagit physiquement avec ’ADN mitochondrial siimqu’avec la
polymérasey de la mitochondrie. Ceci contribue a la correction
d’erreurs lors de la réplication (Bakhanashetlial, 2008).

De plus, des données indiquent que p53 peut atedidé a la
mitochondrie dans les cellules HCT116 (lignée ¢aita humaine
issue d’'un cancer du colon), en absence de stasyar-Roemeet
al., 2004). Ferecatu et son équipe ont montré quesp58itue a la
mitochondrie dans des cellules vivantes en pralifén, issues de
différentes especes (le rat et 'homme) et indépemdent du statut de
la cellule (tumeur, cellule immortelle ou primair&n ce qui concerne
les taux, cette étude indique que les ratio p53c¢hindrial/ p53
nucléaire ainsi que p53 mitochondrial/ p53 cytoplagie sont
supérieurs a 1 dans le cas de la lignée cellutaineaine FH (Ferecatu
et al, 2009). Cette localisation mitochondriale de pB3cenditions
normales concorde avec les observations d’une enfle positive
directe de p53 sur la biogenése et l'activité nhitowriale. Cette
influence se fait a travers des mécanismes indgmesndie la voie
transcriptionnelle nucléaire (Bensaad and Vousgey).

37



Introduction

38



Chapitre 3 : La famille de Bcl-2

La famille de Bcl-2 comprend 25 membres pro- eti-ant
apoptotiques, qui interagissent entre eux afirfaderiser ou non la
(sur)vie de la cellule (Kang and Reynolds, 200%dRand Pellecchia,
2005a; Reed and Pellecchia, 2005b). Ses différaetabres agissent
en partie par interaction protéique, formant uneaésdynamique
complexe d’homo et hétéro-oligomeres suivant |'emwement
cellulaire et leur localisation subcellulaire (Satiret al, 2007). Ces
protéines contrblent la voie intrinseque de l'apgpt Ils intégrent
aussi bien les données extra- que intra-cellularest de sceller le
destin de la cellule (Fadeel and Orrenius, 2008)sque les membres
anti-apoptotiqgues de cette famille sont surexpriniésratio entre
membres pro- et anti-apoptotiques est perturb@moptose cellulaire
peut étre inhibée (Kang and Reynolds, 2009).

Cette famille est divisée en groupes suivant le brende
domaines d’homologie (BH) d’'une part, et leur fooictd’autre part
(Fadeel and Orrenius, 2005). Tous les membres fiaridle de Bcl-2
possedent entre 1 et 4 domaines BH. Les membresnquossedent 4
(BH1-4) sont anti-apoptotiques (comme Bcl-2, BGl&dl-1,...) tandis
que les autres membres sont pro-apoptotiques. ull ¢ependant
indiquer ici qu’il existe une controverse concefné nombre de
domaines BH que posséde le membre anti-apoptotidciel. En
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effet, certaines publications clament que Mcl-1sgoe le domaine
BH4 tandis que d’autres indiquent qu’il en est dépa (Green and
Kroemer, 2005; Juiret al, 2013; Yanget al, 1995; Yip and Reed,
2008; Youle and Strasser, 2008). Ces divergencas lgges a la
définition elle-méme du domaine BH4, définition geiut étre plus ou
moins stricte suivant les auteurs des différentdsigations.
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Figure 11: Famille Bcl-2.

Comparaison structurelle des protéines de la farBidl-2. Les protéines de
cette famille possédent au moins un domaine d’hogielBH (BH1, BH2,
BH3 ou BH4). Beaucoup possedent aussi un domaaresrtrembranaire
TM. Les membres anti-apoptotiques comprennent taigjuatre domaines
BH (le domaine BH4 est sujet a controverses) ebarit les membres pro-
apoptotiques. Les protéines pro-apoptotiques sdmisé@s entre les
« effectrices» multi-domaines et les BOPs. Lesémets effectrices Bax,
Bak et Bok, comprennent les domaines BH1-3, quinémt une interface
hydrophobe qui permet l'interaction avec les BARs BOPs ne possédent
gue le domaine BH3, domaine requis pour les intenas avec les membres
anti-apoptotiques (afin de les inhiber) et les mexsleffecteurs de la famille
(afin de les activer). (Gavathiotis laboratory phifambrosia.bioc.aecom.yu.
edu/index.php?id=64).
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Les protéines pro-apoptotiques sont divisées enx deu
catégories : les protéines multidomaines effedri&ax, Bak, Bok)
qui exhibent les domaines d’homologie BH1-3 etdestéines qui ne
partagent que le domaine d’homologie BH3, qu'on memBOPs
(BH3 only proteins) (Chipulet al, 2010), Figure 11). Les BOPs
peuvent a leur tour étre divisés en deux groupges membres qui
peuvent lier directement et activer Bax et Baks(tgle Bid et Bim), et
les membres qui ne peuvent lier directement BaBak mais qui
peuvent s'opposer aux membres anti-apoptotiqued, (Bik, Noxa,
Puma, etc.) (Dengt al, 2006).

Des expériences de mutagenése ont indiqué quddatmb de
dimérisation des protéines de cette famille eshdgenent influencé
par la combinaison spécifique des domaines BH (8tletnal, 2007).
En effet, les membres de cette famille qui partadges domaines
d’homologie BH1, BH2 et BH3 ont une structure 3nbéable. Cette
structure comprend un faisceau d’hélices qui fonme poche de
surface hydrophobeFi{gure 12) (Fesik, 2000; Jin and El-Deiry,
2005). Cette poche hydrophobe peut accueillir Ima@ioe BH3 des
membres pro-apoptotiques, hélice amphipatique dentceur est
formé par une séquence LXXXGDE (ou X correspondimporte
quel résidu) (Lanavet al, 2004). La leucine et I'acide aspartique,
résidus conservés, forment des interactions clés kg protéines pro-
survie. La leucine se retrouve dans [linterfacereenprotéines
interactantes. L'aspartate est exposée et forment@eaction ionique
avec l'arginine conservée du domaine BH1 des mesnianeti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Hinds and 02305). D’'un autre
cOté, le motif conservé NWGR qui caractérise le dio BH1 forme
un motif en hélice au début de I'héliab, qui interagit aussi avec les
résidus polaires des BORSdure 12) (Dayet al, 2008).
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Figure 12: Structure 3D de Bcl-2 liant un peptide omportant le
domaine BH3 de Bax.

Interactions entre Bcl-2 et le domaine BH3 du mipBax. Structure de Bcl-
2 lié au peptide 31-mer Bax (résidus 52 a 82).Bet-Bax sont représentés
en rose et vert respectivement. La séquence dudpepfi-mer Bax est
indiquée, avec le domaine BH3 marqué en rougeefial, 2011).

Toutes les protéines anti-apoptotiques utilisent ni@&me
interface de liaison avec les BOPs (Czabetaal, 2007; Liuet al,
2003; Sattleret al, 1997), mais leur profil de liaison differe (Chen
al., 2005). Chaque BOPs est capable de lier plusimerabres anti-
apoptotiques. Tandis que certains (par exemple Bioh et Puma)
lient tous les membres pro-survie avec une affiitpiivalente,
d’autres ont des spécificités plus définies (pagngple Noxa). Ces
liaisons neutralisent les membres pro-survie die damille. Dans les
cellules saines, les membres anti-apoptotiquesegiprincipalement
en empéchant Bax et Bak de perturber l'intégrite miembranes, en
particulier la membrane mitochondriale externe ({@Adaand Cory,
2007). Une caractéristique commune a tous les negnlanti-
apoptotiques de cette famille de Bcl-2 est leuracdp de séquestrer
les membres pro-apoptotiques de la famille, aussi les BOPs que
les multidomaines Bax et Bak (Vogler, 201Bjgure 13).

42



a mH Bel-2 || Belx, || Betw || Mei1 || A1 || Ber-B |
B = (el

b [Bim |{[Berz|[Beix][Betw | [wer1][ a1 |[Bei8]

>
-

[ Puma || Bid ]—|| Bel-2 || Betx, |[ Betw || met | |

[ Bmt || Bet2 || Betx, || Betw || met-1 |

73 [ Bad |[ Bet2 |[ Betx, || Betw |
o
[ ]
[Noxa ]

Figure 13: Relation entre les membres de la famillde Bcl-2.

(a) Bcl-B, Bcl-w et Bcl-2 inhibent sélectivemenafioptose initiée par Bax.
Bcl-xl, Mcl-1 et Al (Bfl-1) inhibent a la fois I'apptose initiée par Bax et
Bak. (b) Bim peut lier tous les membres anti-aptgtes, tandis que les
autres BOPs sont plus sélectifs. Bcl-B lie uniquetmBim et Bik. Les
protéines pro-survie sont représentées dans des tdanches, les BOPs
dans des cases grises et les protéines pro-agpmsteffectrices dans des
cases noires. Les interactions sont indiquéesuerses données de liaison
suggerent un K< 100 nM. (Rautureast al, 2012).

3.1. Présentation des différents membres de la famille Bcl-2

Chaque membre de la famille Bcl-2 est unique oiggde ses
propres proprietés moléculaires, ses activités obiques, sa
localisation cellulaire et ses ligands d'interactaui refletent ses réles
biologiques spécifiques (Rautureetual, 2012).

3.1.1. Les membres anti-apoptotiques

Le premier membre,Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) proto-
oncogene de 26 kDa, a été identifié comme étagelxiéme protéine
découverte en lien avec le lymphome folliculaireniain a cellules B.

Ce cancer est en grande partie d0 a la translocdée chromosomes
18 (géne Bcl-2) et 14 (genes des chaines lourdes de
immunoglobulines). La translocation de ces chromusoa pour effet
de placer le géne Bcl-2 a la suite du promoteugéhe codant pour
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les chaines lourdes des immunoglobulines. Ceciak@r une
surexpression de Bcl-2 (Tsujimogd al, 1984). Quelques années plus
tard, il est établi que Bcl-2 ne promeut pas ldiffn@tion mais bloque
la mort cellulaire suite a des stimuli physiologguet pathologiques.
Des lors, Bcl-2 devient emblématique d'un nouvearpuge
d’oncogenes : les régulateurs de la mort cellul@fiex et al, 1988).
La phosphorylation de plusieurs résidus dans laleoilexible de la
protéine est controlée par de multiples voies dmalisation de
kinases et phosphatases, permettant la régulatiaoid activité anti-
apoptotique (Ruvolet al, 2001). La fixation du récepteur nucléaire
Nur77 (aussi connu sous le nom de TR3 et NGFI-RBi genvertir
I'activité anti-apoptotique de Bcl-2 en pro-apopjaoe. Ceci a été
observé dans certaines cellules cancéreuses duopoula la prostate,
de l'ovaire, du colon et de I'estomac, ou I'expressde Nur77 est
accrue lors de I'apoptose (Kollwet al, 2008).

Bcl-xI (B Cell Lymphoma extra-large) a été la premiere
protéine anti-apoptotique de cette famille a étegliée au niveau de
sa structure tridimensionnelle. Cette étude a étpie les hélices
situées dans les domaines BH1l, BH2 et BH3 créesrt poche
hydrophobe. L’hélicex amphipatique du domaine BH3 des BOPs peut
venir se loger dans cette poche, comme un liganddn récepteur
(Sattleret al, 1997).

Bcl-w (BCL2L2, Bcl-2 like 2) est peu étudiée dans la
littérature. Bien gu’exprimée dans de nombreuxuisshez la souris
(cerveau, testicules, pancréas, cceur, intestins(@et al, 1996)), la
souris Bcl-w KO ne souffre d’aucune anomalie a I'exception é'un
spermatogenése défectueuse. Ceci suggére guepceténe n’est
indispensable que pour ce processus (Pental, 1998). Sa
surexpression a été répertoriée dans plus de 9086 cdacers
colorectaux, généralement a un stade avancé. Gaerent,
I'expression de Bcl-w est corrélée a I'expressienp83 sauvage dans
ces cancers (Wilsoret al, 2000). Bcl-w est aussi fréequemment
surexprimé dans les cancers gastriques, en pasticagux qui sont en
expansion (Leet al, 2003). Bcl-w favoriserait le potentiel migrateur
et invasif des tumeurs gastriques en induisant rizdyzction de
diverses protéines extracellulaires (Bdeal, 2006). La surexpression
de cette protéine anti-apoptotique protége la leetontre I'apoptose
induite par divers agents (Gibsehal, 1996).
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Bfl-1 (Bcl-2 related gene expressend in fetal liver)diGH al,
1995) est aussi connu sous le nom de BCL2A1 et GR&sgow
rearranged sequence, (Kenetyal, 1997)). En effet, le géne codant
pour cette protéine a été impliqué dans un réaemmegt
chromosomique chez un patient leucémique chroniqle.
cristallisation de sa structure en complexe avex BI®Ps a montré
gue cette protéine posséde aussi la boucle hydbe@pbommune aux
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2r(hnet al,
2008). Contrairement aux autres protéines pro-susfl-1 possede
des résidus hydrophiles dans sa région C-termirexblsmembranaire,
ce qui lui permet d’adopter deux conformations idides. La
premiere conformation donne lieu a une moléculepamte, I'hélice
étant située dans la poche hydrophobe de Bfl-1. seaonde
conformation est plus volumineuse grace a I'’héli@eui s’étend hors
du cceur de Bfl-1 (Brieret al, 2009). La surexpression de Bfl-1 ne
suffit pas a elle seule a entrainer la formationuteeurs. En effet, les
souris transgéniques qui sur-expriment Bfl-1 neettiiypent pas de
lymphome, contrairement aux souris sur-exprimant2BdBfl-1 est
cependant surexprimé dans différents types de feiesé lymphomes
et tumeurs solides (sein, poumon, colon, ovairestate, estomac),
principalement aux stades avancés et métastasipida maladie
(Beverly and Varmus, 2009; Chei al, 1995; Hoelzingeet al, 2005;
Leeet al, 2003; Leeet al, 2013; Wilsoret al, 2000). De nombreuses
études montrent que ce membre contribue a la E®igre tumorale.
Ceci aurait lieu vraisemblablement par inhibitiom lthpoptose dans
les cellules tumorales ayant cumulé des anomaéastgjues et donc
plus dépendantes des membres anti-apoptotiques fdenille Bcl-2
(Vogler, 2012).

Mcl-1 (Myeloid cell factor 1) se distingue des autres measb
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 par sesaagristiques
physiques et physiologiques. Il ne partage que #3%mologie de
séquence avec les autres membres de sa familke €Fal, 2010).
Son temps de demi-vie est court, probablement aecda la longue
région N-terminale (~170 acides aminés) comprems sites de
phosphorylation, qui influencent aussi sur sa isatibn cellulaire.
Cette longue région N-terminale est absente chealéres membres
de la famille Bcl-2 (Thomast al, 2010). Mcl-1 possede les domaines
BH1, BH2 et BH3. Les données de la littérature smnttradictoires
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en ce qui concerne le domaine BH4 : certains a#firngue Mcl-1 en
est pourvu tandis que d’autres soutiennent le aoat(Green and
Kroemer, 2005; Yangt al, 1995; Yip and Reed, 2008). Le profil de
liaison entre Mcl-1 et les BOPs est difféerent diiicde Bcl-2 et de
Bcl-xl, ce qui pourrait s’expliquer par I'absence domaine BH4
(Chenet al, 2005; Duttaet al, 2010; Fireet al, 2010). En ce qui
concerne les interactions entre membres de lal@adgl Bcl-2, Mcl-1

a une grande affinité pour Bak (Zhetial, 2008). Mcl-1 possede des
fonctions différentes par rapport aux autres membnti-
apoptotiques de la famille Bcl-2. 1l est expriménslale nombreux
tissus adultes, ou il participe au développemend €homéostasie
(Craig, 2002). Il participe a I'embryogenése (Rimfzergeret al,
2000), au développement et au maintient des csllutenunitaires
(Opfermanet al, 2005). C’est un senseur du stress di au manque de
nutriments, entrainant 'autophagie suite a saatégion (Germairet
al., 2011). Mcl-1 travaille aussi en synergie avec plaBs certains
types cellulaires. En effet, les souris dépoundiegieneVicl-1 ou du
geneTP53 au niveau des hépatocytes survivent tandis quedess
dépourvues des deux genes a la fois succombert,~@% des cas,
au stade neonatal. Ceci est attribué a une failfférehciation
hépatocytaire. De plus, I'absence de p53 entragwefithroses ainsi
que des développements de tumeurs chez la sopasidée du gene
Mcl-1 dans ce type cellulaire (Wergs al, 2011). Le gene Mcl-1
connait également un épissage alternatif qui me pas compte du
second exon. Ceci entraine la production d’'un isoéodépourvu de
BH1, BH2 et du domaine transmembranaire (Baal, 2000; Bingle
et al, 2000). La structure de cette isoforme est senblalrelle des
BOPs (Grosset al, 1999) et sa surexpression entraine la mort
cellulaire (Michelset al, 2005).

Bcl-B est aussi connue sous le nom de Diva/Boo, étamé&lo
I’'hnomologie de sa séquence en acides aminés condpaedle de la
protéine Boo (Diva) murine (45,5% d’identité de séoce)
(Rautureauet al, 2012). L'ARNm de Bcl-B est exprimé dans de
nombreux tissus humains adultes (Keal, 2001). Une étude du
profil d’expression de cette protéine dans le cahcenain est parue
en 2008 (Krajewskat al, 2008). En méme temps, un compte rendu a
été publié, indiguant que cette protéine ne poupag encore étre
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catégorisée comme un membre anti-apoptotique fieridle de Bcl-2
(Youle and Strasser, 2008). A ce jour, il a été adéné que Bcl-B
possede un domaine BH1 et BH2, ainsi qu'un domaine
transmembranaire (Ket al, 2001) mais ne possede pas le motif BH3
nécessaire a l'activité pro-apoptotique (Rauturetaal, 2010b). Il ne
partage que 25% d’identité avec les autres membressurvie
(Rautureauet al, 2012). Une expression élevée de Bcl-B a été
reportée dans divers cancers tels que celui daifewet de la prostate,
des myélomes multiples, des lymphomes et des lgmédulaires
leucémiques (Leet al, 2001; Luciancet al, 2007; Zhaiet al, 2003).
L’augmentation du niveau d’expression de la pr&éBtl-B due a
I'amplification de son géne est associé a un maupednostic dans
divers cancers chez 'homme et prédit une résistaux traitements
(van de Kooijet al, 2013; Yasuiet al, 2004). La surexpression de
Bcl-B protége la cellule contre I'apoptose indyi@ Bax mais non
celle induite par Bak, ce qui la rend moins effecague d’autres
membres anti-apoptotiques tels que Bcl-2 ou BEKd et al, 2001).
Bcl-B a une grande affinité pour le membre pro-aptigue Bax
(Zhai et al, 2008).

Désormais, il est établi que les six membres @pbiptotiques
(Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w, Bfl-1, Mcl-1 et Bcl-B) peuvat participer au
développement de cancers et contribuer a la résistaontre les
traitements thérapeutiques (Rooswinletlal, 2014). Bien que les
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-8spdent en partie
une fonction redondante, ils possedent aussi aesiéms propres. En
effet, Bcl-2 est nécessaire a la survie des calltdaales, des cellules
souches mélanocytaires et des lymphocytes B etakaameet al,
1993). La survie des érythrocytes et des celluesanales dépend de
Bcl-xI (Motoyama et al, 1999). La perte de Bcl-w entraine une
spermatogenése défectueuse (Reinal, 1998; Rosett al, 2007) et
la perte de Bfl-1 provoque une diminution du nombee cellules
neutrophiles (Hamasaki al, 1998). Enfin, Mcl-1 est indispensable a
la survie et a 'implantation du zygote (Rinkenkargt al, 2000) et
posséde un role clé dans la genése des lymphoBy&tsT et dans
I’'hnématopoiese précoce (Opfermetral, 2005).
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3.1.2. Les membres pro-apoptotiques

Bax et Bak possedent des fonctions redondantes dans la
mesure ou I'absence de I'un des deux genes n'@paeu d’impact
dans la plupart des cellules et des tissus. L'alesele Bax entraine
des défauts dans la spermatogenese et une hyperptasgne des
lymphocytes (Knudsoet al, 1995; Lindsteret al, 2000). L'absence
des deux protéines a la fois bloque I'apoptose dansombreux types
cellulaires (Weiet al, 2001). La principale différence biochimique
entre ces deux membres, dans les cellules saigesjue Bax est
plutdt cytosolique et occasionnellement associ@ anitochondrie,
tandis que Bak est une protéine membranaire pmEsantla
mitochondrie et au réticulum endoplasmique. Lastai entre
Bax/Bak et certains BOPs entraine un changemeabmfermation de
leur région N-terminale (Azadt al, 2012). De méme, p53 peut
activer Bax et Bak par interaction directe, maidiagaon avec Bak se
fait sur un site distinct par rapport a celui deSH3 (Pietsctet al,
2008).

Bax peut adopter deux conformations stables difféeenia
conformation native présente dans le cytosol, etdaformation
« active » responsable de la perméabilisation demkmbrane
mitochondriale externe. Dans sa conformation natikee poche
hydrophobe de Bax est occupée par son hélfetandis que de
nombreux résidus polaires sont exposeés, ce qui anignta solubilité
de la protéine (Lalieret al, 2007). En réponse a des signaux
cytotoxiques, Bax subit un changement de confoonau niveau de
sa région N-terminale. Ceci entraine un réarrangematra-
moléculaire qui libére son hélice9 et expose des domaines
hydrophobes, ce qui augmente l'affinit¢ de la preépour les
membranes biologique&igure 14), (Gavathiotiset al, 2008; Lalier
et al, 2007). Bax transloque alors a la membrane mitodhale ou a
celle du réticulum endoplamisque, change de cordtiom et
s’assemble de fagcon asymétrigue en homo-oligom@dams and
Cory, 2007). Il a été démontré que Bax disposeagrande affinité
pour Bcl-B, d'une affinité équivalente pour Bfl-1 Bcl-xl, et enfin
d’une affinité moindre pour Mcl-1 et Bcl-2 (Zhei al, 2008).
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Figure 14 : Oligomérisation de Bax et Bak

La figure illustre les transitions structurelles Bax et Bak. Ces transitions
sont proposées dans des études de crosslinkingiedares biophysiques,
d’association de peptides BH3 et par la structridinientionnelle de Bax.
La premiere étape montre la translocation de Baxaamembrane
mitochondriale externe et sa rétro-translocationrs vée cytosol. La
translocation mitochondriale de Bax peut étre détiée ou augmentée par
l'interaction avec une protéine BH3-only. Le donmitransmembranaire
(TM) libéré de la poche de Bax peut s'insérer ddasmembrane
mitochondriale externe, générant une forme liédladgrotéine Bax (qui
ressemble alors a Bak). Dans I'étape 2, un donBii# activateur lie la
poche de Bax. A I'étape 3, le domaine noté « coneaih » dans la figure est
libéré, car la liaison de I'activateur favorisdil@@ration du domaine de Bax
noté « latch domain » dans la figure. Ceci déstable domaine BH3 de
Bax, 2. Cette étape n'a pas encore été documentée paul B domaine
BH3 activateur se dégage ensuite lors de I'étag@asds I'étape 5, la saillie
du domaine BH3 permet a deux molécules Bax deatdesr pour former un
dimére. La structure du noyau Bax2{a5) en tant que dimere symétrique
révele une couche hydrophobe de deux hétidest deux héliceg5 avec 12
résidus aromatiques en saillie (vue de céte). Bigihsoit difficile de savoir
comment les oligoméres plus grands se formentédpda surface centrale
de a4-a5 pourrait engager le feuillet externe de la membnaitochondriale
externe, induisant ainsi les tensions et contribada perméabilisation de la
membrane (Czabotat al, 2014).
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Le membreBak interagit avec une grande affinité avec Bcl-xl
et Mcl-1, une affinité moindre pour Bfl-1 et Bcl-Ra liaison entre
Bak et Bcl-B n'a pas été observée (Zhaal, 2008). Un modéle a été
proposé concernant le mécanisme d’oligomérisatienBek, ou la
protéine présente son domaine BH3 qui s'insére dangoche
hydrophobe d’'un second Bak (Dewseh al, 2008). Ceci entraine
alors la formation de diméres symétriques qui geddent ensuite en
des structures plus importantes. Ces structure$ capables de
perméabiliser la membrane mitochondriale en utitistinterface
entre les hélicea6 (Figure 12), (Dewsonet al, 2009). Dans ce
modéle, linteraction entre Bak et les BOPs estesgairement
transitoire, sans quoi les interactions nécessairés formation de
diméres ne seraient pas possible. Contrairementa Bak ne
possede pas de site de liaison pour les BOPs aawnie la région N-
terminale, et son hélicen9 est insérée dans la membrane
mitochondriale externe. Des lors, cette héli®ene bloque pas I'acces
a la boucle hydrophobe. Un autre mécanisme estemiglace pour
eviter une activation inapproprice de Bak par |e®PB: la
phosphorylation de la sérine 117. Cette phosphiioylaa deux
fonctions : celle d’empécher d’'une part l'interaatientre Bak et les
BOPs et, d’autre part, celle de prévenir la dinadiis de Bak dans la
cellule saine (Azaet al, 2012). Une série de déphosphorylations est
requise pour permettre I'activation de Bak et imelu@ mort cellulaire
suite a un stimulus apoptotique. La premiere caorecda tyrosine
Y108, déphosphorylation qui permet I'activation Bak sans pour
autant que la conformation de celle-ci ne change €t al, 2010). La
seconde est dirigée contre la sérine S117, dépbpdph afin de
permettre a la poche hydrophobe de Bak de lier amathe BH3
(Azad et al, 2012). La protéine p53 peut aussi lier Bak, asiia
distinct de la poche hydrophobe, indépendamment Ide
déphosphorylation de S117. Ce site implique leisluésGlu24, Glu25
et Argl60 et entraine également un changementmferoaation de la
région N-terminale (Pietscket al, 2008). Dés lors, deux routes
distinctes peuvent étre employées afin d’induirect@ngement de
conformation de Bak : en passant par la poche pdioe lorsque
celle-ci est accessible, ou bien via liaison de @F&&det al, 2012).
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Le membreBok interagit avec Mcl-1 et Bfl-1, mais n'a pas
d’interaction avec Bcl-2 ni Bcl-xl (Hset al, 1997a; Inoharat al,
1998). Il est notoire que Bok peut induire la modlulaire, sa
surexpression entrainant la mort de plusieurs égnéellulaires en
activant la voie apoptotique intrinseque (Echevestyal, 2013).
Cependant, le mécanisme exact est peu connu etinute aussi
bien la voie dépendante que la voie indépendarteaspases (Heat
al., 1997a; Hsu and Hsueh, 1998; Inoheral, 1998). Etant donné la
haute similarité de séquence entre Bok et les sutmembres
effecteurs (en particulier au niveau des domained-B), il a éte
supposé que la fonction de Bok serait semblabkdlé de Bax et Bak
(Bartholomeuszt al, 2006; Hsuet al, 1997a; Inoharat al, 1998;
Ke et al, 2012; Yakovlevet al, 2004). Pourtant, la résistance
manifeste & de nombreux stimuli apoptotiques d#sles privées de
Bax et Bak mais pourvues de niveaux détectabldoieindique que
Bok ne peut se substituer a Bax ou a Bak et qoir@it donc avoir
un réle en amont de ceux-ci (Echeveetyal, 2013; Lindsteret al,
2000; Rathmelkt al, 2002). Il n'est pas aisé d’attribuer une fonction
spécifique a Bok dans la mesure ol les soBdk™ se développent
normalement. De plus, l'individu adulte ne préseaiieune anomalie
(Ke et al, 2012). Néanmoins, il a été démontré que le dioleest
frequemment délété dans le cancer humain, ce qugese que la
protéine Bok pourrait étre un suppresseur de tur{Baroukhim et
al., 2010). Détectée dans la plupart des tissus,duergénéralement a
de faibles niveaux (Ket al, 2012), la protéine Bok est localisée au
niveau de la mitochondrie, mais aussi au réticumdoplasmique et
au noyau (Bartholomeusat al, 2006; Gacet al, 2005; Yakovlevet
al., 2004). En particulier, Bok serait principalemenésent au niveau
des membranes de I'appareil de Golgi et du rétraudmdoplasmique,
son domaine transmembranaire ayant une granddta@ffpour ces
deux organelles. Il est donc probable que cettééppr® exerce une
fonction importante dans ces compartiments cetiesgai dont il
favorise la fragmentation suite a l'activation despases (Echeverry
et al, 2013).
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Les BOPs sont des senseurs apoptotiques en amont dans la
voie apoptotique mitochondriale, a cause de letivaton précoce et
sélective suivant les signaux de stress (Youle @tnaisser, 2008). lls
entrainent I'apoptose en réponse a des défautewddogppement, a
des insuffisances trophiques et a des dommagexcétitilaires. Ces
protéines sont donc des sentinelles des dommatyasehulaires. Le
domaine BH3 est exposé chez tous les BOPs, a péncede Bid
(Juinet al, 2005). En conséquence, dans les cellules saaseBOPs
sont inhibés soit de fagon transcriptionnelle, c@mifluma et Noxa
dont I'expression est régulée par le suppresseturdeur p53, soit de
facon post-traductionnelle (Bad, Bim). En tant oua&ption, Bid est
une protéine cytosolique inactive dans les cellskEses, qui lors de
I'apoptose subit un clivage protéolytique respotesde son activation
(tBid) et de I'exposition de son domaine BH3 (Laelet al, 2007).
L’activation de Bak et Bax par les BOPs peut seefaelon deux
modeles.

1) Le modéle dictivation directe(Figure 15. Ce modéle
implique les BOPs activateurs, tels que Bim et (Boli lient
directement Bax et Bak pour les activer (Ceat@l, 2006; Chipuket
al., 2010; Kuwaneet al, 2002; Letaiet al, 2002). Ces interactions
induisent un changement de conformation des memdffesteurs,
permettant leur intégration dans la membrane mitodhale externe
(Youle and Strasser, 2008). Dans ce modele, les sB@Bn
activateurs, nommés sensibilisateurs, lient lestépres anti-
apoptotiques afin d’en libérer Bim et tBid.

2) Le modele dictivation indirectesuggére que les BOPs
interagissent avec les membres anti-apoptotigessgrmhpéchant ainsi
d’interagir avec Bax et Bak et donc de les inhili@ans ce modele
Bim et tBid sont les BOPs les plus importants tapeuvent interagir
avec tous les membres anti-apoptotiques (Ghext, 2005). Des tests
fonctionnels ont démontré que la neutralisatiorpldsieurs protéines
anti-apoptotiques par des BOPs est nécessaire gareapment
suffisante pour permettre I'apoptose dépendantane
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Figure 15: Mécanisme d'activation de Bax et Bak.

Des membres anti-apoptotiques lient et séquestesnBOPs activateurs
directs. Suite a un stress, un BOP dé-répresséuquee Bad est induit,
permettant la libération de l'activateur direct tgle Bim qui peut alors
activer Bax et Bak. Le modele sensibilisateur ioppd la liaison et
l'inactivation des membres anti-apoptotiques par BOPs sensibilisateurs
(inactivation de Bcl-2 par Bad par exemple). Csiesibilisation prévient
I'inhibition du BOP activateur direct (Bim par expha) suite & un stimulus
apoptotique, diminuant ainsi le niveau minimum tiateurs directs
nécessaire a I'activation des effecteurs Bax et BakBOP activateur direct
libre active alors Bax et Bak suite & une intemactiransitoire. Cette
interaction entraine un changement de conformagsionniveau du N-
terminal, ce qui expose le domaine BH3 de Bax &t Bae fois activés, les
monomeéres Bak s'assemblent en paires symétriques @imeres
oligomérisent pour perméabiliser la membrane mitodhniale externe,
entrainant la PMME. En revanche, les monomeres 8assemblent par
paires asymeétriques, oligomérisent et entrainefMME (Anvekaret al,
2011).
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3.2. Localisation des membres de la famille de Bcl-2

Les membres de la famille de Bcl-2 sont généralémen
localisés dans des compartiments différents ennabsge signaux de
mort cellulaire. Les membres anti-apoptotiques tgle Bcl-2 et Bcl-
xl, sont plutdt localisés sur la face cytoplasmiglee la membrane
mitochondriale externe, du réticulum endoplasmiegiuge I'enveloppe
nucléaire (Hockenbergt al, 1990; Krajewskiet al, 1993; Zamzami
et al, 1996). En revanche, les membres pro-apoptotitpiesjue Bax
ou Bid sont plutét cytosoliques dans les cellules istressées. La
protéine multidomaine Bak réside quant a elle dmriaconstitutive
dans la membrane mitochondriale externe ou damselmbrane du
réticulum endoplasmique (Grost al, 1998; Hsuet al, 1997b;
Korsmeyeret al, 2000). Dans les cellules saines, Bcl-xI et Bdamt
situés dans le cytosol car leur domaine transmeamabma C-terminal
est inaccessible. En effet, Bcl-xI peut former uomledimeéere en
insérant son C-terminal dans la poche hydrophobsodepartenaire
(Jeonget al, 2004). Le domaine transmembranaire de Bcl-w peut
occuper sa propre poche hydrophobe (Denetoal, 2003; Hindset
al., 2003). Le domaine transmembranaire C-terminal mesnbres
anti- et pro-apoptotiques, région hydrophobe, estemtiel a leur
capacité d’ancrage dans la membrane ainsi qu’askaibilité (Borner
et al, 1994; Nguyeret al, 1994).

Suite a un signal de mort, les protéines multidowsipro-
apoptotiques subissent un changement de conforma@eci leur
donne la capacité de cibler et de s’insérer dassnkembranes
cellulaires, en particulier celle de la mitochoediBorneret al, 1994;
Nguyen et al, 1994). Ainsi, il a été proposé que linteractido
domaine BH3 d’'un BOPs avec la boucle hydrophobBde! et Bcl-
w libérerait le domaine transmembranaire et lesxdptotéines
pourraient alors transloquer a la mitochondrie rigeet al, 2004;
Wilson-Annanet al, 2003). Contrairement aux membres Bcl-2, Bcl-xl
et Bcl-w, le domaine C-terminal de Bfl-1 possedes désidus
hydrophiles qui interrompent son domaine transmemdire
hydrophobe (D'Sa-Eipper and Chinnadurai, 1998)né¢rage de Bfl-1
a la mitochondrie ainsi que sa fonction anti-aptgte dépendent de
la nature amphipathique de son hélice C-termin@kdte hélicea9
peut adopter deux conformations différentes. Dansas, I'hélice est
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située dans la poche hydrophobe, transformant Bftiine molécule
compacte qui limite I'acces de sa poche aux BORssDe second
modéele, la molécule est plus étendue, I'héli8esaillant du cceur de la
molécule et des lors potentiellement impliquée dameraction avec

des membranes. Bfl-1 peut coexister sous ces aemes différentes,
sa localisation varie donc en fonction du typeuwaite ainsi que de
I'état de stress de la cellule. Suite & un stimalosptotique, Bcl-w et
Bcl-xI cytosoliques transloquent a la mitochondaedis que Mcl-1

est rapidement dégradé par le protéasome (Rtiah, 2009).

La localisation des membres anti-apoptotiques déaraille
Bcl-2 influe aussi sur leur réle. Ainsi, Bcl-2 gest localisé a la
mitochondrie, au réticulum endoplasmique et a lambrane
nucléaire, est impliqué dans 'homéostasie (maintike I'intégrité de
la membrane mitochondriale externe, régulation dlgiem dans la
cellule) et dans I'équilibre des interactions entes différents
membres de sa famille (Jin and El-Deiry, 2005%elnblerait que les
membres de la famille de Bcl-2 agissent égalemennigeau du
réticulum endoplasmique. En effet, Bax et Bak sesgentiels a la
voie apoptotique du réticulum endoplasmique aingg maintien de
'homéostasie du calcium au sein de cette organellme
surexpression de Bcl-2 diminue la concentrationoafiondriale en
calcium et augmente celle du réticulum endoplaseidiet effet est
contrebalancé par la surexpression de Bax ou Bakg2t al, 2003).
Pour entrainer une réponse apoptotique suite airertstimuli
(staurosporine et étoposide par exemple), Bax ktagessent a la fois
sur le réticulum pour permettre la libération ddcican, et sur la
mitochondrie pour permeéabiliser sa membrane exté€8oerranoet
al., 2003; Zonget al, 2003).
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3.3. Régulation du niveau et de I'activité des membres de la
famille de Bcl-2

Le niveau et I'activité des membres anti-apopteti) de la
famille de Bcl-2 sont régulés par divers mécanisnyesompris le
contrdle de la transcription et les modificatiormstptraductionnelles.
La protéine p53 régule positivement I'expressiamndcertain nombre
de genes en réponse a un stress géenotoxique, eéemqiratéines pro-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 telles que ,BBak, Puma et
Noxa. En régulant également négativement I'expoesdie membres
anti-apoptotiques de cette famille, le géne codamir Bcl-2 par
exemple, p53 intervient dans I'équilibre apoptotiqassuré par les
membres de cette famille (Miyashita and Reed, 19D5utre part,
les niveaux de Bcl-xl, Bfl-1 et Mcl-1 sont corrélasla présence de
cytokines, qui affectent a la fois leur productien leur stabilité
(Adams and Cory, 2007). L'activité de Bcl-2 estsausontrélée par
phosphorylation : la phosphorylation en sérine StOnécessaire a son
activité anti-apoptotique, tandis que la phosplaiiyh multiple de
T69, S70 et S87 inactive la protéine (Degtgal, 2004). La boucle
flexible de Bcl-xI est désaminée sur deux aspaemgilorsque la
cellule connait des dommages a I’ADN, inhibant sation sur la
survie cellulaire (Devermaret al, 2002). Enfin, Mcl-1 est une
protéine particulierement instable, rapidement ddée par le
protéasome en réponse a des signaux cytotoxiqueso@tiet al,
2003; Nijhawaret al, 2003).
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3.4. Régulation du cycle cellulaire par les membres de la famille
de Bcl-2

Parmi les membres de la famille de Bcl-2, certaimist aussi
impliqués dans le contréle du cycle cellulaire. g\rBcl-2 ralentit la
transition entre les phases GO et G1, avant lacedn de 'ADN.
Ceci a éteé reporté pour plusieurs lignées ainsidguns le cas de souris
transgéniques. Au contraire, les celluRsl-2” entrent en phase S
beaucoup plus rapidement. Concernant Mcl-1, ildaHa progression
de la phase S du cycle en interagissant avec P@koAférating cell
nuclear antigen), régulateur du cycle cellulaira ppue un role
critigue dans la réplication de I'ADN. D’autres weax ont montré
que Bcl-xI colocalise et lie CDK1 pendant la tréiosi G2/M. La
surexpression de Bcl-xl entraine l'arrét du cycle ca stade,
provoquant un programme de sénescence suite a onmage a
I’ADN (Schmitt et al, 2007).

3.5. Régulation du PTP par les membres de la famille de Bcl-2

Il existe deux modéles de PMME, déja décrits darcshhpitre
2 de cette these. Nous allons a présent souligsebles des membres
de la famille Bcl-2 dans l'ouverture du PTHidure 16). Les
molécules pro-apoptotiques telles que Bax pourtadien ANT et
promouvoir I'ouverture du PTP, effet empéché pamlembre anti-
apoptotique Bcl-2 (Marzet al, 1998). Les protéines multidomaines
Bax et Bak pourraient interagir avec VDACL1, favaris son activité
de formation de canaux pour permettre le passageyiechrome c,
tandis que le domaine BH4 des membres anti-apgpiegi Bcl-2 et
Bcl-xI stimulerait plutét la fermeture du canal {®iku and
Tsujimoto, 2000). Le BOP Bim, mais non Bid, pourgissi interagir
avec VDAC1 et promouvoir son ouverture, ce quia@ng une chute
du potentiel transmembranaire et une libérationcgichrome c
(Schmittet al, 2007).
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Figure 16: Perméabilisation de la MME et régulation par les membres
de la famille de Bcl-2.

(A) Modele du PTP. Le PTP consiste en un complexgrdtéines dont les
composants principaux sont VDAC dans la membrantocmondriale
externe (OMM) et ANT dans la membrane mitochondriaterne (IMM).
Certains membres pro-apoptotiques de la famillBae2, tel que Bax, lient
le complexe PTP et induisent son ouverture, peametia libération de
protéines contenues dans I'espace intermembrarizares un autre modeéle,
la libération des protéines de I'espace intermendira résulte de la rupture
de 'OMM, suite au gonflement de la matrice mitoetinale. Les membres
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, tels @@-2 et Bcl-xl, inhibent
'ouverture du PTP. (B) Modéle Bax/Bak. Le BOP tBnderagit avec Bax
cytosolique, induisant sa translocation et sonoofi§risation dans 'OMM.
Le BOP tBid peut aussi transloquer a la mitochangdur activer Bak. Bax
et Bak forment des canaux qui permettent le pasdageotéines contenues
dans l'espace intermembranaire dont le cytoplasbes. membres anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2, tels que Ba&t2Bcl-xl, inhibent le
changement de conformation nécessaire a I'oligaaton de Bax et Bak.
Les BOPs Bad, Bim, Bmf et Noxa lient les membrets-gpoptotiques afin
de les inhiber (van Loet al, 2002).
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3.6. Cancer et famille de Bcl-2

Une dérégulation des membres de la famille de Bcb&élée
a une résistance a l'apoptose, est observée damsnaareux cancers
humains. Cette perte d’équilibre peut étre duedare diminution de
I'activité des membres proapoptotiques, associéla @rogression
tumorale (Feckeet al, 2006; Tchernev and Orfanos, 2007), soit a une
augmentation de [l'activité des membres anti-apapies. Une
activité moindre des membres pro-apoptotiques lesergée dans de
nombreux cas de mélanome, par exemple. Une actitéue des
membres pro-survie est un évenement présent dansomidreux
cancers. Nous illustrerons ces deux cas ci-dessous.

Les voies qui promeuvent le développement de meaiaso
chimiorésistants comprennent entre autres la noutate la kinase B-
RAF (Davieset al, 2002), ce qui lui confere une hyper activité. iCec
entraine une sur-stimulation de la voie de sigaatis MAPK/ERK
(Wan et al, 2004) ainsi qu'une phosphorylation accrue de Bim,
favorisant sa dégradation par le protéasome (Ggetiet al, 2008;
Goldstein et al, 2009; Sheridaret al, 2008). La diminution des
niveaux de Bim ainsi que de toutes les voies apigptes directement
régulées par ce BOP entraine une résistance dptagm (Bouilletet
al., 1999). De nombreuses études suggerent que I'agisité de B-
RAF et MAPK entraine une phosphorylation et ination
excessives de Bad ainsi qu'une diminution de I'egpion de Puma.
Tous ces événements entrainent I'abrogation detid&dmon de
Bax/Bak, de la PMME et de l'apoptose (Cartlidge al, 2008;
Goldsteinet al, 2009; Shao and Aplin, 2010; Sheridgral, 2008).

Six membres anti-apoptotiques de la famille Bcli été
identifiés et la plupart d’entre eux contribuentiaarésistance des
cellules face aux traitements anticancéreux (Rewmdl Rellecchia,
2005b). Les cellules cancéreuses ont la possibiliExprimer
alternativement les différents membres anti-apdaguiet de la famille
Bcl-2 (Anvekaret al, 2011). Ainsi, une surexpression de la protéine
Bcl-2 a été observée dans les myélomes multiplaslelicémie
lymphocytaire aigué et chronique, et la leucémie élogene
aigué (Kitada et al, 2002). Le point commun des lymphomes
folliculaires est la translocation chromosomalett(18) qui associe le
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géne Bcl-2 au locus de la chaine lourde des immunoglobulines,
augmentant ainsi I'expression du gé&w-2 (Jin and El-Deiry, 2005).
Un niveau élevé de Bcl-2 par rapport a Bax a é&b@s a une
progression des leucémies lymphocytaires chronjgues plus courte
période de rémission aprés traitement et une easEErae vie
amoindrie (McConkeyet al, 1996). Des niveaux élevés de Bcl-2 et
Bcl-xI sont associés a un phénotype tumoral adrefsiu résistant a
diverses catégories d’agents chimio-thérapeutiglaes des cancers
hématologiques et tumeurs solides (Miginal, 1995; Reed, 2008).
Une surexpression de la protéine Mcl-1 a égalerfient dans les
leucémies aigués, lors de rechutes post-chimigtiesgKaufmanret
al., 1998). Les cellules qui surexpriment Bfl-1 acger& une
résistance a I'étoposide (Wamegjal, 1999), a la staurosporine (Shim
et al, 2000), a la cisplatine (Chemrgal, 2000) et méme a l'inhibiteur
ABT-737, spécifique de Bcl-2, Bcl-xI et Bel-w (Yeset al, 2010). I
est donc crucial de prendre en considération lautstée Bfl-1 au
moment de choisir la bonne thérapie.

Ces données suggéerent que les thérapies contandercqui
ciblent directement les membres anti-apoptotiqueladamille Bcl-2,
et indirectement la machinerie pro-apoptotiquelgicontrélent, sont
prometteuses. L'inhibition des membres anti-apopies de la
famille de Bcl-2 ou [l'activation des membres prapiotiques
pourrait s’avérer fructueuse pour combattre lastésce des cellules
cancéreuses face a I'apoptose (Fadeel and Orrei0s).
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3.6.1. Inhibiteurs des protéines anti-apoptotiques

Une approche concernant les nouvelles thérapies- ant
cancéreuses implique linhibition des inhibiteursdegenes de
I'apoptose, tels que les membres anti-apoptotigleesa famille de
Bcl-2 et la famille des IAPs. En effet, I'inhibinodes IAPs dont
I'activité favorise la survie peut suffire a I'élimation sélective des
cellules cancéreuses (Jughal, 2013). Pour cela, des peptides ou des
petites molécules de structure semblable aux pedeiBOPs
permettraient de libérer les BOPs endogenes desérestration par
les membres anti-apoptotiques de la famille de B¢Fadeel and
Orrenius, 2005). Grace aux études réalisées saridtallisation du
complexe Bcl-xI avec le domaine BH3 de Bak, la moblgdrophobe
de Bcl-xl a pu étre caractérisée. Elle a été églipour la recherche de
molécules susceptibles de s’y fixer (Satdeal, 1997).

La structure de la protéine Bcl-2 a été modélisda molécule
HA14-1 a été sélectionnée suite a une rechercheeile assistée par
ordinateur. Son affinité pour Bcl-2 est relativemleaute par rapport a
d’autres inhibiteurs des protéines anti-apoptotq@/ang et al,
2000). Par la suite, la méthode du FPA (fluorespetsrization assay)
a été développée. Cette méthode utilise des psgBH@ conjugués a
la fluorescéine ainsi que des protéines anti-apioptes
recombinantes de la famille Bcl-2 (Zhaegal, 2002). Grace au FPA,
de nombreux inhibiteurs a large spectre de la farBitl-2, d’affinité
modérée, ont été découverts. Parmi ceux-ci, orouesr BH3-1
(inhibiteur de Bcl-xl), le gossypol (produit natureolé des graines et
racines de coton) et GX15-070 (aussi connu sousie d’obatoclax,
inhibiteur BH3-mimétique) (Degtereat al, 2001; Kitadaet al, 2003;
Shore and Viallet, 2005).

Ultérieurement, une méthode basée sur la résonnance
magnétique nucléaire appelée « SAR by NMR » a ##iéée afin de
parcourir des bases de données chimiques a larchehde petites
molécules qui pourraient fixer la poche hydrophote Bcl-xI
(Oltersdorf et al, 2005; Shukeret al, 1996). Cette technologie
identifie plusieurs composés de faible poids mdhaoel qui peuvent
lier simultanément des sites voisins a la surfagdadprotéine. Sur
base de ces informations structurelles, ces corspuosdvent étre liés
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afin de produire un ligand dont I'affinité de liamsest théoriquement
la somme des pieces individuelles (Hajduk, 200 TA37 est un
composé élaboré suivant ces méthodes. C’est unecaielinhibitrice
de Bcl-2, Bcl-xl et Bcl-w. Elle n’enclenche paseatitement I'apoptose
mais amplifie les signaux de mort cellulaire émigr pdes
chimiothérapies ou radiothérapies. ABT-737, et samé bio-
disponible ABT-263, agissent donc comme un dé-s§mer des
BOPs. Il ne fixe cependant pas Bfl-1, Mcl-1 et BclOltersdorfet
al., 2005).

A ce jour, il existe de nhombreuses molécules inhdas des
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2b{& 1), (Juiret
al., 2013). Par exemple, ABT-263, GX15-070 et AT-10#r{vé du
gossypol), testés cliniguement, ont démontré |éficagité dans une
panoplie de systémes cellulaires (Jeinal, 2013; Liu and Wang,
2012). La sélectivité de certaines molécules wssade membres
anti-apoptotiques spécifiques de la famille de Bgleut cependant
rapidement entrainer une résistance de la celade & cet inhibiteur
(Goldsmith et al, 2012; Merinoet al, 2012). La voie primaire de
résistance contre ABT-737 semble étre une suresipresle Mcl-1
puisque le composé ne cible pas ce membre antitcppe
(Konoplevaet al, 2006). Le composé TW-37, qui cible Bcl-2, Bcl-xl
et Mcl-1 (Verhaegeet al, 2006) pourrait donc étre utilisé en synergie
afin de contrecarrer la résistance de la cellués inhibiteurs a large
spectre des membres anti-apoptotiques de la faBdle2, a forte
affinité, pourraient également s’avérer plus toesjuque bénéfiques
pour le patient puisque les cellules saines néeetstes membres
pour survivre. Ainsi, les inhibiteurs sélectifs davantage d’étre plus
sars, malgré le risque que les cellules cancéredéesloppent une
résistance. Traiter le patient avec plusieurs itdulos simultanément
serait imprudent vu les risques de toxicité (Jatnal, 2013). En
revanche, un traitement séquentiel éviterait leelippement de
résistances et aurait I'avantage de minimiser féstsesecondaires
(Liu and Wang, 2012).
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Molecule Targets (IC, (M) Design or screening method used
HA-14 BCL-2 (>100) Computer-based

BH3ls BCL-2(1.14), BCL-W (2.33), BCL-B (1.08) and MCL1 (2.17) Fluorescence polarization

Antimycin A3 BCL-2(2.95), BCL-Xl (2.7),BCL-B(1.83)and MCL1(2.51) Computer-based

Chelerythrine BCL-2,BCL-X and BCL2-A1 (all ~10) Fluorescence polarization

ABT-737 and ABT-263 BCL-2(0.12), BCL-Xl (0.064) and BCL-W (0.024) Structure—function analysis and NMR
ABT-199 BCL-2(<0.01) X-ray structure-based reverse engineering

Obatoclax (GX015-070)
Gossipol (AT-101)

BCL-2(1.11), BCL-B (2.15) and MCL1 (2.90)
BCL-2(0.28), BCL-W (1.4), BCL-B (0.16) and MCL1 (1.75)

Computer-based

NMR and fluorescence polarization

Apogossypol (ApoG2) BCL-2(0.64), BCL-X_ (2.8), BCL-W(2.1) and BCL-B(0.37) NMR and fluorescence polarization

Sabutoclax (BI-97C1) BCL-2(0.32), BCL-Xl (0.31), MCL1(0.20) and BCL2-A1(0.62)  Structure-based design using ApoG2

TW37 (Gossipol analogue) BCL-2(0.29), BCL-Xl (1.11) and MCL1(0.26) Structure-based design using Gossipol

YC137 BCL-2 (6.43), BCL-X, (2.21), BCL-B (3.1) and MCL1(2.47) Computer-based

Terphenyl-14 BCL-X (0.114) a-helix-mimicking

MimM1 MCL1 High-throughput competitive screen (fluorescence
polarization and displacement of FITC-MCL1 SAHB, from
MCL1ANAC)

BIM SAHBA BCL-2(0.0032), BCL-W (0.0027), MCL1 (0.0107) and Stapled peptide derived from a BH3 domain

BCL2-A1(0.0014)

FITC, fluoresceini: 3 IC,p the ion of a drug giving a 50% inhibition of the activity of a target enzyme; SAHB, stabilized a-helix of BCL-2 domains.

Table 1: Composés inhibiteurs des membres anti-aptgiques de la
famille de Bcl-2 (Juinet al, 2013).

3.6.2. Inhibiteurs de I'expression protéique des membres anti-
apoptotiques

Certains traitements entrainent indirectement uadification
de I'expression des différents membres de la fendé Bcl-2. Ainsi,
la dacarbazine est un agent alkylant qui empécheghcation de
'ADN et bloque ainsi la prolifération cellulairecCe mécanisme
d’action implique I'activation de la voie apoptaig de p53, qui est
généralement intacte dans la plupart des mélangiigeey and
Krammer, 2002; Vousden and Lane, 2007). L'activatie cette voie
entraine alors une diminution des protéines ardpagiiques et une
augmentation des BOPs et protéines effectricesapegdtose, telles
gue Bim et Bax (Jiangt al, 2010; Weberet al, 2009). Ainsi, de
nombreux médicaments peuvent directement régufanidle de Bcl-
2 afin de déclencher la voie apoptotique mitochimhel(Table 2). De
nombreux agents qui endommagent I'ADN, telles queisplatine,
affectent directement la voie mitochondriale depdptose. lls
diminuent I'expression des membres anti-apoptosgde la famille
Bcl-2, tout en augmentant celui des pro-apoptosgeatrainant leur
activation et la PMME (Shibuyet al, 2003).
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Le premier agent a cibler directement la protéiceBa étre
testé cliniguement est l'oblimersen sodium (G31&knasense),
oligonucléotide antisens de Bcl-2 qui cible 'ARNiB Bcl-2 (Emi et
al., 2005). Par la suite, d’autres types de traitemeqnii régulent
I'expression génétique des membres anti-apoptatiglee la famille
Bcl-2 ont été créés. Ainsi, le sodium butyrate,ibitbur d’histone
déacétylase, diminue la transcription du géne doplanr Bcl-xI dans
les cellules mésothéliales, ce qui entraine unendition du taux de
protéines Bcl-xI (Caoet al, 2001). Un autre inhibiteur d’histone
déacétylase, le depsipeptide, diminue I'expresprotéique de Bcl-2,
Bcl-xI et Mcl-1 dans les cellules de myélome (Khatral, 2004). Le
flavopiridol, inhibiteur de kinase cycline-dépentign réduit les
niveaux de Mcl-1 dans les cellules cancéreusesodmpn (Rosatet
al., 2007). La spécificité pour les membres anti-apogies de la
famille de Bcl-2 de ces traitements est moindrepedéant, la
capacité de ces agents a moduler les mécanismessideance aux
traitements offre I'occasion de réaliser des comiBons synergiques
(Kang and Reynolds, 2009).
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Chapitre 3 : La famille Bcl-2

Cellular target Drug BCL-2 family effect Model References
Anti-oxidant/anti- Vernolide-A BAX Upregulation Bis-Fio Pratheeshkumar and Kuttan (2011a)
inflammatory? BClL-2 Downregulstion B1e-Fio Pratheeshkumarand Kuman (2011a)
B-RAF PL¥-4720 BIM-EL  Upregulation Mel-RMu [B-RAFVGCOE) Jiang etal_ (2010a)

BIM-L Upregulation Mel-RMu (B-RAFVBOOE] Jiang et al (201

BIM-S Upregulation Mel-RMu (B-RAFVE00E]
DNA Fotemustine PLMA Downregulstion 1208Lu Weber et 1)
Moxa Upregulation 1205Lu Weber et al. (2008}
Cizplatin BAX Upregulation G381 Shibuys et al. (2003}
BCi-2 Downregulation Gasl Shibuya et al. (20
Dacarbazine BAX Upregulation AZTE Jiang et al. (2010b)
BCLXL Downregulstion FEMIX-1 Lillehammer et al. (2007
BCLXL Downreguletion A3TE Jiang et al. (2010b)
BIM Upregulation 1208Lu Weber et al. [2008)
MCL1 Downregulation FEMIX-1 Lillehammer et al. (2007)
MCL1 Downregulation  AZ7E liang et al 1ob)
MNoxa Upregulation 451Lu, 1205Lu 15
ER stress Thapsigargin BCL-2 Upregulation Mel-RM, Mhizoo Jiang et al. (2008}
MCLE1 Upregulation Mel-RM, MM200 Jiang et al_ (2008}
Moxa Upregulation Mel-RM, Mhizo0 Jiang et al {2008}
PLUMA Upregulation Mel-RM, MMz00 Jiang et al. (2008}
Tunicamycin BCL2 Upregulation Mel-RM, Mdzoo Jiang et al. (2008}
MUCL1 Upregulation Mel-RM, MM200 Jiang et al. (2008}
Moxa Upregulation Mel-BM, MM2ZC0 Jmng et al. (2008}
PUMA Upregulation Mel-RM, MM2o0 Jiang et al_ {2008}
GST Momilin BAX Upregulation B1s-Fi0 Pratheeshkumar et al. (2011}
BCL-2 Downregulation BisFio Pratheeshkumar et al. {2011}
Hydrogen disulfide Diallyl tnsulfide: BCL-2 Downreguletion A3TE, M4 Zhou et al. (2009]
donor BCLXL Downregulation  AZ75, M4 Zhou et sl (2009)
MAPK pathway ugize BAD Upregulation Mel-RM Wang et al. (2007)
BIM-EL  Upregulation Mel-RM, MM200 Wang et al. {2007
BIM-L Upregulation Mel-RM, MMz00 Wang =t sl {2007)
BIM-5 Upregulation Mel-RM, MhZo0 Wang et al (2007
PUMA Upregulation Mel-RM, Mh2C0 Wang =t al. [2007)
Multiple targets Phenoxodiol BAD Upregulation IgR3, ME4405 Yu et al {2006}
BIM Upregulation IgRa. ME4405, MEL-AT, MELRM (2006}
Moxa Upregulation ME4405, MEL-AT L (2006}
PUMA Upregulation ME4405, MELAT Yu et al {2006}
NFeB Sulforaphane BAX Upregulation Bis-Fio Harnsa etal {2011)
BCL2 Downregulation Bis-Fio Hamsa et al. {2011)
BID Downregulstion Bis-Fio Hamza st &l (2071)
Gambeogic acid BAX Upregulation A37E
BCL:2 Downregulstion  A376
NF«B and AP-1 Andrographolids BAX Upregulation Bie-Fio
BCL:2 Downregulation Bis-Fio
Oxidative stress Dihydroartemisinin Moxa Upregulation A375, Gag1
PLMA Upregulation AZTE
Peptidase Elafin BAX Upregulation AZ0E8
Moxa Upregulation Az0E8
PUMA Upregulation A2058
Proteasome MG-132 MCLA Upregulation A375, WMBE2c Miller et al (2003}
Moxa Upregulation A378, WhssZc Miller et al. (2009
Bortezomib BID Upregulation MeWo Seeger et al. (2010
MCL=1 Upregulation MeWo Sesger et al (2010)
Moxa Upregulation MeWo Seeger et al. (2010}
PUMA Upregulation Melo Seeger st al (2010}
Transaminase Aminooxyacetate BCL2 Downregulation C8161, UACC3033 Oin et al (2010]
MCL1 Downregulation A375, L8161, UACC3039 Qin etal (2010}
Moxa Upregulation A37E, C8161, UACC3039 Qin etal (2010)

Table 2: Médicaments induisant des changements auiveau de la
régulation de I'expression des membres de la fangllde Bcl-2 au sein de
mélanomes (Anvekaret al, 2011).
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Chapitre 4 : Etat de I'art sur p53 et la famille Bcl-2

Le suppresseur de tumeur p53 est impliqué danéglalation
de I'expression des génes codant pour les memlerda thmille de
Bcl-2. En effet, I'expression de nombreuses pre®inpro-
apoptotiques, qui peuvent entrainer la voie inéipge ou extrinséque
de I'apoptose, est induite par p53 (Kang and Raig)d@009). A titre
d’exemple, Noxa et Puma font partie de la panoplie de génes
apoptotiques que p53 peut activer (Michadalal, 2008).

L’apoptose indépendante de la transcription indpiée p53
précede l'activation de ses génes cibles (Ersteal, 2004). Des
études ont montré que le suppresseur de tumewapable de lier
aussi bien des membres anti-apoptotiques que mot@gpgues de la
famille de Bcl-2 (Sotet al, 2007). Des interactions directes ont été
observées pour au moins six membres de la famdldBd-2 : les
membres anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xI (Mihaaal, 2003), Mcl-1
(Yao et al, 2013) et Bcl-w (Leeet al, 2014), ainsi que les membres
pro-apoptotiques Bax (Chipuit al, 2004) et Bak (Lewet al, 2004).
La figure 17 illustre ces différentes interactiogge nous allons
détailler par la suite.
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Figure 17 : Interactions entre les membres de la famille de-2Bet le
suppresseur de tumeur p53. Les différents domaieda protéine p53 sont
représentés sur la figure : les domaines de tréimation (TAD1 et TAD2),
le domaine riche en proline (PR), le domaine dediaa 'ADN (DBD), le
domaine de tétramérisation (TET) et le domaine r@iteal. Les protéines
pro-apoptotiques et anti-apoptotiques apparaistmmt des cadres rouges et
verts respectivement. Le cadre de la protéine Belsivreprésenté en plus
petit, compte tenu du faible nombre de publications décrivent cette
interaction. Les protéines BOPs sont représentéedepcadre bleu. Les
lignes rouges continues (fléches et inhibitiongjignent une interaction
directe entre les protéines reliées. La fleche emtiiés indique une
interaction fonctionnelle sans interaction physigiéenontrée. Les doubles
fleches vertes indiquent, lorsqu’ils sont connumdre de préférence dans
les affinités entre la protéine concernée et lesaioes de p53.

4.1. Interaction avec les membres pro-apoptotiques

Les interactions entre p53 et les membres pro-apoptiques
Bax et Bak permettent leur activation (Chipwt al, 2004; Leuet al,
2004). lls induisent un changement de conformagjoinfavorise leur
oligomérisation, requise pour leur fonction pro-afmdique (Sokt al,
2007). L'activation des membres pro-apoptotiquels &aBax joue un
rble central dans I'apoptose mitochondriale. L’anatlation
cytosolique de p53 promeut [lactivation indépendantde Ila
transcription de Badn vivo, suivant un modeéele de «Hit-and-run»
(Erster and Moll, 2005). Chipuk et son équipe oavaillé avec des
mutants p53. Ils ont utilisé une protéine p53 fosi&e au domaine de
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liaison stéroide du récepteur a cestrogéne mutéeygiactive qu’en
présence de tamoxifen (p53&#R lls ont aussi utilisé cette méme
protéine p53 dépourvue du domaine riche en prqpErERam). La
protéine p5a8ERam est incapable d’entrainer I'apoptose des cellules
MEF avec ou sans addition de tamoxifen, contrairgnraep53ERm.
Or I'apoptose indépendante de I'activité transaiptelle de p53 dans
les cellules MEF est dépendante de Bax (et non a@.Bncubée en
présence de mitochondries purifiées et de la preté&ax, pS3ERam
entraine la libération de cytochrome c tandis q68#Ram en est
incapable. Dés lors, la fonction de p53&mRsur Bax implique le
domaine riche en proline de p53 qui se trouve piedN-terminal
(Chipuk et al, 2004). L’interaction physique entre ces deux §ires
n'a pu étre établie par co-immunoprécipitation,nbgpie I'activation
directe de Bax par p53 a été suggérée dans unnmwydipidique
dépourvu de toute protéine excepté Bax et p53. Gégiontre que
I'activation de Bax est favorisée en présence deméis n'implique
pas nécessairement une interaction directe (Chigulkal, 2004;
Miharaet al, 2003).

La liaison de p53 a Bak, protéine intrinséque deéanbrane
mitochondriale externe, catalyse I'activation d&kBala libération de
cytochrome c (Lewet al, 2004). La caractérisation de la liaison p53-
Bak révéle l'importance cruciale du domaine desbai a 'ADN de
p53 pour l'interaction et I'oligomérisation de Békeu et al, 2004;
Pietsch et al, 2007). Le DBD de p53 étant basique, il favorise
I'interaction avec des domaines acides d’autresépres, tels que le
domaine BH4 des membres anti-apoptotiques de |dléade Bcl-2.
Bax et Bak sont dépourvus de domaine BH4 (Moldoueenal,
2006; Suzukiet al, 2000), mais des mesures anisotropes indiquent
pourtant une interaction électrostatique entrBBD de p53 et Bak.
Cependant, cette interaction est dix fois plus Iéaique celle de
p53DBD avec Bcl-xl. La concentration d’ADN nécessaia
I'interruption de l'interaction entre p53 et Bakt gdus grande que
pour p53 et Bcl-xl. Ceci suggére que le site dediaa '’ADN de p53
n'est pas completement masqué par Bak, contraireen&tl-xl. Les
résultats de résonnance magnétique nucléaire owfir que Bak
n'interagit pas avec I'ensemble du domaine dedraia 'ADN, mais
plutét avec les acides aminés 202 a 208, ainsiMakel73. Lorsque
deux monomeres de p53 s’assemblent pour lier I'ADdY, résidus
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202, 208 et 173 sont masqués car ils se situentlaswurface
d’interaction entre monomeres. Ceci pourrait expigla compétition
observée entre 'ADN et Bak pour le DBD de p53rstue deux p53
interagissent avec I'ADN, les interactions inteofgines qui
stabilisent le dimére représentent un encombrensédrtique qui
compromet la liaison de Bak (Set al, 2007).In vitro, p53 est
incapable d’induire la PMME sur des mitochondriagifiges en
absence de Bak (Leet al, 2004). En revanche, le réle de TAD de
p53 dans cette interaction est débattu et certamdsications
soutiennent qu’il N’y a pas d’interaction a ce @iuelLeuet al, 2004;
Miharaet al, 2003; Sott al, 2007).

4.2. Interaction avec les membres anti-apoptotiques

Outre ses interactions avec Bax et Bak, p53 pessi anteragir
avec les membres anti-apoptotiques de la famille2Bces membres
anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl ont été les premieres cibles
moléculaires connues de p53 a la mitochondrie. @&Egactions,
plusieurs fois vérifiees dans la littérature, ird@mb I'activité anti-
apoptotique de Bcl-2 et Bcl-xI (Hat al, 2013; Miharaet al, 2003;
Petroset al, 2004; Sotet al, 2007; Tomitaet al, 2006). Etudié a un
niveau cellulaire (Miharat al, 2003), le domaine de liaison a I’ADN
a été suggéré comme étant le point d’ancrage polxIBet Bcl-2
(Hagnet al, 2010; Leeet al, 2014; Sotet al, 2007; Tomitaet al,
2006). Cependant, les travaux de Chipuk et sonpéqguidiquent que
le domaine N-terminal de p53, comprenant TAD et BRffit a
entrainer une apoptose indépendante de la tratisor{Chipuket al,
2003). Le domaine de transactivation de p53 (p53)lédnprend un
sous-domaine TAD1 et un sous-domaine TAD2 possédbast
activités indépendantes. L'équipe de Ha a démop#aé résonnance
magnétique nucléaire, que p53TAD1 et p53TAD2 peuvien les
boucles hydrophobes formées par les domaines BH2,d8 BH3 des
molécules Bcl-2 et Bcl-xI (Hat al, 2013).
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Le membre anti-apoptotique Bcl-2a été considérablement
étudié dans le contexte du cancer. Il a notammgntdécrit qu’il
possede un domaine au sein d’'une boucle flexiblggelation (BFR)
entre les régions BH3 et BH4, correspondant audeacaminés 32 a
87. Ce BFR peut subir des modifications post-tridooelles au
moyen de phosphorylations. La phosphorylation desttes augmente
de facon significative la fonction anti-apoptotigde Bcl-2, avec un
avantage cumulatif de la phosphorylation multi-siger I'activation
de Bcl-2 et sur la stabilité de son interactioncaBax (Denget al,
2006). Le BFR de Bcl-2 comporte des sites de phastdtion ainsi
gu’'un site de clivage par des caspases qui régakerdnction. Une
délétion des acides aminés 32 a 80, qui préservesitee de
phosphorylation S87, augmente la fonction anti-apague de Bcl-2
(Changet al, 1997). Des études plus poussées ont montré ¢gieRe
posséde deux régions fonctionnelles d’effets oppolsérégion des
acides aminés 69 a 87 (comprenant des sites deplpirytation)
favorise tandis que la région des acides amin&s &2 (comprenant le
site de liaison de p53, ainsi qu'un site de clivpge les caspases)
inhibe l'activité pro-survie de Bcl-2. De fait, p9& Bcl-2 sur la
région de régulation négative, liaison qui peu¢ &vitée si Bcl-2 est
phosphorylé en S70. La découverte de ces « Yin¥dng » des
régions de régulation du BFR de Bcl-2 confirmentntgion selon
laquelle la liaison entre p53 et Bcl-2 constitue processus
dynamique de régulation « on-off ». Toutes ces dearnndiquent que
la translocation de p53 vers la mitochondrie I'ameéninteragir avec
Bcl-2 et induire un changement de conformation gupose le
domaine BH3 et inactive Bcl-2 (Dergg al, 2006). La liaison entre
Bcl-2 et le DBD de p53 a été démontrée par GST-ghmin (Leeet
al., 2014) et caractérisée de fagon biophysique, elsamt la
résonance magneétique nucléaire (Leteal, 2014; Tomitaet al,
2006). Une surexpression de Bcl-2 supprime la \apeptotique
intrinséque a la fois dépendante et indépendanfgs8eDeng et son
équipe ont démontré que, suite a un dommage deN'Ai33 peut lier
Bcl-2 et cette liaison réduit I'association entre-B et Bax : Bax peut
alors promouvoir I'apoptose (Derg al, 2006).
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Le membre anti-apoptotique Bcl-xI peut fixer p53 en deux
domaines : le DBD et le TAD (Miharat al, 2003; Xuet al, 2006;
Yao et al, 2013). A ce jour, il n’a toujours pas été étdbjuel des
deux est le plus important sur le plan physiologi¢@peidel, 2010). Il
a été reporté que Bcl-xl peut fixer le TAD de pg8, particulier le
premier sous-domaine TAD1, grace a sa boucle d®hiaBH3. Cette
interaction a été démontrée par résonnance mageétiacléaire ainsi
que par FRET (fluorescence resonance energy transfe et al,
2009; Yaoet al, 2013). Les résidus de Bcl-xI impliqués dans cette
interaction sont situés dans la région qui incHutle N- et C-terminal
dea3, le N-terminal de5 et la partie centrale de. La plupart de ces
résidus ne font pas partie de la boucle hydroplcobgposée par BH1,
BH2 et BH3 (Xuet al, 2006). Néanmoins, d’autres articles stipulent
que linteraction entre Bcl-xI et le domaine TAD pgB3 n’a pas lieu
(Mihara et al, 2003; Sotet al, 2007). Il semblerait que la liaison de
Bcl-xI avec le DBD de p53 soit une interaction ploge que celle de
Bcl-xl avec le TAD de p53 (Yaet al, 2013). L'équipe de Matissek a
utilisé des protéines fusionnées comprenant différedomaines
individuels de p53 et la séquence d’adressage hotuiriale de Bcl-
xl. Apres s’étre assurés que ces protéines fusemirderagissaient
avec Bcl-xl, il a été démontré que le domaine DEDI st capable
d’induire I'apoptose de maniéere plus efficace eaaure p53 sauvage.
Les chercheurs expliquent cette différence parale due le DBD
dépourvu du TAD ne subit pas d’inhibition par MDM&,ne participe
pas non plus a la voie transcriptionnelle puisquiyl a pas de site de
tétrameérisation (Matissedt al, 2013). Des études de spectroscopie en
résonnance magnétique nucléaire ont montré quitelele liaison du
DBD de p53 a Bcl-xl, interaction électrostatiquef eonstitué de la
région négativement chargée suivante : C-termieditélice al, N-
terminal de la boucle entre les héliagk et a2, la boucle entre les
hélicesa3 etod, la boucle entre les hélice$ eta6 ainsi que le N-
terminal de I'hélicea6 de Bcl-xI (Hagnet al, 2010; Petrost al,
2004). Ainsi, I'interaction entre Bcl-xI et le TABe p53 implique son
domaine BH3, tandis que [linteraction avec le DBR @53
monopolise un autre site de liaison au sein de rt#éme anti-
apoptotique (Xuet al, 2006). Selon Sot et son équipe, l'interaction
entre p53 et Bcl-xlI est plus forte que celle de pb&c Bak.
Cependant, le site de liaison de Bcl-xI recouvrBBD de p53 tandis
gue le site de liaison de Bak ne lie pas complet¢roe domaine de
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p53. De plus, la surface d’interaction de Bak nfest la méme que le
site d’interaction décrit pour Bcl-xI (Sotet al, 2007). A
concentrations égales de Bak et Bcl-xl, p53 vaépeditiellement lier
Bcl-xI en tant que dé-répresseur et linteractiorecaBak en tant
gu’activateur n'aura lieu qu’en deuxiéme étapd,ysa excés de p53
(Sotet al, 2007) ou si les BOPs libérent p53 de Bcl-xI (Cikipt al,
2005). Le mécanisme physiologique proposé est gumison avec
p53 entraine un changement de conformation de lal®dBH3 de
Bcl-xl, facilitant l'interaction entre Bcl-xI et £#BOPs. Ceci déplace
Bax et Bak de I'emprise des protéines anti-apoguets et ils peuvent
alors promouvoir la PMME (Haget al, 2010).

Le membre anti-apoptotique Mcl-1, principalement localisé
a la membrane mitochondriale externe, séquestraeBA pro-
apoptotique Bim. En particulier, la liaison ent&8et Mcl-1, Bcl-2 et
Bcl-xI conduit & une augmentation de la concerdragn Bim libre.
Bim serait alors capable d’activer Bax et Bak (Hdral, 2010). Ces
résultats corroborent ceux qui avaient été avamce2004, selon
lesquels certains aveénements semblent indispelssabléa mort
cellulaire par apoptose : la dégradation de Mcht lp protéasome,
I'inactivation de Bcl-xl, la déphosphorylation dénB la translocation
de Bax et I'oligomérisation de Bax et/ou Bak (Jiamgl Wang, 2004).
Bien que Mcl-1 et Bcl-xI soient tous deux capabt¥steragir
directement avec p53, le site de liaison de Mcldcg53 est différent
de celui de Bcl-xl. La faible affinité de Mcl-1 pole domaine DBD
du suppresseur de tumeur indique que cette inienaast peu
probable dans les conditions physiologiques. EateNicl-1 fixe le
TAD de p53 avec plus d'affinité que Bcl-xl, ce cguggere que le
TAD, et non le DBD de p53, est le site physiologdile liaison de
Mcl-1. De plus, au sein du TAD, Bcl-xI préfere seef sur le premier
sous-domaine TAD1 tandis que Mcl-1 fixe préférdigiment le
second sous-domaine TAD2. Les séquences TAD1 etZTaént
assez différentes en ce qui concernant les régpidiagres. Le site de
liaison impliqué dans la protéine Mcl-1 comprendbtzucle formée
par les régions BH1, BH2 et BH3, avec le segmdnésntre BH3 et
BH1, y compris les hélices3 eta4 et la boucle entre elles, ainsi que

le C-terminal de I'hélicai6. Ceci suggere que p53 est probablement

un compétiteur des BOPs pro-apoptotiques, pernidtan libération
de Mcl-1 (Yaoet al, 2013). Il a notamment été démontré que le
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suppresseur de tumeur permet la libération de Bala déquestration
par Mcl-1 (Leuet al, 2004). Cependant, la liaison entre Mcl-1 et le
DBD de p53 a récemment été mise en évidence parpgatdown et
caractérisée par résonnance magnétique nucléae(lal, 2014).

Le membre anti-apoptotique Bcl-w peut interagir avec le
DBD de p53. Cette interaction a été observée par @#l-down et
résonnance magnétique nucléaire (leteal, 2014). Toujours par
résonnance magnétiqgue nucléaire, il a aussi étéomtédn que la
boucle hydrophobe composée de BH1, BH2 et BH3 denembre
anti-apoptotique peut interagir avec le domaine PAID suppresseur
de tumeur (Hat al, 2013).

Les membres anti-apoptotiques,a I'exception de Bfl-1 et
Bcl-B dont aucune étude n’a pu établir une intéoacavec p53 a ce
jour, sont donc capables d’interagir avec le suggmer de tumeur p53
(Table 2). Des comparaisons structurelles de ceplexes protéiques
avec le domaine de liaison a ’'ADN ont montré geieriécanisme de
lisison du DBD de p53 est hautement conserve. Rremient, les
sites de liaison de Bcl-w, Mcl-1, Bcl-2 et Bcl-xé situent sur la
surface positivement chargée du DBD. Deuxiememerdite
interaction induit un changement de conformationsd poche de
liaison BH3 des membres anti-apoptotiques de lalliarde Bcl-2,
facilitant l'interaction avec les membres pro-amigiues de la méme
famille par un mode d’action allostérique (Haginal, 2010; Leeet
al., 2014). Cependant, 'ensemble de ces membresassst capables
d’interagir avec le domaine de transactivation dypsesseur de
tumeur p53. Egalement étudiée par résonnance magedtucléaire,
I'interaction TAD de p53-membre anti-apoptotique ldefamille de
Bcl-2 a été démontrée par Ha et son équipe, ceantient I'étude de
Chipuk indiquant que le domaine TAD seul est capabéntrainer
I'apoptose mitochondriale (Chipudt al, 2003; Haet al, 2013). La
signification biologique de ces deux sites d’intéi@n possibles, le
TAD et le DBD, n’est pas encore élucidée. Nous posgvcependant
supposer qu’il soit possible de réaliser des h#iareres. Ceux-ci
seraient composés de p53 et de deux membres aptiedgues,
fixant chacun un site de liaison différent suivdatirs affinités
respectives (Leet al, 2014; Yaoet al, 2013). Il est aussi possible
que les deux sites, le DBD et le TAD, fixent simnkément un seul
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membre anti-apoptotique : le premier fixerait lgioé acide du BH4
tandis que le second fixerait le site d’interactitas BOPs (Leet al,

2014).
Interaction Bcl-2 Bcl-xI Mcl-1 Bcl-w
p53 TAD1 RMN?! RMN*?
p53 TAD2 RMN?! RMN! RMN?® RMN"
p53 DBD GST pull- RMN%>' GST pull- | GST pull-
down et down et down et
RMN*® RMN* RMN*
Remarque Affinité Affinité Affinité
pour TAD2: | DBD>TAD® | TAD>DBD?®
Bcl-2 < Bcl-| Interaction
xl, Bcl-w! | avec TAD1
ou TAD2

comparables
mutuellement

exclusif¢

Table 1: Table des interactions entre les membrest-apoptotiques de
la famille de Bcl-2 et les différents domaines de53.

Les expériences réalisées afin d’observer lesdaatiens sont indiquées dans

les cases en vis-a-vis des protéines et domaine®igues concernés.
Références: (1): (Hat al, 2013), (2): (Sokt al, 2007), (3): (Yacet al,
2013), (4) : (Leeet al, 2014), (5) : (Petrost al, 2004), (6) : (Tomitaet al,
2006), (7) : (Hagret al, 2010). RMN : Résonnance magnétique nucléaire.
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L’équilibre entre les membres pro-apoptotiques eti-a
apoptotiques de la famille Bcl-2 ainsi que leuinaig définit le destin
cellulaire dans les cellules normales aussi biem dans les cellules
cancéreuses. Cet équilibre est frequemment péraahé le cancer,
les membres anti-apoptotiques étant surexprimés dannombreux
cancers humains. Des lors, il est normal que lhenehe se penche
sur la compréhension des mécanismes cellulairescopirélent la
fonction de ses différents membres, la fagon damntellule stressée
enclenche l'apoptose, et de quelle facon la celtalecéreuse résiste
aux signaux pro-apoptotiques afin d’assurer saisurv

D’autre part, il apparait que le suppresseur deeturp53, bien
gu’'exprimé a I'état sauvage dans 50% des cancensing, n’entraine
pas lI'apoptose de ces cellules tumorales. Ceciguglune déficience
dans les voies de signalisation du suppresseur uBeur.
L’'importance de p53 d’'une part et des membres dantélle de Bcl-2
d’autre part est capitale dans l'apoptose déclencpér la voie
mitochondriale. Dés lors, notre travail vise a déiaer de quelle
facon les membres anti-apoptotiques de la famdl&d-2 affectent le
processus apoptotique dépendant du suppresseumurdeurt en
particulier son activité mitochondriale.
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Le déséquilibre des membres anti-apoptotiques face
membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 serdd cause de
l'inefficacité de p53? La surexpression des membranti-
apoptotiques entrainerait-elle l'inhibition du stggseur de tumeur ?
De quelle fagon les membres anti-apoptotiques diaralle Bcl-2
pourraient-ils entraver la fonction de p53 ? L'abijede cette these
est d’apporter des éléments de réponse a cesauesti

Dans un premier temps, il est nécessaire d'étalag
interactions qui peuvent avoir lieu entre les défés membres anti-
apoptotiques d’'une part et le suppresseur de tupERid’autre part.
Certaines de ces interactions ont déja été éetudiges la littérature,
allant jusqu’a définir les sites d’interaction entes deux protéines en
liaison. Notamment, les interactions entre p53@t2B ou p53 et Bcl-
xI ont été largement décrites (Chaegal, 1997; Denget al, 2006;
Hagnet al, 2010; Leeet al, 2014; Miharaet al, 2003; Petrot al,
2004; Sotet al, 2007; Tomiteet al, 2006; Xuet al, 2006; Yacet al,
2013). Cependant, d’autres interactions n’ont @geu, voire pas du
tout étudiées. A notre connaissance aucune étudeétd menée
concernant la possible interaction entre le sugetesde tumeur et
Bfl-1 et tres peu d’articles ont été publiés surliaison avec Bcl-w
(Ha et al, 2013; Leeet al, 2014) ou Mcl-1 (Haret al, 2010; Leeet
al., 2014; Yaoet al, 2013). Notre premier objectif est dés lors
d’étudier ces interactions protéiques.

Une fois les interactions entre p53 et les memlaes-
apoptotiques de la famille Bcl-2 clairement étalie second objectif
est de déterminer si ces interactions entraventtrdaslocation
mitochondriale de p53 et I'apoptose sous-jacenteur Rcela, des
lignées cellulaires qui surexpriment les membrdsapoptotiques de
la famille Bcl-2 sont soumises a différents strésscomparaison du
taux de survie des cellules indique le réle d’erdrgpotentiel des
différents membres anti-apoptotiques étudiés. Diegtiques de
translocation mitochondriale permettent Il'analyse dble des
membres anti-apoptotiques dans la relocalisatiorsuapresseur de
tumeur en situation de stress.
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L'étude des membres anti-apoptotiques de la farddléBcl-2
et de la voie apoptotique mitochondriale au couescdtte thése
pourrait permettre de définir de nouvelles stragdihérapeutiques
visant a réactiver ou a augmenter l'activité de g&Bvage dans la
cellule cancéreuse.
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Chapitre 1 : Production de la protéine Mcl-1 et clones
surexprimant Mcl-1
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Résultats
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1.1. Introduction

Mcl-1 est le membre anti-apoptotique de la fambid-2
qui a la plus longue séquence. Il a été identifiél893 dans les
cellules myeloides en différenciation. La protéipetotypique
Mcl-1L comprend 350 acides aminés, correspondaB?.4 kDa
(Kozopas et al, 1993). Mcl-1L comprend un domaine
transmembranaire en C-terminal, ainsi que les dossaBH1, BH2
et BH3. Il existe une controverse en ce qui coredarprésence ou
non du domaine BH4. En effet, suivant que I'on ap@ une
définition plus ou moins stricte a celui-ci, il eginsidéré comme
absent ou présent chez Mcl-1 (Green and Kroemé)5;20uinet
al.,, 2013; Yanget al, 1995; Yip and Reed, 2008; Youle and
Strasser, 2008). Sa région C-terminale possede topelogie
similaire a celle des autres membres anti-apoptesicet lie les
BOPs sur la surface exposée de sa boucle hydroplSire N-
terminal (~150 résidus) est déstructuré et n’estipdispensable a
la liaison avec les BOPs (Day al, 2005). Des étuddn vitro ont
montré que Mcl-1 lie Bim, Bid, Puma et Noxa maislieepas les
autres BOPs (Chest al, 2005).

L'expression de la protéine Mcl-1 est finement tégupar
de nombreux mécanismes, aussi bien transcriptisngpeé post-
transcriptionnels et post-traductionnels (Jatnal, 2013). Suite a
un stimulus apoptotique, Mcl-1L est dégradé papretéasome.
Cette dégradation est nécessaire a la translocatitimchondriale
de Bcl-xlI et Bax, suivie de l'oligomérisation de xBat Bak.
L'oligomérisation de ces protéines permet la litiéra de
cytochrome c et I'activation des caspases (Nijhaetaal, 2003).
Mcl-1L joue un réle dans la survie des cellulesigmds puisque sa
délétion a [l'aide d'oligodéoxynucléotides antiserentraine
I'apoptose des cellules cancéreuses (Deremnd, 2002). De plus,
la surexpression de Mcl-1L dans des souris tranggeés entraine
la formation de nombreux lymphomes, ce qui démongire Mcl-1
peut directement contribuer au développement deuusn(Zhouet
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al., 2001). Le meécanisme moléculaire a travers leddel-1L
promeut la survie n’est pas encore clairement et@ependant, il
est probable qu'’il empéche le relargage de cytoubro depuis la
mitochondrie, en formant des hétérodimeres, afinalgraliser des
membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-8 tple Bim ou
Bak (Cuconatiet al, 2003; Opfermaret al, 2005). En particulier,
il a été démontré que Mcl-1 interagit et inhibe paotéine
proapoptotique Bak (Leet al, 2004).

L'épissage alternatif du géndcl-1, ne tenant pas compte
du second exon, entraine la production d’un isoéolitl-1SATM
de 271 acides aminés, de 28.6 kDa, dépourvu deeBHBH?2 ainsi
gue du domaine transmembranaire (Baal, 2000; Bingleet al,
2000). Bien que l'importance de cet isoforme nf@s encore été
déterminée, la structure de Mcl-ANIM est semblable a celle des
BOPs (Grosset al, 1999). Contrairement a Mcl-1L, la
surexpression de Mcl-18TM entraine la mort cellulaire (Michels
et al, 2005).

Les caspases, en particulier les caspases efes;trgont
aussi capables de cliver Mcl-1L a la suite de deégidus aspartate
(Asp*?’ et Asp®’) (Snowdenet al, 2003). Le fragment C-terminal
de 28 kDa ainsi généré constitue une protéine qomeut
fortement la mort cellulaire. Des lors, le clivadge Mcl-1L par les
caspases va non seulement priver la cellule d’'uoécule de
survie, mais va en plus entrainer l'apparition d’poissant
promoteur de mort cellulaire (Micheds al, 2005).

Conformément aux objectifs fixés, la premiere étapede
produire les protéines p53 d’'une part et les dffiés membres anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 d’autre pafin ale pouvoir
éprouver leur interaction par GST pull-down. Ensudes clones
qui surexpriment les différents membres pro-sudeela famille
Bcl-2 seront réalisés pour tester I'effet de leuregpression sur
I'apoptose mitochondriale dépendante de p53. Ceitthaa pour
objet d’illustrer la facon dont ont été produitss l@ifférents
plasmides et clones utilisés lors de cette theseisNrésenterons
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ici en particulier 'exemple de la protéine Mcl-#t des clones qui
la surexpriment. Ce membre anti-apoptotique estemiavant dans
ce chapitre car, malgré tous les moyens mis en egumaus ne
sommes pas parvenus a purifier la protéine ni anibtin clone qui
surexprime Mcl-1. Ce chapitre permet cependant aeriger le

travail réalisé.

1.2. Matériel et méthodes

Production de plasmides

Les séquences cDNA codant pour les membres amptaimues de la
famille Bcl-2 ont été amplifiées par PCR a partésdplasmides pCMV-
Tag3, a l'aide de primers pourvus de queues fl®tanDans le cas de
pCMV-Tag3-Mcl-1, les primers sont pourvus des ségae de restriction
correspondant a BamHI (Forward) et EcoRI (Reved&ignés ainsi :
Forward:5-GAGA-GGATCC-AA-TTTGGCCTCAAAAGAAACGCGGT-3
Reverse : 5'-GCGC-GAATTC-CTATCTTATTAGATATGCCAAACCA:

Le produit PCR a ensuite été cloné, a l'aide demyraps de restriction
indiqués, dans les plasmides pGEX-2T et pTRE2-pys:-rhes produits de
ligation ont été contrdlés afin de vérifier que télle corresponde a la
somme du plasmide et de l'insert cDNA. Les plassidbtenus ont été
transformés dans des bactériescoli TOP10, soumises a la pression de
sélection. Les colonies résistantes ont été arépifi les plasmides isolés
(suivant les instructions du kit « NucleoSpin Plaks Macherey-Nagel,
REF n° 740588.50) et séquencés. Les colonies gyaaluit le plasmide
avec une séquence dépourvue de mutations, ou possdE(s) mutation(s)
silencieuse(s) ou mutation ponctuelle corrigéenpatagenese dirigée ont été
sélectionnés et amplifiés. Les plasmides ont adtésisolés et ajoutés a la
collection de plasmides du laboratoire (-20°C).

Transformation de bactéries

200 ng de plasmides sont ajoutés aux bactériebdasupréalablement 10
minutes a température ambiante. Aprés agitationcelole mélange est
incubé 30 minutes sur glace puis soumis a un dieroique : incubation de
45 secondes a 42°C dans un bain-marie. Suite &naulkation de 2 minutes
sur glace, du milieu LB a été ajouté aux bactéseda culture s’est

poursuivie pendant 1 heure, sous agitation, dansmaubateur a 37°C. Le

produit de la culture a ensuite été étalé sur dtedb de Pétri pourvues de
milieu LB solide et 100ug/ml d’ampicilline.
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Production de protéines

Les protéines recombinantes anti-apoptotiques dantdlle Bcl-2 ont été
produites a partir d&. coli BL21, comme décrit dans le chapitre 2, section
« Materials and Methods » de cette thése.

Electrophorése en gel d’agarose

Un gel d’'agarose a 1% est préparé a partir de tarijgk (90 mMTris, 85
mM Borate, 20 mM EDTA), aussi utilisé pour la cuvetlectrophorése. 12
pul d’ADN et 3 pl de tampon de charge (bleu de brongmol, glycérol et
H.O) sont mélangés pour chaque échantillon, qui nilgreoncert avec un
marqueur de poids moléculaire (2-Log DNA Ladder-1010 kb, New
England BioLabs, N3200L). La migration se fait a018olts, 360 mA,
pendant 45 minutes. Le gel est ensuite incubé danbain de bromure
d’éthidium pendant 30 minutes avant d’étre révé&lé ym transilluminateur
UV. Une photo est alors réalisée.

Transfection cellulaire

Les cellules a transfecter sont cultivées dansbdéss rondes de 10 cm de
diameétre jusqu’a atteindre une confluence de 50-M&6s un microtube de
1,5 ml, 10 pug de plasmides sont dilués dans 24Dywle solution de NaCl
(150 mM) et le mélange est vortexé. Par boite rstezter, 20 ul de réactif
de transfection (jetPBltransfection reagent, Plyplus transfection TM, -101
10) sont mélangés avec 230 pl de la solution del.Na€ mélange est
vortexé puis ajouté a la dilution d’ADN avant d&immédiatement vortexé
a nouveau. Le mélange est incubé 20 minutes a tatopé ambiante et
enfin ajouté goutte a goutte aux différentes batésnsfecter. La sélection
par antibiotique débute 24h plus tard.

Culture cellulaire
La culture cellulaire a été réalisée comme déaitsdle chapitre 2, section
« Materials and Methods », de cette these.

Fractionnement cellulaire

L'isolation des fractions mitochondriale et cytdgqak des cellules a été
réalisé comme décrit dans le chapitre 2, sectibfaterials and Methods »
de cette theése.

Immunofluorescence

Les cellules a analyser sont cultivées dans degiea24 puits, pourvus de
lamelles en verre stérile, a raison de 10.000 lesllpar puits. A 60-70% de
confluence maximum, les cellules sont rincées a& BB fixées dans un
tampon 4% Formaldéhyde-PBS pendant 20 minutes @étature ambiante.
Aprés trois lavages au PBS, les cellules sont iéeslpendant 15 minutes a
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température ambiante avec le tampon 0,2% Trito)3-PBS et a nouveau
lavées trois fois au moyen de PBS. A l'abri deumikre, les cellules sont
incubées dans un tampon 3% BSA — 0,05% Tween20S-(BBP) pendant
10 minutes a 37°C. Ensuite, chaque lamelle esbieséparément, durant
la nuit & 4°C, avec 50 pl de BTP supplémenté alatidorps primaire
(1/400 pour p53, 1/100 pour c-myc et 1/400 pour 6{§PLes cellules sont
ensuite lavées trois fois au moyen du tampon 0.0%#en20 - PBS (PBS-
T) puis a nouveau incubées pendant 1 heure a 4&C 89 pl de BTP
supplémenté avec l'anticorps secondaire couplé futaeséine (1/100).
Aprés deux lavages au PBS-T, les lamelles sontg&smnet déposées sur 5
ul de Vectashield + DAPI (9 :1) et observées auasimope a fluorescence.

Essai de formation de colonies

Les cellules Saos 2 a analyser sont cultivées dassplaques 6 puits, a
raison de 50.000 cellules par puits. Lorsque laucel atteint 60% de
confluence, chaque plasmide pCMV-Tag3B est tratifea triplicat. Le

plasmide pCMV-Tag3B vide est utilisé comme contrdliégatif, et le

plasmide pRC/CMV p53wt constitue le contrble pbsit suppression de
croissance. L'antibiotique de sélection G418 (4@0ml) est ajouté dans le
milieu 24h aprés la transfection puis la culturé reaintenue pendant 15
jours. Lavées deux fois au PBS, les cellules sée$ avec de I'éthanol
70% pendant 15 minutes a température ambiante.célisles sont alors
rincées a l'eau puis incubées 15-20 minutes aver amution de cristal

violet (1,5 g de cristal, 100 ml d’éthanol 100%,tdeit dilué 50 fois dans
H.O milliQ) avant d’étre & nouveau abondamment riacéel’eau. Une

photo est alors réalisée.
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1.3. Résultats

1.3.1. Production du plasmide pGEX-2T-Mcl-1, nécessaire a la
production de la protéine Mcl-1

Pour produire et purifier la protéine Mcl-1, plusie étapes ont
éte réalisées. Le cDNA de la protéine a été obatrigué dans un
plasmide. Ensuite, des bactéries coli de la souche BL21 ont été
transformées avec le plasmide produit. Enfin, adpction protéique
a été induite et la purification des protéines $ieau

Nous avons choisi d'utiliser le vecteur d’expreagmocaryote
pPpGEX-2T (Figure 1) afin de permettre la producttenla protéine par
des bactérie€. coli BL21. En effet, ce plasmide est doté de la
séquence codante pour la GST (Glutathion-S-traasé¢ren amont du
site multiple de clonage. Ce tag en N-terminahssécessaire a la
purification de protéines produites, en mettant rafippla grande
affinité du GST envers le glutathion. Un site dévagie par la
thrombine est présent entre la fin de la séqueada GST et le début
du site multiple de clonage. Il est donc possildecliver le tag GST
de la protéine en fin de purification. Le géne dsistance a
I'ampicilline du plasmide pGEX-2T permet la séleatides bactéries
qui ont efficacement intégré le plasmide.

Notre laboratoire possede le cDNA de Mcl-1L humelioné
dans le plasmide pCMV-Tag3B. Ce plasmide, ainsilgaglasmides
équivalents codant pour Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w et Bf] sont le fruit du
travail de mémoire de Catherine Staudt (Cathertaeid®, 2010). Le
cDNA de Mcl-1 a été amplifié par PCR et la tailke produit PCR a
été contr6lée par migration sur gel d’agarose. D&l& amplifié a
ensuite été restreint avec les enzymes de restrictpréalablement
choisis, puis ligué avec le plasmide pGEX-2T réstravec les
mémes enzymes. Les produits de ligation ont étésfiramés et
amplifiés dans des bactériés coli Top1l0 chimiocompétentes. Les
plasmides purifiés ont ensuite a nouveau été dastidar restriction.
Les plasmides dont la taille de l'insert correspania taille attendue
du cDNA ont été séquencés. Le plasmide sélectisargcelui dont la
séquence cDNA ne comprend pas de mutation, ouda@smutations
silencieuses ou encore des mutations ponctuelles lgu peut
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corriger aisément par une mutagenese dirigée. [2aoas de Mcl-1,
nous avons retenu le plasmide codant pour le cDBIMdI-1 pourvu
de deux mutations silencieuses.

tac promoter
lac repressor binding site

‘ glutathione S-transferase
/_\ thrombin cut site
BamHI

Mcl-1

pGEX-2T-Mcl-1
~6.0 kb

EcoRl

Figure 1. Plasmide pGEX-2T-Mcl-1. Le plasmide pGEX-2T comport
4,948 pb comprenant la séquence codante pour la (&B¥athione S-
transférase) en amont du site de restriction p#nrambine (thrombine cut
site), suivi du site multiple de clonage. Le géndant pour la protéine Mcl-
1 (1053 pb) est inséré ici entre les sites deictistn BamHI et EcoRI. Le
vecteur comporte aussi le géne de résistance aitdlime (Amp).

1.3.2. Production de la protéine Mcl-1

La production de la protéine Mcl-1 a été entrepdans le but
de I'engager dans un GST pull-down en présenceb8elie principe
du test est de mettre en évidence une interactine @ine protéine
tagguée (GST-Mcl-1) et une autre protéine sangp&g). Grace au
tag GST, il est possible d'immobiliser la protéMel-1 sur des billes
de glutathion-sépharose, puisque la GST a une graffithité pour ce
tripeptide. En incubant GST-Mcl-1 en présence dg& pg%est possible
d’éprouver la capacité des deux protéines a initerggsuite, I'ajout
de billes de glutathion-sépharose suivi d'une deigiation permettra
de sédimenter les éventuels complexes. Lors d'umayse par
Western blot, on pourra détecter la présence de-l@81L ainsi que,
s’il y a eu interaction, celle de p53 (Figure 2).
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Figure 2. Schéma du protocole de GST pull-down. En phada fifotéine
non tagguée est synthétiséevitro. En phase 2, la protéine pourvue du tag
GST et la GST seule (contréle) sont purifiées dimpadfune culture de

bactéries. Ces deux protéines sont mises en peegesdilles de glutathion-
sépharose (billes notées M sur la figure). En pRases protéines liées aux

billes sont mises en présence de la protéine ngguée. Aprés lavage et
élution (ou centrifugation), I'’éluat (ou le cula¥t analysé par Western blot
La présence de la protéine non tagguée révélentamction spécifique a
condition que cette protéine n'interagisse pas &v&ST seule (contrble)
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Pour obtenir la protéine GST-Mcl-1, nous avons sfamé
des bactérie€. coli BL21 avec le plasmide pGEX-2T-Mcl-1. La
souche BL21 est couramment utilisée pour I'expoessie protéines
recombinantes. En effet, rendue compétente de felgonique, cette
souche est dépourvue des protédseset ompT (Outer Membrane
Protease). L'absence de ces protéases préserverddgines a
produire : elles ne sont ni dégradées au sein dmdéérie ipn), ni
dans le milieu de cultureopT). De plus, cette souche est aussi
dépourvue de glutathion réductase et de thiorédoxidductase
(Bessetteet al, 1999). Le répresseur protéique laclg exprimé
constitutivement inhibe I'expression de la protéidéntérét en
absence d’induction. Lorsque la culture bactériemtbeint la densité
requise, I'expression de la protéine recombinasténeluite au moyen
d'IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside)les protéines
produites sont alors purifiées par chromatogragtaéinité avec des
billes de glutathion-sépharose. Par élution avegldiathion réduit ou
bien par clivage du site de restriction de la thsore, la protéine
purifiée est récupérée avec ou sans le tag GSTpraguit de cette
purification est chargé dans un gel d’électropheres paralléle avec
des doses connues et croissantes de BSA, de fagstimer la
concentration en protéines purifiées obtenues. @& mgprmet
eégalement de contrbler la taille de la protéine nagport a la taille
attendue, ainsi que sa pureté.

Les résultats obtenus lors de cette purificationvidé1 sont
inattendus (Figure 3A et 3B). Suite a une purifaratprotéique sans
clivage par la thrombine, la taille prévue de 3KBa de Mcl-1 a
laquelle s’ajoute la taille du tag GST de 26 kDaespond a un total
de 63.4 kDa. Or, le produit de purification indigtreis bandes de
concentration différentes : la bande la plus imgae indique une
taille de ~38 kDa, tandis que deux bandes de ctratem beaucoup
plus faibles indiquent des tailles de ~80 et ~6% KBigure 3A). Il est
possible que la bande de ~65 kDa corresponde a dallMcl-1L
pourvue du tag GST.
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Figure 3: Gels de purification de la protéine GST-Mcl-1 guige par E. coli
BL21 transformées par pGEX-2T-Mcl-1, clivée (B) owon (A) par la
thrombine. La premiére bande correspond au margieeppids moléculaire.
Les six dernieres bandes permettent d’établir woitedétalon BSA.

Une nouvelle purification de la protéine a été iséa, en
utilisant la thrombine de sorte a cliver le tag G3\T nouveau, le
résultat obtenu est inattendu (Figure 3B) : lagin& purifiée affiche
une taille de ~28 kDa au lieu des 37.4 kDa escasnplié est
envisageable que cette bande corresponde a la &6, sompte tenu
de sa taille (26 kDa). Néanmoins, les protéinegmlds sont issues
d’un éluat et la GST dispose d’'une haute affinibéirples billes de
glutathion-sépharose.

Le clivage par la thrombine n’ayant entrainé I'ajijen que
d’'une unique bande de taille inattendue, une néenmoduction et
purification de Mcl-1 a été réalisée. Cette foisupque le tag GST
soit maintenu, le clivage par la thrombine n’ess pdlisé. Afin de
pouvoir concentrer la protéine de ~65 kDa (vraidabibment celle
qui correspond a Mcl-1 pourvu du tag GST), undiltte 50 kDa est
utilisé. Ce filtre permet de retenir et de récupége protéines qui ont
un poids moléculaire supérieur a 50 kDa, les mddScplus petites
étant éliminées. Malgré cette précaution, le résulée la purification
protéique est sensiblement le méme que celui okaelaufigure 3A.
L’efficacité du filtre n’est pas mise en doute, soqu’'il s’est avéré
efficace lors de la purification des protéines Bl¢cIBcl-w et Bfl-1.
L’hypothése posée est dés lors la suivante : l@s tvandes de la
figure 3A seraient issues d’'un complexe protéiqommenant Mcl-1
formé par liaison covalente ou non covalente. Qe®ractions
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permettraient a la protéine contaminante de ~38 &B#ae retenue
lors de la filtration.

Afin de vérifier cette hypothese, nous allons cdéser dans
un premier temps qu’il s’agit d'un complexe proté@qgformé par
lisison non covalente. Afin de rompre ces liaisomkiférentes
concentrations en SDS (dodécylsulfate de sodiumpnseestées. Le
SDS est un détergent qui agit en perturbant lesola non covalentes
entre protéines, les dénaturant et provoquant Iae pde leur
conformation native. L’idée ici est de déterminar doncentration
nécessaire en SDS pour perturber d'éventuellesoliai non-
covalentes, tout en restant en deca du seuil deraturation de la
protéine dintérét. Des études semblables ont dd@ réalisées,
associant les effets d’'une élévation de la tempéraet d'une
concentration croissante en SDS (Carvahal, 2013). Les lavages
successifs avec 0, 0.2, 0.5 et 1% de SDS indiqqeht faut au
minimum 0,5% de SDS pour commencer a éliminer ledémes
indésirables mais cette concentration élimine adasiprotéine
d’intérét Mcl-1 (Figure 4A).
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Figure 4: (A) L'extraction protéique totale suite a linclion de la
production de Mcl-1 est lavée avec différentes eatrations en SDS puis
chargée dans le gel SDS-PAGE. (B) Le produit deuldfication protéique
de Mcl-lest dénaturé dans un tampon de Laemmli Bafs Le tout est
ensuite chargé dans un gel d'agarose.

Une autre possibilité serait que le complexe pooikgi est
formé par des liaisons covalentes disulfures. L& @Dithiothreitol)
présent dans le tampon de Laemmli est utilisé p@auire les
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liaisons disulfures intramoléculaires et intermaléaes. Des lors, si
le produit de purification protéique est dénatuadsdun tampon de
Laemmli dépourvu de DTT, I'électrophorése sur datdrose devrait
entrainer l'apparition d'une bande protéique unjquelle du

complexe protéique, dont la masse apparente comdspt a la

somme des trois bandes observées. Afin d’éprowstte tiypothéese,
une nouvelle purification de Mcl-1 est réaliséé.elacore, le tag GST
est maintenu (pas de clivage par la thrombine).dreduit de

purification est dénaturé dans un tampon de Laersanis DTT puis
le produit de purification subit une électrophorpae migration en gel
d’agarose (Figure 4B). L'apparition des trois mérbasdes suite a
cette électrophorese indique qu’il ne s’agit pas nmdus d'un

complexe protéique impiquant des ponts disulfures.

1.3.3. Production de clones surexprimant Mcl-1

Le second objectif de cette these est de déterndi@eguelle
facon les membres anti-apoptotiques de la famél&d-2 interférent
dans la translocation mitochondriale de p53 eblfdapse sous-jacente.
Pour cela, nous avons choisi de créer des clonesugexpriment les
différents membres anti-apoptotiques de cette famiDans un
premier temps, nous avons créé des clones a phasr cellules
d’ostéosarcome humain Saos 2 (pb&fin de pouvoir contréler la
présence ou non du suppresseur de tumeur au sela dellule
(transfection transitoire de p53). Dans un sec@mlps, nous avons
choisi de travailler sur des cellules d’ostéosaredmumain U20S
(p53wt) pourvues d’'un systeme Tet-On, afin de paugontréler la
surexpression des différents membres anti-apopiesiq

Afin de produire des clones qui surexpriment latgiree Mcl-
1L, nous utilisons un vecteur d’expression eucarydie vecteur
possede la séquence codante du cDNA de Mcl-1 quisn géene de
résistance a l'antibiotique G418, de maniére a pougénérer des
lignées ou clones stables. Apres transfectioncleses sélectionnés
sont ceux qui survivent a l'antibiotique de sélectet qui expriment
de facon importante la protéine d’intérét.

Notre laboratoire possede le plasmide pCMV-Tag3B-Mc
ainsi que les plasmides vide ou codants pour B&8e2-xl, Bcl-w et
Bfl-1 (Catherine Staudt, 2010). Les protéines erpas portent un tag

98



c-myc N-terminal. L’expression des membres antipapiiques de la
famille de Bcl-2 a été contrdlée par Western blanglles différents
clones Saos @rigure 5A) et nous avons retenu ceux dont I'exgces

de la protéine d’intérét était importante. La logation subcellulaire
des membres anti-apoptotigues surexprimés a étédiéeérpar

fractionnement cellulaire des clones sélectionnésggufe 5B).

L’expression et la localisation de ces membresanissi été vérifiées
par immunofluorescence a I'aide d’un anticorpsgéircontre le tag c-
myc (figure 6).

A B

Cytosol Mitochondrie

Clones Saos 2 Bel-2 35 35
'1. o — -
Bcl-2 Belw of G
123534 4 PCNA — 5

34 kDa - %
26 KDa —» - w=wme HSPB0 -» —— _—
PRDX3 - F—

* % % *

Figure 5: (A) Caractérisation des clones Saos 2 par Western lbst.
clones pCMV-Tag-3-Bcl-w n°3 et 4 expriment peu @s fpa protéine Bcl-w
taguée. Les clones pCMV-Tag-3-Bcl-2 n° 2, 3 etrisiafue le clone pCMV-
Tag-3-Bcl-xl n°4 expriment a des niveaux importastscomparables la
protéine attendue. La taille des protéines attemchomt les suivantes : 26
kDa pour Bcl-2, 21 kDa pour Bcl-w et 30 kDa pour |-Bc (B)
Fractionnement cellulaire et analyse par Westeat #és clones Saos 2
pCMV-Tag-3-Bcl-2 n°3 et 5. L'anticorps dirigé coatie tag c-myc révéle la
localisation mitochondriale de la protéine Bcl-ZNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) est une protéine nucléaire etmgsmique. HSP60 (Heat-
Shock Protein 60) est mitochondriale et dans unendn®e mesure
cytoplasmique. PRDX3 (Peroxiredoxin-3) est une gina exclusivement
mitochondriale.

L’analyse par western blot (immunodétection dudagyc) a
mis en évidence des clones Saos 2 qui surexprileemrotéines Bcl-
2 et Bcl-xl. La surexpression de la protéine Batlans le clone Saos 2
n°4 n'est pas assez importante que pour étre retEnuce qui
concerne les autres constructions, aucun cloneineapt Mcl-1 ou
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Bfl-1 n’a pu étre obtenu. Seuls les clones qui>quienent Bcl-2 ont
été exploités par la suite, dans le cadre d’'immugmpitations.

Bel-2
clane
n'2

Vide
clone
n"i

Figure 6 : Analyse par microscopie a fluorescence des cloaes 3. Les
cellules Saos 2 ont été transfectées de maniébte stvec le plasmide
pCMV-Tag-3 vide ou codant pour la protéine Bcl-yl Bcl-2. Le noyau est
marqué au DAPI, les mitochondries sont détectékside d'un anticorps
anti-HSP60 (Santa Cruz Biotechnology), et la Iszdion de Bcl-xI et Bcl-2
est réalisée al'aide d’'un anticorps dirigé conérdag c-myc (Santa Cruz
Biotechnology). Les trois marquages ont été supgpafin d'observer la
co-localisation du tag c-myc avec les mitochondries

Des essais de formation de colonies ont été réalisin
d’investiguer sur la difficulté a obtenir des clenexprimant Mcl-1,
Bfl-1 et Bcl-w (Figure 7). La technique utilise i@éme lignée Saos 2
p53-, transfectée de facon transitoire avec les diftSrevecteurs
d’expression. Les cellules sont ensuite soumisesmel pression de
sélection au moyen de I'antibiotique G418 pendanixdsemaines. A
la fin de I'expérience, le nombre de colonies darexqjue condition est
évalué. La technique nécessite deux contréles.rémipr consiste en
la transfection du vecteur vide pCMV-Tag3, conditiexpérimentale
ou le plus grand nombre de colonies sera obseriauti@ part, la
tranfection d’'un plasmide codant pour p53 wt cduostile controle
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positif de suppression de croissance, compte tensed fonctions
d’inhibiteur du cycle cellulaire et d'inducteur Hapoptose.

Figure 7 : Détermination de l'activité de suppression de leissance des
membres anti-apoptotiques de la famille de Bclss#es de formation de
colonies). Des cellules Saos 2 ont été repiquéibie densité et ensuite
transfectées au moyen des vecteurs PRC/CMV-p53uaittr@e positif),
pCMV-Tag3 vide (contrdle négatif) ou codant pow feotéines Bcl-2, Bcl-
xl, Mcl-1, Bfl-1 et Bcl-w. Aprés 24h, le processds sélection a débuté en
présence de 400 pg/ml de G418. Apres 14 jourgglesies ont été fixées et
colorées au cristal violet. La figure présente witspreprésentatif pour
chacune des constructions transfectées.

Le nombre de colonies formées suite a la transiecties
plasmides pCMV-Tag3-Bcl-2, -Bcl-xl, -Bfl-1 et Bcl-ast comparable
a celui des cellules transfectées au moyen du pdaswide (Figure 7).
La quantité de colonies présentes dans les paitsfectés au moyen
de pCMV-Tag3-Mcl-1 est comparable a celle du cdetgositif de
suppression de croissance pRC/CMV-p53wt. Afin defieé que la
surexpression des protéines a bien lieu suite drdasfection
transitoire, une analyse Western blot a été réal{fégure 8). Ces
résultats suggérent que la surexpression de Mblelh que faible,
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résulte en une inhibition de la croissance. Celat @xpliquer la
difficulté d’obtenir des clones Saos 2 stables quigant la protéine.
Par contre, Bfl-1 et Bcl-w n'ont pas pu étre déeclors de cette
analyse par Western blot. On ne peut donc pas i&meté hypothese.
Notons cependant que les différents plasmides pdMy3 codant
pour les membres anti-apoptotiques de la famillBde2 ont prouvé
leur fonctionnalité, notamment lors de transfecidransitoires dans
la lignée CHO (détection par immunofluorescenceladignée PA1
(analyse Western blot) (Catherine Staudt, 2010).
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Figure 8 : Analyse de I'expression de protéines suite a demsfiection
transitoire de plasmides dans les cellules Sa@®2 cellules Saos 2 ont été
transfectées pendant 24h avec les plasmides ssiva@MV-Tag3 (vecteur
vide), pCMV-Tag3-Bcl-w, -Bcl-xl, -Mcl-1, -Bfl-1 etBcl-2. Le tag c-myc N-
terminal ajouté aux protéines dont les séquencéficnt été clonées dans
le plasmide pCMV-Tag3 a été détecté par un anticorpnoclonal de souris
(anti-c-myc 9E10, Santa Cruz Biotechnology, sc-40anticorps marque
également le c-myc endogéne de la cellule, notaromeryc2 (~59 kDa) et
c-mycS (~40 kDa). L'expression de Bcl-xl (~26 kDdg, Mcl-1 (~38 kDa *)
et de Bcl-2 (~26 kDa) a été détectée (Catherinedst2010).

A la lumiére de ces indications, nous avons énmgplthese
selon laquelle une surexpression induite de Mcletmettrait de

b

contourner la difficulté a obtenir des clones stablDes lors, nous
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nous sommes tournés vers les cellules U20S Tetighée cellulaire
issue d’un ostéosarcome humain, pourvue du sysiemen.

Le systeme Tet-On met en jeu deux plasmides, usmdke
régulateur et un plasmide de réponse. Le plasmitpulateur
pUHD17-1neo octroie la résistance a l'antibiotidbe418 et posseéde
une région codant pour la protéine régulatrice rtTreverse
tetracycline controlled transactivator). Le plaseidie réponse
pPTRE2-pur-myc possede la séquence codant pouptaipe d’intérét
ainsi que le géne de résistance a l'antibiotiqueompycine. En
présence de rtTA et de doxycycline, antibiotiquandliction

protéique, la transcription du gene d’intérét peudir lieu.

Afin de pouvoir utiliser ces cellules, des plasmigd RE2pur-
myc codant pour les différents membres anti-apapies de la
famille de Bcl-2 ont été réalisés. De nouveaux pranont donc été
concus, afin de pouvoir amplifier les cDNA présemians les
plasmides pCMV-Tag3B. Les mémes contrbles réaligéar la
production de plasmide pGEX-2T sont appliqués icontrole des
produits PCR par migration en gel dagarose, mgins et
séquencage des plasmides sélectionnés.

Les cellules U20S Tet-On ont été transfectées desc
différents plasmides pTREZ2pur-myc. Les clones &élecés sont
ceux qui produisent un taux important de protéinepeesence de
doxycycline et dont la production protéique estaol trés faible en
absence d’induction. L'inductibilité de I'expressiprotéique a permis
ici 'obtention de clones surexprimant les protéirtgcl-2, Bfl-1 et
Bcl-w. Les cellules transfectées avec le plasmid®&E2pur-myc-
Mcl-1 ne proliferent pas ou trés peu, rendant irsfiide la production
de clones exprimant de maniere inductible la pnetéilcl-1.
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1.4. Discussion

La production de protéines est dépendante d’ureveet d’'un
systéme d’expression. En fonction de la protéindeesa localisation
cellulaire, sa purification sera plus ou moins @is®ans le cas
présent, nous avons choisi le plasmide pGEX-2T cltmage du
cDNA de Mcl-1 dans ce plasmide a été réalisé aveces. Le tag
GST introduit en N-terminal permet une purificatide la protéine par
affinité avec le glutathion. Des bactéri€&s coli BL21 ont éte
efficacement transformées par le plasmide, comnmdidjue la
résistance a l'antibiotique ampicilline. La prodant de la protéine
Mcl-1 a été induite. Cependant, sa purification plaétre menée a
bien. Le domaine transmembranaire en C-terminalidel a peut-
étre été I'une des causes qui a rendu sa purditatipossible.

L’'apparition de trois bandes protéiques dans le del
purification de Mcl-1 a soulevé un grand nombregdestions. Les
tailles obtenues (38, 65 et 80 kDa) correspondaiemd protéine
attendue (~65 kDa) ainsi qu'a deux autres protépemsites dont
une, trés abondante, de 38 kDa. Ces protéinesrigactés ont été
purifiées soit grace a leur affinité pour le glbtan, soit a leur affinité
pour GST-Mcl-1. Etant donné que la purification udi@s protéines
telles que Bcl-xl, Bfl-1 et Bcl-w n’a pas entraib@pparition de ces
deux protéines contaminantes, il est peu probabée ags protéines
bactériennes aient été purifiées suite a leuritéfipour le glutathion.
C’est donc I'affinité pour la protéine GST-Mcl-1ligerait en cause.

Le maintien de la protéine parasite de 38 kDa saitene
filtration & 50 kDa suggeére une interaction pratéi@vec GST-Mcl-1,
ce qui permet au complexe d'étre retenu par leefilt'interaction
entre cette protéine et les protéines bactérienp@svant étre
covalente ou non. Le SDS a été utilisé afin de remdéventuelles
liaisons non covalentes, mais la concentration ssse en SDS
entraine également la perte de la protéine d'int8&T-Mcl-1. Nous
avons donc émis I'hypothéese qu’il s’agissait d’uiaéson covalente.
Pour tester cette hypothése, le produit de putifingorotéigue a subi
une électrophorese en absence de DTT : I'apparitemntrois bandes
protéigues, a la place d'une seule bande correspbrali complexe
protéique, rend I'hypothése caduque.
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La production et purification de Mcl-1 a déja étiite dans
la littérature (Czabotagt al, 2007; Dayet al, 2008; Nijhawaret al,
2003; Wanget al, 2006). Cependant, la protéine Mcl-1 obtenue est
souvent tronquée au niveau du domaine N-terminasi ajue du
domaine transmembranaire (Datyal, 2008; Wanget al, 2006). Des
protéines Mcl-1 chimériques sont aussi utiliséegaffotar et al,
2007). Le but de la production de Mcl-1 ici étariétddier son
interaction possible avec le suppresseur p53, aude ces deux
solutions n’est acceptable. En effet, travaillee@wne protéine
tronquée ou chimérique pourrait entrainer des tatsutontestables.
Ainsi, I'absence d’interaction pourrait s’expliqupar le fait que le
site d’'interaction est absent sur la protéine tugeq L'observation
d’'une interaction pourrait quant a elle étre dugapparition d’'un
nouveau site d’interaction sur la protéine chiméeigLa seule étude
utilisant la protéine Mcl-1L humaine compléte esliec de Nijhawan
et son équipe: deux étapes supplémentaires deicptigh, une
chromatographie a échange d’ions suivie d'une chtographie
d’exclusion, ont été nécessaires a I'obtention al@rbtéine purifiée
(Nijhawan et al, 2003). Un autre article indique une purificatida
GST-Mcl-1 mais la pureté de la protéine obtenuagceatrée avec un
filtre a 10 kDa, n’est pas indiquée dans la pulilice (Han et al,
2005). Il serait judicieux de mettre a profit legeractions fortes
connues entre Mcl-1 d'une part et Noxa ou Puma tcéaypart
(Rautureauet al, 2010a) afin de permettre la purification de Mcl-1
Une autre facon de contourner les difficultés rem@®s dans la
purification protéique a partir de bactéries selaiproduction de la
protéine par traductiom vitro, en réalisant au préalable un plasmide
pourvu du promoteur T7 et possédant la sequencAa\Vicl-1.

Pour créer des clones cellulaires stables, noussautlisé un
vecteur d’expression eucaryote doté d'un gene dustadice a
I'antibiotique G418, permettant la sélection deButes qui I'auront
efficacement intégré. Nous n’avons pu obtenir dme&lSaos 2 qui
sur-exprime de facon stable la protéine Mcl-1, gipdu plasmide
pCMV-Tag3-Mcl-1. L'efficacité de la transfectionest pas en cause
puisque nous avons réussi a obtenir des clones 3agsi sur-
expriment de facon stable Bcl-2 et Bcl-xl. L'essi@ formation de
colonies suggeére que la surexpression de Mcl-hemune inhibition
de la croissance, ce qui rejoint I'étude de Fugiseon équipe (Fujise
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et al, 2000). Cet article décrit que Mcl-1 interagiteditement avec
PCNA, inhibant la progression du cycle cellulairdne autre
explication possible serait que Mcl-1L serait clipar les caspases
effectrices, générant ainsi une protéine pro-agmpte qui
compromet fortement la croissance cellulaire. Céditgothése
implique que la surexpression de Mcl-1 entrainetiVation des
caspases effectrices. La forme clivée de Mcl-1k28), dépourvue de
la partie N-terminale de la protéine, ne peut étveervée dans nos
analyses par Western Blot puisque le tag c-mysiggirimeé.

La production de clones stables U20S inductiblet-(On) a
alors été entreprise, I'inductibilité de I'expremside Mcl-1 pouvant
contourner l'inhibition de la croissance lors de deoduction des
clones. Bien que des cellules aient efficacemerntésu en présence
de l'antibiotique de sélection, leur prolifératiata pas été suffisante
pour I'établissement de clones stables. Il se pdatugue I'expression
de fuite du systéme Tet-On entraine suffisammen¥idel pour tout
de méme entrainer l'arrét de croissance des clagast intégré le
plasmide de réponse. A notre connaissance, une pablication fait
mention de clones exprimant de facon stable laépretMcl-1 : les
cellules KU812 et K562 ont été transfectées avgudemide pSE-
neo-EAT/mcl-1 (Fukuchet al, 2001). Placé sous le promoteuroSR
promoteur aussi actif que le promoteur CMV, le gésetraduit par
des lignées immortelles issues d’'une leucémie ngelahornique
humaine qui proliférent plus que les cellules osssulLes altérations
génétiques qui ont mené ces cellules a devenirécanses leur ont
peut-étre permis, dans ce cas-ci, de tolérer urexgression de Mcl-
1, contrairement aux lignées Saos 2 ou U20S.
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Chapitre 2 : L’expression de Bcl-2 et Bfl-1 diminue
I'apoptose dépendante de p53 et régule sa localisation
subcellulaire (Article a soumettre)
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Résultats
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Abstract

During apoptosis, p53 translocates to the mitochanghere
it exerts a pro-apoptotic function by acting analagly to activating
BH3-only proteins. Mitochondrial p53 interacts wiBak, a Bcl-2
family member, leading to its oligomerization arte tsubsequent
release of the mitochondrial effectors of apoptosssich as
cytochrome c, from the intermembrane space intocifteplasm. In
addition, p53 also interacts with different antppptic Bcl-2 family
members. We confirm in this study that Bcl-2 inttsawith p53. We
also report that p53 directly interacts with Bc|-BFl-1 and Bcl-w. In
addition, we found that Bcl-2 and Bfl-1 expresspmotects PAL cells
from doxorubicin as well as the MDM2 inhibitor natBa. These two
proteins also increase the resistance of U20S dellsUV-B.
Surprisingly, Bcl-2 and Bfl-1 markedly enhance tmiochondrial
localization of the tumor suppressor, although thelgibit p53-
dependent cell death. This suggests that theseapmpitotic BCL-2
family members could sequester p53 at the outeoamdndrial
membrane, preventing it to trigger Bak oligomeiimat Our data
underline that agents targeting Bcl-2 and Bfl-1ldpin cancers that
retain a wild type version of the tumor suppresdesd to an
enhancement of the mitochondrial activity of p53.
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p53, Bcl-2, Bfl-1, Bcl-w, mitochondria
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Abbreviations

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-w: B-cell ymphoma 2 homolog

Bfl-1: Bcl-2 related gene expressed in fetal liver
BH: Bcl-2 homology domain

DBD: DNA binding domain

FRET: Fluorescence resonance energy transfer
GRS: Glasgow Rearranged Sequence

GST: Glutathione S-Transferase

IC50: Half maximal inhibitory concentration
MDM2: Mouse double minute 2 homolog

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltezalium bromide
OMM: Outer Mitochondrial Membrane

rTA : reverse tetracycline controlled transactorat
TAD: Transactivation domain

UVB: Ultraviolet B

Highlights

- We show that p53 can interact with Bcl-2, Bfl-1 d@wa-w
- Bcl-2 and Bfl-1 expression inhibit p53-dependerg@psis
- Bcl-2 and Bfl-1 enhance the mitochondrial localiaatof p53
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Introduction

The tumor suppressor p53 is a major organizer ef aéll
response to a broad array of insults by regulaimgptosis, cell cycle
arrest, senescence, DNA repair and genetic staliliaseva and
Moll, 2009). The first hint of a transcription-ingendent apoptotic
activity of p53 arise from the discover that p5®eedent apoptosis
can occur in presence of transcription or trarstatnhibitors (Caelles
et al, 1994). Moreover, some p53 mutants that havethmst ability
to transactivate gene expression are known to driggpoptosis in
human cells as efficiently as p53 wt (Haeptl, 1995; Kakudcet al,
2005). In addition, p53 can promote apoptosis evkan its nuclear
import sequence is deleted (Chipek al, 2004). The transcript-
independent apoptotic activity of p53 relies oraitslity to translocate
to the mitochondria when the cells encounters aptapic stimulus.
The study of these pathways has clearly establigtadn response to
a stress signal, cytoplasmic or nuclear p53 rapicdysiocates to
mitochondria, where it interacts with Bcl-2 familyembers, leading
to mitochondrial outer membrane permeabilizatiod eglease of the
inter-membrane space apoptotic effectors into thesol (Dumontet
al., 2003; Leuet al, 2004; Marchenkeet al, 2000; Miharaet al,
2003; Vaseva and Moll, 2009).

The tumor suppressor p53 can indeed bind directly p
apoptotic as well as anti-apoptotic members ofBhk2 family (Leu
et al, 2004; Miharaet al, 2003; Sotet al, 2007). The interactions
between p53 and the pro-apoptotic members Bax ahkdaBow their
activation (Chipuket al, 2004; Leuet al, 2004). It results in a
conformational change that promotes the oligom&dmaequired for
their pro-apoptotic function. An interaction betwegeb3 and the anti-
apoptotic members Bcl-2 and Bcl-xI proteins haso alseen
documented. Through these interactions, the tunumpressor is
believed to inhibit the anti-apoptotic function ¢hese proteins,
preventing them to bind to the pro-apoptotic meralmdrthe family
(Ha et al, 2013; Miharaet al, 2003; Sotet al, 2007; Tomitaet al,
2006). Less is known of a possible interaction 8 with other anti-
apoptotic Bcl-2 family members such as Bfl-1, BcbnDiva.
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The Bcl2-A1/Bfl-1 protein (Bcl-2 related gene exgsed in
fetal liver) is also known as GRS (Glasgow Reareah§equence). It
was identified from fetal liver (Choet al, 1995) and found to be
involved in a chromosomal rearrangement in a cleramiyeloid
leukemia patient linking the GSR gene to the gehdilmoblast
growth factor 4 (Kennet al, 1997). In cellular systems, Bfl-1 binds
to Bak more prominently than to Bax (Vogler, 20I®)e functions of
Bfl-1 in normal tissues are multiple. Bfl-1 is rewpd for neutrophil
and mast cell survival (Hamasaiti al, 1998; Xianget al, 2001) and
has a physiological function in mammary cell diffetiation (Capuco
et al, 2002). Because Bfl-1 is inducible by inflammatoggokines, it
may play a protective role during inflammation (Kamet al, 1996).
Although Bfl-1 overexpression alone is not suffitieto induce
tumorigenesis, the protein is overexpressed in aietya of
hematological malignancies (leukemia and lymphoasayell as solid
tumors (breast, colon, lung, ovarian and prostateers). Moreover,
it has been associated with advanced stages orstamtadiseases.
Several studies have shown that Bfl-1 may conteibtd tumor
progression, probably by preventing apoptosis inaaded tumor
cells, displaying gross genomic abnormalities ahdrefore more
dependent on the expression of anti-apoptotic prei@/ogler, 2012).
As far as we know, an interaction between Bfl-1 @83 has never
been described before.

B-cell lymphoma 2 homolog (Bcl-w) is an essentidulator
of apoptosis during spermatogenesis (Peinal, 1998). It enhances
cell survival through its anti-apoptotic activitgs well as the
migratory and invasive potential of cancer celladit al, 2006).
Bcl-w is expressed in a variety of cancers, inaglgdgastric cancers
(Lee et al, 2003), colorectal adenocarcinomas (Wilsginal, 2000)
and glioblastoma multiforme (Hoelzinget al, 2005; Leeet al,
2013). Expression of Bcl-w correlates with expr@sof p53 wt in
colorectal cancer (Wilsomet al, 2000). An interaction between the
tumor suppressor and Bcl-w has only been reponédet using
nuclear magnetic resonance (Tometaal, 2006) and GST pull-down
assays (Leet al, 2014).

Our study provides new insights concerning theraaion of
p53 with the anti-apoptotic Bcl-2 family members waell as the
impact of an elevated expression of these prot@mp53-dependent
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apoptosis and its mitochondrial localization durangtress. We show
that both Bcl-2 and Bfl-1 interact with the tumonppressor and
prevent apoptosis triggered by genotoxic streskkseover, Bcl-2

and Bfl-1 enhanced survival following cell exposure the small

molecule nutlin-3a, a direct activator of p53. hestingly, a high

expression of Bcl-2 and Bfl-1 correlated with a keally enhanced
mitochondrial localization of p53, although apopgos/as inhibited.

We also report here a direct interaction betwee8 pbd Bcl-w.

However, Bcl-w expression had no protective effiecpresence of
genotoxic stresses or nutlin-3a, suggesting th&wBat least in the
models we used, does not inhibit p53-dependenttapisp

Overall, our data suggest that the ability of pb3directly
trigger mitochondrial outer membrane permeabil@atican be
compromized in presence of an elevated expresg$i&fl-a or Bcl-2.
We hypothesize that these anti-apoptotic Bcl-2 kamiembers can
sequester the tumor suppressor, preventing it firoducing Bak
oligomerization and cytochrome c release.
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Materials and Methods

Cell lines and culture

The Saos 2 cell line (p33 is derived from a human osteosarcoma (ATCC®
HTB-85TM), whereas the PAL cell line (p53 wild type derived from a
human ovarian teratocarcinoma (ATCC® CRL-1572TM)e \&feated the
Saos 2 and PA1 cell lines stably expressing Bct-Bd-w or Bfl-1 by
transfection of pCMV-Tag3-Bcl-2/Bcl-w/Bfl-1. The nstructs were stably
transfected into the cells, using the cationic p@y transfection reagent
JetPEI™ (PolyPlus tranfection, cat. N°CPT 101). The U20dl tine,
isolated from a human osteosarcoma, was purchasedGlontech (U2-OS
Tet-On Cell Line, Catalog N°631143Fach U20S clone developped
possesses a regulator and a response plasmid. éihgator plasmid
pUHD17-1neo provides resistance against G418 attbiand has the
coding region for the regulator protein rtTA (resetetracycline controlled
transactivator). The cells were stably transfectéth pTRE2pur-myc-Bcl-
2/Bcl-w/Bfl-1, using JetPEY (jetPEFP transfection reagent, Plyplus
transfection TM, 101-10). The response plasmid pZ4g&r-myc has the
coding region for the different anti-apoptotic mear of the Bcl-2 family
and provides resistance to puromycine. In presaficdTA protein and
doxycycline, expression of the anti-apoptotic Bck@mnily members is
triggered. All the cells were maintained at 37°CDnlbecco’s Modified
Eagle Medium(DMEM Invitrogen™ cat. N°42430) supplemented with 10%
fetal bovin serum (BioWhittak&f Lonza cat. N°DE14-802F), 100 U Tl
pennicilin and streptomycin (GIBCOInvitroged™ cat. N°15140) in a 5%
carbon dioxide humidified atmosphere. Different amis of G418 (Santa
Cruz Biotechnology® cat. N°sc-29065B) were addeth&culture medium
according to the cell type: 400 pg:hfbr Saos 2 cell lines, 300 pg:fior
PA1 cell lines and 200 pg.fhfor U20S clones.

Co-immunoprecipitation

Whole-cell extracts (50Qg of proteins) of Saos 2 cells overexpressing Bcl-2
were prepared in 1% CHAPS buffer. The protein aonté the lysates was
measured by the Bradford method using the Dc Rrdissay kit (Bio-Rad
Laboratories). The proteins were immunoprecipitateernight at 4°C with
the rabbit FL-393 anti-p53 polyclonal antibody (&a@ruz Biotechnology®
cat. N°sc-6243). The proteins were then incubated30® min at 4°C with
sepharose beads coated with protein A (Proteinph&®s& from
Staphylococcus aureuB3391 Sigma) After centrifugation, proteins were
washed twice in 0.5% NP-40 buffer (0.5% Igepal C30.88896 Sigma, 150
mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8) and once wiHPA buffer (150
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mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.4, 1% Triton 100x, 0.1% SD1% Na
Deoxycholate). All buffers were supplemented witlotpase inhibitors
(Roche, Cat. N°11836153001).

Western blot

Proteins were resolved by SDS-PAGE in 10-15% Thsi@e gels, and
transferred onto nitrocellulose membranes Amershaord" ECL™,
(GE healthcare cat. N°RPN203D). Blots were blocf@d30 min in PBS
containing 0.1% Tween-20 (PBS-T) and 5% non fat dmjk. After
blocking, the membranes were probed for 1 h witn phimary antibody
diluted in PBS-T containing 5% non fat dry milk. &membranes were
washed three times for 5 min with PBS-T, and probatth horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody, used R6800 dilution in
PBS-T containing 5% non fat dry milk. After threeshes in PBS-T, the
membranes were developed using chemiluminescerdtratd (Western
Lighting from PerkinElmer) and exposed to AmershB@L Hyperfilms.
The following primary antibodies were used in thssudy: anti-p53
monoclonal (dilution 1:400; Ab-6 (Pantropic) MousaAb (DO-1),
Calbiochem®, cat. N°OP43), arffiactin (dilution 1:5,000; Clone AC15,
Sigma Aldrich, cat. N° A1978), anti-c-Myc (dilutiotx1,000; 9E10, Santa
Cruz Biotechnology® cat. N°sc-40), anti-GRP75 (tido 1:400; C-19,
Santa Cruz Biotechnology® cat. N°sc-1058), anti-RPCQMilution 1:1,000;
PC10, Santa Cruz Biotechnology® cat. N°sc-56), -H&#iP60 (dilution
1:200; (K-19)-R, Santa Cruz Biotechnology® cat. tN1§22-R), anti-Lamin
(dilution 1:400; Lamin A/C (H-110) Santa Cruz Biotamology® cat. N°sc-
20681)

Recombinant protein production

Recombinant GST-tagged proteins were generatedg uia pGEX-2T
vector. They were induced for 4 h with 0.1 mM IPWCE. coli BL21 cells.
For purification of GST-Bcl-xl, GST-Bcl-w and GSTHEL, the bacterial
pellets were resuspended in STE buffer (10 mM atrigH8, 150 mM NacCl,
1 mM EDTA, supplemented with 100 pg:hlysozyme, 1 mM PMSF and
10 ug.mt* Aprotinin). After 15 min at 4°C, 5 mM of DTT and,526
sarkozyl were added and samples were sonicatedriiGgation at 7,000y
for 30 min at 4°C pelleted cell debris. The supg&ne were supplemented
with 2% Triton-X100 and applied to glutathione-Sepse 4B (GE
Healthcare). After washes with PBS, we eluted tr@gins with 10 mM
glutathione in 50 mM Tris-NaCl at pH 8. The GSTd#ded Bcl-xl, Bcl-w
and Bfl-1 proteins were concentrated using MillpoAmicon Ultra
Centrifugal Filter Device — 50 kDa (Millipore).
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GST-Pull down assay

In vitro transcription-translation of p53 wt was performeithwthe TNT T7
Quick Coupled Transcription/Translation System (Rega Corporation,
Madison, WI). Forin vitro mixing experiments, 1 ug of GST-labelled Bcl-
xl, Bcl-w or Bfl-1 proteins were incubated with 18 of in vitro translated
p53 wt in 300ul of binding buffer (20 mM HEPES at pH 7.9, 150 nk\I,

1 mM EDTA, 4 mM MgC}, 1 mM DTT, 0.02% NP-40, 10% glycerol)
supplemented with protease inhibitors. Proteinsewsund for 1 h at 4°C
and again for 30 min at 4°C, after addition of 30gfi 50% (vol/vol)
Glutathione Sepharo8 4B (GE Healthcare, cat. N° 17-0756-01). Bound
complexes were washed three times in wash buffem{® HEPES at pH
7.9, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 4 mM MgG| 1 mM DTT, 0.1% NP-40,
10% glycerol). Bound proteins were eluted in 1 >eranli sample buffer
and separated by 10% SDS-PAGE.

Cell fractionation for the isolation of mitochondria

Cells were scraped and centrifuged at §50r 6 min at 4°C. Cells pellets
were washed twice with ice-cold PBS and resuspeidddml of buffer 1
(10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 300 mM marmhjt
supplemented with protease inhibitors. Cells weyeed by repeated
passages through a 23G needle. The samples werduggt twice at 50Q

for 5 min at 4°C and the supernatants were colledibe samples were next
centrifuged at 900@ for 10 min at 4°C and the supernatants, correspgnd
to the cytosolic fraction, were isolated and stoeed-20°C. The pellets,
corresponding to the mitochondrial fraction, wegsuspended in 500 pl of
buffer 1 and centrifuged at 5@Dfor 6 min at 4°C. The supernatants were
collected and centrifuged at 90g0for 10 min at 4°C and then the pellets
were resuspended in 120 pl of buffer 2 (10 mM HERES mM EGTA, 1
mM KH,PO,-KOH, 300 mM mannitol) supplemented with protease
inhibitors, and stored at -20°C until analysis.

Cell fractionation for the preparation of nuclei

Cells were scraped and centrifuged at §30r 10 min at 4°C. Cells pellets
were washed twice with ice-cold PBS and resuspemaelD volumes of
hypotonic buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCI1L(nM EDTA, 1
mM DTT) supplemented with protease inhibitors. Aft& min on ice, the
plasma membranes were disrupted by repeated pasHageigh a 23G
needle. The samples were centrifuged at 49®0r 2 min at 4°C and the
supernatants were collected. The pellets were pesded in ice-cold
hypotonic buffer (20 mM HEPES, pH 7.9, 400 mM NaClnM EDTA, 1
mM DTT, 20% glycerol) supplemented with proteadghitors. After 1 h on
ice, the samples were centrifuged at 14000 g fomib at 4°C. The
supernatant (nuclear fraction) was isolated ancdtat -20°C.
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MTT assay

Cells were seeded at 5,000 cells per well in 98-plates and submitted 24h
later to treatments with doxorubicin (0 — 10 — 250— 100 — 1000 nM) or
nutlin-3a (0 -1-2 -4 -8 - 16 — 32 uM). Thatmeents last for 72 h and
each assay was repeated 6 times. At the end dimeets, cells were
incubated with complete DMEM medium containing @fg.mi* 3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5 diphenultetrazolium broreid(Sigma Aldrich).
After 3h, the MTT solution was discarded and thenfazan produced by the
living cells was solubilized with isopropanol/l MCGH (24 : 1 v/v). The
absorbance at 560 nm was recorded on a spectropéiEo (BIO-Rad
model 680 XR) and we subtracted the absorbanc&@mnén. IC50 is the
concentration of drug that inhibits cell growth 5§%. We determined the
IC50 based on the nutlin-3a or doxorubicine-respangves, by plotting a
graph of log drug concentrations versus perceintscebival, the untreated
control representing 100%.

UVB treatment

Cells were seeded at 3%€ells per plate in a 100 mm cell culture dishes.
After 24h, expression of the anti-apoptotic Bcl@mily members was
induced or not with 1ug.Mldoxycyclin (Tet-on). The next day, the culture
medium was removed and cells were covered withnl.®»f PBS before
exposure or not to 0.03 J/cm2 of UVB. Fresh cultomedium containing
10% FBS was then added to the cells. After 24Hhilfa was determined by
labelling with LDS-751/PI (Guava Viacount, Millipey followed by flow
cytometry analysis (Guava easyCyte™6HT/2L Flow @wter, Millipore).
Statistical analysis were performed using one-wayOXNA followed by
Newman-Keuls post-test. Data are reported as meassandard error
(SEM).

Data and statistical analysis

Statistical analysis was performed by the ANOVA&dttcomplemented with
a Newman-Keuls test. Significant differences betwd&ta sets were defined
as *** p <0.001, ** p <0.01. All data are presentad mean * standard
deviation.
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Results

Interactions between p53 and anti-apoptotic Bcl-2 dmily
members

We first sought to determine whether Bcl-2, Bfl1ddaBcl-w
are able to interact with p53. The anti-apoptot-B protein is a
known molecular target of p53 at the mitochondtia. interaction
with p53 leads to inhibition of its anti-apoptotactivity, thereby
promoting cell death (Hat al, 2013; Sott al, 2007). An interaction
between Bcl-w and the tumor suppressor has alsa bescribed
previously (Leeet al, 2014), while there is no report in the literature
of an interaction between Bfl-1 and p53. In orderconfirm the
interaction between p53 and Bcl-2, we created Radsnes (p53)
stably expressing c-myc tagged Bcl-2. Bcl-2 overegpion was
verified by western blot, using a primary antibodiyected against
Bcl-2 (Figure 1A) or its N-terminal c-myc tag (datat shown). After
transient transfection with wt p53, co-immunopréeifions were
performed. Data indicate an interaction between @8 Bcl-2, in
clones stably expressing Bcl-2 but not in clonesdfected with the
empty plasmid (Figure 1B).

The interaction of p53 with Bcl-w and Bfl-1 was &zed in
vitro by GST pull-down assays. GST-tagged Bcl-w and1Bfl«ere
purified fromE. coli BL21, as well as GST-Bcl-xl. As the interaction
between p53 and Bcl-xl is well documented (Mihatal, 2003; Xu
et al, 2006; Yaoet al, 2013), we used GST-Bcl-xI as a positive
control. The purified proteins were involved in GBIl down assays
in presence oih vitro translated wt p53 (Figure 1C). Results show an
absence of interaction between p53 and GST. Asotege Bel-x|
interacted with p53, in accordance with differeaparts from the
literature (Chipuket al, 2005; Haet al, 2013; Miharaet al, 2003;
Petroset al, 2004; Sott al, 2007; Tomitaet al, 2006). Moreover, a
direct interaction between p53 and Bfl-1 as well Bd-w was
evidenced (Figure 1C). The data reinforce the kedgg that the
ability to interact with the tumor suppressor pS&icommon property
of the anti-apoptotic Bcl-2 family members.
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Figure 1. The tumor suppressor p53 interacts with variouot-apoptotic
Bcl-2 family members (A) Western Blot analysis of Bcl-2 expression in
Saos 2 clones stably transfected with the pCMV-TBg32 vector or the
empty plasmid(B) Analysis of interactions between p53 and c-my@é¢alg
Bcl-2. The tumor suppressor p53 was transientiysfiected or not in stable
Saos 2 clones. The interaction between p53 an@® Bas identified by co-
immunoprecipitation followed by a Western blot ais&éd using an antibody
against the c-myc tag of Bcl-2C) GST Pull-down assay displaying the
interaction of p53 with Bcl-w, Bcl-xI and Bfl-1. EBhproteins Bcl-w, Bcl-xl
and Bfl-1 fused to GST, and purified froBa coli BL21 bacteria, were
engaged in GST pull-down reactions in presenci efitro translated p53.
The sizes and input of the different purified pnateare shown on the lower
gel, while the upper gel indicates the GST pull-daywutcome. The input of
p53 is shown apart since we deleted a column ofvistern blot result.

120



An elevated expression of Bcl-2 and Bfl-1 enhancessistance of
PAL cells to doxorubicin and nutlin-3a

We next analyzed whether expression of Bcl-2, Bfintl Bcl-
w could inhibit p53-dependent cell death triggelogdioxorubicin and
nutlin-3a.

We first verified that the cytotoxic activity of éke two
molecules depended on the presence and activitghef tumor
suppressor using p53 wt and ko HCT116 colorectateacell lines
(Figure 2A). Doxorubicin is an intercalating aganid topoisomerase
[l inhibitor that causes apoptosis at least in fgrigenerating DNA
damage (Tangt al, 2004). Nutlin-3a inhibits the interaction of p53
with MDM2 by binding the p53 interaction site of N2. Through
the inhibition of this ubiquitin E3 ligase, nutlBea stabilizes the tumor
suppressor (Drakost al, 2011; Vassilewet al, 2004). After 72h of
incubation in presence of increasing concentratiohgsloxorubicin
(from 0 to 1 pM) or nutlin-3a (from 0 to 50 puM), alility was
measured by MTT assays and IC50s were determinath iDdicate
that 1IC50s of p53 wt HCT116 cells are markedly lowean that of
p53 ko cells, verifying that cell death triggered ¢hoxorubicin or
nutlin-3a is p53-dependent (Figure 2A).

To study the impact of the anti-apoptotic Bcl-2 figm
members on p53-dependent cell death, PAL cell (jpg3 wt) stably
expressing c-myc tagged Bcl-2, Bcl-w or Bfl-1 wegtablished. To
monitor the expression and localization of thessgins, we isolated
the cytosolic and mitochondrial fractions and wefggened a Western
blot analysis with an antibody directed againstdhayc tag (Figure
2B). Bfl-1 was detected in the cytosolic fractiomtbnot at the
mitochondria. Bcl-2 was only present in the mitaathgal fraction,
while Bcl-w was detected in both the mitochond@ad cytosolic
fractions (Figure 2B).

PA1 cells expressing or not the anti-apoptotic Bdiamily
members were next treated with doxorubicin and weelbility was
assessed by MTT assays after 72h of incubation. foMead that
expression of Bcl-2 and Bfl-1 markedly reducesdaasitivity of PA1
cells to doxorubicin (Figure 2C). However, Bcl-wiléal to enhance
cell resistance. Indeed, the IC50 obtained foisdedinsfected with the
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empty plasmid was 7.5 nM, while that of cells exgsiag Bcl-w was
9.3 nM. In contrast, the IC50 of cell lines expregBcl-2 and Bfl-1
were respectively 50 and 52.3 nM.

The same experiments were performed in presence of
increasing concentrations of nutlin-3a. Data oladiwith this specific
activator of p53 were very similar to these recdrdéth doxorubicin
(Figure 2D). Overexpression of Bcl-2 and Bfl-1 maed cells against
nutlin-3a, whereas no significant effect was det@édn presence of
Bcl-w. IC50s were also determined: 2.8 uM for célinsfected with
the empty plasmid, 5.8 pM for cells overexpressiBg-w, and
respectively 29.4 uM and 28.6 uM for cells overesging Bcl-2 and
Bfl-1.

In summary, the combined data indicate that ovessgion of
Bcl-2 or Bfl-1 protects PA1 cells against stimutidwn to trigger p53-
dependent cell death. In contrast, overexpressioBcbw does not
modulate sensitivity to doxorubicin or the MDM2 ibttor nutlin-3.
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Figure 2: Bcl-2 and Bfl-1 reduce the sensitivity of p53 ®A1 cells to

doxorubicin and nutlin-3a. (A) IC50 (in uM) of daxiicin and nutlin-3a in
HCT116 p53 wt and ko cells. Cells were exposed7®rh to increasing
concentrations of doxorubicin (from 0 to 1000 nM)nutlin-3a (from O to
50 pM). Viability was thereafter measured by MTBass. (B) Expression
and subcellular localization of Bcl-2, Bcl-w and [Bf A differential

centrifugation method was used to isolate the rhitadrial and cytosolic
fractions of PA1l cells stably expressing the BclaZnily members. A
Western blot analysis was next performed usingrdib@dy against the c-
myc tag carried by the proteins. HSP60 and PCNAewered as loading
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control for the mitochondrial and cytosolic fractioespectively. (C & D)
Viability of PAL cells transfected with the emptZiV-Tag3 plasmid (in
pink) or stably expressing the different anti-apsiptBcl-2 family members
(in blue). Cells were exposed to increasing comationhs of (C) doxorubicin
(from 0 to 1000 nM) or (D) nutlin-3a (from 0 to 32M). Viability was
determined by MTT assays after 72 h of treatmehe &rror bars indicates
the standard deviation of the sample.

An elevated expression of Bcl-2 and Bfl-1 protectsU20S
osteosarcoma cells against apoptosis induced by U\é&posure
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Figure 3: Inducible expression of Bcl-2, Bfl-1 and Bcl-w W20OS Tet-on
clones. (A) Analysis of expression of plasmids pPR&-myc-Bcl-2 or Bfl-
1 or Bcl-w clones A and B, with or without doxycye induction. (B)
Dose-dependent cell death in cells treated with UVBOS cells transfected
with the empty pTRE2pur-myc plasmid were exposed/#B (from O to
0.064 J/cm?). Apoptosis was quantified by flow cy&dry analysis after
LDS-751/IP labeling. The error bars indicates ttendard deviation of the
sample.
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In order to confirm in a different model that arewted
expression of Bcl-2 and Bfl-1 enhances resistancp53-dependent
cell death, we created inducible U20S clones (Tetsystem).
Induction of expression of the different anti-apmiut Bcl-2 family
members in presence of 1 uM doxycycline was moedtdry Western
blot analysis after 24 h of incubation (Figure 3A).dose-response
curve was next performed to determine the adequ&t® dose for
apoptosis induction (Figure 3B). U20S cells stainsfected with
the empty plasmid pTRE2pur-myc were treated with08, 0.016,
0.032 and 0.064 J/cm2 UVB. Viability was determirzt h later by
flow cytometry analysis after labelling with LDS-I%nd propidium
iodide. The intermediate dose of 0.03 J/cm? wascsed for further
experiments (Figure 3B).

U20S clones were thus exposed to 0.03 J/cm? UVB) o
without induction of expression of Bcl-2, Bfl-1 argcl-w (Figure
4A). Bcl-2 expression markedly protected U20S catiainst UVB-
induced apoptosis. The protective effect was sieaiyy significant
and was observed in two different clones. Simisults were reached
in clones overexpressing Bfl-1. However, no statdly significant
protection was observed in clones expressing B@rgure 4A). In
addition, a Western blot analysis was performediétermine p53
level. Importantly, we observed that expressiorihef different anti-
apoptotic Bcl-2 family members does not diminist8 psduction in
presence of UVB (Figure 4B). The absence of a Bagmt protection
in presence of Bcl-w could be explained by a paddigt leaky
expression of the protein. Indeed, we can obsenat Bcl-w is
expressed, at a low level, even in the absencexjaycline (Figure
4B). This hypothesis could also explain the litdg¢e of cell death of
Bcl-w expressing cells exposed to UVB, with or weith doxycycline
(~20%), by comparaison to clones overexpressing2Bof Bfl-1
(~40-50%) (Figure 4A).
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Figure 4: Bcl-2 and Bfl-1 protect U20S cells from UV-B inckd apoptosis.
(A) Viability of U20S tet-on clones was analyzed24fter exposure or not
to 0.03 J/cm? UVB, in presence or not of doxycyelto induce expression
of the different anti-apoptotic Bcl-2 family memberDoxycycline was
added to the culture medium 24h before the UVBsstr&tatistical analysis
was performed by the ANOVA | test complemented vethiewman-Keuls
test: *** p <0.001, ** p <0.01, NS Not SignificantB) Western blot analysis
of the expression of p53 and the anti-apoptoticBtAmily members. Cells
were treated as in (A), in presence or not of dggle. Total protein
extracts were prepared 24 h after the UVB stresseddion of Bcl-2, Bfl-1
and Bcl-w was achieved with an antibody directediag} the c-myc tag.
Detection off-actin was used as loading control.
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An elevated expression of Bcl-2 and Bfl-1 enhancesitochondrial
and cytosolic localization of p53 in U20S cells exged to UVB

Since Bcl-2 and Bfl-1 interacted with p53 and cauaenarked
decrease of p53-dependent apoptosis, we wantezt¢ontine whether
these two anti-apoptotic Bcl-2 family members coutddulate its
mitochondrial activity and more specifically inhibis mitochondrial
translocation in cells exposed to an apoptotic @is To this
purpose, U20S inducible clones were submitted@8 0/cm?2 UVB in
presence or not of doxycycline and we isolatedntitechondrial and
cytosolic fractions at different time points. A W@ blot analysis
was then carried out to measure the presence oinph@se fractions
over time (Figure 5).
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Figure 5: The mitochondrial translocation of p53 is enhahitepresence of
Bcl-2 or Bfl-1. (A) Bcl-2 U20S Tet-On cells werestited with 0.03 J/cm?
UVB, in presence or not of doxycycline. The mitostoal and cytosolic
fractions were isolated at 0, 2, 4, 8, 16 and 2dftar UVB exposure. A
Western blot analysis was next performed to deterttie presence of p53
in both fractions. GRP75 is exclusively mitochoatinwvhereas PCNA is
located in both the nucleus and the cytosol. (B)1BO20S Tet-On cells
were treated with 0.03 J/cm2 UVB, in presence drafadoxycycline. We
isolated the mitochondrial and cytosolic fracti@9, 2, 4, 8 and 16 h after
UVB exposure and analyzed by Western blot the piesef p53 in both.
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Analysis of the cytosolic fractions points out anreased level
of p53 when Bcl-2 is expressed (Figure 5A). Thiséased p53 level
is not linked to a global enhancement of p53 sisdiibn and
induction. Indeed, p53 level in total extracts @ modulated by Bcl-2
expression (Figure 4B). Moreover, analysis of thé&oamondrial
fractions underline that p53 mitochondrial tranalomn is enhanced at
8, 16 and 24h post-UV light treatment. Densitometmyalysis
indicated that p53 mitochondrial level was increlbg 3 to 7 times
(Data not shown). An increased cytosolic and mibochial
translocation of p53 was also observed in U20S atltespectively 8
h and 16 h after UVB treatment, in presence of BB{FFigure 5B).
This enhancement of p53 mitochondrial translocatiopresence of
Bcl-2 and Bfl-1 concomitantly to a decreased apsigtds rather
surprising. It suggests that these two proteinsazras an anchor for
p53. However, they likely have an inhibitory effect p53 activity, by
sequestering the tumor suppressor and preventifignt binding to
and inducing Bak or Bax oligomerization.

To further confirm these data, the U20S inducilitmes were
again submitted to 0.03 J/cm? UVB in presence orohaoxycycline,
and we isolated the mitochondrial, cytosolic andlear fractions of
the clones as well as total protein extracts (Fadi)r

Bcl-2 was abundantly present in the mitochondmactions
and was also detected in the cytosol (Figure 6A)e Ttumor
suppressor p53 displayed an increased level amib@chondria in
presence of Bcl-2 overexpression, at the diffetane points. An
increase of p53 in the cytosol was also recordidowigh the signal
remained low, when Bcl-2 was expressed. We canradoe that p53
level in total extracts is not markedly modified presence of Bcl-2.
Additionally, no depletion of p53 from the nuclefiaction was
observed (Figure 6A).
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Similar results were recorded in the Bfl-1 U20S-Det clone
(Figure 6B). We found an equal level of p53 in lkqietein extracts
as well as nuclear extracts, in presence or nddfbl. This Bcl-2
family member was mainly present in the mitochoaldfiaction. It
could however be detected in the cytosol at latee tpoints after
UVB treatment (16 and 24h). We found that p53 preseat the
mitochondria was markedly increased at 8h in praseof Bfl-1,
suggesting that Bfl-1 facilitates p53 mitochondtignslocation. An
increased p53 level was also recorded at 8h ircyt@solic fraction
(Figure 6B).
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Figure 6: The mitochondrial translocation of p53 is enhahicepresence of
Bcl-2 or Bfl-1. (A) Bcl-2 U20S Tet-On cells werestited with 0.03 J/cm?
UVB, in presence or not of doxycycline. Total pintextracts as well as
nuclear, mitochondrial and cytosolic fractions wiesaated at 0, 8 and 16 h
after UVB exposure. A Western blot analysis was tnparformed to

determine the presence of Bcl-2 (c-myc tag) andip%8l fractions. GRP75
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is exclusively mitochondrial whereas PCNA is lodate both the nucleus
and the cytosol. (B) Bfl-1 U20S Tet-On cells wereated with 0.03 J/cm?
UVB, in presence or not of doxycycline. We isolatéd total protein

extracts as well as the nuclear, mitochondrial eytdsolic fractions at 0, 8,
16 and 24 h after UVB exposure and analyzed by &Yvedilot the presence
of Bfl-1 (c-myc tag*) and p53 in all fractions.
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Discussion

The transcription-independent pathway of p53-depenhd
apoptosis relies on its mitochondrial activity. éed, following
various apoptotic insults, a fraction of the tunsoppressor protein
relocalizes at the OMM. There, it interacts withkBa pro-apoptotic
Bcl-2 family member, in order to induce its oligomation and the
subsequent permeabilization of the OMM (Chimilal, 2004; Green
and Kroemer, 2009). In addition, p53 interacts vidth-2 and Bcl-xI,
leading to their inhibition and the release of ppmptotic members
that were sequestered (Chipetkal, 2005; Leuet al, 2004; Miharaet
al., 2003). Therefore, p53 can act as a direct activait Bak, or as a
de-repressor freeing pro-apoptotic members fromaguptotic Bcl-
2 family members (Green and Kroemer, 2009).

We report here that p53 interacts with the antipdmiic
proteins Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w and Bfl-1. GST pullesvn assays reveal
a direct interaction of p53 with Bcl-xl, Bcl-w arigfl-1 whereas the
interaction between p53 and Bcl-2 was observed kmynuno-
precipitation. While this is the first report of ameraction between
Bfl-1 and p53, interaction of p53 with Bcl-2, Bd-and Bcl-w were
previously observed (Hat al, 2013; Leeet al, 2014; Miharaet al,
2003; Sotet al, 2007; Tomitaet al, 2006). Our results confirm those
of Lee and team, where they show by GST pull-dowat {p53
interacts with Bcl-2 and Bcl-w (Leet al, 2014). To further confirm
the interaction between Bfl-1 and p53, it would ibéeresting to
analyse it in presence of DNA. As p53 is a tramdion factor, Bfl-1
and DNA will be in competition to interact with themor suppressor
(Sot et al., 2007). Therefore, the interaction Wwél specific if it takes
places without DNA and if the complex is disrupiadpresence of
DNA. The concentration of DNA necessary for thergion of the
complex will be the lowest if the interaction ditlgcinvolves p53
DBD. To determine the binding site of p53 in thigeraction, we
could perform GST-pull down assays using GST-BtifiL one hand
and different p53 deletion constructs on the oktzard.

After determining that an interaction exists betwége tumor
suppressor and Bcl-2, Bfl-1 and Bcl-w, we furthevestigated the
subcellular localization of these anti-apoptotiotpins. In stably
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transfected PALl cell lines, we found that Bfl-1 agtosolic, Bcl-
2 mitochondrial and Bcl-w present in both the mitmedria and the
cytosol. These localizations confirm those describg Youle and
Strasser, regarding Bcl-2 and Bcl-w (Youle and tea 2008).
However, some studies indicate that in healthysc@tl-w is located
in the cytosol since its C-terminal transmembraoean can be
sequestered in its own hydrophobic pocket (Denisbwl, 2003;
Hinds et al, 2003). After an apoptotic stimulus, interactionBH3
only proteins with the hydrophobic loop of Bcl-wlaases the
transmembrane domain, allowing the protein to tcaade to the
mitochondria and insert in the OMM (Jeoey al, 2004; Wilson-
Annan et al, 2003). Presumably, the localization of Bcl-w aitsl
relative abundance in subcellular compartment may depending
on expression level and cell type (Youle and Séias2008). Unlike
Bcl-2 and Bcl-w, the C-terminal end of Bfl-1 hasdngphilic residues
that interrupts the hydrophobic transmembrane don2iSa-Eipper
and Chinnadurai, 1998). The amphipathic hel& can adopt two
different conformations. First, the helix can lacat the hydrophobic
pocket, transforming Bfl-1 into a compact molecwhich restricts
access to BH3 only proteins. Second, the molecaukextended with
the a9 helix protruding from the heart of the molecutel @herefore
potentially able to insert into membranes (Brieihal, 2009). The
localization of Bfl-1 may then vary depending ore teell type and
also the kind of stress. Our data indicate thatnstressed U20S Tet-
On cells, Bfl-1 is mainly localized at the mitocluvia. After UVB
treatment, Bfl-1 however becomes detectable ircthesolic fraction
at late time points (16 and 24 h). In PA1 cell §rend without any
stress, Bfl-1 was mainly localized in the cytostil. would be
interesting to also determine the localization @fBin PAL cell lines
treated with doxorubicin and nutlin 3a.

We next investigated the impact of vated level of Bcl-2,
Bcl-w and Bfl-1 on p53-dependent apoptosis. Bchd aBfl-1
protected cells against apoptosis triggered by ddxoin, nutlin-3a
and UVB. We show that doxorubicin and nutlin-3a p&-dependent
for their cytotoxic activity. The tumor suppresspb3 is highly
expressed under UVB, and literature support thdemde that UVB
induced apoptosis is also p53-dependent (Brashal, 1991;
Davenportet al, 1999; Jianget al, 1999; Levine, 1997; Liet al,
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1994). Other results confirm ours as they point that Bfl-1
overexpression confers resistance to etoposide ¢Wwaal, 1999) or
cisplatin (Chenget al, 2000). No statistically significant protection
has been highlighted under Bcl-w overexpressiogpite the fact that
enforced expression of Bcl-w rendered lymphoid amgkloid cells
refractory to apoptosis induced by cytokine witheh or drug
treatment (Gibsoet al, 1996).

It is rather surprising to observe that both Belr2l Bfl-1 are
highly protective while Bcl-w has no effect on cslirvival, since the
three proteins interact with p53. When a proteiterscts with the
DBD of p53, it represents an allosteric obstructionits interaction
with protein partners such as Bak, potentially iegdo inhibition of
its mitochondrial activity. We can hypothesize tiniten Bcl-2 or Bfl-
1 are binding p53 DBD, they prevent the interactiwith Bak and
thus impede its activation and oligomerization. dljk this effect
depends on the relative affinity of the differerdl-2 family members
for p53 DBD. For instance, it has been publisheat 4563 DBD has
more affinity for Bcl-xI than for Bak (Soet al, 2007). We can
hypothesize that p53 DBD has more affinity for Bakn for Bcl-w
since there is no protective effect of Bcl-w. lalso possible that Bcl-
w binds better to p53 TAD than to p53 DBD, allowithg interaction
between Bak and p53 and the subsequent activatiod a
oligomerization of Bak. Another possible explanafiat least for the
UV-B treatment, is that Bcl-w has a continuous ective effect
because the clone expresses Bcl-w, although at &elcel, even in the
absence of doxycycline. This hypothesis could erplae low rate of
cell death of Bcl-w expressing cells in comparistm clones
expressing Bfl-1 and Bcl-2, as well as the littifedtence between the
conditions "UVB without doxycycline" and "UVB witoxycycline".

Our data also reveal that Bcl-2 and Bfl-1 enhaheectytosolic
and the mitochondrial localization of p53, and Ijk&avor anchorage
of the tumor suppressor at the OMM. To concilidfte tact that Bcl-
2 inhibits apoptosis while enhancing the mitochaldiranslocation
of p53, which should trigger apoptosis, we hypotteeghat Bcl-
2 inhibits p53 by sequestering it. Since Bcl-2 igransmembrane
protein of the OMM and the endoplasmic reticuluhg &ccumulation
of p53 in the cytosolic and mitochondrial companttsevhen Bcl-2 is
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present at a high level could be explained by geguestration
hypothesis. The interaction with Bax or Bak wouldyotake place if
there is an excess of p53 in the cell. The samethggis can be
applied to Bfl-1 as an increased level of p53 isemsbed in cytosolic
and mitochondrial compartments when Bfl-1 is overessed.

In order to further confirm that the protectiveeeff of Bfl-1
and Bcl-2 is due to a sequestration of p53 andirth@ition of its
mitochondrial activity, it would be important to adacterize the
transcriptional activity of the tumor suppressor pnesence and
absence of a high expression of Bfl-1 and Bcl-2r Qata already
show that Bfl-1 and Bcl-2 do not trigger a decreasauclear p53
level. However, it would be informative to perforsnWestern blot
analysis to detect the proteins p21, Puma and Nokae U20S Tet-
On clones exposed or not to UVB, in presence ooh8fl-1 and Bcl-
2 expression.

In summary, we show that there is daraction between p53
and Bcl-2, Bcl-w as well as Bfl-1. Many cases ofi@er refractory to
conventional treatments are known to overexpressetianti-apoptotic
proteins (Hoelzingeet al, 2005; Leeet al, 2003; Leeet al, 2013;
Vogler, 2012; Wilsonet al, 2000). We have established that, in
presence of Bcl-2 and Bfl-1, cells become resistardgents such as
doxorubicin, nutlin-3a and UVB. This resistance ldoat least partly,
be explained by the affinity of the tumor suppregss8 for these anti-
apoptotic proteins. We hypothesize that the congdep53-Bfl-1 or
p53-Bcl-2 lead to the sequestration of the tuma@psessor and the
impairement of its mitochondrial activity. Of notié,was previously
reported that, in presence of a stress, the levetitmchondrial p53
depends on Bak expression. Indeed, Leu and teamweshihat in Bak
wt MEFs, p53 translocates to the mitochondria butnable to do so
in Bak’” cells (Leuet al, 2004). This suggests that, during apoptosis,
the level of mitochondrial p53 depends on the preseof Bcl-2
family membres able to anchor the tumor suppressstire OMM.

It would be promising to counteract dwerexpression of anti-
apoptotic members of the Bcl-2 family in order émder cancer cells
more vulnerable to treatments. ABT-737, a smallaoole inhibitor
of the anti-apoptotic proteins Bcl-2, Bcl-xI andB¢ (Oltersdorf et
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al., 2005); (-)-gossypol, a natural product isolatexhf cotton seeds
and roots, that binds to Bcl-2 and Bcl-xI (Warg al, 2006);
and GX15-070 (obatoclax), a BH3 mimetic inhibitdranti-apoptotic
Bcl-2 proteins (Goyet al, 2014), are currently undergoing clinical
trials (Liu and Wang, 2012). In cancer cells thatserve a wild type
version of the tumor suppressor, these moleculesdcenhance the
mitochondrial activity of p53 by preventing its segtration by anti-
apoptotic Bcl-2 family members.
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Dans cette derniére partie, I'objectif et les réssl obtenus au
cours de cette these seront discutés dans un temtiers général. Des
idées d’'approfondissement seront proposées potairteigroupes de
résultats présentes.

1. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2,
éléments pro-oncogéniques.

A ce jour, il est établi que les six protéines -apoptotiques de
la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Bcl-B, Bfl1 et Mcl-1) peuvent
favoriser le développement ou la progression deeraet contribuer a
la résistance thérapeutique. Cette protection varependant
grandement en fonction du type de cancer, ainsi swieant le
membre anti-apoptotique surexprimé. De nombreuedaspdoivent
étre pris en considération afin de déterminer a@puxsont essentiels a
la protection de la cellule cancéreuse. Parmi @gurous pouvons
citer : les interactions protéiques intra-membreslad famille Bcl-2,
leur temps de demi-vie, leur niveau d’expressi@s interactions
spécifigues des membres anti-apoptotiques de ldléaBcl-2 avec
d'autres régulateurs de la mort cellulaire, leurcalsation
subcellulaire et leur conformation.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommessgdg a

I'effet protecteur des membres anti-apoptotiquetadamille de Bcl-
2 sur les cellules cancéreuses, dans le cas do@ase induite par
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le suppresseur de tumeur p53. Dans ce contexts, anmns d’abord
étudié les interactions protéiques entre le sugptesde tumeur et les
membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Legpériences
d'immunoprécipitation ainsi que les GST pull-downt germis de
mettre en évidence une interaction entre p53 dhare Bcl-2, Bcl-xl,
Bcl-w et Bfl-1 d’autre part. Certaines interactismt déja connues et
bien documentées dans la littérature, notammentefaction avec
Bcl-2 (Haet al, 2013; Miharaet al, 2003; Tomitaet al, 2006). En
revanche, l'intaraction avec Bcl-w est bien moiasactérisée (Hat
al., 2013; Leeet al, 2014) tandis que celle concernant Bfl-1 n’avait
encore jamais été observée.

—| ——*q[— Y
| TADI || TAD2 |PR||  DBD | | TET H C-terminal |
5 |
A"
J
Mell | Mell |
el Bel-w ‘ ‘ Bel-w ‘__

B2 Bel2 | Bel-2
Bel-x1 Bcl—x]‘

Figure 1: Interactions entre les membres de la famille de-ZBeit le

suppresseur de tumeur p53. Les protéines pro-aimme et anti-
apoptotiques apparaissent dans des cadres rougestetrespectivement.
Les lignes rouges continues (fleches et inhibiiondiquent une interaction
directe entre les protéines reliées. La fleche emtiiés indique une
interaction fonctionnelle sans interaction physigiéggnontrée. Cette figure
correspond a la Figure 17 de lintroduction, avexs anodifications qui
illustrent les résultats obtenus lors de cetteehdsnsi, I'interaction entre
p53 et Bfl-1 a été observée pour la premiere fbimteraction entre le
suppresseur de tumeur et Bcl-w a été confirmée.ikhibition de l'activité

de p53 a été observée en présence d'une surexprassiBel-2 et Bfl-1.

TAD1 et TAD2: domaines de transactivation; PRamdine riche en
proline; DBD: domaine de liaison a I'ADN; TET domaine de
tétramérisation.
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Aprés avoir établi ces interactions, nous avondis&ade
nouvelles expériences afin de déterminer quels mesrdont capables
d’inhiber I'apoptose des cellules cancéreuses. Bel&, nous avons
choisi de travailler avec des agents connus paluiii@ une apoptose
dépendante de p53: la doxorubicine, la nutlineedales UV-B
(Drakoset al, 2011; Kojimaet al, 2006; Luet al, 2014a; Yanggt al,
2013). Nous avons établi que Bcl-2 et Bfl-l protiget
significativement la cellule contre ces facteuradia que Bcl-w
n’octroyait aucune protection significative (Figure

2. Aspects déterminants dans le potentiel anti-apoptotique

Outre la présente these, les capacités relativesnammbres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 & protégecddiule contre des
thérapies anti-cancéreuses ont été examinées mmwiRdkel et son
équipe, en 2014 (Rooswinket al, 2014). En effet, ils ont réalisé des
lignées cellulaires J16 stables qui surexprimentl&érents membres
anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1, B&-et Mcl-1 a des
niveaux d’ARNm comparables. Puis, ces lignées tintraitées avec
des radiations, des inhibiteurs de topoisomérasein@rubicine et
étoposide), une toxine des microtubules (vincrgtimin inhibiteur de
kinase cycline-dépendante (roscovitine), un inkilnitdu protéasome
(bortézomibe) et le ligant de mort TRAIL. L’inhibiir de kinase
staurosporine a été utilisé comme contrdle pro-egiope
(Rooswinkelet al, 2014).

Les résultats indiquent que Bcl-2, Bcl-xI et Bclprotégent
mieux les cellules leucémiques que Bcl-B, Bfl-1Mdi-1 contre cette
série de traitements. Ces données different descelle nous avons
obtenues. En effet, dans notre cas, nous obseum8cl-2 et Bfl-1
diminuent significativement la cytotoxicité des atgeutilisés, ce qui
n'est pas le cas de Bcl-w. A titre d’exemple, Roogel et son équipe
rapportent que Bfl-1 n'offre pas de protection nueg en présence
d’étoposide, inhibiteur de la topoisomérase Il. &artre, en présence
du méme agent, Bcl-2 et Bcl-w montrent un effetgeteur marqué et
tres similaire, 'un par rapport a I'autre. Nousugons supposer que la
différence observée entre leurs résultats et lten@st liée au type
cellulaire utilisé. En effet, les expériences deo®winkel ont été
réalisées sur des cellules humaines J16 (Jurkatfe-dymphoblastic
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leukemia) tandis que nous avons utilisé les cellu®stéosarcome
humain U20S et de tératocarcinome ovarien humait. RlAserait

intéressant de connaitre les altérations génétigigeses lignées
cancéreuses. Des différentes entre elles pourraexliquer

davantage les divergences observées entre lesatésig Rooswinkel
et ceux de la présente these. Les agents cytoexigtilisés sont
eégalement différents dans les deux études.

Bad Bid Bik Bim Bmf Hrk Noxa Puma Bak Bax

l&um—-lnmu—nlhun—hwu—-&un—n

=

[=R
| &
sWN

Inztl:ndiuen e - = Inter’::tiun
Tableau 1: Interactions protéiques entre les membres fEndle de Bcl-2,
suivant les données de la littérature. Les intevast reportées sont
catégorisées suivant la méthodologie employée (M)r mlémontrer cette
interaction, comme indiqué par les chiffres dansdbnne de droite. Les
catégories sont (1) mesure d'affinité in vitro, liséint des peptides
comprenant le domaine BH3 et les membres antiafiqpées de la famille
Bcl-2 dépourvus du C-terminal ; (2) immunoprécifiitas a partir de
cellules exprimant de fagon exogéne les protéieda tamille de Bcl-2 ; (3)
immunoprécipitations a partir de cellules exprimeatfacon endogéne les
protéines de la famille de Bcl-2 ; (4) résonnancgmétique nucléaire et
structures cristallines avec des protéines reccanib@s ou bien mesures
biophysiques de l'interaction entre les protéinemglétes. Les cases pour
chaque paire de protéines de la famille Bcl-2 smhdrées suivant un code
de couleur correspondant a l'intensité d'interactibe chiffre présent dans
chaque case référe a la publication pertinentéecilans la Table 1
supplémentaire de la publication de Rooswinkel @Rookel et al, 2014).

Le profil d'interaction de chacun des six membregi-a

apoptotiques avec les membres pro-apoptotiques etie enéme
famille a également été établi dans cette étudegRinkel et al,
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2014), (Tableau 1). Selon ces auteurs, plus impbrtgue les
interactions protéiques avec les autres membrés fdenille de Bcl-2,
c'est le temps de demi-vie des protéines anti-agtimptes qui
détermine leur potentiel protecteur au sein dekilesl cancéreuses.
En ce qui concerne leur profil d’interaction, Bcleé2 Bcl-w sont
relativement proches, tandis que celui de Bfl-ievee celui de Bcl-2
(Rooswinkelet al, 2014). Nos résultats indiquent que Bcl-2 et Bfl-1
protegent de maniere importante les lignées PAUZDS contre
respectivement la doxorubicine et le rayonnementBJ\WPar contre,
Bcl-w n’exerce pas de protection marquée. Cela engggit que le
profil d’interaction protéique intra-famille Bcl-2’est pas le seul
facteur déterminant le potentiel anti-apoptotiqeecds protéines pro-
survie.

Un autre aspect abordé par I'équipe de Rooswirdtetedui de
la durée de demi-vie. En effet, le temps de demivarie grandement
au sein des protéines de la famille Bcl-2. AinsilH¥ et Bfl-1 sont
des protéines peu stables, contrairement a BclBlexl (Juin et al,
2013). Nos résultats mettent en avant Bcl-2 etlBflemme agents
protecteurs, mais leur durée de demi-vie est tiéérehte : celle de
Bfl-1 (~3 & 4 heures (Mouldingt al, 2001; Rooswinkeét al, 2014))
est considérablement plus courte que celle de Bsi-Bcl-w (~20
heures (Blagosklonngt al, 1996; Rooswinkekt al, 2014)). Bcl-B,
Bfl-1 et Mcl-1 subissent une importante dégradatmotéasomale
normale ou induite par les traitements (Rooswirdteal, 2014). De
plus, clivés en des sites spécifiques, Bfl-1 et -Mgbeuvent étre
converties en des protéines pro-apoptotiques (Kuazhket al, 2005;
Yanget al, 2005).

Il est trés probable que le temps de demi-vie depcetéines,
qui de plus peut varier en présence de stressieirsflir leur activité
anti-apoptotique et leur role protecteur. Ce paiatpas été abordé au
sein de notre étude, dans le sens ou nous avdis® utes systemes
d’expression « forcée » de ces membres, que cedsoitnaniere
constitutive ou inductible. Pour étudier 'impaltt temps de demi-vie
de ces protéines sur leur activité, en présencinhelli apoptotiques,
il faudrait s'intéresser a la protéine endogen@ ees variations de
niveau en cours de traitement.
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2.1.  Interactions avec le suppresseur de tumeur p53

Ainsi, il est envisageable que les interactiongéques intra-
membres de la famille Bcl-2 ne soient pas le sactelur déterminant
leur potentiel anti-apoptotique. Dans le cadre efgecthése, ce sont
les interactions spécifiques de ces protéines &veégulateur de la
mort cellulaire p53 qui sont prises en considématiblous avons
déemontré que Bcl-2 et Bfl-1 interagissent avec pb8. maniere
surprenante, Bcl-w interagit aussi avec p53 alorg g'a pas de réle
protecteur visible en présence de doxorubicine,BJod nutline-3a.
Des lors, ce sont les domaines d’interaction eoée membres et le
suppresseur de tumeur qui pourraient étre impartant

Les affinités préférentielles de certaines prot®inenti-
apoptotiques, envers I'un ou lautre site d’int¢i@t au sein de la
protéine p53, seraient essentielles au destin delliale. Cet aspect a
déja été discuté au second chapitre de la padidtags de cette thése.
En résumé, il est probable que les protéines gaipiatiques de la
famille de Bcl-2 qui interagissent avec le domaiediaison a ’ADN
de p53 empéchent le suppresseur de tumeur d’estd&dpoptose. En
effet, le domaine de liaison a ’ADN comporte I€sidus impliqués
dans l'interaction et I'activation des membres etiterrs de I'apoptose
Bax et Bak (Soet al, 2007). Deés lors, I'encombrement allostérique
engendré par les membres anti-apoptotiques li@3Bid préviendrait
l'interaction de p53 avec les membres effecteursl'dpoptose,
inhibant ainsi leur activation.

Il serait donc crucial, si nous voulons validertedtypothése,
de déterminer les domaines de p53 impliqués dameraction avec
chacun des membres anti-apoptotiques de la fadelBcl-2. En cette
matiere, Bcl-w pourrait-il se démarquer de Bcl-2B#t1 ? Pour le
découvrir, il faudrait caractériser les interacioNous pourrions dans
un premier temps étudier les interactions entre progéine anti-
apoptotique d'une part, et les différents domainds p53
individuellement d’autre part. Dans un second termqss réaliserions
des expériences de mutagenese dirigée afin dendgégrles acides
aminés critiques a cette interaction.
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Les interactions entre les membres anti-apoptatiode la
famille de Bcl-2 et le suppresseur de tumeur p58veet étre
interprétées de deux fagons. Dans un premier motgléaison de
p53 avec ces protéines contrebalance leur actwitéapoptotique sur
les membres effecteurs pro-apoptotiques de la lamdax et Bak
(Mihara et al, 2003). Dans un second moddkes complexes entre
p53 et les membres anti-apoptotique8cl-2 et Bcl-xl participent
plutét a un mécanisme de séquestration qui inhibee$ fonctions
pro-apoptotigues mitochondriales de p53. Cette inhibition
entraverait notamment sa capacité d’'induire I'aligoisation de Bak
et donc la perméabilisation de la membrane mitodhale externe.

Notons, a ce titre, que l'induction de I'apoptosét@ corrélée
avec la dissociation du complexe Bcl-xlI-p53 plutgu'avec
'augmentation de ce complexe (Spierirggsal, 2005). Les résultats
obtenus lors de cette thése renforcent le secom®ieoEn effet, Bcl-
2 et Bfl-1, agissant comme des ancres pour p53jesé@graient et
empécheraient ainsi les fonctions apoptotiques wppresseur de
tumeur.

La présence de p53 a la mitochondrie a été obseataée
différentes cellules saines, issues d’organismiéérents. Ces cellules
n'étant pas en apoptose malgré la localisationahdadriale de p53,
une hypothése a été émise concernant I'inactivtgsB : p53 serait
séquestré et inactivé a la mitochondrie (Fereeatal, 2009). Notre
hypothése est en accord avec celle de Ferecatun &gslipe. En effet,
dans une cellule saine, p53 pourrait étre séqupatrén ou plusieurs
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2a anembrane
mitochondriale externe. Dans ce cas, un niveau iplogique et
endogene de ces protéines anti-apoptotiques (et ploa une
surexpression comme dans le cas de notre étuds) seffisant pour
contrer le suppresseur de tumeur.

Afin de valider cette hypothése, il serait intéegdgsde traiter
au moyen d’UV-B nos clones inductibles U20S expnritriacl-2, afin
d’induire p53, en présence ou non de la molécul&-AB9 inhibitrice
de Bcl-2 (Souerst al, 2013). Une fois le membre anti-apoptotique
inhibé, si notre hypothése est juste, 'apoptospeddante de p53
serait augmentée. Alternativement, des expériensanilaires
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pourraient étre envisagées sur les lignées cealslatmployées par
Ferecatu et son équipe (Ferecetal, 2009). Ces cellules comportent
un certain niveau de p53 mitochondrial en absenee stiess.
Différentes molécules ciblant des membres anti-egiimques de la
famille de Bcl-2, comme Bcl-2 ou Bfl-1, pourraiantiuire dans ces
cellules un processus apoptotique. Ces expérier@msssiteraient les
contrles appropriés afin de s’assurer que I'ammptobservée est
dépendante du suppresseur de tumeur et nécessitestn activité
mitochondriale (et non transcriptionnelle). Pour fegre, il serait
possible d’utiliser un inhibiteur de la transcrgsti d’'une part et,
d’autre part, de réaliser I'expérience en préseatina inhibiteur de
p53. En conjonction, des mitochondries purifieesurpent étre
incubées en présence de p53 et de concentratioissamtes des
différents membres anti-apoptotiques de la famile Bcl-2. Cela
permettrait, dans un systemea vitro simplifié, de déterminer
lesquelles de ces protéines anti-apoptotiques qmaent
I'oligomérisation de Bak et la PMME induite par p53

2.2. Localisation subcellulaire et conformation

La localisation cellulaire et la conformation s@utsceptibles
d’influer sur la fonction des membres de la familkeBcl-2 (Gros®t
al., 1999). Ces deux aspects sont étroitement liésqpai la
conformation influe également sur la localisato@tiulaire. En effet,
tant que leur C-terminal est séquestré, Bcl-xI etl-vB sont
cytosoliques tandis qu'en présence d'un stress, dognaine
transmembranaire permet leur ancrage dans la meaembra
mitochondriale externe (Denisost al, 2003; Hindset al, 2003;
Jeonget al, 2004; Nguyeret al, 1994). La localisation cellulaire de
Bcl-2 dans une cellule saine est exclusivement manalire
(Hockenberyet al, 1990; Krajewskiet al, 1993). La localisation de
Bfl-1 dans les mémes conditions est essentiellemasinbranaire
mais aussi cytosolique (Brieret al, 2009; D'Sa-Eipper and
Chinnadurai, 1998). Enfin, la localisation celléade Bcl-w dans un
contexte sain est exclusivement cytosolique (Denet al, 2003,
Hinds et al, 2003). Cependant, en cas de stress, ces trdiSines
résident au niveau d’'une membrane cytosolique.
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Il est envisageable que la séquestration de pS3@uaivoir lieu
dans différents compartiments cellulaires. Dans ci@s d'une
surexpression de Bcl-2, protéine membranaire demkmbrane
mitochondriale externe ainsi que de la membrane réticulum
endoplasmique, nous pouvons observer une augnntae la
translocation mitochondriale et cytosolique du seppeur de tumeur.
En ce qui concerne Bfl-1, qui a déja été observéiarau de la
membrane mitochondriale externe ainsi qu’au nivdauréticulum
endoplasmique, des données similaires ont été witenCes
observations suggerent une potentielle séquesirali suppresseur
de tumeur dans différents compartiments. Il s¢uditieux de réaliser
un immunomarquage des protéines p53, Bcl-2 et Bllaltechnique
de microscopie confocale permettrait ensuite d'nkese une
eventuelle co-localisation du suppresseur de turaeer ces membres
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, dans aiéhts
compartiments cellulaires.

3. Conclusions générales et perspectives

Ainsi, nous avons analysé les interactions prossqintra-
membres de la famille Bcl-2, les interactions siigwes des membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 avec pS53tdmps de demi-vie,
la localisation subcellulaire et la conformations deembres Bcl-2,
Bfl-1 et Bcl-w. Parmi ces aspects, aucun ne régtélearactéristiques
communes a Bcl-2 et Bfl-1 tout en différant pour-&¢ Nous ne
pouvons donc pas dégager de caractéristique gérstnales membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 quant a leapacité d’'inhiber
I'apoptose p53-dépendante.

Au terme de cette these, suivant I'hypothése émise
inhibition des membres Bcl-2 et Bfl-1 favoriserdictivité pro-
apoptotique mitochondriale du suppresseur de tum@aerci est
applicable en particulier pour les cellules cangges qui montreraient
un taux élevé de ces protéines. Des études en sitilAté publiées,
indiquant que l'inhibition seule du géemzl-2 entraine une apoptose
p53-dépendante massive, sans méme recourir a shuction au
moyen de dommages a I’ADN (Jiang and Milner, 20@3)s études
vont dans le sens de notre hypothése, puisqu’ddesontrent I'effet
inhibiteur inhérent de Bcl-2 pour p53.
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Rappelons ici I'objectif initial de cette theseéterminer si un
niveau élevé des membres anti-apoptotiques dentdlédade Bcl-2
pourrait avoir un effet négatif sur I'apoptose digente de p53.
Autrement dit, cela peut-il compromettre de mangirecte I'activité
pro-apoptotique, et en particulier mitochondriade, p53 sauvage ?
Nous avons démontré que p53 interagit avec BcleEwBet Bfl-1, et
nous avons évalué I'impact d'une surexpressionegenzembres sur
I'apoptose induite par p53. Nous pouvons des lémomdre a cette
question par [Iaffirmative, nuancée cependant puésqune
surexpression de Bcl-w n’entrave pas la voie apgapte dépendante
du suppresseur de tumeur. Ainsi, la surexpressien cdrtains
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-@t pmntrecarrer
I'activité de suppresseur de tumeur de p53. De,ptas membres
peuvent varier en fonction du type cellulaire (Reiokel et al,
2014).

De nouvelles stratégies expérimentales sont aujouird
développées dans le but de réactiver p53 sauvage ldacellule
cancéreuse, notamment dans le cas de mélanomdfeErdans 80%
des mélanomes humains, p53 est maintenu a I'étataga dans la
cellule. De nombreuses voies sont soupconnées ilokinhle
suppresseur de tumeur : une surexpression de MOMA2 &DM4,
une dérégulation de I'expression des protéinesadtarille ASPP
(Apoptosis-Stimulation Protein of p53, comprena®P®1, ASPP2 et
IASPP). A ce jour, il existe des molécules capablgsiber ces voies
de facon a réactiver l'activité de p53 sauvageme#iant ainsi la
régression de la tumeur. Ainsi, la nutline-3a iehMDM2, le SAH-
p53-8 inhibe MDM4, le JNJ-7706621 inhibe iIASPP @twal, 2014b).

Alternativement, dans le cas de cancers qui exmtimmee forme
mutée du suppresseur de tumeur, une seconde Eraitgga réactiver
les mutants. Ainsi APR-246, molécule en phaseduliaill, est connue
pour induire I'expression des genes Bax, Noxa ebd&@uAdministrée
sous forme de pro-drogue, APR-246 devient du métteyl
quinuclidinone (MQ), et lie de facon covalente tgstéines de p53
mutant et p53 sauvage. L'’interaction de MQ avec pB8aine la
réactivation des mutants et favorise le repliemeatrect de la
protéine sauvage (Bykov and Wiman, 2014).
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La surexpression de Bcl-2 et Bfl-1 dans certaipgesyde cancers a
déja été reportée dans la littérature. Ainsi, l@spression de Bcl-2 a
été observée dans de nombreux cancers humaingulselui de la
prostate, du colon, du poumon, de [Iestomac, dun,rdes
neuroblastomes, les lymphomes non-Hodgkinien aigse les
leucémies aigues et chroniques. Une expressioelde la protéine
Bfl-1 a été constatée dans les tissus cancéreuwaihande I'estomac
(Kirkin et al, 2004). Il est donc trés intéressant de vérifiarestype
de cancer, ou ces protéines sont surexpriméesegessou non le
gene TP53 sauvage. Actuellement, il existe des bases de édsnn
(International Agency for Research on Cancer TP53tabase ;
http://p53.iarc.fr/) qui compilent les lignées cédlires utilisées en
laboratoire et leurs caractéristiques, notammaenitelyrité ou non du
gene codant pour le suppresseur de tumeur. Lesmafmns
regroupées pour les lignées cancéreuses du coliosugexpriment
Bcl-2, tels que CoLo320DM, LoVo et TCO-1 (Ayhat al, 1994)
indiquent que la premiere lignée comprend la pnetg53 mutante,
tandis que les deuxieme et troisieme lignées pessgab3 sauvage.
La méme recherche menée sur les lignées cancérgasasques
surexprimant Bcl-2 (Ayhaet al, 1994) indique que la lignée KATO-
Il ne posséde pas de protéine p53, tandis qubgieses HSC-39 et
MKN-28 possedent des protéines p53 mutantes. Ibest entendu
illusoire de vouloir tirer des conclusions définés sur la base de ces
quelques lignées. Néanmoins, il serait intéressiéaqpprofondir ce
type d’études de maniére a déterminer si les canmpar conservent
p53 sauvage présentent communément une surexpreksidel-2 ou
Bfl-1, vu que ces deux protéines lient p53 et smpables d’atténuer
son activité pro-apoptotique.

Le matériel créé dans le courant de ces cing anestegrécieux
pour un certain nombre d’applications qui pourraieompléter les
résultats obtenus.

Ainsi, il serait possible de vérifier si I'oligoméation de Bak ou
la libération de cytochrome c induite par p53 simhibées par un
niveau élevé d’'un membre anti-apoptotique de laillande Bcl-2.
Pour ce faire, il faudrait incuber des mitochonslrigactes issues de
la lignée Saos 2 (pB33 en présence de p53 sauvage (obtenu par
transcription/traductionn vitro) et de concentrations croissantes de
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chaque membre anti-apoptotique de la famille de2B&ST-Bcl-xl,
GST-Bcl-w, GST-Bfl-1 ont déja été obtenus pour égpériences de
GST pull-down décrites dans cette thése. Les pretéBcl-2 et Mcl-1
qui n‘ont pu étre purifiées a partir @ coli pourraient étre obtenues
par transcription/traductiom vitro, aprés avoir cloné leur cDNA dans
le plasmide adéquat.

L’oligomérisation de Bak serait déterminée par \Westblot,
aprés crosslinking des protéines au moyen de BMH (bis-
maleimidohexane) (Leu et al, 2004). Afin détudier Ila
perméabilisation de la membrane mitochondriale ragte les
différents échantillons seraient centrifugés en dimcubation de
maniere a sédimenter les mitochondries. La présgaaytochrome ¢
serait ensuite mesurée dans le surnageant eteanfot par Western
blot. Ces expériences permettraient de valider dansodélan vitro
simple et fiable les potentiels effets directs daembres anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 sur l'activitétochondriale de
p53 (Leuet al, 2004; Pietsclet al, 2007).

D’un point de vue plus général, de nombreuses rebhe restent
ouvertes en ce qui concerne I'étude des membrespmptotiques de
la famille de Bcl-2. Notamment, la connaisancealgd modifications
post-traductionnelles pourraient apporter des mé&iions majeures
quant a la régulation de leur activité. Il a déj@ éémontré que la
déphosphorylation de Bcl-2 promeut la formationcdmplexe Bcl-2-
p53 (Denget al, 2006). Etendre ce type de connaissance a tous les
membres  anti-apoptotiques  permettrait de déterminkms
modifications post-traductionnelles qui impacteat EBur capacité a
lier p53.
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