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Résumé 

La division cellulaire constitue le principe fondamental de la vie et repose sur des changements 

architecturaux cellulaires spectaculaires. Plusieurs de ces changements sont dirigés par le 

remodelage précis de structures mécano-sensibles à base d’actine. De plus en plus d’évidences 

suggèrent une relation étroite entre le contrôle de qualité des protéines et la régulation 

spatiotemporelle de la dynamique des structures d’actine entre autres, par l’intermédiaire de 

mécanismes de séquestration ou de dégradation des protéines. Les petites protéines de choc 

thermique (HSPB) sont des chaperons moléculaires qui font partie intégrante du réseau de contrôle 

de qualité des protéines, lesquelles contribuent à l’homéostasie du protéome. Ces chaperons 

émergent comme des modulateurs des structures à base d’actine en conditions physiologiques et 

comme des protecteurs de l’intégrité de ces structures en conditions de stress. Selon le modèle 

prévalent, l’assemblage des HSPB en structures oligomériques dynamiques leur confère leur 

fonction dans la séquestration de composantes cellulaires pour prévenir une agrégation protéique 

non-spécifique. Néanmoins, leur mode d’action demeure encore élusif : le fait que certaines HSPB 

ne formeraient pas d’oligomères suggère un autre mécanisme d’action pour ces HSPB. C’est le cas 

de HSPB8, qui forme un complexe avec le co-chaperon moléculaire BAG3. Les prémices des 

travaux de cette thèse ont été la découverte d’un nouveau rôle pour ce complexe au cours de la 

mitose : BAG3, d’une manière dépendante de son association avec HSPB8, facilite le remodelage 

drastique du cytosquelette d’actine requis pour le positionnement du fuseau mitotique et la 

ségrégation adéquate des chromosomes. L'objectif de cette thèse était d'identifier le mode de 

régulation de la fonction mitotique de BAG3-HSPB8 et de disséquer les mécanismes moléculaires 

impliqués qui facilitent le remodelage du cytosquelette d'actine mitotique.  

 

Les travaux de cette thèse apportent des évidences que la modulation des fonctions mitotiques de 

BAG3 est dépendante de sa phosphorylation par la kinase mitotique CDK1 sur des résidus 

spécifiques ; Thr285 et Ser386. Ces phosphorylations lui confèrent une activité différentielle sur 

l’arrondissement cellulaire versus le positionnement du fuseau mitotique. De plus, BAG3 serait 

phosphorylée dès la phase G2/M sur le résidu Ser195, ce qui modulerait son enrichissement en 

périphérie du noyau à la transition G2/M. Nos résultats suggèrent que ces phosphorylations seraient 

impliquées dans la modulation d’associations protéiques différentielles, selon les phases du cycle 

cellulaire. En outre, l’entrée des cellules en mitose est marquée par l’association de BAG3 avec des 

protéines du cytosquelette d’actine, telle que cortactine, ainsi qu’avec des acteurs du contrôle de 

qualité des protéines, notamment le récepteur autophagique p62/SQSTM1 et la déacétylase 

HDAC6. De manière cruciale, la phosphorylation et les associations protéiques mitotiques de 
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BAG3 sont dépendantes de sa liaison à HSPB8. Nos résultats suggèrent un model selon lequel le 

complexe BAG3-HSPB8 régule l’assemblage de p62/SQSTM1 en corps supramoléculaires qui 

pourraient offrir une plateforme pour isoler et réguler l’assemblage de complexes protéiques 

impliqués dans le remodelage des structures d’actine mitotiques. Via ce mécanisme d’action, 

BAG3-HSPB8 limiterait la polymérisation de l’actine branchée dépendante d’Arp2/3, en modulant 

négativement l’activité déacétylase de HDAC6 sur son substrat cortactine, un processus qui 

faciliterait l’arrondissement mitotique.  

 

Ainsi, nos résultats mettent en avant un rôle central pour la phosphorylation de BAG3 dans la 

modulation de son action mitotique, en étroite collaboration avec ses partenaires HSPB8 et 

p62/SQSTM1. L’ensemble de nos données contribue ainsi à une meilleure compréhension des 

mécanismes moléculaires par lesquels le complexe chaperon BAG3-HSPB8 orchestre le 

remodelage dynamique des structures cellulaires mitotiques à base d’actine et facilite les 

changements de forme des cellules requis pour la progression mitotique. Ces travaux ont également 

permis l’identification de nouvelles cibles moléculaires du complexe chaperon, entre autres 

impliquées dans la dynamique du cytosquelette d’actine. Ces travaux offrent de nouvelles pistes 

d’investigations intéressantes concernant le développement de pathologies associées à une 

dérégulation du complexe BAG3-HSPB8, notamment dans la progression tumorale. 
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Abstract 

Cell division is the fundamental principle of life and is based on spectacular cellular architectural 

changes. Many of them are driven by the accurate remodeling of mechanosensitive actin-based 

structures. Growing evidence suggests a close relationship between protein quality control and the 

spatiotemporal regulation of actin remodeling, through mechanisms that would promote protein 

sequestration and/or degradation. Small heat shock proteins (HSPBs) are molecular chaperones that 

are an integral part of the protein quality control network, which contribute to maintain proteome 

homeostasis. They emerge as modulators of actin-based structures under physiological conditions 

and as guardians of the integrity of cytoskeletal structures under stress conditions. According to the 

prevailing model, the assembly of HSPBs into large oligomers confers them with the ability to 

sequester cellular components and prevent unspecific aggregation of damaged proteins. 

Nevertheless, their mode of action remains elusive: the observation that some HSPBs do not form 

oligomers suggests another mechanism of action for these HSPBs. This is the case for HSPB8, 

which forms a complex with the molecular co-chaperone BAG3. The working model of this thesis 

is based on the initial discovery in our laboratory of a new role for this complex during cell 

division: BAG3 facilitates the drastic remodeling of the actin cytoskeleton required for spindle 

positioning and proper segregation of chromosomes, in a manner that requires HSPB8. The aim of 

this thesis was to identify the mechanisms whereby such a function of the BAG3-HSPB8 chaperone 

complex is regulated, and to investigate how the complex can facilitate mitotic actin cytoskeleton 

remodeling. 

 

The work presented here provides evidence that the modulation of BAG3 mitotic functions depends 

on its phosphorylation by the mitotic kinase CDK1 at specific residues, Thr285 and Ser386, which 

confers differential activity on cell rounding versus mitotic spindle positioning. Evidence also 

suggests that BAG3 would be phosphorylated earlier in the G2/M phase, at Ser195, which would 

modulate its perinuclear enrichment. Our results suggest that these phosphorylations could be 

involved in defining specific protein associations, in a cell-cycle dependent manner. In addition, we 

found that mitotic entry is marked by the stimulation of BAG3’sassociation with proteins that 

organize the actin cytoskeleton, such as cortactin, as well as with protein quality control actors, 

notable, the autophagic receptor p62/SQSTM1 and the deacetylase HDAC6. Critically, BAG3 

phosphorylation and its associations with mitotic protein partners rely on its binding to HSPB8. The 

results suggests a model whereby the BAG3-HSPB8 complex would regulate the molecular 

assembly of p62/SQSTM1 into mitotic bodies that could provide a platform to sequester and 

facilitate protein complex assembly implicated in mitotic actin cytoskeleton remodeling. Via this 
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mechanism, BAG3-HSPB8 could limit branched actin polymerization that depends on Arp2/3 

activity, by down-modulating HDAC6 deacetylase activity towards its substrate cortactin, a process 

that would facilitate mitotic cell rounding. 

 

Thus, our results highlight a central role of BAG3 phosphorylation in the modulation of its mitotic 

action, in close relationship with its partners HSPB8 and p62. Altogether, our data contribute to a 

better understanding of the molecular mechanisms by which the BAG3-HSPB8 chaperone complex 

orchestrates the dynamic remodeling of mitotic cell structures and thereby, facilitates the cell shape 

changes required for mitotic progression. This study has also identified new molecular targets of the 

chaperone complex there are, among others, involved in the dynamics of the actin cytoskeleton. 

Thus, this work offers new avenues of investigation regarding the development of pathologies 

associated with a deregulation of the BAG3-HSPB8 complex, particularly in tumor progression. 
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Avant-propos 

 

À mon arrivée au laboratoire, différents travaux avaient permis d’établir que le complexe chaperon 

BAG3-HSPB8 était impliqué dans la progression mitotique. J’ai d’ailleurs eu la chance de 

participer activement à ces derniers, qui ont montré que le complexe chaperon BAG3-HSPB8 

module des structures à base d’actine qui dirigent le positionnement du fuseau mitotique et la 

progression en mitose des cellules cancéreuses. L’article issu de ces recherches, où je suis co-

deuxième auteure, a été publié dans le journal PLoS Genetics et est disponible à l’annexe 1 (Fuchs, 

M., Luthold, C., Guilbert, M., Varlet, A.A., Lambert, H., Jetté, A., Elowe, S., Landry, J., Lavoie, 

J.N. (2015) A Role for the Chaperone Complex BAG3-HSPB8 in Actin Dynamics, Spindle 

Orientation and Proper Chromosome Segregation during Mitosis. PLoS Genet. 23;11(10): 

e1005582). 

 

Cependant le rôle précis et le mode d’action de BAG3-HSPB8 dans ce processus cellulaire n’étaient 

pas compris. Les travaux de cette thèse de doctorat avaient donc pour but de contribuer à la 

compréhension des mécanismes moléculaires qui régulent les fonctions du complexe chaperon 

et d’explorer le mode d’action de celui-ci sur la modulation spatio-temporelle de la morpho-

dynamique des structures à base d’actine lors de la division cellulaire. 

 

Dans un premier temps, j’ai identifié la phosphorylation de BAG3 sur un résidu spécifique par la 

kinase majeure de la mitose CDK1 (« Cyclin Dependent Kinase ») comme un élément modulateur 

clé de sa fonction mitotique sur le remodelage cellulaire. Cette phosphorylation, ainsi que HSPB8 et 

CDK1, contribuent à l’assemblage moléculaire de p62/SQSTM1 (« Sequestosome 1»), une protéine 

importante du CQP, dans des structures mitotiques hautement ordonnées contenant des chaînes 

poly-ubiquitinées K63 que nous avons appelées MIBS. Ces travaux sont présentés en chapitre 2 de 

cette thèse et font l’objet d’un article dont je suis première auteure, intitulé : « Cdk1-mediated 

Phosphorylation of BAG3 Promotes Mitotic Cell Remodelling and the Molecular Assembly of 

Mitotic p62 bodies « MIBS ». Les co-auteurs de cet article sont Herman Lambert, Margit Fuchs, 

Solenn M. Guilbert, Marc-Antoine Rodrigue, Alice Anaïs Varlet, Aline Dumas, Luc Vallières, 

Amélie Fradet-Turcotte and Josée N. Lavoie. 

 

Les résultats présentés au chapitre 2 ont mis en lumière l’importance de la phosphorylation de 

BAG3 sur un site spécifique, T285, pour réguler son action mitotique. Dans le chapitre 3, j’ai 

analysé l’impact fonctionnel de deux autres sites qui sont régulés par les signaux mitotiques : S195 
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et S386. Ces résultats ont apporté des preuves que BAG3 est phosphorylée sur plusieurs sites, qui 

lui confère une action mitotique différentielle, ainsi qu’une fonction potentielle pendant la phase 

G2. 

 

Enfin, le second objectif de mon doctorat, qui fait l’objet du chapitre 4, était de caractériser le 

mécanisme moléculaire par lequel le complexe chaperon BAG3-HSPB8 pourrait réguler le 

remodelage dynamique des structures à base d’actine pendant la mitose. Les résultats obtenus 

indiquent que BAG3-HSPB8, en association avec p62/SQSTM1, modulerait l’activité de la 

déacétylase HDAC6 sur une de ses cibles, cortactine, impliquée dans la dynamique du cytosquelette 

d’actine. Une telle modulation semble être nécessaire pour faciliter le remodelage spatio-temporel 

de structures d’actine pendant la mitose. Les expériences réalisées contribueront à un deuxième 

article en préparation dont je serais co-première auteure avec Alice-Anaïs Varlet. 

 

En complément de ce chapitre, l’annexe 2 présente des résultats qui suggèrent que BAG3-HSPB8 

pourrait également moduler l’activation de la kinase mitotique CDK1. 

 

L’ensemble de ces travaux n’aurait pas pu voir le jour sans la contribution des co-auteurs cités ci-

dessus. 
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Introduction 

 

Le flux de la vie repose sur la division cellulaire, qui d’une part, chez un organisme unicellulaire 

aboutit à un nouvel organisme et d’autre part, chez un organisme multicellulaire, assure son 

développement initial, puis sa croissance et enfin le remplacement des cellules lésées au sein des 

tissus. Le cycle cellulaire consiste donc en la duplication de l’ADN et de l’entièreté des composants 

subcellulaires, suivie de leur répartition dans deux cellules filles au moment de la division, nommée 

aussi mitose, afin d’obtenir deux cellules identiques. La mitose est donc un événement complexe 

qui doit être exécuté avec une grande fidélité pour assurer la stabilité génomique. De nombreux 

processus complexes existent pour contrôler avec précision la fidélité de ces divisions et les 

restreindre uniquement dans des conditions de croissance optimales. Aucun système n’étant parfait, 

des erreurs de division peuvent se produire malgré tout et conduisent à la production de cellules 

filles avec un nombre aberrant de chromosomes, un état connu sous le nom d'aneuploïdie (Jaarsveld 

et Kops 2016; Sansregret et Swanton 2017). L’aneuploïdie, associée au vieillissement et à la 

tumorigénèse (Naylor et van Deursen 2016), constitue une caractéristique fréquente des cancers, 

apparaissant dans près de 70% des tumeurs humaines solides (Duijf, Schultz, et Benezra 2013). 

Sans omettre qu’une des bases de la formation d’une tumeur est l’échappement d’une cellule aux 

signaux limitant normalement sa division et aboutissant donc à sa division cellulaire incontrôlée. De 

ce fait, la compréhension des mécanismes qui dictent la division cellulaire demeure encore 

aujourd’hui l'un des plus grands défis de la biologie cellulaire et de la recherche sur le cancer. 

 

Il est bien établi que le cytosquelette d’une cellule au cours de la mitose subit des changements 

morpho-dynamiques spectaculaires et rapides (dans une fenêtre de temps restreinte d’en moyenne 

une heure). Le réseau de microtubules s’assemble pour former le fuseau mitotique et assure la 

capture et la séparation (ou ségrégation) des chromosomes pendant la mitose. Au vu de sa fonction, 

il apparaît évident que des défauts dans son assemblage, mais aussi de son positionnement ou de 

son orientation, provoquent des erreurs de ségrégation des chromosomes conduisant à l’aneuploïdie. 

Outre un rôle dans le maintien primordial de l’intégrité du génome dans les cellules filles, le 

positionnement et l’orientation du fuseau mitotique définissent aussi l’axe de division cellulaire. 

Ceci constitue un paramètre crucial de la division au sein des tissus et par conséquent, assure la 

morphogenèse, le renouvellement et l’intégrité tissulaire (Siller et Doe 2009; Cadart et al. 2014; 

Petridou et Skourides 2014; Chanet et al. 2017; Pietro, Echard, et Morin 2016). Par exemple, il est 

connu que les divisions cellulaires orientées sont importantes pour le développement des tubules 

allongés du rein. Des évidences laissent croire que des divisions mal orientées conduisent à une 
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maladie rénale kystique chez des modèles animaux, indiquant un rôle central de l’orientation du 

fuseau mitotique pour la morphogenèse épithéliale (Simons et Walz 2006). Le contrôle et la 

régulation du fuseau mitotique ont donc fait l’objet d’études intensives depuis sa description initiale 

dans une cellule animale par Flemming en 1882 (Petry 2016). 

 

En revanche, le cytosquelette d’actine commence seulement à émerger comme un régulateur 

fondamental de l’orientation et du positionnement du fuseau mitotique. Chaque étape de la division 

requiert une régulation spatio-temporelle fine du remodelage dynamique des structures d’actine par 

des mécanismes qui demeurent cependant peu connus. Notamment, l’entrée des cellules en mitose 

s’accompagne de la réorganisation du cytosquelette d’actine conduisant à l'arrondissement des 

cellules et à l'établissement d'un cortex d'actomyosine rigide (Maddox et Burridge 2003). Des 

études in cellulo et in vivo chez la souris et la drosophile ont démontré que la perturbation du cortex 

d'actine mitotique par des drogues telles que la latrunculine A ou la cytochalasine D, génère des 

défauts d'orientation du fuseau mitotique (Pietro, Echard, et Morin 2016). Ceci démontre bien 

l’existence d’une interrelation fonctionnelle entre la régulation du cortex d’actomyosine et le fuseau 

mitotique. Ainsi, disséquer les mécanismes régulateurs de la morpho-dynamique des cellules 

mitotiques s’avère être un enjeu de taille pour approfondir notre compréhension des processus qui 

orchestrent la division des cellules et guident l’orientation et le positionnement du fuseau mitotique.  

 

En outre, les mécanismes par lesquels la cellule assure le maintien de l’intégrité de structures à base 

d’actine soumises à des cycles d’assemblage/désassemblage répétitifs pendant la mitose, demeurent 

méconnus. L’existence de mécanismes de contrôle de qualité protéique (CQP) régulant l’intégrité 

de telles structures a été proposée, mais constitue un domaine peu exploré à ce jour (Baird et al. 

2014). Néanmoins, bien que les études soient éparses, des évidences indiquent que le CQP 

participerait activement tant au maintien de structures à base d’actine qu’à la facilitation de leurs 

changements morpho-dynamiques, de manière générale et pendant la mitose. Entre autres, la 

dégradation spatio-temporelle de certaines protéines régulatrices et architecturales associées à 

l’actine a été impliquée dans la progression mitotique. Par exemple, la dégradation spatio-

temporelle d’un régulateur important du cytosquelette d’actine, la petite GTPase RhoA, facilite les 

étapes tardives de la division qui sont requises pour la séparation physiques des cellules filles 

(Belaid, Cerezo, et al. 2013). Il est intéressant de noter que de surcroît, la progression du cycle 

cellulaire est supervisée par la dégradation d'importants régulateurs du cycle cellulaire (Sivakumar 

et Gorbsky 2015). En résulte une régulation spatio-temporelle extrêmement précise du contenu 
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moléculaire de la cellule. Les mécanismes de contrôle du cycle cellulaire et du CQP pourraient donc 

collaborer étroitement dans les cellules pour assurer une division cellulaire optimale.  

 

Historiquement, les laboratoires des Drs. Lavoie et Landry se sont intéressés aux fonctions des 

chaperons moléculaires qui sont des acteurs clés du CQP. Ils ont notamment été des pionniers dans 

la découverte d’un rôle pour les chaperons HSPB (« small Heat Shock Protein » ou HSPB), 

notamment de HSPB1 alors connu sous le nom de HSP27, dans la régulation de la dynamique des 

structures d’actine (Lavoie, Hickey, et al. 1993; Lavoie, Gingras-Breton, et al. 1993; Lavoie et al. 

1995). Depuis quelques années, l’attention s’est particulièrement portée sur le chaperon moléculaire 

HSPB8 qui forme un complexe avec le co-chaperon moléculaire BAG3 (« Bcl2-associated 

athanogen 3 »). Tant de manière indépendante, qu’en tant que complexe, ces protéines émergent 

comme des modulateurs du cytosquelette d’actine dans divers contextes physiologiques et 

pathologiques, incluant la migration, l’adhésion ou encore le maintien de l’intégrité des structures 

contractiles d’actomyosine dans les cellules musculaires. Les recherches de notre laboratoire se sont 

donc orientées vers l’élucidation des mécanismes moléculaires dépendants du complexe chaperon 

BAG3-HSPB8 qui faciliteraient la modulation du cytosquelette d’actine. Puisqu’une cellule en 

division subit des changements drastiques de la morpho-dynamique du cytosquelette d’actine et que 

les mécanismes qui dictent ces changements sont peu compris, nous avons choisi de travailler avec 

ce modèle d’étude fascinant qu’est la mitose pour disséquer l’implication potentielle du complexe 

BAG3-HSPB8 dans la modulation spatio-temporelle de la dynamique du cytosquelette d’actine. 

 

Dans le chapitre 1, nous introduirons les protéines et les mécanismes moléculaires qui dictent 

l’architecture du cytosquelette d’actine et assurent la mécanotransduction cellulaire (paragraphe 

1.1). Les notions de base et les concepts émergents concernant le CQP et ses acteurs, ainsi que leur 

implication dans le remodelage et l’intégrité du cytosquelette d’actine, seront présentés 

(paragraphe 1.2). Nous décrirons ensuite les fonctions connues, et celles suggérées, du chaperon 

HSPB8 et celles de son co-chaperon BAG3 dans le contrôle de qualité des protéines, la 

signalisation et le remodelage de l’actine, et nous discuterons des questions actuellement soulevées 

par ces travaux (paragraphe 1.3). Finalement, nous explorerons les mécanismes moléculaires 

impliqués dans le remodelage des structures à base d’actine qui dirigent la division cellulaire et les 

questions non résolues dans ce domaine (paragraphe 1.4). Nous finirons par exposer l’hypothèse 

de recherche et les objectifs associés (paragraphe 1.5). 
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Chapitre 1 : Mise en contexte bibliographique 

 

1.1. Le cytosquelette d’actine et ses protéines associées : régulation dynamique d’une 

architecture complexe. 
 

De nombreux processus biologiques fondamentaux comme la morphogénèse, la division cellulaire, 

la migration ou encore le trafic intracellulaire, sont étroitement reliés au cytosquelette d’actine. 

Particulièrement abondant sous la membrane plasmique, région référée comme le cortex cellulaire, 

le cytosquelette d’actine détermine la forme des cellules et confère entre autres à la cellule une 

stabilité mécanique. En effet, il fournit un support physique qui permet d’ancrer la membrane 

plasmique aux cellules périphériques grâce à différents types de jonctions et à la matrice 

extracellulaire (MEC) via les adhésions focales (« Focal Adhesion » ou FA). Les FA consistent en 

l’assemblage de complexes multi-protéiques associés à la membrane plasmique et engagent 

l’interaction avec la MEC grâce à la famille des protéines transmembranaires des intégrines (Kuo 

2014). Celles-ci recrutent de nombreuses protéines dans ces complexes, appelées « adhésomes », 

assurant la connexion physique avec le cytosquelette d'actine (Kuo 2014; Geiger et Zaidel-Bar 

2012). Le cytosquelette d’actine constitue une structure hautement dynamique dont l’organisation a 

la capacité d’être remodelée en quelques secondes dans le but de générer des réponses appropriées 

aux stimuli exogènes et endogènes. Les signaux bidirectionnels, entre le cytosquelette et les 

récepteurs membranaires, ainsi que les protéines d'adhésion, régulent le remodelage dynamique du 

cytosquelette d’actine. 

 
Les cellules au sein des tissus sont soumises à des forces mécaniques causées par des changements 

physiques de leur microenvironnement, comme la rigidité de la MEC. Elles génèrent en retour des 

forces mécaniques internes comme lors de la contraction des structures contractiles d’actomyosine. 

La capacité de réponse et d’adaptation cellulaire à l’environnement physique est une propriété 

universelle et essentielle pour maintenir la fonctionnalité de la cellule. Une déformation et des 

changements conformationnels sont induits par les signaux mécaniques au niveau de protéines ou 

de complexes protéiques dits « mécano-sensibles » et modifient les signaux biochimiques émis via 

l’activation de voies de signalisation qui vont permettre à la cellule de répondre de manière adaptée 

aux stimuli. Ce processus, nommé mécanotransduction, est responsable de la conversion des 

signaux mécaniques qu’ils soient externes ou internes à la cellule en signaux biochimiques. La 

mécanotransduction implique cependant des « appareils moléculaires» de détection (Boateng et al., 

2009). Certains constituants subcellulaires ont été clairement identifiés comme modules 
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mécanotransducteurs, tels que les canaux ioniques qui sont activés par étirement de la membrane 

plasmique (Diz-Muñoz, Fletcher, et Weiner 2013). Aussi, puisque les FA établissent une 

communication bidirectionnelle entre le cytosquelette d’actine intracellulaire et la MEC, celles ci 

jouent ainsi un rôle clé dans la mécanotransduction (Bershadsky et al. 2006; Kuo 2014). Le 

cytosquelette d’actine et ses protéines associées, détectent, subissent, transmettent et génèrent des 

forces mécaniques tant internes qu’externes, les plaçant de ce fait comme des acteurs centraux de la 

mécanotransduction. 

 

Les tensions mécaniques induisent un étirement des protéines assurant une fonction signalétique 

mais peuvent également aboutir à la dénaturation de la structure de celles-ci et donc à la perte de 

leur fonction biologique (cf. section 1.2.1). En l’occurrence, les systèmes de contrôle de qualité des 

protéines, dont nous explorerons les fonctions majeures et décrirons quelques-uns de ces acteurs 

(section 1.2), prennent en charge par exemple les protéines endommagées. Ainsi, de nombreuses 

études ont mis en relation l’importance du CQP dans le maintien de l’intégrité et de la modulation 

du cytosquelette d’actine. Cette notion sera abordée dans le paragraphe 1.2. Tout d’abord nous 

introduirons le cytosquelette d’actine et les protéines impliquées dans son architecture et sa 

dynamique. 

 

L’actine, qui est la protéine la plus abondante, la plus conservée et la plus ubiquitaire des protéines 

eucaryotes, se polymérise pour former des filaments d'actine (F-actine) qui sont eux-mêmes 

assemblés au sein de structures plus complexes possédant chacune une spécificité de fonction 

(Pollard 2016). Par conséquent, l’architecture et la dynamique du cytosquelette d’actine sont 

gouvernées par diverses protéines liant l'actine (« Actin Binding Proteins » ou ABP) et des protéines 

régulatrices qui possèdent un rôle critique dans les fonctions cellulaires (Pollard 2016; Svitkina 

2018). En effet, le cytosquelette d’actine fournit un support physique permettant à la cellule 

d’assurer une fonction distincte. Des perturbations de ce réseau structurel provoquent alors une 

rupture des propriétés mécaniques et/ou de la forme des cellules, ce qui interfère avec différentes 

fonctions cellulaires. D’ailleurs, des mutations des composants ou des régulateurs du cytosquelette 

d'actine sont associées à de nombreuses pathologies humaines puisque l’altération de l’organisation 

et/ou de la dynamique des filaments d’actine modifie la forme des cellules, la croissance et la 

réponse à de nombreux stimuli (Khaitlina, 2001). Ceci perturbe alors des fonctions cellulaires 

fondamentales conduisant par exemple au processus métastatique ou à des dysfonctionnements des 

structures contractiles cellulaires associés à des myopathies ou cardiomyopathies de sévérité diverse 

(Lodish et al., 2008).  
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1.1.1. Régulation du cytosquelette d’actine par les protéines se liant à l’actine (ABP). 

 

Le remodelage dynamique de l’architecture du cytosquelette d’actine est géré par les ABP qui 

régulent la polymérisation/dépolymérisation des filaments d'actine, leur fragmentation, leur 

réticulation en faisceaux (ou câbles) et réseaux ou encore de leur association avec d'autres structures 

cellulaires (telle que la membrane plasmique)(Pollard 2016; Svitkina 2018). De nombreuses ABP 

ont été caractérisées et peuvent se lier aux monomères et/ou aux filaments dans le but, entre autres, 

d’initier l’assemblage de nouveaux filaments, d’induire une élongation d’un filament existant, de 

lier les extrémités des filaments pour les stabiliser ou stopper leur polymérisation (Pollard 2016; 

Svitkina 2018). L’ensemble de ces processus permet donc un renouvellement constant et contrôlé 

des structures cellulaires à base d’actine, en réponse au besoin cellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1: Régulation de la dynamique du cytosquelette d'actine et de son organisation par les ABP 
(Pollard 2016). 
 
Les facteurs de nucléation, tels que mDia de la famille des formines, induisent la polymérisation des 

filaments de novo à partir des monomères d’actine. En outre, mDia est essentielle pour la formation 

du cortex d’actine mitotique (Rosa et al, 2015). Les extrémités des filaments d’actine peuvent être 

stabilisées par des protéines de « coiffe », comme CapZ qui est constituée de deux sous-unités α et 

β, qui préviennent la polymérisation ou la dépolymérisation (Rottner et al. 2017). De base, un 

nouveau filament s’allonge rapidement avant que ses extrémités ne soient « coiffées ». Ainsi, ce 

processus permet à la cellule de maintenir un contrôle spatio-temporel fin de la distribution de la F-
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actine et donc, de la longueur des filaments (Ono 2010). Il a été récemment montré par exemple que 

CapZ, via la régulation de la longueur des filaments d’actine, participerait à la modulation de 

l’architecture du cortex d’actomyosine mitotique dont une régulation très fine est requise pour 

assurer la division adéquate des cellules (détaillé paragraphe 1.4.2.1.1 ; Chugh et al. 2017). Les 

filaments peuvent être ramifiés, grâce à l’action du complexe Arp2/3 (« Actin related proteins 2 and 

3 »), constitué de sept sous-unités, qui initie la nucléation d’un nouveau filament à partir d’un 

filament préexistant (Mullins, Heuser, et Pollard 1998; Amann et Pollard 2001). Ceci favorise par 

exemple la formation du lamellipode, qui est un réseau ramifié dense de filaments situé au front de 

migration des cellules qui fournit la force mécanique requise pour « pousser » la membrane vers 

l’avant dans des cellules en migration (Svitkina et Borisy 1999; Shao et al. 2006; Goley et Welch 

2006; Isogai et al. 2015). Par ailleurs, d’autres ABP agissent sur la fragmentation des filaments, leur 

dépolymérisation, assurant ainsi le renouvellement du « pool » de monomères d'actine, ou encore la 

séquestration des monomères, mais ne seront pas décrites ici. 

 

Les protéines de réticulation ancrent les filaments les uns aux autres pour créer un réseau d'actine et 

former des structures plus complexes (Pollard 2016; Svitkina 2018). Celles-ci peuvent être 

monomériques avec deux sites de liaisons à F-actine ou dimériques, où chacune des sous-unités 

possède un site d’association. On distingue les réseaux parallèles, qui permettent la formation des 

câbles d’actine, et orthogonaux (fig. 1.1). Les dimères de filamine, dont les deux sites de liaison à 

l'actine sont éloignés l’un de l’autre, favorisent par exemple la formation du réseau orthogonal qui 

forme le cortex cellulaire au front de migration des cellules (Pollard 2016; Svitkina 2018). Par 

ailleurs, les dimères d’α-actinine forment des câbles où l’espacement entre les filaments d’actine 

permet à myosine II, principal moteur de la contraction du réseau d’actine, d’interagir avec la F-

actine au sein des câbles (Pollard 2016; Svitkina 2018). 
 
Des centaines d’ABP sont connues à ce jour, ainsi, nous avons choisi de présenter dans la section 

suivante des ABP qui présentent un intérêt particulier pour les travaux relatifs à cette thèse. 

 

1.1.2. Formation et régulation des réseaux d’actomyosine. 

 
La génération des forces contractiles, qui est produite par la contraction du réseau d’actine par 

myosine II, est à la base de la morphogenèse des cellules et des tissus (Koenderink et Paluch 2018; 

Agarwal et Zaidel-Bar 2018). Il est à noter qu’il existe de nombreuses myosines dans les cellules, 

mais nous nous intéresserons ici uniquement à myosine II qui gouverne la contractilité des réseaux 

d’actine et la tension cellulaire dans les cellules musculaires et non musculaires. Les cellules 
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animales utilisent les forces contractiles dans une grande variété de processus allant du niveau 

subcellulaire (ex. : l’endocytose), cellulaire (ex. : la migration, la division pour la formation du 

cortex rigide et la formation de l’anneau contractile en cytokinèse) et tissulaire (ex.: formation de 

tissus dans les embryons en développement, muscle) (Agarwal et Zaidel-Bar 2018).  

 

La régulation de la contractilité résulte de l'activation spatio-temporelle de la signalisation des 

petites GTPases de la famille Rho (« Ras homologous »), en aval des récepteurs membranaires (fig. 

1.2; Agarwal et Zaidel-Bar 2018). Cette activation spatio-temporelle est dictée par la localisation 

distincte des RhoGEF et des RhoGAP (protéines activatrices et inactivatrices des Rho GTPases, 

respectivement, fig. 1.2) et limite la signalisation des protéines Rho dans une région spécifique de la 

cellule. Ce mécanisme est crucial par exemple pour la synaptogenèse (Tolias, Duman, et Um 2011; 

Duman et al. 2015).  

 

Figure 1.2: Régulation spatio-temporelle de la contractilité par la signalisation des Rho GTPases 
(Murali et Rajalingam 2014). En tant que commutateurs moléculaires, les Rho GTPases alternent entre une 
forme «active» liée au GTP et une forme «inactive» liée au GDP pour exécuter leur fonction en réponse aux 
stimuli extracellulaires. L'activation des Rho GTPases est catalysée par les RhoGEF (facteur d'échange de 
nucléotides guanilyques), qui échangent GDP avec GTP, et leur inactivation est catalysée par des RhoGAP 
(protéines activant la GTPase). Dans sa forme active, RhoGTP se lie à ses effecteurs, les formines comme 
mDia et à la Rho kinase (ROCK), qui polymérisent l'actine et phosphorylent et activent la myosine-II, 
conduisant respectivement à la formation de structures d'actomyosine. L’activation de Rac1 ou Cdc42 stimule 
la polymérisation d’actine via l’activation du complexe Arp2/3 pour faciliter la formation des lamellipodes ou 
stabiliser le cortex par exemple. 
 

Les Rho GTPases appartiennent à la superfamille Ras (plus d'une centaine de protéines), subdivisée 

en neuf familles — Ras, Rho, Rab, Rap, Arf, Ran, Rheb, Rad et Rit — elles-mêmes subdivisées en 

sous-familles (Wennerberg, Rossman, et Der 2005). Par exemple, la famille Ras est généralement 
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responsable de la prolifération cellulaire, Ran du transport nucléaire et Rho de la morphologie 

cellulaire. Ces dernières sont des régulateurs centraux de la réorganisation de l'actine favorisant 

diverses fonctions cellulaires nécessitant la régulation de la contractilité du réseau d’actomyosine, 

telles que la migration, l’adhésion ou la division cellulaire (fig. 1.2; Murali et Rajalingam 2014).  

En effet, elles stimulent la polymérisation des filaments d'actine via les formines, comme mDia, ou 

Arp2/3 (fig. 1.2). En parallèle, elles permettent l’activation de la chaine légère de myosine (MLC) 

via sa phosphorylation, en activant par exemple la kinase ROCK (fig.1.2; Amano et al. 1996). 
 

 
 
 
 
Figure 1.3: Structure d’un dimère de 
myosine II (Vicente-Manzanares et al. 
2009). 
 
 
 
 
 

 
 
Au niveau moléculaire, myosine II est constituée de deux chaines lourdes qui dimérisent, associées 

à deux chaines légères régulatrices de l’activité ATPase (fig. 1.3). Les chaines lourdes contiennent 

trois domaines distincts : le domaine de la tête globulaire qui contient des sites de liaison à l’actine 

et à l’ATP et est responsable de la génération de forces; la région du col est associée aux chaines 

légères régulatrices qui contribuent à la stabilité de la protéine et à la régulation de son activité ; et 

le domaine de la queue consiste en une hélice super-enroulée requise pour la dimérisation de la 

myosine II (Vicente-Manzanares et al. 2009). L’association des dimères de myosine II aux 

filaments d’actine est contrôlée parles têtes globulaires qui contiennent le domaine de liaison à 

l’actine et à l’ATP. Un cycle d’hydrolyse de l’ATP par les têtes du dimère engendre un mouvement 

de celles-ci et fait alors « glisser » les filaments d’actine les uns sur les autres entraînant la 

contraction du réseau d’actomyosine (Kiani et Fischer 2016). 

 
De manière importante, la phosphorylation des chaines légères régulatrices de myosine II stimule 

son activité enzymatique, essentielle pour les cycles d’association/dissociation aux filaments 

d’actine, mais favorise également son assemblage en des filaments d'ordre supérieur (Matsumura 

2005). Les dimères de myosine II assemblés dans des filaments bipolaires de tailles variables (d’une 

dizaine à plus de 300 molécules) vont alors contribuer à l’organisation et à la contraction de 

structures à base d’actine (Dasbiswas et al. 2018). Il est à noter qu’une protéine du contrôle de 
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qualité des protéines, la protéine chaperon UNC-45 (« UNCcoordinated mutant number 45 »), est 

requise pour l’assemblage de ces filaments ainsi que leur recrutement aux structures contractiles 

(Lehtimäki et al. 2017). Ceci montre une implication directe du CQP au cœur du maintien de 

l’intégrité des structures contractiles d’actomyosine (discuté section 1.2.2). 
 

1.1.3. Les structures complexes d’actine, les forces contractiles et la mécanotransduction : 

aux commandes des processus cellulaires dépendants de la dynamique du 

cytosquelette. 

 

L’organisation architecturale du réseau d’actomyosine diffère selon la structure d’actomyosine dont 

il est question et diffère donc selon le type cellulaire (non musculaire ou musculaire, et est même 

différent entre muscles striés et lisses) (Dasbiswas et al. 2018; Koenderink et Paluch 2018). 

Plusieurs ABP, comme α-actinine, filamine et CapZ, sont impliquées à la fois dans l’organisation 

des structures d’actomyosine des cellules musculaires (sarcomère, disque Z, costamère [centre de 

signalisation remplissant une fonction analogue aux FA et partageant une composition protéique 

similaire, dont les intégrines (Peter et al. 2011; Jaka et al. 2015; Henderson et al. 2017)]) et pour 

l’architecture des structures non musculaires (cortex, adhésions focales, fibres de stress) (fig. 1.4).  

 

Brièvement, dans les cellules musculaires, α-actinine assure l’ancrage des filaments d'actine et 

constitue le squelette du disque Z, un complexe multi-protéiques qui délimitent les extrémités des 

sarcomères (unités contractiles fonctionnelles de la cellule musculaire) (fig. 1.4; Henderson et al. 

2017). Au sein du disque Z, CapZ, elle, se lie à α-actinine et y coiffe les filaments d’actine pour 

assurer leur stabilisation (fig. 1.4; Papa et al. 1999). Cette structure joue donc un rôle central dans 

l'assemblage, l'organisation et la fonction des sarcomères, tout comme dans leur intégrité (Knoll et 

al. 2002).  

 

Filamine sert de lien entre le disque Z et les intégrines des costamères ancrant ainsi le 

cytosquelette à la MEC (fig. 1.4; Knöll, Buyandelger, et Lab 2011; Henderson et al. 2017). De 

manière importante, filamine remplie la même fonction dans les FA des cellules non musculaires. Il 

est à noter que la complexité de l’adhésome ne cesse de croître, avec déjà plus de 200 protéines 

différentes identifiées dont des protéines adaptatrices du cytosquelette, des protéines kinases et 

phosphatases, des protéines de signalisation et de nombreuses ABP, dont vinculine, taline, filamine 

A, α-actinine, CapZβ, cortactine, etc...(Geiger et Zaidel-Bar 2012).  
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Figure 1.4: Organisation des structures d’actomyosine dans le sarcomère, les fibres de stress et le cortex 
(Rahimov et Kunkel 2013; Schiffhauer et Robinson 2017; Rottner et al. 2017). L’architecture des 
structures complexes d’actomyosine dans les cellules musculaires ou non musculaires est orchestrée par les 
mêmes ABP telles que α-actinine, filamine ou encore capZ. 
 

L'architecture du réseau d’actomyosine est généralement moins ordonnée dans les cellules non 

musculaires (Koenderink et Paluch 2018). Cependant, un fort parallèle a été établi entre le modèle 

de structure et de contraction des fibres de stress, qui sont les câbles d’actomyosine contractiles 

dans les cellules non musculaires, avec l'organisation des sarcomères musculaires (fig. 1.4). Les 

fibres de stress sont en effet composés de filaments d'actine majoritairement réticulées par α-
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actinine, mais d'autres protéines ont été détectées dans ces structures telle que filamine (Pellegrin 

et Mellor 2007). En outre, la localisation d’α-actinine est périodique le long de la fibre et les 

filaments d'actine sont maintenus parallèlement dans les câbles par α-actinine, de manière analogue 

à son rôle au niveau du disque Z des sarcomères (Pellegrin et Mellor 2007).  

 

Pour finir, juste en dessous de la membrane plasmique, les filaments du cortex d'actine forment un 

réseau essentiellement isotrope (de 20 à 250 nm d’épaisseur) avec des filaments orientés 

parallèlement et perpendiculairement à la membrane (fig. 1.4; Salbreux, Charras, et Paluch 2012). 

Les filaments d'actine corticaux sont organisés en un réseau dense réticulé qui contient myosine II 

non musculaire ainsi que plus de 150 ABP différentes, incluant α-actinine,  filamine et CapZ (fig. 

1.5; Biro et al. 2013; Chugh et Paluch 2018). La F-actine corticale est attachée à la membrane 

plasmique notamment par des protéines de la famille ezrine-radixine-moésine (ERM) grâce à leur 

capacité à interagir avec les protéines transmembranaires et le cytosquelette (Fehon, McClatchey, et 

Bretscher 2010; Biro et al. 2013). Étant connecté à la membrane cellulaire, le réseau d'actine 

corticale contrôle les changements de forme des cellules animales par le contrôle et la modulation 

locale de la tension corticale. Par exemple, α-actinine, myosine et filamine, présentent des 

propriétés physiques et une cinétique de liaison et de dissociation distinctes à la F-actine et 

répondent dynamiquement aux signaux chimiques et mécaniques pour effectuer ces changements de 

forme. Ces changements dynamiques sont cruciaux pour des processus tels que la division, la 

migration, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT, ex : pendant la morphogenèse) ou encore 

la différenciation cellulaire (Chalut et Paluch 2016). 

 

De manière importante, les ABP α-actinine,  filamine et CapZ, ont été rapportées comme des 

protéines structurales opérant une fonction de senseur mécanique. Par exemple, les tensions 

mécaniques appliquées sur filamine ont pour conséquence une modification de sa structure qui 

permet de découvrir des sites de liaison à d’autres partenaires protéiques (Ehrlicher et al. 2011). Ce 

processus participe donc de manière directe à la mécanotransduction cellulaire. 

 

Il est à noter que les forces contractiles sont à la base de la mécano-sensibilité. Le niveau de 

connectivité des filaments d’actine ainsi que leurs longueurs sont dépendants des ABP et 

influencent la contractilité des structures d’actine (Svitkina 2018; Koenderink et Paluch 2018). 

Ainsi, le remodelage du réseau d'actine grâce aux ABP, l'activité de myosine II en générant les 

forces contractiles, ainsi que les molécules d'adhésion, jouent un rôle crucial dans la mécano-

sensation cellulaire (Ciobanasu, Faivre, et Le Clainche 2013). L'équilibre entre contrainte 
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contractile et force d'adhésion agit en tant que modulateur de la tension cellulaire et de la 

conversion des signaux mécaniques (tension) en signaux biochimiques (maturation des FA par 

exemple), régulant ainsi la communication entre la cellule et la MEC (Tojkander, Gateva, et 

Lappalainen 2012). Ces mécanismes s’appliquent tant dans les cellules musculaires, dictés par la 

communication disques Z/costamères, que dans les cellules non musculaires à travers la 

communication fibres de stress/FA.  

 

Les disques Z, via leurs réseaux de protéines associées, constituent une structure 

mécanotransductrice essentielle puisqu’ils détectent, intègrent et propagent les tensions 

biomécaniques (Knoll et al. 2002). Ils assurent alors une fonction centrale pour la génération et la 

transmission des forces de contraction dans les cellules musculaires (Knöll, Buyandelger, et Lab 

2011). Par ailleurs, les costamères sont aussi capitaux pour assurer la mécanotransduction dans les 

cellules musculaires en transmettant les forces générées par le sarcomère à la MEC et, inversement, 

de la MEC aux myocytes. Puisque filamine établie le lien entre les intégrines des costamères et le 

disque Z, celle-ci est donc impliquée dans la transduction des signaux émanant des intégrines 

(Knöll, Buyandelger, et Lab 2011; Henderson et al. 2017). Filamine joue de ce fait un rôle 

important dans le maintien de la stabilité cellulaire pendant la contraction musculaire (Henderson et 

al 2017). 

 

Par ailleurs, les fibres de stress ventrales sont reliées aux FA aux deux extrémités et représentent le 

principal mécanisme contractile dans de nombreuses cellules en interphase (Tojkander, Gateva, et 

Lappalainen 2012). L'assemblage des fibres de stress est initié lorsque la cellule est sous contrainte 

mécanique. Celles-ci jouent donc un rôle important dans les réponses mécaniques et génèrent des 

forces, qui par exemple via des cycles de contractions occasionnelles, favorisent la constriction 

arrière de la cellule et initie la motilité cellulaire (Mitchison et Cramer 1996; Letort et al. 2015). 

 

En outre, l'assemblage, la croissance et le maintien des FA dépendent des contraintes mécaniques. 

D’ailleurs, l'inhibition de la contractilité induite par myosine II entraîne une diminution de leur 

taille, tandis que l'application d'une force mécanique augmente leur taille de manière indépendante 

de myosine (Tojkander, Gateva, et Lappalainen 2012). Ainsi, en réponse aux tensions mécaniques, 

soit extracellulaires soit intracellulaires, générées par les fibres de stress, la composition et la 

signalisation des FA sont soumises à des changements entraînant une augmentation de l’ancrage ou 

un désassemblage contrôlé des adhésions à la matrice. Il est à noter que la composition de 

l'adhésome est sensible à l'activité contractile d’actomyosine (Kuo et al. 2011; Schiller et Fässler 



 

14 

2013) et que les tensions mécaniques peuvent modifier la conformation et l’activité des protéines 

mécano-sensibles constituant les FA, comme filamine (Rognoni et al. 2012), α-actinine, myosine ou 

les intégrines elles-mêmes (Friedland, Lee, et Boettiger 2009). Par exemple, α-actinine et filamine 

s'accumulent en réponse aux contraintes mécaniques permettant aux cellules de détecter et de 

répondre à ces signaux (Schiffhauer et al. 2016). Ainsi, les FA constituent une plateforme mécano-

sensorielle importante et les fibres de stress jouent un rôle important dans la maturation et la 

dynamique de ces dernières (Tojkander, Gateva, et Lappalainen 2012). 

 

Mécaniquement, le réseau cortical d’actomyosine constitue le principal déterminant de la tension de 

la surface cellulaire. En outre, la génération de forces peut induire une augmentation de cette 

tension corticale (Walcott et Sun 2010). Le cortex joue alors un rôle comparable à celui de la paroi 

cellulaire des bactéries ou des cellules végétales : il confère une résistance aux contraintes 

mécaniques externes et s'opposerait à la pression osmotique intracellulaire (Salbreux, Charras, et 

Paluch 2012). Ces deux propriétés ont en outre une fonction essentielle au moment de la division 

cellulaire et seront discutées paragraphe 1.4.2 (Stewart et al. 2011; Sorce et al. 2015). Par ailleurs, la 

rigidité corticale joue aussi un rôle important dans la résistance aux contraintes mécaniques. Il a été 

montré que α-actinine et filamine coopèrent pour favoriser la rigidité des réseaux de filaments 

d'actine (Esue, Tseng, et Wirtz 2009). Des travaux récents ont permis de mieux comprendre 

l’organisation et la régulation du cortex. L'assemblage du réseau de F-actine cortical semble résulter 

de l'action combinée des formines, comme mDia, et du complexe Arp2/3 (Bovellan et al. 2014; 

Chugh et Paluch 2018). Il a aussi été montré par exemple, que les protéines qui affectent l'épaisseur 

du cortex d'actine, comme la protéine CapZ, affectent la tension corticale, même si l'activité de 

myosine semble inchangée (Chugh et al. 2017). Donc la modification des paramètres structuraux de 

l'architecture du réseau d'actine, telle que la longueur du filament d'actine, influencerait la rigidité et 

semble moduler la tension d'actomyosine (Chugh et al. 2017). Malgré cela, la manière dont le 

réseau est réorganisé en réponse à la signalisation cellulaire, et le rôle que la réorganisation peut 

jouer lors des changements d'état des cellules, sont encore peu compris et restent à déterminer. 

 

L’importance de la capacité d’une cellule à détecter et à réagir aux forces mécaniques n’est plus à 

démontrer. Néanmoins, les mécanismes moléculaires par lesquels les signaux physiques sont 

convertis en informations chimiques « instructives » afin d’influencer le comportement des cellules 

ne sont toujours pas élucidés. Il apparaît que les ABP et protéines associées à F-actine semblent 

absolument centrales dans ce processus. Notamment, une telle fonction de ces protéines mécano-

sensibles serait, entre autres, associée à un changement de conformation engendrées par les tensions 
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mécaniques. Dans des cas où les contraintes mécaniques semblent plus aigues ou chroniques, 

comme lors de la contraction musculaire, une dégradation de filamine a été observée (Arndt et al. 

2010), suggérant une dénaturation de sa structure. Ainsi, quelques évidences indiquent un lien entre 

le contrôle de qualité des protéines (CQP) et la mécanotransduction. De plus, il est clairement établi 

que le CQP est essentiel au maintien de l’architecture et de l’intégrité du cytosquelette d’actine, et 

particulièrement lorsque ce dernier subit des forces mécaniques telles qu’observées dans les 

muscles. Le complexe d’intérêt de cette étude, BAG3-HSPB8, semble assurer l’intégrité des 

cellules musculaires et le muscle dans son intégralité, entre autres, via le contrôle de qualité de 

filamine (cf. paragraphe 1.3.4.1). De plus, ce dernier a été impliqué dans d’autres processus 

nécessitant une haute dynamique et/ou maintien du cytosquelette d’actine, comme la migration 

cellulaire (section 1.3.4). Dans les prochaines sections seront présentées les fonctions et les modes 

d’action d’acteurs du CQP, entre autres les chaperons moléculaires et les systèmes de dégradation 

des protéines. Une attention particulière sera portée aux liens avec le contrôle de qualité des 

structures cellulaires à base d’actine. 

 

1.2. Le contrôle de qualité des protéines et l’intégrité des structures à base d’actine. 
 

Fondamentalement, le maintien d’un protéome fonctionnel est absolument indispensable pour tous 

les organismes puisque l’exécution des processus cellulaires dépend de l’intégrité des protéines, 

ainsi que de la bonne coordination de leurs interactions. Les organismes vivants maintiennent leur 

protéome dans un équilibre dynamique en balançant l'expression des gènes, la traduction et la 

dégradation des protéines (Hartl 2016). Les changements coordonnés de ces processus permettent à 

l'organisme de s'adapter aux facteurs abiotiques et aux signaux physiologiques. Parallèlement, le 

protéome est menacé par des mutations, des erreurs de transcription et de traduction, ainsi qu’un 

stress protéotoxique (Balchin, Hayer-Hartl, et Hartl 2016; Sala, Bott, et Morimoto 2017). 

 

Les cellules eucaryotes ont donc développé un vaste réseau de signalisation constitutif et inductible 

par le stress pour assurer l’homéostasie du protéome (= protéostasie). Ce réseau signalétique 

complexe, nommé réseau de la protéostasie, assure donc le contrôle de qualité des protéines 

cellulaires et est constitué de systèmes interconnectés de « surveillance » du protéome, depuis la 

biogenèse d’une protéine à sa dégradation. Ces systèmes prennent donc en charge (a) le repliement 

des protéines nouvellement synthétisées pour leur permettre d’acquérir leur conformation 

tridimensionnelle unique (ou structure native) qui va leur conférer leur fonction biologique, (b) la 

renaturation des protéines endommagées, (c) l’assemblage et le désassemblage spatio-temporels de 
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complexes multi-protéiques, (d) le contrôle de la séquestration protectrice et/ou la dégradation de 

protéines et d’organelles, endommagées ou superflues. 

 

1.2.1. Les acteurs du contrôle de qualité des protéines. 

 

1.2.1.1. Généralités sur le contrôle de qualité des protéines et pathologies associées. 

 

Les cellules expriment des chaperons moléculaires, un groupe large et diversifié de protéines qui 

partagent la propriété d’assister le repliement et l’assemblage/désassemblage d’une protéine ou d’un 

complexe protéique, sans faire partie intégrante de sa structure finale (Kim et al. 2013; Ellis 2013). 

Par exemple, les chaperons sont essentiels pour assister l’assemblage de larges complexes multi-

protéiques qui possèdent des fonctions fondamentales dans les cellules comme les nucléosomes ou 

le protéasome (Ellis 2006), une des machineries majeures de dégradation protéique cellulaires. 

Globalement, les chaperons moléculaires sont impliqués dans tous les aspects de la protéostasie, de 

sa synthèse à sa dégradation (fig. 1.5). 

Les protéines de choc thermique HSP (« Heat Shock Protein ») constituent une famille majeure de 

chaperons moléculaires. Initialement, les HSP ont été découvertes chez Drosophila melanogaster 

suite à un choc thermique, où une expression massive de certains gènes a été observée : les produits 

de ces gènes, ont ainsi été nommés « protéines de choc thermique » (Ritossa 1962; Tissières et al. 

1974). Bien que leurs fonctions aient été découvertes en conditions de stress et malgré ce que leur 

nom indique, les HSP ne sont pas nécessairement des protéines de réponse au stress. Ces protéines 

sont exprimées constitutivement et ubiquitairement dans l’organisme et assurent des fonctions 

physiologiques variées comme la sécrétion et le recyclage des vésicules, le transport des protéines, 

leur translocation à travers la membrane et l'assemblage et/ou le désassemblage des complexes 

protéiques (Young, Barral, et Ulrich Hartl 2003; Clerico et al. 2015; Lehtimäki et al. 2017; Sala, 

Bott, et Morimoto 2017). Ces fonctions sont assurées par leur capacité à favoriser le repliement des 

protéines de novo suite à leur synthèse, puis assurent leur contrôle de qualité en assistant leur 

repliement en cas de dénaturation, leur séquestration et/ou leur dégradation si nécessaire (fig. 1.5; 

Ellis 2013; Kim et al. 2013).  
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Figure 1.5: Le réseau de la protéostasie assisté par les chaperons moléculaires (Kim et al. 2013; Sala, 
Bott, et Morimoto 2017). Le flux de la protéostasie (flèches noires) englobe les processus cellulaires qui 
guident la synthèse de la chaine polypeptidique naissante, le repliement (co-traductionnel et post-
traductionnel), le transport (cytoplasme, membranes, compartiments subcellulaires [réticulum endoplasmique, 
mitochondrie, noyau]) et la dégradation de toutes les protéines. Parmi les composants du réseau de la 
protéostasie, les chaperons moléculaires agissent à chacune de ces étapes (étoiles noires). L'activité des 
chaperons est régulée par des associations spécifiques avec les co-chaperons et d'autres partenaires qui 
déterminent la spécificité du substrat et la fonction des complexes de chaperons. Dans des conditions 
physiologiques, le repliement erroné d’une protéine est dû à des mutations génétiques, à une 
transcription/traduction incorrecte ou à une biogenèse inefficace. Cependant, le stress environnemental ou 
intracellulaire et les changements dus au vieillissement augmentent fortement la quantité de protéines mal 
repliées. Les conformations non natives (flèches rouges) sont reconnues par les chaperons pour empêcher 
l'accumulation de protéines anormales dans la cellule. A ce stade, les chaperons peuvent fonctionner comme 
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(a) des « holdases » indépendantes de l'ATP qui interagissent avec des polypeptides non natifs pour empêcher 
leur agrégation, (b) des « foldases » qui favorisent activement le repliement des protéines, (c) des 
« désagrégases » qui extraient des polypeptides d'agrégats de manière dépendante de l'ATP et (d) des 
systèmes de séquestration pour prendre en charge les agrégats protéiques irréversibles (flèches bleues). Si ces 
systèmes échouent, les protéines dénaturées et/ou agrégées sont dirigées vers les voies de dégradation (flèches 
brunes).  
 

On distingue deux classes de chaperons moléculaires essentiels : les chaperons à activité 

dépendante ou indépendante de l’ATP. Cette seconde classe de protéines est représentée par la 

famille des petites protéines de choc thermique ou HSPB (« Heat Shock Protein familly B ») qui 

sont des chaperons moléculaires dont les fonctions indépendantes de l’ATP seront détaillées section 

1.2.1.2. Les chaperons moléculaires à domaine ATPase vont stimuler le repliement des protéines 

dénaturées grâce à des cycles d’hydrolyse de l’ATP ou les diriger vers les voies de dégradation. Il 

s’agit des chaperons HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ou encore HSP100, classés au sein des 

différents groupes sur la base de leur homologie de séquences, et ils ont été initialement nommés 

selon leur poids moléculaires (Bar-Lavan, Shemesh, et Ben-Zvi 2016). En outre, ces chaperons sont 

assistés par des co-chaperons moléculaires qui jouent un rôle crucial dans la régulation et la 

spécification des fonctions des chaperons. La plupart des co-chaperons possèdent plusieurs 

fonctions régulatrices, comme coupler la reconnaissance du substrat et moduler l’activité ATPase 

du chaperon (Bar-Lavan, Shemesh, et Ben-Zvi 2016). Les co-chaperons participent ainsi au triage 

des activités des chaperons moléculaires, et par conséquent, au devenir des substrats comme leur 

repliement ou leur dégradation. 

 

Les mécanismes de dégradation ciblée des protéines font partie intégrante du CQP et l’existence 

d’une régulation fine de la durée de vie des protéines et de leur fonction, au niveau spatio-temporel, 

est essentielle dans une cellule (Hershko et Ciechanover 1998). Par exemple, comme mentionné 

précédemment, une dégradation rapide de certaines protéines est requise pour la progression des 

cellules en division (Clute et Pines 1999; Sivakumar et Gorbsky 2015). Cette notion sera abordée en 

détail dans le paragraphe 1.4.1 et 1.4.3. Deux systèmes majeurs de dégradation protéique, le 

système ubiquitine-protéasome et le système autophagie-lysosome, se coordonnent dans les cellules 

pour assurer le renouvellement normal des protéines et prendre en charge les protéines 

endommagées pour limiter leur accumulation dans des conditions de stress (fig. 1.6). Une multitude 

de facteurs induisent une dénaturation protéique incluant des stress cellulaires endogènes et 

exogènes (élévation de la température, stress oxydant), ainsi que des processus cellulaires 

physiologiques, par exemple, comme mentionné préalablement, les forces mécaniques engendrées 

lors de la migration ou de la contraction des structures d’actomyosine (Sala, Bott, et Morimoto 
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2017). Outre l’importance primordiale de maintenir la conformation native pour conserver la 

fonction intrinsèque d’une protéine, les protéines non-conformées ou dénaturées sont enclines à 

promouvoir des interactions non spécifiques avec d’autres composants cellulaires via l’exposition 

de résidus hydrophobes (Meredith 2005; Olzscha et al. 2011; Vabulas et Hartl 2011). Ceci interfère 

d’une part avec leur fonction, et peut d’autre part conduire à une agrégation irréversible de ces 

protéines au sein d’inclusions qui peut être toxique pour la cellule. Ainsi, les HSP vont prendre en 

charge ces protéines pour éviter et/ou contrôler leur agrégation, que ce soit en favorisant leur 

renaturation, en les séquestrant de manière réversible ou en les ciblant aux systèmes de dégradation 

(fig. 1.5). 

 
L’apparition d’un large spectre de pathologies associées à des altérations de l’activité ou de la 

régulation des acteurs du CQP démontre que le maintien de la protéostasie est critique pour la 

survie cellulaire et la santé de l’organisme. En l’occurrence, des pathologies dites de repliement ou 

« conformationnelles », incluant des maladies neurodégénératives telles que les maladies 

d’Alzheimer, de Parkinson ou d’Huntington), sont caractérisées par une accumulation et une 

agrégation de protéines dénaturées (Labbadia et Morimoto 2015; Hartl 2017; Sontag, Samant, et 

Frydman 2017; Dubnikov, Ben-Gedalya, et Cohen 2017; Chiti et Dobson 2017). À l’inverse, les 

cellules cancéreuses tirent profit de ces systèmes de CQP cellulaires. La surexpression et les 

mutations des oncogènes, la polyploïdie, l’instabilité génétique et les niveaux de traduction élevés 

génèrent une demande exacerbée de « mobilisation » des chaperons en charge du repliement des 

protéines (Calderwood et Murshid 2017). Par exemple, les divisions cellulaires répétées et 

anarchiques requièrent la synthèse continue de tous les composants cellulaires nécessitant 

l’intervention des chaperons. De surcroit, le CQP faciliterait les changements morphologiques des 

cellules pendant la division cellulaire et les systèmes de dégradation permettent la progression du 

cycle via la dégradation ciblée de certaines protéines comme les cyclines (Chang, Xu, et Luo 2003; 

Werner et al. 2013; Belaid et al. 2013). L’ensemble de ces conditions peuvent rapidement aboutir à 

une surcharge des capacités d’action des acteurs de la protéostasie engendrant un risque accru 

d’accumulation de protéines dénaturées. Pour pallier à ce problème, les cellules cancéreuses 

surexpriment divers acteurs du CQP, démontré par exemple par les niveaux de HSP et de co-

chaperons moléculaires élevés qui ont été observés dans la plupart des cancers humains par rapport 

à leurs tissus sains d'origine (Calderwood et Gong 2016; Calderwood et Murshid 2017). D’ailleurs, 

la corrélation entre la surexpression des chaperons et co-chaperons moléculaires et la survie des 

cellules cancéreuses a fait émerger le concept de « dépendance » aux chaperons, plaçant de ce fait 

ces protéines comme les gardiens de la protéostasie des cellules cancéreuses (Sherman et Gabai 
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2015). Notamment, une surexpression de BAG3, co-chaperon de HSP70 et de HSPB8 (décrit 

paragraphe 1.3.1) dans de nombreuses cellules tumorales, accompagnerait entre autres une 

diminution de l’apoptose, une résistance accrue à la chimiothérapie et un mauvais pronostic (Rosati 

et al. 2012; Behl 2016). De plus, une expression élevée de BAG3, comme de son partenaire HSPB8, 

favorise la progression tumorale et le processus métastatique via la modulation de la prolifération, 

de l’adhésion, de la migration ou encore de l'invasion (section 1.3.4.2.2). Ainsi, la régulation des 

systèmes de dégradation et du niveau protéique des chaperons et de leurs co-chaperons constituent 

visiblement un point de contrôle critique pour la viabilité cellulaire. Comprendre comment les 

cellules maintiennent l’intégrité de leur protéome constitue donc un enjeu biologique et médical 

primordial. 

 

Dans les prochaines sections, nous décrirons les fonctions et les modes de régulation des HSPB, 

famille à laquelle appartient une des protéines d’intérêt du laboratoire, HSPB8. Les systèmes de 

dégradation seront brièvement présentés mais l’attention se portera surtout sur la voie de 

dégradation par autophagie sélective. Nous détaillerons aussi les fonctions d’une protéine possédant 

une fonction centrale dans l’autophagie sélective : le récepteur autophagique p62/SQSTM1 

(« Sequestosome 1 ») et nous explorerons également ses fonctions non-autophagiques. D’une 

manière globale, l’emphase sera principalement mise sur les rôles de ces acteurs du CQP en lien 

avec le maintien de l’intégrité et/ou une modulation dynamique du cytosquelette d’actine. 

 

1.2.1.2. Les petites protéines de choc thermique HSPB et le cytosquelette d’actine. 

 

Les HSPB sont comprises entre 12 à 42 kDa selon les espèces et fonctionnent de manière 

indépendante de l’ATP  (Jakob et al. 1993). L’importance physiologique des HSPB est soulignée 

par leur omniprésence dans différentes niches, à savoir les archées, les bactéries et les eucaryotes 

(Jong et al. 1993; Montagna, Matuschewski, et Buscaglia 2012). Ces chaperons sont caractérisés 

par la présence d’un domaine α-cristallin hautement conservé au sein de l’évolution qui est flanqué 

de séquences N- et C-terminales variables (Plesofsky-Vig, Vig, et Brambl 1992; Jong et al. 1993; de 

Jong, Caspers, et Leunissen 1998; Franck et al. 2004). En outre, la structure du domaine α-cristallin 

est essentielle à la fonction des HSPB (Baranova et al. 2009; Kim, Kim, et Kim 1998). Ainsi, des 

mutations déstabilisant la structure de ce domaine sont souvent associées au développement de 

myopathies et de neuropathies (Bakthisaran, Tangirala, et Rao 2015). Chez l’humain, la famille des 

HSPB regroupe dix membres (HSPB1-10) dont l’expression peut être ubiquitaire dans l’organisme 

telle que pour HSPB1, HSPB6 et HSPB8, mais peut être tissu-spécifique comme HSPB7 qui est 
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principalement exprimée dans le cœur et les muscles (Kappé et al. 2003; Morrow et Tanguay 2012; 

Bakthisaran, Tangirala, et Rao 2015). 

 

Ces chaperons moléculaires forment la première ligne de défense de la cellule lors d’un stress 

protéotoxique en prévenant l'agrégation irréversible des protéines dénaturées (Haslbeck et al., 

2015). De ce fait, les HSPB ont été impliquées dans la prévention de l’agrégation de protéines 

impliquées dans différentes pathologies comme la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson 

(Shammas et al. 2011; King et al. 2009; Cox et Ecroyd 2017; Dehle et al. 2010; Golenhofen et 

Bartelt-Kirbach 2016). Dans cette section, nous décrirons le modèle actuel qui prévaut sur le mode 

de régulation des HSPB puisqu’elles possèdent un fonctionnement particulier par rapport aux 

chaperons à activité ATPase. Nous exposerons aussi les implications de ces chaperons en lien avec 

le cytosquelette d’actine en conditions de stress et physiologiques. 

 

1.2.1.2.1. Séquestration des protéines endommagées et chaperons de la famille HSPB. 

 

Il est important de noter que les HSPB sont exprimées de façon constitutive chez les eucaryotes 

supérieurs. Un rôle leur est attribué dans plusieurs processus physiologiques dont le développement, 

la différenciation, la mobilité cellulaire ou encore l’apoptose (Wettstein et al. 2012; Morrow et 

Tanguay 2012; Bakthisaran, Tangirala, et Rao 2015; Carra et al. 2017). Chez l’humain, elles sont 

par exemple fortement exprimées dans les cellules hautement différenciées, comme dans les 

cellules musculaires ou neuronales, où elles maintiennent la protéostasie en protégeant les cellules 

de l’agrégation des protéines dénaturées d’où leur implication dans différentes myopathies et 

neuropathologies (Taylor et Benjamin 2005; Dubińska-Magiera et al. 2014; Boncoraglio, Minoia, et 

Carra 2012; Zhu et Reiser 2018; Carra et al. 2017). 

 

Néanmoins, leur rôle a été particulièrement démontré en condition de stress (Bakthisaran, 

Tangirala, et Rao 2015; Carra et al. 2017). Les HSPB sont considérées comme une première ligne 

défense pour contrer l’agrégation protéique du fait qu’elles sont capables de lier directement les 

protéines endommagées et par conséquent, préviennent des interactions non spécifiques et de leur 

agrégation irréversible. Même si leur mode d’action demeure encore à ce jour controversé et peu 

compris, cette fonction des HSPB est suggérée s’opérer via leur oligomérisation (Leroux et al. 

1997; Giese et Vierling 2002; Lentze et Narberhaus 2004). Le modèle qui prévaut concernant leur 

mode d’action canonique, est que les HSPB s’associeraient en de larges homo- ou hétéro-

oligomères, à partir de dimères, afin d’effectuer leur fonction de « holdase » ou « agrégase » (cf. 



 

22 

fig. 1.6). Ce terme provient du fait qu’en s’associant avec des protéines en voie de dénaturation ou 

dénaturées, les HSPB vont généralement s’agréger avec ces dernières. Les oligomères de HSPB 

formeraient des réservoirs d’intermédiaires de repliement permettant le maintien des protéines 

endommagées dans un état stable dit « compétent » (Ungelenk et al. 2016). Ensuite ces protéines 

endommagées seraient présentées par les HSPB aux autres systèmes chaperons dépendants de 

l’ATP pour permettre leur repliement dans leur conformation native ou leur dégradation le cas 

échéant (Garrido et al. 2012). Par ailleurs, l’interaction des HSPB avec des protéines agrégées 

modifieraient la structure des agrégats de façon à faciliter leur re-solubilisation par des systèmes 

chaperons spécialisées. Chez la levure par exemple, les petites HSP agiraient comme facteurs de 

triage spatial pour permettre la formation de différents types d’agrégats (Hill et al. 2017). 

Cependant, la fonction précise de cette famille chez les mammifères, leur régulation et leurs 

protéines clients demeurent encore à ce jour très peu compris. 

Figure 1.6 : Fonction de « holdase » des HSPB (Garrido et al. 2012). 
 

L’oligomérisation est dépendante de la structure du domaine α-cristallin via le motif IXI/V 

(isoleucine-X-isoleucine ou valine) et des extrémités N- et C-terminales variables des HSPB qui 

définiraient la taille des oligomères (Lentze et Narberhaus 2004; Basha, Friedrich, et Vierling 2006; 

Mchaourab, Godar, et Stewart 2009). Ces oligomères sont polydispersés, c’est à dire qu’ils 

présentent une large variation tant dans leur nombre que dans leur organisation spatiale 

(Mchaourab, Godar, et Stewart 2009). De plus, une dynamique d’oligomérisation appropriée et 

d’échange actif de sous-unités au sein des oligomères serait critique pour l’activité chaperon des 

HSPB, car la perturbation de ces processus par l'introduction de mutations ou de troncations des 

régions N- et C-terminales ou du domaine α-cristallin conduit à une perte de l'activité chaperon 

(Giese et Vierling 2002; Studer et al. 2002; Lentze, Studer, et Narberhaus 2003; Giese et Vierling 
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2004). De surcroît, il a été montré que l’oligomérisation dynamique répond à des stimuli telles que 

des contraintes thermiques (Haslbeck et Vierling 2015). Ainsi, l’oligomérisation dynamique 

constitue une propriété essentielle au cœur de la fonction des HSPB et est soumise à une régulation 

par la signalisation, en outre via une modulation de la phosphorylation de ces protéines. 

 
1.2.1.2.2. Mode de régulation par phosphorylation et modulation du cytosquelette d’actine par 

les HSPB.  
 

La phosphorylation des HSPB est supposée stimuler la dynamique d’oligomérisation et l'échange de 

sous-unités ce qui favoriserait leur fonction en conditions physiologiques, ainsi qu’une réponse 

adaptive aux stimuli de stress (Arrigo and Gibert, 2012; Landry and Huot, 1999; Welsh and Gaestel, 

1998). La phosphorylation faciliterait la dissociation des oligomères en dimères, tandis que la 

déphosphorylation favoriserait plutôt l’oligomérisation en espèces de haut poids moléculaires (fig. 

1.8; Rogalla et al. 1999; Lanneau et al. 2008; Arrigo et Gibert 2012; Suss et Reichmann 2015; 

Haslbeck et Vierling 2015). Cette dynamique fournirait un mécanisme de régulation de l’activité 

et/ou de la localisation des HSPB (van Montfort et al. 2001; Aquilina et al. 2004; Hayes et al. 2009; 

Acunzo, Katsogiannou, et Rocchi 2012; Boncoraglio, Minoia, et Carra 2012b; Bakthisaran et al. 

2016). Le modèle prototype actuel de la famille, le plus étudié et le mieux compris, concerne la 

protéine HSPB1 (Guilbert, Varlet et al, 2015). En réponse à des stimuli physiologiques ou de stress, 

la dynamique d’oligomérisation de HSPB1 est modulée par phosphorylation, via la voie de 

signalisation p38-MAPK (« Mitogen-Activated Protein Kinase »)(Guilbert et al. 2015; Lavoie, 

Hickey, et al. 1993; Lavoie, Lavoie et al. 1995; Thiérault et al. 2004). Notamment, cette fonction de 

HSPB1 s’inscrit dans une voie de modulation du cytosquelette d’actine (fig. 1.7). 

 
Les études pionnières menées par Lavoie et al, dans les années 90 ont montré d’une part, que la 

phosphorylation de HSPB1 agit pour prévenir les modifications sévères de l'architecture du 

cytosquelette d'actine en réponse à divers stress (Lavoie, Gingras-Breton, et al. 1993). Par exemple, 

HSPB1 favorise la survie cellulaire en présence d’un inhibiteur de la polymérisation de l'actine 

(cytochalasine D) de manière dépendante de sa phosphorylation (Lavoie, Gingras-Breton, et al. 

1993). Cet effet protecteur a été corrélé avec des changements d'organisation du cytosquelette 

d'actine lors de la surexpression de HSPB1 (Lavoie et al. 1995). D’autre part, en réponse à des 

facteurs de croissance et à la dynamique membranaire, Lavoie et al, ont découvert que la 

phosphorylation de HSPB1 joue également un rôle central pour faciliter le remodelage de F-actine 

(Lavoie, Hickey, et al. 1993; Lavoie et al. 1995). En outre, un mutant de phosphorylation de HSPB1 

exerce un effet dominant négatif et inhibe le remodelage du cytosquelette d’actine en réponse aux 
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facteurs de croissance. Enfin, la signalisation p38-MAPK est activée en réponse à l'étirement des 

cellules induisant un renforcement des fibres de stress et par conséquent stabilise le cytosquelette 

d'actine. Récemment, il a été montré que HSPB1 est phosphorylée, de façon dépendante de p38-

MAPK, et s’accumule au niveau de l’actine qui émane des FA dans des cellules stimulées par 

l'étirement (Hoffman et al. 2017). Ceci favorise le renforcement des fibres de stress des fibroblastes 

en culture soumis à des étirements cycliques et contribuerait à diminuer la migration cellulaire. 

Cette étude a donc mis en évidence que HSPB1, via la voie p38-MAPK, est impliquée dans la 

transduction de signaux mécaniques influençant ainsi le remodelage de l'actine et la migration 

cellulaire (Hoffman et al. 2017). 

 
Figure 1.7 : Modèle du mode 
d’action de HSPB1, par 
modulation de sa phosphorylation, 
dans la régulation de la 
polymérisation d’actine et la 
motilité cellulaire (Guilbert et al. 
2015). HSPB1, séquestrerait les 
monomères d’actine limitant ainsi la 
dynamique du cytosquelette d’actine 
sous forme de larges oligomères non 
phosphorylés. La phosphorylation de 
la protéine, via la voie signalétique 
p38-MAPK, induirait alors une 
dissociation des oligomères de 
HSPB1 en dimères provoquant une 
libération de l’actine monomérique. 
Ce processus stimulerait ainsi la 
dynamique du cytosquelette d’actine 
dans des régions où le 
renouvellement des filaments 
d’actine est important comme par 
exemple au front de migration des 
cellules (Lavoie, Hickey, et al. 1993; 
Lavoie, Gingras-Breton, et al. 1993; 
Lavoie et al. 1995). 

 

Une fonction protectrice du cytosquelette d’actine par d’autres HSPB que HSPB1 a été reportée, 

suggérant qu’une telle fonction pourrait donc être une caractéristique commune de cette famille de 

chaperons moléculaires (Mounier et Arrigo 2002; Clarke et Mearow 2013; Miron, Wilchek, et 

Geiger 1988; Verschuure et al. 2002; Brophy, Lamb, et Graham 1999). En effet, de nombreux 

processus nécessitant un remodelage rapide de la F-actine, tels que la migration, l’adhésion et la 

différenciation cellulaire, ou encore l’EMT, sont facilités par les HSPB (Piotrowicz, Hickey, et 

Levin 1998; Davidson et Morange 2000; Lee et al. 2008; Montagna, Matuschewski, et Buscaglia 

2012; Lahvic et al. 2013; Shimizu, Tanaka, et Atomi 2016; Park et al. 2016). 
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Notamment, celles-ci ont une importance centrale dans le développement et la différenciation des 

muscles squelettiques et jouent un rôle potentiellement important dans l’homéostasie des muscles 

(Dubińska-Magiera et al. 2014). Elles sont fortement exprimées dans les muscles squelettiques ce 

qui les protègent des stress oxydatifs et mécaniques, en particulier pendant l'exercice. Lors d'une 

activité musculaire intense, une lésion des fibres musculaires peut survenir suite à l’augmentation 

significative de la température. L’implication de certaines HSPB dans le maintien de l’organisation 

du cytosquelette en cas d’hyperthermie a été postulée (Dubińska-Magiera et al. 2014). Par exemple, 

un exercice répété chez l’homme induit l’accumulation de HSPB1 et HSPB5 dans les structures 

myofibrillaires, en particulier dans les disques Z (Paulsen et al. 2009). La fonction des HSPB dans 

ces conditions serait de stabiliser et de protéger les structures myofibrillaires pendant et après un 

exercice inhabituel (Paulsen et al. 2009). Aussi, il a été montré que HSPB5 empêchait la 

dénaturation et l’agrégation de myosine II dans ces conditions, ce qui permettait de maintenir les 

propriétés enzymatiques de la myosine et donc l’activité contractile musculaire (Melkani, 

Cammarato, et Bernstein 2006). Il n’est donc pas surprenant que des mutations des HSPB ont 

largement été associées au développement de pathologies sévères présentant une désorganisation du 

cytosquelette d’actine comme des neuropathies et des myopathies (Cappola et al. 2010; Stoevring, 

Frederiksen, et Christiansen 2007; Irobi et al. 2004; Evgrafov et al. 2004; Bova et al. 1999). 

 

Enfin, une étude a montré qu’une contraction forcée des cardiomyocytes (mimant une sorte de 

tachycardie in vitro) induit une augmentation du nombre de fibres de stress qui est contrée par la 

surexpression de HSPB1, HSPB6, HSPB7 et HSPB8 (Ke et al. 2011). Les résultats suggèrent que 

HSPB1, HSPB6 et HSPB7 empêcheraient la formation des fibres de stress en inhibant 

l’incorporation des monomères d’actine dans les filaments ou en stimulant la dépolymérisation de la 

F-actine. De manière surprenante, HSPB8 agirait directement sur l’activation de la GTPase RhoA 

(Ke et al. 2011). 

 

En résumé, plusieurs points importants ressortent de ces études : 1) les HSPB sont donc impliquées 

dans les mécanismes de modulation du cytosquelette d’actine en réponse à des stimuli mécaniques, 

les liant possiblement à la mécanotransduction ; 2) remarquablement, le mode d’action de HSPB8 

semble distinct de celui de HSPB1 et des autres HSPB. D’ailleurs, en ligne avec ce point, il s’avère 

que certaines HSPB, comme HSPB8, n’arborent pas de motif IXI/V essentiel à l’oligomérisation 

des HSPB et ne semblent pas former de larges oligomères (Studer et al. 2002; Carra et al. 2008; 

Quinlan et al. 2013; Zhou et al. 2016). De ce fait, HSPB8 est retrouvée principalement sous la 

forme de dimères, suggérant un autre mode d’action pour ce chaperon (Carra et al. 2008). 
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Corroborant cette idée, l’activité chaperon des HSPB qui forment des oligomères ne ferait pas 

intervenir de co-chaperons moléculaires (contrairement aux autres HSP), alors que HSPB8 qui 

agirait dans la plupart de ses fonctions de concert avec le co-chaperon moléculaire BAG3 (Carra et 

al. 2008). HSPB8 semble donc être un membre particulier au sein de sa famille.  

 

Notre laboratoire s’est intéressé au complexe chaperon particulier formé de BAG3 et HSPB8 dont 

les caractéristiques et fonctions seront le point de discussion majeur des sections (1.3 et 1.4.4). En 

outre, une des fonctions principales de ce complexe est associée au CQP via la régulation de la 

dégradation ciblée de protéines endommagées par un processus appelé autophagie sélective (Carra 

et al. 2008; Kwok et al. 2011). Ainsi, avant de décrire et discuter des fonctions connues du 

complexe BAG3-HSPB8, nous introduirons le processus d’autophagie sélective et ses acteurs 

principaux. 

 

1.2.1.3. Systèmes de dégradation ciblée des protéines : focus sur l’autophagie sélective. 

 

Le système ubiquitine-protéasome serait responsable de la dégradation des protéines à courtes 

demi-vies ou endommagées (Hershko et Ciechanover 1998) tandis que le système autophagie-

lysosome assimilerait plutôt les protéines à longues demi-vies et les structures qui ne sont pas 

digestibles par le protéasome, par exemple, les agrégats protéiques et les organelles endommagées, 

et possiblement des structures du cytosquelette (Awan et Deng 2014). Ces voies de dégradation 

assurent l’homéostasie de la cellule en dégradant les composants indésirables. De manière 

importante, elles favorisent également la dégradation spatio-temporelle fine de certains substrats, 

contribuant alors à la signalisation cellulaire et au bon déroulement de divers processus cellulaires. 

Une telle fonction est bien établie pour le système ubiquitine-protéasome, notamment au cours de la 

mitose (cf. section 1.4.1.2). Par contre, seulement quelques exemples épars se partagent les 

évidences d’un tel rôle pour l’autophagie. Ceci va de pair avec le fait que l’autophagie émerge 

seulement depuis quelques années comme un processus pouvant être sélectif. Quelques-uns de ces 

exemples seront décrit paragraphe 1.4.1.2 et 1.4.3, mais tout d’abord, nous décrirons brièvement les 

fonctions majeures de l’ubiquitination des protéines, ainsi que le principe de base de l’autophagie 

sélective et l’un des acteurs principaux participant à ce processus : p62/SQSTM1. 
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1.2.1.3.1. L’ubiquitination des protéines, bien plus qu’un signal de dégradation. 

 

L’ubiquitination d’une protéine implique une cascade enzymatique séquentielle qui résulte en la 

liaison covalente d’une molécule d'ubiquitine sur un résidu lysine du substrat protéique. L’étape 

finale de ligation et la spécificité du substrat est conférée par la famille des ubiquitines ligases 

(Hershko et Ciechanover 1998; Kirkin et al. 2009). Cette modification post-traductionnelle 

ubiquitaire, peut aboutir à l’ajout d’une unique ubiquitine (mono-ubiquitination) ou d’une chaine 

d'ubiquitine (poly-ubiquitination). Pour former une chaine de polymères, les molécules d'ubiquitine 

successives sont toujours liées spécifiquement à l'un des sept résidus de lysine (annotés selon sa 

position dans la molécule d'ubiquitine soit K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63) ou à la 

méthionine N-terminale (M1), de la molécule d'ubiquitine précédente (Ikeda et Dikic 2008; 

Komander et Rape 2012).  

 

De la même manière que la phosphorylation, l’ubiquitination des protéines cibles constitue un code, 

le code ubiquitine, qui permet le recrutement de protéines possédant des domaines de liaison à 

l’ubiquitine (« Ubiquitin Associated » ou UBA), dont des protéines de signalisation qui traduisent le 

code de l’ubiquitine pour remplir une myriade de fonctions biologiques spécifiques et non 

protéolytiques (Chen et Sun 2009). Notamment, l’ubiquitination peut réguler l’activité et la 

localisation d’une protéine ou son interaction avec des partenaires et est impliquée par exemple 

dans le trafic vésiculaire, l'activation des protéines kinases ou la réparation de l'ADN. Ces fonctions 

non protéolytiques du code de l'ubiquitine sont souvent la conséquence de la monoubiquitylation ou 

de la formation de chaines liées M1, K6, K11 et K63 (Komander et Rape 2012).  

 

Le code ubiquitine fait également partie intégrante du système protéolytique et joue un rôle 

important dans la corrélation entre la dégradation des protéines et différentes activités du réseau de 

la protéostasie. La dégradation médiée par l'ubiquitination des protéines joue un rôle important dans 

le contrôle de processus cellulaires critiques, notamment la progression du cycle cellulaire, la 

transduction de signaux biologiques ou encore la régulation de la transcription (Hershko et 

Ciechanover 1998). Le triage des protéines ubiquitinées dépend entre autres de la longueur de la 

chaine d'ubiquitine et des types de liaison. Par exemple, l’ubiquitine ligase CHIP (« Carboxyl 

terminus of HSC70-Interacting Protein ») régit la décision de triage entre le repliement du substrat 

et sa dégradation induite par le protéasome (Connell et al. 2001). La chaine K48 est considérée 

comme un signe classique de dégradation protéasomale (Ciechanover et Stanhill 2014) et K63 est 

un marqueur commun dans le processus d'autophagie sélective (Tan et al. 2008). Cependant, des 
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études récentes ont révélé que le protéasome, tout comme l’autophagie, semblent accepter de 

nombreux types de chaines d'ubiquitine (Liu et al. 2016).  

 

1.2.1.3.2. Système de dégradation des composants cellulaires par autophagie sélective. 

 

Le système autophagie-lysosome est hautement conservé chez les cellules eucaryotes et consiste en 

la dégradation de substrats par le lysosome (Ravikumar et al. 2010). La macroautophagie (nommée 

ci-après autophagie) est caractérisée par la formation de vésicules cytoplasmiques à double 

membrane, les autophagosomes, qui séquestrent et livrent aux lysosomes des protéines et des 

organelles endommagées ou surnuméraires, des protéines à longues demi-vies, de larges agrégats 

protéiques ou des pathogènes intracellulaires (fig. 1.8; Ravikumar et al. 2010; Yoshii et Mizushima 

2017). En condition physiologique, ce processus est constitutivement actif et maintenu à un niveau 

basal faible par mTORC1 (« mammalian Target Of Rapamycin Complex 1»), un senseur clé du 

métabolisme et de la croissance cellulaire (Dunlop et Tee 2014). Par contre, le flux autophagique 

peut être augmenté en condition de stress (privation en nutriments, stress oxydant, accumulation de 

protéines agrégées) et fonctionne alors comme une réponse cyto-protectrice (Ravikumar et al. 

2010).  

 

Figure 1.8: Schéma de la voie d’induction de l’autophagie, étapes de formation et de dégradation de 
l’autophagosome (Mizushima et Komatsu 2011; Rubinsztein, Bento, et Deretic 2015). Les étapes 
nécessaires dans le processus autophagique sont régulées par une classe de gènes nommés « gènes reliés à 
l’autophagie » (« AuTophaGy-related genes » ou ATGs ; Ryter, Cloonan, et Choi 2013; Feng et al. 2014; 
Awan et Deng 2014). La première étape de l’autophagie est l’initiation qui permet la nucléation (1) du 
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phagophore. Cette étape est déclenchée par l’activation du complexe Beclin-1-Vps34 (« Vacuolar Protein 
Sorting »)-ATG14 et du complexe ULK1 (« Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1 ») suivant 
l’inhibition de mTORC1. La seconde étape correspond à la maturation (2) du phagophore qui va être enrichi 
des marqueurs autophagiques spécifiques dérivés de la maturation post-traductionnelle de protéines, comme 
la lipidation de LC3, induite par les protéines ATG. De manière concomitante, le phagophore s’allonge (2) et 
englobe les cargos cytoplasmiques pour former l’autophagosome. La dernière étape consiste en la fusion (3) 
de l’autophagosome avec les lysosomes, formant un compartiment de dégradation (4) nommé l’autolysosome 
dans lequel le cargo sera digéré.  Enfin, après dégradation, les composants sont exportés vers le cytoplasme 
pour être recyclés. 
 

L’autophagie est initiée par la nucléation d’une double membrane isolée nommé phagophore. 

Pendant sa maturation, des marqueurs autophagiques spécifiques telle que la protéine LC3 lipidée 

(LC3-II ; « microtubule-associated protein 1A/1B Light Chain 3 ») vont s’intégrer dans ses 

membranes interne et externe (fig. 1.8). Ce mécanisme joue un rôle crucial dans la sélection du 

matériel cytoplasmique qui est conduit à la dégradation. Pendant l’enrichissement de la membrane, 

le phagophore s’allonge, englobe le cargo cytoplasmique conduisant à la formation d’une vésicule à 

double membrane mature : l’autophagosome (fig. 1.8). Celui-ci va alors fusionner avec les 

lysosomes afin de procéder à la dégradation des substrats par les enzymes protéolytiques du 

lysosome (Mizushima et Komatsu 2011; Rubinsztein, Bento, et Deretic 2015). Lors d’une privation 

en nutriments par exemple, l’inhibition de mTORC1 induit l’autophagie permettant ainsi la 

dégradation des composants cellulaires pour recycler entre autres des acides aminés et des lipides 

afin de lutter contre le stress (fig. 1.8). De ce fait, l’autophagie a été décrite pendant de nombreuses 

années comme une réponse catabolique non spécifique qui favorise la survie cellulaire par le 

recyclage de macromolécules lors d’un stress métabolique (Rabinowitz et White 2010). 

 

Cependant, au cours des dernières années, une quantité croissante d’évidences a montré que 

l'autophagie peut également être un processus très spécifique et hautement sélectif (Komatsu et 

Ichimura 2010; Rogov et al. 2014). Le terme autophagie sélective se réfère à la dégradation ciblée 

par autophagie de structures cellulaires ou de certaines protéines. Plusieurs types sont à présent 

répertoriés, correspondant à la dégradation d’organelles endommagées ou surnuméraires 

(mitophagie, ribophagie…), des micro-organismes (xénophagie), de protéines agrégées 

(agréphagie) ou encore des protéines spécifiques, dénaturées ou non, et/ou superflues (Belaid, 

Cerezo, et al. 2013; Ulbricht, Arndt, et Höhfeld 2013; Rogov et al. 2014).  

 

L’élément clé de la sélectivité de ce processus est la reconnaissance des substrats et leur ciblage 

vers la machinerie autophagique par les récepteurs autophagiques, telles que les protéines 

p62/SQSTM1 ou NBR1 (« Neighbors to BRCA1 gene 1 protein »). En l’occurrence, la découverte 

et la caractérisation de ces protéines a constitué une étape charnière vers la compréhension de 
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l’autophagie sélective (Johansen et Lamark 2011; Shaid et al. 2013; Rogov et al. 2014). 

Notamment, un récepteur autophagique doit remplir trois fonctions essentielles : 1) reconnaître les 

substrats, souvent marqués par des chaines de poly-ubiquitine K63; 2) interagir avec la protéine 

autophagosomale LC3, qui agit comme adaptateur, fixant ainsi les cargos à la surface de la 

membrane interne du phagophore en croissance et 3) avoir la capacité de se polymériser et de 

s’assembler en de larges structures moléculaires (détectables par microscopie optique), qui offre 

une « plateforme » pour permettre la co-agrégation avec le cargo à dégrader et la formation du 

phagophore (Johansen et Lamark 2011; Rogov et al. 2014; Lamark, Svenning, et Johansen 2017). 

La polymérisation des récepteurs émerge comme une propriété cruciale et essentielle pour 

séquestrer et orchestrer la dégradation ciblée des composants cellulaires par le système autophagie-

lysosome (Lamark, Svenning, et Johansen 2017). Les mécanismes qui contrôlent l’assemblage 

moléculaire des récepteurs de l’autophagie sont donc fondamentaux pour la protéostasie et les 

connaissances actuelles demeurent largement fragmentaires. 

 

Par ailleurs, ces mécanismes de séquestration des protéines régulés par les récepteurs autophagiques 

des protéines se révèlent particulièrement important lors de conditions où les systèmes de 

dégradation sont « surmenés » induisant une augmentation de la protéotoxicité (Sontag, Samant, et 

Frydman 2017). Une surcharge des systèmes de dégradation protéolytique peut être provoquée par 

exemple, par des traitements qui inhibent le protéasome, par le vieillissement (lié à la diminution de 

la capacité de prise en charge des systèmes de dégradation (Balchin, Hayer-Hartl, et Hartl 2016) ou 

encore par une synthèse protéique de masse comme c’est le cas dans les cellules cancéreuses causée 

en outre par les divisions cellulaires rapides et répétées.  

 

Enfin, la séquestration de protéines dans des inclusions cellulaires contrôlées et localisées à des 

endroits précis dans la cellule, s’inscrit dans les divers processus de protection que les cellules ont 

développés pour résister à une accumulation de protéines endommagées ou superflues (Wolff, 

Weissman, et Dillin 2014; Sontag, Samant, et Frydman 2017). Ces inclusions cellulaires sont de 

natures diverses et définissent, entre autres, des systèmes de compartimentation d’agrégats 

protéiques. Les mécanismes impliqués dans la formation et le ciblage des protéines ont été 

caractérisés particulièrement chez la levure, où les petites HSP et l’ubiquitination semblent jouer un 

rôle important dans le triage des protéines vers différents types d’inclusions (Hill et al. 2017). 

 

Dans les cellules mammifères, l’exemple le mieux caractérisé est la formation de l’agrésome en 

réponse à une surcharge du protéasome. L’agrésome correspond à la compartimentation contrôlée 
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de dépôts agrégés au niveau du centre organisateur des microtubules (MTOC = « Microtubule 

Organization Center »). Cette structure permet à la cellule de séquestrer les protéines 

endommagées, de se protéger de leur toxicité et faciliterait leur élimination par agréphagie en 

favorisant le recrutement des systèmes chaperons et de la machinerie autophagique (Johnston, 

Ward, et Kopito 1998; Kopito 2000; Lamark et Johansen, 2012; Hyttinen et al. 2014). De ce fait, la 

formation d’inclusions de protéines et leur transport à l’agrésome sont donc considérés comme un 

mécanisme de cytoprotection pour séquestrer les protéines néfastes (Kopito 2000). En outre, 

p62/SQSTM1, premier récepteur autophagique identifié (Joung, Strominger, et Shin 1996; 

Vadlamudi et al. 1996; Johansen et Lamark 2011) et le plus étudié (Bjørkøy et al. 2005; Wooten et 

al. 2008), assure la formation de ces inclusions et participe à leur transport vers l’agrésome en 

collaboration avec la déacétylase cytoplasmique HDAC6. De manière importante, des travaux 

récents du laboratoire ont montré que ces deux fonctions sont facilitées par le complexe BAG3-

HSPB8 (Guilbert et al. 2018). 

 

Ainsi, il semble que la compartimentation spatiale des protéines endommagées ou superflues ne soit 

pas une stratégie secondaire, mais plutôt une stratégie complémentaire qui agit en parallèle avec les 

autres mécanismes de contrôle de qualité. Néanmoins, les mécanismes impliqués dans la formation 

d’inclusions demeurent à ce jour peu compris chez les mammifères. 

 

La prochaine section traitera des fonctions de p62/SQSTM1, qui outre son rôle de récepteur 

autophagique, est une protéine multifonctionnelle qui a d’abord été identifiée comme une protéine 

d’échafaudage dans des voies de signalisation clés incluant le facteur nucléaire NF-kB (« Nuclear 

Factor-kappa B »). De plus, p62/SQSTM1 émerge comme un senseur des niveaux d’ubiquitine 

dans les cellules et son assemblage moléculaire au sein d’inclusions nommées « p62 bodies » ne 

serait pas uniquement destiné à la dégradation. Nous exposerons la fonction de p62/SQSTM1, en 

lien avec sa capacité à oligomériser, qui favoriserait entre autres la dégradation par autophagie 

sélective des protéines ubiquitinées K63. 

 

1.2.1.4. Exploration de la multifonctionnalité de la protéine p62/SQSTM1 : l’oligomérisation 

détermine sa fonction. 

 

P62, également appelée séquestosome 1 (ci-bas appelé p62), est un « centre » de signalisation 

multifonctionnel et un récepteur autophagique, fonctions conférées par ses nombreux domaines 

d’interactions (fig.1.9). Ceux-ci lui permettent par exemple d'activer la détection des nutriments 
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dépendant de mTORC1 (Linares et al. 2015), les réponses inflammatoires médiées par NF-kB 

(Nakamura et al. 2010), la réponse au stress oxydatif activée par Nrf2 (« Nuclear factor erythroid 2-

related factor 2 »)(Taniguchi et al. 2016), ainsi que d’assurer l'autophagie sélective des cargos 

ubiquitinés (Bjørkøy et al. 2005; Pankiv et al. 2007; Itakura et Mizushima 2011). Le terme 

« séquestosome » provient de l’observation initiale que p62 se lie préférentiellement aux chaines de 

poly-ubiquitine et forme « un nouveau lieu de stockage cytoplasmique» pour les protéines 

ubiquitinées (Shin 1998). 

 

Chez l’humain, p62 est une protéine de 440 acides aminés (62 kDa), ubiquitaire dans l’organisme 

(Joung, Strominger, et Shin 1996), qui présente une localisation principalement cytoplasmique, 

mais peut transloquer au noyau, aux autophagosomes et aux lysosomes (Pankiv et al. 2010; 

Katsuragi, Ichimura, et Komatsu 2016). La prochaine partie décrira donc les fonctions de p62 dans 

l’autophagie sélective. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.9: Structure de p62, domaines et partenaires d’interaction (Katsuragi, Ichimura, et Komatsu 
2016). En N-terminal, les domaines Phox1 et Bem1p (PB1) assurent l’association avec d'autres protéines 
contenant un domaine PB1 telle que p62 lui-même, NBR1, la kinase aPKC (« atypical protein kinase C ») et 
la kinase ERK1 (« extracellular regulated kinase 1 ») par l'intermédiaire d'une homo- ou hétéro-
oligomérisation. L'interaction de p62 avec ERK peut réguler négativement l'adipogenèse. Le domaine doigt 
de zinc (ZZ) et le domaine de liaison à TRAF6 (« Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6 » 
binding ou TB) interagissent respectivement avec les protéines RIP et TRAF6 pour réguler la signalisation du 
facteur NF-kB. Raptor, une sous-unité du complexe mTORC1, se lie à la région située entre ZZ et TB, et en 
association avec TRAF6 contribue à l’activation de mTORC1. P62 reconnaît LC3 par le biais de son motif 
LIR (« LC3-interacting region ») et aux chaines de poly-ubiquitine via son domaine associé à l'ubiquitine 
(UBA, situé en C-terminal), jouant ensemble un rôle dans l’autophagie sélective. P62 interagit avec Keap1 
(« Kelch-like ECH-associated protein 1 ») via son domaine KIR (« Keap1 Interacting Region »), conduisant 
par séquestration de ce dernier à l’activation non canonique du facteur de transcription Nrf2 (Lau et al. 2010). 
NLS et NES indiquent respectivement le signal de localisation nucléaire et le signal d'exportation nucléaire. 
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1.2.1.4.1. p62/SQSTM1, séquestrer pour mieux dégrader : une protéine essentielle pour la 

formation contrôlée d’inclusions de protéines ubiquitinées. 

 

La régulation positive de p62 est nécessaire aux cellules pour stimuler l’agrégation contrôlée des 

protéines endommagées, faciliter leur séquestration et induire leur dégradation par agréphagie afin 

de résister à la protéotoxicité (Ichimura et Komatsu 2010; Kirkin et al. 2009; Komatsu et al. 2007; 

Pankiv et al. 2007; Bjørkøy et al. 2005). P62 régule la détection, la séquestration et le ciblage 

spécifique des protéines aux voies de dégradation protéasomale et autophagique (Liu et al. 2016). 

Nous nous intéresserons ici principalement à la fonction de p62 dans le processus d’autophagie 

sélective.  

 

Trois domaines de p62 ont été identifiés comme étant essentiels pour sa fonction dans l’autophagie 

sélective (fig. 1.10) ; Joung, Strominger, et Shin 1996; Lin et al. 2013; Bjørkøy et al. 2005; Pankiv 

et al. 2007). Le domaine UBA, qui interagit avec une affinité plus élevée pour les chaines de poly-

ubiquitines sur K63, permet de diriger les substrats vers la machinerie autophagique (Wooten et al. 

2008; Long et al. 2008; Olzmann et Chin 2008; Tan et al. 2008; Schreiber et Peter 2014). En outre, 

les chaines d'ubiquitine les plus longues montrent une plus grande affinité pour p62 (Zaffagnini et 

al. 2018). L’interaction directe de p62 avec LC3, via le motif LIR, dans la membrane de 

l’autophagosome naissant et mature, favorise le ciblage des protéines ubiquitinées vers 

l’autophagosome (Pankiv et al. 2007; Shaid et al. 2013). De ce fait, p62 « co-agrège » avec ses 

substrats dans l’autophagosome devenant lui-même un des principaux substrats de l’autophagie 

sélective (Ichimura et Komatsu 2010; Lim et al. 2011). Enfin, le domaine PB1 confère à p62 sa 

capacité à polymériser et à former de larges assemblages moléculaires ordonnés nommés « p62 

bodies » (Bjørkøy et al. 2005).Cette oligomérisation est nécessaire pour stabiliser l’interaction de 

p62 avec LC3 et les chaines d’ubiquitine. Ainsi, l’oligomérisation permet à p62 de sélectionner 

simultanément la membrane du phagophore et le cargo ubiquitiné (Wurzer et al. 2015). Selon ce 

modèle, les « p62 bodies » initieraient le dépôt primaire et l’agrégation des protéines ubiquitinées, 

et serviraient également de plateforme pour l’assemblage de l’autophagosome (Ciuffa et al. 2015). 
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Figure 1.10 : Les domaines PB1, LIR et UBA de p62 
engagent la séquestration des substrats ubiquitinés 
dans l’autophagosome (Lamark, Svenning, et 
Johansen 2017). 
 
 

 

 

D’autre part, les « p62 bodies » seraient les précurseurs de l’assemblage de microagrégats de 

protéines ubiquitinées et de leur ciblage à l’agrésome (Bjørkøy et al. 2005; Ichimura, Kominami, et 

al. 2008; Kirkin et al. 2009; Ichimura, Kumanomidou, et al. 2008; Itakura et Mizushima 2011). En 

l’occurrence, la formation de cette structure de protection, dans un contexte d’inhibition du 

protéasome par exemple, débute par la formation de microagrégats, abolie par la déplétion de p62, 

(Guilbert et al. 2018). Par ailleurs, la fonction de p62 dans la régulation de l’agrésome pourrait 

dépendre de son association à la déacétylase atypique HDAC6 (« Histone deacetylase 6 ») (Yan et 

al. 2013). En effet, le transport des protéines ubiquitinées vers l’agrésome, qui est proposé faciliter 

l’agréphagie en recrutant la machinerie autophagique, nécessite la fonction de la déacétylase 

HDAC6 (Kawaguchi et al. 2003). 

 

HDAC6 est une déacétylase cytoplasmique unique qui possède un domaine de liaison à l’ubiquitine 

(BUZ) permettant ainsi la reconnaissance des protéines ubiquitinées. Via la déacétylation d’une de 

ses cibles majeures, α-tubuline, HDAC6 induit l’agglomération et le transport des protéines, de 

façon dépendante de la dynéine, afin de former l’agrésome (Kawaguchi et al. 2003). Enfin, HDAC6 

est nécessaire pour l’agréphagie en induisant la fusion autophagosome-lysosome via le recrutement 

et la déacétylation de cortactine (une ABP) au niveau de l’agrésome périnucléaire (Zhang et al. 

2007; Lee et al. 2010). En effet, cortactine déacétylée lie l'actine et favorise son remodelage via le 

recrutement et l’activation du complexe Arp2/3 qui induit donc la polymérisation de l’actine (Zhang 

et al. 2007; Uruno et al. 2001; Weaver et al. 2001). Ainsi, l’activité catalytique d’HDAC6 sur 

cortactine stimule l’assemblage d’un réseau branché de F-actine qui promeut la fusion des 

autophagosomes avec le lysosomeau niveau de l’agrésome (Lee et al. 2010). En conclusion, 

HDAC6 joue un rôle fondamental dans le système agrésome-lysosome depuis le transport des 

agrégats à la dégradation des cargos via un remodelage du cytosquelette (tubuline et actine). 
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Notamment dans le contexte de la voie de l’agrésome, p62 en s’associant de façon directe à 

HDAC6, modulerait négativement son activité sur cortactine (Yan et al. 2013). Il a été montré que 

p62 serait nécessaire pour favoriser le remodelage de F-actine dépendant de cortactine dans la 

région du MTOC. Par ailleurs, il a été reporté de façon indépendante que la phosphorylation de p62 

et de HDAC6 par la kinase CK2 (« Casein Kinase 2 ») favorise la formation et la dégradation de 

l’agrésome (Matsumoto et al. 2011; Watabe et Nakaki 2011). L’ensemble de ces travaux suggèrent 

donc un lien fonctionnel important entre p62 et HDAC6 lors de la prise en charge et la 

séquestration-élimination des protéines poly-ubiquitinées.  

 

1.2.1.4.2. Les « p62 bodies » : des centres organisateurs de la signalisation grâce à leur 

formation par séparation de phase ? 

 

Les « p62 bodies » ne seraient pas systématiquement précurseurs des vésicules autophagiques : ces 

derniers sont supposés constituer des structures qui spécifient les différentes fonctions de p62, non 

seulement dans le CQP mais également dans la signalisation cellulaire. Il est proposé que certaines 

de ces structures pourraient être réversibles et sont suggérées être des structures de « séquestration » 

de la signalisation cellulaire (« séquestosomes»), notamment dans la voie de signalisation NF-

kB (Lamark et al. 2003; Bjørkøy et al. 2005; Nakamura et al. 2010; Lin et al. 2013; Ciuffa et al. 

2015). En effet, la formation de « p62 bodies » serait requise pour former un « centre » 

d’organisation de la signalisation. 

 

Dans ce contexte, le domaine PB1 de p62 est nécessaire pour assembler des agrégats 

cytoplasmiques qui favorisent l’organisation d’un complexe, associé aux agrégats, formé de p62-

TRAF6-MEKK3 (« Mitogen activated protein kinase kinase 3 »). Ce dernier favorise 

l'ubiquitination du complexe IKK (« inhibitor of kappa B Kinase ») par TRAF6 (fonction 

d’ubiquitine ligase) résultant en l'activation de NF-kB. Par ailleurs, la formation de ces structures 

favoriserait la séquestration réversible de protéines clés permettant la reprogrammation et la 

compartimentation de certaines voies de signalisation dans la cellule (Rantanen et al. 2013; Houslay 

et Christian 2010). Par exemple, la séquestration de la phosphatase C1-Ten par p62 permettrait son 

inactivation spécifique requise pour la différenciation musculaire (Koh et al. 2014).  

 

De manière importante, jusqu’à récemment, les « p62 bodies » associés aux protéines poly-

ubiquitinées étaient considérés comme des structures non dynamiques. Ces inclusions étaient vues 

comme un mécanisme permettant la sélection, la concentration et surtout la séparation des cargos 
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cibles par les récepteurs de l’autophagie assurant leur isolement par la machinerie autophagique 

(Bjørkøy et al. 2005; Komatsu et al. 2007). Néanmoins, cette vision a considérablement 

évolué grâce à deux publications (parues en 2018) qui ont révélé que les structures formées par p62 

seraient dynamiques et initiées par un processus appelé séparation de phase. En d’autres termes, p62 

forme des gouttelettes in vitro et in cellulo qui possèdent des propriétés similaires à celles d'un 

liquide, telles qu'une sphéricité élevée et la possibilité de fusionner et/ou fissionner (Sun et al. 2018; 

Zaffagnini et al. 2018). Les compartiments subcellulaires et les structures stables (nucléoles, 

granules de stress ou structures mitotiques) sans être liés par des membranes (Li et al. 2012; 

Woodruff 2018) résultent de réactions de séparation de phases qui aboutissent à la condensation de 

molécules, telles que des protéines, de l'ARN ou de l'ADN, dans de larges structures (Danieli et 

Martens 2018). Mécaniquement, la séparation de phase des « p62 bodies » dépend de (a) la 

polymérisation de p62; (b) de son interaction avec les chaines de poly-ubiquitine, en particulier de 

K63; (c) de la longueur de la chaine de poly-ubiquitine où une plus haute efficacité de la séparation 

de phase a été observée avec des chaines de poly-ubiquitine plus longues (Sun et al. 2018; 

Zaffagnini et al. 2018); et (d) de la phosphorylation de p62 (Sun et al. 2018).  Il a été suggéré que 

cette séparation de phase induite par les chaines de poly-ubiquitine entraînerait ainsi la 

concentration et la ségrégation des cargos autophagiques favorisant leur dégradation subséquente. 

 

Mais surtout, une des propriétés essentielles des structures cellulaires résultant de la séparation de 

phase est que les macromolécules concentrées dans ces structures présentent une grande mobilité 

due au fait que les interactions sont multivalentes et de faible affinité (Danieli et Martens 2018). De 

manière surprenante, allant à l’encontre de l’idée initiale sur l’inertie des « p62 bodies », les 

analyses in vitro des « p62 bodies » liés aux chaines d’ubiquitine par récupération de fluorescence 

après photoblanchiment (FRAP) ont permis de déterminer que les substrats ubiquitinés et LC3 

présentent une récupération rapide de fluorescence (Sun et al. 2018; Zaffagnini et al. 2018). Ceci 

indique une forte mobilité du contenu des « p62 bodies » ainsi qu’un échange important entre ces 

structures avec et le cytoplasme environnant. En revanche, la récupération du signal de p62 est 

faible, mais est rétablie plus rapidement in vivo qu'in vitro (Sun et al. 2018; Zaffagnini et al. 2018). 

Ces résultats démontrent une association plus stable aux condensats et indiquent que d'autres 

facteurs peuvent affecter la fluidité de p62 in vivo, où la protéine subit de nombreuses modifications 

post-traductionnelles. Ainsi, bien que la formation des « p62 bodies » dépende de p62 au même titre 

que l'ubiquitine, ces deux partenaires d'interaction présentent un comportement extrêmement 

différent au sein des structures. Ces observations ont constitué l’élément clé du changement de 
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paradigme concernant les « p62 bodies », où ces condensats à séparation de phase formés par p62 

permettent un échange de leurs composants avec l'environnement. 

 

Ainsi, les « p62 bodies », assemblés par séparation de phase, permettraient la formation de 

complexes multimoléculaires qui échangent des composants avec le milieu environnant, y compris 

ubiquitine et LC3, et subissent des événements de fusion et/ou de fission avec d'autres « p62 

bodies ». La membrane autophagosomale se formerait ensuite autour de ces derniers pour engloutir 

la cargaison autophagique (Sun et al., 2018; Zaffagnini et al., 2018). Cependant, à l'intérieur d'une 

gouttelette semblable à un liquide, les molécules devraient conserver leur conformation et leur 

activité (Sánchez-Martín et Komatsu 2018). Par conséquent, les « p62 bodies » pourraient 

également servir de « plateformes », à partir desquelles des cascades de signalisation pourraient être 

activées dans le contexte de l'autophagie sélective (Sun et al., 2018). La découverte de cette 

nouvelle propriété laisse aussi croire que ce mécanisme pourrait être crucial pour la fonction 

signalétique des « p62 bodies » en tant que « centre » d’organisation de la signalisation en 

favorisant un échange rapide des composants. On peut supposer par exemple, que cet échange 

rapide pourrait faciliter l’ubiquitination de IKK par TRAF6 « à grande échelle » afin d’induire une 

activation rapide et efficace de NF-kB en réponse au stress. D’ailleurs en ligne avec cette 

possibilité, il est important de rappeler que p62 se lie plus fortement aux chaines d’ubiquitines liées 

à K63, qui peuvent être une marque associée à des fonctions non protéolytiques (section 1.2.1.3.1; 

Long et al. 2008; Komander et Rape 2012; Wurzer et al. 2015). De plus, des analyses par 

reconstitution in vitro indiquent que diverses liaisons de chaine d'ubiquitine, mais particulièrement 

K63, sont capables de favoriser la formation des « p62 bodies » par séparation de phase tandis que 

les monoubiquitines libres ou les chaines d'ubiquitine non ancrées à un substrat, en particulier la 

liaison K48, inhibent la formation « p62 bodies » (Zaffagnini et al., 2018). 

 

Les études in vitro et in cellulo décrites précédemment ont donc révélé que l’unique présence de 

substrats ubiquitinés est suffisante pour initier la formation des « p62 bodies » (Sun et al., 2018; 

Zaffagnini et al., 2018). Dans des conditions où une augmentation de la quantité d’ubiquitine est 

observée dans des cellules, il a été montré que p62 est elle-même ubiquitinée sur le domaine UBA 

pour favoriser la reconnaissance des cargos poly-ubiquitinés, favorisant ainsi le flux autophagique 

(Peng et al. 2017). Ensembles, ces études suggèrent donc que p62 serait « sensible » aux variations 

des niveaux des substrats ubiquitinés et « répondrait » à ses variations par la formation des « p62 

bodies ». Notamment, en réponse à divers facteurs de stress, l’expression de p62 est stimulée, sa 

localisation peut être modifiée et son activité est contrôlée par des modifications post-
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traductionnelles telle que la phosphorylation. La régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle 

de la protéine feront donc l’objet du prochain paragraphe. 

 

1.2.1.4.3. Régulation de p62 et pathologies associées. 

 

Concernant sa régulation transcriptionnelle, l’inflammation et le stress oxydatif, qui activent 

respectivement NF-kB et Nrf2, induisent la transcription du gène p62 (Ishii et al. 2000; Jain et al. 

2010; Taniguchi et al. 2016). En contrepartie, ces deux facteurs de transcription sont tous deux 

activés par p62, établissant ainsi deux boucles de rétroaction positives imbriquées (Taniguchi et al. 

2016). Il est à noter que p62 active la voie non canonique de Nrf2 (Komatsu et al. 2010; Lau et al. 

2010).  

 

Le niveau protéique de p62 est majoritairement régulé par une dégradation rapide et continue par 

autophagie à un niveau basal. Par conséquent, une diminution de l'autophagie s'accompagne 

généralement d'une accumulation massive de p62, suivie de la formation caractéristique d’agrégats 

contenant p62 et des protéines ubiquitinées (Komatsu et al. 2007; Komatsu Masaaki et Ichimura 

Yoshinobu 2010; Rogov et al. 2014; Levine et Kroemer 2008). Ces structures agrégées ont 

d’ailleurs été identifiées dans les tissus de patients, notamment en association avec des maladies 

neurodégénératives et des cancers (Stumptner et al. 1999; Kuusisto, Salminen, et Alafuzoff 2001; 

Zatloukal et al. 2002; Tan et al. 2008; Kurosawa et al. 2016). Notamment, il est suggéré que 

l’inhibition de l’autophagie est un mécanisme de régulation positive des niveaux de p62, 

couramment observée dans les tumeurs humaines, et qui contribue directement à la tumorigénèse 

(Mathew et al. 2009). L’augmentation des niveaux de p62 engendre probablement des perturbations 

de la fonction adaptatrice de p62 dans la transduction des signaux de voies de contrôle essentielles à 

l'oncogenèse. Par exemple, une expression soutenue de p62 serait suffisante pour modifier la 

régulation de NF-kB et l'expression de ses gènes cibles ce qui favoriserait la tumorigénèse (Mathew 

et al. 2009). Il est suggéré que le ciblage à la voie de dégradation autophagique médiée par p62 

pourrait représenter une stratégie prometteuse pour les interventions cliniques dans différents cas de 

cancer. Il est important de souligner que tant la surexpression que la sous expression de p62 sont 

corrélées à de nombreux types de cancer chez l'homme (Taniguchi et al. 2016). En outre, sa sous 

expression dans le stroma de plusieurs cancers, notamment le cancer de la prostate, le cancer du 

sein et le cancer du côlon, favorise l'inflammation et la tumorigénèse (Valencia et al. 2014). De 

surcroît, p62 a également été impliquée dans la progression mitotique (Linares et al. 2011). 
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En conclusion, un gain ou une perte de p62 peut favoriser la tumorigénèse pouvant s’expliquer par 

le fait que cette protéine est multifonctionelle. Cependant, une meilleure compréhension de la 

régulation et de la contribution des différentes fonctions de p62 dans la tumorigénèse, c'est-à-dire 

signalisation versus contrôle de qualité des protéines, est requise. 

 

Les fonctions de p62 sont modulées par des modifications post-traductionnelles incluant la 

phosphorylation, qui est la voie de régulation la mieux décrite (Sánchez-Martín et Komatsu 2018). 

La phosphorylation de p62, régulée par plusieurs voies de signalisation, est essentielle pour 

contrôler son assemblage moléculaire ainsi que pour favoriser la liaison et la séquestration des 

protéines ubiquitinées, incluant des substrats à dégrader et des protéines de signalisation (résumé 

fig. 1. 11).  

 

Figure 1.11: Principales modifications post-traductionnelles de p62 essentielles pour la régulation de ses 
fonctions (Sánchez-Martín et Komatsu 2018). L'ubiquitination du résidu K7 par TRIM21 (« TRIpartite 
Motif-containing protein 21 ») (Pan et al. 2016) et la phosphorylation du résidu S24 par PKA (« Protein 
Kinase A »)(Christian et al. 2014) inhibent l’oligomérisation. La phosphorylation de T269 et S272 est 
impliquée dans de l'autophagie dépendante de mTORC1 (Linares et al. 2015) ou dans la progression de la 
mitose (Linares et al. 2011), en fonction de la kinase responsable de la modification c'est-à-dire MAPK13 
(« Mitogen Activated Protein Kinase 13 » ou p38δ) et CDK1 (« Cyclin Dependent Kinase 1 »), 
respectivement. L'interaction avec Keap1 est renforcée par la phosphorylation de S349 par mTORC1 ou CK1 
(« casein kinase 1 » ; Ichimura et al. 2013; Watanabe et al. 2016). La reconnaissance du substrat par le 
domaine UBA est améliorée par la phosphorylation de S403 par ULK1 ou CK2 (Matsumoto et al. 2011) ainsi 
que par la phosphorylation de S407 par ULK1; Lim et al. 2015).  
 

Par exemple, la phosphorylation de p62 sur la sérine 349 en réponse aux stimuli autophagiques 

(mTORC1, CK1 ; Ichimura et al. 2013; Watanabe et al. 2016) régulerait sa fonction de 

séquestration dans la voie non canonique d’activation de Nrf2 (Komatsu et al. 2010; Lau et al. 

2010). En effet, la phosphorylation de S349 favoriserait la liaison à l’ubiquitine ligase de Nrf2 

Keap1, sa séquestration dans les p62 bodies et sa dégradation par autophagie (Sánchez-Martín et 

Komatsu 2018). Ce processus inhiberait alors l’ubiquitination de Nrf2 par Keap1, empêchant la 
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dégradation du facteur de transcription. La stabilisation et l’activation deNrf2 enclenchent 

l’expression de ses gènes cibles, incluant p62. Puisque p62 est elle-même dégradée en même temps 

que les substrats autophagiques, cette boucle de rétrocontrôle positif maintient alors un flux 

autophagique par l’induction de la synthèse de p62. La régulation de la phosphorylation de p62 

impacte ainsi sur la régulation de sa transcription, et en bout de ligne joue un rôle important pour la 

fonction autophagique de la protéine. 

 

L’autre fonction majeure de la phosphorylation de p62 est d’augmenter sa sélectivité avec les 

protéines ubiquitinées afin de les éliminer par autophagie. C’est le cas par exemple de la 

phosphorylation directe de S403 par CK2, dans le domaine UBA de p62, qui augmente l'affinité 

entre le domaine UBA et la chaine de poly-ubiquitine (Matsumoto et al. 2011). Ce mécanisme 

permettrait le ciblage efficace des protéines poly-ubiquitinées dans les « séquestosomes » et de 

favoriser leur dégradation, suggéré par le fait que la surexpression de CK2 ou l’inhibition de la 

phosphatase réduit la formation de corps d’inclusion de protéines ubiquitinées d’une manière 

dépendante de p62 (Matsumoto et al. 2011). Par ailleurs, S349 est phosphorylée par CK1 lors d’une 

accumulation de protéines endommagées et l'inhibition de cette phosphorylation empêche la 

formation d'inclusion de protéines ubiquitinées et la co-localisation de p62 avec des protéines à 

tendance à l'agrégation comme α-synucléine, associée par exemple à la maladie de Parkinson 

(Watanabe et al. 2016). Cette étude a mis en évidence que S349 et S403 sont phosphorylées de 

manière dépendante de HSF1 (« Heat Shock transcription Factor 1 »). HSF1 est un facteur de 

transcription et régulateur principal du réseau de la protéostasie via l’induction de l'expression de 

multiples HSP, dont les HSPB, et de régulateurs des HSP, dont le co-chaperon BAG3 (Watanabe et 

al. 2016). Ceci suggère donc un couplage entre la régulation de p62, les chaperons et co-chaperons 

moléculaires par HSF1. En outre, il a été montré que l'inhibition de HSF1 diminue la formation 

d'autophagosomes (Watanabe et al. 2016). Ceci met en évidence un rôle important des 

modifications post-traductionnelles de p62 dans la voie agrésome-autophagie, dans la 

reconnaissance des substrats et leur triage vers dégradation. De surcroît, le couplage de sa 

régulation par phosphorylation et l’induction de l’expression des chaperons par HSF1, suggère un 

lien intéressant quant à la régulation de la formation des « p62 bodies » et du processus 

d’autophagie sélective. D’ailleurs, une étude récente du laboratoire suggère que la formation des 

« p62 bodies » lors d’un stress protéotoxique nécessiterait l’intervention des systèmes chaperons, en 

l’occurrence le complexe BAG3-HSPB8 (Guilbert et al. 2018) et sera discutée dans la prochaine 

section. 
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En conclusion, p62 est une protéine d’échafaudage multifonctionnelle dont de nombreux rôles ne 

sont plus à démontrer, comme son action dans l’autophagie sélective. Il est clair également que la 

formation des « p62 bodies » constitue le cœur du mode d’action et de la régulation de ses 

fonctions. Cependant, son rôle de senseur d’ubiquitine en lien avec sa fonction de « séquestration » 

signalétique demeure peu connu. De surcroît, le changement de paradigme concernant la formation 

des « p62 bodies » par séparation de phase ouvre de nouvelles pistes de recherches fascinantes. 

 

Dans la prochaine section seront présentées les observations qui ont identifié une implication du 

CQP dans la modulation de structures à base d’actine dans différents contextes cellulaires. 

 

1.2.2. Exemples de diverses implications du contrôle de qualité des protéines dans la 

dynamique et l’organisation cytosquelette d’actine. 
 

Dans les paragraphes 1.1 et 1.2, nous avons donc discuté et mis en avant que pour répondre de 

façon appropriée aux stimuli de son environnement, une cellule a besoin d’assembler et de 

désassembler des complexes de signalisation tout comme des structures polymériques du 

cytosquelette d’actine. Concernant la signalisation, p62 est un bel exemple d’acteur de la 

protéostasie pouvant agir comme modulateur signalétique en favorisant l’assemblage spatio-

temporel de complexes protéiques. Dans cette section, nous discuterons des implications du CQP 

dans la régulation des structures multi-protéiques nécessaires à la dynamique adéquate et à 

l’intégrité du cytosquelette d’actine, particulièrement dans des conditions où ce dernier subit des 

contraintes mécaniques. 

 

Les acteurs du CQP relatifs à l’intégrité du cytosquelette d’actine sont multiples. Par exemple, il est 

connu que la chaperonine cytosolique TriC/CCT, ci-après nommée CCT (« chaperonin containing 

TCP-1 »), qui est un chaperon moléculaire, assure le repliement de nombreuses protéines 

nouvellement synthétisées dont actine, lui conférant une fonction cruciale dans l’organisation du 

cytosquelette (Brackley et Grantham 2009). CCT, en collaboration entre autres avec HSP70, est 

aussi impliquée dans la maturation de myosine II musculaire (repliement de la chaine motrice, 

liaison à l’actine, assemblage..) (Lee, Melkani, et Bernstein 2014). En l’occurrence, le repliement de 

myosine II est catalysé par les HSP 90 et 70 qui sont assistées par UNC-45, qui appartient à une 

famille de chaperons de myosines (Barral et al. 2002; Lee, Melkani, et Bernstein 2014). UNC-45 est 

aussi requit pour l’assemblage des filaments de myosine II et son incorporation au sein du 

sarcomère pendant le développement du muscle ou dans l’anneau contractile en cytokinèse (Barral 
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et al. 2002). Enfin, dans les muscles matures, le renouvellement de myosine II suite aux dommages 

générés par les forces de traction, est géré par les chaperons moléculaires HSP90, HSP70 et UNC-

45 (Barral et al. 2002; Lee, Melkani, et Bernstein 2014). Enfin, UNC-45 favorise la génération des 

fibres de stress, en synchronisant le repliement de myosine II non musculaire et l'assemblage des 

filaments (Lehtimäki et al. 2017).  

 

Dans les muscles squelettiques et cardiaques, qui sont des organes dynamiques s’adaptant 

constamment aux sollicitations mécaniques et aux changements métaboliques, il a été montré que 

l’élimination des protéines et des organelles endommagées, par le protéasome et l’autophagie, est 

essentielle pour assurer l'intégrité de la masse musculaire (Sandri 2010; Masiero et Sandri 2010; 

Sandri et al. 2013). Ceci illustre le fait que le CQP et par conséquent, ses acteurs, jouent un rôle 

crucial et interviennent dans le maintien de l’intégrité des structures du d’actine soumises à des 

tensions mécaniques. Notamment, il a été montré que filamine est dénaturée par la tension 

mécanique, tant dans les cellules musculaires squelettiques que les cellules musculaires lisses, et est 

dégradée par autophagie sélective. Ce processus met en jeu le complexe BAG3-HSPB8-HSP70-p62 

et sera abordé à la section 1.3.4.1. 

 

La migration des cellules nécessite des cycles rapides d'assemblage/désassemblage des FA, donc de 

leur renouvellement, au front de migration des cellules. D’ailleurs, les FA dirigent en partie la 

migration en générant des forces mécaniques pour le mouvement. L'assemblage des FA permet aux 

cellules d'établir une traction pour le mouvement vers l'avant, tandis que leur désassemblage 

ultérieur permet un déplacement efficace de la cellule (Kenific et al. 2016). En outre, nous avons 

mentionné que les FA sont des structures macromoléculaires gigantesques (section 1.1.2.2). Pour 

assurer la dynamique d’assemblage et de désassemblage de cette structure complexe, il ne serait pas 

surprenant que le CQP intervienne, puisque ses acteurs peuvent faciliter ce processus. De façon 

importante, au cours des cinq dernières années, un nombre grandissant d’études ont rapporté que 

l’autophagie sélective dépendante de p62 et NRB1 est impliquée dans des processus cellulaires 

requérant une haute dynamique des structures d’actine telles que la migration cellulaire et le 

renouvellement des adhésions focales (Galavotti et al. 2013; Tuloup-Minguez et al. 2013; Belaid, 

Cerezo, et al. 2013; Palumbo et al. 2014; Zhan et al. 2014; Catalano et al. 2015; Sharifi et al. 2016; 

Kenific et al. 2016; Chen et al. 2018; Fontana et Vivo 2018).  

 

L’inhibition de l’autophagie sélective, dépendante de NRB1, aurait pour conséquence de diminuer 

la migration des cellules et de perturber le renouvellement des FA. En outre, des cellules dont 
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l’autophagie est déficiente, par la déplétion de protéines ATG par exemple, présentent une 

diminution de leur migration corrélée à une augmentation de la taille des FA, suggérant un défaut 

de leur désassemblage (Kenific et al. 2016; Sharifi et al. 2016). De plus, il a été observé une 

augmentation du nombre d’autophagosomes aux sites des FA au front de migration des cellules 

(Sharifi et al. 2016). L’autophagie sélective faciliterait donc le renouvellement des FA au front de 

migration des cellules pendant la migration. Il a également été suggéré que l'autophagie sélective 

dépendante de p62 serait essentielle au contrôle de la voie RhoA et à la migration cellulaire 

subséquente (Belaid, Cerezo, et al. 2013). En effet, l’autophagie dépendante de p62 serait nécessaire 

pour maintenir une quantité appropriée de RhoA au niveau des lamellipodes pour assurer la motilité 

cellulaire. En fait, l’activation de l’autophagie favoriserait une migration cellulaire rapide par la 

séquestration RhoA alors que le blocage de la formation de l’autophagosome ou de la séquestration 

de RhoA aurait les effets opposés (déplétion de ATG7 ou p62). Le modèle proposé dans l’étude est 

que la séquestration de RhoA actif dans les vésicules autophagiques et sa dégradation limiteraient le 

niveau de RhoA actif présent au niveau de la membrane plasmique au front de migration des 

cellules (Belaid, Cerezo, et al. 2013). Par conséquent, des altérations de la voie de l'autophagie 

peuvent avoir un impact important sur la motilité cellulaire. 

 

Sur la base des exemples décrits ici, il apparaît que les acteurs du CQP jouent donc un rôle essentiel 

dans le maintien de l’intégrité du cytosquelette d’actine et également dans le remodelage de ces 

structures et des adhésomes lors de processus dynamiques, tel que la migration cellulaire. Toutefois, 

peu d’informations sont à ce jour disponibles concernant les mécanismes de spécificité de ciblage 

qui permettent la reconnaissance des substrats à dégrader, et qui pourraient faire intervenir la 

fonction de complexes chaperons spécifiques. D’autre part, une fonction claire des chaperons dans 

le processus d’assemblage et de désassemblage des structures à base d’actine demeure encore peu 

connue. Des évidences récentes suggèrent néanmoins l’implication du co-chaperon BAG3 dans 

différents modèles qui impliquent une régulation dynamique des structures à base d’actine et leur 

intégrité. Dans la prochaine section seront présentées les évidences grandissantes qui ont identifié 

BAG3 et HSPB8 dans ces processus dans différents contextes cellulaires, qu’ils soient 

physiologiques ou pathologiques.  
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1.3. BAG3 et HSPB8 : émergence d’une fonction de ce complexe dans la supervision 

de l’architecture et du remodelage du cytosquelette d’actine ? 

 
1.3.1. HSPB8 : une HSPB atypique au sein de sa famille de chaperons moléculaires. 

 
HSPB8 a été initialement identifiée comme une protéine kinase (H11) dans des cellules de 

mélanome (Smith et al. 2000). En revanche, devant la faible homologie avec des protéines kinases, 

du faible taux d'autophosphorylation et de l'absence de substrat spécifique, l’activité kinase de la 

protéine a été remise en question et a finalement été attribuée à une contamination de kinases 

associées au chaperon (Kim 2004). HSPB8 a été rapidement décrite par la suite comme un chaperon 

moléculaire de la famille HSPB (Kappé et al. 2001). Tout comme les autres membres de sa famille, 

HSPB8 prévient l’agrégation de protéines dénaturées in vitro et présente une activité chaperon in 

vivo (Chowdary et al. 2004; Carra et al. 2005; Mannini et al. 2012), bien que cette activité semble 

plus limitée que celle du prototype de cette famille HSPB1 (Carra et al. 2005). 

 

Chez l’humain, HSPB8 est une petite protéine de choc thermique de 22 kDa (HSP22) dont 

l’expression est ubiquitaire dans une grande variété de tissus et est abondante dans les muscles 

squelettiques et lisses, le cœur et le cerveau (Kappé et al. 2001). L'expression de HSPB8 est régulée 

pendant le développement et semble être impliquée dans des processus cellulaires fondamentaux 

comme la différenciation ou la prolifération. En outre, chez le porc, l’expression de HSPB8 au 

cours du développement varie et chaque tissu semble avoir un profil unique d'expression où une 

augmentation du niveau protéique  a été observée dans les muscles, l'estomac, le foie, les poumons, 

les reins tandis que celui-ci est constant dans le cœur (Verschuure 2003). HSPB8 est également 

fortement exprimée pendant la neurogénèse de l'hippocampe chez le rat in vivo et pendant la 

différenciation des cellules neurales in vitro (Ramírez-Rodríguez et al. 2013). Il a aussi été suggéré 

que l'expression de HSPB8 est requise pour la croissance cellulaire des kératinocytes (Aurelian 

2001). HSPB8 présente également un effet sur la survie cellulaire, en inhibant l’apoptose ou en 

facilitant la prolifération cellulaire (Acunzo 2012; Piccolella et al. 2017). Comme mentionné 

précédemment, dans des cardiomyocytes soumis à des contractions forcées, HSPB8 jouerait un rôle 

de modulateur du cytosquelette d’actine en régulant les niveaux d’activation de RhoA (Ke et al. 

2011). 

 

Dans des contextes pathologiques, la surexpression de HSPB8 a été associée à la progression et la 

résistance des cellules tumorales, ainsi qu’à la prolifération et à la migration des cellules (Yu et al. 
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2001; Li et al. 2014; Suzuki et al. 2015; Hamouda et al. 2014; Piccolella et al. 2017; Mariko Suzuki 

et al. 2015; Matsushima-Nishiwaki et al. 2017; Piccolella, Crippa, Cristofani, Rusmini, Galbiati, 

Cicardi, Meroni, Ferri, Morelli, Carra, Messi, et Poletti 2017). L'induction robuste de l'expression 

de HSPB8 en réponse à l'accumulation de protéines dénaturées dans les neurones moteurs et les 

muscles peut protéger contre une toxicité induite par les protéines mal repliées (Carra et al. 2013; 

Crippa et al. 2013; Rusmini et al. 2015). Ainsi, en corrélation avec cette fonction, et au vu de son 

niveau protéique élevé dans les muscles et le cerveau, il n’est pas surprenant que des mutations de 

HSPB8 (entre autres les mutations K141E et K141N situées dans le domaine α-cristallin de la 

protéine) ont été associées au développement de maladies neurologiques et de myopathies sévères 

(Irobi et al. 2004; Tang et al. 2005; Wilhelmus et al. 2006; Kim et al. 2006; Hu et al. 2007). Par 

exemple, la mutation du chaperon dans un modèle murin induit un dysfonctionnement des muscles 

squelettiques et cardiaques associé à une déstabilisation du disque Z (Sanbe et al. 2013; Bouhy et al. 

2018). 

 

Ces études mettent en avant que HSPB8 est associée à divers processus physiologiques ou 

pathologiques qui nécessitent, à l’instar de la famille des HSPB, une haute dynamique du 

cytosquelette d’actine. 

 

Plusieurs éléments font de ce chaperon un membre atypique au sein des HSPB. Déjà, il a 

récemment été suggéré que l’activité chaperon de HSPB8 serait moins efficace en comparaison des 

HSPB oligomériques, et serait plus spécifique du substrat (Mymrikov et al. 2017). Mais surtout, 

bien qu’une interaction entre HSPB8 avec d’autres HSPB ait été décrite, cette interaction dans les 

cellules ainsi que la formation de larges oligomères de HSPB8 n’ont pas été clairement démontrées 

(Sun et al. 2004; Fontaine et al. 2005; Mymrikov et al. 2012). De surcroît, contrairement aux autres 

membres de sa famille, HSPB8 n’arbore pas de motif IXI/V, normalement essentiel à 

l’oligomérisation (Kappé et al. 2001; Carra et al. 2008; Studer et al. 2002; Delbecq, Jehle, et Klevit 

2012; Delbecq et Klevit 2013). Ceci suggère un autre mode de régulation de l’activité du chaperon. 

C’est l’équipe du Dr Landry qui a démontré par des essais de co-sédimentation que HSPB8 est 

principalement retrouvée sous forme de dimères stables en association avec le co-chaperon 

moléculaire BAG3 (Carra et al. 2008b).  

 

Ainsi, il a été démontré que la stabilité et la plupart des fonctions de HSPB8 dépendent de BAG3. 

En effet, suite à la déplétion du co-chaperon BAG3 dans les cellules HeLa (cellules cancéreuses 

humaines du col de l’utérus), le niveau protéique de HSPB8 est diminué en condition basale (Carra 



 

46 

et al. 2008). Deux motifs IPV (Isoleucine-Proline-Valine) ont été identifiés dans la séquence 

protéique de BAG3 qui sont essentiels pour assurer l’interaction avec HSPB8, laquelle est proposée 

mimer possiblement l’interaction qui se produit normalement entre les motifs IXI/V présents dans 

les HSPB (Fuchs et al. 2010). De plus, Fuchs et al. ont montré que les motifs IPV de BAG3 sont 

essentiels au maintien de l’activité chaperonne de HSPB8 (Fuchs et al. 2010). Ceci pourrait en 

partie expliquer que le mode d’action de HSPB8 soit distinct par rapport aux HSPB oligomériques : 

tandis que HSPB1, HSPB5 et HSPB6 pourraient agir principalement comme des réservoirs stockant 

des protéines mal repliées jusqu'à ce qu'elles soient traitées par des chaperons ATP-dépendants 

(Bakthisaran et al., 2015), HSPB8, pourrait agir de manière plus sélective, via son association avec 

le co-chaperon BAG3. Toutefois, lors de l’inhibition du protéasome, les travaux du laboratoire 

(Guilbert et al. 2018) ont mis en évidence que les niveaux protéiques de HSPB8 dans ces conditions 

restent stables même dans des cellules déplétées en BAG3 (Guilbert et al. 2018). Ces résultats 

suggèrent donc que HSPB8 pourrait avoir une fonction indépendante de BAG3 en condition de 

stress protéotoxique. Le mécanisme moléculaire qui assure la stabilité de HSPB8 en absence de 

BAG3 dans ces conditions reste à déterminer. 

 

Il a été rapporté que HSPB8 peut être phosphorylée in vitro par différentes kinases telles que PKC 

(protéine kinase C), MAPK (« mitogen-activated protein kinase »), ERK1 («  p44 mitogen-

activated protein kinase ») et la protéine kinase dépendantes de l'AMPc (Benndorf et al. 2001; 

Shemetov et al. 2008; Shemetov, Seit-Nebi, et Gusev 2011). Des données protéomiques, 

disponibles sur le site phosphosite.org, indiquent également que HSPB8peut être phosphorylée in 

vivo sur de multiples sites. Le rôle de ces phosphorylations demeure cependant encore élusif. D’une 

part, le mime de la phosphorylation des sérines S24 et S27, cibles de ERK1,diminue l’activité 

chaperon de la protéine (Shemetov, Seit-Nebi, et Gusev 2011), suggérant que même si HSPB8 ne 

forme pas de larges homo- ou hétéro-oligomères avec les autres HSPB, le mode de régulation par 

phosphorylation semblerait être conservé. D’autre part, la mutation du résidu T87 de HSPB8 

augmente son activité chaperon (Shemetov, Seit-Nebi, et Gusev 2011). Puisque les sites de 

phosphorylation sont principalement situés à l'extrémité N-terminale, et que celle-ci est supposée 

être impliquée dans la liaison des substrats de HSPB8 (Shemetov et al. 2008), les phosphorylations 

sur différents sites pourraient probablement affecter les propriétés de liaison de HSPB8 avec ses 

substrats. Ceci serait en corrélation avec le fait que son activité chaperon serait plus spécifique du 

substrat que les autres membres de la famille HSPB.  
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À l’inverse, l’expression de BAG3 est peu affectée par la déplétion de HSPB8 en condition basale 

tout comme en condition de stress protéotoxique. De plus, en condition d’inhibition du protéasome, 

l’interaction de BAG3 avec HSPB8 est dispensable pour l’activité de BAG3 dans le transport des 

micro-agrégats vers l’agrésome. Mais curieusement, nous avons constaté que la stabilité et la 

fonction de BAG3 est dépendante de son association à HSPB8 pendant la division cellulaire (Fuchs 

et al. 2015; Varlet et al. 2017). Ces observations mettent en évidence que la relation BAG3-HSPB8 

est complexe et semblerait dépendre du contexte cellulaire. BAG3 possède donc des fonctions 

dépendantes et indépendantes de la liaison à HSPB8. Ceci pourrait potentiellement s’expliquer 

grâce au fait que BAG3 est une protéine d’échafaudage possédant de nombreux modules 

d’interaction protéiques, et est suggérée être une plateforme d’intégration de multiples réseaux 

signalétiques. Le prochain paragraphe présentera en détail le co-chaperon moléculaire BAG3. 

 

1.3.2. Généralités sur le co-chaperon moléculaire BAG3. 

 

BAG3 appartient à la famille des « protéines B cell lymphoma 2 (Bcl-2)-associated athanogene » 

(BAG) qui comprend six membres (BAG1 à 6) possédant tous un domaine BAG conservé dans leur 

région C-terminale (excepté BAG5 qui en possède quatre). Les protéines BAG sont des co-

chaperons moléculaires pour les HSP70 (entre autres HSC70 [« Heat Shock Cognate of 70 kDa »] et 

HSP70, forme constitutive et inductible respectivement)(Takayama, Xie, et Reed 1999). La 

conservation évolutive de ces protéines à domaine BAG (et homologues), depuis la levure jusqu’à 

l’humain, et même chez les plantes, pointe vers un rôle biologique central dans la physiologie 

cellulaire. Une caractéristique commune des protéines BAG est leur activité générale de promotion 

de la survie cellulaire dans des conditions de stress (similaire à Bcl-2)(Behl 2016). 

 

Ces protéines jouent un rôle important de facteur d’échanges nucléotidiques modulant ainsi 

l’activité des HSP70. Le domaine BAG lie le domaine de liaison aux nucléotides des membres de la 

famille HSP70 favorisant la libération de l'ADP du chaperon pour faciliter le cycle nucléotidique 

(Rauch et Gestwicki 2014). Grâce à la diversité de leur extrémité N-terminale, les co-chaperons 

moléculaires de cette famille modifient, assemblent et confèrent une spécificité de substrats pour les 

HSP70 (localisation, machinerie de dégradation…), déterminant ainsi le devenir des clients du 

chaperon. Par exemple, via son domaine UBL (« ubiquitin-like »), BAG1 s’associe aux substrats de 

HSP70 et les dirigent vers la voie de dégradation par le protéasome (Lüders, Demand, et Höhfeld 

2000). En contraste, en association avec BAG3, ceux-ci sont plutôt dirigés vers l’autophagie 

sélective (Ulbricht, Arndt, et Höhfeld 2013). Il est à noter que la liaison de BAG3 à HSP70 est plus 



 

48 

forte qu’avec BAG1 ou BAG2 (Rauch et Gestwicki 2014). BAG3 est donc considérée comme le 

facteur d'échange nucléotidique le plus puissant de HSP70, suggérant qu’elle est un partenaire 

fonctionnel important pour le chaperon. 

 

BAG3 a été découverte en premier lieu comme co-chaperon de HSC/HSP70 (Takayama, Xie, et 

Reed 1999). Cependant, deux autres groupes l’ont identifiée en parallèle : 1) en tant qu’interacteur 

de Bcl-2 qui agit en synergie avec ce dernier afin de prévenir l’apoptose, BAG3 a ainsi été nommée 

« Bcl-2 interacting death suppressor » (ou BIS) (Lee et al. 1999) ; et 2) comme une protéine dont 

l’expression est induite dans des cellules de mélanome humain en réponse à un stress, en outre par 

exposition au CAI (un inhibiteur de canaux calciques non voltage-dépendants) et de ce fait nommée 

CAI stress response-1 (CAIR-1) (Doong et al. 2000).  

 

1.3.2.1.Expression de BAG3 : de la physiologie aux pathologies. 
 

Chez l’humain, BAG3 est une protéine généralement cytoplasmique de 575 acides aminés (75 kDa) 

exprimée de façon ubiquitaire dans l’organisme, mais à différents degrés selon les tissus (Doong et 

al. 2000). Notamment, l’expression basale de BAG3 est faible dans la majorité des tissus sains et 

jeunes, excepté dans les cellules musculaires (cardiaques et squelettiques) et neuronales où son 

expression est constitutivement élevée (Homma et al. 2006; Gamerdinger et al. 2009). D’ailleurs, 

BAG3 s’exprime de façon différentielle au cours du développement, et est impliquée dans le 

développement des cellules gliales et neuronales du système nerveux central (Choi et al. 2006, 

2009; Gentilella et Khalili 2010). De plus, les niveaux d'expression de l'ARNm et protéique de 

BAG3 augmentent progressivement au cours de la myogenèse squelettique (Hong et al. 2016). Il est 

à noter que son expression peut être augmentée en réponse à un stress cellulaire par le facteur de 

transcription HSF1 ce qui souligne l’importance du co-chaperon dans la régulation de processus de 

protection cellulaire (Franceschelli et al. 2008; Du et al. 2009; Jung et al. 2010).  

 

Le co-chaperon joue un rôle dans la différentiation des neurones et des cellules musculaires 

cardiaques ainsi que dans la migration neuronale (Santoro et al. 2017; Marco, Turco, et Rosati 

2011). Ainsi, de par son rôle cyto-protecteur lié à sa fonction autophagique et son expression 

préférentielle et élevée dans ces tissus, une dérégulation ou des mutations de BAG3 sont associées à 

de nombreuses pathologies musculaires et neurodégénératives liées à l’âge (Stürner et Behl 2017). 

Par ailleurs, des souris homozygotes déficientes pour le gène de BAG3 développent des myopathies 

sévères postnatales et meurent quatre semaines après la naissance (Homma et al. 2006). Chez 
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l’humain, une mutation hétérozygote de BAG3 (Pro209Leu) provoque le développement d’une 

sévère dystrophie musculaire infantile associée avec une cardiomyopathie et une sévère insuffisance 

respiratoire (Selcen et al. 2008). Cette mutation a aussi été associée à une neuropathie axonale 

(Odgerel et al. 2010). Les myopathies relatives à BAG3 sont sévères et associées à une faiblesse 

musculaire générale, des cardiomyopathies, des neuropathies et une mortalité précoce (Ruparelia et 

al. 2014; Semmler et al. 2014; Konersman et al. 2015; Knezevic et al. 2015; Kostera-Pruszczyk et 

al. 2015; Fang et al. 2017; Myers et al. 2018). D’autre part, BAG3 est associée à des maladies 

conformationelles, telles que les maladies d’Hungtington, d’Alzheimer et de Parkinson. Ces 

maladies sont caractérisées par une accumulation aberrante de protéines dans des inclusions 

cellulaires insolubles, et sont corrélées aux potentielles fonctions autophagiques de BAG3 (Carra, 

Seguin, et Landry 2008; Gamerdinger et al. 2009, 2011; Xu et al. 2013; Minoia et al. 2014).  

 

Par ailleurs, de nombreuses études ont apporté des évidences que BAG3 est surexprimée dans de 

multiples lignées cancéreuses d’origine épithéliale, spécialement dans les adénocarcinomes 

(carcinomes hépatique, pancréatique, thyroïdien, mammaire ou prostatique, des mélanomes, des 

cancers rénaux, colorectaux, ovariens et du col utérin) ainsi que des ostéosarcomes, des leucémies 

lymphoïdes ou myéloïdes, des lymphomes, des myélomes, des neuroblastomes, ou encore des 

glioblastomes (Rosati et al. 2011; Kassis et al. 2006; Iwasaki et al. 2007; Xiao et al. 2014; Meng et 

al. 2014; Shi et al. 2016; Song et al. 2017). En outre, BAG3 a été associée à de multiples processus 

cellulaires contribuant à la progression tumorale et nécessitant un remodelage du cytosquelette 

d’actine comme l’EMT (Li et al. 2013; Xiao et al. 2014; Meng et al. 2014; Song et al. 2017), 

l’invasion, l’adhésion ou encore la motilité cellulaire (Iwasaki et al. 2007, 2010; Kassis et al. 2006; 

Suzuki et al. 2011; Shi et al. 2016) et la division cellulaire (Fuchs et al. 2015; Varlet et al. 2017). 

 

Le point majeur ressortant de ces études est que le contrôle du niveau d’expression de BAG3 

semble primordial puisqu’une surexpression comme une diminution des niveaux protéiques de 

BAG3 induit une dérégulation de nombreux processus cellulaires. Ainsi, l’effet pléiotropique de 

BAG3, s’exprimant par la diversité des processus cellulaires perturbés, suggère que cette dernière 

serait impliquée dans différents réseaux de signalisation cellulaire. Il est important de souligner que 

BAG3, en dehors de son implication dans l’autophagie sélective, possède également, comme 

mentionné ci-dessus, des fonctions anti-apoptotiques, dans le développement et la différenciation 

cellulaire ainsi que dans des processus cellulaires qui reposent sur une régulation de l’organisation 

du cytosquelette d’actine et une haute dynamique de celui-ci. En l’occurrence, cette 

multifonctionnalité de BAG3 lui serait conférée par la présence de différents modules d’interaction 
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protéine-protéine qui font d’elle une plateforme d’échafaudage s’associant ainsi avec de nombreux 

partenaires. Les prochaines sections viseront donc à présenter les domaines d’interactions 

protéiques de ce co-chaperon et à donner une vue d’ensemble des évidences qui ont permis de 

proposer un modèle où BAG3 serait une plateforme signalétique complexe, capable de coupler des 

réseaux de signalisation diversifiés au CQP.  

 

1.3.2.2. BAG3, une protéine d’échafaudage possédant de multiples domaines et motifs 

d’interaction protéine-protéine. 
 

Le co-chaperon BAG3s’associe avec deux systèmes chaperons différents via différents domaines 

d’interaction. Notamment, il est seul membre connu des protéines à domaine BAG capable d’une 

telle fonction. BAG3 interagit donc avec HSP70 ainsi qu’avec les HSPB et particulièrement avec 

HSPB8, spécifiant ainsi leur fonction. En effet, grâce à ses motifs IPV (présentés dans la 

section 1.2.1.2.), BAG3 interagit particulièrement avec le chaperon HSPB8, et avec une plus 

affinité aux chaperons HSPB1, HSPB2, HSPB5, HSPB6 (Rauch et al. 2017). Ainsi, l’interaction 

BAG3-HSPB8 est clairement préférentielle (Fuchs et al. 2010; Rauch et al. 2017; Morelli et al. 

2017). L’étude de Rauch et al. a également montré que BAG3 pouvait lier en même temps HSP70 

et HSPB1, HSPB5 et HSPB8 et que BAG3 coordonne HSPB1 et HSP70 pour favoriser la 

renaturation de luciférase dénaturée in vitro. Ces résultats ont donc permis de mettre l’accent sur 

BAG3 en tant que protéine d’échafaudage capable de coupler physiquement et fonctionnellement 

HSP70 et les HSPB (Rauch et al. 2017). Il est important de souligner ici que BAG3 apparaît comme 

un co-chaperon préférentiel tant pour HSP70 que pour HSPB8. De plus, BAG3 est particulière au 

sein de sa famille car elle est la seule protéine BAG à posséder deux domaines de signalisation : les 

domaines PxxP et WW (Behl 2016). Ensemble, ces éléments laissent penser que BAG3 pourrait 

intégrer le contrôle de qualité à des processus cellulaire clés et reliés à la modulation du 

cytosquelette (fig. 1.12). 
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Figure 1.12: Structure de BAG3 et partenaires d’interaction (Guilbert et al, 2015). Les multiples 
domaines de BAG3 lui confèrent des fonctions signalétiques, en lien avec la dynamique du cytosquelette 
d’actine (SYNPO2, PDZGEF2, Src, CapZ, CCT) et une implication dans l’autophagie sélective.  
 

En effet, la région N-terminale de BAG3 est caractérisée par la présence d’un domaine WW 

(Takayama, Xie, et Reed 1999) qui correspond à un module d'interaction protéique qui lie des 

motifs riche en proline, PPxY (Sudol et Hunter 2000). Certains domaines WW reconnaissent leurs 

ligands peptidiques d'une manière dépendante de la phosphorylation conférant au domaine WW un 

statut équivalent à celui des domaines SH2 et SH3 (« Src Homology 2 ou 3 », Sudol et Hunter 

2000). Les domaines WW ont été fréquemment identifiés dans les protéines structurales et de 

signalisation impliquées dans de nombreux processus cellulaires incluant la modulation des 

cytosquelettes (Salah, Alian, et Aqeilan 2012). Ainsi, la présence d'un domaine WW suggère bien 

une potentielle fonction signalétique de BAG3 en lien potentiellement avec une fonction 

modulatrice du cytosquelette d’actine. En amont du domaine BAG est retrouvé le domaine PxxP 

qui est composé de plusieurs répétitions de motif PxxP (motif riche en proline) qui sont caractérisés 

pour interagir avec des protéines à domaine SH3 (Kurochkina et Guha 2012). Les protéines à 

domaine SH3 sont importantes pour réguler des interactions protéine-protéine dans les voies de 

transduction du signal et dans la signalisation cytoplasmique. Entre autres, les domaines SH3 sont 

présents dans les protéines des voies de signalisation régulant le cytosquelette d’actine, comme les 

protéines kinase de la famille Src, ou alors myosine et cortactine (Kurochkina et Guha 2012). Ceci 

suggère que BAG3 pourrait potentiellement cibler les deux systèmes chaperons, HSC/HSP70 et 

HSPB, sur des protéines spécifiques impliquées dans la régulation du cytosquelette. 
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Par ailleurs, un autre facteur illustre l’idée que BAG3 serait une plateforme d’interaction et 

signalétique importante: le nombre élevé d'interacteurs différents de BAG3 déjà identifiés. Ceci 

suggère que BAG3 aurait un impact régulateur déterminant sur de nombreux processus biologiques 

importants. Par exemple, une analyse de l’interactome de BAG3 dans des cellules HeLa a identifié 

près de 400 partenaires d’interaction putatifs (protéines du cytosquelette, des chaperons, des 

facteurs de transcription, des molécules de signalisation…) impliqués dans des voies de 

signalisation diverses et variées, incluant l’autophagie, la migration, la prolifération, l’adhésion, la 

modulation du cytosquelette, la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose (Chen et al. 2013). De 

surcroît, un nombre croissant d’évidences suggère que BAG3 est phosphorylée sur des résidus 

différents et dans différents contextes cellulaires (Li et al. 2013; Xu et al. 2013; Iorio et al. 2015; 

Fuchs et al. 2015; Kim et al. 2016 ; Phosphositesplus.org). Cette modulation par phosphorylation 

pourrait également contribuer à la fonction de BAG3 en tant que plateforme d’interaction et de 

signalisation puisque la phosphorylation module de nombreuses interactions protéine-protéine. 

Nous allons donc nous intéresser dans la prochaine section aux fonctions de BAG3 en tant que 

plateforme signalétique qui participerait à la modulation de structures à base d’actine dans 

différents contextes cellulaires. 

 

1.3.2.3. Modulation de BAG3 par phosphorylation : un mécanisme de régulation de la 

protéine encore peu étudié. 

 

Un an après sa découverte, une première étude a montré que BAG3 est phosphorylée de manière 

dépendante de l’activité des protéines kinases C (PKC) dans des extraits cellulaires de mélanome 

humain et de cancer du sein (Doong et al. 2000). BAG3 est également phosphorylée sur des résidus 

tyrosine après stimulation des cellules à l’EGF (Doong et al. 2000). De façon surprenante, ce n’est 

que treize ans plus tard que BAG3 a été identifiée comme une cible de PKCδ, qui phosphoryle 

BAG3 sur la serine 187 (fig. 1.13), dans des cellules cancéreuses thyroïdiennes (N. Li et al. 2013). 

Cette phosphorylation a été impliquée dans l’induction de l’EMT et dans le processus d’invasion de 

ces cellules. Par ailleurs, BAG3 interagit avec la protéine 14-3-3 de façon dépendante de la 

phosphorylation des résidus S136 et S173 de BAG3 qui sont situés dans la région entre les deux 

motifs IPV (fig. 1.13). En outre, 14-3-3 sert d’adaptateur moléculaire régulant l’interaction entre 

BAG3 et dynéine, et contribue ainsi au ciblage des protéines dénaturées à l’agrésome (mécanisme 

décrit paragraphe 1.3.3.2, Xu et al. 2013). Il a également été montré que dans des cellules 

pancréatiques, suite à une stimulation au glucose, BAG3 est phosphorylée sur tyrosines de manière 

dépendante de FAK (« Focal Adhesion kinase ») facilitant ainsi la relâche du glucose (Iorio et al. 



 

53 

2015). Une étude récente a aussi mis en évidence qu’en réponse à un stress oxydant, BAG3 est 

phosphorylée sur T285 et S289 de façon dépendante de l’activité des kinases ERK pour favoriser la 

survie cellulaire via la translocation nucléaire du facteur de transcription HSF1 (fig. 1.13; Kim et al. 

2016). BAG3 est donc la cible de multiples kinases en réponse à différents stimuli mais une analyse 

fonctionnelle de ces modifications post-traductionnelles est jusqu'ici manquante. 

 
 
 
Figure 1.13: Sites de 
phosphorylation de BAG3 et 
les kinases associées. 
 

 

 

Les travaux de Fuchs et al. (annexe 1), ont démontré que BAG3 est hyperphosphorylée à l’entrée 

des cellules en mitose mais ni la kinase, ni le rôle de ces phosphorylations n’ont été identifiés. En 

revanche, comme mentionné au préalable, nous avons mis en évidence que la stabilité des niveaux 

BAG3 pendant la mitose, donc lorsqu’elle est phosphorylée, est dépendante de son association à 

HSPB8. De plus, la phosphorylation en elle-même est stabilisée par HSPB8. Pour finir, la fonction 

mitotique de BAG3 est dépendante de son association à HSPB8. Ensemble, ces éléments laissent 

entendre que la phosphorylation mitotique de BAG3 pourrait contribuer à son action mitotique. Les 

chapitres 2 et 3 de cette thèse s’intéresseront de ce fait à la modulation des fonctions de BAG3 par 

sa phosphorylation mitotique. 

 

1.3.2.4. BAG3 : une plateforme signalétique modulant potentiellement l’activité de différentes 

enzymes et couplant l’association à leurs substrats ? 

 

Bien que cette fonction de BAG3 n’ait pas été établie clairement, plusieurs études pointent vers un 

rôle de BAG3 comme protéine d’échafaudage couplant la modulation de l’activité enzymatique de 

différentes protéines avec leurs substrats. Corroborant cette idée, l’analyse bioinformatique de 

l’interactome de BAG3, réalisée par Chen et al, a mis en évidence que parmi les interacteurs de 

BAG3, les plus représentés présentaient une activité enzymatique (protéases, transférases, ligases, 

peptidases...)(Chen et al. 2013). D’autres études, avec des évidences biochimiques et/ou 

fonctionnelles, corrèlent ces observations et seront décrites dans cette section. 
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Une étude a montré que BAG3 interagit avec Src par son domaine PxxP et faciliter par son 

association à HSP70 (Colvin et al. 2014). Celle-ci suggère que l’interaction BAG3-HSP70 serait 

requise pour moduler des voies de signalisation pro-tumorales telles que les voies NF-kB ou Src. En 

fait, la déplétion de HSP70 induit l’activation de Src qui se traduit par une augmentation de la 

phosphorylation activatrice de la kinase ainsi que de ses cibles paxilline et p130Cas, deux protéines 

régulant l’organisation du cytosquelette d’actine et l’adhérence cellulaire. De façon surprenante, la 

déplétion de BAG3 seule n’induit pas l’activation de Src, par contre, elle prévient l’activation de la 

kinase dans les cellules déplétées en HSP70. Ces résultats suggèrent qu’HSP70 module 

négativement l’activité de Src et que cette fonction du chaperon nécessite son association avec 

BAG3. De manière importante, ceci suggère aussi que BAG3 pourrait servir de plateforme 

signalétique capable de coupler les fonctions de HSP70 avec des voies de signalisation, dans un 

contexte de lignées cellulaires cancéreuses. Cette étude a mis pour la première fois en lumière un 

rôle clair de BAG3 en tant que plateforme de signalisation, en corrélation directe avec son rôle de 

co-chaperon de HSP70. Bien qu’il n’en soit pas discuté dans le papier, la déplétion de BAG3 induit 

une diminution de la phosphorylation des cibles de Src. BAG3 régulerait-il positivement l’activité 

de Src? 

 

D’autre part, il a été montré que BAG3, dans une lignée d’ostéosarcome humain, module l’apoptose 

entre autres, via l’activité du facteur de transcription NF-κB qui régule l’expression de protéines 

anti-apoptotiques. Dans ce contexte, BAG3 soutient l’activation de NF-κB par la régulation 

négative de l’interaction entre HSP70 et IKKγ, protégeant de ce fait IKKγ de la dégradation 

protéasomale dépendante de HSP70 (Ammirante et al. 2010; Yunoki et al. 2015). Dans les cellules 

endothéliales, BAG3 favorise l’association entre la protéine kinase ERK et sa phosphatase DUSP6 

(« Dual Specificity Phosphatase 6 »). Ceci a pour conséquence de diminuer la phosphorylation et 

donc l’activité de ERK conduisant à une modulation négative de l’angiogenèse (Falco et al. 2012; 

Yunoki et al. 2015). Par ailleurs, BAG3 module positivement l’activité GTPase de Rac1 et interagit 

avec RAPGEF6 (« Rap Guanine nucleotide Exchange Factor 6 »), un activateur de la GTPase Rap1 

suggérant donc une potentielle modulation de son activité GTPase également (Iwasaki et al. 2007, 

2010). Dans un contexte de lignée de carcinome mammaire, la phosphorylation de FAK est 

modulée par BAG3 de façon dépendante de son domaine PxxP et de la kinase Src (Kassis et al. 

2006). Ces études associent BAG3 à la dynamique du cytosquelette d’actine, entre autres dans les 

processus d’adhésion, de motilité et de migration cellulaire. 
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Ensemble, ces évidences suggèrent que BAG3 serait une plateforme d’interaction favorisant ou 

empêchant l’association entre des protéines possédant une activité enzymatique et leurs substrats. 

Cette fonction serait en ligne avec le rôle des chaperons et des co-chaperons dans 

l’assemblage/désassemblage de complexes protéiques. Bien que son rôle en tant que plateforme de 

signalisation soit peu étudié, il apparaît que ses différents domaines et motifs d’interactions 

protéine-protéine font de BAG3 une plateforme d’interaction importante, permettant entre autres de 

relier le système chaperon HSP70 et des réseaux de signalisation complexes notamment ceux qui 

contrôlent l’organisation du cytosquelette. Néanmoins, aucune étude à notre connaissance n’a 

démontré un lien entre l’activité signalétique de BAG3 et son rôle de co-chaperon de HSPB8. 

Et pour cause, les fonctions du complexe BAG3-HSPB8 ont majoritairement été caractérisées dans 

le contexte de stress protéotoxique où l’activité de ce dernier est requise pour le ciblage sélectif des 

protéines à la machinerie autophagique ou leur séquestration à l’agrésome, dont le mécanisme 

moléculaire sera décrit dans la section ci-après (1.3.3). De plus, jusqu’à nos travaux publiés en 

2015, la fonction de BAG3 était associée à son interaction avec HSP70. Nous sommes donc les 

premiers à avoir identifiée une fonction de BAG3 indépendante de HSP70 mais dépendante de 

HSPB8, dans la division cellulaire des cellules cancéreuses (section 1.4.4. et Fuchs et al. 2015, 

annexe 1). Les travaux de cette thèse s’intéresseront donc au rôle fonctionnel de BAG3 en tant 

que plateforme signalétique en relation avec sa fonction de co-chaperon de HSPB8 (chapitre 4 et 

annexe 2).  

 

1.3.3. Le complexe chaperon BAG3-HSPB8 dans le processus d’autophagie sélective. 

 

La sélection des protéines endommagées peut être assistée par des chaperons et co-chaperons 

moléculaires, qui coopèrent avec la machinerie autophagique (Kettern et al. 2010; Bandyopadhyay 

et al. 2010; Ulbricht et Höhfeld 2013; Behl 2016). Le co-chaperon BAG3 exerce une fonction 

centrale dans la médiation de l'induction et de l'accomplissement de l'autophagie sélective des 

agrégats protéiques (Behl 2011, 2016). BAG3 est également impliquée dans une des voies de la 

formation de l’agrésome (Gamerdinger et al. 2011). Notamment, BAG3 est un adaptateur sélectif de 

la voie agrésome-autophagie, mais ne possède pas de domaine LIR (motif d’association à LC3), ni 

de domaine d’interaction à l’ubiquitine : elle exécute sa fonction en interagissant avec les chaperons 

moléculaires HSC/HSP70 et HSPB8 et avec p62. 
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1.3.3.1. Induction de l’autophagie sélective par le complexe BAG3-HSPB8. 

 

La première étude à suggérer l’implication de ce complexe dans l’induction de la voie autophagique 

a été menée par l’équipe du Dr J. Landry (Carra et al. 2008b). Après avoir initialement démontré 

qu’une surexpression de HSPB8 prévient l'accumulation de protéines à tendance à l'agrégation 

(forme pathogénique de la protéine Huntingtin, Htt43Q, qui s’agrège spontanément ; Carra, 

Sivilotti, Zobel, et al. 2005), l’équipe a rapporté que la formation d’un complexe stable BAG3-

HSPB8 est essentielle pour l'activité du chaperon. En outre, une surexpression de BAG3 stimule la 

dégradation de Htt43Q, tandis que sa déplétion par siARN empêche cette dégradation induite par 

HSPB8 au même titre que l’inhibition de l’autophagie (Carra et al. 2008b). Ensemble, ces résultats 

suggéraient que le complexe BAG3-HSPB8 pouvait stimuler la dégradation de protéines agrégées 

par la voie autophagique.  

 

S’en est suivi plusieurs études qui ont confirmé cette fonction de BAG3. Par exemple, il a été 

montré que la surexpression de BAG3 faciliterait la séquestration des substrats de HSP70 dans des 

« p62 bodies », co-distribuant avec LC3, ce qui favoriserait le ciblage des substrats de HSP70 vers 

la dégradation autophagique (fig. 1.14 ; Minoia et al. 2014). L’ubiquitination des substrats de 

HSC/HSP70 s’effectuerait par CHIP, une ubiquitine ligase associée à HSC70 qui mène à 

l’ubiquitination de protéines reconnues par ces chaperons (Stankiewicz et al. 2010; Meacham et al. 

2001; Gamerdinger, Carra, et Behl 2011). Bien que ces observations suggèrent une implication de 

BAG3 dans la modulation de l’autophagie sélective, le mécanisme moléculaire précis par lequel 

BAG3 agit dans cette voie est encore peu connue à l’heure actuelle.  

 

Récemment, les travaux du laboratoire ont démontré pour la première fois que lors de l’inhibition 

du protéasome, qui induit un stress protéotoxique, HSPB8 contribue à l'agrégation contrôlée des 

protéines ubiquitinées via la modulation de l'assemblage moléculaire des « p62 bodies », en amont 

de leur transport vers l'agrésome (fig. 1.14 et 1.15; Guilbert et al. 2018). En outre, HSPB8 et BAG3 

maintiennent les niveaux d’expression de p62 ainsi que de sa phosphorylation sur S349 lors de 

l’inhibition du protéasome. Puisque la phosphorylation de S349 régule la voie Keap1-Nrf2, en 

corrélation avec ces observations, les niveaux de Nrf2 sont aussi régulés par BAG3 et HSPB8. De 

manière importante, la codistribution induite par le stress des « p62 bodies » avec Keap1 est 

abrogée suivant la déplétion de HSPB8 ou BAG3 (Guilbert et al. 2018). Ensemble, ces résultats ont 

ainsi permis de découvrir que HSPB8, en association avec BAG3, jouerait un rôle central dans 
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l’assemblage des « p62 bodies » coordonnant la séquestration des protéines ubiquitinées avec une 

réponse cytoprotectrice via Nrf2. 

 

Figure 1.14 : Modèle du mécanisme par lequel BAG3-HSPB8 aiderait au ciblage de protéines poly-
ubiquitinées à la machinerie autophagique. 
 

1.3.3.2. Implication du complexe BAG3-HSPB8 dans le ciblage des protéines ubiquitinées à 

l’agrésome. 

 

BAG3 serait un acteur clé du ciblage des micro-agrégats de protéines poly-ubiquitinées à 

l’agrésome : la déplétion de BAG3 conduit, en effet, à une diminution du transport des micro-

agrégats et par conséquent à une diminution de la formation de l’agrésome (Gamerdinger et al. 

2011; Watanabe et al. 2016; Guilbert et al. 2018). Pour rappel, l’agrésome est une structure 

péricentrosomal formé par l’agrégation de micro-agrégats, présentant un enrichissement de 

systèmes chaperons et machinerie protéasomale et autophagique. Il est suggéré constituer un centre 

de stockage facilitant la dégradation et donc l’élimination des protéines contenues dans les micro-

agrégats. Le modèle actuel est que HSPB8, en plus de favoriser la formation des « p62 bodies », 

faciliterait leur couplage à BAG3 en condition d’inhibition du protéasome (Guilbert et al. 2018). 

Ensuite, BAG3 faciliterait le transport actif et le ciblage à l’agrésome des « p62 bodies » et/ou des 

substrats ubiquitinés de HSP70, en stimulant leur transfert au complexe moteur dynéine (fig. 1.15; 

Gamerdinger et al. 2009, 2011; Arndt et al. 2010; Ulbricht, Arndt, et Höhfeld 2013; Xu et al. 2013; 

Minoia et al. 2014; Guilbert et al. 2018). L’association de BAG3 avec dynéine pourrait s’effectuer 

soit de façon directe via le domaine PxxP de BAG3 (Gamerdinger et al. 2011); soit indirectement 

via l’association à la protéine adaptatrice 14-3-3 et de façon dépendante de la phosphorylation des 

résidus S136 et S173 de BAG3 (Xu et al. 2013). Dans notre étude, la formation de l’agrésome 

dépendrait de la phosphorylation de BAG3 sur ces sites mais pas de son domaine de signalisation 

PxxP (fig. 1.15; Guilbert et al. 2018). Ceci suggère que dans notre modèle, la délétion du domaine 

PxxP et donc la perte d’interaction à la dynéine pourrait être compensée par l’interaction 14-3-3-
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dynéine. Enfin, la présence de p62 à l’agrésome est présumée favoriser le recrutement de 

phagophores, conduisant à la reconnaissance des cargos par l’autophagosome et stimulant ainsi 

l’agréphagie (Gamerdinger et al. 2009, 2011; Arndt et al. 2010; Matsumoto et al. 2011; Ulbricht et 

Höhfeld 2013; Lin et al. 2013; Lim et al. 2015). 

 

Figure 1.15 : Modèle de formation de l’agrésome dépendante de BAG3. HSPB8 coopère avec BAG3 pour 
coordonner la séquestration de protéines ubiquitinées et la réponse adaptative cellulaire lors de l’inhibition du 
protéasome dépendante de la formation des « p62 bodies ».  
 

De manière importante, l’autophagie sélective et le complexe BAG3-p62-HSC70-HSPB8 sont 

requis pour l’intégrité des structures à base d’actine dans les cellules musculaires, mécanisme qui 

sera décrit en détail dans le prochain paragraphe (1.3.4.1). La prochaine section présentera 

également les observations qui ont identifié une implication du complexe chaperon BAG3-HSPB8 

dans la modulation de du cytosquelette d’actine dans différents contextes cellulaires. 

 

1.3.4. Le contrôle de qualité des protéines du cytosquelette d’actine par BAG3. 

 

1.3.4.1. L’autophagie induite par la tension mécanique : BAG3 coordonne l’autophagie 

sélective assistée par les chaperons (CASA). 

 
De façon importante, l’équipe du Dr. Höfheld a identifié le mécanisme de CASA comme étant 

essentiel pour le maintien de l’intégrité de l’architecture du cytosquelette d’actine dans les cellules 

musculaires et du muscle dans son intégralité. Les auteurs ont également mis en évidence que la 

CASA est conservée de la drosophile à l’homme où l’autophagie sélective médiée par le complexe 

BAG3-p62-HSC70-HSPB8 est requise pour le maintien de l’intégrité du disque Z et donc de la 
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stabilité des myofibrilles lorsque les cellules musculaires sont soumises à des tensions mécaniques 

(Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013; Kathage et al. 2017).  

 

BAG3 faciliterait la formation d’un complexe constitué de HSPB8, p62, HSC70 et de l’ubiquitine 

ligase CHIP au niveau du disque Z (Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013). CHIP a été identifiée 

comme constituant de ce complexe et son association au complexe est favorisée par HSC70 dans les 

cellules musculaires squelettiques (Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013). Ceci est suggéré 

conduire au recrutement de p62 permettant la séquestration des protéines ubiquitinées dans les 

« p62 bodies » et faciliter de ce fait la formation des autophagosomes (Gamerdinger et al. 2009, 

2011; Arndt et al. 2010; Ulbricht et Höhfeld 2013; Guilbert et al. 2018). Les déterminants 

moléculaires responsables du recrutement de p62 au complexe demeurent imprécis cependant. Dans 

ce modèle, il est également présumé que HSPB8 aiderait à la reconnaissance de la filamine 

dénaturée par les contraintes mécaniques, mais une telle fonction reste à être démontrée clairement. 

Par ailleurs, sur la base de nos récents travaux, on peut penser que la fonction de HSPB8 

interviendrait en amont de BAG3-HSC70 dans la régulation de la formation des « p62 bodies » et 

que la machinerie de la CASA pourrait plutôt être recrutée par HSPB8 via BAG3 (Guilbert et al. 

2018). Quoi qu’il en soit, la formation de ce complexe multi-chaperon induit la dégradation par 

autophagie sélective de filamine endommagée par les tensions mécaniques induites par la 

contraction musculaire.  

 

À travers son association à SYNPO2, BAG3 favoriserait la formation de l’autophagosome puisque 

SYNPO2 assurerait la liaison entre BAG3 et une machinerie de fusion des membranes essentielles  

pour la formation de l’autophagosome (Ulbricht et al. 2013). Par ailleurs, le domaine WW de BAG3 

est suggéré assurer également l’interaction avec des inhibiteurs (LATS1 [« Large Tumor 

Suppressor Kinase 1 »], AMOTL1 et AMOTL2 [« Angiomotin-like protein » 1 ou 2]) des co-

activateurs de facteurs de transcription YAP/TAZ (« Yes-Associated Protein »)/TAZ 

(« Tafazzine »). Ceci a été corrélé avec la translocation de YAP/TAZ au noyau et la transcription de 

filamine en réponse aux tensions mécaniques. Un tel mécanisme moléculaire contribuerait donc à 

l’homéostasie des cellules musculaires en dirigeant d’une part l’élimination de filamine dénaturée 

par les tensions mécaniques, et d’autre part, son renouvellement via la transcription dépendante de 

YAP/TAZ (Ulbricht et al. 2013). Il n’est donc pas surprenant que l’altération de la CASA soit 

corrélée avec une désintégration du disque Z et une faiblesse musculaire progressive chez les 

mouches, les souris et les hommes, suggérant que ce mécanisme est important pour la maintenance 

des structures cellulaires à base d’actine (Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013). Ces études ont 
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donc fait la preuve de concept que la dégradation de filamine par la CASA contribue à la 

mécanotransduction dans les cellules musculaires. 

 

Récemment, le même groupe a mis en évidence dans des cellules musculaires lisses soumises à des 

contraintes mécaniques que BAG3, via son implication dans la CASA, initie l’autophagie sélective 

aux niveaux des fibres de stress, où est observée une dénaturation de filamine, en favorisant 

l’inhibition locale de mTORC1 (Kathage et al. 2017). Ce mécanisme est facilité par l'interaction de 

BAG3, via son domaine WW, avec TSC1 (« Tuberous Sclerosis protein 1 ») qui forme un 

complexe inhibiteur de mTORC1 en association à TSC2 (« Tuberous Sclerosis protein 2 »). Cette 

association entraînerait le recrutement du complexe inhibiteur TSC aux sites de dénaturation de 

filamine où il agirait sur une sous-population de vésicules mTOR positives associées au 

cytosquelette d’actine. De façon concomitante, la séquestration de TSC1/TSC2 par BAG3 lèverait 

l’inhibition de mTORC1 dans le reste de la cellule, et stimulerait de ce fait la synthèse protéique. 

Cette étude suggère alors que la régulation spatiale de mTORC1 exercée par BAG3 pourrait 

coordonner une induction simultanée de l’autophagie et de la synthèse protéique dans le but de 

maintenir un protéome intact, et en l’occurrence assurer l’intégrité des protéines du cytosquelette 

lorsque les cellules subissent des contraintes mécaniques. 

 

En conclusion, ces études suggèrent que BAG3 et ses partenaires autophagiques sont impliqués 

dans un mécanisme sélectif de contrôle de qualité des protéines du cytosquelette d’actine induit par 

la tension mécanique dans les cellules musculaires, assurant simultanément la dégradation 

autophagique de substrats spécifiques et stimulant leur synthèse de novo. La CASA serait ainsi un 

mécanisme moléculaire impliqué dans la mécanotransduction dans les cellules musculaires et 

jouerait donc un rôle important dans le maintien de l’intégrité et de l’organisation des structures à 

base d’actine. 

 

1.3.4.2. Importance fonctionnelle de BAG3 dans la modulation de structures cellulaires à base 

d’actine. 

 

1.3.4.2.1. Influence sur la polymérisation et la dynamique de l’actine. 

 

De manière importante, il a été montré que le chaperon CCT est également associé à BAG3 

(Fontanella et al. 2010). En effet, une étude a mis en évidence que BAG3 influence la disponibilité 

des monomères d’actine correctement conformés, en association avec CCT (Fontanella et al. 2010). 
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Cette interaction est favorisée par le domaine BAG de BAG3 suggérant une potentielle implication 

de l’association entre BAG3 et HSP70. En outre, dans des cellules pancréatiques saines, la 

déplétion de BAG3 induit une perturbation de la polymérisation de la F-actine, traduit par une 

sécrétion plus élevée d’insuline par ces cellules (Iorio et al. 2015). En effet, la stimulation des 

cellules pancréatiques au glucose conduit à une libération d’insuline par exocytose, processus 

nécessitant la phosphorylation de FAK et induisant la dépolymérisation de la F-actine au site de 

sécrétion (Rondas, Tomas, et Halban 2011; Kalwat et Thurmond 2013). Or, il a été montré qu’au 

cours de ce processus, BAG3 est phosphorylée de manière dépendante de FAK (Iorio et al. 2015) 

suggérant que la phosphorylation de BAG3 pourrait potentiellement contribuer à sa fonction sur le 

remodelage du cytosquelette d’actine. 

 

Finalement, une étude suggère que BAG3 pourrait favoriser la dé-oligomérisation des larges 

oligomères de HSPB1 (Rauch et al. 2017). Cette observation ouvre les portes sur un potentiel 

mécanisme de modulation de l’actine par BAG3 encore inconnu : puisque la dé-oligomérisation 

sous forme de dimères de HSPB1 favorise la libération des monomères d’actine participant ainsi à 

la dynamique du cytosquelette (Guilbert, Varlet et al, 2015). Il serait donc concevable que BAG3 

puisse favoriser ce processus via son association à HSPB1.  

 
1.3.4.2.2. Adhésion, migration et motilité. 

 

Pour rappel, BAG3 possède un domaine WW et des motifs PxxP (fig. 1.12). Comme décrit 

précédemment, les domaines WW ont été fréquemment identifiés dans les protéines structurales et 

de signalisation impliquées dans de nombreux processus cellulaires incluant la modulation des 

cytosquelettes. Les motifs PxxP eux, sont caractérisés pour interagir avec des protéines à domaine 

SH3 présents dans les protéines des voies de signalisation, régulant entre autres le cytosquelette 

d’actine, et dont l’importance fonctionnelle n’est plus à démontrer dans la régulation des voies de 

transduction du signal et dans la signalisation cytoplasmique.  

 

Une étude a montré que synaptopodine 2 (SYNPO2 ou myopodine), une protéine de réticulation des 

filaments d’actine qui interagit avec filamine et α-actinine dans les cellules musculaires, s’associe à 

BAG3 via son domaine WW (Linnemann et al. 2013; Ulbricht et al. 2013). En outre, SYNPO2 

induirait l'assemblage de faisceaux d'actine périphériques et d’adhésions focales immatures pour 

favoriser la formation de lamellipodes et la migration des cellules cancéreuses prostatiques(Kai et 
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al. 2015). Cependant, une fonction pour cette interaction BAG3-SYNPO2 dans la modulation du 

cytosquelette d’actine n’a pas été explorée. 

 

Néanmoins, une fonction plus concrète de BAG3 via son domaine WW dans la modulation du 

cytosquelette d’actine a été reportée dans l’étude d’Iwasaki et al. 2010. En effet, par l’intermédiaire 

de son domaine WW, BAG3 s’associe directement avec PDZGEF2 (ou RAPGEF6) ce qui module 

l’adhésion cellulaire (Iwasaki et al. 2010). PDZGEF2 (facteur d’échange de nucléotides 

guanyliques = « Guanine Exchange Factor » ou GEF) est un activateur de la petite GTPase Rap1 

qui permet la modulation du remodelage du cytosquelette d’actine principalement en relation avec 

l’adhésion cellulaire médiée par les intégrines (Caron 2003). Notamment, des cellules exprimant 

une protéine mutante de BAG3 dépourvue du domaine WW, adhèrent moins et perdent leur 

mobilité, suggérant que le domaine WW est important pour l’adhésion cellulaire médiée par les 

intégrines.  
 

D’autre part, il a été suggéré que BAG3 module l’adhésion et la migration en diminuant l’activité 

des protéines des FA (Kassis et al. 2006). En effet, dans des cellules de carcinome mammaire, il 

semble que la surexpression de BAG3 sauvage (WT) ou d’une protéine BAG3 mutante dépourvue 

du domaine PxxP (ΔPxxP) diminuerait ou augmenterait respectivement, l’adhésion ainsi que la 

migration des cellules. Dans les cellules surexprimantBAG3 (ΔPxxP), une légère augmentation de 

la quantité de FA a été observée ; cependant, il a principalement été rapporté une redistribution de 

celles-ci en périphérie des cellules. D’ailleurs, ceci a été corrélé avec une réorganisation de 

l’actine : une augmentation du nombre de fibres de stress et de l’épaisseur des filipodes a été 

observée dans ces cellules. Enfin, une augmentation du niveau de phosphorylation de FAK et de 

paxilline a également été notée (en ligne avec un renouvellement et une redistribution des FA). 

Ensemble, ces résultats suggèrent que BAG3 pourrait réguler négativement l’activité de FAK et 

impacter de ce fait sur la dynamique d’adhérence cellulaire, c'est-à-dire sur l’assemblage et le 

désassemblage des adhésions focales et la migration via son domaine PxxP (Kassis et al. 2006). 

 

Les travaux d’Iwasaki et al, ont montré à l’inverse qu’une surexpression de BAG3 augmente la 

motilité cellulaire et que la réduction des niveaux protéiques de BAG3 dans différentes lignées 

cancéreuses épithéliales induit une diminution de l’adhésion, de la motilité cellulaire et de la 

capacité d’invasion (Iwasaki et al. 2007). Ceci est associé à une diminution de l’activité de Rac1, 

suggérant donc que BAG3 pourrait réguler l’activité de Rac1. D’ailleurs, BAG3 est enrichie au 

front de migration des cellules et co-distribue partiellement avec l’actine dans le lamellipode. Ce 
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résultat suggère que BAG3 serait recrutée dans des structures cellulaires dans lesquelles sont 

requises une haute dynamique d’actine, en l’occurrence une polymérisation d'actine active et la 

nucléation branchée par Arp2/3, ainsi que l’induction de l’autophagie (Lee et al. 2010). Enfin, in 

vivo, une réduction de BAG3 dans des xénogreffes diminue la croissance des tumeurs, l’invasion et 

la formation de métastases. Ainsi, les hauts niveaux protéiques de BAG3 dans les cellules 

cancéreuses épithéliales pourraient être pertinents pour favoriser les mécanismes d’invasion 

tumorale et de métastases (Iwasaki et al. 2007).  

 

Par la suite, il a été montré qu’une diminution de BAG3 dans des cellules thyroïdiennes cancéreuses 

induit une augmentation de la migration et de l’invasion cellulaire (Meng et al. 2014) ainsi que de 

l’EMT, processus par lequel les caractéristiques des cellules épithéliales sont perdues en faveur 

d’un phénotype mésenchymateux. Les cellules tumorales détournent ce mécanisme normalement 

crucial au moment du développement embryonnaire afin d’envahir les tissus avoisinants (Yeung et 

Yang 2017). Une marque bien établie de l’EMT est la réduction ou la perte de l’expression de E-

cadhérine (Schmalhofer, Brabletz, et Brabletz 2009). Entre autres, le facteur de transcription ZEB1 

(« Zinc finger E-box-binding homeobox 1 »), qui est un répresseur direct de la transcription de E-

cadhérine, est l’un des inducteurs clés de l’EMT dont la surexpression est associée à la 

tumorigénèse et à la formation de métastases des carcinomes (Schmalhofer, Brabletz, et Brabletz 

2009). Or, la diminution de BAG3 induit l’augmentation de l’expression de ZEB1, et donc une 

diminution de E-cadhérine, induisant de ce fait l’EMT (Meng et al. 2014). Ces résultats suggèrent 

que BAG3 est un régulateur de l’expression de ZEB1 dans le processus d’EMT et de ce fait un 

régulateur de la formation de métastases dans le cas d’un cancer thyroïdien. Un fait intéressant à 

noter est que plusieurs études ont aussi établies un lien entre l’autophagie et l’EMT (Pang 2016; 

Zsiros 2017; Dower et al. 2018). 

 

En contraste, d’autres études ont mis en évidence qu’une diminution de l’expression deBAG3 dans 

des lignées ou tissus dont l’expression basale de BAG3 est élevée (hépato-carcinomes humains 

(Xiao et al. 2014), cancers colorectaux humaines (Shi et al. 2016) et cancers du col utérin (Song et 

al. 2017), conduit à une diminution de la prolifération, de la migration, de l’invasion ainsi qu’une 

réversion de l’EMT. Ceci se traduit par une augmentation de l’expression de E-cadhérine, et une 

diminution de N-cadhérine, vimentine ainsi que des métalloprotéinases matricielles MMP-2 et 

MMP-9 (Xiao et al. 2014; Shi et al. 2016; Song et al. 2017). In vivo, la diminution des niveaux 

protéiques de BAG3 dans un modèle de xénogreffes inhibe la croissance tumorale et l’expression 

des marqueurs de l’EMT (Song et al. 2017). Ainsi, ces études ont mis en avant que la surexpression 
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de BAG3 dans des cellules cancéreuses favorise la progression tumorale et les processus 

métastatiques.  

 

Remarquablement, les résultats de ces études s’opposent : une surexpression ou une déplétion de 

BAG3 conduit soit aux mêmes phénotypes soit aux phénotypes inverses. Ceci pourrait s’expliquer 

par le fait qu’une dérégulation, positive ou négative, des niveaux de BAG3 conduirait à un 

débalancement des complexes protéiques et/ou de l’activité de protéines modulées par celui-ci, 

perturbant alors les mêmes voies de signalisation. De plus, il est important de prendre en 

considération le contexte cellulaire, puisque chaque cancer est capable de détourner différemment 

des voies de signalisation. Au final, le point convergeant est que l’expression contrôlée de BAG3 

est primordiale pour maintenir des processus cellulaires normaux. Cependant, il apparaît que BAG3 

puisse être soit bénéfique soit préjudiciable à la progression tumorale dépendant du contexte 

cellulaire, et qu’une meilleure compréhension moléculaire de l’action de BAG3 et de sa régulation 

dans différents contextes est requise. 

 

Ainsi, aucune de ces études n’a adressé le rôle des différents chaperons associés à BAG3. Le mode 

d’action de BAG3 et de ses partenaires dans l’invasion tumorale demeure donc imprécis. Sur la 

base de l’étude de Colvin et al. 2014, il est permis de penser que dans certains contextes, sa fonction 

de co-chaperon via HSP70 et/ou HSPB8 puisse contribuer à ses effets sur la dynamique du 

cytosquelette d’actine. Dans le contexte des cellules musculaires par contre, outre le mécanisme de 

la CASA, des évidences claires impliquent la fonction de BAG3 en tant co-chaperon de 

HSC/HSP70 dans le contrôle de qualité des structures d’actine contractiles, et seront décrites 

maintenant. 

 

1.3.4.2.3. Stabilité et intégrité du disque Z. 

 

Dans les cellules musculaires, BAG3 joue un rôle essentiel dans la stabilité structurale du disque Z. 

L’invalidation du gène bag3 dans des souris (souris « knock out » bag3-/-) ou l’application 

d’étirements mécaniques sur des cardiomyocytes de rats néonataux dépourvus de BAG3 perturbe 

l’ultrastructure du disque Z et par conséquent engendre la désintégration des myofibrilles (Homma 

et al. 2006; Hishiya, Kitazawa, et Takayama 2010; Ruparelia et al. 2014). Entre autres, les souris  

bag3-/- présentent une dégénérescence accélérée des muscles les plus sollicités, comme ceux de la 

jambe ou du diaphragme (Homma et al. 2006). Le même phénotype a été observé avec l’orthologue 

de BAG3, Starvin chez la drosophile, c'est-à-dire qu’une diminution de l’expression de la protéine 
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entraîne la désintégration du disque Z résultant en une altération générale de la fonction des cellules 

musculaires (Arndt et al. 2010). Ceci a mis en évidence que BAG3 est importante pour la survie des 

myotubes matures et donc pour la maintenance du muscle squelettique mature. Remarquablement, 

BAG3 co-localise dans le disque Z avec deux des ABP primordiales pour la structure de celui-ci : 

α-actinine (Homma et al. 2006; Arndt et al. 2010) et CapZβ1, une sous-unité de CapZ (Hishiya, 

Kitazawa, et Takayama 2010). De plus, HSC70 favorise l’activité de coiffage de CapZβ1(Tardieux 

et al. 1998) et il a été mis en évidence que BAG3 module l’interaction entre HSC70 et CapZβ1 afin 

d’assurer la localisation de CapZ au disque Z et empêcher sa dégradation par la voie du protéasome 

(Hishiya, Kitazawa, et Takayama 2010). Notamment, la surexpression de CapZβ1 inhibe la 

perturbation myofibrillaire dans les cellules déplétées en BAG3. Ensembles, ces résultats suggèrent 

un rôle de BAG3 dans le soutien des connexions cytosquelettiques entre le disque Z et les 

myofibrilles, dans la stabilisation de la structure des myofibrilles et dans l’inhibition de la 

dégénérescence myofibrillaire en réponse à des contraintes mécaniques. Ces résultats appuient aussi 

l’importance de la relation étroite entre les fonctions cellulaires et l’architecture ainsi que l’intégrité 

structurale du cytosquelette d’actine. Corroborant  cette idée, il a aussi été suggéré que l'association 

de BAG3 avec la chaine lourde de myosine II est nécessaire à la stabilisation des myofibrilles dans 

le muscle squelettique en prévenant son ubiquitination et sa dégradation protéasomale (Hong et al. 

2016). Cependant, l’étude ne s’est pas intéressée à un potentiel lien avec HSC/HSP70 ou HSPB8.  

 

L’ensemble de ces observations suggère que BAG3 est une composante importante dans le CQP du 

cytosquelette d’actine et de ses protéines régulatrices dans le contexte des cellules musculaires. 

Dans les cellules non musculaires, BAG3 émerge comme une protéine modulatrice de la dynamique 

du cytosquelette d’actine via son rôle d’adaptateur dans la signalisation cellulaire, mais 

l’implication de ses chaperons associés dans de telles fonctions a été très peu étudiée. Par ailleurs, 

l’émergence du rôle de l’autophagie sélective dans le remodelage dynamique du cytosquelette 

d’actine, incluant le mécanisme de la CASA, appuie l’importance d’une régulation spatio-

temporelle de la dégradation ciblée de protéines dans ce processus. L’étude sur la fonction de p62 

en tant que modulateur spatio-temporel des niveaux de RhoA actif pendant la migration cellulaire 

est un exemple qui illustre bien ce principe (Belaid et al. 2014).  

 

Aussi, de nombreux processus cellulaires requièrent une haute dynamique d’actine et la 

mécanotransduction, comme l’adhésion cellulaire, la migration et le renouvellement des FA, et 

mettent en jeu l’activité de BAG3 et l’autophagie. Bien que la CASA a été étudiée uniquement dans 
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les cellules musculaires pour le moment, il ne serait toutefois pas étonnant que la CASA soit 

également impliquée dans la régulation de ces processus.  

 

Par ailleurs, bien que HSPB8 possède des fonctions en lien avec le cytosquelette d’actine, jusqu’à 

récemment, aucune démonstration claire de cette fonction du chaperon n’était établie, ni si celle-ci 

mettait en jeu son interaction avec BAG3. En effet, nous avons depuis peu identifié une fonction 

pour le complexe BAG3-HSPB8 lors de la division cellulaire, donc un processus indépendant du 

stress, dans la facilitation du remodelage du cytosquelette d’actine (Fuchs et al, 2015; Varlet et al, 

2017). Ces travaux feront l’objet d’une discussion approfondie à la section 1.4.4. Néanmoins, les 

mécanismes moléculaires orchestrant la modulation du cytosquelette d’actine par le complexe 

chaperon BAG3-HSPB8 restent à élucider. 

 

Dans l’optique d’évaluer et de préciser l’impact de BAG3 sur le remodelage du cytosquelette 

d’actine, le contexte de la division des cellules cancéreuses nous est apparu comme un modèle de 

choix. En effet, puisque la mitose nécessite le remodelage des structures cellulaires le plus drastique 

au cours de la vie d’une cellule et que le cytosquelette d’actine subit des tensions mécaniques 

importantes au cours de ce processus, nous avons émis l’hypothèse que le complexe chaperon 

BAG3-HSP70-HSPB8-p62 contribuerait à soutenir le remodelage des structures cellulaires à base 

d’actine qui dirigent la division cellulaire. La prochaine section aura pour but d’exposer les 

mécanismes moléculaires qui gèrent les différentes étapes de la division mitotique, en se 

concentrant majoritairement sur la modulation du remodelage du cytosquelette d’actine. Nous 

introduirons également les résultats du laboratoire concernant l’implication des membres du 

complexe chaperon BAG3-HSP70-HSPB8-p62 dans la division cellulaire. 

 

1.4. Contribution de BAG3-HSPB8 dans les changements drastiques de l’architecture 

du cytosquelette d’actine pendant la mitose qui guide le positionnement du fuseau 

mitotique. 
 

Le cycle cellulaire consiste en la duplication fidèle du génome pendant la phase S (phase de 

synthèse) et en la séparation uniforme des chromosomes et des composants subcellulaires dans deux 

cellules filles identiques au cours de la mitose (phase M). Ces deux étapes fondamentales sont 

séparées par des phases « d’intervalle » G1 et G2 qui sont requises pour préparer la réplication de 

l’ADN ainsi que le bon déroulement de la mitose. L’interphase correspond au regroupement des 

phases G1, S et G2 (fig. 1.16). D’une manière générale, le cycle cellulaire, et particulièrement les 
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transitions entre les différentes phases, sont contrôlées par les kinases dépendantes des cyclines 

(« Cyclin Dependent Kinase » ou CDK) qui sont exprimées de façon constitutive dans les cellules. 

Néanmoins leur activité est dépendante de leur liaison à leurs sous-unités régulatrices : les cyclines. 

Ces protéines sont synthétisées et dégradées de manière cyclique à des moments spécifiques du 

cycle, contrôlant ainsi la coordination de l'activation des CDK et assurant de ce fait la progression 

du cycle cellulaire (Morgan 1995). Par exemple, CDK1, en association avec cycline B, est la kinase 

majeure du contrôle de l’entrée et de la sortie des cellules en mitose (fig. 1.17 ; Moreno, Hayles, et 

Nurse 1989; Murray, Solomon, et Kirschner 1989; Malumbres et Barbacid 2005). 
 

La phase M comprend elle-même deux étapes : la mitose, où la cellule va procéder à la séparation 

physique du matériel génétique en cinq phases soit la prophase, la prométaphase, la métaphase, 

l’anaphase et la télophase ; et la cytokinèse, où la cellule répartit son cytoplasme, ses organelles et 

surtout procède à la séparation physique des cellules filles (= abscission). 
 

 

 
 
 
Figure 1.16: Représentation schématique du 
cycle cellulaire avec les complexes 
CDK/cyclines majeurs qui assurent la 
transition entre chaque phase (Morgan 
2008).  
 

 

 

 

 

 

Pour l’accomplissement de la mitose, une cellule réduit sa croissance, la transcription et subit des 

changements de structure et d'organisation cellulaires spectaculaires, incluant la condensation des 

chromosomes, le désassemblage des organelles (noyau, réticulum endoplasmique, appareil de 

Golgi) et le remodelage des cytosquelettes. Par conséquent, la mitose est un processus extrêmement 

complexe, précis et hautement contrôlé, gouverné par un réseau sophistiqué de protéines qui 

assurent une multitude d'interactions protéine-protéine régulées massivement par des modifications 

post-traductionnelles, notamment via la phosphorylation dynamique des protéines par les protéines 

kinases et les phosphatases (Mochida et al. 2010; Hara et al. 2012; Jeong et Yang 2013; Heim, 

Konietzny, et Mayer 2015; Ma et al. 2016; Parrilla et al. 2016; Kim, Fernandes, et Lee 2016; Wang 
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et al. 2016; Vigneron et al. 2016; Cuijpers et Vertegaal 2018; Castro et Lorca 2018; Nasa et 

Kettenbach 2018). Outre CDK1, de nombreuses kinases ont été répertoriées comme assurant une 

fonction mitotique importante telles que Aurora A ou PLK1 (« Polo-Like Kinase 1 »; Ferrari 2006; 

Salaün, Rannou, et Prigent 2008; Joukov et Nicolo 2018; Zheng et Yu 2018). 

 

Figure 1.17 : Les étapes de la mitose et les changements morphologiques cellulaires drastiques associés.  
La mitose se divise en cinq étapes. La prophase est marquée par la condensation de l’ADN, la rupture de 
l’enveloppe nucléaire et les centrosomes, futurs pôles du fuseau mitotique, se séparent. En prométaphase, la 
capture des chromosomes est initiée par les microtubules du fuseau mitotique en formation. La cellule 
commence à s’arrondir grâce au remodelage et à la contraction du cortex d’actomyosine. Lorsque chaque 
chromosome est attaché à une fibre du fuseau mitotique, ces derniers sont alors alignés à la plaque équatoriale 
de la cellule ou plaque métaphasique en métaphase. À ce stade, la cellule est ronde et les pôles du fuseau sont 
positionnés symétriquement de part et d’autre de la cellule, grâce aux microtubules astraux qui sont ancrés au 
niveau du cortex d’actomyosine (par exemple par la protéine motrice dynéine). Les chromatides sœurs sont 
séparées et tractées vers les centrosomes en anaphase A et la cellule commence à s’allonger. En anaphase B, 
une séparation physique du matériel génétique des futures cellules filles est assurée par la formation de 
l’anneau contractile, composé d’un réseau d’actomyosine, qui contracte le cortex formant ainsi le sillon de 
clivage. En télophase, la séparation des cellules s’achève : l’anneau se contracte jusqu’à former une structure 
compacte de microtubules (pont intercellulaire), les cellules se ré-étalent, les chromosomes se décondensent et 
l’enveloppe nucléaire se reforme. Enfin la séparation physique définitive a lieu par un processus nommé 
l’abscission. 
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L’entrée des cellules en mitose est marquée par une réorganisation drastique de l’ensemble des 

cytosquelettes cellulaires (fig. 1.17). Les filaments intermédiaires qui sont associés à l’enveloppe 

nucléaire, c'est-à-dire les lamines, qui assurent entre autres le soutien mécanique du noyau, sont 

également dissociées afin de faciliter le désassemblage de l’enveloppe nucléaire, processus nommé 

rupture de l’enveloppe nucléaire (« nuclear enveloppe breakdown » ou NEBD). L’intégralité du 

réseau de microtubules se réorganise afin de former le fuseau mitotique qui assure la capture des 

chromosomes, leur ségrégation et leur répartition. Enfin les structures à base d’actine, comme les 

fibres de stress ou les lamellipodes, sont désassemblées et réorganisées afin d’assurer 

l’arrondissement de la cellule et la formation d’un cortex rigide d’actomyosine qui guident 

l’orientation et le positionnement du fuseau mitotique. De manière importante, tant l’entrée des 

cellules en mitose que la cytokinèse, et même le cycle cellulaire d’une manière globale, dépendent 

d’un remodelage précis de structures à base d’actine (Heng et Koh 2010). 

 

L’assemblage du fuseau mitotique consiste en la nucléation et l’organisation des microtubules 

(MT), qui sont des polymères de tubulines α et β, à partir des centrosomes (Manning et Kumar 

2007; Bornens 2012). En dehors du cycle cellulaire, une cellule possède un seul centrosome, qui est 

le centre majeur d'organisation des microtubules. Sa duplication se produit une seule fois pendant le 

cycle cellulaire et est initiée en G1/S (Wang, Jiang, et Zhang 2014). Suite à leur séparation et leur 

maturation, à la transition G2/M et au début de la mitose, les centrosomes définissent alors les deux 

pôles du fuseau et pour permettre l'assemblage du fuseau mitotique juste après la NEBD (Wang, 

Jiang, et Zhang 2014; Asteriti, De Mattia, et Guarguaglini 2015; Joukov et Nicolo 2018). Le fuseau 

mitotique consiste alors en un réseau de MT dont on distingue trois catégories : les MT 

kinétochoriens (MT-k) qui capturent, attachent et assurent la médiation du mouvement des 

chromosomes à la plaque équatoriale lorsque chaque chromatide sœur de ceux-ci a été capturée par 

des MT-K émanant des pôles opposés (Dumont et Mitchison 2009; Foley et Kapoor 2013). La 

métaphase correspond donc au stade où tous les chromosomes sont alignés à la plaque équatoriale. 

L’anaphase est initiée uniquement lorsque tous les chromosomes sont attachés par les MT-K et 

qu’une tension adéquate, provenant de chaque pôle et qui « attire » chacune des chromatides sœurs, 

est appliquée sur les kinétochores (Bakhoum et al. 2009; Dumont et Mitchison 2009; Foley et 

Kapoor 2013). Les MT non-kinétochoriens ont un rôle plus structural : un glissement entre des nK-

MT provenant de pôles opposés permet de séparer les pôles et de stabiliser le fuseau mitotique 

(Dumont et Mitchison 2009). Enfin, les microtubules astraux (MT-A) émanent des pôles du fuseau 

et sont cruciaux pour le positionnement du fuseau mitotique (discuté section 1.4.2) car ils assurent 

son interaction avec le cortex d’actomyosine cellulaire (Bergstralh, Dawney, et Johnston 2017). 
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Devant l’ampleur des connaissances accumulées, nous allons ici décrire brièvement le contrôle de la 

transition G2/M et la régulation de la mitose par le complexe CDK1-cycline B et focaliser notre 

intérêt majoritairement sur les modifications de l’architecture du cytosquelette d’actine qui guident 

l’orientation du fuseau mitotique de la transition G2/M à la transition métaphase-anaphase.  

 

1.4.1. CDK1, la kinase majeure de la phase M qui contrôle l’entrée et la sortie de la mitose. 

 

La kinase 1 dépendante des cyclines ou CDK1 est un régulateur essentiel de nombreux processus 

mitotiques, notamment la condensation (Abe et al. 2011; Robellet et al. 2015) et la ségrégation des 

chromosomes (Kabeche et Compton 2013; Godek, Kabeche, et Compton 2015; Dumitru et al. 

2017), la rupture de l’enveloppe nucléaire (Lüscher et al. 1991; Georgatos, Pyrpasopoulou, et 

Theodoropoulos 1997; de Castro et al. 2017), ou encore la réorganisation des cytosquelettes dont la 

formation du fuseau mitotique. De ce fait, une dérégulation de l'activité de CDK1 entraîne des 

défauts sévères dans ces processus, conduisant à l'aneuploïdie (Tsichlis, Hatziapostolou, et Hinds 

2007; Ma et al. 2012; de Castro et al. 2017) 

 

L’activité de CDK1, conservée de la levure à l’humain, a été montrée être impérativement requise 

pour l’entrée des cellules en mitose, positionnant la kinase comme le régulateur clé de cette phase 

(Santamaría et al. 2007). Déjà, en culture cellulaire, l’inhibition de l’activité de CDK1 empêche la 

transition G2/M, traduit par un blocage de la cellule en phase G2 tardive (Vassilev 2006). In vivo, 

seule la perte de CDK1 dans des souris engendre une division cellulaire altérée, contrairement aux 

autres CDK, au tout début du développement embryonnaire (Santamaría et al. 2007). Ces résultats 

indiquent que l'activité de CDK1 ne peut pas être compensée par les autres CDK interphasiques, 

mais surtout signifient que CDK1 est absolument cruciale pour la division cellulaire. À l’inverse, 

CDK1 compense la perte des autres CDK et exécute tous les événements nécessaires à la gestion de 

la division cellulaire, révélant donc que CDK1 est la seule CDK essentielle du cycle cellulaire 

(Santamaría et al. 2007). 

 

Deux transitions majeures sont requises pour la division cellulaire : la transition G2/M et la 

transition métaphase/anaphase, toutes deux étant intimement reliées au contrôle de l’activité de 

CDK1. Comme mentionné plus tôt, l'expression de CDK1 est constante à travers le cycle cellulaire. 

Néanmoins, son activité est limitée principalement de la phase G2 à la sortie de la mitose, puisque 

celle-ci est étroitement reliée à l’oscillation de l’expression/dégradation temporelle des cyclines A 

et B (Hunt 1989; Draetta et al. 1989; Gautier et al. 1990; Roy et al. 1991; Pines et Hunter 1991). De 
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ce fait, l’entrée des cellules en mitose (transition G2/M) est dictée par l’activation de CDK1 grâce à 

son association aux cyclines et la modulation de sa phosphorylation, tandis que la sortie de la 

mitose (transition métaphase/anaphase) est gouvernée par son inactivation, via la dégradation des 

cyclines.  

 

1.4.1.1. Contrôle de l’entrée en mitose par l’activation de CDK1 : un rôle fondamental de sa 

liaison aux cyclines et de la modulation de sa phosphorylation. 

 

Plus précisément, cycline A est exprimée à la fin de la phase G1 tandis que le pic de synthèse de 

cycline B a lieu en phase G2 (Obaya et Sedivy 2002; Morgan 2008). Le modèle actuel suggère la 

formation du complexe CDK1-cycline A contribuerait à l’activation d’Aurora A pendant la phase 

G2, qui elle-même favorise l’activation de PLK1 (fig. 1.18; Vigneron et al. 2018; Zheng et Yu 

2018; Seki et al. 2008; Asteriti, De Mattia, et Guarguaglini 2015; Gheghiani et al. 2017; Joukov et 

Nicolo 2018). Ensuite, l’activation de CDK1 associée à cycline B serait initiée aux centrosomes par 

PLK1 et Aurora A (De Souza, Ellem, et Gabrielli 2000; Vigneron et al. 2018). En outre, un pic 

d’activité de CDK1-cycline B se produirait juste avant la NEBD (environ 10 minutes avant dans les 

cellules HeLa) et enclencherait l’entrée des cellules en mitose, coïncidant avec la translocation 

nucléaire du complexe (Murray, Solomon, et Kirschner 1989; Li, Meyer, et Donoghue 1997; 

Hagting et al. 1999; Takizawa et Morgan 2000; Gavet et Pines 2010). La translocation nucléaire de 

cycline B semble d’ailleurs dépendante de cycline A (Gong et al. 2007). Ensuite, l’augmentation 

progressive de l’activité du complexe coordonnerait les différents événements mitotiques (Gavet et 

Pines 2010).  

 

Au-delà de l’association aux cyclines, d’autres mécanismes contribueraient à la régulation de 

l’activité de CDK1. En outre, CDK1 est phosphorylée en interphase au sein de sa poche de liaison à 

l’ATP sur les résidus thréonine 14 (T14) et tyrosine 15 (Y15) inhibant de ce fait son activité kinase 

(Atherton-Fessler et al. 1994). À l’approche de la mitose, les phosphatases cdc25 (trois isoformes 

A, B et C) déphosphorylent ces deux résidus et assurent la levée de l’inhibition de CDK1 

(Strausfeld et al. 1991; Timofeev et al. 2010). En effet ces phosphatases sont à double spécificité, 

c'est-à-dire qu’elles déphosphorylent les résidus tyrosines comme sérines/thréonines. Aurora A et 

PLK1 participeraient à l’amplification de l’activation de CDK1 durant la phase G2 (Dutertre et al. 

2004; Cazales et al. 2005; Seki et al. 2008; Horn et al. 2010; Asteriti, De Mattia, et Guarguaglini 

2015) en phosphorylant et activant les phosphatases cdc25 (fig. 1.18; Dutertre et al. 2004; Cazales 

et al. 2005; Gheghiani et al. 2017; Vigneron et al. 2018). Par ailleurs, la phosphorylation de la T161 
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de CDK1 stabilise l’interaction à cycline B et assure une activation complète de la kinase 

(Ducommun et al. 1991; Larochelle et al. 2007). De nombreuses autres boucles de rétrocontrôle ont 

été identifiées et étudiées, mais ne seront pas présentées ici, dépassant le cadre de cette introduction 

de thèse. Toutefois, l’ensemble de ces éléments donnent un bref aperçu du haut niveau de régulation 

et de complexité des mécanismes qui contrôlent l’activation de CDK1 et par conséquent l’entrée des 

cellules en mitose. 

 

1.4.1.2. Inactivation de CDK1 via la dégradation des cyclines pour assurer la transition 

métaphase-anaphase. 

 

Le dernier aspect de la régulation de CDK1 implique la dégradation temporelle des cyclines par le 

protéasome. Le complexe APC/C (« Anaphase Promoting Complex/Cyclosome ») est une ubiquitine 

ligase E3 multi-protéique qui orchestre (entre autres) la transition métaphase-anaphase, à travers 

l’ubiquitination de substrats spécifiques en vue de leur dégradation protéasomale (fig. 1.18; Morgan 

1999; Golan, Yudkovsky, et Hershko 2002; Alfieri, Zhang, et Barford 2017; Kernan, Bonacci, et 

Emanuele 2018). L'activité d’APC/C dépend de deux cofacteurs, à savoir Cdc20 (« Cell division 

cycle 20 ») et Cdh1 (« CDC20 homolog 1 »), qui sélectionnent les cibles, c'est-à-dire d’importantes 

protéines régulatrices du cycle cellulaire (Alfieri, Zhang, et Barford 2017). La coordination de la 

progression du cycle induite par APC/C est donc obtenue par la spécificité des substrats mais aussi 

via sa régulation spatio-temporelle. En l’occurrence, APC/C devient actif en début de mitose et 

cible cycline A à la prométaphase (Furuno, Elzen, et Pines 1999; Elzen et Pines 2001). Un fait 

intéressant est l’observation qu’une proportion de cycline A persiste après la prométaphase et serait 

dégradée plus tardivement, par autophagie, supposément sélective puisque cycline A interagit et co-

localise partiellement avec p62 (Loukil et al. 2014). Bien que le rôle de l’autophagie demeure 

encore peu étudié pendant la mitose, la section (1.4.3) résumera l’état des connaissances actuelles à 

ce sujet. Enfin, l’ubiquitination de cycline B à la métaphase par APC/C (Clute et Pines 1999; 

Acquaviva et Pines 2006), aboutissant à sa dégradation par le protéasome, engendre l’inactivation 

de CDK1 contribuant alors à la transition vers l’anaphase (fig. 1.18; Rhind et Russell 2012). 
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Figure 1.18: Schéma récapitulatif de la régulation de l’activité du complexe CDK1-cycline B de la phase 
G2 à la transition métaphase-anaphase et les acteurs moléculaires impliqués (Vigneron et al. 2018). 
 

Il est à noter que dans le but d’étudier les événements se produisant dans les différentes phases 

mitotiques, de nombreuses méthodes de synchronisation de cellules ont été développées. Par 

exemple, il est possible d’inhiber la transition métaphase/anaphase, via l’inhibition du protéasome 

par le MG132. En outre, la division des cellules étant l’un des processus majeurs dérégulés pendant 

la tumorigénèse, il est d’une importance primordiale de disséquer minutieusement les processus 

moléculaires qui régissent cette étape du cycle cellulaire. D’ailleurs, des outils moléculaires tels que 

des inhibiteurs spécifiques de CDK1 comme le RO3306, ont été développés afin de limiter la 

croissance tumorale. Certains de ces outils ont été « détournés » afin de synchroniser des cellules 

dans le cycle cellulaire, juste avant l’entrée des cellules en mitose, à la transition G2/M. Différentes 

méthodes de synchronisation des cellules dans le cycle sont connues et utilisées pour étudier les 

événements se produisant dans chacune des phases. Ces techniques seront brièvement décrites dans 

la fig. (1.19) puisqu’elles seront exploitées dans cette étude.  
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Figure 1.19: Méthode de synchronisation cellulaire. L’étude du cycle cellulaire, incluant donc la mitose, 
nécessite la capacité indispensable de synchroniser de grandes populations de cellules à différentes phases du 
cycle afin de disséquer et comprendre les processus critiques au cours de la progression du cycle cellulaire. 
Une variété de méthodes ont été développées depuis les années 50 pour obtenir des cellules majoritairement 
synchrones ou partiellement synchrones en mitose (Terasima et Tolmach 1963). La synchronisation des 
cellules en G1/S s’effectue avec un double blocage à la thymidine puisqu’un excès de thymidine inhibe la 
synthèse d’ADN et bloque donc les cellules juste avant la réplication de l’ADN. Après la relâche des 
cellules dans du milieu frais, la population cellulaire évolue dans le cycle cellulaire, et différents types 
d’analyses ont permis de déterminer que le pic de synchronisation mitotique se produit après 8 h de relâche 
des cellules (légèrement variable selon la lignée cellulaire) (G. Chen et Deng 2018). L’avantage est que cette 
méthode de synchronisation perturbe peu les cellules mitotiques avec un taux de synchronisation, en moyenne 
de 70%, de la prophase à la cytokinèse. Ceci permet aussi d’obtenir un panel de toutes les phases, ce qui se 
révèle très utile pour des analyses de phénotypes par exemple. La méthode du double blocage à la thymidine 
est très utilisée pour les analyses en microscopie où il est possible de faire de l’analyse de cellules 
individuelles. L’utilisation d’un inhibiteur sélectif de CDK1, le RO3306 qui est un inhibiteur compétitif de 
l'ATP et est donc susceptible de se lier dans la poche d'ATP de CDK1, assure la synchronisation de la 
population cellulaire en G2/M, avec une efficacité de synchronisation >95% dans les lignées cellulaires 
cancéreuses (Vassilev et al. 2006; Vassilev 2006). De plus, ce blocage est réversible et permet une potentielle 
relâche des cellules en mitose au besoin. Le nocodazole, un agent dépolymérisateur des microtubules qui 
empêche la formation du fuseau mitotique, synchronise les cellules en début de mitose avec une efficacité 
d’environ 90% (prophase tardive ; Zieve et al. 1980). Pour obtenir une population synchrone à quasi 100%, 
cette méthode de synchronisation est combinée à la méthode de « shake-off » mitotique. En effet, tirant profit 
du fait que les cellules mitotiques s’arrondissent et sont donc moins adhérentes, il est possible de les recueillir 
par agitation mécanique. Cette méthode de « shake-off » mitotique, découverte à l'origine par Terasima et 
Tolmach, permet d’obtenir une population de cellules en prophase à presque 100 % (Terasima et Tolmach 
1963). Le blocage au nocodazole est réversible et permet donc la relâche des cellules en mitose. D’ailleurs, 
après un « shake off », les cellules récupérées peuvent être remises en culture avec du milieu frais et vont 
progresser dans le cycle, et, en combinaison avec une drogue qui inhibe le protéasome (MG132), peuvent être 
synchronisées juste avant la transition métaphase/anaphase (Josefsberg et al. 2000; Chang, Xu, et Luo 2003; 
Lu et al. 2014). Mais cette approche est très peu utilisée en microscopie en raison de la toxicité des drogues 
utilisées sur les cytosquelettes. 
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Ces méthodes de synchronisation des cellules en culture dans les différentes phases du cycle 

constituent un outil puissant pour étudier le cycle cellulaire. Ceci a fortement contribué à la 

découverte et la compréhension de nombreux mécanismes moléculaires dirigeant les différentes 

phases.  

 

1.4.1.3. Importance fonctionnelle de l’identification de nouveaux substrats de CDK1. 
 

Avec plus de 30% du protéome phosphorylé pendant la mitose (sérines, thréonines et tyrosines 

confondues ; Welburn et Jeyaprakash 2018), les kinases sont considérées comme les régulatrices 

majeures de la mitose. Cependant, bien qu’il soit clair à ce jour que les événements mitotiques 

précoces et tardifs dépendent de la phosphorylation massive et réversible des protéines, il reste à 

identifier la nature de la plupart des substrats protéiques des kinases mitotiques et à clarifier les 

rôles précis qu'ils jouent dans la régulation de la mitose et de la cytokinèse. 

 

Actuellement, grâce à l’utilisation de la phosphoprotéomique quantitative, plus de 10% de ces 

phosphorylations mitotiques ont été montrées être dépendantes de l’activité de CDK1 (Dephoure et 

al. 2008; Olsen et al. 2010; Petrone et al. 2016). Ceci représente des centaines, voire des milliers, de 

protéines phosphorylées par CDK1 pour coordonner avec précision la progression de la mitose 

contrôlée dans l'espace et le temps. Mais de manière surprenante, bien que le rôle de CDK1 dans la 

mitose soit bien établi, seul un nombre limité de ses substrats ont été identifiés et étudiés dans les 

cellules de mammifères, et particulièrement chez l’humain. Ainsi, l'identification des cibles et sites 

de phosphorylation spécifiques de CDK1 est importante, puisqu’elle fournira des informations 

mécanistiques sur la manière dont CDK1 contrôle le cycle cellulaire. CDK1 cible de préférence les 

protéines contenant le motif consensus [pS]/[pT]-P-X-R/K, et le consensus minimum de 

reconnaissance étant [pS]/[pT]-P (Dephoure et al. 2008; Welburn et Jeyaprakash 2018).  

 

1.4.2. Remodelage du cytosquelette d’actine pendant la mitose : un guide pour le 

positionnement du fuseau mitotique. 

 

L’entièreté du cytosquelette cellulaire subit des changements morphologiques pharamineux pour 

assurer la division cellulaire, et ce, dans une fenêtre de temps restreinte. L’entrée des cellules en 

mitose s’accompagne d’un remodelage drastique de l’architecture cellulaire passant d’une 

géométrie plane à sphérique (Théry et Bornens 2008) qui nécessite une dissolution des structures 

d’actine interphasiques, incluant les fibres de stress et les adhésions focales (Dao, Dupuy, Gavet, 
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Caron, et de Gunzburg 2009; M. C. Jones et al. 2018; Dix et al. 2018), au profit de la formation 

d’un cortex d’actomyosine rigide. D’un autre côté, comme mentionné précédemment, le rôle 

fondamental du fuseau mitotique est d’orchestrer la capture, l’alignement et ségrégation des 

chromosomes (fig.1.18; Prosser et Pelletier 2017). L’assemblage, la structure et l’intégrité de cette 

structure se révèlent donc absolument capitaux pour maintenir l’intégrité du génome, tout comme 

son orientation et son positionnement au sein de la cellule en division. Or, il s’avère que ces 

processus sont hautement dépendants de la régulation fine et de l’intégrité des structures cellulaires 

à base d’actine. Par exemple, des défauts d’arrondissements des cellules ont été corrélés avec des 

retards de la progression mitotique associés à des défauts de morphologie du fuseau mitotique et de 

son orientation engendrant des défauts de la ségrégation des chromosomes (Kunda et Baum 2009; 

Lancaster, Le Berre, et al. 2013; Fuchs et al. 2015). Nous décrirons donc les processus cellulaires 

impliqués dans le remodelage du cytosquelette d’actine et nous focaliserons principalement sur 

ceux qui contribuent au positionnement du fuseau mitotique.  

 

Le positionnement du fuseau mitotique dépend de tensions générées par la dynéine qui exerce des 

forces sur les microtubules astraux. De plus en plus de protéines sont découvertes comme étant 

impliquées dans le positionnement du fuseau mitotique, telle que NuMA (« Nuclear and Mitotic 

Apparatus »), LGN (leucine–glycine–asparagine), myosine X, les protéines ERM et bien d’autres, 

mais ne seront pas détaillées ici (Toyoshima et Nishida 2007b; Carreno et al. 2008; Solinet et al. 

2013; Z. Zheng et al. 2013; Machicoane et al. 2014; Kwon et al. 2015; Vilmos et al. 2016; 

Bergstralh, Dawney, et Johnston 2017; Kschonsak et Hoffmann 2018). Cela dit, il est important de 

noter la complexité des mécanismes mis en place pour contrôler l’orientation et le positionnement 

du fuseau mitotique, soulignant que ce processus est vraiment primordial pour la division cellulaire. 

En effet, outre le maintien de l’intégrité du génome dans les cellules filles, le positionnement et 

l’orientation du fuseau mitotique définissent aussi l’axe de division cellulaire qui constitue un 

paramètre crucial pour dicter une division correcte au sein des tissus et par conséquent, assure la 

morphogenèse, le renouvellement et l’intégrité tissulaire (Siller et Doe 2009; Cadart et al. 2014; 

Petridou et Skourides 2014; Chanet et al. 2017; Pietro, Echard, et Morin 2016). Il apparaît donc 

primordial de déchiffrer et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui guident le 

positionnement du fuseau mitotique. 

 

Comme mentionné plus tôt, des défauts de positionnement du fuseau mitotique conduisent à des 

anomalies de la division cellulaire et ont été corrélés avec des anomalies de modulation des 

structures d’actine mitotiques. Les prochaines sections auront donc pour but de décrire ces 
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différentes structures et de détailler les acteurs moléculaires connus et impliqués dans ce 

remodelage du cytosquelette d’actine. 

 

1.4.2.1. L’arrondissement cellulaire. 

 

L’arrondissement cellulaire est nécessaire pour laisser l’espace requis à la formation du fuseau 

mitotique, à son positionnement ainsi qu’à la capture, l’alignement et la ségrégation des 

chromosomes (Cadart et al. 2014; Ramkumar et Baum 2016). Il a été montré que l’altération de 

l’arrondissement, en forçant les cellules à conserver une géométrie plane, a un effet marqué sur la 

formation et la stabilité du fuseau et conduit fréquemment à des erreurs de ségrégation des 

chromosomes engendrées par des défauts de la capture des chromosomes, et à l’aneuploïdie (Dao, 

Dupuy, Gavet, Caron, et de Gunzburg 2009; Lancaster, Le Berre, et al. 2013). Le positionnement du 

fuseau mitotique au centre de la cellule arrondie en métaphase, et parallèle au substrat dans les 

cellules en culture, quant à lui repose sur un équilibre des forces, incluant les forces de traction 

corticales exercées sur les microtubules astraux émanant des pôles du fuseau et les forces obtenues 

par l’interaction symétrique des microtubules astraux des deux pôles avec le cortex cellulaire 

(Kotak, Busso, et Gönczy 2012; Kotak et Gönczy 2013; Nestor-Bergmann, Goddard, et Woolner 

2014). L’arrondissement est susceptible de faciliter ces interactions fuseau-cortex, en veillant à ce 

que le cortex reste à proximité du fuseau dans toutes les directions. En l’occurrence, dans les 

cellules aplaties avec un axe allongé, les microtubules astraux ne peuvent pas atteindre le cortex 

dans toutes les directions, ce qui entraîne un fuseau instable mal positionné (Cadart et al. 2014). 

 

L’arrondissement cellulaire a été montré comme reposant sur le démantèlement des FA combinées 

à la dissolution des structures d’actine interphasiques en faveur de la formation d’un cortex 

actomyosine rigide et stable (Maddox et Burridge 2003; Jones et al. 2018). Les mécanismes 

moléculaires connus à ce jour pour orchestrer ces processus seront décrits ci-dessous. 

 

1.4.2.1.1. Le désassemblage des adhésions focales. 

 

Le démantèlement des FA est la première étape essentielle qui initie l’arrondissement mitotique 

(Yamakita et al. 1999) : interférer avec ce processus altère l’arrondissement, et conduit à des retards 

de la progression mitotique associés à des défauts de morphologie du fuseau mitotique et de la 

ségrégation des chromosomes . 
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Plusieurs mécanismes ont été identifiés comme favorisant cette dissolution. Tout d’abord, 

l’inhibition de l’activité des GTPases Rap1 et RhoA a été reportée comme un mécanisme favorisant 

la dissolution des FA. En effet, l’activation de Rap1 favorise l’assemblage des FA en interphase et 

l’activité de RhoA aux niveaux des FA soutient leur intégrité (Lawson et Burridge 2014). Ainsi, il a 

été montré que la modulation négative de l’activité de Rap1 pendant la mitose, par un mécanisme 

inconnu actuellement, est requise pour désassembler les FA et promouvoir l’arrondissement 

cellulaire (Dao, Dupuy, Gavet, Caron, et de Gunzburg 2009). D’ailleurs, la surexpression d’un 

mutant constitutivement actif de Rap1 inhibe le désassemblage de ces structures d’adhésion et 

induit des défauts d’arrondissement des cellules pendant la mitose, phénotype qui se manifeste par 

la persistance d’une morphologie cellulaire plus ou moins « plate » (Dao, Dupuy, Gavet, Caron, et 

de Gunzburg 2009; Lancaster, Le Berre, et al. 2013). De même, l’inhibition locale du recrutement et 

de l’activation de RhoA au niveau des FA par la protéine DEPDC1B (« DEP domain containing 

1B »), dont l’expression augmente pendant la phase G2, contribuerait à la dissolution des FA à 

l’entrée des cellules en prophase (Marchesi et al. 2014). Néanmoins, il est important de noter que ce 

processus est spécifiquement localisé au niveau des FA et n’interfère pas avec l’activité globale de 

RhoA qui est requise pour la modulation d’autres structures à base d’actine pendant la mitose. Ceci 

illustre bien la nécessité de mécanismes, encore peu connus à ce jour, qui assurent une régulation 

spatio-temporelle de l’activité de ces enzymes. 

 

De manière importante, une étude récente a suggéré que la régulation de l’activité de CDK1 en 

interphase serait essentielle pour la modulation des FA et du cytosquelette d’actine lui-même (Jones 

et al. 2018). D’une part l’activité de CDK1, en complexe avec cycline A2, favoriserait l'organisation 

de larges complexes d’adhésion et la formation de fibres de stress principalement en G1/S. D’autre 

part, l'entrée dans la phase G2 (plusieurs heures avant la mitose), serait marquée par une diminution 

de la taille des FA ainsi que par un désassemblage des fibres de stress au profit d’une distribution 

d’actine plus corticale. Ce processus serait médié par l’augmentation du taux de cycline B1 et par la 

phosphorylation inhibitrice de CDK1 sur Y15. Ceci suggère que l'inactivation de CDK1 en G2 

serait le déclencheur du remodelage de l'adhérence et du cytosquelette d'actine en préparation de 

l'entrée des cellules en mitose. Enfin, l’activation de CDK1, en complexe avec cycline B1, initie 

l’entrée des cellules en mitose et favorise la dissociation des FA résiduelles et l’arrondissement 

cellulaire. Ces résultats révèlent un lien intime et imprévu entre la machinerie du cycle cellulaire et 

l'adhésion des cellules à la MEC. En outre, l’arrondissement cellulaire en prophase dépendrait de 

l’activité du complexe CDK1-cycline B puisqu’un inhibiteur de CDK1 réverse l’arrondissement 

(Gavet et Pines 2010). Ces études mettent en avant un rôle important de CDK1 dans le remodelage 
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des adhésions, suggérant aussi un lien entre la progression du cycle cellulaire et la 

mécanotransduction. 

 

Enfin, des études ont montré que la phosphorylation mitotique de plusieurs composants principaux 

des FA, notamment intégrine β1, la kinase FAK ou encore paxilline engendrerait une dissociation 

de ces protéines et contribuerait au démantèlement des FA (Yamakita et al. 1999; Suzuki et 

Takahashi 2003). En outre, FAK phosphorylée serait inactive et interagirait moins avec intégrine β, 

suggérant une dissociation des voies de transduction du signal impliquant intégrine et Src 

(Yamakita et al. 1999). D’autre part, intégrine β1 serait phosphorylée sur des sites spécifiques 

pendant la mitose ce qui induirait une diminution de son association au cytosquelette d’actine 

(Suzuki et Takahashi 2003). Cependant, les kinases impliquées et les mécanismes moléculaires 

sous-jacents demeurent inconnus actuellement. 

 

L’importance du démantèlement des FA est maintenant bien établie pour l’arrondissement et donc 

pour assurer une mitose normale ; mais de toute évidence, la compréhension des mécanismes 

moléculaires impliqués dans l’exécution et la régulation de ce processus commence à peine à être 

élucidée.  

 

1.4.2.1.2. La formation, la rigidité et la tension du cortex. 

 

Les modifications d’adhérence cellulaire s’accompagnent d’une réorganisation drastique du 

cytosquelette d’actine à l’entrée des cellules en mitose : les structures interphasiques à base d’actine 

comme les lamellipodes ou les fibres de stress sont également désassemblées pour faire place à 

l’assemblage d’un cortex rigide d’actomyosine qui corrèle avec l’arrondissement mitotique 

(Maddox et Burridge 2003; Théry et Bornens 2008; Jones et al. 2018). 

 

Dans un premier temps, la formation, la stabilité et la rigidité du cortex d’actine à l’entrée des 

cellules en mitose dépend de l’ABP CapZβ, une protéine associée à BAG3, (Chugh et al. 2017) et 

des protéines de la famille ERM impliquées dans la liaison de la membrane plasmique au 

cytosquelette d'actine corticale (Ponuwei 2016 ; Carreno et al. 2008; Kunda et al. 2008). De manière 

importante, la rigidité corticale est en fait requise pour l'arrondissement mitotique contre son 

environnement que ce soit en culture ou dans un tissu (Maddox et Burridge 2003; Kunda et al. 

2008; Stewart et al. 2011; Ramanathan et al. 2015; Sorce et al. 2015). En outre, les propriétés 
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mécaniques des cellules mitotiques et leur réponse aux forces externes sont liées à la progression de 

la mitose dans des conditions de confinement mécanique (Cattin et al. 2015). 

 

Il a aussi été mis en évidence que la formine mDia1 est le nucléateur d’actine nécessaire à 

l'assemblage du cortex mitotique à l’entrée des cellules en mitose (Ramanathan et al. 2015; Rosa et 

al. 2015; Chugh et al. 2017), alors que l’activité du complexe Arp2/3 n’est pas primordiale et est 

présumée être diminuée (Bovellan et al. 2014; Ramanathan et al. 2015; Rosa et al. 2015). Une fois 

le cortex d’actine formé, s’en suit un enrichissement progressif de myosine II au cortex, qui dépend 

de l’activité de CDK1 ainsi que de la kinase Rho (Ramanathan et al. 2015; Maddox et Burridge 

2003; Matthews et al. 2012). Le modèle actuel du contrôle de l’activation de myosine II par la voie 

Rho en mitose, est que la GEF Ect2, ciblée par CDK1, est exportée dans le cytoplasme et assure 

l’activation de RhoA en prophase (Matthews et al. 2012; Rosa et al. 2015). Initialement, il a été 

démontré que RhoA est active pendant la mitose et stimule l’activation de la Rho kinase qui cible à 

son tour myosine II entrainant alors l’activité contractile de myosine et permettant ainsi la rétraction 

corticale lors de l’arrondissement mitotique (Maddox et Burridge 2003). 

 
L’établissement de la tension corticale provient des tensions contractiles, où myosine II crée des 

contraintes contractiles en tirant les filaments d'actine les uns par rapport aux autres, qui est couplée 

à une augmentation de la pression intracellulaire (Kunda et al. 2008; Stewart et al. 2011; Sorce et al. 

2015; Ramanathan et al. 2015). En fait, l’élévation de la pression hydrostatique intracellulaire en 

début de mitose engendre une augmentation de la contraction du cortex d’actomyosine conduisant 

alors à l’augmentation de la tension corticale. Ensemble ces augmentations de tensions et de 

pression dirigent l’arrondissement cellulaire.  

 

Il a été montré que l'épaisseur d'actine corticale diminue à mesure que la tension augmente de la 

prométaphase à la métaphase (Ramanathan et al. 2015). Or, la tension corticale et la pression 

intracellulaire étant principalement modulées par myosine II, les modèles de génération de tension 

supposent généralement que l'actine agit comme un simple échafaudage et que la tension est 

déterminée par les quantités et l'activité de myosine II (Chugh et al. 2017). Cependant, une étude 

suggère qu’une quantité critique de F-actine est requise, démontrée par le fait que différentes ABP 

sont impliquées dans la régulation de l’épaisseur du cortex, et qu’un changement de celle-ci (tant 

augmentation que diminution) impacte la tension corticale (Chugh et al. 2017). Il apparaît donc 

qu’en plus de l'activité de myosine II, l'architecture du réseau d'actine est un régulateur clé de la 

tension contractile dans le cortex cellulaire mitotique (Chugh et al. 2017). 
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Par ailleurs, un criblage des gènes impliqués dans le processus d’arrondissement mitotique obtenu 

en mesurant la force et la pression intracellulaire générées par l’arrondissement, a identifié 49 gènes 

qui impactent négativement la force d’arrondissement, dont un grand nombre n’avait jamais été 

reporté comme un acteur mitotique (Toyoda et al. 2017). Entre autres, l’ABP α-actinine est 

localisée au cortex mitotique et facilite la localisation de myosine II au cortex conduisant à une 

augmentation de la tension corticale (Fischer-Friedrich et al. 2016; Toyoda et al. 2017). Cette étude 

suggère qu’un nombre important de facteurs moléculaires aident le processus d’arrondissement et 

que notre connaissance sur les mécanismes qui le dirigent est limitée. 

 

1.4.2.2. Les fibres de rétraction et le nuage sous-cortical d’actine. 

 

L’arrondissement cellulaire mitotique et le cortex d’actine, bien que fondamentaux, ne sont 

cependant pas suffisants pour assurer le bon positionnement du fuseau mitotique. L’organisation de 

structures mitotiques à base d’actine hautement dynamiques, comme les fibres de rétraction ou le 

nuage sous-cortical d’actine, aiderait les cellules à détecter leur environnement externe pour 

positionner le fuseau mitotique (Mitchison 1992; Cramer et Mitchison 1997; Mitsushima et al. 

2010; Fink et al. 2011; Cadart et al. 2014). 

 

Bien que les adhésions focales soient démantelées lors de l'entrée en mitose, la plupart des cellules 

animales conservent des connexions physiques avec leur environnement tout au long de la mitose. 

Pour ce faire, les cellules en culture émettent des tubules cytoplasmiques riches en actine nommés 

fibres de rétraction (FR), sorte de câbles d’actine qui maintiennent les cellules arrondies attachées à 

la matrice (Mitchison 1992; Cramer et Mitchison 1997; Théry et al. 2005; Fink et al. 2011). En 

outre, les FR permettent de lier le substrat au cortex d’actomyosine en mitose et assurent la 

« communication » entre ces deux structures (Théry et al. 2005). De manière importante, il a 

également été suggéré que ces fibres de rétraction fourniraient aux cellules une « mémoire » 

physique et établirait une sorte de « cartographie » correspondant à la projection du motif 

d’adhésion cellule-substrat interphasique (Théry et al. 2005; Théry et Bornens 2006; Toyoshima et 

Nishida 2007; Fink et al. 2011). Ensuite, elles permettraient de rétablir ces adhérences lors du 

réétalement des cellules à la sortie de la mitose (Mali, Wirtz, et Searson 2010; Michel et Dahmann 

2016). Des structures similaires ont été observées dans les cellules mitotiques au sein d'un 

épithélium, où ces fibres maintiennent le contact physique entre les cellules et leur MEC basale 

sous-jacente et semblent contribuer à la restauration de la polarité apico-basale à la sortie de la 
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mitose (Ramkumar et Baum 2016; Jacquemet et Ivaska 2018). Ce mécanisme ne sera cependant pas 

détaillé ici. 

 

Les mécanismes moléculaires régissant la formation des FR et leur composition ont été très peu 

étudiés et donc forcément, demeurent très peu connus. Ceci se révèle intriguant considérant le fait 

qu’il a été bien établi que la répartition spatiale et le positionnement des fibres de rétraction sur le 

substrat joue un rôle essentiel dans l'orientation du fuseau mitotique des cellules HeLa (Théry et al. 

2005; Fink et al. 2011; Petridou et Skourides 2014). D’ailleurs, par des expériences d'ablation de 

ces FR au laser, il a été montré que la répartition polarisée des FR pendant la mitose constitue une 

mémoire du modèle d'adhérence en interphase et influence l'orientation du fuseau mitotique (Fink et 

al. 2011). Le mécanisme moléculaire par lequel les fibres de rétraction contrôlent le positionnement 

du fuseau mitotique implique la régulation spatio-temporelle de la dynamique d’une autre structure 

à base d’actine : le nuage sous-cortical d’actine (Fink et al. 2011). Cette structure d’actine amorphe 

et hautement dynamique est située, comme son nom l’indique, en périphérie du cortex des cellules 

mitotiques (Mitsushima et al. 2010). Soumis à un renouvellement rapide par polymérisation- 

dépolymérisation dépendant de l’activité du complexe Arp2/3 et de CDK1, le nuage sous-cortical 

arbore un mouvement circulaire continu et unidirectionnel (décrit aussi comme polarisé) sous le 

cortex de la prométaphase à la métaphase (Mitsushima et al. 2010). 

 

Notamment, le positionnement et l’orientation du fuseau mitotique dépendraient de la dynamique 

du nuage sous-cortical d’actine et de la répartition des FR (Fink et al. 2011). Le modèle actuel est 

que les forces émises par les FR dirigent le mouvement dynamique du nuage sous-cortical d’actine 

pendant la mitose, qui lui-même produirait des forces de traction sur le fuseau mitotique conduisant 

alors à son positionnement correct (Fink et al. 2011). De ce fait, les forces transmises par les FR 

assurent ainsi la communication du substrat vers les pôles du fuseau mitotique (Mitsushima et al. 

2010; Fink et al. 2011). 

 

Concernant la composition des fibres de rétraction, seules quelques protéines ont été présentement 

localisées dans ces structures, par immunofluorescence, notamment ezrine, cortactine ou encore 

myosine X, une myosine non conventionnelle (Théry et al. 2005; Kwon et al. 2015).Ainsi, bien que 

l’importance de ces FR ait été établie, les déterminants moléculaires composant et orchestrant leur 

mise en place et le contrôle de leur dynamique restent encore à être élucidés. De plus, bien que lien 

entre FR-nuage sous-cortical-fuseau mitotique soit établi, les mécanismes moléculaires dictant la 

régulation du nuage sous-cortical d’actine en amont du complexe Arp2/3 demeurent inconnus.  
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1.4.2.3. L’établissement de complexes d’adhésions mitotiques : un concept émergeant.  

 

La conservation des connexions physiques des cellules mitotiques avec leur environnement tout au 

long de la mitose serait également assurée par l’établissement de complexes d’adhésions 

contribuant au positionnement du fuseau mitotique et assurant donc l’axe de division de la cellule. 

En l’occurrence, des évidences émergeantes dans la littérature suggèrent l’existence de différents 

types de complexes d’adhésions pendant la mitose, dont la composition en dehors des intégrines 

demeure quasi inconnue. Ces adhésions mitotiques participeraient à la « mémoire moléculaire » des 

adhésions focales interphasiques (Jacquemet et Ivaska 2018).  

 

Déjà, une persistance de FA, contenant intégrine β1 et paxilline, serait présente à la surface ventrale 

de la cellule mitotique arrondie et contribuerait au positionnement du fuseau mitotique (Petridou et 

Skourides 2014; Morris et al. 2015; Taneja et al. 2016; Jacquemet et Ivaska 2018). De plus, 

plusieurs études ont établi un lien entre l’adhésion médiée par les intégrines β1 et le positionnement 

du fuseau mitotique (Théry et al. 2005; Toyoshima et Nishida 2007, 2007; Morris et al. 2015). Il est 

proposé que les intégrines agissent en tant que capteurs de la membrane basale bien que la voie 

reliant ces derniers au reste de la cellule mitotique n’ait pas été clairement définie (Morris et al. 

2015). Il a été montré par exemple que l’interaction de la kinase FAK avec paxilline est requise 

pour l’orientation du fuseau mitotique (Petridou et Skourides 2014). D’autre part, MISP (« Mitotic 

Interactor and Substrate of PLK1 »), une protéine associée aux FA qui interagit entre autres avec 

FAK, est requise pour l’orientation et le positionnement du fuseau mitotique (Zhu et al. 2013; Maier 

et al. 2013; Nain et Cimini 2013; Tame et al. 2014; Kschonsak et Hoffmann 2018; Vodicska et al. 

2018). Pour finir, il a aussi été suggéré que les intégrines ancrées au cortex basal des cellules en 

mitose alignent le fuseau mitotique parallèlement à la membrane basale (Morris et al. 2015).La 

liaison de la kinase ILK (« Integrin-Linked Kinase ») aux intégrines  recrute le complexe 

dynéine/dynactine qui assurerait la liaison avec les microtubules astraux émanant des centrosomes 

pour repositionner le fuseau par rapport aux signaux extracellulaires (Morris et al. 2015). Ce 

mécanisme est en lien direct avec l’idée que la transmission des forces extracellulaires oriente le 

fuseau mitotique, décrit pour les fibres de rétraction. En outre, il a aussi montré que FAK propage 

les forces externes pour assurer le bon positionnement du fuseau mitotique (Petridou et Skourides 

2014). 

 

D’autre part, il y aurait mise en place « d’adhésions mitotiques » établissant le contact FR-substrat 

et contenant intégrine β1, mais pas taline ni paxilline qui sont des composants clés des FA 
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« classiques » (Dix et al. 2018; Jacquemet et Ivaska 2018). Enfin, tout récemment, les « adhésions 

réticulaires », composées par intégrine β5 mais dépourvues de pratiquement tous les composants de 

l’adhésome consensus, ont été identifiées comme une nouvelle classe distincte de complexes 

d’adhésions formés pendant l’interphase et préservés au niveau des sites d’attachement cellules-

MEC tout au long de la division cellulaire (Lock et al. 2018). En outre, la déplétion d’intégrine β5 

perturbe la mitose et perturbe la transmission de la mémoire spatiale entre générations de cellules 

(Lock et al. 2018). La découverte de ces adhérences réticulaires apporte une nouvelle perspective au 

problème du maintien de la fixation des cellules à la MEC lors de l'arrondissement. Les 

caractéristiques distinctes des adhérences réticulaires, tant morphologique, que dynamique ou 

moléculaire, ouvrent la voie vers de nouveaux mécanismes moléculaires à explorer afin de mieux 

comprendre comment les cellules mitotiques conservent le lien avec la MEC (Lock et al. 2018). 

 

L’ensemble de ces observations suggèrent que la communication cellule-substrat et la transmission 

des forces externes grâce aux FR, aux molécules et complexes d’adhésions mitotiques sont 

essentielles à l’orientation du fuseau mitotique laissant sous-entendre un rôle central de la 

mécanotransduction dans ce processus.  

 

1.4.3. Le contrôle de qualité des protéines et le cycle cellulaire. 

 

Le CQP constitue donc un acteur central de la progression du cycle cellulaire puisque la 

dégradation des cyclines est un mécanisme fondamental de ce processus. Par ailleurs, la 

réorganisation du cytosquelette d’actine est étroitement reliée au cycle cellulaire également (Heng 

et Koh 2010; Uroz et al 2018 ; Pugacheva et al 2006 ; Jones 2018). Enfin, comme présenté au cours 

de ce chapitre, l’importance de la relation entre CQP et le remodelage tout comme l’intégrité des 

structures à base d’actine n’est plus à débattre. Il est donc concevable que les changements 

morphologiques aussi drastiques que rapide ayant lieu pendant la mitose nécessitent une 

mobilisation accrue des acteurs du CQP. Malgré le peu d’études qui se soient penchées sur la 

question, quelques données allant dans ce sens commencent tout de même à émerger. 

 

Notamment, un rôle pour le système ubiquitine-protéasome a été décrit dans la médiation de la 

dégradation de Eps8 (« Epidermal growth factor receptor pathway substrate 8 »), un régulateur de 

la GTPase Rac qui peut aussi agir comme protéine de réticulation et de coiffe des filaments d’actine 

(Disanza et al. 2004; Werner et al. 2013b). L’ubiquitination de Eps8 par SCFFbxw5 (« Skp1–Cul1–F-

box F-Box And WD Repeat Domain Containing 5 »), induit une chute brutale de son niveau 
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d’expression pendant la G2, entrainant sa disparition au cortex cellulaire en début de mitose. Ce 

mécanisme a été montré comme nécessaire à l’arrondissement mitotique des cellules puisque 

l'incapacité à réduire les niveaux de Eps8 prolonge sa localisation dans le cortex cellulaire et induit 

des retards de l’arrondissement et de la progression de la mitose (Werner et al. 2013). À l’inverse, 

l’activité de coiffage de Eps8 est requise pour assurer le remodelage des structures d’actine pendant 

la cytokinèse et contribue donc à la complétion de la division cellulaire. La fluctuation des niveaux 

de Eps8 semble donc être un mécanisme important pour gérer les changements morpho-dynamiques 

cellulaires mitotiques.  

 

Aussi, l’autophagie a été pendant longtemps considérée comme un mécanisme fortement inhibé 

pendant la mitose (Eskelinen et al. 2002; Furuya et al. 2010; Rubinsztein 2010; Li et Zhang 2016). 

Des travaux récents ont toutefois démontré que le flux autophagique est maintenu lors de la mitose 

bien que le nombre d’autophagosomes soit réduit durant cette période (Li et al. 2016). Ceci indique 

que certaines formes d’autophagie pourraient persister pendant la mitose. Comme mentionné dans 

la section 1.4.1.2, cycline A2 est dégradée par autophagie, et supposément l’autophagie sélective 

puisque la protéine interagit et co-localise partiellement avec p62 (Loukil et al. 2014). Par ailleurs, 

durant la cytokinèse, RhoA est séquestrée sous sa forme active de façon dépendante de p62 et 

dégradée par autophagie (Belaid, Cerezo, et al. 2013). Ceci a été montré par le fait que l’inhibition 

de la machinerie autophagique (par exemple via la déplétion des protéines ATG5 ou ATG7) induit 

une augmentation importante de la localisation de RhoA active au pont intercellulaire (Belaid, 

Cerezo, et al. 2013). Cette étude a donc mis en avant que l’autophagie sélective est un mécanisme 

crucial pour restreindre l’activité de la GTPase RhoA en cytokinèse. 

 

Varlet et al. ont également récemment contribué à élargir les connaissances sur le sujet. En effet, il a 

été montré que la déplétion de HSPB8 induit différents défauts du remodelage des structures à base 

d’actine en cytokinèse, incluant une persistance de l’anneau contractile d’actomyosine et coïncidant 

avec des défauts d’abscission des cellules (Varlet et al. 2018). De manière importante, suivant la 

déplétion de HSPB8, de tels défauts sont corrigés par l’utilisation de drogues telles que la 

latrunculine A, qui séquestre les monomères d’actine, le CK666, qui inhibe Arp2/3 et par 

conséquence la polymérisation ramifiée d’actine, ainsi que par la rapamycine, qui favorise 

l'autophagie. À l’opposé, des cellules contrôles traitées avec des inhibiteurs de l’autophagie miment 

les phénotypes observés dans des cellules suivant la déplétion de HSPB8 (Varlet et al. 2018). Ces 

travaux suggèrent deux choses importantes. La première étant que le complexe BAG3-HSPB8 

semblerait limiter la polymérisation de l’actine à l’anneau contractile via une possible modulation 
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de l’activité du complexe Arp2/3. La seconde est qu’une telle fonction du complexe dans la 

dynamique de la polymérisation de la F-actine pourrait faire intervenir sa fonction autophagique. 

 

Ainsi, l’autophagie sélective semble active au cours de la division cellulaire et suggère que celle-ci 

est requise dans le contrôle de la progression mitotique. L’ensemble de ces résultats apportent des 

évidences que la régulation spatio-temporelle de protéines régulatrices du cytosquelette d’actine via 

le CQP constituerait un processus clé qui contribue aux changements de forme des cellules lors de 

l'entrée et de la sortie de la mitose. 

 

Notamment, nous avons également identifié une fonction essentielle du complexe BAG3-HSPB8 au 

cours de la mitose, en lien avec la dynamique du cytosquelette d'actine, fonction qui sera décrite ci-

dessous. 
 

1.4.4. Un rôle pour le complexe chaperon BAG3-HSPB8 dans la dynamique du cytosquelette 

d'actine, l'orientation fuseau mitotique et la séparation correcte des chromosomes 

pendant la mitose. 

 

Les évidences présentées dans cette introduction indiquent que l’orchestration minutieuse de la 

modulation spatio-temporelle du cytosquelette d’actine pendant la division cellulaire est requise 

depuis l’entrée des cellules en mitose jusqu’à l’abscission. Il apparaît également que toutes les 

structures d’actine mitotiques sont soumises et transmettent de nombreuses forces mécaniques. De 

plus, le CQP et ses acteurs émergent comme des modulateurs importants de ces processus. 

 

En ce sens, nous avons également évoqué les nombreuses évidences qui indiquent que BAG3 est 

impliquée dans le remodelage et le maintien de l’intégrité de structures d’actine soumises à des 

tensions mécaniques, mécanisme suggéré dépendant de son activité autophagique. Enfin, ce co-

chaperon possède une fonction fondamentale dans la stabilité de HSPB8, qui elle-même émerge 

comme un régulateur du remodelage et de l’intégrité des structures d’actine en conditions 

physiologiques. Néanmoins une telle fonction pour ces protéines en tant que complexe demeure 

inconnue. Combinant tous ces éléments, la mitose nous est apparue être un modèle d’étude unique 

pour évaluer l’implication de ce complexe dans le remodelage du cytosquelette d’actine. 

 

De cette manière, notre équipe a mis en évidence un rôle important du complexe BAG3-HSPB8 

dans l’architecture et la facilitation du remodelage du cytosquelette d’actine dans des cellules à 



 

87 

division rapide : les cellules cancéreuses HeLa et HELA PARENTALES CCL2 (Fuchs et al. 2015; 

Varlet et al. 2017). J’ai eu la chance de contribuer à la progression de ces travaux, qui seront 

exposés dans cette section. 

 

L’étude de Fuchs et al. 2015 (annexe 1), a établi que BAG3 faciliterait plusieurs étapes clés du 

réarrangement des structures d’actine mitotiques, démontré par le fait que sa déplétion conduit à 1) 

des défauts d’arrondissement des cellules (fig. 7); 2) des défauts de la rigidité corticale (fig. 7 et 8); 

3) une désorganisation et une distribution anormale des FR (fig. 7); 4) des défauts d’orientation et 

de positionnement du fuseau mitotique (fig. 3); 5) des défauts d’alignement des chromosomes à la 

plaque métaphasique et de leur ségrégation, le tout étant corrélé avec des retards importants de la 

progression des cellules dans la mitose (fig. 2 et 3). Sa déplétion provoque aussi des défauts de ré-

étalement des cellules à la sortie de la mitose (Varlet et al. 2017) ainsi que l’apparition de cellules 

multinucléées (donc aneuploïdes, fig. 2) suggérant des défauts plus tardifs pendant la cytokinèse, 

comme par exemple des problèmes d’abscissions des cellules (Fuchs et al. 2015). Tant de défauts 

qui suggèrent un impact de la déplétion de BAG3 sur les processus de remodelage du cytosquelette 

d’actine tout au long de la division des cellules. 

 

En outre, nous avons découvert que la déplétion de HSPB8 phénocopie les défauts de 

positionnement du fuseau mitotique et les défauts de distribution des FR induits par la déplétion de 

BAG3 (annexe 1, fig. 5 et 7 respectivement). En corrélation avec ce résultat, nous avons déterminé, 

grâce à une analyse structure-fonction de BAG3 via des expériences de déplétion-restauration des 

phénotypes avec des mutants des domaines d’interaction protéique de BAG3, que l’activité de 

BAG3 dans le positionnement et l’orientation du fuseau mitotique requièrent ses domaines IPV et 

PxxP (annexe 1, fig. 4). Ce résultat indique que la liaison à HSPB8 est essentielle à cette fonction 

mitotique de BAG3. Par ailleurs, l’implication du domaine PxxP dans les fonctions mitotiques de 

BAG3 suggère que sa fonction signalétique pourrait contribuer au bon déroulement des processus 

mitotiques. De manière surprenante, l’expression d’un mutant de perte de liaison à HSP70 corrige 

les défauts d’orientation du fuseau mitotique suivant la déplétion de BAG3, suggérant que 

l’association de ces protéines est dispensable pour cette fonction de BAG3 (annexe 1, fig. 4). Il est 

important de souligner, que notre étude est la première (et la seule à ce jour) à avoir montré une 

fonction de BAG3 dépendante de son activité de co-chaperon de HSPB8 mais non dépendante de 

son association à HSP70.  
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Aussi, nous avons découvert une augmentation de l’interaction entre BAG3 et p62 pendant la 

mitose (annexe 1, fig. 6). De plus, nous sommes les premiers, à notre connaissance, à avoir montré 

une interaction entre BAG3 et la déacétylase HDAC6 (qui pour rappel est un partenaire de p62, 

section 1.3.3) qui est elle aussi augmentée dans les extraits cellulaires mitotiques comparés à des 

extraits asynchrones (annexe 1, fig. 6). De manière importante, nos résultats indiquent que la 

déplétion de p62 récapitule les défauts phénotypiques induits par la déplétion de BAG3 sur la 

rigidité corticale, sur la distribution des fibres de rétraction et sur le positionnement du fuseau 

mitotique (annexe 1, fig. 6 et 7). Il est à noter qu’en 2011, une étude a suggéré que p62, via sa 

phosphorylation directe par la kinase CDK1 sur les résidus T269 et S272, est nécessaire pour 

maintenir des niveaux appropriés de cycline B pendant la mitose (Linares et al. 2011). De son côté, 

la fonction de HDAC6 sur sa cible α-tubuline pendant la mitose a été un peu explorée puisque 

l’acétylation d’α-tubuline est connue pour stabiliser les microtubules (Shi et al. 2015; Wang et al. 

2016; Janke et Montagnac 2017). Par exemple, il a été montré que les protéines EWSR1 (« EWS 

RNA binding protein 1 »), Kindlin 1 et CEP70 (« CentrosomalProtein70 ») contribueraient à 

l’inhibition de l’activité d’HDAC6, par un mécanisme moléculaire non élucidé, et par conséquent 

ont un impact sur la stabilité des microtubules et la progression mitotique (Wang et al. 2016; Patel 

et al. 2016; Shi et al. 2015). Fait intéressant, HDAC6 cible également des protéines du cytosquelette 

d’actine : cortactine et myosine II (Zhang et al. 2007; Zhang et al. 2015). Néanmoins, la régulation 

de l’activité de HDAC6 sur ces deux cibles, et par conséquent son implication dans le remodelage 

du cytosquelette d’actine, n’a pas été étudiée pendant la mitose. 

 

Pour finir, nous avons constaté que BAG3 est enrichie dans la région périnucléaire et centrosomale 

dans les cellules arrêtées en G2/M avec du RO3306, de façon dépendante de son interaction à 

HSPB8, suggérant un rôle potentiel, non démontré présentement, dans l’entrée des cellules en 

mitose (annexe 1, fig. 5). Pendant la mitose, BAG3 présente une localisation enrichie aux pôles du 

fuseau mitotique et biochimiquement, nous avons découvert que BAG3 est hyperphosphorylée 

comme le démontre l’apparition d’un important retard de migration sur gel dans des extraits 

cellulaires mitotiques (annexe 1, fig. 1 et 5). Néanmoins, par des essais d’isolation des centrosomes 

dans des extraits de cellules mitotiques, nous avons montré qu’une proportion de protéines BAG3 

enrichies au niveau des centrosomes est non-hyperphosphorylée (annexe 1, fig. 1). Enfin, la 

déplétion de HSPB8 interfère avec les niveaux protéiques de BAG3 (Varlet et al. 2017) et avec le 

retard de migration sur gel suggérant que la stabilité de BAG3 et sa phosphorylation mitotique sont, 

au moins en partie, dépendantes de HSPB8 (annexe 1, fig. 5). Ces résultats appuient donc 

l’importance de l’association de BAG3 à HSPB8 pendant la mitose et en a découlé une question 
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importante : puisque la fonction de BAG3 est dépendante de HSPB8 et que sa phosphorylation 

semble l’être également, est-ce que la phosphorylation de BAG3 modulerait son action mitotique ?  

  

1.5. Hypothèse et Objectifs : 
 

De plus en plus d’évidences s’accumulent et tendent à suggérer que BAG3 orchestre la modulation 

de structures à base d’actine dans différents contextes telles que la migration cellulaire, la 

contraction des cellules musculaires ou encore pendant la division cellulaire. Nous avons montré 

que BAG3 agit en étroite collaboration avec HSPB8 afin de faciliter le remodelage du cytosquelette 

d’actine qui guide l’orientation du fuseau mitotique et l’abscission des cellules filles. Cependant, 

bien que pendant la cytokinèse l’activité du complexe Arp2/3 semble être impliquée, le mécanisme 

moléculaire précis par lequel le complexe BAG3-HSPB8 agit sur ce remodelage pendant la mitose 

reste à élucider. De manière importante, nous avons démontré que BAG3 est phosphorylée pendant 

la mitose et s’associe plus fortement à ses partenaires p62 et HDAC6. 

 

Nous avons donc émis l’hypothèse que la phosphorylation du co-chaperon moléculaire BAG3 au 

cours de la mitose constituerait l’élément régulateur qui faciliterait la modulation du cytosquelette 

et que cette fonction mitotique s’effectuerait en collaboration ou à travers les protéines p62 et 

HDAC6. Mes travaux de doctorat ont donc eu pour but de disséquer l’importance fonctionnelle de 

la phosphorylation mitotique de BAG3 ainsi que de comprendre la relation moléculaire entre le 

complexe chaperon BAG3-HSPB8 avec ses partenaires p62 et HDAC6. 

 

1. Analyser l’importance fonctionnelle de la phosphorylation mitotique de BAG3 (chapitre 2 

et 3). 

 

Pour ce faire, une combinaison d’une analyse par spectrométrie de masse et d’essais biochimiques 

ont permis d’identifier les sites phosphorylés de BAG3 et d’évaluer quelles kinases cibles cette 

protéine pendant la mitose. Des essais de déplétion-restauration de phénotypes avec des mutants 

non-phosphorylables et phospho-mimétiques de BAG3 ont été utilisés afin de définir l’impact 

fonctionnel de certains sites de phosphorylation de BAG3 pendant la mitose.  

 

2. Étudier la relation fonctionnelle entre les protéines du complexe BAG3-HSPB8-p62-

HDAC6 pendant la mitose sur le remodelage des structures cellulaires à base d’actine 

(chapitre 4). 
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Pour cet objectif, une approche biochimique par co-immunoprécipitations avec des mutants de 

BAG3, couplée avec des essais déplétion-restauration de phénotypes suivant la déplétion des 

membres du complexe chaperon a été réalisée afin de mieux comprendre les interactions 

fonctionnelles entre ces protéines sur la modulation dynamique des structures mitotiques à base 

d’actine pendant la mitose.  

 

L’ensemble de ces travaux a contribué à la compréhension du mécanisme moléculaire qui facilite le 

remodelage du cytosquelette d’actine au cours de la mitose régulé par la phosphorylation de BAG3 

et en collaboration étroite avec ses partenaires HSPB8, p62 et HDAC6. 
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2.1. Avant-propos 
 

 
Les résultats présentés dans cet article sont des résultats originaux, où j’ai réalisé la majeure partie 

des expériences. Herman Lambert a obtenu les résultats relatifs aux figures : fig. 1.A; 1C; 2B; 4A; 

5A à E; 7B et S1 et S2B. Margit Fuchs a obtenu les résultats relatifs aux figures 7C et S4.B. Solenn 

Guilbert a obtenu les résultats relatifs aux figures 7A et S3A. Marc Antoine Rodrigue a obtenu les 

résultats relatifs à la figure S4A. Alice Anaïs Varlet a contribué à l’obtention des données relatives 

à différentes figures (compte des phénotypes en double aveugle, mis au point d’expériences, etc…). 

Enfin Aline Dumas a fourni l’expertise technique pour l’analyse en microscopie à super-résolution 

(fig. 7C). 
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2.2. Résumé 
 

Le co-chaperon moléculaire BAG3, en complexe avec la protéine de choc thermique HSPB8, 

facilite l’arrondissement mitotique, l’orientation du fuseau mitotique et la séparation adéquate des 

cellules filles pour compléter la cytokinèse. La fonction mitotique du complexe BAG3-HSPB8 

impliquerait le séquestosome p62/SQSTM1, suggérant un rôle pour le contrôle de la qualité des 

protéines. Cependant, l'interaction fonctionnelle entre cette voie de signalisation assistée par un 

complexe chaperon et la machinerie mitotique demeure énigmatique. Dans ces travaux, nous 

montrons que la phosphorylation de BAG3 sur un motif conservé est régulée par CDK1 et active sa 

fonction dans le remodelage des cellules mitotiques. Ainsi, la phosphorylation de BAG3 a présenté 

une dynamique élevée à l'entrée de la mitose, et les mutants de BAG3 non phosphorylables et 

phospho-mimétiques n’ont pas pu corriger les défauts mitotiques dans les cellules HeLa appauvries 

en BAG3. Nous démontrons également que la phosphorylation de BAG3, ainsi que HSPB8 et 

CDK1, modulent l’assemblage moléculaire de p62/SQSTM1 en corps mitotiques hautement 

ordonnés contenant des chaînes de poly-ubiquitine de type K63 que nous avons dénommées MIBS 

(mitotic inclusion body structures). Ces résultats suggèrent l'existence d'un système de contrôle de 

qualité spatiale régularisé par les signaux mitotiques, lequel pourrait assurer la fidélité du 

remodelage de la forme des cellules dans les cellules hautement prolifératives.  
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2.3. Abstract 
 

The co-chaperone BAG3, in complex with the heat shock protein HSPB8, facilitates mitotic 

rounding, spindle orientation and proper abscission of daughter cells. The mitotic function of 

BAG3-HSPB8 would implicate the sequestosome p62/SQSTM1, suggesting a role for protein 

quality control. However, the interplay between this chaperone-assisted pathway and the mitotic 

machinery is largely unknown. Here we show that phosphorylation of BAG3 at a conserved motif is 

regulated by CDK1 and activates its function in mitotic cell remodeling. BAG3 phosphorylation 

exhibited high dynamics at mitotic entry, and both the non-phosphorylatable and phospho-mimetic 

BAG3 mutants were unable to correct the mitotic defects in BAG3-depleted HeLa cells. We also 

demonstrate that BAG3 phosphorylation, HSPB8, and CDK1 modulate the molecular assembly of 

p62/SQSTM1 into high-ordered mitotic bodies containing K63 polyubiquitinated chains that we 

termed MIBS (mitotic inclusion body structures). These findings suggest the existence of a 

mitotically-regulated system of spatial quality control for the fidelity of cell shape remodeling in 

highly dividing cells.  
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2.4. Introduction 
 
Molecular chaperones of the heat shock protein family (HSP) and their co-chaperones play crucial 

roles in cellular pathways collectively referred to as the proteostasis network, which maintain the 

integrity of the cell proteome [1, 2]. Within this network, protein quality control (PQC) systems 

facilitate the dynamic assembly-disassembly of multiprotein complexes at a given location and 

time, and the spatial sequestration of superfluous or damaged protein substrates [3, 4].These 

systems also mediate the timely repair/recycling or degradation of harmful misfolded products to 

prevent toxic protein aggregation. The fidelity of essential cellular functions like cell division 

depends on fine-tuned control of multiprotein assemblies that put high demands on the PQC 

systems [5, 6]. Mitosis is arguably the most dramatic process relying on a reversible reorganization 

of the overall cellular structures, typically within minutes. Not surprisingly, increasing connections 

between members of the HSP network and the progression of mitosis are being uncovered [7-22]. 

These connections are likely relevant for the progression of human diseases like cancer. Most 

human malignant cells are characterized by upregulation of HSP that may safeguard cancer cells 

experiencing increased genomic and proteomic instability, as well as mitotic stress [23, 24].  

 

Co-chaperones provide molecular connections with cellular signaling pathways and degradation 

machineries, namely the ubiquitin-proteasome system and the macroautophagy machinery 

(hereafter named autophagy)[25, 26]. These connections enable PQC systems to dynamically adjust 

to meet the requirements of a cell whether during biological process relying on rapid remodeling of 

cellular structures, or under stressful conditions increasing proteomic damages. BAG3 is one of a 

family of co-chaperones characterized by a BAG domain that binds the HSP70/HSPA ATPase 

domain to regulate the fate of HSP70 substrates [27, 28]. BAG3 is unique amongst this family for 

its association with another chaperone system: the ATP-independent chaperones HSPB [29, 30]. 

HSPB are generally seen as holdases that bind damaged proteins and promote their sequestration in 

native-like conformation to facilitate their subsequent repair or deposit to protective sites within the 

cell[31].In addition, HSPB chaperones would play important homeostatic roles in preserving the 

integrity of cytoskeletal structures[32]. BAG3 mainly acts as a partner of HSPB8, a divergent 

member of the family that bears a more substrate-selective chaperone activity [33, 34]. BAG3 also 

uniquely interacts with multiple signaling pathways via its modular protein structure that include a 

WW domain and Proline-rich motifs (PXXP), thereby acting as a signaling scaffold. Consistent 

with this, BAG3 can interact with numerous proteins with diverse activities and can exert 

multifaced functions in cytoskeletal dynamics, apoptosis, cell motility and invasion [26, 35, 36]. 
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BAG3 is also reported to mediate selective macroautophagy (hereafter referred to autophagy) as an 

adaptive homeostasis mechanism during aging [37-39].  

 

Still little is known regarding the functional significance of BAG3 interactions and how they may 

be regulated in different contexts. BAG3 is expressed at low levels in a few normal cell types but is 

highly expressed in cardiac and skeletal muscle cells and in several cancer cell types [26]. BAG3 

expression can be induced in response to various stresses and is mainly controlled by heat shock 

transcription factors [40]. BAG3 also appear to undergo extensive post-translational modifications 

that may have functional consequences, but which remain, however, largely unexplored. 

Deciphering the mechanisms underlying BAG3 functions and relevant targets is critical to 

understand its implication in human diseases like cancer, since upregulation of BAG3 could be both 

beneficial and detrimental given the large spectrum of its activities. 

 

One emerging model tends to integrate the functions of BAG3 in cellular PQC and signaling. 

Accumulating evidence suggests that BAG3 serves as a molecular platform to connect different 

chaperone systems to cellular pathways of protein degradation, nutrient sensing, cytoskeletal 

remodeling, and adaptation to proteotoxic stress and mechanical strain. For instance, under 

conditions of proteasome insufficiency, BAG3 cooperates with both HSPB8 and HSP70 to 

coordinate the sequestration of harmful proteins into cellular inclusions, and the mounting of an 

efficient antioxidant cellular defense [38, 39, 41, 42]. Within this pathway, the chaperone complex 

was found to regulate the sequestering activity of p62/SQSTM1 (hereafter referred to as p62), one 

of the key molecules for proteostasis that also possesses signaling functions [43, 44]. In cancer 

cells, BAG3 is reported to mediate the effects of HSP70 on signaling pathways that affects tumor 

formation [45].  Finally, in the context of muscles cells, BAG3 can orchestrate the assembly of a 

multichaperone complex that maintains the integrity of actin contractile structures by coordinating 

the stabilization, autophagic clearance, and transcriptional replenishing of an essential actin-binding 

protein damaged by contraction-dependent mechanical stress [46-48]. This finding points to an 

important physiological role for BAG3-mediated recruitment of PQC systems to biological 

processes relying on cytoskeleton rearrangements. 

 

We showed that during mitosis, BAG3 cooperates with HSPB8 to facilitate the timely remodeling 

of actin-based structures that guide spindle orientation and accurate chromosome segregation [12, 

49]. Cancer cells depleted of HSPB8 or BAG3 are delayed in prometaphase/metaphase and 

eventually progress through anaphase, showing increased incidence of aberrant cell division [12]. 
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Importantly, the mitotic function of BAG3-HSPB8 would implicate p62, therefore arguing for a 

role for a PQC mechanism. Moreover, the chaperone complex can also regulate the dynamics of the 

contractile actin ring during cytokinesis, via a mechanism implicating autophagy signaling [50]. 

Drugs that limit actin dynamics can normalize the mitotic phenotypes and cell division in HSPB8-

depleted cells, suggesting that the chaperone complex may limit actin assembly or promote actin 

structure turnover. Despite strong evidence involving BAG3-HSPB8 chaperone complex in the 

fidelity of mitotic cell remodeling, functional connections with the mitotic machinery are yet to be 

defined. 

 

Here we addressed this issue by analyzing BAG3 mitotic phosphorylation at a molecular and 

functional levels. We demonstrate that the master mitotic kinase CDK1 phosphorylates BAG3 

phosphorylation at T285 at mitotic entry to activate its HSPB8-dependent function in mitotic 

rounding and spindle orientation in HeLa cells. Furthermore, evidence is provided that such 

function also controls the molecular assembly of p62 into high-ordered mitotic bodies, which may 

provide a mechanism to sequester superfluous cellular components or to spatially segregate mitotic 

signaling for faithful mitotic progression in highly dividing cells. 

 

2.5. Results 
 

2.5.1. BAG3 is specifically phosphorylated at T285 at mitotic entry. 

 

In previous work, we showed that BAG3 is hyperphosphorylated at mitotic entry and exhibits a 

supershifted band on SDS-PAGE [12]. To address the relevance for BAG3 mitotic function, we first 

sought to identify the residues on BAG3 that are phosphorylated in response to mitotic signals. 

Affinity purification (AP) combined with mass spectrometry (MS) identified different phospho-

residues on BAG3 in HEK 293T cells that have been synchronized in mitosis by prolonged 

treatment with nocodazole, a microtubule poison arresting cells in mitosis. In-gel digestion of 

BAG3 supershifted band identified pSer289 and pSer291 with >99% confidence in phosphorylation 

site-specific localization (Ascore > 19) (Fig.S2.1, maximal Ascore for each site), in agreement with 

previous phosphoproteomics analyses (PhosphoSite Plus database)[51, 52]. While pT285 was 

identified with a lower confidence (max Ascore of 14), this site was not identified in interphase 

cells, suggesting that it was regulated by mitotic signals. Comparison of BAG3 sequences from 

different species revealed a high degree of conservation around these 3 phosphorylation sites that 



 

98 

are located within an uncharacterized region lying between the IPV and the PXXP motifs, both of 

which regulate BAG3 mitotic function (Fig. 2.1A)[12].  

 
Figure 2.1: BAG3 is phosphorylated at T285 residues at early mitosis. (A) Schematic representation of 
BAG3 modular domains and phosphorylated residues identified by AP-MS analyses. Sequence alignments 
show the interspecies conservation of the phosphorylated motif. Double mutant BAG3 (DMB) and quadruple 
mutant BAG3 (QMB) were generated and used in this study (box). (B) Western blots of BAG3-GFP IPs 
prepared from HeLa-RFP-H2B cells growing asynchronously (AS) or arrested in mitosis by nocozazole (M) 
and recovered by a mitotic shake off, showing that the mitotic mobility shift of BAG3-GFP mutants (DMB, 
QMB) is decreased relative to that of the wild type BAG3-GFP (WT). Cells were transfected with BAG3-
specific siRNA (targeting the 3’UTR) and BAG3-GFP proteins were introduced by transduction of 
recombinant adenoviruses. IP and immunoblotting were performed using anti-GFP. (C) Representative 
Western blots of HeLa cell extracts that have been transfected with control or BAG3-specific siRNAs 
(siBAG3#1), showing the specificity of the anti-pT285-BAG3 that reacts to endogenous BAG3 in mitotic 
cells (M: nocodazole-arrested cells recovered by mitotic shake off; AS: asynchronous cells); the levels of total 
BAG3 and GAPDH (loading control) are shown. (D) BAG3-GFP IPs were prepared using anti-GFP from 
asynchronous (AS) or from mitotic HeLa-RFP-H2B synchronized by nocodazole and recovered by mitotic 
shake off, after transduction of recombinant adenoviruses driving expression of WT or DMB BAG3 mutant; 
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Western blotting was performed using anti-GFP or anti-pT285-BAG3 antibodies. (E) Extracts were prepared 
from asynchronous (AS) or from mitotic HeLa-RFP-H2B cells synchronized in early mitosis by nocodazoleor 
arrested at the G2/M border by the CDK1 inhibitor RO3306. Western blots were performed using the 
indicated antibodies to endogenous proteins; GAPDH: loading control. The data are representative of 5 
experiments. (F) Schematic of the protocol used. Early mitotic HeLa-RFP-H2B cells were recovered by 
mitotic shake off and seeded on poly-L-lysine-coated dishes in fresh medium, with or without MG132 (5µM) 
to inhibit mitotic exit. Cells were collected at different times and extract were analyzed by Western blots 
using the indicated antibodies; GAPDH: loading control. The results are representative of 3 independent 
experiments.     
 

To test the contribution of these 3 phosphorylation sites to the mitotic mobility shift of BAG3, we 

used BAG3-GFP proteins bearing substitutions of T285, S289, S291 to alanines, either individually 

or in combinations; we also mutated S284 that could be phosphorylated in mitotic cells (Fig. S2.1E; 

PhosphoSite Plus database). The BAG3-GFP proteins were expressed in HeLa cells by transduction 

of recombinant adenoviruses [12, 49]. They were immunopurified and their mobility was then 

analyzed on SDS-PAGE by immunoblotting with an anti-GFP antibody. As shown in Figure 2.1B, 

the majority of wild type BAG3-GFP displayed a marked mobility shift in mitotic cells that were 

recovered by a mitotic shake off (M), as compared to asynchronous cells (AS). Under these 

conditions, mutation of S284 and T285 induced a modest reduction of BAG3 mobility shift in 

mitotic cells (Fig. 2.1B, DMB), which was further enhanced by the simultaneous mutation of S289 

and S291 (Fig. 2.1B, QMB). These results indicate that the identified phosphorylation sites account 

in part for BAG3mobility shift at mitotic entry. 

 

To validate phosphorylation of BAG3 at the highly conserved T285, we generated a phospho-

specific antibody against a T285-phosphorylated peptide of BAG3 (CGSPARSS[pT]PLHS).The 

pT285-BAG3 antibody detected a mitotic-specific band in total cell lysates from HeLa-RFP-H2B 

cells, which was reduced upon transfection of cells with BAG3-specific siRNAs (Fig. 2.1C). 

Moreover, the antibody recognized wild type BAG3-GFP but did not react to a mutant BAG3-GFP 

protein that lacks T285 upon immunoprecipitation from mitotic HeLa cells, confirming the 

specificity of the anti-pT285-BAG3 antibody (Fig. 2.1D, DMB). We further detected T285-

phosphorylated BAG3, like the supershifted band of BAG3, in HeLa cells that have been arrested in 

mitosis by a nocodazole treatment (Fig. 2.1E). In contrast, both signals were absent in cells arrested 

at the G2/M border by treatment with the specific CDK1 inhibitor RO3306 (Fig. 2.1E). Rather, 

T285-phosphorylated BAG3 levels peaked in mitotically-arrested cells and gradually decreased as 

the cells were released in mitosis and progressed to anaphase, in parallel to cyclin B1 degradation 

(Fig. 2.1G). Though, the levels of T285-phosphorylated BAG3, like cyclin B1 levels, were 

maintained for prolonged periods of time when mitotic exit was inhibited by treatment with MG132 
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that blocks cyclin B1 degradation (Fig. 2.1G, release + MG132)[53]. We concluded that T285 is a 

mitotic phosphorylation site on BAG3.  

 

2.5.2. BAG3 phosphorylation at T285 is regulated by CDK1  

 

Computational analyses revealed that T285 and the other BAG3 phosphorylation sites identified in 

our AP-MS analyses are candidate target sites for CDK1; in support, the same sites were recently 

identified as candidate CDK1 substrates by quantitative phosphoproteomics analyses in HeLa cells 

[54]. To formally test the dependence of BAG3 phosphorylation on various mitotic kinases, HeLa-

RFP-H2B cells were arrested at mitotic entry by a thymidine/nocodazole block to promote maximal 

BAG3 phosphorylation, and were then treated with pharmacological inhibitors of the major mitotic 

kinases for an additional 1 h-treatment, including RO3306 (CDK1), purvanolol A (pan-CDKs), 

MLN8237 (Aurora A) and BI2536 (PLK1) (Fig. 2.2A, schematic of the protocol used) [55-57]. This 

experimental design enabled us to address direct effects on the dynamics of BAG3 phosphorylation, 

rather than indirect changes due to modifications of the mitotic index (Fig. S2.2A). Under these 

conditions, the CDK inhibitors purvanolol A and RO3306 completely abolished BAG3 mobility 

shift and its phosphorylation at T285 (Fig. 2.2A, S2.2B). In contrast, similar treatments with 

MLN8237 or BI2536 only partially decreased, or had no detectable impact on T285-phosphorylated 

levels, respectively, despite that they were able to interfere with the progression of cells through 

mitosis after prolonged exposure (Fig. S2.2A). These results suggest that sustained CDK1 activity is 

required to maintain BAG3 phosphorylation at T285 during mitosis. 

 

To determine if BAG3 is a substrate of CDK1, we performed an in vitro kinase assay using 

bacterially expressed recombinant GST-BAG3 and active CDK1 complex in the presence of 32P 

[ATP]. Under these conditions, we observed a dose-dependent phosphorylation of GST-BAG3 and 

of the positive control histone H1; however, no phosphorylation was detected with the negative 

control GST alone (Fig. 2.2B). Immunoblotting of the CDK1-phosphorylated GST-BAG3 after a 

cold in vitro kinase assay using the anti-pT285-BAG3 antibody confirmed that T285 was modified 

by CDK1 (Fig. 2.2C). To determine if there was a BAG3-CDK1 interaction during mitosis, we 

performed coimmunoprecipitation in HeLa-Flp-In T-Rex cells cells expressing BAG3-GFP, 

growing asynchronously (AS) or synchronized in mitosis with nocodazole (M). The association of 

BAG3 with CDK1 and p62, a mitotic BAG3 partner [12], was analyzed by immunoblotting the 

BAG3-GFP immune complexes. As shown in Figure 2.2D, an association between BAG3-GFP and 

active CDK1 (not phosphorylated on the inhibitory Y15) was clearly detected in mitotic cells along 
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with the enhanced binding of BAG3 to p62, as previously shown [12, 58]. Altogether, these results 

show that BAG3 is directly phosphorylated by CDK1 at T285 at early mitosis, when CDK1 activity 

is maximal. 

 
Figure 2.2: Regulation of BAG3 phosphorylation at T285 by CDK1. (A) Schematic of the protocol used. 
Extracts were prepared from mitotic HeLa-RFP-H2B incubated for 1 h in the presence of chemical inhibitors 
to the following kinases:  RO3306 (CDK1, 8 µM), Purvanolol A (CDKs, 10µM), MLN8237 (Aurora A, 1 
µM), and BI2536 (PLK1, 1 µM) or the vehicle only, and collected by mitotic shake off. Immunoblotting was 
performed using the indicated antibodies; GAPDH: loading control. The data represent 4 to 8 experiments. 
(B) Autoradiogram showing phosphorylation of recombinant GST-BAG3 by purified CDK1-cyclin B1 
complex, in the presence of 32P-ATP; Histone H1 and GST were used as positive and negative controls, 
respectively. The data are representative of 2 independent experiments. (C) GST-BAG3 was phosphorylated 
in vitro by CDK1-cyclin B1 and analyzed by Western blot using the phospho-specific anti-BAG3; the total 
levels of GST-BAG3 are shown. The data represent 2 experiments. (D) BAG3-GFP IPs were prepared using 
anti-GFP from asynchronous (AS) or mitotic HeLa-Flp-In-T-Rex-WT (nocodazole-arrested) transfected with 
BAG3-specific siRNA (3’UTR, siBAG3#3, 48 h) and treated with doxycycline to induce BAG3-GFP 
expression (1 ng/ml, 16 h).They were analyzed by Western blots using the indicated antibodies; the levels of 
CDK1, pY15-CDK1 (inactive), p62, and BAG3-GFP in total cell extracts are shown (Input). The data 
represent 5 independent experiments. 
 

2.5.3. BAG3 phosphorylation mutants cannot rescue the mitotic defects in cells 

depleted of BAG3.  

 

We next sought to determine the dependence of the mitotic function of BAG3 for its 

phosphorylation by CDK1. To this end, we performed depletion-rescue experiments using wild type 

BAG3-GFP, or BAG3-GFP phosphorylation mutants bearing alanine substitution at T285 (and at 

S284 to avoid compensatory phosphorylation; DMB) or at all the identified phosphorylated sites 
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(S284, T285, S289, S291; QMB), compared to a BAG3-GFP mutant containing a phospho-mimetic 

mutation at T285 (T285D). Using recombinant adenoviruses, the BAG3-GFP mutants were 

expressed at similar levels in HeLa-RFP-H2B cells that have been depleted of endogenous BAG3 

by transfection with siRNA duplex targeting the 3’ untranslated region of BAG3 (Fig. 2.3A)[49].  

 

We first determined the functional impact of BAG3-GFP mutants on spindle dynamics by 

expressing low levels of RFP-α-tubulin in these cells. Live cell imaging in BAG3-depleted cells 

recapitulated the mitotic defects that was characterized before, i.e. spindle rocking, delay at 

prometaphase/metaphase [12]. Under these conditions, expression of wild type (WT) BAG3-GFP in 

BAG3-depleted cells, but not of GFP, could restore to near normal the progression through early 

mitosis, bringing the level of phenotypic defects in line with control cells (Fig. 2.3B, Fig. 2.3C, red 

bar; S1 Movie, S2 Movie, S3 Movie). In sharp contrast, none of the non-phosphorylatable BAG3-

GFP mutants, nor the phospho-mimetic BAG3-GFP mutant, could restore the mitotic defects in 

BAG3-depleted cells (Fig. 2.3B, 2.3C, S2.3 Movie, S4 Movie, S5 Movie). 

 

Next, we monitored the impact of BAG3-GFP mutants on mitotic rounding, as failure to properly 

round up at mitotic entry has been associated with defects in spindle orientation in BAG3-depleted 

cells [12]. As expected, there was a significant increase in the proportion of BAG3-depleted cells 

that failed to round up at mitotic entry relative to cells transfected with control siRNA, a phenotype 

that could be corrected by expression of wild type BAG3-GFP (Fig. 2.4D; 2.4E, red bar). However, 

neither the non-phosphorylatable BAG3-GFP (DMB) nor the phospho-mimetic BAG3-GFP mutant 

(T285D) were able to efficiently restore mitotic rounding in BAG3-depleted cells (Fig. 2.3D, 

S284A-T285A; 2.3E). In marked contrast, the non-phosphorylatable BAG3-GFP mutants could 

restore aggresome-targeting of ubiquitinated protein micro-aggregates in BAG3-depleted cells that 

have been treated with the proteasome inhibitor MG132, confirming their functionality for other 

BAG3-dependent activities during stress (Fig. S2.3A). Indeed, both the non-phosphorylatable DMB 

and the phospho-mimetic T285D BAG3-GFP mutants were able to restore HSPB8 expression levels 

in cells depleted of BAG3, suggesting that the mutations did not affect the chaperone complex 

assembly, which stabilizes BAG3 and HSPB8 levels during mitosis (Fig. 2.5F) [12, 50]. We 

concluded that BAG3 phosphorylation is required during mitosis to regulate its function in mitotic 

rounding and spindle orientation. 
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Figure 2.3: The non-phosphorylatable and phospho-mimetic BAG3-GFP mutants cannot rescue spindle 
dynamics and mitotic rounding in BAG3-depleted cells. Depletion-rescue experiments were performed in 
HeLa-RFP-H2B transfected with siBAG3#3 or control siRNA and transduced with recombinant adenoviruses 
driving expression of BAG3-GFP proteins; cells were synchronized in mitosis by the double thymidine block 
method. (A) Total cell extracts were analyzed by Western blots using anti-BAG3 and anti-GAPDH; the levels 
of endogenous BAG3 depletion (>75% reduction) and exogenous BAG3-GFP protein levels were estimated 
by loading increasing amounts of control extracts (siCtl), or from extracts of BAG3-depleted cells transduced 
with Ad-BAG3-GFP, respectively. (B) Representative spinning disk confocal time-lapse sequences of cells 
from (A) that have been transduced with BacMAM-RFP-α-tubulin to analyze spindle dynamics, showing 
restoration of proper spindle dynamics in BAG3-depleted cells upon reintroduction of WT, but not 
phosphorylation BAG3 mutant (S284A-T285A); red and yellow asterisks designate the position of spindle 
poles; Bar : 10 μm. (C) Quantification of cells from (A) indicating the percentages of cells with abnormal 
mitosis defined as spindle rocking or stalled in mitosis +/- spindle rocking; means +/- SE of 92 to 525 cells 
from at least 3 independent experiments (S1 Dataset). Statistical significance was analyzed with the Fisher 
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Exact Test and ****: p < 0.0001, compared siBAG3#3 + GFP to siCtl + GFP and siBAG3#3 + BAG3-
GFP_WT; ns = 0.6502 compared siBAG3#3 + BAG3-GFP_WT and siBAG3 + S284A-T285A-S289A-S29A; 
ns = 0.7885 compared siBAG3#3 + BAG3-GFP_WT and siBAG3 + S284A-T285A and ns = 0.2805 
compared siBAG3#3 + BAG3-GFP_WT and siBAG3 + T285D. Please refer to S1–S6 movies for 
representative samples of the phenotypes observed. (D) Deconvolved epifluorescence images showing a 
round mitotic cell at metaphase (siCtl) compared to a flat mitotic cell at metaphase (siBAG3#5); F-actin and 
DNA were stained using phalloidin (green) and Hoechst (blue), Bar: 10 μm. (E) Graph depicting the 
percentages of cells with mitotic rounding defects; means +/- SE of 600 to 622 cells from 3 independent 
experiments. Statistical significance was analyzed by the Fisher Exact Test and ****: p<0.0001 compared 
siCtl + GFP to siBAG3_1 + GFP, siBAG3_1 + S284A-T285A and siBAG3_1 + T285D; n.s, p = 0.1929 
compared siCtl + GFP and siBAG3_1 + WT. 
 

2.5.4. The regulation of BAG3 and p62 by CDK1 shows mutual dependence.  

 

Our previous work supports the existence of a tertiary complex formed by BAG3-HSPB8-p62 in 

mitotic cells of functional relevance for the remodeling of actin-based structures that guide spindle 

orientation [12]. Because p62 has been identified by others as a bona fide target of CDK1 at mitotic 

entry, we next sought to investigate a potential connection between BAG3 and p62 mitotic 

phosphorylation [59]. We first performed coimmunoprecipitation analyses in mitotic cells to assess 

the molecular requirements on BAG3 that are required for its association with CDK1 and/or p62. 

BAG3-GFP mutants that lack functional domains required for its mitotic function were expressed in 

HeLa cells; these include the IPV motifs, which mediate binding to the small chaperone HSPB8 

[60], and the PXXP motif, the deletion of which can inhibit BAG3 mitotic activity [12]. We found 

that deletion of the PXXP motif on BAG3 markedly impaired its ability to associate with both 

CDK1 and p62 (Fig. 2.4A, ∆PXXP). The BAG3-GFP (IPV) mutant, which was defective in HSPB8 

binding, also showed a reduced ability to associate with CDK1 and p62 relative to wild type BAG3-

GFP (Fig. 2.4A, IPV). These results suggest that BAG3 associations with CDK1 and p62 depend on 

the same structural requirements.  

 

We next examined the dependence of BAG3 mitotic phosphorylation for p62, which directly 

interacts with CDK1 [59].  HeLa cells were treated with p62-specific siRNAs and the levels of 

T285-phosphorylated BAG3 was analyzed by immunoblotting with the anti-pT285-BAG3 antibody. 

Remarkably, depletion of p62 reduced BAG3 phosphorylation, an effect which was reminiscent of 

that seen upon depleting HSPB8 (Fig. S2.3B) [12]. These results were consistent with the existence 

of a tertiary complex between BAG3, HSPB8 and p62 that could facilitate BAG3 phosphorylation 

at mitotic entry. 
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Figure 2.4: Regulation of BAG3 and p62 by CDK1 shows mutual dependence. (A) BAG3-GFP IPs were 
prepared using anti-GFP from mitotic HeLa-RFP-H2B cells transduced with recombinant adenoviruses 
driving the expression of wild type (WT) BAG3-GFP or mutants defective in HSPB8 binding (IPV) or 
bearing deletion of PXXP motifs; cells were synchronized in early mitosis by nocodazole and collected by 
mitotic shake off. Immunoblotting was performed using anti-p62, anti-HSPB8 and anti-GFP antibodies. (B) 
Western blots of extracts prepared from asynchronous (AS) or from mitotic HeLa cells (M) synchronized in 
early mitosis by nocodazole and collected by mitotic shake off; cells were transfected or not (NT) with control 
siRNA (siCtl) or p62-specific siRNAs (sip62) and the levels of T285-phosphoryalted BAG3, total BAG3, p62 
and GAPDH (loading control) are shown. (C) Western blots of extracts prepared from asynchronous (AS) or 
from mitotic HeLa cells (M) synchronized in early mitosis by nocodazole and collected by mitotic shake off; 
cells were transfected or not (NT) with control siRNA (siCtl) or BAG3-specific siRNA (siBAG3) or HSPB8-
specific siRNAs and the levels of proteins as indicated are shown. Graphs depict the fold change in total p62 
levels (p62) or in T269-S272-phosphorylated p62 levels (p-p62) that was calculated relative to cells 
transfected with control siRNA and normalized relative to GAPDH levels; means +/- SE from 3 independent 
experiments.  
 

We then sought to analyze a reciprocal effect of BAG3 and HSPB8 on the mitotic phosphorylation 

of p62. We have shown recently that during proteasomal stress, depletion of BAG3 or HSPB8 

interferes with accurate modifications of p62 and mounting of an efficient stress response [41]. We 

reasoned that BAG3-HSPB8 could similarly act as a chaperone complex to facilitate p62 

phosphorylation at mitotic entry. To test this idea, HeLa cells were treated with BAG3- or HSPB8-

specific siRNAs and the level of p62 phosphorylated at the sites modified by CDK1, T269-S272, 

were analyzed by immunoblotting [59]. As shown in Figure 2.4C, the levels of p62 phosphorylated 

at T269-S272, like whole p62 levels, tended to be reduced in cells depleted of BAG3 or HSPB8; 

while these trends were reproducible, the reductions were not statistically significant. Altogether, 
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these results suggest that assembly of a BAG3-HSPB8-p62 tertiary complex is meaningful for 

BAG3 and p62 mitotic functions and likely facilitates their phosphorylation by CDK1. 

 

2.5.5. BAG3 phosphorylation regulates the molecular assembly of p62 bodies at 

mitotic entry 

 

The molecular assembly of p62 oligomers into high ordered inclusion bodies is a key process that 

determines the functions of p62 in protein sequestration, autophagosome assembly and 

cytoprotective signaling [61-68]. Cellular inclusions are believed crucial to orchestrate spatial 

protein quality control (PQC), to segregate and sequester damaged or superfluous proteins. They 

also emerged as dynamics cellular platforms to coordinate cell signaling and PQC mechanisms 

during physiological processes [3, 4, 69]. Phosphorylation of p62 at S349 and S403 has been shown 

to increase p62 binding to ubiquitinated proteins and promote the formation of p62 bodies during 

various stresses, a process that is regulated by BAG3-HSPB8 [41, 70].  As yet, however, the 

localization and organization of mitotically-phosphorylated p62 is unknown. Having shown a 

functional connection between BAG3 and p62 phosphorylation by CDK1, we next sought to 

explore the mechanisms whereby BAG3 phosphorylation regulates mitotic cell remodeling by 

investigating whether BAG3 and HSPB8 could modulate the molecular assembly of p62 bodies at 

mitotic entry.  

 

To that end, we first analyzed the subcellular distribution of p62 and ubiquitinated proteins in 

normally growing HeLa cells, by immunostaining endogenous p62 and poly-ubiquitine (Ub). 

Remarkably, cells undergoing an unperturbed mitosis exhibited a marked increase in Ub-labelled 

p62 clusters relative to interphase cells (Fig. 2.5A, arrowhead; Fig. 2.6D, compare AS to 

metaphase). These p62 clusters were designated mitotic inclusion body structures: MIBS, and as 

expected, they were downregulated by silencing of p62 (Fig. 2.5B, sip62). Importantly, MIBS-

containing p62 was phosphorylated at mitotic sites (T269-S272), but not at the canonical stress-

induced site S403 (Fig. 2.5C)[59, 70]. This suggests that MIBS are mitotically-regulated structures, 

and not canonical stress-induced p62 bodies. 

 

To assess the impact of BAG3 and HSPB8 on MIBS formation, parental HeLa cells or HeLa-RFP-

H2B cells were treated with BAG3- or HSPB8-specific siRNAs. MIBS formation was then 

analyzed quantitatively in cells undergoing an unperturbed mitosis (at the prometaphase/metaphase 

stages) by immunostaining endogenous p62. Using various siRNA sequences, we found that 



 

107 

depletion of either BAG3 or HSPB8 had a profound impact on MIBS formation, reducing their 

number by ∼2- to 6-folds in cells at the prometaphase/metaphase stages (Fig. 2.5D). Importantly, 

the efficiency of MIBS formation could be restored by introducing wild type BAG3-GFP, but not 

GFP or a non-phosphorylatable BAG3-GFP mutant (QMB) in BAG3-depleted cells, using 

recombinant adenoviruses (Fig. 2.5E).  

 

Overexpression of BAG3 was associated with inclusion formation [39]. To better limit the 

expression of exogenous BAG3-GFP proteins at near the endogenous levels of BAG3 in our rescue 

experiments, we engineered inducible isogenic cell lines using HeLa-Flp-In T-Rex cells [71]. Using 

this system, BAG3-GFP wild type and mutants were induced at slightly lower levels compared to 

endogenous BAG3 upon addition of low amounts of doxycycline (Fig. 2.5F). Under these 

conditions, induction of the wild type BAG3-GFP could partially but significantly correct the defect 

in MIBS formation caused by BAG3 depletion, confirming its requirement (Fig. 2.5G, WT). 

Nonetheless, neither the non-phosphorylatable nor the phospho-mimetic mutants could promote 

MIBS formation in BAG3-depleted cells, despite that were able to restore HSPB8 levels in these 

cells (Fig. 2.5G, DMB, T285D). Thus, these results establish a role for the mitotic phosphorylation 

of BAG3 in the molecular assembly of p62 into MIBS. 
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Figure 2.5: The molecular assembly of p62 into MIBS depends on BAG3 phosphorylation and HSPB8. 
(A) Deconvolved epifluorescence images showing the co-distribution of endogenous p62 and polyubiquitin 
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staining in a cell undergoing an unperturbed mitosis (white arrowhead) compared to an interphase cell; DNA 
was stained with Hoechst, Bar: 10 μm. (B) Quantification of polyubiquitin clusters in HeLa cells at the 
prometaphase-metaphase stages during an unperturbed mitosis; cells were transfected with control siRNA or 
p62-specific siRNAs and stained using anti-α-tubulin and anti-ubiquitin antibodies, means +/- SE from102 to 
136 cells from at least 4 independent experiments. Statistical significance was analyzed using the Kruskal-
Wallis test and Dunn’s multiple comparisons: ****, p<0.0001. (C) Deconvolved single plan confocal images 
of HeLa cells at metaphase (unperturbed) showing staining of T269-S272-phosphorylated p62, S403-
phosphoryalted p62 and total p62; Bars: 10 μm. (D, E) Quantification of HeLa cells at prometaphase-
metaphase stages transfected with control siRNA (siCtl), BAG3-specific siRNAs or HSPB8-specific siRNAs, 
indicating the numbers of mitotic p62 bodies per cell, means +/- SE from 70 to 136 cells from at least 3 
independent for (D; unperturbed mitotic cells); statistical significance was analyzed with the Kruskal-Wallis 
test: ****: p<0,0001. Cells were stained for endogenous p62, α-tubulin and DNA. Statistical significance was 
analyzed with the Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple comparisons : ****: p<0.0001 (E) Wild type or 
quadruple phosphorylation mutant of BAG3-GFP were introduced in BAG3-depleted cells using recombinant 
adenoviruses and cells were synchronized by a double thymidine block, means +/- SE from 19 to 31 
representative cells. (F) Schematic of the protocol used for depletion-rescue analyses of MIBS assembly in 
HeLa-Flp-In-T-Rex cell lines. Western blots of extracts from cells treated with BAG3-specific siRNA 
(3’UTR) and doxycycline (1 ng/ml, 16 h) show levels of wild type or BAG3-GFP mutants compared to levels 
of endogenous BAG3 that were estimated by loading increasing amounts of untreated Hela Flp-In-T-Rex cells 
(1, ½, ¼, 1/8); the levels of HSPB8 and GAPDH (loading control) are shown. (G) Confocal image stacks of 
mitotic HeLa Flp-In-T-Rex cells expressing GFP as control, or the indicated BAG3-GFP proteins treated as in 
(F), and immunostained for p62, DNA (Hoechst) and β-tubulin (spindle, not shown); Bar: 10 μm. Cells were 
synchronized in mitosis with the double thymidine block method and BAG3-GFP proteins were induced 
during the first thymidine block with doxycycline (1 ng/ml, 16 h). The graph depicts the numbers of mitotic 
p62 bodies per cell, means +/- SE from 50 to 86 cells from 2 representative experiments; statistical 
significance was analyzed with the Kruskal-Wallis test:****, p<0.0001. 
 
 

2.5.6. MIBS are high-ordered structures containing K63 polyubiquitin chains, 

which are modulated by CDK1  

 

So far, the data indicated that MIBS are assembled during an unperturbed mitosis, in a manner that 

requires HSPB8 and mitotically-phosphorylated BAG3. MIBS were detected in different 

proliferative cell types, including parental HeLa cells and normal mouse myoblasts cells (C2C12 

cells), suggesting that they generally respond to mitotic signals (Fig S2.4). We observed that MIBS 

dynamically changed during mitosis, forming clusters that increased in size and numbers from 

prophase to metaphase, after which they seemed to dissociate (Fig. 2.6A, 2.6B). These results 

suggest that MIBS are mitotically-regulated cellular inclusions. 

 

To further explore the role of CDK1 in MIBS assembly, HeLa cells were treated with low doses of 

the CDK inhibitor RO3306 as they were released from a double thymidine block to downmodulate 

CDK1 while enabling cells to enter mitosis. Under these conditions, treatment of cells with 1 to 3 

µM RO3306 had no major effect on the mitotic index; however, cells exhibited marked delays in 

mitosis and accumulated at the prometaphase/metaphase and prophase stages, consistent with a 

partial inhibition of CDK1 (Fig. 2.5C) [72]. Nonetheless, in cells that reached the metaphase stage, 
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the numbers of MIBS were significantly reduced relative to control metaphase cells (Fig. 2.6B, 

RO3306). These results suggest that the dynamics of MIBS is regulated by CDK1 activity. 

 
Figure 2.6: MIBS’ numbers and size change during mitosis and their assembly is regulated by CDK1. 
(A) Merged plane images from confocal stacks of representative HeLa-RFP-H2B cells synchronized in 
mitosis by a double thymidine block, showing immunostaining of MIBS with anti-p62, mitotic spindle with 
anti-β-tubulin and DNA staining with Hoechst, Bar: 10 μm.; cells were treated or not with low doses of the 
CDK1 inhibitor RO3306 for 3 h before cell fixation. (B) Quantification of cells from (A), indicating the 
numbers of p62 bodies per cell at the indicated stages of mitosis, means +/- SE from 11 to 59 cells from 2 
representative experiments. Statistical significance was analyzed with the Kruskal-Wallis test: ****: 
p<0.0001; ***: 0.003 compares metaphase + DMSO vs metaphase RO3306; **: p = 0.0042 compares AS vs 
anaphase/telophase; ns compares AS vs prophase. (C) Quantification of cells from (A), showing the 
percentages of cells treated with RO3306 or the vehicle (DMSO) at the indicated stages of mitosis, means +/- 
SE from 411 to 438 cells from 2 representative experiments. 
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We next sought to further explore the structure of MIBS. The propensity of p62 to form clusters 

was shown to depend on polyubiquitin binding and the ubiquitin chain type, K63-linked ubiquitin 

chains being a preferred substrate [73-75]. Immunostaining indeed revealed that MIBS recruited 

high levels of K63 polyubiquitin chains compared to p62 bodies from interphase cells HeLa cells 

(Fig. 2.7A, compare M to I). To determine if K63 polyubiquitin chains were stable components of 

MIBS, we performed coimmunoprecipitation analyses. Intriguingly, K63 polyubiquitin chains were 

barely detectable in p62 immunoprecipitate (IP), suggesting that cell lysis could disrupt weak 

interactions between p62 and K63 polyubiquitin chains. In agreement, high molecular weight K63-

linked ubiquitin signals were recovered in p62 IP prepared from DTME cross-linked cells (Fig. 

2.7B) or from formaldehyde cross-linked cells (data not shown). These data suggest that K63 

polyubiquitin chains-containing proteins are dynamics components of MIBS. We then refined the 

analysis of MIBS substructure by performing gated 3D STED imaging of endogenous p62 and K63 

polyubiquitin chains in HeLa cells undergoing an unperturbed mitosis. The images from Z-stacks 

revealed co-labelled structures of different sizes. Small assemblies tended to adopt a spherical shape 

whereas larger structures were cup-shaped with diameters of ~200 nm to ~1.5 µm, showing a dense 

core of p62 (Fig. 2.7C, red signal). Regions of overlapping staining between p62 cores and K63 

polyubiquitin chains were readily discernable; in particular, K63 polyubiquitin chains appear to 

form a “shell” around the neck of p62 structures (Fig. 2.7C, green signal). Similar arrangements of 

p62 and K63 polyubiquitin chains were observed by single color gated STED imaging. These 

results suggest that MIBS are specific high-ordered structures that recruit K63 polyubiquitin chains. 
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Figure 2.7: MIBS recruit K63 polyubiquitin chains and show a distinctive arrangement. (A) Confocal 
image planes of HeLa cells synchronized in mitosis by the double thymidine block method, showing staining 
of p62, K63 polyubiquitin (K63-Ub) and DNA (Hoechst); arrowheads designate cells either at metaphase 
(M), anaphase (A) or interphase (I); Bar: 10 μm. (B) P62 IPs were prepared using anti-p62 or rabbit IgG from 
mitotic HeLa cells synchronized with nocodazole and collected by mitotic shake off; cells have been treated 
with a reversible crosslinker DTME or the vehicle prior to cell lysis, and p62 IPs were analyzed by Western 
blot using anti-p62 or anti-K63 polyubiquitin. (C) Gated 3D STED imaging of endogenous p62 and K63 
polyubiquitin chains in fixed HeLa cells undergoing an unperturbed mitosis. P62 and K63 polyubiquitin were 
stained using Alexa Fluor 594- and ATTO 647N-labelled secondary antibodies, respectively, and depletion 
was performed with a laser at 775. Deconvolution was performed with the Huygens software. Left panels: 
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Single plane STED images from a Z-stack of 23 planes from a cell at metaphase; magnification of the boxed 
regions emphasize the organization of a single MIBS, insert bars: 1 µm. Middle panels: Single plane STED 
images of isolated MIBS from a Z-stack of 30 planes in a metaphase cell; Bar: 1 µm. Right panels: 3D 
reconstitution of STED image stacks with zoom on a large MIBS. The colored arrows indicate the orientation 
in the third dimension (XYZ).A hypothetical scheme of the putative arrangement of K63 polyubiquitin and 
cores of p62 forming MIBS is presented at the top. Please note that all controls for blead-through, artefact of 
depletion and scan directions have corroborated the data. 
 

2.6. Discussion 
 

BAG3 emerged as a multi-functional co-chaperone with pivotal impacts on several crucial 

biological processes including mitotic progression, but little is known on the regulatory mechanisms 

involved. In this study, we present evidence that BAG3 is a bona fide substrate of CDK1 that 

collaborates with its chaperone partner HSPB8 to control the molecular assembly of the 

sequestosome protein p62 into high ordered mitotic inclusion body structures (MIBS). Because site-

specific phosphorylation of BAG3 regulates both its HSPB8-dependent function in mitotic cell 

remodeling and MIBS assembly, we suggest that it activates a chaperone-mediated spatial quality 

control mechanism. Such a pathway could limit mitotic signaling in a spatially and temporally 

restricted manner for faithful mitotic progression. 

 

Currently, little is known on the mechanisms that regulate the rather promiscuous partnerships of 

BAG3and thereby control its diverse activities. Here, we identified phosphorylation at T285 on 

BAG3 by CDK1 as one important determinant of its specific function in mitotic spindle orientation 

and mitotic rounding. The non-phosphorylatable as well as phospho-mimetic BAG3 mutants both 

exhibited loss-of-function in mitotic phenotypes. Still, they were proficient in stabilization of 

HSPB8 protein levels, which depend on a stable interaction with BAG3 [29, 41, 50]. These results 

support a requirement for proper dynamics of BAG3 phosphorylation. While substitution of T285 to 

an Asp residue may not completely mimic the effect of phosphorylation, the maintenance of BAG3 

phosphorylation in mitotic cells relied on CDK1 activity and was abrogated within minutes upon 

inhibition of the mitotic kinase (Fig. 2.2A, Fig. S2.3B). Therefore, we infer that the loss-of-function 

of BAG3 mutants are not a consequence of unspecific structural defects. Several lines of evidence 

suggest that the chaperone activity of HSPB8 may promote coupling of BAG3 to its mitotic 

partners p62 and CDK1 and stabilize dynamics structural changes in BAG3 that might be mediated 

by phosphorylation. First, BAG3 phosphorylation is facilitated by HSPB8 and BAG3 protein levels 

are stabilized by HSPB8 mainly during M-phase (Fig. S2B) [50]. Second, the association of BAG3 

to p62 and CDK1 is enhanced during mitosis and depends on the same structural motifs, including 

the HSPB8 binding sites IPV (Fig. 2.4A) [12]. Third, the levels of T285-phosphorylated BAG3 are 
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modulated by p62 and CDK1 (Fig. 2.4B). Because HSPB8 and BAG3 also appeared to facilitate 

p62 phosphorylation at the sites modified by CDK1, we suggest that the formation of a tertiary 

complex composed of BAG3-HSPB8-p62 at mitotic entry is critical for enabling its regulation by 

CDK1, thus offering a molecular platform for MIBS assembly. 

 

The reason underlying the dynamic behavior of BAG3 phosphorylation during mitosis is currently 

unclear but could relate to the predicted mode of chaperoning by HSPB proteins and the function of 

BAG3-HSPB8 in MIBS assembly. HSPB proteins are ATP-independent chaperones that form large 

oligomers. They are believed to serve as “holdases” to sequester proteins, such as misfolded 

proteins during stress or actin monomers under steady-state conditions [32]. Target proteins would 

be released for recycling or repair/degradation upon dynamics structural changes in the oligomers, 

which are typically triggered by phosphorylation [76]. HSPB8, however, may have a distinct mode 

of action and a more substrate-dependent chaperone activity[34]. HSPB8 forms dimers that are 

stabilized by a physical interaction with BAG3, and during mitosis, the proteins are mutually 

dependent [50]. We show here that MIBS formation needs assistance from the BAG3-HSPB8 

chaperone complex and relies on BAG3 phosphorylation. Therefore, the dynamics of BAG3 

phosphorylation could regulate a putative holdase activity assisting in the assembly of p62 

supramolecular structures. MIBS seem to dynamically change over the course of mitotic 

progression, and MIBS behaved as labile structures that dissociated during purification without 

cross-linking. It could be that BAG3 phosphorylation at T285 and/or at other mitotic sites facilitate 

recruitment of K63 polyubiquitin-tagged proteins and MIBS assembly. Changes in BAG3 

phosphorylation, which are likely to modify HSPB8-BAG3 complex structure, could be required to 

release mature MIBS. Such a model would be consistent with the function of molecular chaperones 

that involves iterative cycles of binding and release [77]. Our preliminary results suggest that other 

residues within the PXXP motifs of BAG3, which is shown here to contribute its association with 

p62 and CDK1, can also be modified by CDK1 (data not shown). Whether and how they may 

regulate MIBS assembly remain to be investigated and should help clarify the mechanism involved. 

 

Our first characterization of MIBS suggests that they share some properties with membrane-less 

compartments, which are proposed to assemble through a process of demixing and protein self-

assembly termed “phase separation”. Protein phase transition emerged as a novel way for the cell to 

compartmentalize and regulate biochemical reactions, of increasing interest for the formation of 

mitotic structures [78-80]. Our super-resolution microscopic analyses revealed a distinctive 

arrangement of K63 polyubiquitin chains around p62-labelled core structures, which exhibited a 
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sphere-like shape. These features of MIBS suggest that they may not fit the classical definition of 

“aggregates”. Intriguingly, HSPB8 and BAG3 are characterized as intrinsically disordered proteins, 

a feature of proteins prone to phase separate [81]. Notably, we have shown that HSPB8 and BAG3 

associate with the centrosome, a membrane-less organelle, at the G2/M border [12]. It has been 

reported that p62 can undergo phase separation upon addition of K63 polyubiquitin chain to p62 in 

a test tube, resulting in enrichment of high-molecular weight ubiquitin signals into p62 droplets 

[82]. Moreover, within cells, the type of ubiquitin chains has major impacts on p62 clustering. 

Other analyses of p62-ubiquitin clusters organization have suggested that they form through a p62 

helical filament core crosslinked by polyubiquitinated substrates within which, the ubiquitin 

substrates would show high mobility [61, 83].  Thus, MIBS properties seem consistent with current 

models for the organization of specific sequestering structures by p62. Based on our results and 

those formerly published, we argue that MIBS formation is not due to unspecific protein 

aggregation but likely reflects a specific ubiquitin-controlled sorting center that respond to mitotic 

signals. To our knowledge, this is the first report of a mitotically-regulated change in the 

supramolecular organization of p62, which clearly warrants further investigation. 

 

While MIBS remain to be deciphered at a functional level, they point to the existence of significant 

connections between protein quality control (PQC) and mitotic signaling. The canonical formation 

of p62 body is mediated by p62 phosphorylation at stress-induced sites, which define p62’s 

sequestering activity and unleash a cytoprotective response, a process which is regulated by HSPB8 

and BAG3 under proteasome insufficiency [41, 70, 84]. MIBS are typified by phosphorylation of 

p62 at distinct CDK1-modified sites of relevance for mitotic regulation and could thus possess a 

distinct sequestering activity [59]. The emerging prevalence and complexity of cellular inclusions 

of various types underscore their essential role in sequestering and triaging proteins for different 

fates [3, 4]. There is precedent for mitotic cellular inclusions in regulation of mitotic cell 

remodeling. For instance, cyclin A2-containing dynamic foci can functionally interact with the 

RhoA GTPase and actin to promote efficient RhoA activation [85, 86].Furthermore, pools of cyclin 

A2 and RhoA could be degraded by selective autophagy to limit mitotic signaling in time and 

space. P62 bodies would provide a platform for segregating signaling complexes and promoting the 

assembly of autophagosomes, suggesting that MIBS could contribute to autophagic sequestration 

[61, 70, 83]. Whether distinct sites of active autophagy remain during mitosis or if autophagy stalls 

in mitosis, however, is a controversial issue [87]. Because mitosis provides a very short window of 

time for remodeling the overall structures of a cell, we suggest that PQC systems might be 

mobilized by mitotic signals to ensure robust cell shape transitions. This could be achieved in part, 
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through MIBS formation. Conceptually, MIBS could sequester and prevent aggregation of damaged 

mitotic components that bear high mechanical stress during cell shape remodeling, or they could 

provide fine-tuned control, by spatial segregation of signaling complexes acting on cell shape. 

While we currently favor a model whereby the BAG3-HSPB8-p62 signaling axis and MIBS 

functionally interact to regulate mitotic cell remodeling, it might also be that MIBS participate to 

mitotic regulation via an independent mechanism that implicates sensing and sequestration of K63 

polyubiquitin chains. 

 

In conclusion, the present work provides significant advances on the mitotic activity of BAG3-

HSPB8 chaperone complex, by uncovering its regulation by CDK1 and its impact on a novel type 

of mitotic p62 body. Deciphering MIBS at the molecular and functional levels should provide 

fundamental insights into the biology of mitotic progression.  
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Figure S2.1: Analyses of BAG3 phosphorylated residues by AP-MS. (A) BAG3 IPs were prepared using 
anti-BAG3 from asynchronous (AS) HEK 293T cells or synchronized in mitosis by nocodazole (400 ng/ml, 
16 h) and recovered by mitotic shake off. The different BAG3 bands were revealed by Coomassie staining 
after SDS-PAGE and were excised, in-gel digested and submitted to MS/MS analysis of the phosphopeptide 



 

118 

content; blue rectangle: interphase BAG3 band; red rectangle: mitotic supershifted BAG3 band. (B-D) 
Representative MS / MS spectra for phosphopeptides containing residues S289 (A), S291 (B), T285 (C) and 
S284 (D). Mascot scores, for the identification of peptides, and Ascore, for the localization of the 
phosphorylated site, are indicated in the panels. A total of 2 peptides containing S284 were found, 13 peptides 
were found for T285, 33 peptides were found for S289 and 14 peptides were found for S291, from 6 
independent experiments. m/z, mass per charge; AMU , atomic mass unit. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S2.2: (A) Mitotic kinase inhibitors-induced mitotic delays. Graph depicts the percentages of cells at 
interphase or at the different mitotic stages. HeLa-RFP-H2B cells were incubated for 16 h with 200 ng/ml of 
nocodazole with or without 1 µM or 5 µM of BI2536 and 0.5 µM or 1 µM of MLN8237, then fixed and 
processed for immunostaining with an anti-β-tubulin (mitotic spindle) and DNA with Hoechst; data are 
meansfrom 199 to 200 representative cells. (B) Maintenance of BAG3 phosphorylation requires CDK1 
activity in mitosis. Western blots of extracts from mitotic HeLa-RFP-H2B (nocodazole-arrested) that have 
been treated with the CDK1 inhibitor RO3306 for the indicated periods of time, using anti-PY15-CDK1 
(inactive CDK1), anti-CDK1, anti-pT285-BAG3 and anti-BAG3. The levels of vinculin are shown as loading 
control. Mitotic cells were recovered by mitotic shake off; the results represent 2 independent experiments. 
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Figure S2.3: (A) The non-phosphorylatable BAG3-GFP mutants can rescue aggresome formation in 
BAG3-depleted cells. (A) Schematic of the protocol used to perform depletion-rescue experiments for 
aggresome assembly upon proteasome inhibition in BAG3-depleted HeLa-RFP-H2B cells. Cells were treated 
with BAG3-specific siARN targeting the 3’UTR region (siBAG3#3), transduced with recombinant 
adenoviruses driving expression of GFP or BAG3-GFP proteins, as indicated, and then treated with 5 µM of 
MG132 for 16 h. Cells were fixed and processed for immunostaining of endogenous p62 with an anti-p62; 
DNA was stained with Hoescht. Merged plane images from confocal stacks show dispersed microaggregates 
of p62 (siBAG3+GFP) or a perinuclear aggresome (white arrows: siCtl+GFP, siBAG3+WT, siBAG3+DMB). 
Graph depicts the percentages of cells with p62 dispersed aggregates versus a perinuclear aggresome; means 
+/- SE from 394 to 926 cells from 2 to 4 independent experiments. (B) HSPB8 facilitates mitotic BAG3 
phosphorylation at T285. Western blots of extracts prepared from asynchronous (AS) HeLa cells or 
synchronized in mitosis by a nocodazole treatment (16h, 100ng/ml) and recovered by mitotic shake off (M); 
cells were treated with control siRNA (siCtl) or HSPB8-specific siRNAs (siHSPB8). GAPDH: loading 
control. Results represent 2 independent experiments. 
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Figure S2.4: MIBS are detected in normal mouse C2C12 muscles cells and in parental CCL2 HeLa 
cells. (A) Merged plane images from confocal stacks of asynchronous parental CCL2 HeLa cells stained for 
p62 and mitotically-phosphorylated p62 (pT269-S272), showing MIBS enrichment in phosphorylated p62 in a 
metaphase cell (arrow), compared to barely detectable p62 bodies in 2 interphase cells; DNA was stained with 
Hoescht, Bar: 20 µm. (B) Merged plane images from confocal stacks of asynchronous C2C12 cells stained for 
p62, F-actin (phalloidin) and DNA (Hoescht). Please note that the mitotic round cell exhibits numerous p62 
bodies compared to interphase cells; Bar : 20 µm. 
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2.7. Materials and methods  
 

Expression Vectors, Recombinant Adenoviruses and Bacculoviruses 

BAG3 phosphomutants constructs were generated by PCR using the BAG3-GFP_WT as template 

and the following primers:  

BAG3_S284-T285A.gen: 5’- CCA GCC AGG AGC GCC GCG CCA CTC CAC TCC -3’;  

BAG3_S284-T285A.rev: 5’- GGA GTG GAG TGG CGC GGC GCT CCT GGC TGG -3’;  

BAG3_T285D.gen: 5’- CCA GCC AGG AGC AGCGAC CCA CTC CAC TCC -3’;  

BAG3_T285D.rev: 5’- GGA GTG GAG TGG GTC GCT GCT CCT GGC TGG-3’;  

BAG3_ S289A.gen: 5’- CGCCACTCCACGCCCCCTCGCCCATC -3’;  

BAG3_ S289A.rev: 5’- GATGGGCGAGGGGGCGTGGAGTGGCG-3’;  

BAG3_S291A.gen: 5’- CTCCACTCCCCCGCGCCCATCCGTGTG-3’;  

BAG3_S291A.gen: 5’- CACACGGATGGGCGCGGGGGAGTGGAG-3’.  

All constructs were confirmed by DNA sequence analyses. Recombinant adenoviruses for 

expression of BAG3-GFP proteins (WT, ΔPXXP (Δ302-418) or IPV [I96V/V98G/I208G/V210G] 

used for immunoprecipitation experiments and production of recombinant adenoviruses for S284A-

T285A, S284A-T285A-S289A-S291A and T285D, (Welgen Inc, Worcester, MA) were described 

[12]. All recombinant adenoviruses were confirmed by sequencing of the inserted sequences. Virus 

titers were determined using the AdenoX Rapid titer kit (ClontechLaboratories, #631028). The 

CellLightBacMam 2.0 ready to use reagents Bac-RFP-α-tubulin was from Life Technologies 

(C10614).pcDNA5/FRT/TO/BAG3-GFP_WT or mutants were generated by subcloning BAG3-

GFP DNA (described above) into pcDNA5/FRT/TO by transfering the BamHI/XhoI fragment and 

were used to generate to obtain inducible HeLa-Flp-In-TRex-BAG3-GFP cells lines. 

pcDNA5/FRT/TO and pOG44 plasmids were from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). 

 

Antibodies and Chemicals. 

The following antibodies were used for Western blot: rabbit anti-BAG3 was described in [12]. To 

raise the anti-phospho-T285, the antigen for rabbit immunization were prepared with the phospho-

peptide CGSPARSS(phosT)PLHS (pT285-BAG3) crosslinked on Keyhole Lympets Hemocyanin 

(KLH) with dimethylformamide (MBS). Serum was affinity-purified using a phospho-peptide 

column crosslinked with the Sulfolink Immobilization kit for peptides (Pierce #44999).The non-

phopho-peptide antibodies were then absorbed on a non-phospho-peptide column and anti-phospho-

peptide IgG were collected in flow throw eluates, concentrated and kept at -20°C in 50% glycerol in 

PBS. For Western blot: anti-cyclin B1 (sc-245), anti-GFP (sc-9996), anti-p62 (sc-28359) and anti-
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CDK1 (sc- 954) were from Santa Cruz Biotechnology; anti-GAPDH Clone 6C5 (Fitzgerald, #10R-

G109a) and anti-Ub-K63 (#05-1308) were from Millipore; anti-vinculin (V9131) was from Sigma-

Aldrich; anti-pT269-S272-p62/SQSTM1 (#13121) and anti-pY15-CDK1 (#9111S) were from Cell 

Signaling Technologies. For IP: anti-GFP (A-11120) was from Molecular Probes/Thermo Fisher. 

For immunofluorescence: anti-p62 (sc-28359) was from Santa Cruz Biotechnology; anti-α-tubulin 

(Abcam, ab18251); anti-α-tubulin (T5168) and anti-Ub-K63 (#05-1308) were from Millipore; anti-

pT269-S272-p62/SQSTM1 (#13121) was from Cell Signaling Technologies; Hoechst Bisbenzimide 

H 33342 (B2261); Alexa-Fluor 488 Phalloidin (A12379) were from Molecular Probes/Thermo 

Fisher; Fibronectine (10μg/ml; F1141), Poly-L-Lysine (1 mg/ml; P1399) and Purvalanol A (P4484) 

were from Sigma-Aldrich. RO-3306 (SML0569), thymidine (T9250), MG132 (Z-leu-leu-leu-al, 

C2211), doxycycline (D9891), were from Millipore Sigma (Billerica, MA, USA). Nocodazole 

(487928) and blasticidin (203350) were fromCalbiochem. MLN8237 (1028486-01-2) was from 

Cedarlane and AR-A014418 (S7435) was from Selleckchem. Hygromycin B (HD0230) was from 

Biobasic Canada, BI2536 (2CT/09) was from JS Research Chemicals Trading and PD098059 

(P215) was from Research Biochemicals International. 

 

Cell lines, Cell Culture and Cell Synchronization 

HeLa cells (ATCC) [88] and HeLa-RFP-H2B cells (gift from Sabine Elowe) [71] were maintained 

in α-minimum essential medium (α-MEM) with 10% fetal bovine serum (FBS). HeLa Flp-In-T-

REx cells (gift of Arshad Desai) containing Flp-IN recombination sites and an inducible 

tetracycline/doxycycline promotor were maintained in a-MEM with 10% FBS, 100 µg/ml 

phleomycin D1 (Zeocin) and 10 mg/ml blasticidin S [89].C2C12 cells (mouse myoblasts; gift from 

Guillaume Grenier, Faculty of Medicine, Department of Orthopedic Surgery, Sherbrooke, Quebec) 

were maintained in DMEM High Glucose supplemented with 10 % FBS. This cell line has been 

widely used as a model for skeletal muscle development (differentiation medium: DMEM High 

Glucose supplemented with 2% horse serum) [49]. All cell lines were grown in a humidified 

atmosphere with 5% CO2 at 37°C. HeLa-Flp-In-T-Rex-BAG3-GFP cells lines were generated by 

transfecting HeLa-Flp-In-T-Rex cells with pcDNA5/FRT/TO-BAG3-GFP-WT, pcDNA5/FRT/TO-

BAG3-GFP-S284A-T285A, or pcDNA5/FRT/TO-BAG3-GFP-T285D together with pOG44. 

Selection of isogenic cell lines was made according to the manufacturer’s protocol (Thermo Fisher 

Scientific). HeLa cell lines were synchronized in mitosis by the double thymidine block method 

[12]. Thymidine/nocodazole block was performed by a 24 h-incubation period with 2 mM of 

thymidine followed by a 3 h-release period in fresh medium; cells were then synchronized in early 

mitosis by a 16 h-treatment with nocodazole (40 to 400ng/ml). Mitotic cell extracts were prepared 
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from cells recovered mechanically by mitotic shake off. Cells were synchronized in G2/M by an 18 

h- RO-3306 (8μM) block. 

 

Recombinant BAG3 and in vitro Kinase Assay  

cDNA coding for human BAG3 were cloned in phase with GST in vector pGEX-4T3. Proteins were 

expressed in BL21codon+(RIL) (Stratagene), lysed by sonication in PBS supplemented with 0.1% 

Triton X-100, Complete (Roche) and 1 mM DTT, purified using Glutathione-Sepharose 4B 

(Pharmacia), dialysed and concentrated in PBS. Histone H1 (H1917 from Sigma-Aldrich), GST-

BAG3 or GST alone were incubated with 3.5units of CDK1/cyclinB1 (P6020S, New England 

Biolabs) in 20 µl of 50 mM TRIS-HCl pH 7.4, 200 µM [γ-32P]-ATP (3 µCi/tube, from Perkin 

Elmer), 10 mM MgCl2, and 2 mM DTT during 30 minutes at 30 °C. Proteins were separated on 

SDS-PAGE, stained with Coomassie BlueR250, and radioactivity was revealed using the imaging 

system FLA-5100, Fujifilm Life Science. For cold in vitro kinase assay, 1 µg of GST-BAG3 or 

GST alone were incubated with 3 or 9units of CDK1/cyclinB1 (P6020S, New England Biolabs) in 

20 µl of 15 mM TRIS-HCl pH 7.4, 250 µM ATP, 12.5mM MgCl2, and 0.6mM DTT during 45 

minutes at 30 °C. 

 

Knockdown-Rescue Experiments, siRNAs and Biochemistry. 

For knockdown experiments, HeLa and HeLa-RFP-H2B cells were transfected with 50 nM or 75 

nM short interfering RNA (siRNA) duplexes for 16 h by the calcium phosphate transfection method 

[49]. HeLa-Flp-In-Rex cells were transfected with 50 nM siRNA duplexes, using Lipofectamine 

RNAiMax Reagent (Thermo Fisher Scientific). The siRNA duplexes were based on human 

sequences and were purchased from Qiagen (HPP grade siRNA) or Thermo Fisher Scientific 

(standard A4grade). Sequences of the sense strands are as follows:  

siBAG3#1: 5’-CGAAGAGTATTTGACCAAA-3’; siBAG3#2:5’-GCAAAGAGGTGGATTCTAA-

3’; siBAG3#3 : 5’-GATGTGTGCTTTAGGGAAT-3’; siBAG3#4 5’-

TAACTTGGGTGGAGGCAAA-3’; siBAG3#5: 5’ – CTGACTTTAGAGAGAGTAATT – 3’; 

siHSPB8#1: 5’-CAGAGGAGTTGATGGTGAA-3’;  

siHSPB8#25’-GCAGTGAATGCAAGGGTTATT-3’; sip62#1: 5’-

GGAAATGGGTCCACCAGGA-3’; sip62#2: 5’-AGACCAAGAACTATGACAT-3’.  

Control siRNA (siCtl): AllStars Negative Control was purchased from Qiagen, target sequence: 5’-

CAGGGTATCGACGATTACAAA-3’. For depletion-rescue experiments, we used a protocole 

based on the Adenofection method, as described [49]. Briefly, HeLa-RFP-H2B were transduced 

with Ad-BAG3-GFP at a multiplicity of infection (MOI) of 1 plaque-forming units per cell 
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(pfu/cell) together with BacMam 2.0 reagents (RFP-α-tubulin) at 4 pfu/cell, and transfected during 

48 h with siRNA directed to the 3’-UTR(siBAG3#3 or siBAG3#5); cells were synchronized by the 

double thymidine (2 mM)block method. For preparing BAG3-GFP IPs, asynchronous HeLa cells or 

cells arrested in mitosis by a 16h-treatmentwithnocodazole (200 to 400 ng/ml), were washed in ice-

cold PBS and were lysed by 3-cycles of freezing/thawing in 4-volume of lysis buffer (20 mM TRIS-

HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% IGEPAL, 1 mMNaVO4, 10 mM NaF, 40 mMβ-

glycerophosphate, 1X Complete [Roche], 1 mM DTT). Cell extracts were centrifugedat 15,000 g 

for 15 min, and equal amounts of supernatants were incubated with specific antibodies, previously 

coupled to Dynabeads protein A (Life Technologies) pre-equilibrated in lysis buffer for 30 min at 

4°C. After incubation for 60 min, immuno-complexes were collected using a magnetic stand and 

washed 3-times in lysis buffer. Equal amounts of immune complexes were loaded on SDS-PAGE 

and analyzed by Western blot as described before [90]. Protein concentrations were determined 

with DC protein assay reagent (Bio-Rad) and densitometric analyses were performed with FluorS 

MAX MultiImager-captured images using the QuantityOne software version 4.5.0 (Bio-Rad 

Laboratories). HeLa Flp-in T-Rex cell lines were treated with 1 ng/ml of doxycycline for 16 h to 

induce the expression of BAG3-GFP proteins.  

 

Immunofluorescence, Microscopy and Live Cell Imaging  

For immunostaining of mitotic spindle and insoluble mitotic structures, cells were fixed in 4% 

formaldehyde in 0.2% Triton X-100, 20 mM Pipes, pH 6.8, 1 mM MgCl2, 10 mM EGTA, pH 8.0, 

4% formaldehyde for 10 min at RT; alternatively, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 

15 min at RT or in cold methanol (staining of whole p62 structures). Specimens were then 

processed for immunofluorescence [91, 92], using the indicated primary antibodies and Alexa Fluor 

goat anti-rabbit or goat anti-mouse antibodies (Molecular Probes). For gated-STED microscopy, 

secondary antibodies were conjugated to ATTO 647N and Alexa Fluor-594 (#611-156-122S, 

Cedarlane). DNA was stained with cell-permeable Hoechst and F-actin was stained with Alexa 

Fluor phalloidin (Molecular Probes/ Thermo Fisher Scientific, Ottawa, On. CA). Phenotypes were 

monitored routinely by at least two independent investigators by visual inspection of fixed 

specimens and were scored in a blind manner. Phenotypes investigations and epifluorescence 

images were performed with an AxioObserver Z1 system using a 40x Plan-Neofluoar 0.6NA 

objective, and a charged-coupled device (CCD) camera AxiocamMRm controlled by the Zen 

software (Carl Zeiss). Mitotic rounding was quantified by visual inspection of defects in mitosis as 

followed: partially rounded or flat mitotic cells. Defects in aggresome formation were scored by the 

presence of microaggregates versus a perinuclear aggresome defined as a cluster of ubiquitinated 
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proteins localized close to nucleus. Confocal microscopy of fixed cells for MIBS quantification, and 

live cell experiments were performed with a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc Confocal (60x 

oil 1.4 NA or 40x 0.75 NA objectives respectively) equipped with an EMCCD cooled charge-

coupled camera at -50°C (Hamamatsu Photonics K.K) and driven by Volocity software version 

6.01, equipped with a humidified 5% CO2 thermoregulated chamber. For live-cell imaging, HeLa-

RFP-H2B cells were seeded on fibronectin-coated glass dishes (MatTek Corporation, USA) and 

images were acquired at 90 seconds intervals for a 75 minutes-period starting at 48 h 

posttransfection. Mitotic phenotypes were estimated by visual inspection of time-sequences. The 

numbers of mitotic defects were scored as followed: spindle rotation or mis-positioning and/or 

delay in mitosis and were estimated from individual cells for three dependent experiments. MIBS 

were quantified from confocal image stacks in individual cells using the Volocity software based on 

the intensity and size of objects using a minimum threshold of 0.5 µm; alternatively, the numbers 

and size of MIBS were scored from confocal image stacks, by using the 3D imager of the NIS 

Elements 5.00 software (Nikon). The structures were selected through a minimum-intensity 

threshold and a minimum size of 0.5 µm. Confocal microscopy of fixed cells for MIBS containing 

pS403-p62 or pT269-S272-p62 was performed with an AxioObserver Z1 system Zeiss LSM 700 

(Plan-Apochromat 63x 1.40 NA oil objective) and driven by Zen 2009 (Carl Zeiss). For gated-

STED microscopy, confocal images were acquired with a Leica TCS SP8 STED ×3 microscope 

equipped with white-light laser, 405-nm diode laser, and HyD detectors, by sequential scanning 

using the following settings: objective, HC/PL/APO ×63/1.40 oil or ×10/0.4 dry; immersion oil, 

Leica Type F (refractive index, 1.518); scan speed, 600 Hz; line average, 2–4; and time gate, 0.3–

6.0 ns. Laser power and gain were set to optimize signal-to-noise ratio and avoid saturation using 

the QLUT Glowmode. Sizes of pixel, pinhole, and z-step were set to optimize resolution, or to 

oversample in the case of images to be deconvolved. STED was performed with a 775-nm depletion 

laser and the following adapted settings: objective, PL/APO ×100/1.40 oil STED White; line 

average, 6–8; time gate, 0.5–6.0 ns; STED3D, approximately 50%–75%; and depletion laser 

intensity, 20% (Alexa Fluor 594) or 10% (Atto 647N). Single-color STED, and dual-color STED 

after flipping channels for antigen staining was performed to validate the results. Deconvolution 

was performed with Huygens Professional (Scientific Volume Imaging) using a theoretical point 

spread function, manual settings for background intensity, and default signal-to-noise ratio. Three-

dimensional reconstruction was performed with LAS X 3D Visualisation (Leica). Color balance, 

contrast, and brightness were adjusted with Photoshop (Adobe). 
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Statistical Analyses 

Statistical calculations were performed using Prism 6.0 software (GraphPad Software). For 

experiments examining the proportions of cells with mitotic defects or rounding defects in 

depletion-rescue experiments, the numbers of cells with defects was analyzed relative to the total 

numbers for each condition using the Fisher's exact test, which is used for small sample sizes with 

nominal/categorical variables. For experiments examining MIBS assembly, the numbers of MIBS 

per cell were quantified in individual cells for each condition, and compared using the Kruskall 

Wallis test (combined with Dunn’s multiple comparisons), which is a nonparametric test that 

compares more than two unpaired groups of ordinal or numerical variables. 

 

Author contributions  

C. Luthold, H. Lambert and J.N. Lavoie designed research; C. Luthold, H. Lambert, M. Fuchs, S.M. 

Guilbert, M-A Rodrigue, A.A. Varlet and A. Dumas performed experiments; C. Luthold, H. 

Lambert, M. Fuchs and M-A Rodrigue prepared Figures; C. Luthold, H. Lambert, M. Fuchs, M-A 

Rodrigue and J.N. Lavoie analyzed the data; A. Fradet-Turcotte and L. Vallières provided crucial 

resources to perform the work; C. Luthold and J.N. Lavoie wrote the paper. 

 

Acknowledgments— We thank S. Elowe and Lavoie’s lab members for insightful discussions. We 

are grateful to Dr Arshad Desai (Flp-In-T-REx HeLa cells; Ludwig Institute for Cancer Research, 

University of California, San Diego, CA), Dr Sabine Elowe (CHU de Québec-Université Laval 

Research Center, Reproduction, mother and young health division, Qc, Canada), and Dr Serge 

Rivest (CHU de Québec-Université Laval Research Center, Neurosciences division, Qc. Canada)for 

providing critical reagents and microscopic resources. We thank Carl St-Pierre (CHU de Québec-

Université Laval Research Center, Oncology division, Qc. Canada) for assistance in microscopic 

analyses, and Dr Nicolas Bisson (CHU de Québec-Université Laval Research Center, Oncology 

division, Qc. Canada) for his assistance in the analysis of MS data significance. Mass spectrometry 

was performed at the CHU de Québec-Université Laval Research Center Proteomics Platform. This 

work was supported by the Canadian Institutes of Health Research (Grant No 7088 to JNL). M-A 

Rodrigue is supported by a studentship from the Université Laval Cancer Research Center. 

 

 

 

 

 



 

127 

2.8. References 
1. Saibil H. Chaperone machines for protein folding, unfolding and disaggregation. Nat Rev Mol Cell 
Biol. 2013;14(10):630-42. Epub 2013/09/13. doi: 10.1038/nrm3658. PubMed PMID: 24026055; PubMed 
Central PMCID: PMC4340576. 
2. Quinlan RA, Ellis RJ. Chaperones: needed for both the good times and the bad times. Philosophical 
transactions of the Royal Society of London Series B, Biological sciences. 2013;368(1617):20130091. Epub 
2013/03/27. doi: 10.1098/rstb.2013.0091. PubMed PMID: 23530265; PubMed Central PMCID: 
PMC3638401. 
3. Wolff S, Weissman JS, Dillin A. Differential scales of protein quality control. Cell. 2014;157(1):52-
64. doi: 10.1016/j.cell.2014.03.007. PubMed PMID: 24679526. 
4. Scior A, Juenemann K, Kirstein J. Cellular strategies to cope with protein aggregation. Essays 
Biochem. 2016;60(2):153-61. doi: 10.1042/EBC20160002. PubMed PMID: 27744331. 
5. Bassermann F, Eichner R, Pagano M. The ubiquitin proteasome system - implications for cell cycle 
control and the targeted treatment of cancer. Biochim Biophys Acta. 2014;1843(1):150-62. Epub 2013/03/08. 
doi: 10.1016/j.bbamcr.2013.02.028. PubMed PMID: 23466868; PubMed Central PMCID: 
PMCPMC3694769. 
6. Teixeira LK, Reed SI. Ubiquitin ligases and cell cycle control. Annual review of biochemistry. 
2013;82:387-414. Epub 2013/03/19. doi: 10.1146/annurev-biochem-060410-105307. PubMed PMID: 
23495935. 
7. Kakihana A, Oto Y, Saito Y, Nakayama Y. Heat shock-induced mitotic arrest requires heat shock 
protein 105 for the activation of spindle assembly checkpoint. FASEB J. 2018:fj201801369R. Epub 
2018/11/30. doi: 10.1096/fj.201801369R. PubMed PMID: 30496702. 
8. Fang CT, Kuo HH, Pan TS, Yu FC, Yih LH. HSP70 regulates the function of mitotic centrosomes. 
Cell Mol Life Sci. 2016;73(20):3949-60. Epub 2016/05/04. doi: 10.1007/s00018-016-2236-8. PubMed PMID: 
27137183. 
9. Elsing AN, Aspelin C, Bjork JK, Bergman HA, Himanen SV, Kallio MJ, et al. Expression of HSF2 
decreases in mitosis to enable stress-inducible transcription and cell survival. J Cell Biol. 2014;206(6):735-49. 
Epub 2014/09/10. doi: 10.1083/jcb.201402002. PubMed PMID: 25202032; PubMed Central PMCID: 
PMCPMC4164949. 
10. Kenworthy AK. Have we become overly reliant on lipid rafts? Talking Point on the involvement of 
lipid rafts in T-cell activation. EMBO Rep. 2008;9(6):531-5. PubMed PMID: 18516088. 
11. Yang Y, Wang W, Li M, Gao Y, Zhang W, Huang Y, et al. NudCL2 is an Hsp90 cochaperone to 
regulate sister chromatid cohesion by stabilizing cohesin subunits. Cell Mol Life Sci. 2018. Epub 2018/10/29. 
doi: 10.1007/s00018-018-2957-y. PubMed PMID: 30368549. 
12. Fuchs M, Luthold C, Guilbert SM, Varlet AA, Lambert H, Jetté A, et al. A Role for the Chaperone 
Complex BAG3-HSPB8 in Actin Dynamics, Spindle Orientation and Proper Chromosome Segregation during 
Mitosis. PLoS Genetics, e1005582 doi: 101371. 2015;11(10). 
13. Niikura Y, Kitagawa R, Ogi H, Kitagawa K. SGT1-HSP90 complex is required for CENP-A 
deposition at centromeres. Cell Cycle. 2017;16(18):1683-94. Epub 2017/08/18. doi: 
10.1080/15384101.2017.1325039. PubMed PMID: 28816574; PubMed Central PMCID: PMCPMC5602426. 
14. Bandura JL, Jiang H, Nickerson DW, Edgar BA. The molecular chaperone Hsp90 is required for cell 
cycle exit in Drosophila melanogaster. PLoS genetics. 2013;9(9):e1003835. Epub 2013/10/03. doi: 
10.1371/journal.pgen.1003835. PubMed PMID: 24086162; PubMed Central PMCID: PMCPMC3784567. 
15. Liu XS, Song B, Tang J, Liu W, Kuang S, Liu X. Plk1 phosphorylates Sgt1 at the kinetochores to 
promote timely kinetochore-microtubule attachment. Mol Cell Biol. 2012;32(19):4053-67. Epub 2012/08/08. 
doi: 10.1128/MCB.00516-12. PubMed PMID: 22869522; PubMed Central PMCID: PMCPMC3457539. 
16. Yang Y, Yan X, Cai Y, Lu Y, Si J, Zhou T. NudC-like protein 2 regulates the LIS1/dynein pathway 
by stabilizing LIS1 with Hsp90. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107(8):3499-504. Epub 2010/02/06. doi: 
10.1073/pnas.0914307107. PubMed PMID: 20133715; PubMed Central PMCID: PMCPMC2840461. 
17. Martins T, Maia AF, Steffensen S, Sunkel CE. Sgt1, a co-chaperone of Hsp90 stabilizes Polo and is 
required for centrosome organization. EMBO J. 2009;28(3):234-47. Epub 2009/01/10. doi: 
10.1038/emboj.2008.283. PubMed PMID: 19131964; PubMed Central PMCID: PMCPMC2637337. 
18. Basto R, Gergely F, Draviam VM, Ohkura H, Liley K, Raff JW. Hsp90 is required to localise cyclin 
B and Msps/ch-TOG to the mitotic spindle in Drosophila and humans. J Cell Sci. 2007;120(Pt 7):1278-87. 
Epub 2007/03/23. doi: 10.1242/jcs.000604. PubMed PMID: 17376965. 



 

128 

19. Fortugno P, Beltrami E, Plescia J, Fontana J, Pradhan D, Marchisio PC, et al. Regulation of survivin 
function by Hsp90. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(24):13791-6. Epub 2003/11/14. doi: 
10.1073/pnas.2434345100. PubMed PMID: 14614132; PubMed Central PMCID: PMCPMC283500. 
20. Lange BM, Rebollo E, Herold A, Gonzalez C. Cdc37 is essential for chromosome segregation and 
cytokinesis in higher eukaryotes. EMBO J. 2002;21(20):5364-74. Epub 2002/10/11. PubMed PMID: 
12374737; PubMed Central PMCID: PMCPMC129064. 
21. Goes FS, Martin J. Hsp90 chaperone complexes are required for the activity and stability of yeast 
protein kinases Mik1, Wee1 and Swe1. European journal of biochemistry / FEBS. 2001;268(8):2281-9. Epub 
2001/04/12. PubMed PMID: 11298745. 
22. Aligue R, Akhavan-Niak H, Russell P. A role for Hsp90 in cell cycle control: Wee1 tyrosine kinase 
activity requires interaction with Hsp90. EMBO J. 1994;13(24):6099-106. Epub 1994/12/15. PubMed PMID: 
7813446; PubMed Central PMCID: PMCPMC395589. 
23. Tang Z, Dai S, He Y, Doty RA, Shultz LD, Sampson SB, et al. MEK guards proteome stability and 
inhibits tumor-suppressive amyloidogenesis via HSF1. Cell. 2015;160(4):729-44. Epub 2015/02/14. doi: 
10.1016/j.cell.2015.01.028. PubMed PMID: 25679764. 
24. Luo J, Solimini NL, Elledge SJ. Principles of cancer therapy: oncogene and non-oncogene addiction. 
Cell. 2009;136(5):823-37. PubMed PMID: 19269363. 
25. Taipale M, Tucker G, Peng J, Krykbaeva I, Lin ZY, Larsen B, et al. A quantitative chaperone 
interaction network reveals the architecture of cellular protein homeostasis pathways. Cell. 2014;158(2):434-
48. Epub 2014/07/19. doi: 10.1016/j.cell.2014.05.039. PubMed PMID: 25036637; PubMed Central PMCID: 
PMC4104544. 
26. Behl C. Breaking BAG: The Co-Chaperone BAG3 in Health and Disease. Trends in pharmacological 
sciences. 2016;37(8):672-88. Epub 2016/05/11. doi: 10.1016/j.tips.2016.04.007. PubMed PMID: 27162137. 
27. Kabbage M, Dickman MB. The BAG proteins: a ubiquitous family of chaperone regulators. Cell Mol 
Life Sci. 2008;65(9):1390-402. Epub 2008/02/12. doi: 10.1007/s00018-008-7535-2. PubMed PMID: 
18264803. 
28. Klimek C, Kathage B, Wordehoff J, Hohfeld J. BAG3-mediated proteostasis at a glance. J Cell Sci. 
2017;130(17):2781-8. Epub 2017/08/16. doi: 10.1242/jcs.203679. PubMed PMID: 28808089. 
29. Carra S, Seguin SJ, Lambert H, Landry J. HspB8 chaperone activity toward poly(Q)-containing 
proteins depends on its association with Bag3, a stimulator of macroautophagy. J Biol Chem. 
2008;283(3):1437-44. Epub 2007/11/17. doi: 10.1074/jbc.M706304200. PubMed PMID: 18006506. 
30. Morelli FF, Mediani L, Heldens L, Bertacchini J, Bigi I, Carra AD, et al. An interaction study in 
mammalian cells demonstrates weak binding of HSPB2 to BAG3, which is regulated by HSPB3 and 
abrogated by HSPB8. Cell stress & chaperones. 2017;22(4):531-40. Epub 2017/02/10. doi: 10.1007/s12192-
017-0769-x. PubMed PMID: 28181153; PubMed Central PMCID: PMCPMC5465030. 
31. Ungelenk S, Moayed F, Ho CT, Grousl T, Scharf A, Mashaghi A, et al. Small heat shock proteins 
sequester misfolding proteins in near-native conformation for cellular protection and efficient refolding. 
Nature communications. 2016;7:13673. doi: 10.1038/ncomms13673. PubMed PMID: 27901028; PubMed 
Central PMCID: PMCPMC5141385. 
32. Guilbert SM, Varlet A-A, Fuchs M, Lambert H, Landry Ja, Lavoie JN. Regulation of Actin-Based 
Structure Dynamics by HspB Proteins and Partners. . In: Hightower ERTaL, editor. The Big Book of Small 
Heat Shock Proteins. ISBN:  978-3-319-16076-4.: Springer international Publishing AG 2015. 
33. Mymrikov EV, Seit-Nebi AS, Gusev NB. Heterooligomeric complexes of human small heat shock 
proteins. Cell stress & chaperones. 2012;17(2):157-69. doi: 10.1007/s12192-011-0296-0. PubMed PMID: 
22002549; PubMed Central PMCID: PMCPMC3273557. 
34. Mymrikov EV, Daake M, Richter B, Haslbeck M, Buchner J. The Chaperone Activity and Substrate 
Spectrum of Human Small Heat Shock Proteins. J Biol Chem. 2017;292(2):672-84. doi: 
10.1074/jbc.M116.760413. PubMed PMID: 27909051; PubMed Central PMCID: PMCPMC5241741. 
35. Chen Y, Yang LN, Cheng L, Tu S, Guo SJ, Le HY, et al. Bcl2-associated athanogene 3 interactome 
analysis reveals a new role in modulating proteasome activity. Molecular & cellular proteomics : MCP. 
2013;12(10):2804-19. Epub 2013/07/05. doi: 10.1074/mcp.M112.025882. PubMed PMID: 23824909; 
PubMed Central PMCID: PMC3790292. 
36. Rosati A, Graziano V, De Laurenzi V, Pascale M, Turco MC. BAG3: a multifaceted protein that 
regulates major cell pathways. Cell death & disease. 2011;2:e141. Epub 2011/04/08. doi: 
10.1038/cddis.2011.24. PubMed PMID: 21472004; PubMed Central PMCID: PMC3122056. 



 

129 

37. Gamerdinger M, Hajieva P, Kaya AM, Wolfrum U, Hartl FU, Behl C. Protein quality control during 
aging involves recruitment of the macroautophagy pathway by BAG3. Embo J. 2009;28(7):889-901. PubMed 
PMID: 19229298. 
38. Gamerdinger M, Kaya AM, Wolfrum U, Clement AM, Behl C. BAG3 mediates chaperone-based 
aggresome-targeting and selective autophagy of misfolded proteins. EMBO Rep. 2011;12(2):149-56. Epub 
2011/01/22. doi: 10.1038/embor.2010.203. PubMed PMID: 21252941; PubMed Central PMCID: 
PMC3049430. 
39. Minoia M, Boncoraglio A, Vinet J, Morelli FF, Brunsting JF, Poletti A, et al. BAG3 induces the 
sequestration of proteasomal clients into cytoplasmic puncta: implications for a proteasome-to-autophagy 
switch. Autophagy. 2014;10(9):1603-21. Epub 2014/07/22. doi: 10.4161/auto.29409. PubMed PMID: 
25046115. 
40. Sturner E, Behl C. The Role of the Multifunctional BAG3 Protein in Cellular Protein Quality Control 
and in Disease. Front Mol Neurosci. 2017;10:177. Epub 2017/07/07. doi: 10.3389/fnmol.2017.00177. 
PubMed PMID: 28680391; PubMed Central PMCID: PMCPMC5478690. 
41. Guilbert SM, Lambert H, Rodrigue MA, Fuchs M, Landry J, Lavoie JN. HSPB8 and BAG3 
cooperate to promote spatial sequestration of ubiquitinated proteins and coordinate the cellular adaptive 
response to proteasome insufficiency. FASEB J. 2018:fj201700558RR. Epub 2018/02/07. doi: 
10.1096/fj.201700558RR. PubMed PMID: 29405094. 
42. Xu Z, Graham K, Foote M, Liang F, Rizkallah R, Hurt M, et al. 14-3-3 protein targets misfolded 
chaperone-associated proteins to aggresomes. J Cell Sci. 2013;126(Pt 18):4173-86. Epub 2013/07/12. doi: 
10.1242/jcs.126102. PubMed PMID: 23843611; PubMed Central PMCID: PMC3772389. 
43. Taniguchi K, Yamachika S, He F, Karin M. p62/SQSTM1-Dr. Jekyll and Mr. Hyde that prevents 
oxidative stress but promotes liver cancer. FEBS Lett. 2016;590(15):2375-97. doi: 10.1002/1873-3468.12301. 
PubMed PMID: 27404485; PubMed Central PMCID: PMCPMC4983218. 
44. Moscat J, Diaz-Meco MT. p62: a versatile multitasker takes on cancer. Trends Biochem Sci. 
2012;37(6):230-6. Epub 2012/03/20. doi: 10.1016/j.tibs.2012.02.008. PubMed PMID: 22424619; PubMed 
Central PMCID: PMC3531712. 
45. Colvin TA, Gabai VL, Gong J, Calderwood SK, Li H, Gummuluru S, et al. Hsp70-Bag3 interactions 
regulate cancer-related signaling networks. Cancer Res. 2014. Epub 2014/07/06. doi: 10.1158/0008-
5472.CAN-14-0747. PubMed PMID: 24994713. 
46. Ulbricht A, Eppler FJ, Tapia VE, van der Ven PF, Hampe N, Hersch N, et al. Cellular 
mechanotransduction relies on tension-induced and chaperone-assisted autophagy. Curr Biol. 2013;23(5):430-
5. doi: 10.1016/j.cub.2013.01.064. PubMed PMID: 23434281. 
47. Arndt V, Dick N, Tawo R, Dreiseidler M, Wenzel D, Hesse M, et al. Chaperone-assisted selective 
autophagy is essential for muscle maintenance. Curr Biol. 2010;20(2):143-8. Epub 2010/01/12. doi: 
10.1016/j.cub.2009.11.022. PubMed PMID: 20060297. 
48. Kathage B, Gehlert S, Ulbricht A, Ludecke L, Tapia VE, Orfanos Z, et al. The cochaperone BAG3 
coordinates protein synthesis and autophagy under mechanical strain through spatial regulation of mTORC1. 
Biochim Biophys Acta. 2017;1864(1):62-75. Epub 2016/10/21. doi: 10.1016/j.bbamcr.2016.10.007. PubMed 
PMID: 27756573. 
49. Fuchs M, Boulanger MC, Lambert H, Landry J, Lavoie JN. Adenofection: A Method for Studying 
the Role of Molecular Chaperones in Cellular Morphodynamics by Depletion-Rescue Experiments. Journal of 
visualized experiments : JoVE. 2016;(115). doi: 10.3791/54557. PubMed PMID: 27685647. 
50. Varlet AA, Fuchs M, Luthold C, Lambert H, Landry J, Lavoie JN. Fine-tuning of actin dynamics by 
the HSPB8-BAG3 chaperone complex facilitates cytokinesis and contributes to its impact on cell division. 
Cell stress & chaperones. 2017;22(4):553-67. doi: 10.1007/s12192-017-0780-2. PubMed PMID: 28275944. 
51. Hornbeck PV, Zhang B, Murray B, Kornhauser JM, Latham V, Skrzypek E. PhosphoSitePlus, 2014: 
mutations, PTMs and recalibrations. Nucleic Acids Res. 2015;43(Database issue):D512-20. Epub 2014/12/18. 
doi: 10.1093/nar/gku1267. PubMed PMID: 25514926; PubMed Central PMCID: PMCPMC4383998. 
52. Beausoleil SA, Villen J, Gerber SA, Rush J, Gygi SP. A probability-based approach for high-
throughput protein phosphorylation analysis and site localization. Nature biotechnology. 2006;24(10):1285-
92. Epub 2006/09/12. doi: 10.1038/nbt1240. PubMed PMID: 16964243. 
53. Simpson-Lavy KJ, Oren YS, Feine O, Sajman J, Listovsky T, Brandeis M. Fifteen years of 
APC/cyclosome: a short and impressive biography. Biochem Soc Trans. 2010;38(Pt 1):78-82. Epub 
2010/01/16. doi: 10.1042/BST0380078. PubMed PMID: 20074039. 



 

130 

54. Petrone A, Adamo ME, Cheng C, Kettenbach AN. Identification of Candidate Cyclin-dependent 
kinase 1 (Cdk1) Substrates in Mitosis by Quantitative Phosphoproteomics. Molecular & cellular proteomics : 
MCP. 2016;15(7):2448-61. Epub 2016/05/03. doi: 10.1074/mcp.M116.059394. PubMed PMID: 27134283; 
PubMed Central PMCID: PMCPMC4937516. 
55. Vassilev LT, Tovar C, Chen S, Knezevic D, Zhao X, Sun H, et al. Selective small-molecule inhibitor 
reveals critical mitotic functions of human CDK1. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(28):10660-5. Epub 
2006/07/05. doi: 10.1073/pnas.0600447103. PubMed PMID: 16818887; PubMed Central PMCID: 
PMC1502288. 
56. Manfredi MG, Ecsedy JA, Chakravarty A, Silverman L, Zhang M, Hoar KM, et al. Characterization 
of Alisertib (MLN8237), an investigational small-molecule inhibitor of aurora A kinase using novel in vivo 
pharmacodynamic assays. Clin Cancer Res. 2011;17(24):7614-24. Epub 2011/10/22. doi: 10.1158/1078-
0432.CCR-11-1536. PubMed PMID: 22016509. 
57. Steegmaier M, Hoffmann M, Baum A, Lenart P, Petronczki M, Krssak M, et al. BI 2536, a potent 
and selective inhibitor of polo-like kinase 1, inhibits tumor growth in vivo. Curr Biol. 2007;17(4):316-22. 
Epub 2007/02/13. doi: 10.1016/j.cub.2006.12.037. PubMed PMID: 17291758. 
58. Atherton-Fessler S, Liu F, Gabrielli B, Lee MS, Peng CY, Piwnica-Worms H. Cell cycle regulation 
of the p34cdc2 inhibitory kinases. Mol Biol Cell. 1994;5(9):989-1001. Epub 1994/09/01. PubMed PMID: 
7841526; PubMed Central PMCID: PMCPMC301122. 
59. Linares JF, Amanchy R, Greis K, Diaz-Meco MT, Moscat J. Phosphorylation of p62 by cdk1 
controls the timely transit of cells through mitosis and tumor cell proliferation. Mol Cell Biol. 
2011;31(1):105-17. Epub 2010/10/27. doi: 10.1128/MCB.00620-10. PubMed PMID: 20974803; PubMed 
Central PMCID: PMC3019844. 
60. Fuchs M, Poirier DJ, Seguin SJ, Lambert H, Carra S, Charette SJ, et al. Identification of the key 
structural motifs involved in HspB8/HspB6-Bag3 interaction. Biochem J. 2010;425(1):245-55. Epub 
2009/10/23. doi: 10.1042/BJ20090907. PubMed PMID: 19845507. 
61. Ciuffa R, Lamark T, Tarafder AK, Guesdon A, Rybina S, Hagen WJ, et al. The selective autophagy 
receptor p62 forms a flexible filamentous helical scaffold. Cell reports. 2015;11(5):748-58. Epub 2015/04/30. 
doi: 10.1016/j.celrep.2015.03.062. PubMed PMID: 25921531. 
62. Bjorkoy G, Lamark T, Brech A, Outzen H, Perander M, Overvatn A, et al. p62/SQSTM1 forms 
protein aggregates degraded by autophagy and has a protective effect on huntingtin-induced cell death. J Cell 
Biol. 2005;171(4):603-14. Epub 2005/11/16. doi: 10.1083/jcb.200507002. PubMed PMID: 16286508; 
PubMed Central PMCID: PMC2171557. 
63. Itakura E, Mizushima N. p62 Targeting to the autophagosome formation site requires self-
oligomerization but not LC3 binding. J Cell Biol. 2011;192(1):17-27. doi: 10.1083/jcb.201009067. PubMed 
PMID: 21220506; PubMed Central PMCID: PMCPMC3019556. 
64. Ichimura Y, Kumanomidou T, Sou YS, Mizushima T, Ezaki J, Ueno T, et al. Structural basis for 
sorting mechanism of p62 in selective autophagy. J Biol Chem. 2008;283(33):22847-57. doi: 
10.1074/jbc.M802182200. PubMed PMID: 18524774. 
65. Jain A, Lamark T, Sjottem E, Larsen KB, Awuh JA, Overvatn A, et al. p62/SQSTM1 is a target gene 
for transcription factor NRF2 and creates a positive feedback loop by inducing antioxidant response element-
driven gene transcription. J Biol Chem. 2010;285(29):22576-91. doi: 10.1074/jbc.M110.118976. PubMed 
PMID: 20452972; PubMed Central PMCID: PMCPMC2903417. 
66. Komatsu M, Kurokawa H, Waguri S, Taguchi K, Kobayashi A, Ichimura Y, et al. The selective 
autophagy substrate p62 activates the stress responsive transcription factor Nrf2 through inactivation of 
Keap1. Nat Cell Biol. 2010;12(3):213-23. doi: 10.1038/ncb2021. PubMed PMID: 20173742. 
67. Houslay MD, Christian F. p62 (SQSTM1) forms part of a novel, reversible aggregate containing a 
specific conformer of the cAMP degrading phosphodiesterase, PDE4A4. Autophagy. 2010;6(8):1198-200. 
doi: 10.4161/auto.6.8.13479. PubMed PMID: 20864809. 
68. Rantanen K, Pursiheimo JP, Hogel H, Miikkulainen P, Sundstrom J, Jaakkola PM. p62/SQSTM1 
regulates cellular oxygen sensing by attenuating PHD3 activity through aggregate sequestration and enhanced 
degradation. J Cell Sci. 2013;126(Pt 5):1144-54. doi: 10.1242/jcs.115667. PubMed PMID: 23345396. 
69. Belaid A, Ndiaye PD, Klionsky DJ, Hofman P, Mograbi B. Signalphagy: scheduled signal 
termination by macroautophagy. Autophagy. 2013;9(10):1629-30. Epub 2013/09/06. doi: 
10.4161/auto.25880. PubMed PMID: 24004837; PubMed Central PMCID: PMCPMC5862144. 



 

131 

70. Matsumoto G, Wada K, Okuno M, Kurosawa M, Nukina N. Serine 403 phosphorylation of 
p62/SQSTM1 regulates selective autophagic clearance of ubiquitinated proteins. Mol Cell. 2011;44(2):279-
89. doi: 10.1016/j.molcel.2011.07.039. PubMed PMID: 22017874. 
71. Klebig C, Korinth D, Meraldi P. Bub1 regulates chromosome segregation in a kinetochore-
independent manner. J Cell Biol. 2009;185(5):841-58. Epub 2009/06/03. doi: 10.1083/jcb.200902128. 
PubMed PMID: 19487456; PubMed Central PMCID: PMC2711590. 
72. McCloy RA, Rogers S, Caldon CE, Lorca T, Castro A, Burgess A. Partial inhibition of Cdk1 in G 2 
phase overrides the SAC and decouples mitotic events. Cell Cycle. 2014;13(9):1400-12. Epub 2014/03/15. 
doi: 10.4161/cc.28401. PubMed PMID: 24626186; PubMed Central PMCID: PMCPMC4050138. 
73. Seibenhener ML, Babu JR, Geetha T, Wong HC, Krishna NR, Wooten MW. Sequestosome 1/p62 is 
a polyubiquitin chain binding protein involved in ubiquitin proteasome degradation. Mol Cell Biol. 
2004;24(18):8055-68. Epub 2004/09/02. doi: 10.1128/MCB.24.18.8055-8068.2004. PubMed PMID: 
15340068; PubMed Central PMCID: PMCPMC515032. 
74. Wooten MW, Geetha T, Babu JR, Seibenhener ML, Peng J, Cox N, et al. Essential role of 
sequestosome 1/p62 in regulating accumulation of Lys63-ubiquitinated proteins. J Biol Chem. 
2008;283(11):6783-9. Epub 2008/01/05. doi: 10.1074/jbc.M709496200. PubMed PMID: 18174161. 
75. Wurzer B, Zaffagnini G, Fracchiolla D, Turco E, Abert C, Romanov J, et al. Oligomerization of p62 
allows for selection of ubiquitinated cargo and isolation membrane during selective autophagy. eLife. 
2015;4:e08941. Epub 2015/09/29. doi: 10.7554/eLife.08941. PubMed PMID: 26413874; PubMed Central 
PMCID: PMCPMC4684078. 
76. Haslbeck M, Vierling E. A first line of stress defense: small heat shock proteins and their function in 
protein homeostasis. Journal of molecular biology. 2015;427(7):1537-48. Epub 2015/02/15. doi: 
10.1016/j.jmb.2015.02.002. PubMed PMID: 25681016; PubMed Central PMCID: PMC4360138. 
77. Finka A, Mattoo RU, Goloubinoff P. Experimental Milestones in the Discovery of Molecular 
Chaperones as Polypeptide Unfolding Enzymes. Annual review of biochemistry. 2016;85:715-42. Epub 
2016/04/07. doi: 10.1146/annurev-biochem-060815-014124. PubMed PMID: 27050154. 
78. Woodruff JB. Assembly of Mitotic Structures through Phase Separation. Journal of molecular 
biology. 2018;430(23):4762-72. Epub 2018/05/12. doi: 10.1016/j.jmb.2018.04.041. PubMed PMID: 
29751016. 
79. Boeynaems S, Alberti S, Fawzi NL, Mittag T, Polymenidou M, Rousseau F, et al. Protein Phase 
Separation: A New Phase in Cell Biology. Trends Cell Biol. 2018;28(6):420-35. Epub 2018/04/01. doi: 
10.1016/j.tcb.2018.02.004. PubMed PMID: 29602697; PubMed Central PMCID: PMCPMC6034118. 
80. Aguzzi A, Altmeyer M. Phase Separation: Linking Cellular Compartmentalization to Disease. 
Trends Cell Biol. 2016;26(7):547-58. Epub 2016/04/08. doi: 10.1016/j.tcb.2016.03.004. PubMed PMID: 
27051975. 
81. Shemetov AA, Gusev NB. Biochemical characterization of small heat shock protein HspB8 (Hsp22)-
Bag3 interaction. Arch Biochem Biophys. 2011;513(1):1-9. Epub 2011/07/20. doi: 
10.1016/j.abb.2011.06.014. PubMed PMID: 21767525. 
82. Sun D, Wu R, Zheng J, Li P, Yu L. Polyubiquitin chain-induced p62 phase separation drives 
autophagic cargo segregation. Cell research. 2018;28(4):405-15. Epub 2018/03/07. doi: 10.1038/s41422-018-
0017-7. PubMed PMID: 29507397; PubMed Central PMCID: PMCPMC5939046. 
83. Zaffagnini G, Savova A, Danieli A, Romanov J, Tremel S, Ebner M, et al. p62 filaments capture and 
present ubiquitinated cargos for autophagy. EMBO J. 2018. Epub 2018/01/19. doi: 
10.15252/embj.201798308. PubMed PMID: 29343546. 
84. Ichimura Y, Waguri S, Sou YS, Kageyama S, Hasegawa J, Ishimura R, et al. Phosphorylation of p62 
activates the Keap1-Nrf2 pathway during selective autophagy. Mol Cell. 2013;51(5):618-31. doi: 
10.1016/j.molcel.2013.08.003. PubMed PMID: 24011591. 
85. Loukil A, Zonca M, Rebouissou C, Baldin V, Coux O, Biard-Piechaczyk M, et al. High-resolution 
live-cell imaging reveals novel cyclin A2 degradation foci involving autophagy. J Cell Sci. 2014;127(Pt 
10):2145-50. Epub 2014/03/19. doi: 10.1242/jcs.139188. PubMed PMID: 24634511. 
86. Loukil A, Izard F, Georgieva M, Mashayekhan S, Blanchard JM, Parmeggiani A, et al. Foci of cyclin 
A2 interact with actin and RhoA in mitosis. Scientific reports. 2016;6:27215. Epub 2016/06/10. doi: 
10.1038/srep27215. PubMed PMID: 27279564; PubMed Central PMCID: PMC4899731. 
87. Mathiassen SG, De Zio D, Cecconi F. Autophagy and the Cell Cycle: A Complex Landscape. 
Frontiers in oncology. 2017;7:51. Epub 2017/04/15. doi: 10.3389/fonc.2017.00051. PubMed PMID: 
28409123; PubMed Central PMCID: PMCPMC5374984. 



 

132 

88. Jones HW, Jr., McKusick VA, Harper PS, Wuu KD. George Otto Gey. (1899-1970). The HeLa cell 
and a reappraisal of its origin. Obstet Gynecol. 1971;38(6):945-9. PubMed PMID: 4942173. 
89. Gassmann R, Holland AJ, Varma D, Wan X, Civril F, Cleveland DW, et al. Removal of Spindly 
from microtubule-attached kinetochores controls spindle checkpoint silencing in human cells. Genes Dev. 
2010;24(9):957-71. Epub 2010/05/05. doi: 10.1101/gad.1886810. PubMed PMID: 20439434; PubMed 
Central PMCID: PMC2861194. 
90. Champagne C, Landry MC, Gingras MC, Lavoie JN. Activation of adenovirus type 2 early region 4 
ORF4 cytoplasmic death function by direct binding to Src kinase domain. J Biol Chem. 2004;279(24):25905-
15. PubMed PMID: 15070897. 
91. Landry MC, Sicotte A, Champagne C, Lavoie JN. Regulation of cell death by recycling endosomes 
and golgi membrane dynamics via a pathway involving Src-family kinases, Cdc42 and Rab11a. Mol Biol 
Cell. 2009;20(18):4091-106. Epub 2009/07/31. doi: 10.1091/mbc.E09-01-0057. PubMed PMID: 19641023; 
PubMed Central PMCID: PMC2743627. 
92. Lavoie JN, Champagne C, Gingras MC, Robert A. Adenovirus E4 open reading frame 4-induced 
apoptosis involves dysregulation of src family kinases. J Cell Biol. 2000;150(5):1037-56. 
93. Shevchenko A, Wilm M, Vorm O, Mann M. Mass spectrometric sequencing of proteins silver-
stained polyacrylamide gels. Analytical chemistry. 1996;68(5):850-8. Epub 1996/03/01. PubMed PMID: 
8779443. 
94. Havlis J, Thomas H, Sebela M, Shevchenko A. Fast-response proteomics by accelerated in-gel 
digestion of proteins. Analytical chemistry. 2003;75(6):1300-6. Epub 2003/03/28. PubMed PMID: 12659189. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

133 

2.9. Supporting information captions and supplementary methods 
 

S1 Movie; related to Fig. 3B. Spindle dynamics in control HeLa-RFP-H2B cells. Video 
microscopy of a representative HeLa-RFP-H2B cells transfected with control siRNA (siCtl) and 
expressing low levels of RFP-α-tubulin. Mitotic cells were imaged for a 75 min-period at ~1.5 min 
intervals using a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc Confocal and 40x air 0.75NA objective; 
single plane images are displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
 
S2 Movie; related to Fig. 3B. BAG3 depletion induces abnormal mitotic spindle dynamics. 
Video microscopy of a representative siBAG3-treated HeLa-RFP-H2B cells (siBAG3#3) 
expressing low levels of RFP-α-tubulin, and which shows characteristic mitotic spindle rocking 
upon depletion of BAG3. Mitotic cells were imaged for a 75 min-period at ~1.5 min intervals using 
a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc Confocal and 40x air 0.75NA objective; single plane 
images are displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
 
S3 Movie; related to Fig. 3B. Expression of wild type BAG3-GFP in BAG3-depleted cells 
rescues mitotic spindle dynamics. Video microscopy of a representative siBAG3-treated HeLa-
RFP-H2B cells (siBAG3#3) expressing BAG3-GFP_WT and low levels of RFP-α-tubulin and 
which shows normal mitotic spindle dynamics. Mitotic cells were imaged for a 75 min-period at 
~1.5 min intervals using a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc Confocal and 40x air 0.75NA 
objective; single plane images are displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
 
S4 Movie; related to Fig. 3C. Expression of the quadruple phosphorylation mutant of BAG3-
GFP in BAG3-depleted cells is associated with aberrant mitotic spindle dynamics. Video 
microscopy of a representative siBAG3-treated HeLa-RFP-H2B cells (siBAG3#3) expressing 
BAG3-GFP_QMB and low levels of RFP-α-tubulin and which shows mitotic spindle rocking. 
Mitotic cells were imaged for a 75 min-period at ~1.5 min intervals using a Perkin Elmer 
UltraVIEW Spinning Disc Confocal and 40x air 0.75NA objective; single plane images are 
displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
 
S5 Movie; related to Fig. 3B. Expression of the double phosphorylation mutant of BAG3-GFP 
in BAG3-depleted cells shows defects in mitotic spindle dynamics. Video microscopy of a 
representative siBAG3-treated HeLa-RFP-H2B cells (siBAG3#3) expressing BAG3-GFP_DMB 
and low levels of RFP-α-tubulin and which shows mitotic spindle rocking. Mitotic cells were 
imaged for a 75 min-period at ~1.5 min intervals using a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc 
Confocal and 40x air 0.75NA objective; single plane images are displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
 
S6 Movie; related to Fig. 3B. Expression of the phospho-mimetic mutant of BAG3-GFP in 
BAG3-depleted cells shows aberrant spindle dynamics. Video microscopy of a representative 
siBAG3-treated HeLa-RFP-H2B cells (siBAG3#3) expressing BAG3-GFP_T285D and low levels 
of RFP-α-tubulin and which shows mitotic spindle rocking. Mitotic cells were imaged for a 75 min-
period at ~1.5 min intervals using a Perkin Elmer UltraVIEW Spinning Disc Confocal and 40x air 
0.75NA objective; single plane images are displayed at 2 frames/sec. (MOV) 
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Mass Spectrometry and phospho-peptides analyses 
Samples Preparation 
HEK 293T transfected with myc-BAG3 were treated or not with nocodazole (400 ng/ml 16 hours), 
collected using PBS-15 mM citrate-0.6mM EDTA, and lysed in 10 volumes of modified RIPA 
buffer (TRIS-HCl 50 mM pH 7,6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Igepal, 1X complete w/o 
EDTA (Roche), 10 mM NaF, 1 mM Sodium vanadate, 40 mM β-glycerophosphate). After 
centrifugation at 15000 g 15 minutes, supernatants were incubated 60 min with an anti-myc 
antibody. Immune complexes were absorbed on Dynabeads-protein G (Invitrogen) during 30 min, 
washed on magnet 3 times with RIPA buffer and briefly separated on SDS-PAGE. BAG3 protein 
bands were revealed with Coomassie Blue R250 and excised for protein-in-gel digestion. The bands 
of interest from SDS-PAGE were placed in 96-well plates and then washed with water. Tryptic 
digestion was performed on a MassPrep liquid handling robot (Waters, Milford, USA) according to 
standard methods [93], with modifications as suggested [94].Briefly, proteins were reduced with 
10mM DTT and alkylated with 55mM iodoacetamide. Trypsin digestion was performed using 
126nM of modified porcine trypsin (Sequencing grade, Promega, Madison, WI) at 58°C for 1h. 
Digestion products were extracted using 1% formic acid, 2% acetonitrile followed by 1% formic 
acid, 50% acetonitrile. The recovered extracts were pooled, vacuum centrifuge dried and then 
resuspended into 10 µl of 0.1% formic acid, and 2 µl were analyzed by mass spectrometry. 
In-gel digestion and mass spectrometry were performed at the CHU de Québec-Université Laval 
Research Center Proteomics Platform Center. 
 
Mass Spectrometry 
Peptide samples were separated by online reversed-phase (RP) nanoscale capillary liquid 
chromatography (nanoLC) and analyzed by electrospray mass spectrometry (ES MS/MS). Agilent 
1200 nano pump connected to a 5600 Triple-TOF mass spectrometer was used (AB Sciex, 
Framingham, MA,USA), equipped with a nanoelectrospray ion source. Peptide separation was 
performed on a self-packed PicoFrit column (New Objective, Woburn, MA) packed with Jupiter 
(Phenomenex) 5u, 300A C18, 15 cm x 0.075 mm internal diameter. Peptides were eluted with a 
linear gradient from 2-50% solvent B (acetonitrile, 0.1% formic acid) in 30 min, at 300 nL/min. 
Mass spectra were acquired using a data dependent acquisition mode using Analyst software 
version 1.6. Each full scan mass spectrum (400 to 1250 m/z) was followed by collision-induced 
dissociation of the twenty most intense ions.  Dynamic exclusion was set for a period of 3 sec and a 
tolerance of 100 ppm. 
 
Database Searching and Criteria for Protein Identification 
All MS/MS peak lists (MGF files) were generated using ProteinPilot (AB Sciex, Framingham, 
MA,USA, Version 4.5) with the paragon algorithm. MGF sample files were then analyzed using 
Mascot (Matrix Science, London, UK; version 2.4.0) and Tandem (The GPM, thegpm.org; version 
CYCLONE (2010.12.01.1). Mascot was set up to search the TAX-HomoSapiens-9606 (November 
2014) database. Mascot was searched with a fragment ion mass tolerance of 0.10 Da and a parent 
ion tolerance of 0.10 Da. For BAG3 phosphorylated amino acid determination, carbamidomethyl of 
cysteine was specified in Mascot as a fixed modification, dehydrated of the n-terminus, glu->pyro-
Glu of the n-terminus, ammonia-loss of the n-terminus, gln->pyro-Glu of the n-terminus, 
deamidated of asparagine and glutamine, oxidation of methionine and phospho of serine, threonine 
and tyrosine were specified as variables modifications. Glu->pyro-Glu of the n-terminus, gln-
>pyro-Glu of the n-terminus, deamidated of asparagine and glutamine, oxidation of methionine and 
phosphorylation of serine, threonine and tyrosine were specified in Mascot as variable 
modifications. Two missed cleavages were allowed. Scaffold PTM (Proteome Software, Portland, 
Oregon, USA) was used to annotate Post Translational Modification (PTM) sites contained in 
MS/MS spectra. The program utilizes the ASCORE's probabilistic approach and scoring technique 
[52].   
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Chapitre 3: Analyse fonctionnelle comparative de la phosphorylation de 

BAG3 sur T285, S386 et S195 de la transition G2/M à la mitose. 
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3.1. Introduction 
 

Les résultats présentés dans le chapitre 2 indiquent que BAG3 est phosphorylée pendant la mitose 

sur le résidu T285 par la kinase CDK1 et que la mutation de ce résidu en alanine non-

phosphorylable phénocopie la déplétion de BAG3 dans les cellules mitotiques. Ces résultats 

démontrent que la phosphorylation de BAG3 sur T285 régule les fonctions mitotiques de BAG3 qui 

facilitent l’arrondissement mitotique et le positionnement du fuseau mitotique, ainsi que 

l’assemblage de « p62 bodies » mitotiques (MIBS ; chapitre 2, fig. 2.3 et 2.5). Cependant, les 

analyses par spectrométrie de masse (MS), incluant celles présentées dans le chapitre 2 de cette 

thèse, de même que celles publiées par d’autres groupes (Dephoure et al. 2008; Olsen et al. 2010; 

Kettenbach et al. 2011; phosphosite.org), ont identifié plusieurs autres sites potentiels de 

phosphorylation mitotique, incluant S195 et S386. Ainsi, l’objectif principal de ce chapitre, sera de 

déterminer si ces sites de phosphorylation sont fonctionnellement importants et s’ils pourraient 

conférer à BAG3 une spécificité de fonction. 

 

Les résultats qui seront présentés suggèrent une modulation site-spécifique de phosphorylation de 

BAG3 entre la phase G2/M et la mitose. Ces phosphorylations différentielles moduleraient les 

propriétés mitotiques de BAG3, c’est à dire sa localisation, ses fonctions dans l’arrondissement 

mitotique et l’orientation du fuseau mitotique et potentiellement son association avec ses partenaires 

d’interaction. 

 

3.2. Le résidu S386 de BAG3 est phosphorylé par la kinase CDK1 pendant la mitose et 

régule l’arrondissement des cellules mitotiques et l’assemblage moléculaire des 

MIBS. 

 
3.2.1. BAG3 est phosphorylée sur la S386 de l’entrée des cellules en mitose jusqu’à la 

transition métaphase-anaphase de manière dépendante de l’activité de la kinase 

CDK1. 

 

Parmi les résidus potentiellement phosphorylés sur BAG3 dans les cellules mitotiques, les résidus 

S385 et S386, sont situés dans le domaine riche en proline PxxP et localisés dans un site consensus 

pour la kinase CDK1 (spectres de MS présentés fig. 3.1C). Puisque le domaine PxxP est important 

pour les fonctions mitotiques de BAG3 (Fuchs et al, 2015, annexe 1, fig. 4F), nous avons donc 

voulu déterminer si ces phosphorylations ont un impact fonctionnel sur l’activité du co-chaperon. 
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Bien que les ASCORE soient inférieurs au « cutoff » (considéré à 20 actuellement), ces résidus sont 

également répertoriés sur phosphosite.org (de 20 à 30 fois) et la S386 a été identifiée dans des 

analyses de MS quantitatives qui s’intéressent au phosphosproteome mitotique (Dephoure et al. 

2008; Olsen et al. 2010; Kettenbach et al. 2011). 

 
 
Figure 3.1 : Identification des sites de phosphorylation S385 et S386 durant la mitose par spectrométrie 
de masse. (A, B) Spectres MS/MS représentatifs pour les phosphopeptides contenant les résidus S385 (A) et 
S386 (B). Les scores de Mascott pour l'identification des peptides et d'ASCORE pour la localisation du site 
phosphorylé sont indiqués dans les panels. Un peptide contenant S385 a été trouvé et un total de trois peptides 
ont été trouvés pour S386. m/z, masse sur charge. BAG3 a été immunoprécipitée à partir d’extraits de cellules 
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HeLa asynchrones ou synchronisées en mitose avec du nocodazole (400 ng/ml, 16h), puis digérées à la 
trypsine pour procéder aux analyses LC-MS/MS. (C) Représentation schématique de BAG3 avec ses 
différents domaines d’interactions protéiques, les phosphorylations S385 et S386 identifiées par MS et les 
alignements de séquences montrant la conservation inter-espèce de ces deux résidus. 
 

Afin de confirmer la phosphorylation de BAG3 sur S386 de façon dépendante des signaux 

mitotiques, nous avons généré un anticorps phospho-spécifique dirigé contre la S386 phosphorylée 

de BAG3. De la même manière que le résidu T285, nous avons testé la spécificité de cet anticorps 

par immunobuvardages après 1) déplétion par siARN de BAG3 dans des cellules HeLa-RFP-H2B 

asynchrones ou mitotiques et 2) immunoprécipitation des protéines BAG3-GFP sauvage (WT) ou 

non-phosphorylable pour les résidus S284 et T285 (S284A-T285A) ou S385 et S386 (S385A-

S386A) dans des cellules HeLa-RFP-H2B mitotiques (fig. 3.2). La S385 adjacente à la S386 a été 

mutée également puisque ce résidu a été identifié comme phosphorylé en MS (fig. 3.1A).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.2 : BAG3 est phosphorylée sur S386 en mitose. 
(A) Immunobuvardage de type « Western » (WB) représentatif montrant la spécificité de l’anticorps anti-
pS386-BAG3. Les cellules HeLa transfectées avec un siRNA spécifique de BAG3 (siBAG3#1) ou contrôle, 
ont été synchronisées en mitose par un traitement au nocodazole de 16 h (200 ng/ml). Les cellules mitotiques 
ont été récupérées par agitation mécanique et lysées pour procéder à l'analyse par WB; des anticorps anti-
BAG3 et anti-pS386-BAG3 ont été utilisés; GAPDH: contrôle de dépôt. AS: cellules asynchrones. Extraits 
provenant de la même expérience que présentée à la fig. 2.1C. (B) Immunoprécipitation (IP) de BAG3-
GFP_WT ou des mutants non phosphorylables montrant la spécificité des anticorps anti-pT285-BAG3 et anti-
pS386-BAG3. Les IP BAG3 ont été réalisées à partir de cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en mitose par 
un traitement au nocodazole (200 ng/ml), infectées par des adénovirus recombinants entraînant l'expression de 
protéines BAG3-GFP, WT ou non phosphorylable (S284A- T285A et S385A-S386A) et récupérées par 
agitation mécanique. Les extraits cellulaires ont été traités pour IP en utilisant un anticorps anti-GFP et 
analysés par WB avec des anticorps anti-BAG3, anti-pT285-BAG3 et anti-pS386-BAG3. Extraits provenant 
de la même expérience que présentée à la fig. 2.1D. 
 

Dans les extraits totaux où l’expression de BAG3 a été diminuée, nous avons observé une faible 

bande à la hauteur du poids moléculaire de BAG3 dans les extraits asynchrones avec l’anticorps 

anti-pS386-BAG3, dont le signal augmente dans les extraits mitotiques (fig. 3.2A). De plus, la 

bande mitotique est fortement réduite suivant la déplétion de BAG3, ce qui corrobore la spécificité 

de l’anticorps pour la forme phosphorylée de BAG3 (fig. 3.2A). Les immunoprécipitations des 
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protéines BAG3-GFP ont révélé que BAG3-GFP_WT est reconnue par les deux anticorps phospho-

spécifiques pT285-BAG3 et pS386-BAG3 (fig. 3.2B). En revanche, aucun signal a été détecté par 

l’anticorps anti-pS386-BAG3 en présence du mutant S385A-S386A tandis qu’un signal a été 

détecté avec le mutant S284A-T285A (fig. 3.2B). Ceci montre la spécificité de l'anticorps pour la 

phosphorylation sur S386 de BAG3. Inversement, nous avons observé un signal avec l’anticorps 

anti-pT285-BAG3 en présence du mutant S385A-S386A (fig. 3.2B). De façon importante, ces 

observations suggèrent que les événements de phosphorylation sur T285 et S386 seraient 

indépendants : la phosphorylation de l’un des résidus ne semble pas être un pré-requis pour la 

phosphorylation de l’autre puisque la mutation de l’un n’affecte pas la phosphorylation de l’autre.  

 

Nous avons ensuite évalué la cinétique de phosphorylation du résidu S386 pendant la progression 

mitotique. Pour ce faire, des cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en prophase par blocage 

au nocodazole et ont été relâchées dans du milieu frais pour différents temps. L’analyse par 

immunobuvardage a montré qu’un signal pS386-BAG3 est détecté à T0, suivi d’une diminution 

progressive de celui-ci à T30 et T60, en corrélation avec la diminution du signal cycline B (fig. 3.3). 

Ce résultat suggère que, tout comme T285, la phosphorylation de la S386 de BAG3 augmenterait à 

l'entrée des cellules en mitose et serait rapidement réduite à la transition métaphase-anaphase.  

 
 

Figure 3.3 : BAG3 est phosphorylée sur S386 de l’entrée des 
cellules en mitose jusqu’à la transition métaphase-anaphase. 
WB représentatif du suivi de la cinétique de phosphorylation 
mitotique du résidu S386 de BAG3 dans les cellules HeLa-RFP-
H2B. Les cellules mitotiques ont été collectées par agitation 
mécanique après un blocage à la thymidine (2 mM, 18 h), suivi 
d’une relâche de 8 h, et un traitement au nocodazole (200 ng/ml, 
16 h), puis remises en culture dans du milieu frais sans 
nocodazole. Les cellules ont été récoltées à différents moments 
(de 0 à 120 minutes) et lysées pour une analyse en WB. Les 
anticorps anti-BAG3, anti-pS386-BAG3 et anti-cycline B 
(contrôle du cycle cellulaire) ont été utilisés; GAPDH: contrôle 
de dépôt. AS : cellules asynchrones, M : cellules mitotiques. WB 
BAG3, cycline B1 et GAPDH identiques à la fig. 2.1G. 
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Afin d’analyser la contribution de kinases mitotiques sur le maintien de la phosphorylation de la 

S386, des cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose par traitement au nocodazole et 

incubées avec différents inhibiteurs sélectifs de kinases durant la dernière heure de traitement au 

nocodazole (fig. 3.4A) ou synchronisées en mitose par traitement au nocodazole et arrêtées en 

G2/M par traitement au RO3306 (fig. 3.4B). 

 
Figure 3.4 : Le résidu S386 de BAG3 est phosphorylé directement par la kinase CDK1. 
(A) WB représentatif montrant l'effet des inhibiteurs de kinases sur la phosphorylation de la S386 de BAG3. 
Les cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées par un blocage à la thymidine (2 mM, 18 h) suivi d’une 
relâche de 8 h puis d'un blocage au nocodazole (200 ng/ml, 12h). Pendant la dernière heure de traitement au 
nocodazole, des inhibiteurs de kinases Purvanolol A (CDK, 10μM), MLN8237 (Aurora A, 1 μM), Zm447439 
(Aurora A et B, 10 µM) et BI2536 (PLK1, 1 μM), ont été ajoutés. Les cellules mitotiques ont été récupérées 
par agitation mécanique et préparées pour les WB. Les anticorps anti-BAG3 et anti-pS386-BAG3 ont été 
utilisés; GAPDH: contrôle de dépôt. À noter : dépôt plus faible pour les conditions MLN8237 et Zm447439. 
Représentatif de 4 expériences. (B) WB montrant que la phosphorylation du résidu S386 de BAG3 n’est pas 
détectée dans des cellules en G2/M où l’activité de CDK1 est inhibée par le RO3306. Des cellules HeLa-RFP-
H2B ont été synchronisées en G2/M avec du RO3306 (8 µM, 18 h) ou en mitose avec du nocodazole (400 
ng/ml, 16 h). Les extraits cellulaires ont été préparés à partir des cellules en mitose récupérées par agitation 
mécanique. Des analyses par WB à partir des extraits cellulaires obtenus ont été réalisées avec les anticorps 
indiqués. Cycline B1 sert de contrôle du cycle cellulaire ; GAPDH : contrôle de dépôt. Représentatif de 5 
expériences. (C) WB représentatif montrant la phosphorylation in vitro du résidu S386 de BAG3 par CDK1-
cycline B1. BAG3-GST recombinante a été purifiée et incubée avec une quantité croissante de CDK1-cycline 
B1 et ATP pendant 60 min à 30°C. Les protéines ont été détectées par WB avec des anticorps anti-BAG3 et 
anti-pS386-BAG3. Représentatif de 5 expériences. 
 

Nous avons observé que le retard de migration sur gel de BAG3, ainsi que le signal phospho-

spécifique pour la S386, ont été abolis dans les cellules mitotiques traitées avec un inhibiteur des 

CDK (Purvanolol A, fig. 3.4A). En outre, le traitement des cellules au RO3306, qui est un inhibiteur 

sélectif de CDK1 et induit un arrêt des cellules en G2/M, bloque la phosphorylation du résidu S386 

de BAG3 (fig. 3.4B). Ces résultats suggèrent que le maintien de la phosphorylation sur S386 

nécessite l’activité de CDK1. Comme observé pour la T285 (chapitre 2, fig. 2.2A), l’inhibition 

d’Aurora A (MLN8732, fig. 3.4A) a réduit partiellement le retard de migration sur gel de BAG3 et 

le signal pS386-BAG3. L’inhibition d’Aurora A et B (Zm447439, fig. 3.4A) a un effet qui semble 

encore plus important tant sur le retard de migration que le signal phospho-spécifique pour S386. 

Enfin, l’inhibition de PLK1 (BI2536, fig. 3.4A) n’a pas impacté la phosphorylation de BAG3 sur la 
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S386. Ces résultats suggèrent que l’activité d’Aurora A et B participe partiellement au maintien de 

la phosphorylation de la S386 de BAG3 (fig. 3.4A). En outre, des essais kinase in vitro indiquent 

que CDK1 peut phosphoryler directement la S386 sur BAG3 (fig. 3.4C). En effet, un signal a été 

détecté en présence de CDK1-cycline B1 avec l’anticorps pS386-BAG3. Ensemble, ces résultats 

suggèrent que BAG3 est phosphorylée pendant la mitose sur le résidu S386 par CDK1-cycline B. 

 

En conclusion, ces résultats suggèrent que de la même manière que la T285 (chapitre 2, fig. 2.1 et 

2.2), la phosphorylation de la S386 de BAG3 serait promue à l’entrée des cellules en mitose par 

CDK1 et serait diminuée à la transition métaphase-anaphase, en corrélation avec la diminution 

d’activité de cette kinase à ce stade. 

 

3.2.2. La phosphorylation de BAG3 sur la S386 facilite l’arrondissement des cellules 

mitotiques et la formation des MIBS mais n’a pas d’impact sur le positionnement du 

fuseau mitotique. 

 

Afin d’évaluer la contribution fonctionnelle de la phosphorylation de la S386 sur les fonctions 

mitotiques de BAG3, des expériences de déplétion-restauration de phénotypes ont été réalisées pour 

analyser un impact potentiel d’un mutant non phosphorylable sur S836 sur l’arrondissement 

mitotique d’une part et le positionnement du fuseau mitotique d’autre part (fig. 3.5). 

 

Pour ce faire, des cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose par double blocage à la 

thymidine après déplétion de BAG3 endogène et expression de protéines BAG3-GFP_WT ou 

S385A-S386A en utilisant des adénovirus recombinants (méthode décrite dans Fuchs et al. 2016). 

Les cellules ont été analysées par immunofluorescence pour le phénotype d’arrondissement ou par 

microscopie en cellules vivantes exprimant α-tubuline-RFP pour visualiser le fuseau mitotique (fig. 

3.5). 
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Figure 3.5 : La mutation du résidu S386 de BAG3 en alanine non phosphorylable n’affecte pas le 
positionnement du fuseau mitotique mais induit des défauts d’arrondissement des cellules suivant la 
déplétion de BAG3 pendant la mitose. 
(A à E) Expériences de déplétion-restauration de phénotypes où des cellules HeLa-RFP-H2B ont été 
synchronisées en mitose par la méthode de double blocage à la thymidine (2 mM, 16 h) et infectées avec des 
adénovirus recombinants conduisant l'expression des protéines BAG3-GFP suivant la déplétion sur 48 h de 
BAG3 endogène à l’aide d’un siARN spécifique ciblant la région 3’UTR. (A) WB représentatif montrant le 
niveau de déplétion de BAG3 endogène et le niveau d'expression de protéines BAG3-GFP_S385A-S386A. 
Les extraits cellulaires totaux ont été préparés 48 h après la transfection de siRNA et analysés par WB avec un 
anticorps anti-BAG3. Notez que les niveaux de BAG3 endogène sont diminués de > 75% ; GAPDH : contrôle 
de dépôt. (B-C) Les cellules HeLa-RFP-H2B ont été traitées pour IF avec un anticorps anti-α-tubuline (fuseau 
mitotique), phalloïdine (F-actine) et Hoechst (ADN); Barres, 10 μm. (B) Images d'épifluorescence montrant 
des cellules mitotiques arrondies (siCtl) comparées à des cellules mitotiques partiellement arrondies 
(siBAG3#5). Les conditions siCtl+GFP, siBAG3+GFP et siBAG3+WT sont identiques que la fig. 2.3E 
(chapitre 2). (C) Le graphique représente le pourcentage de cellules présentant des défauts d'arrondissement 
mitotiques en (B); Moyennes +/- SEM représentatives de 3 expériences indépendantes où 607 à 622 cellules 
ont été quantifiées. L'analyse statistique a été réalisée par le test exact de Fisher et ****, p <0,0001 compare 
siCtl + GFP à siBAG3#5 + GFP et siBAG3#5 + S385A-S386A; ns, p = 0,1929 compare siCtl + GFP et 
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siBAG3#5 + WT. (D-E) Les cellules en mitose ont été infectées avec du bacculovirus recombinant conduisant 
l’expression de α-tubuline-RFP puis imagées par un microscope confocal de type « spinningdisk » pendant 75 
minutes avec un intervalle de ~1.5 min. (D) Séquence d’images confocales représentatives suivies dans le 
temps de α-tubuline-RFP montrant la restauration de la dynamique du fuseau mitotique par la réintroduction 
de BAG3-GFP_WT et de BAG3-GFP_S385A-S386A dans des cellules déplétées en BAG3 (siBAG3#3). (E) 
Quantification des cellules mitotiques en (B) indiquant le pourcentage de cellules avec des défauts mitotiques 
définis par des rotations du fuseau mitotique +/- un délai de la progression des cellules en mitose. Moyennes 
+/- SEM représentatives de 2 à 3 expériences indépendantes où 65 à 122 cellules ont été quantifiées. L'analyse 
statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et ****, p < 0.0001 compare siCtl+GFP à 
siBAG3#3+GFP ; ns, p = 0,0904 compare siCtl+GFP et siBAG3#3+S385A-S386A. 
 

Comme démontré précédemment, la déplétion de BAG3 endogène a conduit à une augmentation 

significative du pourcentage de cellules mitotiques avec des défauts, tant des défauts 

d’arrondissement (~35% (+/- 1,6%) de défauts versus 6,4% (+/- 0,8%) dans les conditions 

contrôles, fig. 3.5B et C) que des rotations du fuseau mitotique (~51,3% (+/- 4,7%) comparé aux 

cellules contrôles ~25% (+/- 3%), fig. 3.5D et E). L’expression de BAG3-GFP_WT dans les 

cellules dépourvues en BAG3 a induit une restauration des niveaux de défauts mitotiques, tant 

arrondissement que positionnement du fuseau mitotique, proche du niveau observé dans les cellules 

contrôles (fig. 3.5B à E). En contraste, une persistance des défauts d’arrondissement mitotique a été 

observée suivant l’expression du mutant BAG3-GFP_S385A-S386A dans les cellules dépourvues 

en BAG3 (~25% (+/- 4,5%), fig. 3.5B et C). De manière surprenante, ce mutant a diminué 

significativement les défauts de positionnement du fuseau mitotique, proche du niveau de 

restauration de phénotype dans les cellules exprimant BAG3-GFP_WT (~33,6% (+/- 1,2%), 

fig. 3.5D et E). Ces résultats suggèrent alors que la phosphorylation de ces résidus est importante 

dans la régulation du processus d’arrondissement des cellules mitotiques mais ne semble pas avoir 

d’effet fonctionnel dans le processus de positionnement du fuseau mitotique. 

 
Concernant l’assemblage moléculaire de p62 au sein des MIBS identifiés dans le chapitre 2, des 

expériences de déplétion-restauration du phénotype ont été réalisées utilisant les lignées cellulaires 

HeLa-Flp-In TRex dans lesquelles l’expression de BAG3-GFP est inductible. Les cellules ont été 

synchronisées en mitose par la méthode du double blocage à la thymidine, transfectées avec un 

siARN spécifique dirigé contre BAG3 et l’expression de GFP, BAG3-GFP_WT ou S385A-S386A a 

été induite à des niveaux proches de BAG3 endogène. Le nombre de MIBS par cellule a été 

quantifié sur cellules fixées (fig. 3.6).  
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Figure 3.6 : La mutation du résidu S386 de BAG3 en 
alanine non phosphorylable perturbe l'assemblage 
moléculaire des « p62 bodies » pendant la mitose. 
Graphique montrant le nombre de MIBS quantifiés dans les 
cellules HeLa-Flp-in-TRex mitotiques appauvries en BAG3 et 
exprimant les protéines GFP, BAG3-GFP_WT et BAG3-
GFP_S385A-S386A. Des cellules HeLa-Flp-in-TRex ont été 
synchronisées en mitose avec la méthode du double blocage à la 
thymidine et l'expression exogène de BAG3-GFP a été induite 
durant le premier blocage avec la doxycycline (10 ng/ml, 16 h). 
Le niveau endogène de BAG3 a été réduit en utilisant un siARN 
spécifique de BAG3 (siBAG3#5) pendant 48 h. Les cellules ont 
été fixées et traitées pour l'immunofluorescence de p62 
endogène avec un anticorps anti-p62 et l'ADN a été marqué 
avec le Hoechst. Le nombre de MIBS a été quantifié à partir de 
cellules mitotiques individuelles dans chaque condition; 
Moyennes +/- SEM représentatives de 2 expériences (N Exp) 
indépendantes où 50 à 86 cellules (n cellules) ont été 
quantifiées. Les conditions siCtl+GFP, siBAG3#5+GFP et 
siBAG3#5+WT sont identiques à la fig. 2.5G. L'analyse 
statistique a été effectuée par le test Kruskal Wallis et ****, p < 
0.0001 compare siCtl+GFP à siBAG3#5+GFP ; ns, p = 0,0540 
compare siCtl+GFP et siBAG3#5+S385A-S386A. 

 

Suivant ce protocole, la déplétion de BAG3 a conduit à une diminution notable du nombre de MIBS 

par cellule (~63 (+/- 4,4)) comparé aux cellules contrôles (~142 (+/- 5,4), fig. 3.6). L’expression de 

BAG3-GFP_S385A-S386A n’a pas amélioré le nombre de MIBS suivant la déplétion de BAG3 

(~83 (+/- 6,7)) contrairement à l’expression de BAG3-GFP_WT (~112 (+/- 7)), fig. 3.6). Ces 

résultats suggèrent donc que la phosphorylation de la S385 et S386 est importante pour 

l’assemblage moléculaire des MIBS. 

 
Ensemble, ces résultats suggèrent que la phosphorylation mitotique de BAG3 sur les résidus S385 

et S386 facilite l’arrondissement cellulaire et assure l’assemblage moléculaire de p62 au sein des 

MIBS, mais ne semble pas participer au processus guidant l’orientation du fuseau mitotique. Ces 

résultats suggèrent donc que la phosphorylation des résidus T285 et S386 de BAG3 pourrait 

moduler de façon différentielle les fonctions mitotiques de BAG3 (puisque la phosphorylation de la 

T285 semble importante pour l’ensemble des phénotypes étudiés tandis que la S386 ne semble pas 

être impliquée dans le processus d’orientation du fuseau mitotique) et qu’il pourrait exister un 

découplage des fonctions mitotiques de BAG3 de manière dépendante de la phosphorylation sur des 

sites spécifiques. 
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3.3. Rôle du résidu S195 et de la kinase Aurora A dans la régulation de la localisation 

de BAG3 en G2/M.  
 

Nous avons démontré que lors de la transition G2/M, BAG3 présente un enrichissement 

périnucléaire/centrosomal qui est régulé par son association à HSPB8 (annexe 1, Fuchs et al. 2015, 

fig. 5F et G). Il est important de noter que la synchronisation des cellules en G2/M est réalisée par 

une inhibition de l’activité de CDK1, en utilisant le RO3306. Ainsi, observer un enrichissement 

périnucléaire de BAG3 par cette méthode suggère que celui-ci est indépendant de l’activité de 

CDK1. En outre, aucun retard de migration sur gel de BAG3 est détecté dans les extraits cellulaires 

arrêtés en G2/M par traitement au RO3306, ni aucun signal phospho-BAG3 sur les résidus ciblés 

par CDK1 (T285, S386) (Fuchs et al, 2015, annexe 1 fig. 5D ; chapitre 2, fig. 2.1E et fig. 3.4B). Ce 

résultat corrobore le fait que ces résidus sont phosphorylés par CDK1 lors de l’entrée des cellules en 

mitose. Il apparaît donc peu probable que ces résidus soient impliqués dans la régulation de 

l’enrichissement périnucléaire de BAG3 en G2/M.  
 

Cependant, une étude de phosphoprotéomique quantitative analysant la phosphorylation des 

protéines en mitose a permis d’identifier un résidu (Olsen et al. 2010), non couvert par nos analyses, 

et qui se révèle très intéressant : il s’agit de la S195, située 13 acides aminés en amont du second 

motif IPV de BAG3 (fig. 3.7A) qui régule son association avec HSPB8, laquelle contrôle 

l’enrichissement périnucléaire de BAG3 (Fuchs et al, 2015, annexe 1, fig. 5F et G, chapitre 3, fig. 

3.7). De plus, une analyse de la séquence de BAG3 via ScanSite a permis de montrer que la S195 

est située dans un site consensus potentiel pour la kinase Aurora A (fig. 3.7A), dont le pic d’activité 

a lieu à la transition G2/M. L’activité de Aurora A joue un rôle crucial pour la maturation et la 

séparation des centrosomes, l’entrée des cellules en mitose via l’activation de CDK1, ou encore la 

formation et la fonction du fuseau mitotique (Seki et al. 2008; Horn et al. 2010; Nikonova et al. 

2013). De surcroît, l’inhibition d’Aurora A a un effet partiel sur la phosphorylation de BAG3 

(chapitre 2 et fig. 3.4). 

 

Ainsi, nous avons voulu 1) vérifier l’implication de la phosphorylation des résidus S284 et T285 ou 

S385 et S386 dans la régulation de la localisation de BAG3 en G2/M ; et 2) tester l’impact de la 

mutation de la S195 en alanine non phosphorylable ainsi que de l’activité de la kinase Aurora A sur 

l’enrichissement périnucléaire de BAG3 dans des cellules en G2/M. Pour ce faire, des cellules 

HeLa-RFP-H2B déplétées en BAG3 endogène exprimant les protéinesBAG3-GFP_WT, S195A, 

IPV, S284A-T285A et S385A-S385A ont été arrêtées en G2/M par traitement au RO3306 et traitées 
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ou non avec un inhibiteur d’Aurora A (MLN8437, fig. 3.7B et C). La localisation des protéines 

BAG3-GFP WT ou mutantes a ensuite été analysée par immunofluorescence. 

 
Figure 3.7 : La mutation de la S195 de BAG3 en alanine non phosphorylable et l’inhibition de l’activité 
d’Aurora A diminuent l’enrichissement périnucléaire de BAG3 en G2/M. (A) Schéma représentant la 
structure de BAG3 avec ses différents domaines d’interaction protéine-protéine. Alignement de séquences de 
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la région périphérique à la sérine 195 chez plusieurs espèces de mammifères montrant la conservation du 
résidu S195 dans l’évolution et la présence de S195 dans une séquence consensus pour Aurora A. (B) Images 
confocales montrant la localisation de BAG3-GFP_WT ou mutants (IPV, S284A-T285A, S385A-S386A et 
S195A) dans des cellules HeLa-RFP-H2B arrêtées à la transition G2/M (RO3306) et traitées avec un 
inhibiteur de la kinase Aurora A (MLN8237). Les cellules ont été infectées avec des adénovirus recombinants 
conduisant l'expression des protéines GFP ou BAG3-GFP suivant la déplétion sur 42 h de BAG3 avec un 
siARN spécifique ciblant la région 3’UTR (siBAG3#3) puis ont été synchronisées en G2/M avec du RO3306 
(8 µM, 18 h) et traitées ou non avec du MLN8237 (0,5 µM, 18 h). Les immunofluorescences de BAG3 ont été 
effectuées avec un anti-GFP; Barre, 10 μm. (C) Histogramme montrant le pourcentage de cellules avec un 
enrichissement périnucléaire de BAG3-GFP provenant des quantifications réalisées à partir des IF en (C). 
Moyennes +/- SEM représentatives de 1 à 3 expériences indépendantes où 200 à 636 cellules par condition 
ont été quantifiées. L'analyse statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et ****, p<0,0001; n.s., 
p=0,4641 compare la condition BAG3-GFP_WT RO3306 à la condition BAG3-GFP_S284A-T285A RO3306 
et n.s., p=0,4381, compare la condition BAG3-GFP_WT RO3306 à BAG3-GFP_S385A-S386A RO3306.  
 

Nous avons observé que BAG3-GFP_WT est enrichie à la région périnucléaire dans les cellules 

traitées au RO3306 (~66% (+/-4,2%), fig. 3.7B et C) comparé à la protéine GFP seule (1,5%, fig. 

3.7C) ou aux cellules asynchrones (~15% (+/-4,4%), fig. 3.7C). À l’inverse, la localisation du 

mutant IPV est plus diffuse dans le cytoplasme dans ~32% (+/- 8,7%) des cellules arrêtées en G2/M 

(fig. 3.7B et C), corroborant les résultats obtenus dans notre étude précédente et suggérant que la 

liaison de BAG3 à HSPB8 est requise pour favoriser son enrichissement périnucléaire (Fuchs et al. 

2015, annexe 1, fig. 5F et G). 

 

Nous avons ensuite observé que les mutants non phosphorylables S284A-T285A et S385A-S386A 

présentent respectivement un enrichissement périnucléaire dans  ~70% (+/- 6%) et ~68% (+/- 7,6%) 

des cellules en G2/M, respectivement, (fig. 3.7B et C). Ce résultat indique que la phosphorylation 

de ces résidus n’a pas d’influence sur l’enrichissement périnucléaire de BAG3, et corrèle avec 

l’observation que nous ne détectons pas de signal de phosphorylation sur ces derniers à la transition 

G2/M (G2/M, chapitre 2, fig. 2.1E et 3.4B). Ensemble, ces résultats suggèrent donc que 

l’enrichissement périnucléaire de BAG3 ne dépend pas de l’activité de CDK1, ni de la 

phosphorylation sur les sites T285 et S386 de BAG3.  

 

Remarquablement, la mutation de la S195 en alanine a eu pour effet de disperser le signal BAG3-

GFP dans les cellules en G2/M de façon similaire au mutant IPV; nous avons observé ~39% +/- 

10,6% et ~32% +/- 8,7% des cellules avec un signal périnucléaire enrichi pour les conditions 

S195A et IPV respectivement (fig. 3.7B et C). Cette observation suggère que l’enrichissement de 

BAG3 dans la région périnucléaire pourrait dépendre de la phosphorylation du résidu S195 puisque 

presque 2 fois moins de cellules présentent un enrichissement périnucléaire par rapport à la protéine 

sauvage (~66% (+/-4,2%), fig. 3.7C). Ce résultat suggère aussi que BAG3 pourrait être 

phosphorylée sur des sites spécifiques en phase G2/M, dont la S195. 
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Par ailleurs, l’inhibition d’Aurora A a mimé l’effet du mutant IPV dans les cellules en phase G2/M, 

c'est-à-dire que nous avons observé une diminution significative (environ 2 fois) du pourcentage de 

cellules présentant un enrichissement périnucléaire pour toutes les protéines BAG3-GFP exprimées. 

En effet, alors que l’enrichissement périnucléaire de BAG3-GFP_WT a été observé dans presque 

70% des cellules en G2/M non traitées, seulement 35% des cellules (en moyenne) ont arboré cette 

localisation dans les cellules en G2/M traitées avec l’inhibiteur d’Aurora A (BAG3-GFP_WT : 

37,3% (+/- 1,4%), IPV : 31,6% (+/- 6%), S195A : 32,8% (+/ 5.9%), S284A-T285A : 37,4% (+/- 

11%) et S385A-S386A : 40,8% (+/- 10,3%) ; fig. 3.7B et C). Ce résultat suggère que l’activité de la 

kinase Aurora A module l’enrichissement périnucléaire de BAG3. De façon importante, la mutation 

de la S195 en alanine non phosphorylable mime l’inhibition d’Aurora A et ce résidu se situe dans 

un site consensus pour cette kinase. Ainsi, nos résultats suggèrent qu’en G2/M la S195 pourrait être 

potentiellement phosphorylée et que cette phosphorylation pourrait dépendre de l’activité de la 

kinase Aurora A. 

 

Nous avons généré un anticorps dirigé contre la S195 phosphorylée, cependant les premiers tests 

réalisés ont démontré qu’il sera nécessaire de le purifier avant de l’utiliser pour des expériences. 

Pour la suite de l’étude, il sera donc essentiel d’optimiser son utilisation. Avec cet outil, il serait 

intéressant de 1) vérifier que ce résidu est en effet phosphorylé dans des extraits cellulaires arrêtés à 

la phase G2/M; 2) comparer l’état de phosphorylation de ce résidu dans des extraits cellulaires 

asynchrones, en G2/M ou en mitose puisque cette phosphorylation, si elle a lieu en G2/M, pourrait 

persister en mitose; 3) examiner si l’inhibition d’Aurora A et sa déplétion influencent la 

phosphorylation de la S195 dans des cellules arrêtées en G2/M. Si ces résultats se révélaient 

concluant, des essais kinases in vitro seraient à réaliser pour confirmer qu’Aurora A phosphoryle 

directement le résidu S195 de BAG3. Ces expériences permettraient d’identifier un événement de 

phosphorylation sur BAG3 pendant la phase G2/M sur un site spécifique ainsi que la kinase 

impliquée. 

 

Aussi, dans le but de confirmer que le résidu S195 est important pour l’enrichissement périnucléaire 

de BAG3, des expériences de redistribution de fluorescence après photoblanchiment (FRAP) 

pourraient être réalisées. Des expériences de fractionnement cellulaire permettant l’isolation des 

centrosomes ont montré que BAG3 est enrichie dans la fraction centrosomale pendant la mitose 

(Fuchs et al, 2015 ; annexe 1, figure 1H). Nous pourrions donc réaliser ces mêmes expériences et 

comparer les niveaux de BAG3-GFP_WT versus S195A dans les fractions centrosomales à partir 

d’extraits cellulaires asynchrones, arrêtés en G2/M ou mitotiques. Ces expériences pourraient 
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démontrer que la phosphorylation de BAG3 sur la S195 serait initiatrice de son recrutement aux 

centrosomes. 

 

L’ensemble de ces résultats permettraient de mettre en évidence que BAG3 serait phosphorylée sur 

la S195 par Aurora A afin d’être recrutée à la région périnucléaire. Néanmoins, une grande 

question émane de ces observations, et sera discutée dans le chapitre 6 : quelle pourrait être la 

fonction de BAG3, et potentiellement la phosphorylation sur la S195, pendant la phase G2/M ?  

 

3.4. BAG3 s’associe avec des partenaires protéiques différents en G2/M et pendant la 

mitose.  
 
Les résultats obtenus jusqu’ici suggèrent que BAG3 pourrait être phosphorylée sur des sites 

différents en G2/M et pendant la mitose (chapitres 2 et 3). En outre, il est bien connu que les 

événements de phosphorylation permettent de moduler les interactions protéiques assurant ainsi la 

dynamique des réseaux de signalisation en réponse à un stimulus (Tyanova et al. 2013). En 

corrélation avec cette idée, nous avons montré que BAG3 interagit plus fortement avec p62 et 

HDAC6 dans des cellules mitotiques, donc lorsque le co-chaperon est hyperphosphorylé (Fuchs et 

al, 2015, annexe 1, figure 6D). De ce fait, ceci suggère que la phosphorylation mitotique de BAG3 

pourrait moduler des interactions avec ses partenaires. Nous avons donc voulu évaluer si BAG3 

possède des partenaires différents dans des cellules asynchrones, en G2/M et pendant la mitose. Sur 

la base de la localisation de BAG3 en G2/M et de son implication dans la régulation des structures 

mitotiques d’actine pendant la mitose, nous avons évalué son association avec des protéines du 

centrosome (CEP170) et de l’enveloppe nucléaire (émerine), ainsi qu’avec des protéines du 

cytosquelette d’actine (actine, myosine II, filamine A et α-actinine), par co-immunoprécipitation, à 

partir d'extraits de cellules HeLa asynchrones (AS), arrêtées en G2/M ou synchronisées en mitose 

(résultats H. Lambert, fig. 3.8A) ou à partir d'extraits de cellules HeLa-Flp-In-TRex asynchrones 

(AS) ou synchronisées en mitose par traitement au nocodazole après induction de l’expression de 

BAG3-GFP_WT à des niveaux proches des niveaux de BAG3 endogène (fig. 3.8B).  
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Figure 3.8 : BAG3 possède des partenaires distincts en phase G2/M et pendant la mitose.  
(A) WB montrant les IP de BAG3 endogène dans des cellules asynchrones, en G2/M et en mitose. Les IP de 
BAG3, obtenues en utilisant un anticorps anti-BAG3, ont été réalisées à partir de cellules HeLa synchronisées 
en G2/M avec du RO3306 (8 µM, 18 h) ou en mitose avec du nocodazole (400 ng/ml, 16 h) et récupérées par 
agitation mécanique. Les analyses par WB à partir des extraits cellulaires obtenus ont été réalisées avec les 
anticorps indiqués. Représentatif de 1 ou 2 expériences. (B) WB montrant les IP de BAG3-GFP_WT dans des 
cellules asynchrones et mitotiques. Les IP de BAG3 exogène ont été réalisées à partir de cellules HeLa-Flp-
in-TRex traitées avec de la doxycycline (10 ng/ml, 4 h) pour induire l’expression de BAG3-GFP_WT, 
synchronisées en mitose avec du nocodazole (8 h post-induction, 200 ng/ml, 16 h) et récupérées par agitation 
mécanique. Pour toutes les conditions, les IP ont été réalisées 24 h après l’induction avec des anticorps anti-
GFP. Les WB ont été effectués avec des anticorps anti-actine, anti-filamine A, anti-α-actinine et anti-GFP 
(pour la détection de BAG3). Représentatif de 5 expériences. 
 
CEP170 est une protéine centrosomale et donc localisée dans la région juxta-nucléaire au niveau du 

MTOC en interphase. De plus, les expériences d’isolation des centrosomes mentionnées 

précédemment, ont révélé que BAG3 et CEP170 sont toutes deux enrichies dans les fractions 

centrosomales (Fuchs et al, 2015 ; annexe 1, figure 1H). Pour finir, CEP170 a été retrouvée de 

façon abondante dans des expériences préliminaires de spectrométrie de masse effectuées pour 

analyser l’interactome de BAG3 dans des extraits cellulaires asynchrones et mitotiques (H. 

Lambert, résultats non présentés). Émerine quant à elle, est une protéine de l’enveloppe nucléaire 

qui participe à l’ancrage de celle-ci au cytosquelette et a également été retrouvée dans l’interactome 

de BAG3. En premier lieu, nous avons observé que CEP170 et émerine ont co-précipité avec BAG3 

dans les cellules asynchrones confirmant une association entre ces protéines et BAG3. 

Remarquablement, alors que ces interactions semblent inchangées pendant la mitose, une nette 

augmentation est notée dans les extraits cellulaires en G2/M (fig. 3.8A). Ces résultats suggèrent 

ainsi l’existence d’une interaction préférentielle de BAG3 avec CEP170 et émerine à la phase 

G2/M, ce qui corrèle avec l’observation de l’enrichissement centrosomale et périnucléaire de BAG3 

à cette phase (annexe 1, Fuchs et al. 2015, fig. 5F et G ; fig. 3.7). 

 



 

151 

Nous avons montré que BAG3 facilite des processus mitotiques comme l’arrondissement cellulaire 

et la formation du cortex mitotique qui nécessitent un remodelage drastique des structures à base 

d’actine (Fuchs et al, 2015, annexe 1 ; chapitre 2 et fig. 3.5). Ces deux processus requièrent 

l’activité de la protéine motrice myosine II. De plus, actine et myosine II ont été retrouvées dans les 

expériences préliminaires de l’analyse de l’interactome de BAG3 (résultats non présentés) et 

myosine II a été identifiée comme un partenaire de BAG3 dans les cellules musculaires 

squelettiques (Hong et al. 2016). Nous avons donc voulu déterminer si BAG3 pouvait interagir avec 

actine et/ou myosine II lors de la mitose. De manière importante, nous avons observé qu’actine a 

co-précipité avec BAG3 dans les extraits cellulaires mitotiques tandis qu’aucun signal n’a été 

détecté dans les extraits cellulaires asynchrones ou en G2/M (fig. 3.8A). Ceci suggère que 

l’interaction entre BAG3 et actine a lieu préférentiellement pendant la mitose. Nous avons 

également observé que myosine II a co-précipité avec BAG3 dès la phase G2/M et que cette 

interaction est augmentée pendant la mitose (fig. 3.8A). Ce résultat suggère que l’association 

entre BAG3 et myosine II est stimulée de la transition G2/M à la mitose.  

 

Par ailleurs, dans le contexte des cellules musculaires, des études ont montré que 1) BAG3 co-

localise avec l’ABP α-actinine dans le disque Z (Homma et al. 2006; Arndt et al. 2010) ; 2) l’ABP 

filamine A est un interacteur de BAG3, et d’ailleurs cette protéine est son unique substrat 

autophagique connu à ce jour (Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013; Kathage et al. 2017). Or, un 

criblage des gènes impliqués dans le processus d’arrondissement cellulaire durant la mitose a révélé 

que α-actinine est localisée au cortex des cellules pendant la mitose et facilite la localisation de 

myosine II au cortex conduisant à une augmentation de la tension corticale (Fischer-Friedrich et al. 

2016; Toyoda et al. 2017). De plus, α-actinine a été détectée dans les expériences préliminaires de 

MS dans les extraits cellulaires mitotiques (H. Lambert, résultats non présentés). Par ailleurs, 

filamine A a été retrouvée enrichie au cortex dans un contexte de cellules méiotiques (Wang et al. 

2017) et pendant la mitose, filamine A modulerait le remodelage du cytosquelette d’actine de façon 

dépendante de sa phosphorylation par CDK1 (Cukier et al, 2007). Nous avons donc voulu évaluer si 

ces protéines seraient capables d’interagir avec BAG3 dans le contexte de la mitose. Les IP de 

BAG3-GFP_WT à partir d’extraits cellulaires HeLa-Flp-In-TRex asynchrones ou mitotiques ont 

révélé que, comme observé dans les IP de BAG3 endogène (fig. 3.8A), actine co-précipite 

préférentiellement avec BAG3-GFP_WT pendant la mitose par rapport aux cellules asynchrones 

(fig. 3.8B). Nous avons également observé que α-actinine et filamine A ont co-précipité avec 

BAG3-GFP_WT dans les extraits cellulaires mitotiques mais pas dans les extraits cellulaires 
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asynchrones (fig. 3.8B). Ce résultat suggère donc une interaction préférentielle entre BAG3 et α-

actinine et filamine A pendant la mitose. 

 

De manière importante, nos résultats sont les premiers, à notre connaissance, à montrer une 

interaction entre BAG3 et actine et α-actinine, ou encore avec CEP170 et émerine. L’ensemble de 

ces résultats suggèrent donc que BAG3 interagit préférentiellement avec des protéines localisées 

aux centrosomes et à l’enveloppe nucléaire en phase G2/M. De ce fait, l’enrichissement 

périnucléaire de BAG3 en G2/M pourrait potentiellement favoriser ces interactions. D’autre part, 

nos résultats suggèrent que des associations préférentielles entre actine, les protéines qui organisent 

l’architecture du cytosquelette d’actine et BAG3 semblent prendre place lorsque BAG3 est 

hyperphosphorylée pendant la mitose. Ceci suggère également que BAG3 pourrait faciliter le 

remodelage des structures d’actine mitotiques via son association avec ces protéines. 

 

3.5. Conclusion. 
 

En résumé, nos résultats suggèrent que la localisation de BAG3 en G2/M pourrait dépendre de sa 

phosphorylation sur S195, potentiellement par la kinase Aurora A, et nous avons montré que sa 

fonction mitotique dépend de la phosphorylation différentielle sur les résidus T285 et S386. De 

plus, nos observations suggèrent que BAG3 s’associe distinctement avec des protéines 

centrosomales et du nucléosquelette en phase G2/M et avec des protéines du cytosquelette d’actine 

pendant la mitose. L’ensemble de ces observations suggèrent ainsi que BAG3 serait phosphorylée 

sur des sites différents qui pourraient moduler les interactions observées entre BAG3 et ses 

partenaires. Pour tester cette hypothèse, il serait nécessaire de 1) déterminer si le mutant BAG3-

GFP_S195A ou l’inhibition de la kinase Aurora A dans des cellules en G2/M perturbent les 

interactions avec CEP170 et émerine ; 2) analyser une potentielle modulation d’interaction entre les 

mutants de phosphorylation de BAG3, S284A-T285A et S385A-S386A, et les protéines se liant 

préférentiellement pendant la mitose comme actine, α-actinine et filamine A. Puisque nous avons 

montré des défauts d’arrondissement des cellules pendant la mitose avec les mutants de 

phosphorylation de BAG3 (chapitre 2, fig. 2.3), une modulation de l’interaction avec ces protéines 

pourrait constituer une piste importante vers la compréhension des mécanismes moléculaires 

régulés par BAG3 pendant la mitose.  

 

Afin d’élucider le mécanisme sous-jacent de la différence de phénotypes sur le positionnement du 

fuseau mitotique entre les mutants de phosphorylation S284A-T285A et S385A-S386A, il serait 
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intéressant d’examiner les interactions protéiques de ces derniers avec des protéines qui ont une 

fonction connue dans ce processus. Par exemple dynéine semble être un très bon candidat puisque 

cette protéine est un partenaire connu de BAG3 (Gamerdinger et al. 2011; Xu et al. 2013) qui a une 

fonction bien établie dans le contrôle du positionnement du fuseau mitotique (Kotak, Busso, et 

Gönczy 2012b; Tame et al. 2014; Kotak et Gönczy 2014). Des expériences d’immunoprécipitation 

des mutants non phosphorylables de BAG3 dans des extraits cellulaires mitotiques pourraient être 

réalisées et l’association à la dynéine serait à analyser.  

 

Les résultats fournis dans ce chapitre, et dans le chapitre 2, mettent donc en lumière que la 

phosphorylation de BAG3 semble être un élément clé de la modulation de son activité. De plus, ce 

mécanisme de régulation du co-chaperon se produit sur des sites distincts selon la phase du cycle et 

lui confère une action cellulaire différente. De ce fait, cela suggère un mode de régulation complexe 

de BAG3 par sa phosphorylation requise pour l’accomplissement de ses fonctions. 
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Chapitre 4: Identification de HDAC6 comme une cible du complexe 

BAG3-HSPB8 dans le remodelage des structures mitotiques à base 

d’actine. 
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4.1. Avant propos  
 

Les travaux présentés ci-après sont le fruit d’une collaboration avec ma collègue Dre Alice-Anaïs 

Varlet (ancienne étudiante au doctorat sous la direction du Dre Josée N. Lavoie). Ces travaux feront 

l’objet d’une publication en cours de préparation où nous serons co-premières auteures. De manière 

plus spécifique, les données présentées dans les figures, 4.9, 4.10, 4.11, S4.1 et S4.2 ont été obtenus 

par cette collaboration. Les résultats présentés dans les figures 4.2 et 4.3 ont été obtenues par 

Herman Lambert et ceux présentées dans la figure 4.4 par Alice-Anaïs Varlet. J’ai réalisé les 

expériences présentées dans les figures 4.1, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 et S4.3. Il est à noter que j’ai conçu ce 

chapitre de façon originale pour sa présentation dans la thèse.  

 

Dans un premier temps, seront présentées des expériences qui ont permis l’analyse fonctionnelle et 

biochimique de l’interaction entre BAG3 et HDAC6 pendant les phases G2/M et mitotique (fig. 4.1 

et 4.2). Dans un second temps, nous analyserons par des expériences biochimiques la dynamique de 

l’acétylation de cortactine (fig. 4.3) et nous étudierons l’interaction HDAC6-cortactine dans des 

cellules mitotiques suivant la déplétion de BAG3 et HSPB8 par la méthode de ligation de proximité 

(PLA ; fig. 4.4). Par la suite, la contribution de BAG3, HSPB8 et p62 ou de l’activité d’HDAC6 et 

d’Arp2/3 dans la modulation de structures mitotiques à base d’actine, en l’occurrence le nuage 

sous-cortical d’actine et l’arrondissement mitotique, sera analysée par des expériences de 

microscopie en cellules vivantes et en immunofluorescences (fig. 4.5 à 4.9). Enfin, des expériences 

de déplétion-restauration de phénotypes détermineront l’importante fonctionnelle de l’acétylation 

de cortactine dans le processus d’arrondissement des cellules mitotiques suivant la déplétion de 

BAG3 ou HSPB8 (fig. 4.10). 

 

4.2. Introduction 
 

Les résultats du laboratoire ont mis en évidence que BAG3 faciliterait le remodelage des structures 

d’actine qui guident le processus d’arrondissement mitotique et le positionnement du fuseau 

mitotique, incluant le cortex d’actomyosine et les fibres de rétraction (Fuchs et al, 2015 ; annexe 1, 

fig. 7A et B; chapitre 2, fig. 3). Nous avons également rapporté que BAG3 est associée plus 

fortement à p62 et à la déacétylase HDAC6 dans les cellules mitotiques, suggérant un rôle potentiel 

pour ces protéines dans les fonctions mitotiques de BAG3 (Fuchs et al. 2015, annexe 1, fig. 6D ; 

chapitre 2, fig. 2.4A). En outre, la déplétion de p62 réplique les phénotypes mitotiques associés à la 
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déplétion de BAG3 ou de HSPB8. Cependant, la contribution de HDAC6, une déacétylase ayant 

plusieurs substrats parmi les protéines du cytosquelette, reste à déterminer.  

 

HDAC6 régule l’acétylation de protéines du cytosquelette telles que l’ABP cortactine, myosine II et 

α-tubuline et cette activité a été impliquée dans le contrôle de la migration cellulaire et l’EMT (Tran 

et al. 2007; Zhang et al. 2007; Shan et al. 2008; Kaluza et al. 2011; Ran et al. 2015; Zhang et al. 

2015). En outre, l’association de p62 à HDAC6 régulerait négativement l’activité catalytique de la 

déacétylase sur cortactine lors du processus d’assemblage de F-actine entourant l’agrésome (Yan et 

al. 2013). Or, pour rappel, cortactine déacétylée, en s’associant avec l’actine, recrute le complexe 

Arp2/3 et stimule la polymérisation de l’actine branchée (Uruno et al. 2001; Weaver et al. 2001; 

Zhang et al. 2007). De façon pertinente, nous avons montré que lors de la cytokinèse, le complexe 

chaperon BAG3-HSPB8 faciliterait le remodelage de l’anneau contractile qui dirige la séparation 

des cellules filles en limitant la dynamique de l’actine dépendante d’Arp2/3 (Varlet et al. 2017). 

 

Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que le complexe chaperon BAG3-HSPB8, via son association à 

p62, pourrait limiter l’activité d’Arp2/3 en modulant l’activité de HDAC6 sur son substrat 

cortactine pendant la mitose. Dans ce chapitre seront présentés des résultats visant à analyser la 

relation fonctionnelle entre BAG3, HSPB8, p62 et HDAC6-cortactine dans la régulation du 

remodelage de structures mitotiques à base d’actine. 

 

4.3. Analyse de l’interaction fonctionnelle entre BAG3 et HDAC6 pendant les phases 

G2/M et mitotique. 
 

Nos résultats ont mis en évidence que BAG3 est enrichie dans la région périnucléaire/centrosomale 

pendant la phase G2/M (chapitre 3, fig. 3.7 ; Fuchs et al. 2015, annexe 1, fig. 5F et G). Par ailleurs, 

il a été montré que HDAC6 est enrichie à la région périnucléaire dans les cellules asynchrones 

(Hubbert et al. 2002), mais sa localisation en G2/M n’a pas été étudiée à notre connaissance. Dans 

l’optique de mieux comprendre la relation fonctionnelle entre BAG3 et HDAC6, nous nous sommes 

tout d’abord demandés si la localisation de HDAC6 est modulée à la transition G2/M et si oui, 

déterminer si BAG3 est impliquée dans une telle modulation.  

 

Des immunofluorescences ont donc été réalisées dans des cellules HeLa parentales CCL2 

asynchrones ou synchronisées en G2/M avec du RO3306 suivant la déplétion de BAG3 et la 

localisation de HDAC6 endogène a été analysée. 
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Figure 4.1 : La déplétion de BAG3 interfère avec la relocalisation cytoplasmique de HDAC6 en G2/M.  
Images confocales montrant la localisation de HDAC6 endogène dans des cellules HeLa parentales CCL2 
arrêtées à la transition G2/M (RO3306, 8 µM, 18h) et transfectées avec un siCtl ou un siBAG3 (siBAG3_1). 
Les cellules ont été fixées 48h post-transfection (N = 2 expériences). HDAC6 a été marquée avec un anticorps 
anti-HDAC6, la F-actine a été marquée avec la phalloïdine-Texas-Red et l'ADN avec le Hoechst; barres 
d'échelle, 10 μm.  
 
Nous avons noté qu’HDAC6 est enrichie dans la région périnucléaire/centrosomale dans les cellules 

asynchrones, ce qui est consistant avec la littérature (Hubbert et al. 2002). En revanche, un 

marquage diffus de HDAC6 a été observé dans le cytoplasme des cellules synchronisées en G2/M 

(fig. 4.1). Ceci suggère que la localisation de HDAC6 est modulée à la transition G2/M. En 

contraste, dans les cellules en phase G2/M déplétées en BAG3, HDAC6 a été retrouvée enrichie à la 

région périnucléaire (fig. 4.1). Ces résultats suggèrent que la déplétion de BAG3 interfère avec la 

relocalisation de HDAC6 dans les cellules en G2/M et suggèrent une rétention de HDAC6 dans la 

région périnucléaire des cellules déplétées en BAG3.  

 

Puisque BAG3 module la localisation de HDAC6, nous avons voulu déterminer si l’association 

entre les protéines était également modulée et analyser les déterminants structuraux de cette 

interaction. Des immunoprécipitations ont été réalisées à partir d'extraits de cellules HeLa-RFP-

H2B asynchrones (AS), arrêtées à la transition G2/M ou synchronisées en mitose, après déplétion 

de BAG3 endogène et expression de protéines BAG3-GFP_WT ou mutantes (IPV et ΔPxxP). Pour 

rappel les deux mutants étudiés, portant des mutations sur les motifs IPV qui abolissent la liaison à 

HSPB8 (BAG3_IPV) ou possédant une délétion du domaine PxxP (ΔPxxP), correspondent à des 
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mutants pertes de fonction de l’activité mitotique de BAG3 (Fuchs et al, 2015, annexe 1). Nous 

avons également évalué une interaction potentielle avec un substrat majeur de HDAC6 impliqué 

dans la modulation du cytosquelette d’actine : cortactine.  

 

 
Figure 4.2 : L’association de BAG3 avec ses partenaires p62, HDAC6 et son substrat cortactine est 
différentielle en phase G2/M et dans les cellules mitotiques. 
(A) Schéma du protocole utilisé pour les IP de BAG3-GFP sauvage (WT) ou mutants (IPV et ΔPxxP). Des 
cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en G2/M avec du RO3306 (8 µM, 18h) ou en mitose avec du 
nocodazole (200 ng/ml, 16h). Les cellules ont été infectées avec des adénovirus recombinants conduisant 
l'expression de GFP ou des protéines BAG3-GFP suivant la déplétion sur 48 h de BAG3 endogène à l’aide 
d’un siARN spécifique ciblant la région 3’UTR (siBAG3#3). (B) WB montrant les IP de BAG3-GFP_WT ou 
mutants IPV et ΔPxxP dans des extraits cellulaires asynchrones (AS), en G2/M ou en mitose suivant le 
protocole A. Les extraits cellulaires mitotiques ont été préparés à partir des cellules en mitose récupérées par 
agitation mécanique. Les IP ont été réalisées en utilisant un anticorps anti-GFP. Les analyses en WB à partir 
des IP obtenues ont été effectuées avec les anticorps indiqués. (NB : Les résultats de cette expérience ont servi 
également pour l’analyse de l’interaction de BAG3 avec CDK1 et p62 dans les extraits de cellules 
asynchrones et mitotiques dans la figure 2.4 de cette thèse). 

 
Tout d’abord, nous avons observé que p62, HDAC6 ainsi que cortactine ont co-précipité avec 

BAG3-GFP_WT dans les cellules asynchrones, arrêtées en G2/M et mitotiques (fig. 4.2B). 

Néanmoins, l’interaction entre BAG3 et HDAC6 semble plus importante en G2/M 

comparativement aux cellules asynchrones (fig. 4.2B), ce qui corrèle avec l’effet de BAG3 sur la 

localisation de HDAC6 (fig. 4.1). En revanche, l’association avec cortactine et p62 demeure 

inchangée à cette phase par rapport aux cellules asynchrones. De plus, en G2/M, la mutation des 

motifs IPV et du domaine PxxP n’ont pas d’impact sur l’association avec p62 et cortactine, tandis 

que la délétion du domaine PxxP semblerait diminuer l’association à HDAC6. Ces résultats 

suggèrent que l’interaction entre BAG3 et HDAC6 est stimulée à la transition G2/M, contrairement 

à l’association à p62 et cortactine, de façon indépendante de la liaison à HSPB8. Ce résultat suggère 

donc, qu’à cette phase, l’association entre BAG3 et HDAC6 serait indépendante de p62 et 

cortactine.  
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Pendant la mitose, l’association entre BAG3 et HDAC6 est réduite comparativement aux cellules en 

G2/M, bien qu’elle demeure plus substantielle que dans les cellules asynchrones. À l’inverse, nous 

avons observé que l’interaction de p62, comme montré dans le chapitre 2, et cortactine avec BAG3 

est stimulée dans les cellules mitotiques comparativement aux cellules asynchrones ou arrêtées en 

G2/M. Ce résultat suggère qu’un complexe composé de BAG3-HSPB8-p62-HDAC6 avec la cible 

de HDAC6 cortactine se formerait pendant la mitose. Durant cette phase, nous avons observé une 

diminution de l’association entre les mutants IPV et ΔPxxP avec HDAC6 ainsi qu’avec p62 et 

cortactine dans les extraits cellulaires mitotiques par rapport à l’interaction avec BAG3-GFP_WT 

(fig. 4.2B). Ces résultats suggèrent que les motifs IPV et le domaine PxxP de BAG3 sont requis 

pour faciliter les interactions mitotiques avec p62, HDAC6 et cortactine, renforçant l’hypothèse que 

la formation de ce complexe pourrait être importante pour la fonction mitotique de BAG3. De plus, 

ces observations suggèrent que pendant la mitose, HSPB8 jouerait un rôle important dans le 

recrutement de p62 et cortactine.  

 

L’ensemble de ces observations nous permettent donc de spéculer qu’à la phase G2/M l’association 

BAG3-HDAC6 serait stimulée et contribuerait au changement de localisation de HDAC6, puis lors 

de la mitose, HSPB8 favoriserait le recrutement du substrat de HDAC6, cortactine, ainsi que de son 

régulateur négatif, p62. L’augmentation d’interaction de BAG3 à HDAC6 en G2/M, sans 

augmentation d’interaction avec sa cible cortactine ou p62, tandis qu’est observée une diminution 

de l’association BAG3-HDAC6 en mitose avec une augmentation de la liaison à p62 et cortactine, 

suggèrent des liens fonctionnels complexes et potentiellement différents entre ces protéines en 

G2/M et pendant la mitose. 

 
Notamment, le rôle de l’exclusion de HDAC6 de la région périnucléaire/centrosomale en phase 

G2/M reste à élucider. Il a été montré que la phosphorylation de HDAC6 par Aurora A stimule son 

activité déacétylase (Pugacheva et al. 2007) et de plus, cette kinase est active et enrichie dans la 

région périnucléaire en G2/M (Hirota et al. 2003; Barretta et al. 2016). Il serait donc envisageable 

que BAG3 orchestre l’export de HDAC6 de la région périnucléaire/centrosomale pour limiter son 

activité déacétylase dans cette région. Ceci pourrait être requis du fait qu’à cette phase, s’effectue 

des étapes cruciales pour la maturation et la séparation des centrosomes nécessitant une dynamique 

des microtubules (Carmena, Ruchaud, et Earnshaw 2009; Nikonova et al. 2013). Or, l’acétylation 

d’α-tubuline est connue pour stabiliser les microtubules (Shi et al. 2015; Wang et al. 2016; Janke et 

Montagnac 2017). De ce fait, limiter l’activité déacétylase de HDAC6 dans la région centrosomale 

pourrait assurer une balance acétylation/déacétylation de tubuline et donc permettre une dynamique 
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des microtubules adéquate. Néanmoins, bien que séduisante, cette hypothèse semble peu probable 

au vu des résultats obtenus au laboratoire. En effet, les analyses réalisées jusqu’à présent n’ont pas 

révélé d’effet probant de BAG3 sur la dynamique des microtubules pendant la mitose. Une autre 

hypothèse nous est donc apparue plus plausible : HDAC6 pourrait être importée dans le cytoplasme 

pour orchestrer le remodelage du cytosquelette d’actine via sa cible : l’ABP cortactine. Les 

prochaines expériences présentées dans ce chapitre viseront à élucider le lien entre BAG3-HSPB8, 

l’activité de HDAC6 et la dynamique d’acétylation de la cortactine sur la modulation des structures 

mitotiques à base d’actine. 

 

4.4. L’acétylation de cortactine est augmentée dans les cellules mitotiques et son 

association à HDAC6 est régulée à la baisse par le complexe BAG3-HSPB8. 
 
À notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée à la régulation de l’activité de HDAC6 à 

proprement parler pendant la mitose ni son impact sur le remodelage des structures mitotiques 

d’actine. Puisque nous avons montré une association mitotique entre BAG3, p62, HDAC6 et 

cortactine qui dépend de l’interaction de BAG3 à HSPB8, nous avons voulu déterminer si BAG3 et 

HSPB8 modulent l’activité de HDAC6 pendant la mitose.  

 

Dans un premier temps, la dynamique de l’acétylation des substrats de HDAC6 et spécifiquement 

de cortactine, a été étudiée dans des cellules asynchrones et mitotiques. Pour ce faire, des cellules 

HeLa ont été synchronisées en mitose en présence d’un inhibiteur sélectif de HDAC6 la tubacine, 

pour 4 et 8h, afin d’analyser les taux de déacétylation dépendants de l’activité de HDAC6 

(Haggarty et al. 2003; Schölz et al. 2015). L’analyse des niveaux totaux d'acétylation des protéines 

a été effectuée par WB (fig. 4.3, Ac-K) ainsi que les niveaux d'acétylation de cortactine sur le résidu 

K309, qui est un résidu ciblé par HDAC6 (Zhang et al. 2007; fig. 4.3, Ac-K309). 

 

Une augmentation notable de l’acétylation des protéines totales ainsi que de cortactine sur le résidu 

K309 a été observée dans les cellules asynchrones suivant l’inhibition de HDAC6 (fig. 4.3). Ceci 

indique que HDAC6 est active dans les cellules asynchrones et que son inhibition influence la 

dynamique d’acétylation/déacétylation des protéines, y compris celle de cortactine. Dans les 

cellules mitotiques, le niveau basal d’acétylation de cortactine sur le résidu K309 semble être 

augmenté, c'est-à-dire dans la condition sans traitement par rapport aux cellules asynchrones non 

traitées (fig. 4.3, Ac-K309), et une augmentation claire de l'acétylation totale des protéines a été 

observée dans ces mêmes conditions (fig. 4.3, Ac-K). Ce résultat suggère une augmentation de 
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l'activité d'acétyl-transférases ou une réduction de l'activité de déacétylases ciblant cortactine 

pendant la mitose. Il est à noter que l’acétylation de cortactine diminue sa liaison à la F-actine, 

résultant en une diminution du recrutement et de l’activation du complexe Arp2/3 ce qui par 

conséquent, inhibe la formation du réseau d’actine branchée (Zhang et al. 2007; Uruno et al. 2001; 

Weaver et al. 2001). Or, il a été montré que l’entrée des cellules en mitose est accompagnée d’une 

permutation de l’activité d’Arp2/3 en faveur de mDia, suggérant une diminution globale de 

l’activité d’Arp2/3 (Rosa et al. 2015). Ainsi, une augmentation de l’acétylation de cortactine 

pendant la mitose est corrélée avec une diminution de l’activité d’Arp2/3 pendant la mitose. 
 
 

Figure 4.3 : L’acétylation des protéines est 
augmentée pendant la mitose par rapport aux 
cellules asynchrones et l’inhibition de HDAC6 a 
un effet moindre dans les cellules mitotiques sur 
l’acétylation de cortactine. 
WB montrant le niveau d'acétylation totale des 
protéines ou de l’acétylation de cortactine sur 
K309 en réponse à l’inhibition de HDAC6, par 
traitement avec un inhibiteur spécifique la 
tubacine, dans des cellules asynchrones et 
mitotiques. Des cellules HeLa-RFP-H2B 
asynchrones et synchronisées en mitose avec la 
méthode du double blocage à la thymidine (2 mM, 
16h) ont été traitées pendant 0, 4 ou 8 h avec de la 
tubacine (5 µM) puis extraites pour l’analyse en 
WB. Les cellules mitotiques ont été récupérées par 
agitation mécanique. Les WB ont été réalisés en 
utilisant un anticorps anti-acétylation totale (Ac-
K), un anti-acétyl-cortactine (Ac-K309); niveaux 
de cycline B1: contrôle de synchronisation 
mitotique; cortactine totale: contrôle de dépôt.  

 
 

Bien qu’une augmentation de l’acétylation sur K309 de cortactine pendant la mitose ait été observée 

après traitement à la tubacine, celle-ci serait substantiellement moins importante que dans les 

cellules asynchrones (fig. 4.3, Ac-K309). Puisque l’inhibition de HDAC6 ne provoque pas une forte 

augmentation de l’acétylation de cortactine, ceci suggère que l’activité de HDAC6 sur cortactine 

serait diminuée dans les cellules mitotiques. Par conséquent, l’association de cortactine à la F-actine 

serait limitée et aboutirait à une diminution de l’activité d’Arp2/3 pendant la mitose. 

 

Puisque l’acétylation sur le résidu K309 de cortactine semble être augmentée et que nos résultats 

suggèrent une diminution de l’activité de HDAC6 sur cortactine pendant la mitose (fig. 4.3), nous 

avons voulu évaluer si l’interaction entre HDAC6 et cortactine pourrait être limitée dans les cellules 
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mitotiques. Pour explorer cette hypothèse, la technique de « Proximity Ligation Assay », ou PLA, a 

été utilisée puisqu’elle permet de détecter et de quantifier in situ les interactions protéine-protéine, à 

un niveau moléculaire (Söderberg et al. 2006; Gullberg et Andersson 2010). Brièvement, le PLA est 

une variante de l'immunofluorescence où les protéines d’intérêts, ici HDAC6 et cortactine, sont 

reconnues par des anticorps primaires spécifiques. La particularité est que si les anticorps 

secondaires, conjugués à une courte séquence d'oligonucléotides complémentaires l'un de l'autre, 

sont à proximité de moins de 40 nm, s’en suit une série d’amplification des séquences 

nucléotidiques qui résultent en la formation d’un point ou « spot » fluorescent distinct (cf. fig.4.4 

pour le détail de la méthode). Celui-ci reflète une proximité entre les deux molécules suggérant une 

interaction entre les protéines d’intérêt. Le nombre de spots détectés en microscopie à fluorescence 

peut être ainsi quantifié et représente le nombre d’interactions moléculaires entre les deux protéines. 

Utilisant cette technique, l’interaction de HDAC6 avec cortactine dans des cellules HeLa parentales 

CCL2 asynchrones ou mitotiques exprimant GFP-HDAC6 et myc-cortactine a été analysée (fig. 

4.4).  

 
Figure 4.4 : Le complexe BAG3-HSPB8 contribue à diminuer l’interaction HDAC6-cortactine pendant 
la mitose. Images confocales montrant des spots d'interaction entre HDAC6 et cortactine par « Proximity 
Ligation Assay » (PLA) dans des cellules HeLa parentales CCL2 asynchrones (AS) ou mitotiques contrôles 
ou suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8. Des cellules HeLa parentales CCL2 ont été synchronisées en 
mitose par double blocage à la thymidine (2 mM, 16h), tranfectées avec des siARN spécifiques (siBAG3#1 et 
siHSPB8#2) pendant 48 h et avec les vecteurs GFP-HDAC6 et myc-cortactine durant 24 h ; barres, 10 μm. 
Après fixation, la méthode d’immunofluorescence dérivée PLA a été appliquée sur les cellules. HDAC6 et 
cortactine exogènes ont été ciblées par des anticorps primaires spécifiques conventionnels. Dans la technique 
du PLA, les anticorps secondaires nommés sondes PLA, sont conjugués à une courte séquence 
d'oligonucléotides complémentaires l'un de l'autre. Lorsque ces sondes sont à proximité de moins de 40 nm, 
l’addition d’oligonucléotides dit de connexion, s'hybrident avec les sondes PLA et sont ligaturés par une 
ligase afin de former une matrice d’ADN circulaire qui est ancrée aux anticorps. L'ajout subséquent d'une 
polymérase conduit à l’amplification de cette matrice, qui est détectée par des sondes oligonucléotidiques 
complémentaires marquées par fluorescence. En résulte ainsi la détection d’un point ou « spot » fluorescent 
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distinct, visualisés en utilisant un microscope à fluorescence standard, et qui est donc dérivé d'événement 
d'interaction unique de protéine (Söderberg et al. 2006; Gullberg et Andersson 2010). Le graphique représente 
le nombre de spots de PLA quantifié par cellule ; moyennes +/- SEM représentatives de 3 expériences 
indépendantes où 30 à 101 cellules individuelles ont été quantifiées. L’analyse statistique a été effectuée par 
le test de Dunn suivant le test de Kruskal Wallis ; ****, p <0,0001 compare la condition siCtl asynchrone à 
celle siCtl mitose ; * p = 0,0425 compare siCtl asynchrone et siBAG3 mitose ; n.s, p>0,9999 compare siCtl 
asynchrone à siBAG3 mitose. 
 

Dans les cellules contrôles asynchrones, nous avons quantifié une moyenne de ~74 spots de PLA 

HDAC6-cortactine (fig. 4.4). Remarquablement, une diminution significative de 2,4 fois du nombre 

de spots a été observée dans les cellules mitotiques comparé aux cellules asynchrones (cellules 

mitotiques : ~31 spots, fig. 4.4). Ce résultat suggère donc que l’interaction entre HDAC6 et 

cortactine est diminuée pendant la mitose, corrélant avec l’observation de l’augmentation du niveau 

d’acétylation de cortactine et la diminution de l’activité de HDAC6 sur cortactine pendant la mitose 

(fig. 4.3). 

 
Puisque BAG3-HSPB8 semble recruter cortactine pendant la mitose, nous avons voulu déterminer 

si la réduction d’association entre HDAC6 et cortactine pourrait dépendre du complexe chaperon 

BAG3-HSPB8. Des expériences de PLA ont donc été réalisées dans des cellules mitotiques 

déplétées en BAG3 ou en HSPB8. De façon importante, le nombre de spots de PLA a presque été 

doublé dans les cellules mitotiques suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8 (~60 spots) en 

comparaison aux cellules mitotiques contrôles (~30 spots, fig. 4.4). Ainsi, la déplétion d’une des 

protéines du complexe chaperon interfère la diminution d’interaction entre HDAC6 et cortactine 

pendant la mitose. En effet, le nombre de spots de PLA dans les cellules mitotiques déplétées en 

BAG3 ou HSPB8 (~60 spots) a atteint presque le nombre de spots dans les cellules contrôles 

asynchrones (~74 spots, fig. 4.4). Ce résultat suggère que la diminution d’association entre HDAC6 

et cortactine pendant la mitose est perturbée par la déplétion de BAG3 et de HSPB8. 

 

En résumé, nos résultats suggèrent que HDAC6 est active dans les cellules mitotiques, mais qu’une 

diminution de son activité a été observée spécifiquement sur cortactine pendant la mitose. Cette 

observation corrèle avec une diminution significative de l’association HDAC6-cortactine qui serait 

facilitée par le complexe BAG3-HSPB8. L’ensemble de ces résultats suggèrent que l'activité de 

HDAC6 sur cortactine pourrait être régulée de façon différentielle par rapport à la globalité des 

substrats de HDAC6 dans les cellules mitotiques. Ces observations vont dans le même sens qu’une 

étude qui suggère que BAG3 inhiberait localement l’activité de mTORC1 tandis que son activité 

globale serait augmentée dans les cellules (Kathage et al. 2017). Dans le but de consolider cette 



 

164 

idée, des expériences pour confirmer que le complexe chaperon module l’activité de HDAC6 sur 

cortactine pendant la mitose devront être réalisées. Pour cela, les niveaux d’acétylation de cortactine 

sur le résidu K309 suivant la déplétion de BAG3 ou de HSPB8 pourrait être analysés par des 

expériences de WB, à partir d’extraits cellulaires mitotiques traités ou non avec la tubacine. Une 

diminution des niveaux d’acétylation de cortactine en réponse à la déplétion de BAG3 ou de 

HSPB8 et au traitement avec la tubacine confirmera l’hypothèse.  

 

4.5. Régulation de la polarisation du nuage sous-cortical d’actine par le complexe 

BAG3-HSPB8-p62 et implication des activités d’Arp2/3 et de HDAC6.  
 

Nous avons apporté des évidences que BAG3-HSPB8 pourrait limiter l’activité du complexe 

Arp2/3 afin de faciliter le désassemblage de l’anneau contractile qui guide la séparation des cellules 

filles pendant la cytokinèse (Varlet et al, 2017). Bien que pendant la mitose l’activité d’Arp2/3 

serait diminuée (Rosa et al. 2015), la formation d’une structure d’actine hautement dynamique 

dénommée « nuage sous-cortical d’actine » a été décrite comme dépendante de l’activité du 

complexe Arp2/3 (Mitsushima et al. 2010; Fink et al. 2011). Ainsi, nous avons raisonné que si le 

complexe BAG3-HSPB8 module négativement l’activité de HDAC6 sur cortactine, la déplétion de 

BAG3-HSPB8 pourrait induire une suractivation de HDAC6 sur cortactine. Ceci induirait donc une 

déacétylation accrue de cortactine et une dérégulation de l’activité Arp2/3 pendant la mitose. Ceci 

empêcherait alors une régulation fine de l’activité Arp2/3, nécessaire pour contrôler la dynamique 

du nuage sous-cortical d’actine. Pour tester cette hypothèse, nous avons d’abord vérifié l’impact 

d’une déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 sur le nuage sous-cortical d’actine. 

 

Pour rappel, le nuage sous-cortical est structure d’actine hautement dynamique, soumise à un 

renouvellement rapide par polymérisation/dépolymérisation (Mitsushima et al. 2010). Ce 

mécanisme dirige son mouvement circulaire continu et unidirectionnel, décrit aussi comme polarisé, 

sous le cortex (de la prométaphase à la métaphase; Mitsushima et al. 2010; Fink et al. 2011). Nous 

avons donc analysé l’effet de la déplétion de chacune des protéines du complexe BAG3-HSPB8-

p62 sur la polarisation du nuage sous-cortical d’actine pendant la mitose. Pour cela, des expériences 

d’imagerie en temps réel ont été réalisées dans des cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en 

mitose, déplétées en BAG3, HSPB8 ou p62 et exprimant la sonde LifeAct-GFP, qui permet de 

visualiser la F-actine en se liant spécifiquement à celle-ci, et α-tubuline-RFP, qui permet d’étudier 

la dynamique du fuseau mitotique (fig. 4.5).  
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Dans les cellules contrôles, nous avons observé la présence d’un agglomérat de F-actine situé sous 

le cortex cellulaire, arborant un mouvement dynamique typique du nuage sous-cortical d’actine, 

comme décrit dans la littérature (Mitsushima et al. 2010). Nous avons procédé à la quantification de 

ce phénotype et la présence de la structure sous-corticale dynamique de F-actine a été détectée dans 

environ 70% des cellules contrôles (catégorie erratique + polarisée, fig.4.5B). Parmi ces 70%, ~50% 

correspondent à la détection d’un nuage dont la dynamique au cours du temps a suivi un 

mouvement circulaire, qui peut être parallèle ou perpendiculaire au substrat. Nous avons catégorisé 

ce type de mouvements comme étant polarisés (fig. 4.5A et B). Il a été reporté que pour la majorité 

des cellules, une fois que le nuage commence son mouvement, celui-ci ne change pas de direction 

(Mitsushima et al, 2010). Cependant, cette même étude a monté que 13% des cellules présentent un 

changement de direction du mouvement du nuage. Et en effet, nous avons constaté que pour 

environ 18% des cellules, le mouvement du nuage a été anarchique et n’a pas suivi une direction 

unique (fig. 4.5A et B). Ce phénotype sera référé ci-après comme le mouvement erratique du nuage 

sous-cortical d’actine. De façon remarquable, nous avons observé une augmentation significative, 

d’environ 2,5 fois, de la proportion de cellules présentant un mouvement erratique du nuage sous-

cortical de F-actine dans les cellules suivant la déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 (~18% dans les 

cellules contrôles comparé à ~42%, ~52% et ~48% pour les siBAG3, HSPB8 et p62, 

respectivement, fig. 4.5B). Ces résultats suggèrent que la déplétion de chacune des protéines du 

complexe BAG3-HSPB8-p62 semble interférer avec la polarisation du mouvement dynamique du 

nuage sous-cortical de F-actine et provoquerait une dérégulation marquée de cette dynamique 

d’actine se traduisant par un mouvement anarchique du nuage.   
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Figure 4.5 : La déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 induit une dérégulation de la dynamique polarisée 
du nuage sous-cortical d’actine associée à des défauts de positionnement du fuseau mitotique et de la 
progression mitotique. 
(A) Séquences temporelles d’images confocales de cellules mitotiques HeLa-RFP-H2B vivantes et exprimant 
la sonde LifeAct-GFP, montrant un mouvement polarisé du nuage sous-cortical d’actine dans des cellules 
contrôles (siCtl, panel du haut) comparé à un mouvement erratique dans des cellules déplétées en BAG3 
(siBAG3, panel du bas). Les cellules ont été synchronisées en mitose par la méthode de double blocage à la 
thymidine (2 mM, 16h), infectées avec l’Ad-LifeAct-GFP (1PFU) et le bacculovirus α-tubuline-RFP (4PFU) 
et transfectées avec différents siARN (siCtl, siBAG3#3, siHSPB8#2 ou sip62#2). Les images ont été acquises 
en temps réel par microscopie confocale de type « spinning disc » durant une période de 75 min à un 
intervalle de 90 secondes. Les flèches blanches indiquent la position du nuage sous-cortical d'actine et les 
flèches jaunes sa direction et son mouvement ; barres d'échelle, 10 μm. (B) Le graphique décrit le pourcentage 
de cellules, provenant de A, présentant un mouvement polarisé ou erratique du nuage sous-cortical d’actine ou 
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ne présentant pas de nuage sous-cortical d’actine (absent). Les moyennes +/- SEM sont représentatives de 3 
expériences indépendantes où 97 à 139 cellules ont été quantifiées. L'analyse statistique a été effectuée par le 
test exact de Fisher pour le nuage erratique et ***, p=0,0002, compare la condition siCtl à celle siBAG3, 
****, p<0,0001, compare la condition siCtl aux conditions sip62 et siHSPB8. (C) Graphique montrant le 
pourcentage de cellules présentant une mitose défectueuse (oscillation du fuseau mitotique et retard de la 
progression des cellules en prométa- et métaphase). Le protocole décrit en A a été employé pour l’obtention 
des moyennes +/- SEM représentées provenant de 3 expériences indépendantes où au minimum 93 cellules 
ont été quantifiées. L'analyse statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et **, p=0,0018, compare la 
condition siCtl à celle siBAG3 et ****, p<0,0001, compare la condition siCtl à celles siHSPB8 et sip62. 
 
Comme décrit dans la section 1.4.2.2, il a été démontré que les forces émises par les fibres de 

rétraction influencent la dynamique du nuage sous-cortical d’actine pendant la mitose (Fink et al. 

2011). Notamment, le positionnement et l’orientation du fuseau mitotique dépendrait de ces deux 

structures d’actine hautement dynamiques. Or, nous avons montré que la déplétion des protéines du 

complexe chaperon BAG3-HSPB8-p62 provoque des défauts de distribution des fibres de rétraction 

et conduit à des oscillations anormales du fuseau mitotique interférant avec la progression mitotique 

(Fuchs et al. 2015; annexe 1). Nous avons donc voulu évaluer un lien fonctionnel potentiel entre la 

dérégulation de la polarisation du nuage sous-cortical d’actine et les défauts de positionnement du 

fuseau mitotique observés lors de la déplétion des protéines du complexe chaperon. 

 

Nous avons quantifié la proportion de cellules arborant une dynamique erratique du nuage sous-

cortical d’actine parmi les cellules mitotiques normales versus défectueuses (oscillations, voire des 

rotations, du fuseau mitotique et/ou associées à un retard dans la progression mitotique). De façon 

remarquable, seulement 1% des cellules contrôles complétant une mitose normale ont arboré un 

nuage erratique, tandis que 36% ont présenté un nuage avec un mouvement polarisé (fig. 4.5C). En 

revanche, dans les cellules mitotiques contrôles défectueuses, nous avons observé ~17% de cellules 

arborant un nuage erratique contre ~14% présentant un nuage polarisé (fig. 4.5C). Ce résultat a 

révélé que la majeure proportion des cellules présentant un nuage avec un mouvement erratique est 

associée à des défauts d’orientation du fuseau mitotique. Malgré une proportion demeurant faible, la 

déplétion de BAG3, HSPB8 et p62 a induit une augmentation du pourcentage de cellules mitotiques 

normales avec un nuage erratique (~5,2% pour la condition siBAG3, ~3,5% pour siHSPB8 et p62 

comparé ~1% dans les cellules contrôles, fig. 4.5C). De façon importante, parmi les 70% de cellules 

mitotiques défectueuses déplétées en BAG3, ~40% d’entre elles ont présenté un nuage sous-cortical 

avec un mouvement erratique (fig. 4.5C). Parmi les ~80% de cellules mitotiques défectueuses 

déplétées en HSPB8 ou en p62, ~50% présentent un nuage erratique (fig. 4.5C). Ces observations 

suggèrent une corrélation entre les défauts de positionnement du fuseau mitotique et la dérégulation 

de la dynamique polarisée du nuage de F-actine sous-cortical suivant la déplétion de BAG3, HSPB8 

ou p62. L’ensemble de ces résultats suggèrent que le complexe chaperon faciliterait le 
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positionnement du fuseau mitotique en partie, en régulant la dynamique d’actine au sein du nuage 

sous-cortical qui dirige son mouvement polarisé. 

 

Le nuage de F-actine est la seule structure d’actine mitotique connue qui dépend de l’activité du 

complexe Arp2/3. Nous avons donc voulu déterminer si le complexe chaperon module la 

dynamique polarisée du nuage d’actine de façon dépendante du complexe Arp2/3. Pour commencer, 

nous avons testé si l’utilisation d’un inhibiteur spécifique d’Arp2/3, le CK666, induirait le même 

phénotype que la déplétion d’Arp3 (Nolen et al. 2009). Pour ce faire, des expériences d’imagerie en 

temps réel dans des cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en mitose et exprimant la sonde 

LifeAct-GFP et α-tubuline-RFP ont été réalisées. Les cellules ont été traitées avec le CK666 30 

minutes avant le début de l’acquisition en temps réel. 

 
Figure 4.6 : L’inhibition de l’activité d’Arp2/3 par le 
CK666 normalise les mouvements erratiques du 
nuage sous-cortical d’actine et les défauts de 
positionnement du fuseau mitotique dans les cellules 
suivant la déplétion de BAG3.  
Le graphique décrit le pourcentage de cellules avec un 
mouvement polarisé ou erratique du nuage sous-cortical 
d’actine ou ne présentant pas de nuage dynamique sous-
cortical d’actine (absent). À gauche, quantification des 
catégories du nuage d’actine dans la totalité des cellules 
analysées ou dans les cellules mitotiques défectueuses 
(panel de droite, i.e. oscillation du fuseau mitotique et 
retard de la progression des cellules en prométa- et 
métaphase). Des cellules HeLa-RFP-H2B ont été 
synchronisées en mitose par la méthode du double 
blocage à la thymidine (2 mM, 16 h), infectées avec 
l’Ad-Life-Act-GFP (1PFU) et le bacculovirus α-
tubuline-RFP (4PFU) et transfectées avec un siCtl ou un 
siBAG3 (siBAG3#3). 30 minutes avant le début de 
l’acquisition les cellules ont été traitées avec du CK666 
(40 µM) et les images en cellules vivantes ont été 
acquises par microscopie confocale de type « spinning 
disc » pendant une période de 75 minutes à des 
intervalles de 90 secondes. Les moyennes +/- SEM sont 
représentatives de 3 expériences indépendantes où 113 à 
146 cellules ont été quantifiées. L'analyse statistique a 
été effectuée par le test exact de Fisher et concernant le 
mouvement erratique n.s., p=0,3620 et p=0,7556, 

comparent la condition siCtl aux conditions siCtl + CK666 et siBAG3 + CK666 respectivement, ****, 
p<0,0001, compare la condition siCtl à la condition siBAG3; concernant le mouvement polarisé n.s., 
p=0,4434 et p=0,5089, comparent la condition siCtl aux conditions siBAG3 et siBAG3 + CK666 
respectivement, ****, p<0,0001, compare la condition siCtl à la condition siCtl + CK666 ; concernant la 
catégorie absent **, p=0,0027, compare la condition siCtl à celle siCtl + CK666, ****, p<0,0001, compare la 
condition siCtl à celle si BAG3, n.s., p=0,2822, compare la condition siCtl à celle siBAG3 + CK666. 
Concernant les cellules mitotiques défectueuses, l'analyse statistique a été effectuée par le test exact de Fisher 
et ****, p<0,0001, compare la condition siCtl aux conditions siCtl + CK666 et siBAG3, *, p=0,0272 compare 
la condition siCtl à la condition siBAG3 + CK666. 
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Comme attendu, le traitement des cellules contrôles avec le CK666 a induit une augmentation de 

1,5 fois de la proportion de cellules ne présentant pas de structures sous-corticales dynamiques de 

F-actine (panel de gauche, fig. 4.6). Ce résultat suggère que la formation de cette structure 

dynamique d’actine est diminuée rapidement après l’inhibition de l’activité d’Arp2/3 ce qui 

concorde avec les travaux de Mitsushima et al. qui ont montré que la formation du nuage sous-

cortical d’actine est inhibée par la déplétion d’Arp3 (Mitsushima et al. 2010).  

 

De manière importante, nous avons mis en évidence en cytokinèse que l’accumulation de F-actine à 

l’anneau contractile induite suivant la déplétion de HSPB8 peut être normalisée en inhibant 

l’activité du complexe Arp2/3, suggérant que le complexe chaperon BAG3-HSPB8 limiterait 

l’activité d’Arp2/3 pendant la cytokinèse (Varlet et al, 2017). Nous avons donc voulu évaluer si 

l’inhibition d’Arp2/3 dans les cellules mitotiques déplétées en BAG3 pouvait normaliser la 

dynamique polarisée du nuage sous-cortical de F-actine. Des cellules HeLa-RFP-H2B 

synchronisées en mitose déplétées en BAG3 et exprimant la sonde LifeAct-GFP et α-tubuline-RFP 

ont été traitées avec le CK666 30 minutes avant le début de l’acquisition en temps réel. Comme 

observé précédemment, la déplétion de BAG3 a augmenté significativement la proportion de 

cellules présentant un nuage sous-cortical avec un mouvement erratique (21% dans les cellules 

contrôles traitées au DMSO comparé à 53% dans les cellules déplétées en BAG3, fig. 4.6, panel de 

gauche). Nous avons également noté une élévation du pourcentage de cellules qui possèdent un 

nuage dynamique dans les cellules déplétées en BAG3 par rapport aux cellules contrôles (catégorie 

erratique + polarisée, ~90% pour le siBAG3 versus 60% pour le siCtl, fig. 4.6, panel de gauche), 

suggérant une potentielle polymérisation excessive d’actine suivant la déplétion de BAG3. De façon 

remarquable, le traitement des cellules déplétées en BAG3 avec le CK666 a réduit 

significativement, à des niveaux proches des conditions contrôles, non seulement la proportion 

globale de cellules présentant un nuage dynamique (catégorie erratique + polarisée, ~67% comparé 

à ~60% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. 4.6, panel de gauche), mais aussi la 

proportion de cellules avec un mouvement erratique du nuage sous-cortical d’actine (~24% 

comparé à ~21% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. 4.6, panel de gauche). Ces 

observations suggèrent que la dynamique du nuage sous-cortical d’actine est altérée en réponse à la 

déplétion de BAG3 et que ceci peut être corrigé par l’inhibition d’Arp2/3. Ainsi, les mouvements 

erratiques du nuage sous-cortical d’actine observés suivant la déplétion de BAG3 seraient la 

conséquence d’une polymérisation excessive de l’actine branchée induite par Arp2/3. Ceci suggère 

que le co-chaperon BAG3 modulerait la dynamique d’actine au sein du nuage sous-cortical d’actine 

en limitant l’activité d’Arp2/3. L’ensemble de ces observations sont en corrélation avec nos 
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observations pendant la cytokinèse (Varlet et al, 2017), et suggèrent que le complexe chaperon 

BAG3-HSPB8 limite l’activité d’Arp2/3 de l’entrée des cellules en mitose à la cytokinèse.  

 

Nos résultats combinés aux données de la littérature corroborent un lien potentiel entre le 

mouvement du nuage sous-cortical d’actine et le positionnement du fuseau mitotique (fig. 4.5C, 

panel de gauche, Fink et al, 2011), suggérant que le nuage d’actine contribue aux forces qui guident 

le positionnement du fuseau mitotique. Puisque le traitement avec le CK666 restaure le mouvement 

polarisé du nuage sous-cortical d’actine dans les cellules déplétées en BAG3, nous avons analysé si 

le CK666 corrige également le positionnement du fuseau mitotique. Comme démontré 

préalablement, le pourcentage de cellules traitées au DMSO avec une mitose défectueuse, 

caractérisée par des anomalies de positionnement du fuseau mitotique et/ou un délai de la 

progression des cellules mitotiques, a été augmenté de manière significative par la déplétion de 

BAG3 par rapport aux cellules contrôles (~54 % de défauts pour la condition siBAG3 contre ~25% 

pour les cellules contrôles, fig. 4.6, panel de droite). De plus, nous avons également constaté que la 

majeure proportion des cellules présentant un mouvement erratique du nuage d’actine correspond à 

des cellules mitotiques défectueuses. De façon notable, nous avons observé une augmentation de 2 

fois de la proportion de cellules présentant une mitose défectueuse dans les cellules contrôles 

traitées au CK666 (~60% contre ~25% dans les cellules contrôles, fig. 4.6, panel de droite). Cette 

observation suggère ainsi que la disparition du nuage sous-cortical d’actine suite au traitement avec 

le CK666 (fig. 4.6, panel de droite) corrèle avec une augmentation de défauts de positionnement du 

fuseau. À l’opposé, le traitement au CK666 des cellules déplétées en BAG3 a induit une réduction 

de 1,5 fois de la proportion de cellules présentant une mitose défectueuse (fig. 4.6, panel de droite). 

Ces résultats suggèrent donc que de tels défauts seraient liés à la dynamique altérée du nuage sous-

cortical d’actine observée dans les cellules déplétées en BAG3. Aussi, bien que l’inhibition 

d’Arp2/3 interfère avec la progression mitotique des cellules contrôles, celle-ci corrige en partie les 

défauts mitotiques dans les cellules déplétées en BAG3. Ceci suggère que ces défauts seraient la 

conséquence d’une dérégulation de l’activité d’Arp2/3 et que celle-ci doit être finement balancée 

pour assurer la progression adéquate des cellules pendant la mitose. 

 

Pour conclure, nos travaux montrent que le co-chaperon BAG3 faciliterait la polarisation du nuage 

sous-cortical d’actine. Les résultats obtenus ici suggèrent également que le complexe chaperon 

BAG3-HSPB8-p62 aiderait au positionnement du fuseau mitotique à travers la limitation de 

l’activité d’Arp2/3 requise pour la polarisation du nuage sous-cortical d’actine. En outre, deux des 

sept sous unité du complexe Arp2/3, ArpC2 et ArpC1A, ont été retrouvées dans l’interactome de 
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BAG3 (Chen et al, 2013 ; Hein et al, 2015), corroborant nos observations et soulignant un possible 

lien physique entre le complexe chaperon et le complexe nucléateur de l’actine. 

 

Les résultats présentés dans les fig. 4.3 et 4.4 suggèrent que BAG3-HSPB8 pourrait limiter 

l’activité de HDAC6 sur cortactine en facilitant la dissociation des deux protéines. Or cortactine 

influence l’activation du complexe Arp2/3. Ainsi, nous avons raisonné que le complexe chaperon 

BAG3-HSPB8 pourrait limiter l’activité d’Arp2/3 en modulant l’activité déacétylase de HDAC6 sur 

cortactine. Afin de déterminer un lien potentiel entre le nuage sous-cortical d’actine et l’activité de 

HDAC6, nous avons examiné l’effet de l’inhibition de HDAC6 par la tubacine sur la dynamique du 

nuage sous-cortical d’actine (Haggarty et al. 2003; Schölz et al. 2015). Nous avons aussi évalué si 

l’inhibition de l’activité de HDAC6 pourrait corriger les mouvements erratiques du nuage induits 

par la déplétion de BAG3. Pour cela, des expériences d’imagerie en temps réel ont été réalisées 

dans des cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en mitose, déplétées en BAG3 et exprimant la 

sonde LifeAct-GFP et α-tubuline-RFP. Les cellules ont été traitées avec 5 µM de tubacine pendant 

8 heures avant le début de l’acquisition en temps réel (fig. 4.7). 

 
Figure 4.7 : La tubacine, un inhibiteur sélectif de 
HDAC6, induit des défauts de formation du nuage 
d’actine sous-cortical. Histogramme représentant le 
pourcentage de cellules arborant un mouvement polarisé 
ou erratique du nuage sous-cortical d’actine ou ne 
présentant pas de nuage sous-cortical d’actine (absent) en 
réponse au traitement avec la tubacine ou le contrôle 
DMSO. Quantification des différentes catégories du 
nuage d’actine dans la totalité des cellules analysées 
(gauche) ou dans les cellules mitotiques défectueuses 
(droite, i.e. oscillation du fuseau mitotique et retard de la 
progression des cellules en prométa- et métaphase). Des 
cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose 
par un double blocage à la thymidine, infectées avec 
l’Ad-Life-Act-GFP (1PFU) et le bacculovirus α-tubuline-
RFP (4PFU) et transfectées avec un siCtl ou un siBAG3 
(siBAG3#3). Durant les 8 h de la seconde relâche les 
cellules ont été traitées avec la tubacine (5 µM) et les 
images ont été acquises par microscopie confocale de 
type « spinning disc » pendant une période de 75 minutes 
à des intervalles de 90 secondes. Les résultats sont 
représentatifs d’une expérience.  

 
 
Nous avons observé que le traitement avec la tubacine a eu un impact marqué sur la formation du 

nuage sous-cortical d’actine qui s’est traduit par la disparition de ce dernier dans les cellules 

contrôles (fig. 4.7, panel de gauche). De plus, les défauts de positionnement du fuseau ont été 

augmentés drastiquement dans les cellules contrôles traitées à la tubacine (fig. 4.7, panel de droite). 
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Ce résultat suggère que l’activité de HDAC6 est requise pour la formation et la dynamique du 

nuage sous-cortical d’actine ainsi que pour le positionnement du fuseau mitotique et la progression 

des cellules mitotiques. Ceci met aussi en avant que l’inhibition de HDAC6 pendant la mitose mime 

l’inhibition de l’activité du complexe Arp2/3 (fig. 4.6 et 4.7). De plus, alors que nous avons observé 

que ~80% de cellules déplétées en BAG3 présentent un nuage sous-cortical d’actine, nous avons 

noté que la tubacine induit une forte diminution de la présence du nuage d’actine dans ces cellules 

(~30%, fig. 4.7, panel de droite). Ainsi, ce résultat suggère que l’activité de HDAC6 est essentielle 

pour la formation du nuage sous-cortical d’actine. Ceci suggère également que l’utilisation de la 

tubacine à 5 µM conduit à une inhibition trop drastique pour étudier la dynamique du nuage 

d’actine. Il est à noter que bien que la tubacine ait une activité sélective démontrée pour HDAC6 

(Schölz et al. 2015), ces résultats devront être validés par l’utilisation d’une approche plus 

spécifique pour l’inhibition de HDAC6, comme l’utilisation de lignées CRISPR/Cas9. 

 

Nous avons ensuite tenté de restaurer les mouvements erratiques du nuage d’actine induits par la 

déplétion de BAG3 avec une faible dose de tubacine, pour tenter de normaliser l’activité de HDAC6 

dans ces cellules. Des expériences d’imagerie en temps réel dans des cellules HeLa-RFP-H2B 

synchronisées en mitose, déplétées en BAG3 et exprimant les sondes LifeAct-GFP et α-tubuline-

RFP ont été traitées avec 20 nM de tubacine pendant 30 minutes avant l’acquisition d’images en 

temps réel. 

 

Dans les cellules contrôles, nous avons constaté que le traitement avec 20 nM de tubacine n’a pas 

induit la disparition du nuage sous-cortical d’actine (fig. 4.8, panel de gauche) mais a conduit à une 

augmentation de la proportion de cellules présentant un mouvement erratique du nuage sous-

cortical d’actine ainsi que de la proportion de cellules mitotiques défectueuses (fig. 4.8). Ceci 

suggère que l’utilisation à plus faible dose de la tubacine, et donc probablement une inhibition 

moins drastique de l’activité de HDAC6, interfère avec la dynamique polarisée du nuage mais ne 

conduit pas à l’inhibition de sa formation. Ce résultat suggère donc que l’activité de HDAC6 est 

requise pour réguler la polarisation du nuage sous-cortical en plus de sa formation.  
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Figure 4.8 : L’inhibition de l’activité de HDAC6, 
avec une faible dose de tubacine, normalise les 
mouvements erratiques du nuage ainsi que les 
défauts de positionnement du fuseau mitotique en 
réponse à la déplétion de BAG3. 
Graphique représentant le pourcentage de cellules 
arborant un mouvement polarisé ou erratique du nuage 
sous-cortical d’actine ou ne présentant pas de nuage 
sous-cortical d’actine (absent) en réponse au traitement 
avec la tubacine ou le contrôle DMSO dans des 
cellules contrôles (siCtl) ou déplétées en BAG3 
(siBAG3#3). Quantification des catégories du nuage 
d’actine dans la totalité des cellules analysées (gauche) 
ou dans les cellules mitotiques défectueuses (droite). 
Le même protocole que la fig. 4.7 a été employé. 
Trente minutes avant le début de l’acquisition des 
images, par microscopie confocale de type « spinning 
disc » pendant une période de 75 minutes à des 
intervalles de 90 secondes, les cellules ont été traitées 
avec 20 nM de tubacine. Les moyennes +/- SEM sont 
représentatives de 2 ou 3 expériences indépendantes où 
au moins 69 cellules ont été quantifiées. L'analyse 
statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et 
concernant la catégorie erratique, **, p=0,0049 
compare la condition siCtl à la condition siBAG3 et 
n.s., p=1, compare la condition siCtl à celle siBAG3 + 
tub ; concernant la catégorie polarisé, n.s., p=0,5855 et 
p=0,4372, comparent la condition siCtl aux conditions 
siBAG3 et siBAG3 + tub respectivement ; concernant 
la catégorie absent, *, p=0,0352, compare la condition 
siCtl à celle siBAG3 et n.s., p=0,4244, compare la 
condition siCtl à celle siBAG3 + tub. Concernant les 
défauts de positionnement du fuseau mitotique +/- 
retard de la progression mitotique, **** p<0,0001 
compare siCtl à la condition siBAG3 et n.s=0,3277 
compare siCtl à la condition siBAG3+tubacine. 

 
Il est à noter qu’une inhibition possiblement partielle de l’activité de HDAC6 avec ce traitement a 

mimé la déplétion de BAG3 sur la dynamique polarisée du nuage sous-cortical d’actine (~32% dans 

les cellules contrôles traitées avec la tubacine comparé à ~37% dans les cellules déplétées en 

BAG3, fig. 4.8, panel de gauche). A contrario, ce même traitement dans les cellules déplétées en 

BAG3 a induit une réduction d’environ 2 fois du pourcentage de cellules avec un mouvement 

erratique du nuage sous-cortical d’actine (fig. 4.8, panel de gauche) ainsi qu’une diminution de la 

proportion des cellules mitotiques défectueuses (fig. 4.8, panel de droite). Ces résultats suggèrent 

donc que l’inhibition de HDAC6 a un effet opposé dans les cellules contrôles versus les cellules 

déplétées en BAG3. Puisque l’inhibition de l’activité de HDAC6 peut corriger les mouvements 

erratiques suivant la déplétion de BAG3, ceci suggère également que BAG3-HSPB8 pourrait 

réguler négativement l’activité de HDAC6. 
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Ensemble, ces résultats suggèrent que le complexe BAG3-HSPB8 pourrait agir en limitant 

localement la polymérisation d’actine dépendante d’Arp2/3 pour faciliter la dynamique du nuage 

sous-cortical. En amont, ce mécanisme pourrait impliquer un effet inhibiteur de BAG3-HSPB8 sur 

l’activité de HDAC6 via la modulation de son association à cortactine pendant la mitose. 

 

4.6. Rôle de HDAC6 dans le processus d’arrondissement mitotique régulé par le 

complexe BAG3-HSPB8-p62.  
 

L’entrée des cellules en mitose s’accompagne d’un remodelage drastique de l’architecture cellulaire 

passant d’une géométrie plane à sphérique nécessitant le désassemblage des adhésions focales et la 

formation d’un cortex d’actomyosine rigide (Lancaster et Baum 2014). En outre, ces processus ont 

été reliés à une diminution de l’activité du complexe Arp2/3 (Rosa et al. 2015). Nous avons 

démontré que la déplétion de BAG3 interfère avec l’arrondissement des cellules à l’entrée en mitose 

et la formation du cortex rigide d’actomyosine. De plus, nous avons montré que la déplétion de 

BAG3, HSPB8 ou p62 est associée avec une dérégulation des structures d’actine dépendantes 

d’Arp2/3, et qui semblerait être reliée à une dérégulation de l’activité de HDAC6 (Varlet et al. 

2017 ; fig. 4.6 à 4.8). Nous avons donc raisonné que l’activité du complexe chaperon pourrait 

moduler l’arrondissement mitotique en limitant l’activité de HDAC6.  

 

Pour tester cette hypothèse, nous avons analysé l’arrondissement mitotique suivant la déplétion de 

l’une ou l’autre des protéines du complexe chaperon et de son effecteur présumé HDAC6. Pour ce 

faire, des cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose et déplétées en BAG3, HSPB8, 

p62 ou HDAC6 et traitées avec 5 µM de tubacine pendant 8h. Nous avons ensuite analysé par 

immunofluorescence la proportion de cellules arrondies mitotiques versus la proportion de cellules 

partiellement arrondies dans les différentes conditions (fig. 4.9). 

 

Nous avons observé que la déplétion de HSPB8 tout comme celle de p62 ou de HDAC6 a conduit à 

une augmentation significative, de 2 à 4 fois, de la proportion de cellules présentant des défauts 

d’arrondissement par rapport aux cellules contrôles (fig. 4.9). Le traitement des cellules contrôles 

mitotiques avec la tubacine a conduit également à une élévation de la proportion de défauts 

d’arrondissement (~30% de défauts pour les cellules traitées à la tubacine comparé à ~15% pour les 

cellules traitées au DMSO, fig. 4.9). Ce résultat suggère donc que la déplétion des partenaires de 

BAG3 récapitule les défauts d’arrondissement observés suivant la déplétion de BAG3. Ces 

observations suggèrent aussi que l’activité de la déacétylase HDAC6 serait impliquée dans le 



 

175 

remodelage du cytosquelette d’actine qui guide l’arrondissement cellulaire à l’entrée des cellules en 

mitose. 

 
Figure 4.9 : La déplétion de BAG3-HSPB8-p62 induit des défauts d’arrondissement mitotiques qui sont 
normalisés par l’inhibition de HDAC6. 
(A) Images d'épifluorescence montrant une cellule HeLa mitotique ronde typique (siCtl) par rapport à des 
cellules mitotiques partiellement arrondies (siBAG3, siHSPB8, sip62, siHDAC6, siCtl + tubacine). Des 
cellules HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose par un double blocage à la thymidine (2 mM, 16 h), 
transfectées avec un siCtl et 2 siARN différents pour BAG3, HSPB8, p62 et HDAC6 et traitées 8 h avec 5 µM 
de tubacine. Les immunofluorescences ont été réalisées pour marquer la F-actine par la phalloïdine-488, le 
fuseau mitotique par l'anti-α-tubuline et l'ADN par le Hoechst; barre d'échelle, 10 μm. (B) Histogramme 
représentant le pourcentage de cellules HeLa-RFP-H2B avec des défauts d'arrondissement mitotique (cellules 
partiellement ou non arrondies) après 48 h de déplétion de BAG3 ou de HSPB8 avec les siBAG3#1, 
siBAG3#2 et siHSPB8#2 ou 24 h de déplétion de HSPB8 et de p62 avec les sip62#1, sip62#2 et siHSPB8#1. 
Les moyennes +/- SEM sont représentatives de 3 expériences indépendantes où 609 à 846 cellules ont été 
quantifiées. L'analyse statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et ****, p < 0,0001 compare la 
condition siCtl aux conditions siBAG3#1, siBAG3#2, siHSPB8#2 et sip62#1; *, p < 0,0383 compare la 
condition siCtl à la condition siHSPB8#1; *, p < 0,0255 compare la condition siCtl à celle sip62#2. n.s= 
0,7116 compare la condition siCtl à la condition siBAG3#1+tubacine ; ***, p = 0,0001 compare la condition 
siCtl à la condition siBAG3#2+tubacine et **** p < 0,0001 compare la condition siBAG3#2 à la condition 
siBAG3#2+tubacine ; n.s= 0,0836 compare la condition siCtl à la condition siHSPB8#1+tubacine ; n.s= 
0,1072 compare la condition siCtl à la condition siHSPB8#2+tubacine ; n.s= 0,1900 compare la condition 
siCtl à la condition sip62#1+tubacine et n,s= 0.9261 compare la condition siCtl à celle sip62#2. (C) 
Graphique montrant le pourcentage de cellules HeLa-RFP-H2B avec des défauts d'arrondissement mitotique 
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(cellules partiellement ou non arrondies) après 48 h de déplétion de HDAC6 (siHDAC6#1 et 2) ou après 
traitement avec 5 µM de tubacine pendant 8 h. Les résultats sont représentatifs d’une expérience. 
 
Nous avons ensuite testé si l’inhibition de HDAC6 pouvait normaliser l’arrondissement mitotique 

dans les cellules déplétées en BAG2, HSPB8 ou p62, comme c’est le cas pour la dynamique du 

nuage sous-corticale d’actine. Des cellules HeLa synchronisées en mitose et déplétées en BAG3, 

HSPB8 ou p62 ont donc été traitées avec 5 µM de tubacine durant 8 heures et la proportion de 

défauts d’arrondissement mitotique a été examinée par immunofluorescence (fig. 4.9). Le traitement 

avec la tubacine des cellules déplétées en BAG3, HSPB8 ou p62 a induit une réduction significative 

d’au moins 2 fois de la proportion de cellules présentant des défauts d’arrondissement mitotique 

(fig. 4.9). Des expériences similaires ont été réalisées dans les cellules HeLa parentales CCL2 (fig. 

S4.2) et ont révélées une augmentation significative des défauts d’arrondissement en réponse à la 

déplétion des protéines du complexe chaperon qui ont été corrigés par le traitement avec la 

tubacine.  

 

Notamment, l’inhibition d’Arp2/3, par le CK666, dans des cellules mitotiques suivant la déplétion 

de BAG3 a diminué le pourcentage de défauts d’arrondissement (fig. 4.10), suggérant une 

dérégulation de l’activité Arp2/3 dans ces cellules. Cette observation corrobore nos résultats 

précédents qui suggèrent que BAG3-HSPB8 pourrait limiter l’activité du complexe Arp2/3 dans des 

processus requérant une haute dynamique de l’actine comme le nuage sous-cortical en mitose ou le 

désassemblage de l’anneau contractile en cytokinèse (Varlet et al, 2017). 

 

 

 

Figure 4.10 : L'inhibition d’Arp2/3 corrige les défauts 
d'arrondissement dans les cellules mitotiques déplétées en BAG3. 
Graphique représentant le pourcentage de cellules mitotiques avec des 
défauts d’arrondissement (cellules partiellement ou non arrondies) dans 
des cellules HeLa-RFP-H2B transfectées avec un siRNA contrôle (siCtl) 
ou un siARN spécifique de BAG3 (siBAG3#1) pendant 48 h, 
synchronisées en mitose par la méthode de double blocage à la thymidine 
(2 mM) et traitées pendant les 8 h de la seconde relâche avec le CK666 
(40 μM). Les résultats sont représentatifs d’une expérience. 
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Ainsi, l’ensemble de nos résultats suggèrent qu’en l’absence d’un complexe chaperon BAG3-

HSPB8-p62 fonctionnel, une dérégulation des activités HDAC6 et Arp2/3 contribue à augmenter la 

prévalence des défauts d’organisation des structures mitotiques à base d’actine qui guident 

l’orientation du fuseau mitotique, lesquels sont associés à des retards de la progression mitotique et 

accompagnés d’anomalies de la ségrégation des chromosomes.  

 

4.7. Un mutant non-acétylable de cortactine phénocopie la déplétion de BAG3-HSPB8 

sur l’arrondissement cellulaire tandis qu’un mutant acétyl-mimétique restaure le 

phénotype. 
 

Jusqu’ici, nos résultats suggèrent que l'activité déacétylase de HDAC6 sur la cortactine doit être 

limitée pour assurer le remodelage des structures mitotiques à base d’actine et que BAG3-HSPB8 

serait impliqué. Afin de renforcer ce modèle, nous avons tiré profit de mutants d’acétylation de 

cortactine afin d’évaluer si la régulation de l'acétylation de cortactine pourrait être un mécanisme 

moléculaire par lequel BAG3-HSPB8 modulerait la dynamique de l'actine au cours de la mitose. 

Nous avons donc examiné l’effet de l'expression de mutants de cortactine non-acétylable 

(cortactine-9KR) ou acétyl-mimétique (cortactine-9KQ ; Zhang et al., 2007) sur les défauts 

d’arrondissement mitotique induits par la déplétion de BAG3 ou de HSPB8. Pour ce faire, des 

cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en mitose et déplétées en HSPB8 ou en BAG3 ont été 

transfectées avec les mutants de cortactine (fig. 4.11A). Les défauts d’arrondissement ont été 

quantifiés par immunofluorescence.  

 

Nous avons constaté que l’expression du mutant cortactine-9KR a induit une augmentation 

significative du pourcentage de cellules présentant des défauts d'arrondissement mitotique par 

rapport aux cellules contrôles transfectées avec le vecteur vide (EV, ~20% de défauts 

d’arrondissement versus ~40% après expression de cortactine-9KR, fig. 4.11B et C). Ainsi, 

l'expression du mutant de cortactine non-acétylable interfère avec l'arrondissement des cellules 

mitotiques tout comme observé suivant la déplétion de BAG3 ou de HSPB8 (~40% de défauts pour 

les 2 siARN, fig. 4.11B et C). À l’inverse, nous avons remarqué que l'expression du mutant 

cortactine-9KQ n’a pas augmenter les défauts d'arrondissement mitotique dans les cellules contrôles 

(~20% de défauts d’arrondissement, comme observé dans les cellules EV, fig. 4.11B et C). De 

surcroît, ce mutant a diminué le pourcentage de défauts d'arrondissement mitotique dans les cellules 

déplétées en BAG3 ou HSPB8 (~20% de défauts, proche de la condition siCtl+EV, fig. 4.11B et C). 
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Ces observations suggèrent que l'expression du mutant acétyl-mimétique de cortactine normaliserait 

l'arrondissement mitotique des cellules déplétées en BAG3 ou HSPB8. 

 

Sur la base de ces résultats, on peut spéculer que les défauts de remodelage du cytosquelette 

d’actine observés suivant la déplétion de BAG3 ou de HSPB8 seraient la conséquence en partie 

d’une diminution de l’acétylation de cortactine, laquelle est stimulée à l’entrée des cellules en 

mitose. L’ensemble de ces observations corrèlent avec l’hypothèse selon laquelle BAG3-HSPB8 

modulerait négativement l’activité de HDAC6 sur cortactine pour faciliter l’arrondissement et 

pourrait d’autre part localement limiter l’activité de HDAC6 pour réguler l’activité Arp2/3 

nécessaire à la dynamique du nuage sous-cortical d’actine. Pour confirmer cette hypothèse, l’effet 

d’un mutant de cortactine incapable d’activer Arp2/3 (Uruno et al. 2001) pourrait être analysé sur 

les défauts mitotiques associés à la déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62. La restauration des défauts 

d’arrondissement mitotique et de dynamique du nuage sous-cortical d’actine dans ces conditions 

permettrait de confirmer notre hypothèse. 
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Figure 4.11 : Le mutant acétyl-mimétique de cortactine normalise les défauts d’arrondissement 
mitotique induit par la déplétion de BAG3, tandis que le non-acétylable mime les défauts. 
(A) WB d’extraits protéiques de cellules HeLa-RFP-H2B montrant le niveau d'expression des mutants de 
cortactine (9KQ et 9KR) par rapport à l'expression endogène de cortactine (vecteur vide, EV). Les cellules 
HeLa-RFP-H2B ont été synchronisées en mitose par la méthode de double blocage à la thymidine (2 mM, 
16h), transfectées durant 32 h avec des vecteurs codant pour des mutants de cortactine (9KQ et 9KR) 
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étiquetés 3X-FLAG ou par un vecteur vide (EV) et transfectées 48 h avec des siARN spécifiques pour BAG3 
(siBAG3#1), HSPB8 (siHSPB8#2) ou un siCtl. L'analyse par immunobuvardage a été réalisée avec un anti-
cortactine; GAPDH: contrôle de dépôt. (B) Les images déconvoluées d'épifluorescence de cellules traitées 
selon le protocole décrit en A présentant une restauration de l'arrondissement mitotique dans les cellules 
déplétées en BAG3 ou en HSPB8 après expression du mutant cortactine-9KQ et un mime du défaut 
d’arrondissement dans les cellules contrôles (siCtl) après l'expression du mutant cortactine-9KR. Les 
immunofluorescences ont été réalisées avec un anti-FLAG pour marquer cortactine exogène, un anti-α-
tubuline pour marquer les microtubules (fuseau mitotique), la phalloïdine-488 pour marquer la F-actine et le 
Hoechst pour marquer l'ADN; barre, 10 μm. (C) Le graphique représente le pourcentage de cellules avec des 
défauts d'arrondissement mitotique, quantifié à partir des IF en B, après expression des mutants cortactine-
9KR et 9KQ dans les cellules mitotique déplétées en BAG3 ou HSPB8 ou dans les cellules contrôles (siCtl) ; 
moyennes +/- SEM représentatives de 3 expériences indépendantes où au moins 609 cellules ont été 
quantifiées. ****, p<0,0001 compare la condition siCtl+EV aux conditions siCtl+9KR, siHSPB8+EV, 
siBAG3+9KR, siBAG3+EV, siBAG3+9KR par le test exact de Fisher. 
 
 
4.8. Conclusion. 
 

Le présent chapitre, qui visait à élucider le mécanisme moléculaire par lequel BAG3 facilite le 

remodelage des structures à base d’actine pendant la mitose, fournit des évidences qui permettent de 

spéculer que le complexe BAG3-HSPB8, modulerait l'activité de HDAC6 sur cortactine, 

potentiellement dès la phase G2/M. Ceci est entre autres appuyé par la stimulation importante de 

l’association de BAG3 à HDAC6 en G2/M, accompagnée du changement de localisation de 

HDAC6 dépendant de BAG3. Puis à l’entrée des cellules en mitose, nous postulons que la 

modulation de l’activité de HDAC6 sur cortactine par BAG3-HSPB8 s’effectuerait à travers le 

recrutement de p62. En effet, nous avons démontré dans le chapitre 2 que le complexe tertiaire 

BAG3-HSPB8-p62 s’autorégule durant la mitose et, en plus de s’associer plus fortement à BAG3 

pendant la mitose, la déplétion de p62 phénocopie les défauts mitotiques induits par la déplétion de 

BAG3 ou HSPB8. Ceci renforce l’hypothèse que la formation de ce complexe pourrait être 

importante pour la fonction mitotique de BAG3. D’ailleurs, il apparaît que le mode de régulation de 

HDAC6 par BAG3 pourrait être complexe et potentiellement différent pendant la phase G2/M et 

pendant la mitose. Dans le chapitre 6, nous discuterons en détail d’un modèle du potentiel 

mécanisme moléculaire orchestré par BAG3 pour moduler l’activité de la déacétylase HDAC6. 
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4.9. Figures supplémentaires. 

 

 
Figure S4.1 : Mesure de l’efficacité de la déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 par WB. 
(A) WB représentatif d’extraits protéiques provenant de cellules HeLa-RFP-H2B montrant l'efficacité de la 
déplétion de BAG3, HSPB8 et p62 48 h après la transfection de siARN spécifiques. Le niveau de déplétion a 
été estimé à plus de 75% par un dépôt de quantités croissantes d'extrait contrôle (siCtl). L'analyse par 
immunobuvardage a été réalisée avec des anticorps anti-BAG3, anti-HSPB8 et anti-p62; vinculine: contrôle 
de dépôt. (B) WB représentatif d’extraits protéiques provenant de cellules HeLa-RFP-H2B montrant 
l'efficacité de la déplétion de BAG3 et HSPB8, 48 h ou 24 h après la transfection de siARN spécifiques. La 
déplétion a été estimée à plus de 75% par un dépôt de quantités croissantes d'extrait contrôle (siCtl). L'analyse 
par immunobuvardage a été réalisée avec des anticorps anti-BAG3 et anti-HSPB8; vinculine: contrôle de 
dépôt. (C) WB représentatif d’extraits protéiques provenant de cellules HeLa-RFP-H2B montrant l'efficacité 
de la déplétion de p62 24 h après la transfection de siARN spécifiques. La déplétion a été estimée à plus de 
75% par un dépôt de quantités croissantes d'extrait contrôle (siCtl). L'analyse par immunobuvardage a été 
réalisée avec un anticorps anti-p62; vinculine: contrôle de dépôt. 
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Figure S4.2 : L’inhibition de l’activité de HDAC6 normalise les défauts d’arrondissement mitotiques 
associés à la déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 dans les cellules HeLa parentales CCL2. 
(A) Schéma du protocole utilisé pour examiner les défauts d’arrondissement mitotiques dans les cellules 
HeLa parentales CCL2. Les cellules ont été synchronisées en mitose par la méthode de double blocage à la 
thymidine (2 mM) et transfectées 24 h avec un siCtl ou le sip62#1 ou 48 h avec les siBAG3#1 et siHSPB8#2. 
(B) WB représentatif d’extraits protéiques provenant des cellules traitées comme en (A) montrant l'efficacité 
de la déplétion de BAG3, HSPB8 et p62 24 ou 48 h après transfection avec les siARN spécifiques. L'analyse 
par immunobuvardage a été réalisée avec des anticorps anti-BAG3, anti-HSPB8 et anti-p62; GAPDH: 
contrôle de dépôt. (C) Images d'épifluorescence déconvoluées montrant une cellule HeLa parentales CCL2 
mitotique ronde typique (siCtl) par rapport à une cellule mitotique partiellement arrondie (siBAG3); la F-
actine a été marquée par la phalloïdine-488, le fuseau mitotique par l'anti-α-tubuline et l'ADN par le Hoechst; 
barres d'échelle, 10 μm. (D) Histogramme représentant le pourcentage de cellules avec des défauts 
d'arrondissement mitotique (cellules partiellement ou non arrondies) après 48 h de déplétion de BAG3 ou de 
HSPB8 (gauche) ou 24 h de déplétion de p62 (droite). Les moyennes +/- SEM sont représentatives de 3 
expériences indépendantes où 603 à 633 cellules ont été analysées. L'analyse statistique a été effectuée par le 
test de Fisher et ****, p<0,0001 compare la condition siCtl à celle siBAG3, siHSPB8 et sip62 ; n.s= 0,8945 
compare la condition siCtl à celle sip62+tubacine ; n.s= 0,6376 compare la condition siCtl à celle 
siBAG3+tubacine et n.s= 0,1184 compare la condition siCtl à celle siHSPB8+tubacine. 
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Chapitre 5 : Matériels et méthodes des chapitres 3, 4 et annexe 2 
 
5.1. Vecteurs d’expression, infection, adénovirus et bacculovirus recombinants. 
 
Les mutants BAG3-GFP_S195A et BAG3-GFP_S385A-S386A ont été générés par mutagénèse 

dirigée par PCR à partir du plasmide BAG3-GFP_WT avec les amorces suivant:   

BAG3_S195A.gen 5’- GCGATTCCGAACTGAGGCGGCAGGGCAGGCTCCTCAGAGG – 3’ ; 

BAG3_S195A.rev 5’- CCTCTGAGGAGCCTGCCCTGCCGCCTCAGTTCGGAATCGC – 3’ ;  
BAG3_S385-S386A.gen: 5’- CCT TCT GCT GTC CCC GCTGCC CCC AAG AG -3’;  

BAG3_S385-S386A.rev: 5’- CT CTT GGG GGCAGC GGG GAC AGC AGA AGG -3’. Les 

constructions ont été confirmées par analyse de la séquence ADN.  

 

Les adénovirus recombinants conduisant l’expression de la protéine BAG3 étiquetée GFP WT, IPV 

[I9V/V98G/I208G/V210G], ΔPXXP (Δ302–418), S284A-T285A, S385A-S386A, T285D et 

S195A, pour les expériences d’immunoprécipitation (chapitre 2 et 4, annexe 2), 

d’immunofluorescence pour l’enrichissement périnucléaire (chapitre 3) et de déplétion-restauration 

de phénotypes (chapitre 2 à 4), ont été produits par WelgenInc, Worcester, MA, et ont été amplifiés 

dans des cellules HEK293VR (don de Philip E.Branton, Département de Biochimie, Université 

McGill, Montréal, QC, Canada), comme décrit dans Fuchs et al. 2015. Tous les adénovirus 

recombinants ont été confirmés par séquençage des séquences insérées. Les titres de virus ont été 

déterminés en utilisant le kit de titrage AdenoX Rapid (Clontech Laboratories, #631028) en suivant 

les instructions du fabricant.  

 

Pour les expériences de PLA (chapitre 4) le vecteur d’expression peGFP.N1-HDAC6 WT 

provenant d’Addgene (#36188) et le vecteur d’expression myc-cortactin WT (don du Dr X. Zhan, 

Department of Experimental Pathology, Jerome H. Holland Laboratory for the Biomedical 

Sciences, American Red Cross, Rockville, MD 20855, USA) ont été utilisés. 

 

Les constructions 3XFLAG-cortactine 9KQ ou 9KR (les lysines (K) situées dans des régions de 

répétition ont été mutées en glutamine (Q) ou en arginine (R)) utilisées pour les expériences de 

restauration de l’arrondissement mitotique (chapitre 4) sont un don du Dr E. Seto (Washington 

University School of Medicine and Health Sciences, Washington, DC 20037, USA).  
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5.2. Lignées cellulaires, culture cellulaire, synchronisation et traitements. 
 

Des cellules HeLa (Jones et al. 1971), des cellules HeLa-RFP-H2B (don du Dre Sabine Elowe, 

Département de Pédiatrie, Faculté de Médecine, Université Laval et Centre de Recherche, Centre 

Hospitalier de l’Université Laval ; Klebig, Korinth, et Meraldi 2009) et des cellules HeLa parentales 

CCL2 (ATCC) ont été maintenues dans du milieu essentiel α-minimal (α-MEM) complémenté de 

10% de sérum bovin fœtal (FBS). Les lignées cellulaires HeLa-Flp-In-TRex-BAG3-GFP ont été 

maintenues dans du milieu α-MEM avec 10% FBS en présence de la blasticidine (5 ng/ml) et de 

l’hygromycine B (0,15 mg/ml) afin de maintenir le système d’induction éteint. La blasticidine et 

l’hygromycine ont été enlevées avant de réaliser les expériences. Toutes les lignées cellulaires ont 

été cultivées dans une atmosphère humidifiée avec 5 % de CO2 à 37°C. 

 

Les cellules ont été synchronisées en phase G2/M soit par un blocage à la thymidine (2 mM, 16 h) 

suivi de l’ajout de 8 µM de RO3306 pendant 18 h soit par un traitement de 18 h avec 8 µM de 

RO3306. Les cellules sont synchronisées en début de mitose (prophase tardive) par un traitement au 

nocodazole (de 40 à 400 ng/ml pendant 12 à 16 h) ou par un blocage à la thymidine (2 mM, 24 h), 

suivie d’une période de relâche de 3 h avant l’ajout de nocodazole (de 40 à 400 ng/ml pendant 12 à 

16 h). Les extraits mitotiques sont préparés à partir des cellules mitotiques récupérées par agitation 

mécanique (« shake off »). Les cellules sont également synchronisées en mitose par un double 

blocage à la thymidine (2 mM pendant 16 h). Brièvement, dans la méthode de blocage à la 

thymidine, les cellules ont été incubées avec 2 mM de thymidine dans du milieu α-MEM sans 

désoxyribonucléosides et ribonucléosides additionné avec 10% de FBS (α-MEM minus) pendant 16 

h, ont été lavées 3 fois et relâchées pendant 8 h dans du milieu frais, comme décrit précédemment 

(Fuchs et al., 2015). Après les 8 h de relâche, 2 mM de thymidine est ajouté pendant 16 h et les 

cellules sont relâchées une seconde fois durant 8 h dans du α-MEM complet. 

 

Pour analyser l’impact de l’inhibition d’Aurora A sur la localisation de BAG3 par 

immunofluorescence, les drogues RO3306 à 8 µM et MLN8237 à 0,5 µM ont été ajoutée aux 

cellules en même temps et pendant 18 h pour les synchroniser en phase G2/M et inhiber Aurora A.  

 

Pour analyser la correction de la dynamique du nuage sous-cortical d'actine par imagerie en temps 

réel, les drogues ont été ajoutées aux cellules qui ont été synchronisées en mitose par un double 

blocage à la thymidine 30 min avant l'imagerie en temps réel comme suit: tubacine, 20 nM; CK666, 

40 µM. Pour évaluer la restauration de l'arrondissement mitotique et l’activité d’HDAC6 par 
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immunobuvardage de type « Western », les drogues suivantes ont été ajoutées aux cellules qui ont 

été synchronisées en mitose par un double blocage à la thymidine, pendant 4 à 8 heures lors la 

seconde période de relâche avant la fixation cellulaire ou l’extraction protéique: tubacine, 5 µM ou 

CK666, 40 μM.  

 

5.3. Transfection et siARN. 
 

Pour les expériences de déplétion, les cellules HeLa et les cellules HeLa-RFP-H2B ont été 

transfectées pendant 16 h avec des siARNs duplex à 50 nM dans du tampon de transfection de 

calcium-phosphate (MgCl2 125 mM, NaCl 140 mM, HEPES 25 mM, Na2HPO4 0,75 mM).  Pour 

les cellules HeLa-Flp-in-TRex et les cellules HELA PARENTALES CCL2, le réactif 

Lipofectamine RNAimax (Invitrogen) a été utilisé en suivant les instructions du fabricant. 

L'efficacité de la déplétion a été analysée par immunobuvardage de type « Western ». Les analyses 

biochimiques, les expériences d'immunofluorescence ou de microscopie en cellules vivantes ont été 

commencées de 24 à 48 h après la transfection des siARN. 

 

Les siRNA duplex sont basés sur les séquences humaines et ont été achetés auprès de Qiagen 

(siARN de qualité HPP, siCtl : Allstars Negative Control) ou de Thermo Fisher Scientific (qualité 

A4 standard). Les séquences des brins sens sont les suivantes:  

 Nom du siARN Séquences (brins sens) Provenance 
Contrôle siCtl 5’-CAGGGTATCGACGATTACAAA-3’ Qiagen 

BAG3 

siBAG3#1 5’-CGAAGAGTATTTGACCAAA-3′ Qiagen 
siBAG3#2 5′-GCAAAGAGGTGGATTCTAA-3′ Thermo Fisher Scientific 
siBAG3#3 5’-GATGTGTGCTTTAGGGAAT-3’ Thermo Fisher Scientific 
siBAG3#4 5’-TAACTTGGGTGGAGGCAAA-3’ Thermo Fisher Scientific 
siBAG3#5 5’ –CTGACTTTAGAGAGAGTAATT- 3’ Thermo Fisher Scientific 

HSPB8 
siHSPB8#1 5′-CAGATAGGCTAGTGGTATT-3′ Thermo Fisher Scientific 
siHSPB8#2 5′-GCAGTGAATGCAAGGGTTATT-3′ Thermo Fisher Scientific 

P62/SQSTM
1 

sip62#1 5’- GGAAATGGGTCCACCAGGATT 3’ Thermo Fisher Scientific 
sip62#2 5’- AGACCAAGAACTATGACAT -3’ Thermo Fisher Scientific 

HDAC6 
siHDAC6#1 5’ -GGTAAAGAAGAAAGGCAAATT- 3’ Thermo Fisher Scientific 
siHDAC6#2 5’ -GGGACAACATGGAGGAGGATT- 3’ Thermo Fisher Scientific 

 

Pour induire la surexpression de cortactine et de HDAC6 pour les expériences de PLA, des HELA 

PARENTALES CCL2 ont été synchronisées par un double blocage à la thymidine et transfectées 

durant la seconde période de blocage à la thymidine en utilisant la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

en suivant les instructions du fabricant. Seize heures après la transfection les cellules ont été lavées 
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avec du PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) et relâchées 

dans du milieu frais durant 8 à 9 h avant d’être fixées.  

 

Pour induire la surexpression des mutants 3X-FLAG de cortactine pour les expériences de 

restauration de l'arrondissement mitotique et de la structure ectopique enrichie en F-actine entourant 

le fuseau mitotique, des cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en mitose par un double blocage à 

la thymidine ont été transfectées durant la première période de relâche en utilisant la Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) en suivant les instructions du fabricant. Huit heures après la transfection le milieu 

des cellules a été changé et 2 mM de thymidine y ont été ajoutés. 

 

Adénofection et induction. 

 

Le protocole d’« adénofection », décrit dans Fuchs et al, 2016, a été à l’origine développé pour 

réaliser les expériences de déplétion-restauration de phénotypes qui permet de suivre en temps réel 

la dynamique du fuseau mitotique et de l’actine, par l’introduction de faibles taux (non interférants) 

de RFP-α-tubuline (BacMam ; C10614, Life Technologies) ou de l’adénovirus Ad-LifeAct-

TagGFP2 (60121, IBIDI) compatibles avec l'imagerie de cellules vivantes. Ce protocole a ensuite 

été utilisé pour réaliser d’autres types d’expériences (immunofluorescences, immunoprécipitations). 

Brièvement, des cellules HeLa-RFP-H2B ont été infectées soit par les adénovirus Ad-BAG3-GFP à 

une multiplicité d'infection (MOI) de 1 à 2 unités formant une plaque par cellule (pfu/cellule ; 

expériences d’immunoprécipitations et d’immunofluorescences (arrondissement et enrichissement 

périnucléaire; chapitre 3 et 4); soit avec le réactifs BacMam 2.0 à 4 pfu/cellule et l’Ad-LifeAct-GFP 

à 1 pfu (analyse du mouvement de nuage sous-corticale d’actine et de la dynamique du fuseau 

mitotique, chapitre 4); soit infectées conjointement avec Ad-BAG3-GFP et le réactif BacMam 2.0 

dans du milieu α-MEM minus (analyse de la dynamique du fuseau mitotique dans les expériences 

de déplétion-restauration de phénotypes avec les phospho-mutants de BAG3, chapitre 3). Puis les 

cellules ont été tranfectées (calcium-phosphate) avec les siARN spécifiques et ont été synchronisées 

avec 2 mM de thymidine (16 h). Les cellules ont été lavées trois fois avec de l'HEPES (KCl 6,7 

mM, NaCl 150 mM, HEPES 10 mM, pH 7,3) et ont été relâchées dans du milieu α-MEM (minus ou 

classique) frais pendant 8 h avant l’ajout de RO3306 (8 µM) pendant 18h pour les expériences 

d’enrichissement périnucléaire de BAG3, l’ajout de 2 mM de thymidine pendant 16 h pour les 

expériences de déplétion-restauration de phénotypes ou de nocodazole (200 à 400 ng/ml, 16 h) pour 

les expériences d’immunoprécipitation. L'imagerie des cellules vivantes a été réalisée 8 h après la 

seconde relâche du blocage à la thymidine dans du milieu α-MEM sans PhenolRed. 
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Pour induire l’expression des constructions BAG3-GFP dans les lignées stables inductibles HeLa-

Flp-in TRex, pour les expériences de déplétion-restauration des « p62 bodies » mitotiques (chapitre 

3), 1 ng/ml de doxycycline a été ajoutés aux cellules pendant 16 h de manière concomitante avec la 

transfection des siARN et la synchronisation des cellules avec la thymidine (2 mM). Les cellules 

ont été lavées 3 fois puis relâchées pendant 8 h dans du milieu frais α-MEM minus avant l’ajout de 

2 mM de thymidine (16 h). Les cellules ont été fixées 48 h après la transfection et l’induction. Pour 

les expériences d’immunoprécipitations (chapitre 3), 10 ng/ml de doxycycline a été ajoutés aux 

cellules et après les 4h d’incubation, le milieu des cellules a été changé et remplacé par du milieu α-

MEM frais. Quatre heures plus tard, 100 ng/ml de nocodazole (16 h) a été ajouté pour synchroniser 

les cellules en mitose. Les cellules ont été récupérées par agitation mécanique 24 h après 

l’induction. 

 
5.4. Immunoprécipitation et immunobuvardage de type « Western ». 
 

Les cellules mitotiques synchronisées au nocodazole ont récupérées par agitation mécanique et 

lavées dans du PBS froid et ont été lysées par 3 cycles de congélation/décongélation dans 4 volumes 

de tampon de lyse (20 mM TRIS-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% IGEPAL, 1 mM 

NaVO4, 10 mM NaF, 40 mM β-glycérophosphate, 1X Complete (Roche), 1 mM DTT). Les cellules 

mitotiques sont récupérées par agitation mécanique. Des billes magnétiques recouvertes de protéine 

A (Dynabeads protein A, Life Technologies) préalablement équilibrées dans le tampon de lyse ont 

été incubées 30 min avec un anticorps spécifique à 4°C sous agitation. Les billes magnétiques 

couplées à l’anticorps sont alors récupérées et des quantités égales de surnageants, provenant des 

extraits cellulaires qui ont été centrifugés à 15 000 g pendant 15 min à 4°C, sont transférés dans un 

tube propre contenant les billes magnétiques. Après incubation pendant 60 minutes à 4°C sous 

agitation douce, les immuno-complexes ont été recueillis en utilisant un support magnétique et lavés 

trois fois dans du tampon de lyse. Des quantités égales de complexes immuns ont été chargées sur 

SDS-PAGE et analysées par immunobuvardage de type « Western ». 

 

Pour les immunobuvardage de type « Western », les cellules ont été lysées dans un tampon SDS 

(62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2.3% SDS, 10% glycérol, 5% β-mercaptoéthanol, 0.05% bleu de 

bromophénol, 1 mM phénylméthylsulfonylfluoride) et des quantités équivalentes de protéines 

provenant des lysats cellulaires totaux ont été séparés par électrophorèse SDS-PAGE de gels à 7,5 

% d’acrylamide puis transférés sur membranes de nitrocellulose. Il est à noter que l’acrylamide 

utilisé à un ratio BIS-Tris modifié (29.2 :0.8 au lieu de 29 :1). 
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L’immunobuvardage a été effectué selon le protocole décrit par Champagne et al., 2004. La 

concentration protéique des échantillons a été déterminée à l’aide du kit « DC protein assay » 

(Laboratoires Bio-Rad) et l’analyse densitométrique a été effectuée à partir d’images acquises avec 

l’appareil FluorS MAX MultiImager contrôlé par le logiciel QuantityOne version 4.5.0 

(Laboratoires Bio-Rad). 

 

5.5. Anticorps et produits chimiques. 
 

Les anticorps suivants ont été utilisés pour les expériences:  

Protéines Références Compagnies Utilisations 
α-actinine sc-166524 Santa Cruz Biotechnology WB 
α-tubuline (lapin)  ab18251 Abcam IF 
α-tubuline (souris) T5168 Sigma Aldrich IF 
BAG3  LP11 (lapin) Fuchs et al,2015 IP 
p-S386-BAG3  pS386 Laboratoire Lavoie WB 
p-T285-BAG3  pT285 Laboratoire  Lavoie WB 
β-actine A5441 Sigma-Aldrich WB 
CDK1 sc- 954 Santa Cruz Biotechnology WB 
pY15-CDK1 #9111S Cell Signaling Technologies WB 
CEP170 #413200 Invitrogen WB 
cortactine ab33333 Abcam WB+IF+PLA 
acK309-cortactine  ABT1378 Millipore WB 
cycline B1 sc-245 Santa Cruz Biotechnology WB 
émerine sc-15378 Santa Cruz Biotechnology WB 
filamine A ab76289 Abcam WB 
FLAG  F3165 Sigma-Aldrich IF 

GAPDH Clone 6C5 Fitzgerald 
#10R-G109a Millipore WB 

GFP A-11120 Molecular Probes/Thermo Fisher IP 
GFP sc-9996 Santa Cruz Biotechnology WB+IF 
HDAC6 #7612 Cell Signaling Technologies WB 
HDAC6  sc-11420 Santa Cruz Biotechnology WB+IF+PLA 
HSP70 SPA810 StressGene WB 
HSPB8  #25 (lapin) Carra et al., 2008 IP 
HRP lapin #111-055-003 Jackson ImmunoResearch. WB 
HRP souris #115-035-146 Jackson ImmunoResearch. WB 
ac-K total  #9814 Cell Signaling Technologies WB 
lamine B1 Ab16048 Abcam IF 
myosine II (MYH9) PRB-440P Cedarlane Laboratories WB 
p62/SQSTM1 (lapin) #5114 Cell Signaling Technologies WB 
p62/SQSTM1 (lapin) sc-25575 Santa Cruz Biotechnology WB+IF 
p62/SQSTM1 (souris) sc-28359 Santa Cruz Biotechnology WB+IF 
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Préparation de l’anticorps anti-phospho-S386-BAG3: des antigènes pour l'immunisation de lapin 

ont été préparés avec le phospho-peptide CPSAVPSpSPKSVA (pS386-BAG3) réticulés sur 

l'hémocyanine de patelle (gastéropodes de la famille des Fissurellidae) avec du diméthylformamide. 

Le sérum a été purifié par affinité en utilisant d'abord une colonne phospho-peptidique réticulée 

avec le kit d'immobilisation Sulfolink pour peptides (Pierce # 44999), puis des anticorps non-

phospho-peptidiques ont été absorbés sur une colonne non-phospho-peptidique. Les IgG anti-

phospho-peptide ont été recueillis dans des éluats, concentrés et maintenus à -20 ° C dans du 

glycérol à 50% dans du PBS. 

 

Les produits chimiques suivants ont été utilisés pour les expériences:  

Produits Références Compagnies 
Alexa-Fluor® 488 Phalloidïne A12379 Molecular Probes/Thermo Fisher 
Alexa-Fluor® Texas Red-X Phalloidine T-7471 Molecular Probes/Thermo Fisher 
BI2536 2CT/09 JS Research Chemicals Trading 
Blasticidine #203350 Calbiochem 
CK666 SML0006 Sigma-Aldrich 
Doxycycline D9891 Millipore Sigma 
Fibronectine F1141 Sigma-Aldrich 
Hoechst Bisbenzimide H 33342 B2261 Sigma-Aldrich 
Hygromycin B HD0230 Biobasic Canada 
MG132 (Z-leu-leu-leu-al) C2211 Millipore Sigma 
MLN8237 #1028486-01-2 Cedarlane 
Nocodazole #487928 Calbiochem 
Poly-L-Lysine P1399 Sigma-Aldrich 
Purvalanol A P4484 Sigma-Aldrich 
RO3306 SML0569 Sigma-Aldrich 
Thymidine T9250 Sigma-Aldrich 
Tubacine S2239 Selleckchem 
 
 
5.6. Immunofluorescences et PLA (« proximity ligation assay »). 
 

Pour les expériences d’immunofluorescences, les cellules ont été fixées soit avec 4% de 

formaldéhyde ou paraformaldéhyde dans 0,2% de Triton X-100, 20 mM Pipes, pH 6,8, 1 mM 

MgCl2, 10 mM EGTA, pH 8,0, pendant 10 min à température pièce (MIBS, PLA), soit avec 4% de 

pT269-S272-p62/SQSTM1 #13121 Cell Signaling Technologies WB+IF 
pS403-p62/SQSTM2 #14354 Cell Signaling Technologies IF 
vinculine V9131 Sigma-Aldrich WB 
Ub-K63 #05-1308 Millipore WB+IF 
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paraformaldéhyde pendant 20 min à température pièce (arrondissement, enrichissement 

périnucléaire de BAG3 et HDAC6). 

 

Les spécimens ont été traités pour l’immunofluorescence comme décrit dans Lavoie et al., 2000, en 

utilisant les anticorps primaires indiqués et les anticorps secondaires Alexa Fluor de chèvre anti-

lapin ou anti-souris. L'ADN a été marqué avec le Hoechst et la F-actine a été marquée avec la 

phalloïdine Alexa Fluor (Molecular Probes/Thermo Fisher Scientific, Ottawa, On. CA).  

 

Pour les essais de PLA, les échantillons ont été incubés avec des anticorps secondaires fournis par 

le kit in situ Duolink (Invitrogen, DUO92002-100RXN; anti-mouse minus #82004; anti-rabbit plus 

#82002) durant 1 h à 37 °C dans du PBS 1 % lait. Les spécimens ont été lavés trois fois pendant 5 

minutes dans du tampon A (Tris 0,001 M, NaCl 0,15 M, 0,05% de Tween 20) et incubés avec la 

ligase (Invitrogen, # 82027) à 0,025 U/µl dans un tampon de ligation (# 82009) fourni par le Kit de 

réactifs de détection rouge (Invitrogen, DUO92008-100RXN) pendant 30 minutes à 37 °C. Après 

trois lavages pendant 2 minutes dans le tampon A, les échantillons ont été incubés avec la 

polymérase (# 82028) à 0,1 U/µl dans du tampon rouge d'amplification (# 82011) pendant 90 

minutes à 37 ° C. Enfin, les échantillons ont été lavés trois fois dans du tampon B (Tris 0,2 M, NaCl 

0,1 M) pendant 10 min puis lavés deux fois dans le tampon B 0,001X. Le montage des lamelles de 

verre a été effectué à l'aide du milieu de montage fourni par le kit. 

 

5.7. Microscopie.  
 

Les phénotypes ont été observés en routine par au moins deux investigateurs indépendants par 

inspection visuelle d'échantillons fixés et ont été quantifiés à l’aveugle au traitement, en utilisant un 

système AxioObserver Z1 utilisant un objectif 40x Plan-Neofluoar 0.6 NA ou 60x 1,25 NA et une 

caméra CCD AxiocamMRm contrôlée par le logiciel Zen (Carl Zeiss). Les images 

d'épifluorescence ont été acquises avec le même système de microscope. La microscopie confocale 

des cellules fixées a été réalisée avec un microscope confocal FV1000 équipé d’un objectif Plan 

Apo 60X à huile 1.42 NA (Olympus, Hauppauge, NY, USA) ou avec un appareil Spinning Disc 

Confocal Perkin Elmer UltraVIEW (60x huile 1,4 NA), équipé d'une caméra à couplage de charge 

refroidie par EMCCD à -50 ° C (Hamamatsu Photonics KK) et piloté par la version 6.01 du logiciel 

Volocity.  
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Les défauts d'arrondissement mitotique ont été estimés par inspection visuelle comme suit : 

cellules mitotiques partiellement arrondies ou plates, et ont été estimées à partir d'expériences 

indépendantes. Seules les cellules en métaphase ont été considérées et les phases mitotiques ont été 

déterminées grâce à la détection du fuseau mitotique et de l’ADN. 

 

L’indice mitotique indique le pourcentage de cellules dans les différentes phases mitotiques au 

sein une population de cellules (en général 200 cellules sont analysées pour chaque condition de 

chaque expériences). Les phases mitotiques ont été estimées par inspection visuelle des cellules à 

partir d'expériences indépendantes et ont été déterminées grâce à la détection du fuseau mitotique et 

de l’ADN. 

 

L’enrichissement périnucléaire de BAG3 a été estimé par inspection visuelle et a été quantifié de 

façon qualitative à partir de cellule individuelle en phase G2/M provenant d'expériences 

indépendantes.  

 

Le nombre de spots PLA ont été quantifiés en utilisant l'outil "Findobject" du logiciel Volocity. Un 

seuil minimal de volume d'objets de 0,1 µm3 a été calibré et les cellules ont été considérées selon un 

seuil d'intensité moyenne de GFP-HDAC6 compris entre 50 et 250. 

 

Imagerie en temps réel. 

 

La microscopie confocale des cellules vivantes a été réalisée avec un appareil Spinning Disc 

Confocal Perkin Elmer UltraVIEW 40x 0,75 NA, équipé d'une caméra à couplage de charge 

refroidie par EMCCD à -50°C (Hamamatsu Photonics KK) et piloté par la version 6.01 du logiciel 

Volocity. Le système était équipé d'une chambre humidifiée à 5% CO2 et thermorégulée. Pour ces 

expériences, les cellules HeLa-RFP-H2B ont été ensemencées sur des pétris à fond de verre 

recouverts de fibronectine (MatTek Corp.). Pour l'imagerie en temps réel, les images ont été 

acquises à des intervalles de 90 secondes pendant une période de 75 minutes commençant 48 heures 

après la transfection des siARN. Le logiciel Volocity 6.01 (technologies de Quorum) a été employé 

pour le traitement sur des images entières avant le recadrage pour accentuer le point principal de 

l'image. Le traitement s'est limité à la soustraction de l'arrière-plan et à l'ajustement de la 

luminosité/du contraste.  
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Les phénotypes de défauts mitotiques ont été estimés par inspection visuelle des séquences 

d’images suivies dans le temps. Le nombre de cellules présentant ou non des défauts ont été 

estimées à partir de l’analyse en cellule individuelle, dans chaque condition, provenant 

d’expériences indépendantes (le nombre de cellules et d’expériences ont été reportés dans chaque 

figure). Pour les analyses du positionnement du fuseau mitotique, les cellules considérées en 

défauts présentaient des rotations du fuseau mitotiques (ou mauvais positionnement) et/ou des 

retard de la progression des cellules en prométa-métaphase. Pour les analyses des phénotypes du 

mouvement et de la dynamique du nuage sous-cortical, les cellules présentant un mouvement 

rotatif unidirectionnel ont été catégorisées dans « polarisé » ; les cellules qui présentaient des 

changements dans la direction du mouvement (non polarisés) ont été catégorisées comme 

« erratique » et considérées en défauts ; lorsque le nuage était immobile ou absent, ce phénotype a 

été catégorisé comme « absent ». 

 

Analyses statistiques. 

 

Pour l’analyse statistique des mitoses défectueuses (positionnement du fuseau mitotique, 

l’arrondissement des cellules, mouvement du nuage sous-cortical), de l’enrichissement 

périnucléaire de BAG3-GFP_WT ou mutants ou de l’indice mitotique, les données provenant d’au 

moins trois expériences indépendantes ont été analysées en utilisant le test statistique exact de 

Fischer. Ce test est un test non paramétrique utilisé pour des échantillons de petite taille avec des 

variables nominales/catégoriques. Le logiciel statistique Prism 6.0 (GraphPad Software) a été utilisé 

pour effectuer les tests statistiques.  

 

Pour l’analyse de comparaison du nombre de spots de PLA par cellule, les données provenant d’au 

moins trois expériences indépendantes ont été analysées en utilisant le test statistique Kruskal-

Wallis, qui est un test non paramétrique qui compare plus de 2 groupes non appariés de variables 

ordinales ou numériques, combiné au test de comparaison multiple de Dunn (test non paramétrique 

effectué après un Kruskal Wallis). 

 

Purification de la protéine BAG3 recombinante et essai kinase in vitro avec CDK1/cycline B1. 

 

L'ADNc codant pour BAG3 humain (humain de longueur complète) a été cloné en phase avec GST 

dans le vecteur pGEX-4T3. Les protéines ont été exprimées dans BL21codon + (RIL) (Stratagene), 

lysées par sonication dans du PBS additionné de 0,1% de Triton X-100, Complete (Roche) et de 1 
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mM DTT, purifiées avec du Glutathione-Sepharose 4B (Pharmacia), dialysées et concentrées dans 

du PBS. Différentes concentrations d'histone H1 (H1917 de Sigma-Aldrich), GST-BAG3 ou GST 

seule ont été incubées avec 3,5 unités de CDK1 / cycline B1 (P6020S, New England Biolabs) dans 

20 µl de TRIS-HCl 50 mM, pH 7,4, 200 µM [γ-32P]-ATP (3 µCi / tube, de Perkin Elmer), 10 mM 

de MgCl2 et 2 mM de DTT pendant 30 minutes à 30 ° C. Les protéines ont été séparées sur SDS-

PAGE, colorées avec du bleu de Coomassie R250, et la radioactivité incorporée dans les protéines a 

été révélée à l'aide d'un système d'imagerie (modèle FLA-5100, Fujifilm Life Science). Pour l’essai 

kinase in vitro « à froid » (sans radioactivité), 1 µg de GST-BAG3 ou GST seul ont été incubés 

avec 0, 3 ou 9 unités de CDK1 / cyclineB1 (P6020S, New England Biolabs) dans 20 µl de TRIS-

HCl 15 mM pH 7,4, 250 µM ATP, 12,5 mM de MgCl2 et 0,6 mM de DTT pendant 45 minutes à 30 

° C. 
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Chapitre 6: Discussion générale. 

 
 
 
 
Sur la base de l’hypothèse que la phosphorylation mitotique de BAG3 constituerait l’élément 

régulateur de son action mitotique effectuée potentiellement en collaboration avec ses partenaires 

HSPB8, p62 et HDAC6, les travaux de cette thèse avaient pour but de définir l’importance 

fonctionnelle de cette phosphorylation ainsi que de son association avec ses partenaires 

d’interaction mitotiques. 

 

Les résultats originaux obtenus ont mis en évidence que BAG3 est phosphorylée sur les résidus 

T285 et S386 par la kinase majeure de la mitose CDK1, soulignant l’importance fonctionnelle de la 

phosphorylation de ces sites. Ils suggèrent également que ces sites de phosphorylation lui 

conféreraient une activité distincte sur le remodelage des structures mitotiques. De surcroît, les 

analyses effectuées suggèrent que BAG3 pourrait être phosphorylée dès la phase G2/M sur le résidu 

S195, ce qui modulerait sa localisation. En outre, nous avons découvert que la formation du 

complexe tertiaire BAG3-HSPB8-p62 d’une part, faciliterait l’assemblage de nouvelles structures 

mitotiques que nous avons identifiées comme des « p62 bodies » et d’autre part, contribueraient à la 

modulation de l’activité de la déacétylase HDAC6 sur sa cible cortactine.  

 

Cette discussion s’articulera autour de deux hypothèses qui découlent de ces travaux : l’une 

concernant le rôle de la phosphorylation différentielle de BAG3 dans la modulation de ses fonctions 

pendant la phase G2/M et la mitose (6.1) ; l’autre portant sur le rôle de ces phosphorylations dans 

la régulation de la fonction de BAG3 en tant que plateforme signalétique (6.2). Enfin, nous 

discuterons des questions qu’ont soulevées nos travaux, de quelques modèles plus hypothétiques et 

des perspectives associées (6.3). 
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6.1. La phosphorylation site-spécifique de BAG3 : un élément clé de sa régulation 

fonctionnelle au cours du cycle cellulaire.  
 

Dans la section 1.3.2.4, nous avons mentionné que BAG3 pourrait être une plateforme d’interaction 

importante, sur la base du nombre d'interacteurs différents de BAG3 déjà identifiés (Chen, Kolahi, 

et Mofrad 2009; Hein et al. 2015), ce qui permettrait entre autres le couplage des systèmes 

chaperons HSP70 (fonction avérée montré par Colvin et al, 2014) et HSPB8 (fonction supposée, 

entre autres par les évidences dans cette étude) à différentes voies de signalisation cellulaires. Par 

ailleurs, nous avons aussi évoqué la possibilité que la phosphorylation de BAG3 pourrait jouer un 

rôle crucial dans l’assemblage de cette plateforme. Les résultats présentés dans cette thèse 

soutiennent ainsi cette idée et apportent des évidences qui laissent croire que la phosphorylation de 

BAG3, tout comme son association avec les nouveaux partenaires identifiés incluant CDK1, 

HDAC6 et cortactine, sont régulées d’une manière qui dépend du cycle cellulaire et en partie du 

moins, de l’activité de CDK1. Par ailleurs, cette étude est la première à notre connaissance, à 

analyser les interactions entre BAG3 et ses partenaires au cours du cycle cellulaire. Ces partenariats 

différentiels selon les phases du cycle ainsi découverts nous permettent de spéculer que la 

phosphorylation de BAG3 à l’entrée des cellules en mitose, notamment sur T285 et S386, dicterait 

la nature de ses interactions dans le temps et l’espace. Par exemple, la phosphorylation à l’entrée 

des cellules en mitose pourrait favoriser son association avec les protéines du cytosquelette d’actine 

(actine, myosine, filamine A, α-actinine et cortactine) et diminuer son affinité pour des protéines 

associées au centrosome et/ou à l’enveloppe nucléaire (CEP170, émerine). En outre, nous avons 

montré qu’à la transition G2/M, BAG3 s’accumule en périphérie du noyau, d’une manière 

dépendante de HSPB8 (Fuchs et al. 2015). Les résultats présentés au chapitre 3 suggèrent que la 

phosphorylation de BAG3 sur d’autres sites, entre autres la S195, pourrait moduler ce recrutement 

périnucléaire. Cette phosphorylation pourrait d’ailleurs dépendre de la kinase Aurora A. Ainsi, 

l’enrichissement de BAG3 dans cette région pourrait moduler son association avec CEP170, 

émerine et/ou HDAC6. Afin de tester ce modèle, il sera important de valider l’impact de la 

phosphorylation site-spécifique de BAG3 par des essais de co-immunoprécipitations avec les 

différents mutants non-phosphorylables de BAG3.  

 

Sur la base des résultats présentés dans cette thèse, on peut donc suggérer que la phosphorylation 

site-spécifique de BAG3 est responsable en partie de son action différentielle dans les cellules, en 

modulant sa localisation et/ou son association avec ses partenaires d’interaction. Nous discuterons 

dans cette section des modèles possibles. 
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6.1.1. Rôle potentiel de la phosphorylation sur S195 dans le recrutement de BAG3 dans la 

région périnucléaire pendant la phase G2/M. 

 

Basés sur les résultats présentés dans cette thèse, sur des évidences préliminaires obtenues au 

laboratoire et sur des données de la littérature, nous discuterons ici de l’éventuelle la modulation de 

la localisation de HDAC6 par BAG3 de façon dépendante de son enrichissement périnucléaire en 

phase G2 (6.1.1.1). Nous aborderons ensuite la possibilité que le recrutement périnucléaire de 

BAG3 facilite la phosphorylation sur ses sites mitotiques par CDK1-cycline B1 (6.1.1.2). Enfin, 

nous explorerons l’idée que la phosphorylation de BAG3 en phase G2 pourrait moduler la fonction 

chaperon de HSPB8 (6.1.1.3). 

 

6.1.1.1. Modulation de la localisation de HDAC6 par BAG3 via la phosphorylation du résidu 

S195 ?  

 

Pendant la phase G2/M, BAG3 semble exporter HDAC6 de la région périnucléaire et centrosomale 

au cytoplasme, ce qui coïncide avec une augmentation de leur association (chapitre 4). Ainsi, un 

modèle envisageable serait que la phosphorylation de BAG3 par Aurora A ou une autre kinase à 

définir, sur S195, pourrait promouvoir l’association de BAG3 à HDAC6 et son « déplacement » de 

la région périnucléaire en G2/M. Afin de vérifier cette hypothèse, la priorité serait de confirmer que 

le résidu S195 est phosphorylé en G2/M, en utilisant des anticorps phospho-spécifiques. Déterminer 

si ce résidu est ciblé par Aurora A pourrait se faire via une approche similaire à celle utilisée au 

chapitre 2. Ensuite, des immunoprécipitations de BAG3-GFP_WT versus S195A en G2/M seraient 

à réaliser ainsi qu’analyser la localisation de HDAC6 dans des cellules exprimant le mutant BAG3-

GFP_S195A. L’impact de Aurora A sur l’association BAG3-HDAC6 et sur la localisation de 

HDAC6 pourrait être étudié, par exemple par une approche d’interférence à l’ARN ciblant Aurora 

A.  

 

Ces résultats apporteraient des évidences que la fonction de BAG3 dans l’export de HDAC6 de la 

région périnucléaire vers le cytoplasme pendant la G2/M impliquerait sa phosphorylation sur un 

résidu spécifique et pourrait identifier la kinase impliquée. Néanmoins, le rôle de l’export de 

HDAC6 demeure énigmatique. 
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6.1.1.2. Initiation de la phosphorylation mitotique de BAG3 par CDK1-cycline B1 pendant la 

phase G2/M à la région périnucléaire et centrosomale ?  

 

Puisque BAG3 est enrichie dans la région péri-centrosomale en phase G2/M et que l’activation de 

CDK1 serait initiée aux centrosomes à cette phase (De Souza, Ellem, et Gabrielli 2000), nous 

pensons qu’il serait possible que la phosphorylation de BAG3 par CDK1 soit initiée de cette 

manière. En outre, l’enrichissement péri-centrosomal de BAG3 (chapitre 3) semble coïncider avec 

une augmentation de son association à CDK1 pendant cette phase (résultats supplémentaires, 

annexe 2). De ce fait, il est envisageable que le recrutement périnucléaire de BAG3 juste avant 

l’entrée des cellules en mitose puisse favoriser sa phosphorylation par CDK1 et puisse alors 

« initier » les fonctions mitotiques de BAG3. En outre, un pic d’activation de CDK1-cycline B1 se 

produirait juste avant la NEBD (environ 10 minutes avant dans les cellules HeLa) et initierait la 

prophase (Gavet et Pines 2010). Par ailleurs, nos résultats suggèrent une implication du résidu S195 

et de l’activité de Aurora A sur l’enrichissement périnucléaire de BAG3 en G2/M, sans omettre que 

nous avons également observé un impact partiel de l’inhibition d’Aurora A sur la phosphorylation 

des résidus T285 et S386 pendant la mitose (chapitre 2 et 3). Pour valider ce modèle, il serait 

nécessaire d’évaluer la phosphorylation des résidus T285 et S386 sur le mutant non phosphorylable 

S195A dans des extraits cellulaires mitotiques dans le but de déterminer si la phosphorylation de la 

S195 est initiatrice des événements de phosphorylation mitotique. Selon ce modèle, la 

phosphorylation de S195 serait le précurseur de la phosphorylation des sites de phosphorylation 

mitotique de BAG3.  

 

6.1.1.3. Modulation de l’activité chaperon de HSPB8 dépendante de la phosphorylation sur le 

résidu S195 de BAG3 ?  

 

Le résidu S195 de BAG3 est localisé à seulement 13 acides aminés en amont du second motif IPV, 

essentiel pour l’interaction à HSPB8. Pour rappel, un motif très semblable (IXI/V) est retrouvé au 

sein des HSPB, dont HSPB8 est dépourvue, pour favoriser leur oligomérisation, un processus qui 

leur confère leur activité chaperon, c'est-à-dire leur capacité à « séquestrer » des substrats 

protéiques (Mchaourab, Godar, et Stewart 2009). Le modèle prévalent est que la phosphorylation 

des HSPB induirait une dissociation des oligomères en dimères (Garrido et al. 2012). Or, les deux 

motifs IPV de BAG3 mimeraient l’interaction qui se produit normalement entre les motifs IXI/V 

présents dans les HSPB qui favorisent la formation d’un dimère de HSPB8 et qui sont nécessaires 

pour son activité chaperon (Fuchs et al. 2010; Carra et al. 2008). Il serait alors envisageable que la 
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phosphorylation de BAG3 puisse favoriser ou déstabiliser l’association avec HSPB8 pour moduler 

sa fonction chaperon. De ce fait, au vu de sa localisation sur la séquence de BAG3, le résidu S195 

s’avère être un candidat intéressant. Dans ce sens, nous avons obtenu des résultats préliminaires qui 

suggèrent que la phosphorylation de S195 pourrait induire une diminution de l’association entre 

BAG3 à HSPB8 puisque le mutant BAG3_S195A semblerait interagir plus fortement avec HSPB8 

(résultats préliminaires non présentés). Ceci signifierait que la phosphorylation sur S195 de 

BAG3 déstabilise l’association avec HSPB8. Ces résultats suggèrent possiblement, qu’à défaut de 

former des oligomères, HSPB8 s’associe à BAG3 et son activité chaperon pourrait alors être 

modulée à travers la phosphorylation de BAG3. Ceci serait en tout cas en corrélation avec le mode 

de régulation par phosphorylation des HSPB, suggérant que la modulation de la fonction commune 

des HSPB serait conservée malgré la particularité de HSPB8. 

 

Curieusement, la liaison de BAG3 à HSPB8 et sa phosphorylation sur le résidu S195 semblent 

requises pour le recrutement périnucléaire de BAG3. Bien que des évidences supplémentaires 

doivent être obtenues, il est permis de penser que dans un premier temps, HSPB8 favoriserait la 

localisation de BAG3 dans la région périnucléaire (fig. 6.2). Dans un second temps, la 

phosphorylation sur S195 hypothétiquement par Aurora A entrainerait une diminution de 

l’association avec HSPB8, mais favoriserait possiblement par exemple l’association avec CEP170 

et/ou émerine, ou comme mentionné précédemment avec HDAC6. Il est par contre important de 

tenir compte des résultats qui suggèrent que la stabilité de BAG3 dépend fortement de HSPB8 

pendant la mitose. Ainsi, il apparaît qu’une dynamique complexe de l’état de phosphorylation de 

BAG3 pourrait contrôler les fonctions mitotiques du complexe chaperon formé de BAG3-HSPB8. 

 

Ceci pourrait induire une rétention d’une proportion de BAG3 en périphérie du noyau, lui 

permettant alors d’interagir (a) avec HDAC6 pour faciliter son export dans le cytoplasme, dont le 

rôle reste à élucider, et (b) avec CDK1 ce qui initierait la phosphorylation mitotique de BAG3. Ceci 

permettrait de ce fait à BAG3 d’acquérir ses fonctions mitotiques, via un changement de son réseau 

d’interaction protéique. Le prochain paragraphe explorera d’ailleurs les mécanismes potentiels qui 

réguleraient l’action mitotique différentielle de BAG3, entre autres via la modulation de ses 

interactions protéiques. 
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Figure 6.2 : Modèle 
hypothétique des fonctions du 
recrutement périnucléaire de 
BAG3 pendant la phase 
G2/M. (1) HSPB8 induit le 
recrutement de BAG3 en 
périphérie du noyau. (2) Cette 
localisation promeut 
potentiellement la 
phosphorylation de la S195 par 
Aurora A. (3) et (4) BAG3 
favorise l’export de HDAC6 de 
la région périnucléaire dans le 
cytoplasme. (5) La présence de 
BAG3 dans la région 
centrosomale facilite son 
association à CDK1-cycline 
B1. (6) CDK1-cycline B1 
phosphoryle BAG3 sur les 
résidus T285 et S386 pour 
potentiellement initier la 
phosphorylation mitotique de 
BAG3. 

 

 

6.1.2. Les fonctions mitotiques différentielles de BAG3 : mécanismes potentiels de régulation 

par la phosphorylation sur T285 et S386. 

 

Les résultats présentés dans les chapitres 2 et 3 ont permis de déterminer que la phosphorylation de 

BAG3 sur deux résidus différents, T285 et S386, lui confère des fonctions distinctes pendant la 

mitose. En effet, la phosphorylation des résidus S284 et T285 est requise pour faciliter 

l’arrondissement mitotique, l’orientation du fuseau mitotique et la formation des MIBS, tandis que 

la phosphorylation des résidus S385 et S386 est dispensable pour assurer le positionnement du 

fuseau mitotique. Par ailleurs, nos résultats suggèrent que les événements de phosphorylation sur 

T285 et S386 seraient indépendants, corrélant avec l’observation d’une fonction différentielle. En 

effet, des résultats préliminaires indiquent que la mutation du résidu T285 n’affecte pas la 

phosphorylation du site S386 et vice-versa (chapitre 3). 

 

Remarquablement, la phosphorylation sur S284 et T285 est dispensable pour la fonction de BAG3 

dans la formation de l’agrésome dans des conditions d’inhibition du protéasome (chapitre 2, fig. 

S2.3). Dans ce contexte, la phosphorylation d’autres résidus : S136 et S173 semblent requis (Xu et 

al. 2013; Guilbert et al. 2018). Inversement, ces derniers sites de phosphorylation n’auraient pas 

d’incidence pour le bon positionnement du fuseau mitotique (résultats non présentés). Ces résultats 
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indiquent un effet « miroir » entre les sites de phosphorylations de BAG3 requis dans deux modèles 

différents. Ceci renforce la notion de l’importance de la phosphorylation de BAG3 comme 

mécanisme important dans la régulation de son action, qui permettrait aux cellules d’ajuster les 

fonctions de BAG3 et de ses chaperons associés, pour répondre de manière appropriée et 

dynamique aux besoins des cellules. 

 

La phosphorylation d’une protéine a pour effet majeur un impact de sa conformation et conduit à 

deux conséquences bien caractérisées et inter-reliées: une modulation de la localisation de la 

protéine ainsi que de son association avec ses partenaires, comme discutée pour la potentielle 

phosphorylation de S195 pendant la phase G2/M. Ces propriétés des phosphorylations se révèlent 

particulièrement intéressantes dans notre modèle puisqu’une modulation par phosphorylation sur 

des sites spécifiques pourrait assurer une régulation spatio-temporelle de BAG3 et en conséquence 

de ses interacteurs. Ceci pourrait alors expliquer les phénotypes différentiels observés entre le 

mutant S284A-T285A et S385A-S386A. 

 

Concernant la localisation mitotique de BAG3, dans notre étude de 2015, nous avons identifié que 

BAG3 est enrichie aux pôles du fuseau mitotique, donc aux centrosomes pendant la mitose (Fuchs 

et al, 2015). De manière surprenante, alors que sur des extraits cellulaires mitotiques totaux nous 

détectons uniquement la forme retardée sur gel de BAG3, nous avons constaté par des expériences 

d’isolation des centrosomes que seule une proportion de BAG3 hyperphosphorylée est retrouvée 

aux centrosomes, l’autre étant la forme « interphasique » (Fuchs et al, 2015). Ceci suggère 

potentiellement une modulation dynamique de la localisation de BAG3 aux centrosomes pendant la 

mitose. Puisque nos résultats suggèrent que la phosphorylation sur S195 pourrait potentiellement 

favoriser une rétention de BAG3 aux centrosomes en G2/M, et que peu de BAG3 

hyperphosphorylée est détectée aux centrosomes en mitose, nous envisageons alors un modèle selon 

lequel l’hyperphosphorylation de BAG3 pourrait favoriser son exclusion centrosomale pendant la 

mitose. Pour vérifier ce point, deux choses pourraient être effectuées. La première serait d’évaluer 

la proportion de BAG3 sauvage versus les mutants non phosphorylablesse retrouvant aux 

centrosomes par des expériences d’isolation des centrosomes. La seconde serait de réaliser des 

expériences de FRAP ou de photoactivation avec BAG3 sauvage versus S195A, S284A-T285A et 

S385A-S386A pour évaluer si la phosphorylation confère une localisation dynamique à BAG3. 

Enfin, il serait crucial de comparer les niveaux de phosphoT285 versus phosphoS386 dans des 

expériences d’isolation des centrosomes, en utilisant les anticorps phospho-spécifiques, pour 

explorer la possibilité d’une modulation différentielle de la localisation de BAG3 selon le site 
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concerné. Observer une telle modulation pourrait constituer une piste d’investigation quant aux 

phénotypes différentiels observés entre le mutant S284A-T285A et S385A-S386A. 

 

Concernant la modulation des interactions protéine-protéine par la phosphorylation de BAG3, il est 

à noter que le résidu S386 est situé dans le domaine PxxP, motif caractérisé par sa capacité à 

interagir avec des protéines à domaine SH3 (Kurochkina et Guha 2012). Il est donc envisageable 

que la phosphorylation de ce résidu engendre une stimulation ou une dissociation avec des protéines 

se liant via le domaine PxxP. Notamment, myosine II et cortactine, étant toutes deux des partenaires 

mitotiques de BAG3 (chapitre 3, fig. 3.8 ; chapitre 4, fig. 4.2), possèdent des domaines SH3 

(Kurochkina et Guha 2012). De plus, myosine II a un rôle fondamental pour l’arrondissement 

mitotique des cellules (Maddox et Burridge 2003; Chanet et al. 2017), et nous avons montré que 

cortactine et les phosphorylations sur S386 sont requises pour ce processus (chapitre 3 et 4). 

D’ailleurs, allant dans le sens de l’éventualité, les co-immunoprécipitations obtenues dans le 

chapitre 4 suggèrent que le domaine PxxP de BAG3 est impliqué dans l’association mitotique de 

BAG3 avec cortactine. Ces observations permettent de supposer que la phosphorylation de BAG3 

sur S386, pourrait réguler l’interaction avec ces protéines. Ainsi, une différence d’interaction entre 

le mutant S385A-S386A et cortactine et/ou myosine II pourrait fournir un lien entre le phénotype 

d’arrondissement et ces sites de phosphorylation. Le lien fonctionnel entre BAG3 et cortactine sera 

discuté dans la section 6.2. Ces constatations nous ont amené à spéculer que la phosphorylation de 

BAG3 sur S386 pourrait potentiellement influencer l’arrondissement mitotique sans perturber le 

positionnement du fuseau mitotique via la modulation de l’interaction avec myosine II pendant la 

mitose. 

 

En effet myosine II semble être un partenaire de BAG3 pertinent pour expliquer les différences de 

phénotypes observés selon le site phosphorylé. En effet, en plus de son domaine SH3, d’être un 

partenaire mitotique de BAG3 et de présenter une fonction fondamentale dans l’arrondissement 

cellulaire mitotique, myosine II est un substrat de HDAC6 (Zhang et al. 2015). Notamment, cette 

étude suggère que la déacétylation de myosine II par HDAC6 diminue sa capacité d’association à 

l’actine. Or le recrutement de myosine II au cortex et la formation du cortex rigide d’actomyosine 

est essentielle pour le processus d’arrondissement (Matthews et al. 2012; Ramanathan et al. 2015). 

Remarquablement, l’inhibition de HDAC6 dans des cellules mitotiques a induit un bourgeonnement 

membranaire (ou « blebbing ») drastique (environ 80% des cellules présentent le défaut, résultats 

non présentés), suggérant de sévères défauts de la rigidité corticale. Bien qu’il ait aussi été reporté 

que cortactine est localisée au cortex (Théry et al. 2005), l’utilisation de l’inhibiteur d’Arp2/3 le 
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CK666, n’a pas induit de défauts de « blebbing » membranaire dans nos expériences (résultats non 

présentés). En corrélation avec ce résultat, il a été montré que l’inhibition d’Arp2/3 n’affecte pas la 

tension corticale mitotique (Ramanathan et al. 2015). Ceci pourrait suggérer que la cible plus 

probante de HDAC6 dans le « blebbing » membranaire serait myosine II. En ligne avec ces 

observations, bien que moins extrême que l’inhibition de HDAC6, la déplétion de BAG3 induit 

également du « blebbing » membranaire (~7% versus ~1% dans les cellules contrôles, Fuchs et al, 

2015, annexe 1, fig. 7E). En plus d’évaluer l’association entre BAG3_S385A-S386A et myosine II, 

des essais de déplétion-restauration de phénotypes avec ce mutant pourraient être réalisés pour 

analyser l’impact des mutations sur le « blebbing » membranaire. Ceci permettrait de suggérer que 

la phosphorylation de BAG3 sur S385 et S386 module son action mitotique sur la rigidité corticale 

et l’arrondissement des cellules via la modulation de l’association avec myosine II. 

 

Par ailleurs, l’association mitotique de BAG3 avec d’autres protéines du cytosquelette pourrait 

également être importante pour l’arrondissement mitotique comme par exemple α-actinine ou 

filamine A, qui collaborent pour réguler la rigidité du réseau d’actine (caractérisation in vitro; Esue, 

Tseng, et Wirtz 2009). D’ailleurs, α-actinine est localisée au cortex des cellules pendant la mitose et 

facilite la localisation de myosine II au cortex conduisant à une augmentation de la tension corticale 

(Fischer-Friedrich et al. 2016; Toyoda et al. 2017). Une analyse de l’association des mutants 

BAG3_S284A-T285A et BAG3_S385A-S386A avec α-actinine et filamine A pourrait être 

effectuée pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes moléculaires qui sont 

orchestrés par la phosphorylation de BAG3 pendant la mitose. 

 

Si une telle fonction de BAG3 fait intervenir une activité chaperon en association avec HSPB8, il 

est fort probable que les associations entre BAG3-HSPB8 et ses partenaires soient dynamiques. En 

ligne avec cette idée déjà, nos résultats suggèrent que la phosphorylation de BAG3 serait 

dynamique pendant la mitose. Ensuite, nous avons essayé d’obtenir des évidences quant à une 

modulation d’interactions entre les mutants non-phosphorylables de BAG3 et ses partenaires 

mitotiques, en vain actuellement. Curieusement, bien que nous soyons en mesure de détecter des 

variations d’associations entre BAG3 sauvage et les mutants non phosphorylables (S284A-T285A 

et S285A-S386A), un effet clair de ces mutants sur les partenaires demeure cependant énigmatique. 

En effet, avec le même partenaire, nous avons parfois détecté une augmentation de l’association, 

parfois une diminution. Il est à noter qu’en revanche le mutant phosphomimétique T285D 

semblerait avoir une tendance à augmenter les associations avec les partenaires mitotiques de 

BAG3. Plusieurs suppositions importantes découlent de ces constatations. Déjà, si la modulation 
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d’association aux partenaires de BAG3 dépend d’une dynamique de phosphorylation-

déphosphorylation de la protéine, ceci peut expliquer pourquoi un mutant pour le résidu T285, qu’il 

soit non phosphorylable ou phosphomimétique, n’est pas fonctionnel. En l’occurrence, ceci pourrait 

signifier que BAG3 phosphorylée s’associerait à ses partenaires, et suivant sa déphosphorylation 

serait capable de les relarguer. Perturber cette dynamique d’association, dans un sens ou l’autre, 

induirait donc un dysfonctionnement de processus cellulaire impliqué, la protéine partenaire de 

BAG3 se retrouvant en surplus ou « séquestrée ». Remarquablement, un tel mode d’action potentiel 

est extrêmement semblable au mode d’action décrit de la famille des HSPB (section 1.2.1.2.2). 

L’ensemble de ces réflexions laissent croire qu’analyser l’association de BAG3 à ses partenaires 

mitotiques par des méthodes classiques comme des immunoprécipitations constitueront un 

challenge, et pourraient possiblement ne jamais se révéler concluantes. Des méthodes alternatives 

devront être testées : une approche in vitro par « GST pull down » par exemple pourrait peut-être 

permettre de distinguer plus facilement une modulation d’association. In cellulo, l’utilisation d’une 

technique comme le FRET (transfert d'énergie par résonance de fluorescence), pourrait nous 

permettre mesurer des différences dans les associations entre les mutants de BAG3 et ses 

partenaires mitotiques. 

 

Globalement, nos résultats ont dévoilé « la partie émergée de l’iceberg » concernant la modulation 

par phosphorylation de BAG3 : il s’avère que la régulation de son mode d’action par sa 

phosphorylation est complexe, dépendante du cycle cellulaire et semble faire intervenir une 

multitude de facteurs incluant différentes kinases et partenaires d’interactions, et semble moduler sa 

localisation. Ces observations et modèles soutiennent ainsi la possibilité que BAG3 soit une 

plateforme d’interaction importante, dont la régulation serait dictée par sa phosphorylation. Dans la 

prochaine partie, sera abordé un modèle de mécanisme d’action de BAG3 selon lequel le co-

chaperon favoriserait l’assemblage de complexes de signalisation qui ont pour fonction de faciliter 

le remodelage des structures cellulaires qui guident la mitose. 

 

6.2. La phosphorylation de BAG3 dans la modulation d’une plateforme d’interaction 

couplant la déacétylase HDAC6 à son substrat cortactine pendant la mitose. 
 

Sur la base de nos résultats couplés aux données de la littérature, on pourrait envisager deux 

modèles non exclusifs qui auraient pour point commun que la phosphorylation de BAG3 via la 

modulation de sa localisation et de ces interacteurs contribuerait à la régulation de l’activité 

d’enzymes, telle que HDAC6, en promouvant ou empêchant l’association avec ses substrats. La 
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fonction suggérée de BAG3 en tant que plateforme serait d’assurer le couplage des systèmes 

chaperons HSP70 et HSPB8 à différentes voies de signalisation cellulaires. Dans ces modèles 

proposés, BAG3 pourrait constituer une plateforme d’interaction qui couplerait les fonctions de 

HSPB8 avec des voies signalétiques associées au remodelage des structures cytosquelettiques 

cellulaires qui guident la mitose. 

 

6.2.1. Le complexe BAG3-HSPB8 en tant que plateforme d’interaction pour moduler 

l’assemblage de complexe signalétique mitotique 

 

Cette idée est soutenue par le fait que le complexe BAG3-HSPB8 facilite a) des interactions 

enzyme-substrat spécifiques, appuyé par la modulation d’association HDAC6-cortactine et b) 

potentiellement l’activité d’enzyme, en l’occurrence HDAC6, suggéré par le fait qu’une diminution 

de l’activité de la déacétylase corrige les défauts mitotiques induits par la déplétion du complexe 

chaperon (chapitre 4). De plus, nos résultats suggèrent que la modulation de l’association mitotique 

entre HDAC6 et cortactine par BAG3-HSPB8 régulerait les niveaux d’acétylation de cortactine, 

aboutissant à une modulation de la dynamique du nuage d’actine, possiblement via l’activité du 

complexe Arp2/3 (chapitre 4). Ce résultat devra être validé biochimiquement en évaluant 

directement les niveaux d’acétyl-cortactine suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8. Nos 

évidences permettent tout de même de spéculer que BAG3-HSPB8 modulerait négativement 

l’activité déacétylase de HDAC6 sur cortactine.  

 

En corrélation avec ces observations, des données grandissantes dans la littérature suggèrent que 

BAG3 serait capable de moduler l’activité enzymatique de différentes protéines, entre autres en 

favorisant ou empêchant leur association avec leurs activateurs, leurs inhibiteurs, ou encore avec 

leurs substrats (Kassis et al. 2006; Iwasaki et al. 2007, 2010; Ammirante et al. 2010; Falco et al. 

2012; Colvin et al. 2014; Yunoki et al. 2015; Kathage et al. 2017). Par exemple, BAG3 favorise 

l’association de la protéine kinase ERK et sa phosphatase DUSP6 résultant alors en la diminution 

de la phosphorylation de ERK et par conséquent, une baisse de son activité (Falco et al. 2012).  

 

De manière importante, les résultats du chapitre 2 concernant la modulation de la phosphorylation 

de p62 et la kinase CDK1 ouvrent une hypothèse intéressante : le complexe BAG3-HSPB8 pourrait-

il, au même titre que pour HDAC6-cortactine, constituer potentiellement une plateforme 

d’association/modulation pour CDK1-p62 ? Premièrement, l’association entre BAG3 et p62 est 

favorisée pendant la mitose, tout comme avec CDK1, de manière dépendante de l’association de 
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BAG3 à HSPB8 et don domaine PxxP de BAG3. Pour rappel, p62 est un substrat connu de la kinase 

(Linares et al. 2011). Deuxièmement, une diminution partielle de l’activité de CDK1 engendre une 

diminution du nombre de MIBS dans les cellules en métaphase, de la même manière que la 

déplétion de BAG3 ou HSPB8 (chapitre 2). Nous avons obtenu d’autres résultats préliminaires 

allant dans ce sens et présentés dans l’annexe 2. En effet, la déplétion de BAG3 dans des cellules 

mitotiques phénocopie une inhibition partielle de CDK1 sur l’arrondissement cellulaire et la 

progression des cellules en mitose (fig. A2.2). De plus, l’inhibition partielle de CDK1 dans des 

cellules mitotiques suivant la déplétion de BAG3 aggrave les défauts observés (fig. A2.2), 

suggérant que ces protéines pourraient agir dans la même voie signalétique. Il est à noter que de 

surcroît, la déplétion de p62 récapitule des défauts d’arrondissement observés suivant la déplétion 

de BAG3 ou HSPB8 (chapitre 4). Enfin, nous avons montré que la déplétion de BAG3 et HSPB8 

induit une augmentation du signal phospho-Y15 de CDK1 (fig. A2.3, annexe 2), qui correspond à la 

phosphorylation inhibitrice de la kinase, dans les cellules mitotiques. En parallèle, nous avons 

observé une diminution de la phosphorylation mitotique de p62 sur les résidus ciblés par CDK1 

suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8 (chapitre 2). L’ensemble de ces données suggère donc que 

le complexe BAG3-HSPB8 pourrait influencer l’activation de CDK1 sur p62, tout comme le 

complexe module l’activité de HDAC6 sur cortactine. 

 

Par ailleurs, basé sur les résultats présentés dans l’annexe 2, il est permis d’envisager que BAG3-

HSPB8 pourrait également moduler l’activité de CDK1 sur filamine A. Déjà, l’association entre 

BAG3 et filamine A est favorisée pendant la mitose (fig. 3.4 et A2.1) et cette ABP est également un 

substrat direct de CDK1 pendant la mitose (Cukier, Li, et Lee. 2007; Szeto et al. 2015). Il a été 

montré que la phosphorylation de filamine A par CDK1 diminue sa capacité de réticuler les 

filaments d’actine (Cukier, Li, et Lee. 2007), processus qui pourrait donc influencer la dynamique 

du cytosquelette d’actine pendant la mitose.  

 

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de spéculer que BAG3-HSPB8 pourrait moduler 

l’activité de la kinase CDK1 sur des substrats spécifiques comme p62 et filamine A pendant la 

mitose, ce qui contribuerait entre autres au processus d’arrondissement mitotique. Pour valider ce 

modèle, nous pourrions par exemple évaluer si la déplétion de BAG3 ou HSPB8 influence les 

niveaux de phosphorylation de filamine A. Bien que son rôle dans l’arrondissement des cellules 

mitotiques n’ait encore jamais été analysé à notre connaissance, il ne serait pas surprenant que la 

déplétion de filamine A ou une diminution de filamine A phosphorylée (potentiellement en 

conséquent de la diminution de l’activité CDK1 suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8) induisent 
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des problèmes d’arrondissement puisque cette ABP est reliée à la rigidité du cortex d’actine d’une 

part, et à la dynamique des adhésions focales, d’autre part (Esue, Tseng, et Wirtz 2009; Kim et 

McCulloch 2011; Liu et al. 2015; Sato et al. 2016). Aussi, l’obtention de mutants non 

phosphorylables de p62 et filamine A pour les résidus phosphorylés par CDK1 permettrait de 

vérifier si l’expression de ces mutants, suivant la déplétion des protéines endogènes, mimerait des 

phénotypes induits par la déplétion de BAG3 (défauts d’arrondissement par exemple). Pour 

consolider notre preuve de concept, il serait aussi requis d’obtenir des évidences quant à la 

modulation d’association entre CDK1-p62 ou CDK1-filamine A, ainsi qu’avec HDAC6-myosine II 

dans des cellules mitotiques déplétées en BAG3 ou HSPB8, comme obtenu pour l’association 

HDAC6-cortactine.  

 

Le dogme initial de la relation moléculaire entre BAG3 et HSPB8 était que BAG3 est nécessaire à 

l’activité du chaperon HSPB8, puisque sa stabilité dépend de BAG3, mais l’inverse n’avait jamais 

été observé. En 2015, nous avons démontré que les fonctions mitotiques de BAG3 sont dépendantes 

de son association à HSPB8 constituant une première piste vers un changement de paradigme. 

Remarquablement, nous avons montré par la suite que HSPB8 stabilise les niveaux protéiques 

mitotiques de BAG3 (Varlet et al. 2017) et sa phosphorylation sur les résidus T285 et S386 

(chapitre 2 et 3). Ces évidences mettent donc en avant que HSPB8 pourrait agir comme chaperon 

pour BAG3, crucial pour son action mitotique.  

 

Outre l’association plus forte avec la déacétylase HDAC6 et la kinase CDK1 pendant la mitose 

(chapitre 2 et 4), BAG3 interagit aussi avec leurs substrats respectifs comme cortactine ou myosine 

II et p62 ou filamine A (chapitre 2, 3 et 4; annexe 2, fig. A2.1). De manière importante, des 

évidences suggèrent que HSPB8 stabilise l’association de BAG3 avec ces partenaires (chapitre 2 et 

4, annexe 2). Ces observations permettent de proposer que la sélectivité d’interaction entre BAG3 et 

ses partenaires mitotiques est effectuée par HSPB8, que ce soit via la stabilisation de la 

phosphorylation de BAG3 ou potentiellement de manière directe. Par ailleurs, BAG3, manière 

dépendante de son domaine PxxP et de son association à HSP70, module l’activité de Src (Colvin et 

al. 2014). Cette étude fut la première à montrer un rôle de BAG3 en tant que plateforme de 

signalisation, en corrélation directe avec son rôle de co-chaperon de HSP70. En ligne avec ces 

constatations, un parallèle est très intéressant à souligner dans notre étude : de manière dépendante 

de son domaine PxxP et de son association à HSPB8, BAG3 module l’assemblage de complexes 

protéiques et l’activité de HDAC6. En outre, ce modèle corrèle avec l’idée développée 
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précédemment selon laquelle cortactine et myosine II, via leur domaine SH3, pourrait lier le 

domaine PxxP de BAG3.  

 

De ce fait, les travaux de cette thèse apportent les premières évidences, à notre connaissance, que 

BAG3 pourrait être une plateforme d’interaction protéique qui couple l’activité chaperon de HSPB8 

et des voies de signalisation. En effet, les résultats obtenus dans cette étude laissent entendre que la 

fonction chaperon de HSPB8 pendant la mitose confère au complexe BAG3-HSPB8 la capacité 

d’assembler ou désassembler des complexes de signalisation qui sont requis pour la progression 

mitotique.  

 

En résumé, l’ensemble de ces observations permettent de postuler que BAG3 modulerait l’activité 

de HDAC6 et CDK1, potentiellement sur des cibles spécifiques, telles que cortactine ou p62. Une 

telle fonction serait possible grâce à l’assemblage de complexes de signalisation dont la sélectivité 

de substrats serait conférée par sa phosphorylation mitotique et la liaison à HSPB8. Il serait 

envisageable que cette sélectivité soit essentielle pour assurer un « triage » des interactions entre 

HDAC6 et CDK1 avec leurs innombrables cibles mitotiques (surtout concernant CDK1). Ceci serait 

en accord avec une des fonctionnalités classiques des co-chaperons qui est d’assurer le devenir des 

substrats des chaperons avec lesquels ils interagissent. Par ailleurs, ce processus pourrait répondre 

au besoin de la régulation spatio-temporelle fine qui a lieu en mitose pour remodeler les différentes 

structures cellulaires. Le fait que HSPB8 soit requise pour la localisation spécifique de BAG3 

en G2/M amène une perspective intéressante : serait-il possible que HSPB8 module la localisation 

mitotique de BAG3 pour faciliter l’assemblage et/ou désassemblage spatio-temporels des 

complexes signalétiques ? Des analyses de la localisation de BAG3 suivant la déplétion de HSPB8 

aiderait à évaluer cette hypothèse. 

 

En outre, un autre processus dépendant du complexe BAG3-HSPB8 pendant la mitose pourrait 

avoir une fonction semblable sur la modulation d’activités enzymatiques via l’assemblage et 

désassemblage de complexes signalétiques contrôlés de manière spatio-temporels : la formation des 

MIBS de p62. 
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6.2.2. L’assemblage des « p62 bodies » mitotiques dépendant de la phosphorylation de BAG3 

et de HSPB8 en tant que plateforme signalétique. 

 

Les résultats présentés dans cette thèse et les études précédentes du laboratoire ont établi l’existence 

d’une relation fonctionnelle étroite et complexe entre BAG3, HSPB8 et p62, montrée par les 

niveaux protéiques et de phosphorylations interdépendants entre les membres du complexe (Fuchs 

et al. 2015; Varlet et al. 2017; Guilbert et al. 2018). D’ailleurs, l’entrée des cellules en mitose est 

marquée par l’augmentation de l’interaction entre BAG3 et p62 résultant en la formation d’un 

complexe tertiaire mitotique BAG3-HSPB8-p62 qui coïncide avec la formation des MIBS 

dépendants de p62. Remarquablement, leur formation est régulée par la phosphorylation de BAG3 

sur les résidus T285 et S386 et l’activité de CDK1, qui cible BAG3 et p62. Ainsi, bien qu’une 

évidence directe par l’utilisation de mutants non-phosphorylables de p62 soit nécessaire pour 

confirmer notre hypothèse, il est permis de supposer que la phosphorylation de p62 par CDK1 

faciliterait la formation des MIBS. Prenant en plus en considération que la modulation de 

l’activation de CDK1 semble impliquée en partie BAG3-HSPB8 (annexe 2), l’ensemble de ces 

données suggèrent une fonction centrale de la phosphorylation de ces protéines par CDK1 dans la 

formation des MIBS. Cette observation, associée au fait que ces MIBS contiennent des protéines 

poly-ubiquitinées sur K63, nous ont amené à considérer un modèle selon lequel ces structures 

pourraient potentiellement se former selon le principe de la séparation de phase (concept abordé 

dans chapitre 1).  

 

En effet, il a été montré que la formation des « p62 bodies » dépend de la phosphorylation de p62, 

de la présence de longues chaines d’ubiquitine, particulièrement sur K63, et de l’oligomérisation de 

p62 (Sun et al. 2018; Zaffagnini et al. 2018). Or, p62 est phosphorylée sur T269 et S272 par CDK1 

pendant la mitose (Linares et al. 2011) et une inhibition partielle de la kinase conduit à une 

diminution du nombre de MIBS (chapitre 2). De surcroît, les MIBS sont associés à des protéines 

ubiquitinées sur K63. Enfin, des résultats préliminaires du laboratoire ont montré qu’un mutant de 

délétion du domaine PB1 de p62, essentiel pour son oligomérisation, n’est pas capable de former 

des MIBS suggérant que leur formation requiert l’oligomérisation de p62 (résultats non montrés). 

Les « p62 bodies » mitotiques identifiés dans notre étude partagent donc des caractéristiques 

communes avec les « p62 bodies » étudiés dans les publications de références (Sun et al. 2018; 

Zaffagnini et al. 2018). 
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Par ailleurs, comme mentionné dans le chapitre 1, les « p62 bodies » qui pourraient être assemblés 

par séparation de phase permettent la formation de complexes multimoléculaires, échangent des 

composants avec le milieu environnant, y compris ubiquitine, et subissent des événements de fusion 

et/ou de fission avec d'autres « p62 bodies ». Les résultats du chapitre 2 suggèrent que les MIBS 

sont des structures labiles et réversibles, montrées entre autres par l’évolution rapide de leur nombre 

et de leur taille selon la phase mitotique observée. De plus, des expériences préliminaires de 

microscopie en cellules vivantes suggèrent un tel mécanisme de fusion et de fission des MIBS de 

p62 (fig. 6.2 ; résultats obtenus en collaboration avec AA. Varlet et M. Fuchs). 
 

 
Figure 6.2 : Dynamique en temps réel du 
nombre et du volume des MIBS p62 pendant 
la progression mitotique. Le nombre et le 
volume de MIBS ont été quantifiés dans des 
cellules HeLa-Flp-in-T-Rex-p62-RFP 
mitotiques avec le logiciel Volocity à partir de 
séquence d’images confocales suivies dans le 
temps (n = 9 cellules). Le graphique montre une 
augmentation du nombre et du volume des 
MIBS par cellule de la prophase à la métaphase 
qui se désassemblent à la transition métaphase-
anaphase. 
 

 

Enfin, il a été suggéré qu’à l'intérieur d’un « p62 body », les molécules conserveraient en théorie 

leur conformation et leur activité (Sánchez-Martín et Komatsu 2018). Par conséquent, les « p62 

bodies » pourraient servir de « plateformes », à partir desquelles des cascades de signalisation 

pourraient être activées (Sun et al., 2018). La découverte de cette nouvelle propriété laisse aussi 

croire que ce mécanisme pourrait être crucial pour la fonction signalétique des « p62 bodies » en 

tant que « centre » d’organisation de la signalisation en favorisant un échange rapide des 

composants. Par exemple, p62 organiserait une plate-forme moléculaire, en collaboration avec 

MEKK3, qui initie une cascade de kinases déclenchant l'activation de p38δ (Linares et al. 2015). De 

manière importante, un tel mécanisme met en jeu la phosphorylation de p62 sur T269 et S272 par 

mTORC1 et son domaine PB1, suggérant une implication de son oligomérisation. Cette propriété 

est particulièrement pertinente, corroborant avec plusieurs de nos observations, et soulèvent des 

pistes de réflexion et des modèles extrêmement intéressants dans le cadre de nos découvertes 

concernant les MIBS de p62. 

 

Parallèlement à la formation des MIBS, nous avons observé que BAG3-HSPB8 régulerait les 

niveaux d’acétylation de cortactine via la modulation de l’activité de HDAC6. Ceci coïncide avec 
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une stimulation de l’association de cortactine à BAG3 pendant la mitose, de façon dépendante de 

HSPB8 et possiblement de p62 (chapitre 4). En outre, la déplétion de p62 récapitule les phénotypes 

mitotiques induits par la déplétion de BAG3 ou HSPB8, en lien avec une dérégulation de l’activité 

de HDAC6 sur cortactine (Fuchs et al. 2015, annexe 1 ; chapitre 4). Ceci suggère que l’association 

de p62 avec BAG3-HSPB8 participerait à la modulation de l’activité de HDAC6 sur cortactine, 

aboutissant à une modulation de l’activité du complexe Arp2/3 et donc du remodelage du 

cytosquelette d’actine. En corrélation avec cette idée, dans le contexte de la formation de 

l’agrésome, p62 module négativement l’activité de HDAC6 sur cortactine, influençant de ce fait le 

remodelage spatio-temporel du cytosquelette d’actine en périphérie de l’agrésome (Yan et al. 2013). 

Dans le contexte de la mitose, ce remodelage fait également appel à une modulation spatio-

temporelle précise et rapide de la dynamique de l’actine, en particulier concernant le mouvement du 

nuage sous-cortical d’actine. En effet, son mouvement polarisé résulte de la dynamique de 

polymérisation-dépolymérisation des filaments d’actine sous le cortex de façon dépendante 

d’Arp2/3 (Mitsushima et al. 2010). Par ailleurs, l’activité de Arp2/3 semblerait à l’inverse être 

inhibée au cortex (Rosa et al. 2015), appuyant le fait que son activité est soumise à une modulation 

spatio-temporelle fine au sein des cellules mitotiques. L’ensemble de ces constatations nous ont 

conduit à penser que la modulation de l’activité de HDAC6 sur cortactine par BAG3-HSPB8 

pendant la mitose pourrait s’effectuer à travers le recrutement de p62 et son assemblage au sein des 

MIBS. En ligne avec la possibilité que les « p62 bodies » échangent dynamiquement leurs 

composants avec leur environnement, il serait envisageable que la formation des MIBS facilite la 

séquestration réversible de cortactine et/ou de HDAC6. Un tel mécanisme serait idéal pour contrôler 

spatio-temporellement l’association de cortactine à HDAC6 pendant la mitose afin de contrôler 

localement la dynamique du cytosquelette d’actine. 

 

Une hypothèse semble alors très attrayante : BAG3-HSPB8 pourraient orchestrer le ciblage de 

cortactine et/ou HDAC6 dans ces MIBS. Il paraît aussi envisageable que la phosphorylation de 

BAG3, potentiellement de façon dépendante du site, participerait au ciblage et/ou au triage des 

protéines dans les MIBS. L’ensemble de ce processus pourrait limiter donc l’association HDAC6-

cortactine et contribuerait au mécanisme de modulation négative de l’activité de HDAC6 sur 

cortactine. Ensuite, une régulation spatio-temporelle de la « relâche » de HDAC6 et cortactine 

pourrait alors favoriser la polymérisation branchée d’actine uniquement aux sites requis. Ce 

mécanisme hypothétique pourrait faciliter la modulation de l’acétylation de cortactine favorisant 

une dynamique d’activation/inhibition spatio-temporelle d’Arp2/3 pour assurer la formation et la 

polarisation du nuage sous-cortical d’actine. À l’appui de cette idée, un mécanisme similaire a été 
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suggéré dans les cellules musculaires lisse où l’inhibition locale de mTORC1 serait contrôlée par 

BAG3 à travers la séquestration spatio-temporelle des protéines TSC (Kathage et al. 2017).  

 

Néanmoins, un tel mécanisme demeure cependant hypothétique et demande d’être testée par 

différentes expériences. L’une d’entre elles serait de montrer que cortactine et/ou HDAC6 peuvent 

co-localiser avec les MIBS de p62. Néanmoins, l’échange rapide des composants des « p62 

bodies » avec le cytoplasme pourrait fournir une complication de la détection des protéines 

localisées dans les MIBS. En l’occurrence, à l’heure actuelle la détection de ces protéines dans les 

MIBS s’est révélée infructueuse par les méthodes classiques d’immunofluorescences. Possiblement, 

l’utilisation d’une technique comme le FRAP pourrait nous permettre de détecter en temps réel une 

dynamique d’association entre cortactine et/ou HDAC6 avec des MIBS de p62. 

 

Rappelons aussi que la distribution des fibres de rétractions, (Fuchs et al, 2015, annexe 1) qui 

contrôle la polarisation du nuage sous-cortical d’actine, qui lui-même guide l’orientation du fuseau 

mitotique (Fink et al. 2011), est perturbée suivant la déplétion de BAG3, HSPB8 et p62. Bien que 

les protéines composant les fibres de rétraction et les mécanismes moléculaires orchestrant la 

formation et la régulation de celles-ci demeurent encore peu connus, une étude suggère que 

cortactine est localisée aux fibres de rétractions (Théry et al. 2005). Des expériences de restauration 

des fibres de rétraction dans des cellules mitotiques déplétées en BAG3, HSPB8 ou p62 par 

l’inhibition d’HDAC6 avec la tubacine ou par expression des mutants d’acétylation de cortactine 

pourraient être effectuées afin de vérifier si la modulation de l’acétylation de la cortactine serait un 

mécanisme de régulation des fibres de rétraction. Il serait aussi très informatif d’obtenir des 

analyses de l’effet du mutant BAG3_S284A-T285A sur la distribution de celles-ci, ainsi que sur la 

polarisation du nuage sous-cortical d’actine, puisque ce mutant induit des défauts de positionnement 

du fuseau mitotique. D’autant qu’il a été montré que l’activité de CDK1 est requise pour la 

formation du nuage sous-cortical d’actine (Mitsushima et al. 2010). L’ensemble de ces expériences 

suggérerait que la phosphorylation de BAG3 sur T285 pourrait faciliter le remodelage des structures 

cellulaires à base d’actine qui dirigent la distribution des fibres de rétraction dictant alors la 

dynamique du nuage sous-cortical d’actine et aboutissant au positionnement adéquat du fuseau 

mitotique. Le lien potentiel entre la phosphorylation de la T285 et de cortactine pourrait être évalué. 

L’obtention de telles données mettrait en évidence, pour la première fois, un mécanisme 

moléculaire qui dicterait la formation des fibres de rétraction. 
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En conclusion, les avancées récentes concernant le rôle des « p62 bodies » laissent sous-entendre 

que le complexe tertiaire BAG3-HSPB8-p62, à travers la régulation de la formation des MIBS, 

pourrait possiblement orchestrer la modulation spatio-temporelle d’assemblage de complexes 

protéiques mitotiques; à savoir si ces complexes pourraient jouer un rôle  dans le remodelage de 

l’architecture cellulaire est une hypothèse attrayante qui demande à être testée. Une telle fonction 

pourrait constituer un mécanisme global de régulation de complexes, néanmoins spécifiques, ce qui 

expliquerait l’effet pléiotropique de la déplétion des membres du complexe BAG3-HSPB8-p62 sur 

différentes structures cellulaires pendant la mitose.  

 

6.2.3. L’assemblage des « p62 bodies » mitotiques : voies alternatives possibles.  

 

Néanmoins, il est envisageable que les « p62 bodies », au vu de leur fonction dans laquelle ils ont 

été particulièrement bien décrits, c'est-à-dire dans la dégradation des protéines ubiquitinées par 

autophagie sélective, soit reliés à cette voie de dégradation cellulaire pendant la mitose. Bien que le 

dogme d’origine concernant l’autophagie pendant la mitose fut que ce processus semblait être 

diminué (Eskelinen et al. 2002; Furuya et al. 2010; Rubinsztein 2010; Li et Zhang 2016), des 

travaux récents ont démontré que certaines formes d’autophagie pourrait persister pendant la mitose 

(chapitre 1, section 1.4.4; Li et al. 2016). Par exemple, un rôle pour p62 dans la dégradation de 

RhoA actif pendant la cytokinèse a également été observé (Belaid, Cerezo, et al. 2013). Néanmoins, 

l’implication de l’autophagie sélective pendant la mitose demeure encore largement controversée. 

 

En revanche, la dégradation sélective de protéines spécifiques pour favoriser la progression du cycle 

cellulaire est bien caractérisée, mais concerne principalement la voie de dégradation par le 

protéasome, entre autres, la régulation de la dégradation des cyclines A et B (section 1.4.1.2). On 

peut alors s’interroger : est-ce que l’augmentation notable et progressive de la formation de « p62 

bodies » pendant la mitose correspondrait à l’initiation de la dégradation sélective par autophagie de 

composants cellulaires pour assurer la progression des cellules mitotiques ? En ligne avec cette 

perspective, le concept de « signaléphagie » apparaît très intéressant dans le contexte de la mitose. 

Ce terme a été proposé pour décrire un type d’autophagie sélective qui régulerait négativement des 

voies de signalisation en dégradant les kinases et leurs substrats, ou même des facteurs de 

transcription, essentiels par exemple à la prolifération cellulaire et à la migration (Belaid, Ndiaye, et 

al. 2013; Belaid et al. 2014). La dégradation de RhoA actif s’inscrit d’ailleurs dans la description de 

ce concept, où les auteurs ont montré que la dégradation par autophagie de la GTPase maintien un 

niveau approprié de RhoA actif pour assurer la complétion fidèle de la cytokinèse et donc de la 
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transmission du génome (Belaid, Ndiaye, et al. 2013). Ce mécanisme pourrait être primordial pour 

assurer un contrôle spatio-temporel rapide de complexes signalétiques, et pourrait être 

particulièrement pertinent dans le contexte de la mitose. 

 

Notamment, les deux hypothèses envisagés pour la fonction des MIBS de p62, c'est-à-dire la 

séquestration réversible des protéines pour moduler l’assemblage et/ou le désassemblage de 

complexes protéiques pour réguler leur activité et la signaléphagie, ne sont pas exclusifs. Les deux 

catégories de MIBS pourraient coexister dans les cellules. En corrélation avec cette idée, nous 

avons noté que certains MIBS co-distribuent avec LC3 et l’utilisation d’inhibiteurs de l’autophagie 

semblent augmenter le nombre de MIBS ainsi que leur co-marquage avec LC3 (résultats non 

présentés).  

 

Ainsi, le rôle de plateforme assuré par BAG3-HSPB8 permettant la modulation d’assemblage de 

complexes et potentiellement requis pour la régulation du remodelage des structures mitotiques à 

base d’actine décrit au préalable, pourrait être indépendant de la formation des MIBS. La formation 

de ces MIBS pourrait constituer une voie alternative ou qui agit en parallèle de ce mécanisme 

impliquant BAG3-HSPB8, dont le rôle reste donc à déterminer. 

 

6.3. Perspectives possibles de ce projet. 
 

Dans cette section, j’ai choisi de discuter de trois voies d’investigations possibles plus générales 

soulevées par nos résultats ou basées sur certaines de nos données préliminaires, et que je trouve 

particulièrement intéressantes. 

 

6.3.1. BAG3 : une plateforme d’activation de CDK1 à la phase G2/M ? 

 

À la phase G2, la présence de CDK1 aux centrosomes permettrait son activation par cdc25, via la 

déphosphorylation du résidu Y15 de CDK1, de manière dépendante de Aurora A (De Souza, Ellem, 

et Gabrielli 2000; Dutertre et al. 2004). Or BAG3 est enrichie dans cette région de façon dépendante 

de l’activité de Aurora A (chapitre 3), l’association entre BAG3 et CDK1 est stimulée dès la phase 

G2/M et la déplétion de BAG3 induit une augmentation de pY15 de CDK1 dans les cellules 

mitotiques (annexe 2). Ces observations laissent penser que BAG3 pourrait contribuer à l’activation 

de CDK1 dès la phase G2. Notamment, la formation d’un complexe BAG3-CDK1-filamine A est 

observée dès la G2/M (annexe 2). Or, filamine A jouerait un rôle de plateforme d’interaction pour 
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l’assemblage du complexe cdc25c, cycline B et CDK1, résultant en l’activation de CDK1 (Telles et 

al. 2011). De ce fait, il est envisageable que la formation d’un complexe BAG3-CDK1-filamine A 

favorise l’activation de CDK1 via la déphosphorylation du résidu Y15 par cdc25c. De manière 

intéressante, cdc25 possède un domaine SH3, suggérant que la protéine pourrait peut-être s’associer 

à BAG3 via le domaine PxxP. Au vu de nos résultats combinés aux données de la littérature, il est 

intéressant d’envisager que l’enrichissement périnucléaire de BAG3 en G2/M, de façon dépendante 

d’Aurora A et potentiellement de sa phosphorylation sur S195, contribuerait à la formation d’un 

complexe BAG3-filamine A-CDK1-cdc25-cycline B1. BAG3 agirait alors comme une plateforme 

d’interaction qui favoriserait l’activation de CDK1 dès la fin de la phase G2. De manière 

intéressante, BAG3 participerait ainsi à l’activation de la kinase dont il est la cible et qui confère sa 

fonction mitotique. En ligne avec cette idée, BAG3 interagit avec, et est phosphorylée de façon 

dépendante de FAK (Iorio et al. 2015) et réciproquement, FAK est phosphorylée et activée de 

manière dépendante de BAG3 (Kassis et al. 2006). 

 

Dans la mesure où l’activation de CDK1 est clé pour l’entrée des cellules en mitose et donc pour la 

transition G2/M, ce modèle positionnerait BAG3 au sein d’un mécanisme insoupçonné dans la 

facilitation de l’entrée des cellules en mitose. Néanmoins, un lien a précédemment été reporté entre 

BAG3 et la progression du cycle cellulaire, et où ce dernier serait important pour faciliter la 

transition G1/S dans les cellules endothéliales. Brièvement, la modulation négative de l’activation 

de ERK par BAG3, qui assure cette fonction via le recrutement de la phosphatase DUSP6, 

permettrait la progression des cellules de la phase G1 à S (Falco et al. 2012). Par conséquent, à 

travers sa fonction de plateforme d’interaction, BAG3 faciliterait la progression du cycle cellulaire 

en modulant l’activité de protéines clé impliquées dans les transitions interphasiques. Cette piste 

d’investigation est, à mon avis, importante à explorer, en commençant par exemple, par analyser si 

la déplétion de BAG3 induirait des retards de l’entrée des cellules en mitose. 

 

6.3.2. L’arrondissement des cellules mitotiques : un rôle de BAG3 dans le désassemblage des 

adhésions focales ? 

 

Bien qu’un lien fonctionnel entre BAG3 et la modulation des FA ait été suggéré (Kassis et al. 2006; 

Iwasaki et al. 2007, 2010), les conséquences potentielles pour l’entrée des cellules en mitose n’ont 

pas été étudiées. La phosphorylation de BAG3 sur les résidus T285 et S386 ainsi que la formation 

du complexe chaperon BAG3-HSPB8-p62 sont impliquées dans le processus d’arrondissement des 

cellules à l’entrée de la mitose, processus qui requiert le désassemblage des adhésions focales (Dao, 
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Dupuy, Gavet, Caron, et Gunzburg 2009; Lancaster, Le Berre, et al. 2013; Marchesi et al. 2014). 

Par ailleurs, nous avons observé des défauts de ré-étalement des cellules pendant la cytokinèse 

suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8 (Varlet et al, 2017), défauts pouvant être associés à une 

modulation altérée de l’adhésion cellulaire (Ferreira et al. 2013; Dix et al. 2018). Enfin, une 

persistance des adhésions focales a été observée dans des cellules mitotiques déplétées en BAG3 

qui présentent des défauts d’arrondissement (résultats non présentés, expériences préliminaires).  

 

De plus, des études indépendantes dans la littérature ont suggéré un lien entre HDAC6 (Tran et al. 

2007; Efimov et al. 2008; Deakin et Turner 2014; Lafarga et al. 2012), cortactine (Vuori et 

Ruoslahti 1995; Kruchten et al. 2008; Wang, Liu, et Liao 2011; Tomar et al. 2012), myosine II 

(Webb et al. 2004; Kuo et al. 2011; Pasapera et al. 2015), CDK1 (Jones et al. 2018), filamine A 

(Chen, Kolahi, et Mofrad 2009; Kim et McCulloch 2011; Ehrlicher et al. 2011; Liu et al. 2015; 

Truong, Shams, et Mofrad 2015; Sato et al. 2016) ou encore α-actinine (Shao et al. 2010; Ye et al. 

2014; Fukumoto et al. 2015) et la dynamique des FA. Par exemple, le désassemblage des 

adhésions focales est initié en début de G2, traduit par une diminution de leur taille, et de manière 

importante, il a été montré que ce processus nécessite que CDK1 soit inactif (Jones et al. 2018).  

 

Ensemble, ces observations laissent croire que le complexe BAG3-HSPB8-p62 pourrait contribuer à 

une potentielle régulation de la dynamique des adhésions focales au cours de la division cellulaire, 

probablement via la modulation spatio-temporelle adéquate de l’activité d’HDAC6 et de CDK1 sur 

leurs cibles. Ce modèle serait de plus en accord avec les retards d’adhésion des cellules en 

télophase/cytokinèse avec des siBAG3 ou de HSPB8 (Varlet et al. 2017). Par ailleurs, il serait 

séduisant que les protéines des adhésions focales dissoutes soient « stockées » dans les MIBS afin 

de les protéger de la dégradation et être rapidement recyclées au moment de la ré-adhésion. De 

manière importante, nous avons obtenu des évidences préliminaires qui indiquent, myosine II, 

filamine A et α-actinine sont détectées dans les MIBS de p62 pendant la mitose (résultats non 

publiés).  

 

Par ailleurs, des études ont suggéré un lien entre l’autophagie et la modulation des adhésions 

focales. En l’occurrence, l’ABP paxilline est dégradée par autophagie pour permettre le 

désassemblage des adhésions focales, de manière dépendante de sa phosphorylation par Src (Sharifi 

et al. 2016). Or BAG3 module l’activité de Src de façon dépendante de son association à HSP70 

(Colvin et al. 2014). En parallèle, des résultats du laboratoire ont montré que l’inhibition de 

l’autophagie, suivant la déplétion d’ATG7 (nécessaire à la formation des autophagosomes, résultats 
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non présentés d’A.A. Varlet) ou suivant l’ajout de bafilomycine (drogue inhibant le flux 

autophagique, résultats non présentés de S. Guilbert), induisent des défauts d’arrondissement des 

cellules. De surcroit, filamine A, qui a pour fonction d’inactiver les adhésions focales et est donc 

impliquée dans la dynamique de ces dernières (Liu et al. 2015), constitue l’unique substrat 

autophagique connu de BAG3 au sein du mécanisme de la CASA (Ulbricht et al. 2013; Kathage et 

al. 2017). Point important à souligner : dans ce processus, la dénaturation de filamine A par son 

étirement pendant la contraction musculaire se produit aux costamères, qui sont les « adhésions 

focales » des cellules musculaires. L’ensemble de ces données nous laisse donc penser que BAG3, 

potentiellement en lien avec sa fonction autophagique, pourrait être impliquée dans la modulation 

de la dynamique des adhésions focales avant la division cellulaire. 

 

6.3.3. BAG3 et le mécanisme de la CASA en réponse aux tensions mécaniques: un contrôle 

de qualité des protéines du cytosquelette d’actine qui ne serait pas restreint aux 

cellules musculaires ? 

 

Devant les évidences croissantes de la littérature ainsi que les résultats obtenus au sein du 

laboratoire, BAG3 semblerait faciliter le contrôle spatio-temporel d’assemblage et/ou de 

désassemblage de complexes moléculaires qui ont pour fonction de moduler la dynamique du 

cytosquelette lorsque ce dernier subit des changements morphologiques importants et en lien avec 

des tensions mécaniques élevées. En mitose comme au cours de la contraction des cellules 

musculaires, le cytosquelette cellulaire est soumis à des tensions mécaniques importantes qui 

influencent sa dynamique et ses éléments le constituant (Schiffhauer et al. 2016).  

 

Bien que la contraction soit probablement le contexte physiologique dans lequel les structures 

cellulaires subissent le plus de tensions mécaniques (intenses et chroniques), d’autres processus 

physiologiques engendrent également l’application de tensions mécaniques, comme mentionné dans 

le chapitre 1 de cette thèse, dont la migration ou la mitose. Par exemple, la modulation de la tension 

corticale dépendante du réseau d’actomyosine permet aux cellules de contrôler leur volume et leur 

forme (Stewart et al. 2011). Par ailleurs, les fibres de rétractions en collaboration avec le nuage 

sous-cortical d’actine génèrent les tensions adéquates pour positionner le fuseau mitotique (Fink et 

al. 2011). Le mécanisme de la CASA a été découvert et étudié principalement dans des cellules 

musculaires actuellement, où il est essentiel pour assurer l’intégrité de l’architecture des cellules 

musculaires (Arndt et al. 2010; Ulbricht et al. 2013, 2015). Par exemple, les auteurs ont constaté 

une implication de la CASA dans la migration des cellules. Il serait ainsi plausible que ce 
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mécanisme de CQP soit en charge, de manière générale, de l’intégrité des structures à base d’actine 

en réponse aux tensions mécaniques. Entre autres, ce mécanisme pourrait être central au moment où 

la cellule subit la réorganisation la plus drastique au cours de sa vie, et dont chaque étape est 

soumise à différentes tensions mécaniques, c'est-à-dire pendant la mitose. Pour établir la preuve de 

concept que de l’autophagie sélective peut être déclenchée en réponse à des tensions mécaniques, 

notamment dans le contexte de la mitose, le lien entre BAG3, la formation des MIBS et les 

changements de tensions corticales et de rigidité serait à étudier. Par exemple, des techniques telles 

que l’AFM (« Atomic Force Microscopy ») couplée à l’application de forces de compression ou 

d’étirement sur des cellules mitotiques suivant la déplétion de BAG3 ou par exemple exprimant un 

mutant de p62 qui ne pourrait pas former d’oligomères pourraient être exploitées. L’analyse des 

changements du flux autophagique dans ces conditions serait alors à évaluer. 

 

Par exemple, il serait envisageable que des protéines mécano-sensibles du cortex mitotique d’actine, 

comme α-actinine, filamine A, myosine II ou CapZβ (Toyoda et al. 2017; Chugh et al. 2017), 

subissent une dénaturation lors de l’augmentation de la tension corticale. Ceci pourrait conduire à 

l’activation de la CASA afin d’assurer l’intégrité du cortex mitotique essentiel au positionnement 

du fuseau. Ces protéines pourraient-elles être de nouveaux clients autophagiques de BAG3, par 

l’intermédiaire de la CASA ? Le système « Clover-Rubby » (système de capteur en tandem 

« Clover » en vert et « Rubby » en rouge) pourrait être utilisé pour définir en microscopie en 

cellules vivantes si ces protéines sont dégradées par autophagie pendant la mitose. En effet, en 

raison de l’instabilité de « Clover » à un pH faible tel que le pH du lysosome (Klionsky et al. 2016), 

l’extinction du signal de fluorescence « Clover » est un indicateur de la fusion 

autophagosome/lysosome. L’utilisation de constructions de filamine A-clover-rubby ou de α-

actinine-clover-rubby dans des cellules mitotiques suivant la déplétion de BAG3, HSPB8 ou p62 

permettrait de déterminer de manière claire si ces protéines d’intérêt sont des substrats de 

l’autophagie sélective dépendante du complexe chaperon BAG3-HSPB8. 

 

Spéculer que la CASA serait un processus central pendant la mitose, pourrait sembler contradictoire 

avec les résultats de notre première étude où nous avons montré que les fonctions mitotiques de 

BAG3 semblent indépendantes de sa liaison à HSC/HSP70 (Fuchs et al. 2015), puisque le 

mécanisme de la CASA fait intervenir l’activité d’HSC70 (Arndt et al. 2010). Néanmoins, il est 

important de noter que le rôle de l’association entre BAG3 et HSP70 pendant la mitose a été 

analysé uniquement sur le positionnement du fuseau mitotique. Il en est de même pour le domaine 

WW, qui est requis pour la fonction autophagique de BAG3, mais qui corrige les défauts 
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d’orientation du fuseau mitotique (résultats non présentés). Or, la mutation de S385 et S386 sur 

BAG3 interfère avec le processus d’arrondissement, mais pas avec le positionnement du fuseau 

mitotique (chapitre 3). Il serait donc nécessaire d’analyser si le mutant de BAG3 qui perd sa liaison 

à HSP70 (R480A) et le mutant de délétion du domaine WW sont en mesure de corriger les défauts 

d’arrondissement mitotique.  

 

En conclusion, ces différentes pistes de réflexion nous laissent à penser que la CASA pourrait être 

un mécanisme qui ne serait pas spécifique aux cellules musculaires, mais participerait au contraire 

au contrôle de qualité des composants du cytosquelette et de son architecture d’une manière 

générale en réponse à des tensions mécaniques. La CASA pourrait alors constituer un processus 

central dans la mécanotransduction cellulaire. 

 

En lien avec cette possibilité, deux études fournissent des pistes allant dans ce sens et établissent 

une potentielle connexion entre HSPB8, p62, RhoA actif et l’autophagie. Dans un modèle de 

contraction forcée des cardiomyocytes, une augmentation de l’activation de RhoA est induite et 

coïncide avec une augmentation du nombre de fibres de stress (Ke et al. 2011). Dans ce contexte, ce 

processus est contré par la surexpression HSPB8, où il a été montré que HSPB8 agirait en réduisant 

l’activation de RhoA. De manière importante, comme mentionné au préalable, RhoA actif est 

dégradée par autophagie sélective, suggérée par la séquestration de RhoA par p62, pendant la 

migration cellulaire et la cytokinèse (Belaid, Cerezo, et al. 2013; Belaid et al. 2014). Il est alors 

raisonnable de présumer que p62 et HSPB8, et possiblement BAG3, soient impliquées ensemble 

dans ce mécanisme de modulation de RhoA actif via sa dégradation par autophagie. Bien qu’une 

telle fonction reste à établir clairement, ces éléments constituent une piste d’investigation sérieuse 

pour tester le modèle que nous proposons. D’autant qu’une régulation spatio-temporelle fine de 

l’activité de RhoA doit être médiée pendant la mitose. Une inhibition locale de RhoA au niveau des 

FA est requise pour favoriser leur dissolution (Marchesi et al. 2014) tandis que son activation est 

essentielle pour la formation du cortex rigide d’actomyosine (Maddox et Burridge 2003). Il est aussi 

important de souligner que le processus d’inhibition est spécifiquement localisé au niveau des FA et 

n’interfère pas avec l’activité globale de RhoA. Ceci illustre parfaitement la nécessité de 

mécanismes de régulation spatio-temporelle de l’activité enzymatique de protéines régulatrices de 

la dynamique d’actine par les acteurs du CQP afin d’assurer une morpho-dynamique adéquate des 

cellules.  
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Selon ces hypothèses, la formation des MIBS pourrait assurer une régulation de la dynamique du 

cytosquelette d’actine par la modulation de la séquestration et/ou de la dégradation de protéines 

régulatrices de ce dernier. 
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Conclusion 

 

La morpho-dynamique des cellules implique un contrôle spatio-temporel précis du remodelage du 

cytosquelette d’actine. Cette dynamique est particulièrement exacerbée pendant la division 

cellulaire au cours de laquelle des changements dans la forme cellulaire orchestrent chacune des 

étapes de la mitose. Cependant, comment la cellule assure le maintien de l’intégrité de telles 

structures soumises à des cycles d’assemblage/désassemblage demeure une question ouverte. Bien 

que de nombreuses composantes majeures et des régulateurs clé de ces structures mitotiques à base 

d’actine commencent à être bien caractérisés, il n’en demeure pas moins que les mécanismes qui 

gèrent cette haute dynamique spatio-temporelle, tout comme ceux qui régulent la ségrégation 

localisée des complexes multi-protéiques responsables de ce remodelage, demeurent peu compris. 

De plus, peu d’éléments sont connus concernant les mécanismes qui permettraient à toutes ces 

protéines de fonctionner comme un ensemble intégré et modulable par les réseaux signalétiques. En 

ce sens néanmoins, les mécanismes de CQP et ces acteurs émergent comme des « modulateurs 

spatio-temporels » orchestrant, entre autres, l’assemblage/désassemblage de complexes et la 

dégradation ciblée des protéines. De ce fait, ils sont de plus en plus associés à un remodelage précis 

du cytosquelette d’actine ainsi qu’à la maintenance de son intégrité. Des évidences de l’existence de 

tels processus pendant la mitose commencent à voir le jour. 

 

Les travaux de cette thèse fournissent des évidences que le complexe chaperon BAG3-HSPB8 est 

impliqué dans la modulation spatio-temporelle de structures dynamiques à base d’actine au cours de 

la division des cellules hautement prolifératives comme les cellules cancéreuses. Une telle fonction 

impliquerait une régulation de l’action de BAG3 à travers sa phosphorylation dynamique sur des 

sites spécifiques. D’une part, celle-ci modulerait son association avec diverses protéines régulatrices 

de l’actine ainsi qu’avec des enzymes, en l’occurrence CDK1 et HDAC6. D’ailleurs la modulation 

de l’activité de HDAC6 serait l’un des mécanismes moléculaires par lequel le complexe BAG3-

HSPB8 serait en mesure de limiter la dynamique d’actine dans les cellules mitotiques. D’autre part, 

nous avons découvert que BAG3 phosphorylée sur ses sites mitotiques de concert avec HSPB8, 

facilite l’assemblage moléculaire de p62, un acteur majeur du CQP, au sein de structures hautement 

organisées.  

 

En conclusion, cette étude a mis en avant que l’assemblage dynamique de complexes multi-

protéiques, composés d’acteurs du CQP et de régulateurs de l’actine, serait impliqué dans la 

modulation spatio-temporelle des structures mitotiques d’actine qui dirigent la mitose. D’une 
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manière globale, ces travaux ouvrent la perspective que le complexe BAG3-HSPB8-p62 pourrait 

potentiellement constituer une plateforme d’interaction capable de créer une interface entre 

signalisation et/ou dégradation et remodelage dynamique de l’actine pendant la division cellulaire. 

L’ensemble de ces résultats appuie l’hypothèse que le CQP contrôle la dynamique de l’actine dans 

un contexte physiologique, et qu’une telle fonction pourrait favoriser la survie des cellules 

cancéreuses et leur prolifération, tout comme contribuer à l’invasion tumorale. De manière 

importante, ces travaux ont mis en évidence un nombre important de nouveaux interacteurs du 

complexe chaperon formé par BAG3 et HSPB8, pouvant donc offrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles pour des pathologies impliquant une dérégulation de ce complexe 

chaperon. 
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Annexe 1: A Role for the Chaperone Complex BAG3-HSPB8 in Actin 
Dynamics, Spindle Orientation and Proper Chromosome Segregation 

during Mitosis 
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Annexe 2: Le complexe chaperon BAG3-HSPB8 influence l’activation de 

la kinase CDK1 en mitose. 

Dans le chapitre 4, nous avons montré que l’association de BAG3 à HDAC6 et son substrat 

cortactine varie pendant le cycle cellulaire. De plus, nous avons découvert que BAG3-HSPB8 

module l’activité de HDAC6 pendant la mitose (chapitre 4). Puisque CDK1 est également une 

enzyme dont l’association à BAG3 est stimulée pendant la mitose, tout comme l’interaction avec 

deux de ses cibles p62 et filamine A, nous avons émis l’hypothèse que potentiellement, comme 

observé pour HDAC6, BAG3-HSPB8 pourrait moduler l’activité de CDK1. 

 

Dans cette annexe, nous présenterons des résultats qui indiquent que l’association de BAG3 avec 

CDK1 et son substrat filamine A est modulée de manière dépendante du cycle cellulaire (fig. A2.1). 

Nous montrerons aussi qu’une inhibition partielle de l’activité de CDK1 induit des défauts 

mitotiques similaires à ceux observés suivant la déplétion de BAG3 (fig. 2A.2 à 4). Nous avons 

également obtenu des évidences préliminaires qui suggèrent que BAG3 et HSPB8 semble influencer 

la phosphorylation inhibitrice de la kinase (fig. A2.4). Ensemble, ces observations suggèrent que le 

complexe BAG3-HSPB8 pourrait partiellement influencer l’activité de la kinase mitotique majeure 

CDK1, en ligne avec les résultats obtenus concernant une modulation de l’activité de la déacétylase 

HDAC6. 

 

1. L’association de BAG3 avec CDK1 et son substrat filamine A est modulée par le cycle 

cellulaire. 

 

Nous avons commencé par analyser si une différence d’interaction entre BAG3, CDK1 et filamine 

A serait observable par des essais de co-immunoprécipitations. Les extraits protéiques provenant 

des IP qui ont permis l’analyse des interacteurs dans le chapitre 4 ont été analysés ici pour obtenir 

les résultats présentés ci-après. 

 
 
Nous avons observé que CDK1 a co-précipité plus fortement avec BAG3-GFP_WT en G2/M que 

pendant la mitose (fig. A2.1). Alors que l’interaction préférentielle de BAG3 et CDK1 en mitose est 

dépendante des motifs IPV et du domaine PxxP, nous n’avons pas remarqué de différence 

d’association notable avec les mutants BAG3-GFP_IPV ou ΔPxxP pendant la phase G2/M par 

rapport à l’interaction avec BAG3-GFP_WT (fig. A2.1). Ce résultat indique que l’augmentation 

d’interaction entre BAG3 et CDK1 serait initiée dès la G2/M, mais ne dépendrait pas, à cette phase, 



 

288 

de l’association à HSPB8 et au domaine PxxP de BAG3. Ces résultats indiquent que le patron 

d’association entre BAG3 et la kinase CDK1 et la déacétylase HDAC6 est similaire.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure A2.1 : L’association de BAG3 avec CDK1 et son substrat filamine A est modulée de façon 
différentielle pendant la phase G2/M et la mitose. Des cellules HeLa-RFP-H2B synchronisées en G2/M 
(RO3306 ; 8 µM, 18h) ou en mitose (nocodazole ; 200 ng/ml, 16h) ont été infectées avec des adénovirus 
recombinants conduisant l'expression de GFP ou des protéines BAG3-GFP suivant la déplétion sur 48 h de 
BAG3 endogène par un siARN spécifique (siBAG3#3). WB montrant les immunoprécipitations de BAG3-
GFP_WT ou mutants IPV et ΔPxxP dans des extraits cellulaires asynchrones (AS), en G2/M ou en mitose. 
Les extraits cellulaires mitotiques ont été préparés à partir des cellules en mitose récupérées par agitation 
mécanique. Les immunoprécipitations ont été réalisées en utilisant un anticorps anti-GFP. Les analyses en 
WB à partir des immunoprécipitations obtenues ont été effectuées avec les anticorps indiqués.  
 

Ensuite nous avons analysé le profil d’association de BAG3 avec filamine A. La figure A2.1 montre 

que, comme attendu, filamine A s’est associée plus fortement à BAG3-GFP_WT pendant la mitose 

par rapport aux extraits cellulaires asynchrones. Les deux mutants de BAG3, IPV et ΔPxxP, ont 

présenté une diminution de l’association avec filamine A, qui est cependant nettement plus marquée 

avec le mutant ΔPxxP (fig. A2.1). Ces résultats suggèrent que l’association de BAG3 avec filamine 

A requiert la liaison du co-chaperon avec HSPB8 et le domaine PxxP. Nous avons également 

constaté une augmentation d’association, bien que discrète, entre BAG3-GFP_WT et filamine A 

pendant la phase G2/M comparativement aux extraits cellulaires asynchrones (fig. A2.1). L’effet 

des mutants BAG3-GFP_IPV ou ΔPxxP est plus difficile à déterminer pendant cette phase, mais il 

semble que ces derniers n’interfèrent pas avec l’association par rapport à l’interaction avec BAG3-

GFP_WT, puisque l’association à filamine A semble inchangée dans les différentes conditions (fig. 

A2.1). Ensemble ces résultats suggèrent donc l’apparition d’une association entre BAG3 et filamine 

A pendant la phase G2/M et qui semble indépendante de la liaison à HSPB8 et au domaine PxxP.  

 

En conclusion, ces expériences ont montré une similitude des profils d’association de CDK1 et 

filamine A avec BAG3, où une augmentation de ces interactions est observable en G2/M de 

manière indépendante des motifs IPV et domaine PxxP de BAG3 tandis que ceux-ci deviennent 
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importants pour l’association mitotique avec ces protéines. Ceci laisse possiblement sous-entendre 

que la liaison de CDK1 à BAG3 pourrait dépendre de filamine A, ou réciproquement, que la liaison 

de CDK1 à BAG3 pourrait favoriser l’association avec filamine A. 

 

2. La déplétion de BAG3 et l’inhibition partielle de CDK1 interfère avec la progression 

mitotique et  l’arrondissement des cellules pendant la mitose.  

 

Il est à noter que l’étude de l’activité de CDK1 pendant la mitose par l’utilisation de méthodes 

classiques comme sa déplétion avec des siARN ou des inhibiteurs n’est pas possible puisque 

l’activité de la kinase est essentielle pour initier l’entrée des cellules en mitose. Pour rappel, c’est 

pourquoi le RO3306 est d’ailleurs utilisé pour bloquer la transition G2/M. Par contre, de manière 

intéressante pour nos travaux, une étude a démontré que l’utilisation de cette drogue à faible dose 

conduit à une inhibition partielle de l’activité de CDK1 qui ne bloque pas l’entrée des cellules en 

mitose (McCloy et al. 2014). En revanche cette inhibition partielle induit des défauts mitotiques tels 

que des défauts de positionnement du fuseau mitotique et d’alignement des chromosomes ainsi 

qu’un délai dans la progression des cellules en mitose, avec une augmentation du temps passer en 

mitose (McCloy et al. 2014). Or, ces phénotypes sont également induits par la déplétion de BAG3 

ou de HSPB8 (chapitres 2 à 4 ; Fuchs et al, 2015).  

 

Ainsi, dans le but d’évaluer si CDK1 et le complexe chaperon sont impliqués dans la même voie 

signalétique ou dans des voies qui agissent en parallèle, nous avons procédé à une analyse 

comparative de l’effet de l’inhibition partielle de CDK1, de la déplétion de BAG3 et de la 

combinaison des deux sur différents défauts mitotiques. Pour ce faire, des cellules HeLa-RFP-H2B 

ont été synchronisées en mitose par la méthode du double thymidine, déplétées en BAG3 et traitées 

ou non avec une faible dose de RO3306 (1 µM), puis fixées pour analyser différents phénotypes par 

immunofluorescence (fig. A2.2A). 
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Figure A2.2 : La déplétion de BAG3 et l’inhibition partielle de CDK1 conduisent à un retard de la 
progression mitotique et induisent des défauts d’arrondissement mitotique. (A) Des cellules HeLa-RFP-
H2B ont été synchronisées en mitose par un double blocage à la thymidine et transfectées avec un siCtl ou un 
siBAG3 (siBAG3#2, déplétion sur 48 h). Durant les 4 dernières heures de la seconde relâche les cellules ont 
été traitées avec du RO3306 (1 ou 3 µM) ou du DMSO avant d’être fixées. Les cellules ont été traitées pour 
IF avec un anticorps anti-α-tubuline (fuseau mitotique), phalloïdine (F-actine) et Hoechst (ADN). (B) 
Histogramme représentant le pourcentage de cellules dans les différentes phases de la mitose dans les cellules 
contrôles ou déplétées en BAG3 en présence ou non de RO3306 (1 ou 3 µM, 4h). Les résultats +/- SEM sont 
représentatifs de 3 à 4 expériences indépendantes où 622 à 850 cellules ont été quantifiées. L'analyse 
statistique a été effectuée par le test exact de Fisher et concernant la catégorie prophase à métaphase: ****, 
p<0,0001 compare la condition siCtl+DMSO aux conditions siCtl+RO3306 1 µM et 3 µM, siBAG3+DMSO 
et siBAG3+1 µM RO3306 ; concernant la catégorie anaphase à cytokinèse : ****, p<0,0001 compare la 
condition siCtl+DMSO aux conditions siCtl+RO3306 1 µM et 3 µM, siBAG3+DMSO et siBAG3+1 µM 
RO3306. (C) Images d'épifluorescence d’une cellule mitotique ronde typique (siCtl) par rapport à une cellule 
mitotique présentant un défaut d’arrondissement (mal arrondie, siCtl+RO3306). Histogramme représentant le 
pourcentage de cellules HeLa-RFP-H2B avec des défauts d'arrondissement mitotique (cellules partiellement 
ou non arrondies) dans les différentes conditions. Les résultats +/- SEM sont représentatifs de 3 ou 4 
expériences indépendantes où 622 à 850 cellules ont été quantifiées. L'analyse statistique a été effectuée par le 
test exact de Fisher : ****, p<0,0001 compare la condition siCtl+DMSO à la condition siCtl+RO3306, 
siBAG3+DMSO et siBAG3+RO3306; ****, p<0,0001, compare la condition siCtl+RO3306  à 
siBAG3+DMSO et siBAG3+RO3306; et ****, p<0,0001, compare la condition siBAG3+DMSO à 
siCtl+RO3306. 
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Nous avons tout d’abord examiné l’indice mitotique, c'est-à-dire la proportion de cellules dans 

chacune des phases de la mitose, dans les différentes conditions afin d’évaluer la progression des 

cellules en mitose (fig. A2.1). Comme observé dans le chapitre 2 (fig. 2.6B), nous avons observé 

que le traitement des cellules avec une faible dose de RO3306 a induit une augmentation 

significative de 2 fois le nombre de cellules de la prophase à la métaphase (50% +/- 7,3% comparé à 

~24 +/- 5,4% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. A2.2). En revanche, la proportion 

de cellules de l’anaphase à la cytokinèse a diminué significativement (de ~1,7 fois) dans les cellules 

traitées au RO3306 (~28 +/- 8,8% comparé à ~48 +/- 8,4% dans les cellules contrôles traitées au 

DMSO, fig. A2.2). Ce résultat indique que l’inhibition partielle de CDK1 avec une faible dose de 

RO3306 (1 µM) provoque un retard de la progression des cellules en mitose. Le traitement des 

cellules avec 3 µM de RO3306 a induit surtout une diminution drastique de la proportion de cellules 

de l’anaphase à la cytokinèse (~1 +/- 0,6% comparé à ~48 +/- 8,4% dans les cellules contrôles 

traitées au DMSO, fig. A2.2), indiquant qu’une inhibition plus forte de l’activité de CDK1 induit un 

retard de la progression mitotique plus drastique.  

 
Comme attendu, la déplétion de BAG3 dans les cellules en mitose traitées au DMSO a provoqué 

également une augmentation significative de 1,5 fois de la proportion des cellules de la prophase à 

la métaphase (~37% comparé à ~25% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. A2.2) et 

une diminution significative de ~1,7 fois des cellules de l’anaphase à la cytokinèse (~28 +/- 3,8% 

comparé à ~48 +/- 8,4% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. A2.2). Tout comme nous 

l’avons précédemment montré, ceci révèle que BAG3 induit un retard dans la progression 

mitotique. Ensemble, ces résultats suggèrent que la déplétion de BAG3 mime l’inhibition partielle 

de CDK1 avec 1 µM de RO3306 sur l’indice mitotique. 

 

De manière importante, nous avons observé que l’inhibition partielle de CDK1 à 1 µM RO3306 

combinée à la déplétion de BAG3 a conduit à une augmentation de la proportion des cellules de la 

prophase à la métaphase (~63% comparé à ~25% dans les cellules contrôles traitées au DMSO, fig. 

A2.2), mais surtout, a provoqué une diminution drastique (5,5 fois) de la proportion de cellules de 

l’anaphase à la cytokinèse télophase (~9 +/- 3,6% comparé à ~48 +/- 8,4% dans les cellules 

contrôles traitées au DMSO, fig. A2.2). Ce phénotype semble être aggravé dans cette condition, 

étant proche des proportions observées avec les cellules traitées avec 3 µM de RO3306, où 

l’inhibition partielle de CDK1 est donc plus forte. Ceci suggère que la déplétion semble 

potentialiser l’inhibition partielle de CDK1 et donc que BAG3 et CDK1 pourraient potentiellement 

agir dans la même voie de signalisation. 
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Une étude suggère que la déplétion de la RhoGEF Ect2, qui est un substrat de CDK1 pendant la 

mitose, induit des défauts d’arrondissement mitotique tout comme la déplétion de BAG3 (Matthews 

et al. 2012). Nous avons donc évalué la proportion de cellules arrondies pendant la mitose versus la 

proportion de cellules partiellement ou non arrondies dans des conditions d’inhibition partielle de 

CDK1 et de déplétion de BAG3 (fig. A2.3). Suivant le même protocole expérimental que pour 

l’analyse de l’indice mitotique, nous avons observé que le traitement avec une faible dose de 

RO3306 (1 µM) des cellules transfectées avec le siCtl a conduit à une augmentation significative de 

la proportion de cellules avec des défauts d’arrondissement mitotique (~29 +/- 5,5% comparé aux 

cellules contrôles traitées au DMSO qui présentent ~8 +/- 0,6% de défauts, fig. A2.3). Ce résultat 

indique que l’inhibition partielle de CDK1 interfère avec les processus conduisant à 

l’arrondissement mitotique. Comme attendu (Fuchs et al. 2015 ; chapitre 2 à 4), la déplétion de 

BAG3 a interféré avec l’arrondissement mitotique (augmentation significative du pourcentage de 

cellules avec des défauts d’arrondissement mitotique en réponse à la déplétion de BAG3, ~22 +/- 

2% de défauts, fig. A2.3). Ainsi, il apparaît que la déplétion de BAG3 mime l’inhibition partielle de 

CDK1 sur les défauts d’arrondissement mitotique.  

 

De façon remarquable, nos résultats ont montré que le traitement des cellules déplétées en BAG3 

avec 1 µM de RO3306 a conduit à une augmentation significative de presque 5 fois de la proportion 

de cellules présentant des défauts d’arrondissement mitotique (~40 +/- 2% de défauts 

d’arrondissement, fig. A2.3). De plus, il est important de noter une augmentation significative de 

1,8 fois de défauts d’arrondissement dans les cellules déplétées en BAG3 et traitées au RO3306 

comparés aux cellules déplétées en BAG3 et traitées au DMSO (~40 +/- 2% et ~22 +/- 2% de 

défauts respectivement, fig. A2.3). Ce résultat suggère donc que l’inhibition partielle de CDK1 

aggrave les défauts d’arrondissement mitotique observés en réponse à la déplétion de BAG3.  

 
L’ensemble de ces résultats suggèrent donc que la déplétion de BAG3 et l’inhibition partielle de 

CDK1 induisent des phénotypes similaires, c'est-à-dire des délais de la progression des cellules en 

mitose ou des défauts d’arrondissement. De plus, nos observations tendent à montrer une 

aggravation des phénotypes dans les cellules dépourvues de BAG3 et dont l’activité de CDK1 est 

diminuée. Ceci suggère que les deux protéines pourraient potentiellement agir dans la même voie de 

signalisation corrélant avec l’hypothèse que nous avons émise selon laquelle BAG3-HSPB8 

pourrait moduler l’activité mitotique de CDK1. En effet, la déplétion de BAG3 semble potentialiser 

l’effet de l’inhibition partielle de CDK1. 
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3. La déplétion de BAG3 ou de HSPB8 interfère avec le niveau de phosphorylation 

inhibitrice sur le résidu Y15 de CDK1. 

 
L’activation de CDK1 en G2/M est effectuée grâce à la phosphatase cdc25 qui déphosphoryle deux 

résidus inhibiteurs dans la poche catalytique de CDK1, la T14 et la Y15 (Strausfeld et al. 1991; 

Timofeev et al. 2010). Il est donc possible d’évaluer le niveau d’activation de CDK1 par le suivi de 

la phosphorylation sur un de ces deux résidus. Dans notre analyse, nous utiliserons un anticorps 

dirigé contre le résidu Y15 phosphorylé.  

 

Afin d’évaluer si le complexe BAG3-HSPB8 est capable de moduler l’état d’activation de CDK1, 

l’intensité du signal pY15-CDK1 a été évaluée par immunobuvardages à partir d’extraits de cellules 

HeLa-RFP-H2B mitotiques suivant la déplétion de BAG3 ou HSPB8. Un ratio du signal pY15-

CDK1 sur le signal CDK1 total a été réalisé pour évaluer les variations de l’activation de CDK1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure A2.5 : La déplétion de BAG3 ou HSPB8 interfère avec le niveau de phosphorylation inhibitrice 
sur le résidu Y15 de CDK1. Immunobuvardage montrant l’augmentation du signal phospho-Y15 de CDK1 
dans les cellules mitotiques déplétées en BAG3 ou HSPB8. Des cellules HeLa-RFP-H2B asynchrones et 
synchronisées en mitose par traitement au nocodazole (200 ng/ml, 16 h) ont été transfectées (48 h) avec un 
siCtl, des siBAG3 ou des siHSPB8. Les cellules mitotiques ont été récupérées par agitation mécanique. Les 
WB ont été réalisés en utilisant des anticorps anti-phospho-Y15 CDK1 (pY15-CDK1), un anti-CDK1 totale 
(CDK1), un anti-BAG3, un anti-HSPB8 ; vinculine: contrôle de dépôt. La déplétion de BAG3 et de HSPB8 a 
été estimée à plus de 75 % après 48 h de transfection par le dépôt de quantités décroissantes d’extraits 
protéiques contrôles (siCtl). Résultats représentatifs de 2 expériences. 
 

Nous avons constaté une forte détection de la phosphorylation sur le résidu Y15 de CDK1 (pY15-

CDK1) dans les cellules asynchrones qui a été drastiquement diminuée (presque de perte du signal 

90%) dans les cellules mitotiques (fig. A2.5). Ce résultat montre que la phosphorylation sur Y15 de 

CDK1 est majoritaire dans les cellules asynchrones corroborant avec son état inactif.  Une 

augmentation du signal pY15-CDK1 a été notée que ce soit suivant la déplétion de BAG3 ou de 

HSPB8 (environ 2,5 fois en moyenne et respectivement pour chacune des protéines) dans les 
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extraits cellulaires mitotiques (fig. A2.5). Ce résultat indique que CDK1 est phosphorylée plus 

fortement sur le site Y15 dans les cellules déplétées en BAG3 et HSPB8 pendant la mitose. De 

manière important, ceci suggère que le complexe BAG3-HSPB8 pourrait contribuer à l’activation 

de CDK1 pendant la mitose.  

 
Les résultats présentés dans cette annexe suggèrent donc que le complexe BAG3-HSPB8 pourrait 

influencer l’activation de CDK1, tout comme le complexe module l’activité de HDAC6. Ceci 

pourrait expliquer le mime du phénotype entre une déplétion de BAG3 et l’inactivation partielle de 

CDK1, mais aussi l’aggravation des phénotypes. En effet, nous pouvons supputer que si la 

déplétion de BAG3 ou HSPB8 a pour conséquence d’interférer avec l’activation de CDK1, il serait 

alors logique qu’une inhibition partielle induite par le RO3306 combinée à l’inhibition partielle due 

à la déplétion de BAG3 ou HSPB8 engendre des phénotypes plus accentués. Il serait intéressant 

d’exprimer une protéine CDK1 constitutivement active dans des cellules déplétées en BAG3 ou 

HSPB8 et évaluer une potentiellement restauration des phénotypes induits par l’absence d’un des 

membres du complexe.  

 


