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1. RESUME

L’apoptose est un processus dont [Iimportance physiologique et
pathophysiologique est de mieux en mieux appréciée. Si plusieurs mécanismes
expliquant son initiation et son exécution ont été décrits, les détails de sa
régulation fine restent a étre précisés. Par ces travaux, nous démontrons une
interaction directe entre la protéine pro-apoptotique Sival et la queue C-terminale
de plusieurs récepteurs couplés aux protéines G, incluant TP, IP, PAF, AT,R et
CHRMS. Pour TP, nous prouvons que la stimulation du récepteur par le U46619
entraine une translocation et une accumulation cytoplasmique de Sival, ainsi
qu’une modulation de ses interactions avec Mdm2, XIAP et TRAF2, résultant en
une induction de I'apoptose. Nous rapportons également que I'expression de
Sival potentialise I'ubiquitinylation de TP en réponse a une stimulation et que
cette ubiquitinylation n’affecte ni la dégradation, ni I'internalisation du récepteur.
Nous démontrons par ailleurs que la stimulation de TP diminue I’expression totale
d’lkBa, I'inhibiteur principal de la voie NFKB et que cet effet correle avec le niveau
d’expression de Sival. En démontrant I'existence d’un complexe entre TP et
TRAF2 suite a une stimulation réceptorielle, nous proposons que la modulation
NFkB par TP pourrait résulter d’'une signalisation dépendant de I'ubiquitine et
analogue a celle des TNFR. D’autre part, nous présentons une interaction entre
Siva1 et I'arrestine et apportons des données suggérant que I’expression de Sivat
pourrait moduler 'activation des MAPK. Nous proposons finalement un modeéle
réconciliant les fonctions anti- et pro-apoptotiques de TP et dans lequel le
phénotype final d’'une stimulation dépendrait de I’expression relative de Sivail.
Les corolaires de ce modele pourraient possiblement bonifier la prise en charge
d’incidents ischémiques comme I’infarctus du myocarde ou I’accident vasculaire
cérébral, et améliorer le traitement du cancer par une diminution de la toxicité
d’agents chimiothérapeutiques et ’'amélioration de la sensibilité tumorale.

Mots-clés: Siva, Thromboxane, Apoptose, Prostaglandines, Cancer,
Ubiquitinylation, NFKB.



2. ABSTRACT

Apoptosis is a significant physiological process involved not only in normal tissue
homeostasis, but also in most pathological processes. Although much has been
written about how apoptosis is executed, the details of how it is regulated remain
elusive. In this work, we report a direct interaction between the pro-apoptotic
protein Sival and the C-terminal tail of multiple G protein coupled receptors,
including TP, IP, PAF, AT,R and CHRM3. We show that TP stimulation by its
agonist U46619 induces a cytoplasmic translocation and accumulation of Sivat
and modulates its interaction with Mdm2, XIAP and TRAF2, resulting in apoptosis
induction. We report that Sival expression also potentiates stimulation-induced
TP ubiquitination that does not affect receptor degradation or internalization. We
demonstrate that TP stimulation decreases total expression of NFkB’s main
inhibitor, IkBa, and that this effect correlates with Sival expression. By showing
the existence of a stimulation-induced protein complex involving both TP and
TRAF2, we suggest that NFkB activation upon TP stimulation might result from
ubiquitin-dependent signalling pathways similar to those seen with TNFR.
Moreover, we report an interaction between Sival and arrestin and reveal data
suggesting that Sival expression might modulate MAPK activation upon TP
stimulation. We finally present a model unifying TP’s anti- and pro-apoptotic
functions in which the final stimulation phenotype depends on the relative
expression of Sival. The implications of this model range from the treatment of
ischemic events such as myocardial infarction and stroke to the improvement of
cancer chemotherapy where both treatment toxicity and cancer cells resistance
could be better understood.

Keywords: Siva, Thromboxane, Apoptosis, Prostaglandins, Cancer, Ubiquitination,
NFkB.
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7. INTRODUCTION

Au sein d’un organisme vivant, la survie d’'une cellule peut étre aussi nocive que
sa mort. A juste titre, les processus moléculaires régulant la prolifération cellulaire
sont marqués par la redondance. Les voies de signalisation se chevauchent,
interagissent entre elles et donnent lieu, au final, a un réseau d’une complexité
déroutante. Au dela de la cellule individuelle, différents signaux coordonnent les
activités de chaque tissu, organe et systeme afin de produire des phénotypes
aussi divers que la croissance d’un embryon en adulte, la guérison de plaies,
I’élimination d’infections bactériennes ou virales et méme, la destruction de
cellules cancéreuses. Lorsque ces processus échouent, des conséquences
catastrophiques peuvent survenir. De la perte irrécupérable des tissus cardiaque
ou cérébral, dans l'infarctus du myocarde et I’accident vasculaire cérébral, a
I’envahissement complet des systemes par des cellules tumorales, dans le
cancer, la majorité des pathologies impliquent, a un moment ou a un autre, une

régulation aberrante de la prolifération ou de la mort cellulaire.

Les travaux détaillés ici visent a élucider de nouveaux mécanismes par lesquels
les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) parviennent a moduler I’'apoptose

dans différents types cellulaires.

7.1. L’apoptose

L’apoptose est une forme de mort cellulaire organisée ou, par opposition a la
nécrose, de I'’énergie est investie afin de détruire de fagon systématique les
différentes composantes cellulaires et les emmagasiner dans des « corps
apoptotiques » facilement phagocytables sans réaction inflammatoire associée.
Le tout est exécuté selon une séquence d’évenements débutant généralement par

une contraction de la cellule et une condensation de sa chromatine, suivi d’un



bourgeonnement extensif de la membrane plasmique (blebbing) culminant en une
fragmentation complete de la cellule et de son noyau (Elmore, 2007). La figure 7.1
présente la progression d’un processus apoptotique dans des cellules

adhérentes, tel que visualisé en microscopie a champ clair.

FIGURE 7.1 : Cinétique et morphologie du processus apoptotique
Microscopie a champ clair de cellules HelLa traitées a la staurosporine, un
inhibiteur de protéines kinases induisant I'apoptose (Chae et al., 2000).
Initialement étalées sur la surface de culture, les cellules se contractent puis se
fragmentent, libérant des corps apoptotiques dans le milieu de culture. La durée
du processus peut varier de quelques heures a quelques jours, selon la nature du
stimulus induisant le processus apoptotique et le type cellulaire étudié.

7.1.1. Mécanismes initiateurs et effecteurs

7.1.1.1. Voie commune effectrice

Il est généralement admis que la morphologie classique de I'apoptose est le
résultat de I'activité des caspases 3, 6 et 7 dites « exécutrices ». Les caspases
(Cystein ASPartyl-specific proteASE) sont des protéases exprimées sous forme de
zymogene et devant donc étre préalablement activées. Cette activation se fera
via la voie extrinseque ou intrinseque, dépendamment de la nature du stimulus
initial. Dans les deux cas, les caspases exécutrices activées cliveront des
substrats spécifiques, incluant les filaments d’actine (induisant une
désorganisation du cytosquelette), la lamine nucléaire (induisant la contraction et

la fragmentation du noyau), I'inhibiteur iCAD (permettant la translocation nucléaire



de I'endonucléase CAD induisant une fragmentation inter-nucléosomale de I’ADN)
et la poly(ADP ribose) polymérase, PARP (normalement impliquée dans la
réparation de ’ADN) (Elmore, 2007). Ensemble, ces phénomenes généreront les

caractéristiques morphologiques habituellement associées a I'apoptose.

D’autres mécanismes permettant d’effectuer une « mort cellulaire programmeée »
indépendamment de I’activité des caspases exécutrices ont également été décrits
et incluent la translocation nucléaire d’AlF et de I’endo G, de méme que la voie de
la granzyme A (Elmore, 2007; Meier & Vousden, 2007). Ces phénomeénes, tout
comme les processus distincts d’autophagie et de « nécrose programmeée », sont

de plus en plus étudiés, mais ne seront toutefois pas discutés davantage ici.

7.1.1.2. Voie extrinséque

La voie extrinseque décrit I'activation des caspases exécutrices suite a un
stimulus externe. Elle est initiée par I'activation de membres de la famille des
récepteurs de TNF nommeés « récepteurs de la mort ». Les récepteurs de la mort
sont des protéines transmembranaires possédant, dans leur portion cytosolique,
des domaines DD (Death Domain) permettant I'assemblage du complexe DISC
(Death-Inducing Signaling Complex) comprenant des protéines adaptatrices et
plusieurs molécules de pro-caspase 8 ou 10. La formation du DISC permet la
dimérisation, I'activation, le trans-clivage puis le relargage des caspases qui le
composent. Une fois activées, les caspases 8 et 10 peuvent cliver et activer a
leur tour la caspase 3 et ainsi initier le processus apoptotique (Alberts et al., 2007;
Boucher & Denault, 2012).
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FIGURE 7.2 : Activation de la voie extrinséque par les récepteurs de la mort
Le ligand Fas est une protéine transmembranaire exprimée a la membrane
plasmique de certains leucocytes. Afin d’induire I'apoptose, le ligand Fas se lie a
son récepteur trimérique sur la cellule cible et entraine le recrutement de la
protéine adaptatrice FADD et de pro-caspases. Le DISC est alors assemblé et
permet I'activation des pro-caspases initiatrices 8 ou 10 qui iront a leur tour
activer les caspases exécutrices (Schleich et al., 2012).

La voie extrinseque est principalement exploitée par les cellules du systeme
immunitaire, notamment certains lymphocytes T, les cellules NK, les macrophages
et les cellules dendritiques. Ces différents acteurs expriment des ligands de
récepteurs de la mort comme le TNF, FasL ou TRAIL et peuvent déclencher une
réponse apoptotique dans les cellules ciblées lors, par exemple, de la détection

d’une infection (Sayers, 2011).

Différents membres de la famille des récepteurs de TNF autres que les récepteurs
de la mort modulent également a la sensibilité de la voie extrinséque. Les decoy
receptors possedent un domaine de liaison au ligand sans domaine DD et
compétitionnent ainsi avec les récepteurs de la mort pour la liaison d’un ligand
sans toutefois étre apte a induire la formation du DISC et I'initiation de I'apoptose
(Alberts et al., 2007). Certains récepteurs peuvent quant a eux lier des protéines

TRAF (TNFR-Associated Factor) via un domaine conservé et activer d’autres voies



de signalisation, notamment les MAP kinases et la voie NFkB (Chaudhari et al.,
2006) qui sera discutée plus loin. Globalement, le couple récepteur-ligand, la
localisation du complexe (p. ex. internalisé vs a la membrane plasmique) et
I’expression relative de différents partenaires protéiques a toutes les étapes
signalétiques sont autant de facteurs influencant [I'issue de [I'activation

réceptorielle (Boucher & Denault, 2012).

7.1.1.3. Voie intrinseque

La voie intrinséque décrit I'activation des caspases exécutrices par la cellule en
réponse a la détection d’un probleme interne quelconque (dommage a I’ADN,
déplétion en nutriments, déplétion en oxygene, retrait de signaux de survie, etc.).
L’activation de cette voie est caractérisée par la libération cytosolique de
protéines normalement séquestrées dans I'espace inter-membranaire
mitochondrial, notamment le cytochrome c. Au cytosol, le cytochrome ¢ permet
I’assemblage d’un complexe nommé apoptosome qui, a I'instar du DISC pour la
voie extrinseque, permet le recrutement et I'activation de caspases initiatrices (ici,

la caspase 9) (Sayers, 2011).
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FIGURE 7.3 : Formation de I’apoptosome

L’apoptosome est un complexe constitué de sept molécules d’Apafl, de
cytochrome c et de pro-caspase 9 et permettant leur activation. Le cytochrome ¢
est requis pour l'assemblage de I'apoptosome et est libéré de I'espace
intermembranaire mitochondrial lors de I'activation de la voie intrinseque.

La relache de cytochrome c¢ au cytosol dépend d’une perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe par des protéines appartenant a la famille des
protéines Bcl-2. Le tableau 7.1 présente différents membres de la famille Bcl-2
divisés en trois catégories : les protéines Bcl-2 pro-apoptotiques, les protéines
Bcl-2 anti-apoptotiques et les protéines Bcl-2 a domaine BH3 uniquement. Les
protéines pro-apoptotiques (BAX, BAK et BOK) semblent responsables de la
perméabilisation de la membrane, possiblement suite a une oligomérisation (bien
que ce modele demeure controversé et que d’autres mécanismes aient également
été proposés) (Danial, 2007). En temps normal, ces protéines sont toutefois
séquestrées par les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL)
qui interférent avec leur oligomérisation. L’activation de protéines a domaine BH3
uniquement (BAD, BID) permet toutefois d’inhiber I'action des protéines anti-

apoptotiques en compétitionnant avec BAX, BAK et BOK pour leur liaison, libérant



ainsi les protéines pro-apoptotiques et permettant leur oligomérisation et la
perméabilisation subséquente de la membrane mitochondriale (Tait & Green,
2010).

Protéines ayant

Protéines Bcl-2 Protéines Bcl-2 uniguement un
pro-apoptotiques anti-apoptotiques :
domaine BH3
BOK Bcl-2 Bcl-Rambo
BAK Bcl-xL Bcl-G
BAX Bcl-B BIM
Bcl-xS Bcl-w BID
BFL-1 PUMA
MCL-1 BMF
Al BAD
BOO BIK
HRK
NOXA
SPIKE

TABLEAU 7.1 : Classification des membres de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 possedent toutes un domaine BH3 et sont
classifiées selon leur effet sur I'apoptose et selon la présence de domaines
supplémentaires (ex : BH1, BH2, BH4, TM). Les protéines en caracteres gras
représentent les membres les plus étudiés (Strasser, 2005; Danial, 2007).

L’équilibre entre les différentes familles de protéines Bcl-2 a la surface de la
mitochondrie déterminera donc du sort de la cellule en permettant ou non le
relargage du contenu inter-membranaire au cytosol. Chacun des membres de la
famille Bcl-2 sera régulé individuellement par différentes voies de signalisation.
Ainsi, par exemple, une activation de la protéine kinase Akt entraine une
phosphorylation de BAD et sa séquestration au cytosol par la protéine 14-3-3,
alors que BIM sera activée lors de stress au réticulum endoplasmique et NOXA et
PUMA seront surexprimées lors de la détection de dommages a ’ADN (Meier &
Vousden, 2007). Cette organisation permet donc l'intégration, a la surface de la
mitochondrie, de signaux provenant de pratiquement tous les systemes

cellulaires.
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FIGURE 7.4 : Interaction entre les membres de la famille des protéines Bcl-2
Le mécanisme de perméabilisation de la mitochondrie par les protéines de la
famille Bcl-2 n’est pas encore élucidé. Le modele le plus en vogue propose que
les membres pro-apoptotiques s’oligomériseraient pour former un pore
permettant la translocation cytosolique du cytochrome c. Ces protéines seraient
inhibées par les membres anti-apoptotiques eux-mémes sous le contréle des
membres ne possédant qu’un domaine BH3.

Outre le cytochrome c, l'espace inter-membranaire mitochondrial contient
plusieurs autres protéines contribuant également au processus de mort cellulaire.
SMAC (Second Mitochondrial Activator of Caspases) est un inhibiteur puissant
des IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein). Son relargage au cytosol suite a la
perméabilisation mitochondriale potentialise grandement la réponse apoptotique.
AIF et 'endo G sont deux autres facteurs également relachés par la mitochondrie
et sont aptes a induire une apoptose indépendamment de l'activité caspase,
grace a leur action directe sur I’ADN. Finalement, la perméabilisation elle-méme
entraine une perte du potentiel mitochondrial interférant avec la production d’ATP
par la chaine de transport des électrons. Ceci résulte en une déplétion
énergétique pouvant entrainer une nécrose secondaire si le processus

apoptotique n’est pas complété dans un délai raisonnable.



7.1.1.4. FEtapes partagées

Si une distinction franche entre les voies intrinseque et extrinseque est utile pour
vulgariser les étapes menant au déclenchement du processus apoptotique, il est
maintenant convenu que cette division est plutét artificielle et qu’en réalité, les
deux voies contribuent généralement simultanément au processus,
indépendamment de par quelle voie il a été initialement enclenché. Certaines
étapes signalétiques contribuent spécifiquement a cette coopérativité entre les
deux voies. Ainsi, 'activation de la caspase 8, dans la voie extrinseéque, entraine
un clivage de la protéine cytosolique BID (protéine a domaine BH3 uniquement)
qui transloque a la membrane mitochondriale et contribue a sa perméabilisation,
activant ainsi la voie intrinséque (Elmore, 2007). A l'inverse, la caspase 6 (une
caspase exécutrice pouvant étre activée tant par la voie extrinseque
qu’intrinséque) peut cliver et stabiliser la forme active de la caspase 8 (Boucher &
Denault, 2012).
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FIGURE 7.5 : Initiation et exécution de I’apoptose

Les voies extrinseque et intrinséque constituent deux cascades inter-reliées par
lesquelles I'apoptose peut étre initiée. La voie extrinseque culmine en I’activation
de la caspase 8 (ou 10) par le DISC (illustré ici avec le récepteur Fas), alors que la
voie intrinséque culmine en I'activation de la caspase 9 par I'apoptosome. La
relache cytosolique de différents facteurs mitochondriaux dans la voie intrinseque
permet également I'’exécution d’'un processus apoptotique indépendant de
I’activité caspase. L’expression relative de chacune des protéines mentionnées
ici est propre a chaque type cellulaire. Les protéines identifiées en orange sont
généralement pro-apoptotiques, alors que celles identifiées en vert sont plutot

anti-apoptotiques.
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Mentionnons en terminant que dans certaines situations, les voies intrinseque et
extrinseque peuvent étre complétement outrepassées. Un des exemples les
mieux compris se produit lors de I’'attaque d’une cellule ciblée par un lymphocyte
T cytotoxique ou le lymphocyte peut sécréter une protéine nommeée perforine. La
perforine est une protéine transmembranaire formant un pore dans la cellule cible
et permettant I'incorporation d’enzymes fournies par le lymphocyte, incluant la
granzyme B qui est suffisante pour activer les caspases exécutrices directement.
(Elmore, 2007).

Combinées a la découverte de mécanismes permettant |'exécution d’une
apoptose indépendante de I'activité caspase (Kroemer & Martin, 2005), ces
observations témoignent de la complexité et de la redondance qui caractérisent

les voies apoptotiques.

7.1.2. Mécanismes régulateurs

Chacun des membres des cascades de signalisation apoptotique peut étre régulé
de facon indépendante et spécifigue. Au niveau de la voie intrinséque, deux
facteurs de transcription sont particulierement impliqués dans le contrble de la
balance entre les différentes composantes : p53, dit « gardien du génome » (Lane,

1992) et NFkB, un acteur central de la réponse inflammatoire (Karin & Lin, 2002).

7.1.2.1. Voie p53

La protéine p53 n’est que tres faiblement exprimée dans des cellules saines. Bien
que sa synthese semble relativement soutenue, p53 est immédiatement poly-
ubiquitinylée par la E3-ligase Mdm2 (Mouse Double Minute protein 2) entrainant
sa dégradation protéasomale subséquente (Kruse & Gu, 2009). En situation de
stress cellulaire (comme lors de la détection de dommages a I’ADN), différentes
kinases dont ATM, ATR, DNA-PK et Chk1/Chk2 phosphorylent p53 sur ses
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sérines 15 et 20, interférant avec [linteraction p53-Mdm2 et empéchant
I’'ubiquitinylation de la protéine. Le résultat de ces processus est une stabilisation
de p53 et son accumulation nucléaire. Au noyau, p53 agit comme facteur de
transcription pour différentes protéines impliquées dans le contréle du cycle
cellulaire et dans le processus de réparation de I’ADN. Initialement, une activation
de p53 entrainera I'’expression de p21 induisant un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 et empéchant la progression vers la phase S afin de permettre une
réparation des dommages détectés. Si les dommages persistent et que p53
continue de s’accumuler, le programme transcriptionnel déviera vers des cibles
distinctes incluant les protéines de la voie intrinseque PUMA et NOXA qui

déplaceront I’équilibre mitochondrial vers I'apoptose (Danial, 2007).

La stabilité de p53 est modulée par I'activité de Mdm2, elle-méme régulée par la
protéine ARF qui la séquestre et empéche son interaction avec p53 (Kruse & Gu,
2009). L’expression de ARF est normalement tres faible, mais peut étre
augmentée de maniere importante par différents stress oncogéniques (p. ex. lors
d’une activation des ERK) via I'activation de ses facteurs de transcription Myc et
E2F. Une activité plus faible de Mdm2 résulte en une mono-ubiquitinylation de
p53 qui, au lieu de diriger la protéine vers la dégradation protéasomale, entraine
plutdt sa translocation cytoplasmique. A I’extérieur du noyau, p53 peut exécuter
des fonctions indépendantes de son activité transcriptionnelle, incluant la
séquestration des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bcel-xL)
de méme que la protection de BAK contre son inhibiteur MCL-1. Au final, la
présence de p53 au cytoplasme promouvoit I'apoptose de fagon importante
(Green & Kroemer, 2009).
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FIGURE 7.6 : Régulation et réle de p53

L’expression de p53 entraine I'arrét du cycle cellulaire (via I'induction de p21) et, si
prolongée, I'apoptose via la transcription de PUMA et NOXA, deux protéines de la
voie intrinseque. La stabilité de p53 est régulée par la E3-ligase Mdm2 qui, a forte
expression, induit sa poly-ubiquitinylation et sa dégradation protéasomale. La
détection de dommages a ’ADN entraine une phosphorylation de p53 qui la
protege de Mdm2. Mdm2 peut également étre séquestrée par la protéine Arf
contrélée par les facteurs mitogéniques Myc et E2F. Lorsque les niveaux de
Mdm2 diminuent, la poly-ubiquitinylation de p53 fait place a une mono-
ubiquitinylation qui induit sa translocation cytosolique et permet des actions pro-
apoptotiques indépendantes de la transcription (notamment la séquestration de
Bcl-2 et Bel-xL et la protection de BAK). Ces mécanismes se coordonnent pour
maintenir I'intégrité du génome en permettant la réparation des cellules
endommagées et en déclenchant le processus apoptotique si les dommages sont
jugés irréparables. Les protéines identifiées en orange sont généralement pro-
apoptotiques, alors que celles identifiées en vert sont plutdt anti-apoptotiques.
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Le role central de p53 dans le contréle du cycle cellulaire et de I'apoptose est
illustré de fagon remarquable par I'observation de mutations entrainant sa
dysfonction dans plus de 50% des cancers (Kruse & Gu, 2009). En étant au
carrefour entre la vie et la mort, p53 contréle non-seulement la destinée de la

cellule qui I’exprime, mais également celle de I'organisme dont il fait partie.

7.1.2.2. Voie NFKB

NFkB (Nuclear Factor k B) est un facteur de transcription activé en réponse a
différents stimuli inflammatoires, tels des cytokines, des agents oxydants ou la
reconnaissance d’antigenes. Le facteur actif est un hétéro-dimere de deux
protéines, soit RelA/p65 et p50 (un complexe désigné canonique) ou RelB et p52
(un complexe désigné non-canonique). Les deux complexes induiront la
transcription de différents genes codant pour des cytokines, chemokines,
récepteurs (dont IL-2, IL-6, IL-8, TNFa et le TCR), enzymes (5-lipoxygenase, COX-
2), protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (dont Bcl-2 et Bcl-xL) de méme
que XIAP (Sarkar et al., 2008; Solt & May, 2008). En général, I'effet final d’'une
activation de NFkB est une protection de la cellule contre les processus
apoptotiques — une propriété d’ailleurs exploitée par plusieurs cancers (Sethi et
al., 2008).

A I’état normal, les complexes NFkB sont séquestrés au cytosol par des membres
de la famille IkB, dont le plus étudié est IkBa. Pour activer la voie NFkB
canonique, un stimulus cellulaire doit entrainer la phosphorylation, puis la poly-
ubiquitinylation K48 d’lkBa et diriger ainsi cette protéine vers la dégradation
protéasomale. La dissociation d’lkBa du complexe NFkB libere un signal de
localisation nucléaire permettant a ce dernier de transloquer au noyau et d’activer
la transcription des genes ciblés (Solt & May, 2008). Pour activer la voie non-
canonique, un stimulus cellulaire doit plutét entrainer le clivage de p100 en p52. A

’état basal, non-seulement I'expression de p52 est-elle tres faible, mais le
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précurseur p100 a également une fonction similaire a IkBa et séquestre RelB au
cytosol, réprimant donc doublement I'activité du complexe non-canonique (S.-C.
Sun, 2011).

Des récepteurs distincts meneront a une activation de NFkB via des voies de
signalisation distinctes. Certains récepteurs favoriseront une activation canonique
(p. ex. TLR, TNFR, TCR), alors que d’autres favoriseront une activation non-
canonique (p. ex. RANK, CD40, LTBR). Dans tous les cas, ces divers mécanismes
convergeront vers [I'activation du complexe IKK (/kB Kinase), la kinase
responsable de la phosphorylation menant a 'ubiquitinylation puis la dégradation
d’lIkB, de méme qu’au clivage de p100 en p52 (S.-C. Sun, 2011). Le complexe
IKK est constitué de deux sous-unités catalytiques (IKKa et IKKpB) et d’une sous-
unité régulatrice (NEMO, NFkB Essential MOdulator). Afin d’étre actif, 'une des
sous-unités catalytiques doit étre phosphorylée (IKKB par TAK1 dans la voie
canonique ou IKKa par NIK dans la voie non-canonique) (Solt & May, 2008) et
NEMO doit subir une poly-ubiquitinylation K63 par TRAF6 (pour la voie canonique)
(Fraser, 2008). La figure 7.7 présente un résumé schématique de la régulation de
NFkB a partir d’IKK.
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FIGURE 7.7 : Régulation de NFkB par le complexe IKK

Le facteur de transcription NFKB controle I'expression de différentes protéines
globalement anti-apoptotiques. NFkB est séquestré au cytosol par IkB dont la
stabilité est régulée par le complexe IKK. Les protéines identifiées en orange sont
généralement pro-apoptotiques, alors que celles identifiées en vert sont plutot
anti-apoptotiques.

En amont du complexe IKK, les mécanismes menant a I'activation de NFkB se
multiplient de fagon impressionnante. Dans le cadre de nos travaux, le réle des
TRAF (TNF Receptor-Associated Factor) mérite une attention particuliere. Six
protéines, nommées TRAF1 a TRAF6, font partie de cette famille dont la

caractéristique principale est la présence d’'un domaine TRAF C-terminal médiant
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diverses interactions protéiques. A I'exception de TRAF1, tous les membres
possedent également un domaine RING N-terminal suivi de plusieurs domaines
« doigt de zinc » conférant, ensemble, une activité E3 ubiquitine-ligase (Chen,
2005). Le modele actuel propose que, suite a une stimulation réceptorielle,
TRAF2 et/ou TRAF5 (dans le cas de la famille des récepteurs de TNF) ou TRAF6
(dans le cas de IL-1R ou des GPCR de LPA) sont recrutés dans un complexe
oligomérique au niveau du récepteur qui active leur fonction ligase et entraine leur
auto-poly-ubiquitinylation K63. La chaine d’ubiquitine est alors reconnue par
différentes protéines, notamment TAB2 (TAK1 Binding protein 2) qui s’associera
au TRAF et lui présentera son partenaire TAK1 (TGF-B-Activated Kinase 1). TAK1
sera ensuite poly-ubiquitinylée K63 par le TRAF, ce qui activera la kinase et lui
permettra de phosphoryler IKKB, menant, ultimement, a I'activation de la voie
canonique de NFkB (Chen, 2005; W. Sun & Yang, 2010). La figure 7.8 illustre

I’activation du complexe IKK par les TRAFs.
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FIGURE 7.8 : Régulation du complexe IKK par les TRAFs

Les TRAFS sont activés suite a une stimulation réceptorielle qui permet leur auto-
poly-ubiquitinylation K63. Les chaines d’ubiquitine permettent le recrutement de
kinases qui, une fois ubiquitinylées a leur tour, pourront activer le complexe IKK

en le phosphorylant.

En plus d’activer IKK, la kinase TAK1 peut activer les

cascades de MAPK p38 et JNK favorisant toutes deux I'apoptose. La balance
entre la signalisation de TAK1 vers les MAPK et NFkB peut étre régulée par

plusieurs facteurs incluant XIAP.

anti-apoptotiques.

Les protéines identifiées en orange sont
généralement pro-apoptotiques, alors que celles identifiées en vert sont plutot
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La protéine TAK1 activée peut également phosphoryler et activer d’autres
substrats, dont la MAP kinase kinase MKK6 contrélant JNK et p38 (Chen, 2005).
Tout comme NFkB, les cascades JNK et p38 contribuent a la réponse cellulaire a
différents stress, mais semblent plutét diriger la cellule vers la différenciation et/ou
I’apoptose (Keshet & Seger, 2010). Les voies NFkB, JNK et p38 seront activées
dans des proportions différentes selon le stimulus initial et le type cellulaire.
Plusieurs autres facteurs modulant cet équilibre ont également été identifiés et
incluent I'expression relative de TRAF2 par rapport a TRAF5, de méme que
I’inhibiteur de caspase XIAP (signalant vers JNK par une action sur TAK1, mais
dont la I'activité E3 ligase permet également 'activation de NFkB) (Resch et al.,
2009).

Ensemble, les différentes voies discutées plus haut établissent, a I'intérieur de la
cellule, un environnement plus au moins favorable a I’exécution du processus
apoptotique. Alors que les multiples systemes contrélés par p53 induiront, dans
différentes mesures, la production et I'activation de composantes nécessaires a
I’initiation et a I'’exécution de I'apoptose (BAX, PUMA, NOXA, p53 cytosolique,
etc.), d’autres signaux médiés par la voie NFkB induiront la production de
composantes qui augmenteront la tolérance cellulaire aux stimuli pro-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, IAPs, etc.). Comme la discussion précédente le
démontre, toutes ces protéines sont intégrées dans des réseaux de signalisation
d’une complexité et d’une redondance remarquables, probablement justifiées par

les conséquences dramatiques qu’une dérégulation de I’'apoptose peut entrainer.

7.1.3. Roles physiologiques

Au sein de I'organisme normal, I'apoptose répond a plusieurs besoins distincts
(Elmore, 2007). Dans I'embryon, le développement des systémes nerveux et
immunitaire passe par la production d’'un nombre important de cellules qui sont

progressivement éliminées par apoptose afin de ne conserver que celles ayant
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atteint un niveau de fonctionnalité adéquat au sein du systeme. Plus tard, chez
I’enfant et ’adulte, 'apoptose permet de gérer les différentes populations clonales
du systeme immunitaire lors d’infections. L’apoptose est nécessaire au
remodelage des tissus cicatriciels, a I'atrésie du follicule post-ovulatoire chez la
femme en age de procréer et a I'atrophie de la glande mammaire chez la femme
cessant l'allaitement. Tout au long de la vie, I'apoptose permet d’éliminer les
cellules endommageées tant par des insultes infectieuses, chimiques ou physiques
que par des anomalies génétiques aléatoires apparaissant au fil des divisions

cellulaires.

Le processus apoptotique sera déclenché par des voies différentes
dépendamment de la «raison » pour laquelle 'apoptose est nécessaire. Ainsi,
I’lhoméostasie du systeme immunitaire dépendra surtout de la voie extrinseque,
alors que le maintien de I'intégrité génomique sera plutét médié par la voie
intrinséque. Tel que discuté plus haut, les deux voies sont intimement reliées et la
susceptibilité d’une cellule a entrer en apoptose sera différente selon qu’elle
réside a I'intérieur d’un tissu sain a renouvellement rapide (comme une muqueuse)
ou a l'intérieur d’un processus inflammatoire ou ischémique dans un tissu non-

renouvelable (comme le muscle cardiaque ou le cerveau).

7.1.4. Roles pathologiques

Il est maintenant apprécié que I'apoptose est impliquée, a un niveau ou a un
autre, dans la majorité des processus pathologiques (Elmore, 2007). Pour deux
classes générales d’affections médicales, le rdle de [I'apoptose est

particulierement intéressant dans le contexte des travaux présentés ici.
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7.1.4.1. Cancer

Le cancer est un état de prolifération cellulaire soutenu avec invasion des tissus
adjacents et colonisation des tissus éloignés par un processus de métastatisation.
Bien que plusieurs anomalies simultanées soient nécessaires a la genése d’un
phénotype cancéreux, |I'évasion de I'apoptose est une condition sine qua non
(Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011). Plusieurs stratégies
employées par les cellules cancéreuses ont été rapportées. Parmi les mieux
comprises, notons la perte de fonctionnalité de p53 (rendant la cellule insensible
aux dommages génomiques accumulés au fil des divisions cellulaires) (Hanahan &
Weinberg, 2011) et la surexpression de Bcl-2 (protégeant de facon générale

contre tous les stimuli tentant d’activer la voie intrinséque) (EImore, 2007).

Le traitement du cancer est un défi de taille ou I'intervention doit non-seulement
étre efficace pour éliminer completement les cellules cancéreuses, mais
également suffisamment spécifique au cancer pour épargner les cellules saines
des autres tissus. Classiquement, la spécificité est obtenue soit en ciblant
physiquement les cellules cancéreuses (p. ex. en enlevant chirurgicalement la
tumeur ou en la visant directement au moyen de radiothérapie), soit en
administrant de facon systémique un agent ciblant la prolifération cellulaire (p. ex.
en endommageant ’ADN, en interférant avec le cytosquelette ou en inhibant la
production de métabolites essentiels). Si la prolifération est effectivement une
caractéristique commune a tous les cancers, les chimiothérapies ciblant la
prolifération dépendent généralement du processus apoptotique pour induire leur
toxicité — processus auquel la majorité des cancers sont également résistants. La
cisplatine, par exemple, agit en générant des dommages a I’ADN détectés par
p53. Conséquemment, la fonctionnalité de p53 est un fort prédicteur de la
réponse a ce traitement et plusieurs cancers y sont résistants (ou le deviennent

apres quelques cycles) (Kdberle et al., 2010).
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L’avancement important des connaissances quant aux mécanismes régulateurs
de I'apoptose permet maintenant le développement d’agents agissant en aval des
anomalies rencontrées dans la plupart des cellules tumorales. Beaucoup d’espoir
repose aujourd’hui sur des molécules agissant de maniére analogue aux protéines
a domaine BH3 uniquement ou a des mimétiques de SMAC qui permettraient
d’activer des étapes de la cascade initiatrice de I"'apoptose beaucoup plus proche
de l'activation des caspases que les stratégies actuelles agissant sur I’ADN ou
différents métabolites (Cotter, 2009). Dans tous les cas, les cancers de différents
patients, méme s’ils originent du méme organe, sont extrémement diversifiés et la
personnalisation du traitement en fonction des anomalies moléculaires présentées
par chaque cancer représente une autre approche prometteuse reposant, elle
aussi, sur une meilleure compréhension des mécanismes régulant I'initiation et

I’exécution de I'apoptose (ASCO, 2011).

7.1.4.2. Ischémie

L’'ischémie est un état pathologique dans lequel I'apport sanguin est insuffisant
pour subvenir aux besoins du tissu affecté. Deux exemples cliniques fréquents
sont linfarctus du myocarde et l'accident vasculaire cérébral, tous deux
généralement secondaires a I'occlusion d’un vaisseau sanguin par un thrombus.
Si lischémie soutenue était classiquement associée a une mort cellulaire
nécrotique, de plus en plus d’évidences supportent un réle important et sous-
estimé de I'apoptose dans le processus. Une hypothése avancée serait que
I’hypoxie pourrait induire des lésions enclenchant un processus apoptotique qui
serait exécuté lors du retour énergétique suite a la reperfusion (Freude et al.,
2000). La nécrose surviendrait dans les cellules incapables de mener I'apotose a
terme, probablement lorsque la déplétion énergétique est trop sévere. Différents
traitements expérimentaux ciblant notamment les caspases et les protéines de la
famille Bcl-2 ont déja démontré une certaine efficacité dans la réduction des

conséquences fonctionnelles de l'infarctus et témoignent certainement de la
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contribution sous-estimée de [I'apoptose a cette classe de pathologies
(Hochhauser et al., 2003; Elmore, 2007).

Apoptose
Facteurs Facteurs
anti-apoptotiques pro-apoptotiques Remodelage
Cancer — Homéostasie tissulaire normale —_— 9
ischémique

FIGURE 7.9 : Implications pathologiques de I’'apoptose

L’apoptose est nécessaire au maintien de I’homéostasie tissulaire. Tant son
insuffisance que son excés peuvent contribuer a différents processus
pathologiques.

Tant par son insuffisance (comme dans le cancer) que par son exces (comme
dans I'ischémie), 'apoptose est un processus impliqué dans plusieurs pathologies
humaines. Si cette notion permet aujourd’hui d’envisager I'usage de modulateurs
des voies apoptotiques comme traitement adjuvant aux thérapies classiques,
beaucoup reste encore a faire avant de comprendre avec précision quelles voies
sont spécifiquement responsables de I'apoptose au sein de chaque pathologie et,
de facon plus globale, quels facteurs et mécanismes en permettent la

coordination au niveau tissulaire et systémique.

7.2. Les prostanoides

Les prostanoides constituent une famille de médiateurs lipidiques dérivés de
I’acide arachidonique et agissants comme autacoides. Sécrétés par pratiquement
toutes les cellules du corps humain, ils contribuent a la synchronisation locale de
phénotypes aussi divers que la vasoconstriction, I'inflammation et les contractions

utérines (Narumiya, 2009).
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7.2.1. Synthése

Les prostanoides ne sont pas emmagasinés dans la cellule, mais bien produits sur
demande par une cascade de réactions enzymatiques schématisée a la
figure 7.10 et dont I'étape limitante est la synthése de I’acide arachidonique
(Narumiya et al., 1999).

( Phospholipides membranaires )
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FIGURE 7.10 : Métabolites de I’acide arachidonique

Les prostanoides sont issus de la conversion de I’'acide arachidonique par I’action
séquentielle des cyclo-oxygénases (COX) et de différentes synthétases. Chacun
de ces métabolites posseéde des propriétés biologiques distinctes et agit sur
différents récepteurs. Les lipoxygénases (LOXs) et le cytochrome P450 (CYP)
constituent deux autres classes d’enzymes pouvant générer des métabolites
actifs. L’acide arachidonique peut également étre dégradé de facon non-
enzymatique par des attaques de radicaux libres entrainant la formation
d’isoprostanes.

L’acide arachidonique est produit par la famille des phospholipases A, (PLA,) a
partir de phospholipides membranaires (notamment le phosphatidylcholine et le

phosphatidyléthanolamine). Suite a sa synthése, ce produit est immédiatement
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métabolisé soit par les cyclo-oxygénases (COX) (menant aux prostanoides), soit
par les lipoxygénases (LOXs) (menant aux leukotrienes), soit par le cytochrome
P450 (menant vers, entre autres, I'acide époxyéicosatrienoique (EET)), soit de
facon non-enzymatique par des attaques aux radicaux libres (menant aux

isoprostanes) (Brunton et al., 2005).

Dans la voie des prostanoides, la COX transforme I’'acide arachidonique d’abord
en prostaglandine (PG) G, grace a son activité cyclo-oxygénase, puis en PGH,
grace a son activité hydro-peroxydase. Ce produit est ensuite transféré a une
synthétase qui produira le prostanoide final (PGD,, PGE,, PGF,, PGI, ou
thromboxane A, (TXA,). L’expression des différentes synthétases et leur
couplage aux isoformes de la COX est relativement spécifique, permettant ainsi la
production préférentielle d’un ou deux prostanoides majeurs pour chaque type
cellulaire. Ainsi, les plaquettes produisent surtout du TXA, dérivé de la COX-1,
alors que les macrophages activés produisent plutét de la PGE, et du TXA,
dérivés de la COX-2 (Brunton et al., 2005). De cette facon, les prostanoides
permettent la transmission de messages chimiques entre les différentes cellules
avoisinantes en réponse a différents stimuli et coordonnent ainsi le phénotype au

niveau tissulaire (Narumiya, 2009).

7.2.2. Les prostanoides comme cibles thérapeutiques

La synthése des prostanoides est ciblée pharmacologiquement dans le traitement
de plusieurs pathologies. Spécifiquement, des inhibiteurs des COX sont efficaces
comme anti-inflammatoires (p. ex. ibuprofene, naproxene, célécoxib), de méme
que comme tocolytiques (p. ex. indométacine). A faible dose, I'acide acétyl-
salicylique, un autre inhibiteur de COX, est utilisé comme agent anti-plaquettaire
en prévention secondaire de la maladie coronarienne athérosclérotique. Des
analogues de prostaglandines peuvent également étre administrés directement

pour maintenir la circulation sanguine chez des nouveau-nés atteints de
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malformations cardiaques (p. ex. alprostadil ou comme agents accélérant la
maturation du col de I'utérus lors de procédures d’induction du travail obstétrical

(p- ex. misoprostol, dinoprostone) (Kliegman et al., 2005; DeCherney et al., 2006).

Plusieurs évidences épidémiologiques recueillies auprés de patients atteints de
maladies inflammatoires chroniques suggérent que I'usage a long terme d’anti-
inflammatoires non-stéroidiens, dont la cible la mieux comprise constitue
inhibition des COX, pourrait réduire I'incidence de certaines néoplasies
colorectales, oesophagiennes, pulmonaires et vésicales (D. Wang & Dubois,
2006). Ces observations ont déclenché un intérét considérable dans l'usage
d’inhibiteurs de COX en prévention primaire du cancer de méme que comme
adjuvants aux chimiothérapies conventionnelles. Il est maintenant apprécié que
I’équilibre des prostaglandines est visiblement modifié dans plusieurs tumeurs et
que la PGE, et le TXA, sont fréquemment augmentés, alors que la PGl, tend plutot
a étre réprimée (D. Wang & Dubois, 2006; Cathcart et al., 2010; Ekambaram et al.,
2011). Malheureusement, I'inhibition a long terme des COXs est associée a un
profil d’effets secondaires inacceptables (notamment une toxicité gastro-
intestinale pour les inhibiteurs non-sélectifs et une augmentation des incidents
cardiovasculaires pour les inhibiteurs sélectifs a COX-2) qui, combiné a un
bénéfice clinique mince ou inexistant, a grandement diminué I'utilité clinique réelle
de cette classe de médicaments malgré une rationnelle théorique solide
(Lilenbaum et al., 2006; Khan & Lee, 2011). Il est espéré qu’une inhibition plus
sélective des prostanoides spécifiquement en cause dans le phénotype pro-
cancéreux permettra éventuellement d’améliorer |'efficacité des traitements anti-
cancéreux sans induire d’avantage d’effets secondaires. Par ailleurs, si les
prostanoides et les leukotrienes sont les métabolites de I’acide arachidonique les
mieux compris, des fonctions biologiques pour les isoprostanes et I’'EET, autrefois
considérés comme des métabolites inactifs, commencent a émerger et pourraient
fournir des cibles additionnelles pour des interventions pharmacologiques
(Comporti et al., 2008).
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7.3. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les métabolites de I'acide arachidonique semblent agir via des récepteurs
appartenant a la famille de récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Les
GPCR constituent la plus grande classe de récepteurs membranaires avec 1200-
1300 membres chez I’humain occupant ainsi 3-4% du génome (Tuteja, 2009).
Ces récepteurs peuvent détecter des signaux aussi divers que la lumiere, des
odeurs ou des hormones et, en réponse, activer de multiples voies de

signalisation intra-cellulaire.

Les GPCR sont composés de sept domaines transmembranaires séparés par des
régions hydrophiles formant trois boucles extracellulaires et trois boucles
intracellulaires. Des domaines N- et C-terminaux hydrophiles complétent
finalement la structure. Ensemble, les domaines extracellulaires de méme que
I’intérieur de la cavité centrale formée par les domaines transmembranaires
servent a la reconnaissance du ligand. La liaison de ce dernier entraine des
changements conformationnels au niveau des domaines transmembranaires
induisant une réorganisation des domaines cytoplasmiques. Ceux-ci sont a leur
tour responsables de la liaison de partenaires intracellulaires dont I'activation
initiera la signalisation vers différents effecteurs plus ou moins spécifiques (Yeagle
& Albert, 2007). La figure 7.11 illustre la structure générale des GPCR.
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FIGURE 7.11 : Structure générale des GPCR

Les GPCR sont constitués de sept domaines transmembranaires reliés par trois
boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires. (A) Les extrémités N- et
C-terminales forment des domaines respectivement extra- et intracellulaires peu
structurés. Le récepteur est intégré aux membranes et permet la transduction
d’un signal détecté d’un c6té vers des effecteurs situés de I'autre. (B) Structure
crystalline de I'opsine (pdb 3DQB).

7.3.1. Mécanismes signalétiques

La signalisation des GPCR découle classiquement de I'activité des protéines G
hétéro-trimériques, bien que de nouvelles voies indépendantes des protéines G

soient maintenant caractérisées (Bockaert et al., 2010).

7.3.1.1. Signalisation classique par les protéines G

Les protéines G sont constituées de trois sous-unités identifiées a, B et y. A I'état
basal, la sous-unité a est liée a une molécule de GDP et associée avec P et y.
L’activation d’un GPCR entraine le recrutement des protéines G au récepteur et
cette liaison induit la dissociation du GDP lié a a. Ce GDP est immédiatement
remplacé par une molécule de GTP, dont la présence induit une séparation d’a du
couple By. Les deux complexes ainsi libres iront par la suite activer différents
effecteurs dont l'identité dépend de plusieurs facteurs incluant, entre autres,

I'isoforme de protéine G activée (Alberts et al., 2007).
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Différents isoformes de la sous-unité a ont été décrits et sont séparés en familles
selon les effecteurs qu’ils ciblent. Ainsi, a, entraine une activation de I'adénylyl
cyclase, alors qu’q; entraine une inhibition de la méme enzyme. L’adénylyl
cyclase est responsable de la conversion d’ATP en AMP cyclique, un co-facteur
essentiel a la fonction de plusieurs protéines, notamment PKA et le facteur de
transcription CREB. Les membres de la famille a,,,; activeront plutét la protéine
Rho et seront impliqués dans la réorganisation du cytosquelette via une action sur
I'actine. Finalement, la famille a, entrainera quant a elle une réponse calcique via
I’activation de la phospholipase CB (PLCPB) clivant le phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP,) membranaire en inositol triphosphate (IP;) et diacylglycérol
(DAG). L’IP, activera son récepteur a la surface du réticulum endoplasmique qui
permettra la sortie de calcium du réticulum vers le cytosol. Le DAG, de son cété,
activera d’autres effecteurs, dont la PKC, certains canaux cationiques de la famille
TRPC de méme que différentes composantes impliquées dans la synthese de
prostaglandines. Tout comme q,, le couple By semble egalement apte a activer
PLCB, quoi qu’avec une cinétique beaucoup plus lente. A I'instar des sous-unités
a, une quantité importante d’isoformes est observée pour les sous-unités 3 et v,
bien que les implications d’une telle diversité soient moins bien comprises. La
figure 7.12 résume de facon non-exhaustive certaines des cascades classiques

de signalisation médiée par les protéines G (Woehler & Ponimaskin, 2009).
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FIGURE 7.12 : Signalisation par les protéines G

Les GPCR peuvent activer différentes familles de protéines G modulant chacune
différents seconds messagers. Les seconds messagers sont a leur tour détectés
par des effecteurs qui seront responsables d’exécuter les fonctions cellulaires en
réponse a la stimulation réceptorielle. Les cascades présentées ici sont non-
exhaustives et ne témoignent pas de la signalisation croisée importante qui existe
entre les différentes voies.

Il est de plus en plus évident qu’'un seul GPCR peut étre couplé a plusieurs
isoformes de protéines G et ainsi signaler via plusieurs de leurs effecteurs. Les
facteurs déterminant la sélectivité du couplage sont encore mal compris, mais
semblent inclure la force et la cinétique du stimulus, la séquence primaire de la

portion cytoplasmique du GPCR, la localisation du récepteur activé (membrane
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plasmique vs réticulum endoplasmique vs endosomes, etc.), son compartiment
membranaire, la nature des autres récepteurs et protéines exprimés par la cellule,
I’lhomo- ou hétérodimérisation du GPCR et I'expression relative des différents
isoformes de protéines G (Woehler & Ponimaskin, 2009; Tuteja, 2009; Calebiro et
al., 2010).

7.3.1.2.  Signalisation indépendante des protéines G

Il est maintenant établi que la majorité des GPCR peut activer des cascades de
signalisation indépendamment de leur couplage aux protéines G. Cette propriété
semble étre conférée par la liaison du récepteur a différents partenaires qui
commencent maintenant a étre identifiés. Les plus connus appartiennent
probablement a la famille des arrestines, mais d’autres, incluant la calmoduline,
Homer, JAK2, NHERF2 et la sous-unité p85 de la PI3K ont également été décrits
(Ritter & Hall, 2009).

Les arrestines 1 et 4, dites « arrestines visuelles » sont principalement associées
aux photos-GPCR rhodopsine et opsines, respectivement, alors que les arrestines
2 et 3 (anciennement B-arrestines 1 et 2) dites « non-visuelles » sont davantage
sélectives pour les autres GPCR (V. V. Gurevich et al., 2008). Les arrestines
semblent étre en compétition avec les protéines G pour la liaison au GPCR. Le
modele classique propose que, suite a la liaison d’un ligand, les kinases GRK2 et
PIBK s’associent et transloquent du cytoplasme a la membrane plasmique ou
GRK2 phosphoryle le récepteur activé. La phosphorylation du récepteur favorise
son interaction avec les arrestines au détriment des protéines G. Les arrestines
sont alors recrutées au récepteur et entrainent une mono-ubiquitinylation du
récepteur de méme que son couplage a un complexe protéique permettant
I'internalisation du récepteur et son triage intracellulaire soit vers la dégradation
lysosomale, soit vers des endosomes préts a étre recyclés vers la membrane

plasmique au besoin (Barki-Harrington & Rockman, 2008). L’ensemble de ce
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phénoméne permet une désensibilisation de la réponse cellulaire au stimulus
initial en modulant la quantité de GPCR disponible a la surface, de méme que

I’affinité de chacun de ces GPCR pour ses protéines G.

Il est maintenant clair que le réle des arrestines dépasse toutefois largement cette
simple fonction d’internalisation (E. V. Gurevich & Gurevich, 2006). En outre, les
arrestines peuvent interagir avec plusieurs composantes des cascades de MAPK
ou elles semblent servir de plateforme d’échafaudage (p. ex. entre JNK3 et sa
MKK4 ASK1-map kinase kinase 4, ou entre ERK2 et c-Raf-1). Si en général cet
assemblage promeut la signalisation par ces voies, dans certaines circonstances,
’arrestine 3 peut demeurer en complexe avec ERK2 ou JNK3 aux endosomes et
empécher leur translocation nucléaire, inhibant ainsi la cascade (McDonald et al.,
2000). Pour le récepteur de la dopamine, I'arrestine 3 peut également lier la
kinase anti-apoptotique Akt/PKB et la désactiver en formant un complexe avec
son régulateur négatif PP2A (Beaulieu et al., 2005). L’arrestine est également un
répresseur de la voie NFKB. D’une part, I'arrestine 3 interagit directement avec
IkBa et empéche sa phosphorylation (H. Gao et al., 2004), d’autre part, les
arrestines 2 et 3 peuvent réprimer I'auto-ubiquitinylation de TRAF6 nécessaire a

I’activation du complexe IKK (voir figure 7.8) (Y. Wang et al., 2006).

En modulant simultanément la signalisation dans des cascades autrefois percues
comme distinctes (protéines G, PI3K, MAPK, NFkB), les arrestines permettent de
diversifier substantiellement les phénotypes secondaires a I'activation d’'un GPCR.
Par ailleurs, plusieurs études récentes ont démontré que différents ligands d’un
méme récepteur pouvaient activer les multiples voies de signalisation des GPCR
dans des proportions différentes. Cette observation a donnée naissance au
concept « d’agonisme biaisé » et appelé a une réévaluation de molécules autrefois
dites « antagonistes » qui présentent finalement une activité biologique dans
certaines voies non-conventionnelles non-investiguées a I'’époque, comme les
MAPK ou NFkB (Galandrin et al., 2007; Evans et al., 2010).
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7.3.2. Modulation de ’apoptose par les GPCR

De par la multitude de cascades signalétiques qu’ils peuvent influencer, les
phénotypes observables suite a la stimulation d’'un GPCR sont particulierement
diversifiés, allant de I'induction (ou la répression) de potentiels d’action dans des
neurones, au chimiotactisme des leukocytes, en passant par la sécrétion

d’hormones ou d’autacoides.

En rapport a I'apoptose, méme si sa modulation est un phénotype accepté de
plusieurs GPCR, ces derniers sont rarement mentionnés dans les discussions
portant sur les voies apoptotiques, car un mécanisme généralisable expliquant le
phénoméne n’a pas encore été établi. Pour quelques récepteurs, toutefois,

plusieurs études ont permis de comfirmer certains principes moléculaires.

7.3.2.1. Les récepteurs adrénergiques

La modulation de [I'apoptose par les récepteurs adrénergiques a été
particulierement étudiée en raison de son réle dans la genése et la progression de
I’insuffisance cardiaque (Adams & Brown, 2001). Si une stimulation adrénergique
semble initialement induire I’hypertrophie des cardiomyocytes et entrainer un effet
bénéfique pour la fonction cardiaque, il est maintenant reconnu gqu’une stimulation
prolongée semble plutét induire leur apoptose. Cliniguement, plusieurs études de
grande qualité ont démontré une amélioration des symptémes, une diminution
des hospitalisations et, ultimement, une amélioration de la survie lorsque des
patients souffrant d’insuffisance cardiaque sont traités avec des antagonistes des
récepteurs B-adrénergiques (Foody et al., 2002). Les mécanismes moléculaires
expliquant la réponse clinique impressionnante a cette classe de médicament
demeurent incertains, mais au niveau des cardiomyocytes du moins, la
modulation de I'apoptose par les récepteurs adrénergiques semble de plus en

plus étre un facteur important (Fujita & Ishikawa, 2011).
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Trois isoformes des récepteurs [(-adrénergiques sont exprimés dans les
cardiomyocytes : B,AR, B.,AR et B;AR. Ces trois récepteurs sont des GPCR
couplés principalement a Ga,, bien qu’un couplage a Ga, soit également observé
pour B,AR et B,AR. Lorsque les récepteurs B-adrénergiques sont couplés a Ga,,
leur stimulation semble protéger contre I'apoptose via une activation de la PI3K
par les sous-unités By, indépendamment des niveaux d’AMPc (Fujita & Ishikawa,
2011). La PI3K active Akt/PKB dont l'activité sur ses substrats (p. ex. Mdm2,
BAD, IKKa) favorise la répression de la signalisation apoptotique (Lawlor & Alessi,
2001; Jiang & Liu, 2008).

Dans la majorité des cas, toutefois, les récepteurs [-adrénergiques signalent
plutét par la sous-unité Ga, dont I'activation semble étre, au final, pro-
apoptotique. Quatre mécanismes ont été décrits, le premier semblant

particulierement important :

e L’activation de Ga, entraine une élévation des niveaux d’AMPc
intracellulaires menant a une activation de la PKA. Parmi les substrats de
cette kinase, notons CREB, un facteur de transcription trans-activant les
protéines du groupe Inducible cAMP Early Repressor (ICER) menant a une
inhibition de la transcription des protéines anti-apoptotiques sous le
contréle de CREM/CREB, notamment Bcl-2, dans une boucle de rétro-
inhibition (Fujita & Ishikawa, 2011).

 Elévation du calcium intracellulaire via le L-type Calcium Channel induisant
I’activation de la CaMK et de la calcineurine. Ces deux protéines semblent
contribuer a la signalisation pro-apoptotique du récepteur, bien que les

mécanismes demeurent incertains (Zhu et al., 2003);

* Activation de I'Exchange Protein Directly Activated by cAMP (EPAC)

directement par ’AMPc et induisant I’expression de BIM. Cette voie a été
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démontrée dans des cellules neuronales, mais I'absence d’expression de
BIM au niveau du cceur seéme un doute sur sa contribution a la

pathophysiologie de I'insuffisance cardiaque (Suzuki et al., 2010).

Modulation de la voie p53. Ce concept émergent découle de
I’appréciation de la contribution de p53 a la pathogenese de I'insuffisance
cardiaque (Fujita & Ishikawa, 2011). Bien qu’un seul groupe ait jamais
démontré directement une activation de p53 en réponse a une stimulation
par un agoniste adrénergique (Zhou et al.,, 2006), quatre étapes

signalétiques supportent théoriquement cette observation :

o Un complexe transcriptionel actif est formé par I'association de p53
a CREB et a la Cyclic AMP response element-Binding Protein
(CBP/p300) (Giebler et al., 2000). La formation de ce complexe est
favorisée par la phosphorylation de CREB par PKA, CaMK ou PKC —

les deux premiers étant activés par la signalisation -adrénergique.

o Akt/PKB induit la phosphorylation de Mdm2 et entraine sa
translocation nucléaire préalable a [l'ubiquitinylation et la
dégradation de p53 (Oren, 2003). Si les sous-unités Py des
récepteurs B,AR couplés Ga, peuvent activer Akt/PKB via la PI3K et
donc inhiber l'activité p53, une augmentation d’AMPc induite par
Ga,, a linverse, inhibe la Phosphoinositide-Dependent protein
Kinase 1 (PDK1), un activateur d’Akt/PKB (Kim et al., 2001). La
proportion relative de la signalisation par Ga, ou les By de Gaq,
pourrait donc étre un déterminant important de I’activation p53 en
réponse a une stimulation. Notons finalement que p53 lui-méme,
via I'induction de PTEN, peut réprimer I’activation d’Akt/PKB et ainsi

moduler la signalisation du GPCR.
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o Paradoxalement, Akt/PKB induit également I’expression de HIF-1,
un inhibiteur de Mdm2 entrainant une accumulation de p53 (Jiang &
Liu, 2008).

o Finalement, la Glycogen Synthase Kinase-33 (GSK-3) phosphoryle
p53 et la protege contre I'ubiquitinylation par Mdm2. La GSK-3f3
peut-&tre inhibée par une phosphorylation tant par PKA qu’Akt/PKB,
dont I’activité sur cette voie est donc anti-apoptotique (Menon et al.,
2007).

Ces voies de signalisation sont présentées a la figure 7.13. qui permet d’apprécier
le potentiel tant pro- qu’anti-apoptotique des récepteurs adrénergiques.
L’'importance relative de chacune des voies dans la cellule au moment de la
stimulation déterminera le phénotype final obtenu. Dans les cardiomyocytes en
culture, ce phénotype final sera généralement pro-apoptotique (Fujita & Ishikawa,
2011).
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FIGURE 7.13 : Controle de ’apoptose par les récepteurs B-adrénergiques
L’activation des récepteurs P-adrénergiques résulte le plus souvent en une
promotion de I'apoptose. Plusieurs voies paralléles peuvent étre activées pour
générer cet effet. Les protéines identifiées en orange sont généralement pro-
apoptotiques, alors que celles identifiées en vert sont plutét anti-apoptotiques.
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7.3.2.2. Les récepteurs cholinergiques

Les récepteurs muscariniques de [I'acétylcholine constituent une seconde
catégorie de GPCR dont I'effet sur I'apoptose est actuellement en investigation.
Non-seulement sont-ils les antagonistes physiologiques des récepteurs
adrénergiques du cceur, ils sont également des acteurs importants au sein du
systeme nerveux central avec une implication démontrée dans la
pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer (ou les traitements actuels visent a

augmenter la concentration de leur agoniste) (Wess, 2004).

On compte cing isoformes de récepteurs muscariniques désignés CHRM1 a
CHRM5. Les isoformes CHRM2 et CHRM4 sont couplés a Ga,, et ne semblent
pas étre impliqgués dans la modulation de I'apoptose, alors que les isoformes
CHRM1, CHRMS5 et particulierement CHRM3 sont couplés a Ga,4; et semblent
avoir un effet protecteur (Tobin & Budd, 2003). Bien que les mécanismes anti-
apoptotiques déclenchés par la stimulation cholinergique soient moins bien
compris que pour les récepteurs adrénergiques, quelques observations sont

particulierement intéressantes :

* Une production d’acétylcholine a été démontrée pour certains cancers du
colon et du poumon. Cette production semble associée a une prolifération
accrue pouvant étre inhibée par des antagonistes muscariniques (Shah et
al., 2009).

* Dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (p. ex. prostate, colon, sein,
poumon, astrocytomes, mélanomes), une stimulation muscarinique
entraine une augmentation importante de [I'activité NFKB et/ou ERK
(Lanzafame et al., 2003; Shah et al., 2009). Selon le type cellulaire en
cause, cette activation pourrait étre médiée soit par PKC (secondairement

a la signalisation par les protéines G), soit par les arrestines 2 et 3, tel que
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discuté précédemment, ou soit par une transactivation du récepteur a
EGF. L’activation des ERK est souvent associée a une différenciation
cellulaire et/ou a une prolifération, phénotype par lequel les récepteurs
muscariniques pourraient contribuer a la progression du cancer (Shah et
al., 2009; Keshet & Seger, 2010).

* Dans un modele d’expression ectopique de récepteurs muscariniques
recombinants dans des cellules CHO, la protection contre I'apoptose
conférée par CHRM3 semble dépendre d’une région polybasique de six
acides aminés située dans la queue C-terminale du récepteur. La fonction
de cette zone demeure inconnue, mais la protection qu’elle confere semble
étre indépendante des voies Ga,,-PLC, ERK-1/2, JNK, p38 et PI3K,
suggérant qu’un mécanisme encore non-élucidé pourrait étre impliqué

dans I'effet anti-apoptotique du récepteur (Budd et al., 2003).

La figure 7.14 présente les voies de signalisation de CHRMS3 potentiellement

impliquées dans la régulation de I'apoptose.
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Les récepteurs muscariniques peuvent protéger contre |'apoptose via des
mécanismes dépendant ou non des protéines G. Ces mécanismes incluent
I'activation des ERK par une cascade dépendante de Ga, par une cascade
dépendant des arrestines et par une cascade dépendant d’une trans-activation du
récepteur a 'EGF qui active également NFkB. Certaines évidences suggéerent
également I'existence d’au moins une voie parallele indépendante a toutes ces
cascades, mais dépendante de la portion C-terminale du récepteur CHRMS3. Les
protéines identifiées en orange sont généralement pro-apoptotiques, alors que
celles identifiées en vert sont plutét anti-apoptotiques.
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7.3.2.3. Le récepteur du thromboxane A,

Le récepteur du thromboxane A, (TP) est exprimé de fagon trés importante dans
les plaquettes, le thymus et la rate, de méme qu’en quantité moindre dans la
majorité des autres organes, notamment les poumons, reins, utérus, cerveau
cceur, foie, estomac, intestins et testicules. TP est également exprimé par les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (Nakahata, 2008). Deux isoformes
dénommeées TPa et TPPB ont été rapportées et different de par leur queue
cytosoliqgue. Au niveau physiologique, TP est I'un des médiateurs les plus
importants de I'agrégation plaquettaire et la synthese de son agoniste endogéne,
le thromboxane A,, est ciblée par I'acide acétylsalicylique donné a tous les
patients en prévention secondaire de maladie cardiaque athérosclérotique (S. L.
Hall & Lorenc, 2010).

L’effet de TP sur 'apoptose est extrémement variable et les mécanismes qui le
régissent sont encore peu détaillés. La majorité des observations rapportées
peuvent toutefois étre regroupées par technique et type cellulaire utilisées et

résumées comme suit :

* Une stimulation directe de TP par un agoniste semble sensibiliser ou
induire l'apoptose dans la majorité des études utilisant des cultures
primaires de cellules non-cancéreuses (thymocytes (Ushikubi et al., 1993;
Rocha et al.,, 2005), lymphocytes T (Remuzzi et al., 1994), cellules
endothéliales (Y. Gao et al., 2000; Zou et al., 2002; Ashton & Ware, 2004),
cardiomyocytes (Shizukuda & Buttrick, 2002) et plaquettes (K. H. Lin et al.,
2009)). Les mécanismes sous-jacents ont été peu étudiés et la seule voie
publiée a ce jour expliquant I'induction de I'apoptose par TP semble
impliquer une activation de PKCC et la répression de la voie Akt/PKB
(Shizukuda & Buttrick, 2002).
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* Une stimulation de TP par un agoniste semble plutét induire un phénotype
prolifératif dans les études utilisant des cellules cancéreuses (néoplasies
pulmonaires (Li & Tai, 2009; Huang et al., 2011)). Parmi les mécanismes
proposés, notons I'activation de CREB par les voies PIBK-Akt/PKB et ERK
(Huang et al., 2011), I'induction du récepteur nucléaire orphelin Nurrl (Li &
Tai, 2009), la réduction des niveaux nucléaires de p27 (Leung et al., 2009)

et possiblement I'activation de NFkB (Ekambaram et al., 2011).

* La thromboxane synthétase et/ou TP semblent étre surexprimées par les
cellules cancéreuses (gliomes (Giese et al., 1999), carcinome prostatique
(Nie et al., 2004) ou colorectal (Sakai et al., 2006), spécimens de cancers
du sein (Watkins et al., 2005) ou de la vessie (Moussa et al., 2005)),
suggérant un rdle prolifératif de TP dans ces types soit via la surexpression
du récepteur lui-méme, soit via une augmentation de la synthese de son

agoniste agissant de facon auto- ou paracrine (Pradono et al., 2002).

* Une inhibition de la thromboxane synthétase induit I'apoptose dans
certaines cellules cancéreuses (gliomes (Kurzel et al., 2002; Yoshizato et
al., 2002), néoplasies pulmonaires (Leung et al., 2009)) possiblement en
inhibant la stimulation auto- ou paracrine d’un TP anti-apoptotique, bien
qu’une production compensatrice de prostacycline pro-apoptotique
pourrait théoriqguement expliquer cet effet également (Datar et al., 1987;
Hatae et al., 2001).

Cette dichotomie du phénotype de TP entre les cellules primaires supposées
«normales » et les cellules cancéreuses dérégulées n’a, a notre connaissance,
jamais été relevée ou discutée dans la littérature. Cette observation empirique
permet toutefois de contextualiser les différentes voies de signalisation, tel que

présenté a la figure 7.15.
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FIGURE 7.15 : Controle de I'apoptose par TP

Les mécanismes par lesquels TP module I'apoptose sont multiples et imprécis.
Dans les cellules non-cancéreuses, TP semble généralement pro-apoptotique et
cette caractéristique pourrait dépendre de I’activation de PKCC. Dans les cellules
cancéreuses, TP semble plutét anti-apoptotique et ce phénotype semble associé
a I’activation, suite a une stimulation du récepteur par un agoniste, d’une panoplie
de voies de signalisation incluant les ERK, la PIBK et NFkB. Les protéines
identifiées en orange sont généralement pro-apoptotiques, alors que celles
identifiées en vert sont plutét anti-apoptotiques. L’effet des protéines identifiées
en jaune varie fortement d’une étude a I'autre.
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7.3.2.4. Autres points de contrdle de I'apoptose rapportés pour les
GPCR

En plus des mécanismes décrits précédemment, I'étude de d’autres GPCR et de

leurs voies de signalisation a permis de mettre en évidence quelques points de

contrdles supplémentaires :

Plusieurs effecteurs classiques des protéines G peuvent moduler
directement la voie NFkB. PKA et PKC sont bien reconnus pour tantét
promouvoir, tantét réprimer I'activité transcriptionnelle de NFkB soit par
une phosphorylation directe d’une sous-unité, soit via le contrble de
différents partenaires maintenant identifiés. L’effet final d’'un GPCR sur la
voie NFKB demeure toutefois trés difficile a prédire et semble dépendre
non-seulement du type cellulaire étudié, mais également de signaux
secondaires présents dans [I’environnement cellulaire et co-activant
d’autres récepteurs (Ye, 2001; Fraser, 2008). Spécifiquement, les
récepteurs de LPA peuvent activer directement la voie NFkB via différents
isoformes de la PKC. Cette fonction semble dépendre de la formation d’un
complexe impliquant les protéines CARMAS3, BCL10, MALTI1 et TRAF6
ainsi que de la protéine MEFF3 (voir figure 7.8). Le mécanisme d’action de
ces interactions reste a clarifier, notamment si ces protéines constituent
des substrats de PKC ou plutét des partenaires physiques activateurs ou
stabilisateurs. Dans tous les cas, PKC entrainerait la phosphorylation
d’IKKB par MEKK3 de méme que I'ubiquitinylation du complexe IKK par un
complexe CARMA3-BCL10,MALTI1-TRAF6 (W. Sun & Yang, 2010). Le
recrutement de ce complexe au récepteur par une interaction directe entre
I’arrestine 3 et CARMAS serait également nécessaire a I'activation de NFkB
(J. Sun & Lin, 2008);
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« A linverse, les arrestines, tel que discuté plus tét, peuvent promouvoir
I’apoptose en inhibant la voie NFKB soit par une interaction avec IkB la
protégeant de la dégradation (Witherow et al., 2004; H. Gao et al., 2004;
Luan et al., 2005), soit en inhibant I'auto-ubiquitinylation et activation de
TRAF6 en amont du complexe IKK (voir figure 7.7) (Y. Wang et al., 2006).
L’effet d’'une stimulation de GPCR sur cette fonction est trés variable et
peut tant favoriser que défavoriser l'interaction des arrestines avec IkB et
TRAF6 (Fraser, 2008);

* Les arrestines, en permettant I'assemblage de complexes supra-
moléculaires, favorisent ou entravent, selon le contexte, la signalisation
vers les MAPK. Le phénotype final peut étre hautement variable, mais il est
généralement accepté qu’une activation des voies ERK1/2 entraine une
prolifération ou une différentiation cellulaire, alors qu’une activation des

voies JNK et p38 favorise plutdt I'apoptose (Keshet & Seger, 2010).

* Finalement, les arrestines peuvent elles-méme interagir avec Mdm2 qui en
module la localisation et, conséquemment, la signalisation (Yin et al., 2011).
Le lien entre la fonction de p53, l'activité Mdm2, la localisation des
arrestines et la signalisation des GPCR suscite un intérét grandissant et
promet de diversifier les fonctions attribuées a chacun des membres de

cette cascade.

La discussion précédente démontre bien la diversité des mécanismes permettant
de lier I'activation de GPCR a la modulation de I'apoptose. Elle démontre
également I'ampleur des travaux encore nécessaires pour intégrer tous ces
résultats en un modele unificateur. Chaque type cellulaire et chaque récepteur
étudié démontre des particularités qui limitent sa généralisation aux autres types
cellulaires et GPCR, expliquant I'absence quasi-systématique de cette famille de

récepteurs dans les schémas et discussions portant sur les voies apoptotiques.
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Les travaux présentés ici s’inscrivent dans ce contexte et proposent un nouveau
mécanisme qui, selon les résultats recueillis jusqu’a présent, pourrait s’avérer
généralisable a plusieurs récepteurs et méme expliquer certaines différences
phénotypiques d’un méme récepteur lorsqu’exprimé dans différents types
cellulaires. Ce mécanisme repose sur la découverte d’une interaction entre

plusieurs GPCR et la protéine Siva1l.

7.4. Sivai

Siva1l fut découverte en 1997 par Prasad et al. lors d’'une expérience de double
hybride visant a identifier les mécanismes par lesquels I'activation de CD27 par
CD70 pouvait induire I'apoptose dans différentes lignées de lymphocytes B
(Prasad et al., 1997).

L’ARNm de Sival a été détecté dans la majorité des tissus humains (Prasad et al.,
1997; Yoon et al., 1999). Le niveau d’expression basal est augmenté de fagon
importante dans plusieurs situations ou I'apoptose est induite, notamment lors
d’ischémie (Padanilam et al., 1998; Singaravelu & Padanilam, 2011), d’infection
virale (Henke et al., 2000), d’exposition au LPS (Saban et al., 2006), d’exposition
aux rayons UV (Severino et al.,, 2007) et de traitements par différents agents
chimiothérapeutiques incluant la cisplatine (Qin et al., 2002; Barkinge et al., 2009)
et le topotecan (Daoud et al., 2003). La transcription du géne de Sival semble
étre sous le contrble des suppresseurs de tumeur p53 et E2F1 (Fortin et al., 2004;
Jacobs et al.,, 2007), tous deux impliqués dans la modulation des processus
apoptotiques et connus pour répondre aux stimuli précédents. A I'inverse, dans
plusieurs cancers, Sival est souvent fortement diminuée (Okuno et al., 2001;
Miller et al., 2009), voir indétectable (Tétu et al., 2008) et une diminution de son
expression dans les tumeurs ovariennes est associée a une résistance accrue a la
chimiothérapie de premiere ligne (Bachvarov et al., 2006). Globalement, la

fonction de Sival semble donc étre pro-apoptotique.
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7.4.1. Structure de Siva

La protéine Sival est composée de 175 acides aminés (voir figure 7.16). Une
analyse bioinformatique a prédit I’existence potentielle d’une hélice alpha
amphiphatique (Xue et al., 2002), d’'un domaine B-box like ring finger et d’un
domaine « doigt de zinc » (Prasad et al., 1997). Grace a des modélisations par
homologie de séquence, différentes structures ont pu étre proposées pour ces
domaines (Xue et al., 2002; Goulielmos et al., 2010), bien qu’aucune d’entre elles
ne repose actuellement sur des données expérimentales. L’hélice alpha semble
impliquée dans la liaison de Sival a Bcl-xL et Bcl-2 et la transfection de ce
domaine seul semble suffisante pour potentialiser 'apoptose induite par une
irradiation aux rayons ultraviolets (Chu et al., 2004). La fonction des deux autres
domaines de Sival n’est pas encore élucidée. Les domaines B-box ring fingers
sont des domaines liant le zinc, souvent impliqués dans des réactions
enzymatiques, notamment au sein d’E3-ubiquitine ligases (Burroughs et al., 2011).
Lorsque vérifié expérimentalement, toutefois, Sival ne semble pas avoir d’activité
E3-ligase in vitro (Du et al., 2009). Les doigts de zinc sont quant a eux reconnus
pour leur réle dans la liaison de protéines a I’ADN ou I’ARN, mais I’'absence de
résidus histidine dans cette région de Sival, malgré sa liaison prouvée a plusieurs
molécules de zinc, en fait une structure distincte des autres séquences doigt de
zinc connues jusqu’a présent et sa fonction demeure donc spéculative (Nestler et
al., 2006).

Siva2, une isoforme plus courte de Sival, a également été décrite (Yoon et al.,
1999) et semble résulter de I’'épissage alternatif du transcrit du géne SIVA, duquel
I’exon 2 aurait été excisé, tronquant ainsi la majeure partie de I’hélice alpha
amphipatique. Bien qu’un groupe ait initialement proposé que cette isoforme ne
serait pas en mesure d’induire I'apoptose (Yoon et al., 1999), cette allégation est

aujourd’hui contestée (Py et al., 2004). Dans tous les cas, la fonction de Siva2
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demeure tres peu étudiée par rapport a I'isoforme plus longue et la majorité des

connaissances acquises jusqu’a présent porte exclusivement sur Siva1l.

38 150 175
1 36 55 105 114 145 170
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FIGURE 7.16 : Domaines prédits pour Siva

Les deux isoformes de Siva résultent de I'’épissage alternatif du gene SIVA.
L’isoforme le plus long contient une hélice alpha amphipatique (acides aminés 36-
55), un domaine B-box like (acides aminés 114-145) et un domaine « doigt de
zinc » (acides aminés 150-170). L’isoforme le plus court ne contient pas les
acides aminés 38-105 de Sival et se verrait ainsi amputé de la majeure partie de
I’hélice alpha amphipatique. Le rdle précis des deux isoformes reste a étre
précisé.

7.4.2. Mécanismes de régulation de I’apoptose

La capacité de Sival de moduler I’apoptose peut actuellement étre expliquée par

trois mécanismes :

* Sival peut activer la voie intrinseque en interagissant directement avec les
protéines Bcl-xL et Bcl-2 via ses acides aminés 36-55 (Chu et al., 2004).
Cette interaction permettrait la séquestration de Bcl-xL et Bcl-2 et
favoriserait la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe,
permettant la sortie du cytochrome c et lactivation des caspases
initiatrices (Xue et al., 2002).

* Sival peut réprimer I'activité de NFkB (Gudi et al., 2006) en induisant la

poly-ubiquitinylation K48 de TRAF2, entrainant sa dégradation
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protéasomale et interférant ainsi avec I'activation du complexe IKK (voir
figure 7.8) (Gudi et al., 2009). Par ailleurs, en interagissant directement
avec XIAP et en interférant avec son activité ubiquitine ligase, Siva1l
pourrait bloquer I'activation de TAK1 par XIAP, entravant ainsi I'activation
de NFkB sans toutefois affecter la signalisation pro-apoptotique du
complexe TAK1-XIAP vers JNK (Resch et al., 2009).

* Sival potentialise I'ubiquitinylation et la dégradation de p53 par Mdm2 en
interagissant simultanément avec les deux protéines. En participant a la
rétro-inhibition de p53, Sival pourrait donc avoir une fonction anti-

apoptotique (Du et al., 2009), du moins dans certaines circonstances.

Ces trois mécanismes rendent Sival difficile a positionner dans les schémas
habituels de régulation de I'apoptose: d’une part, une implication dans la
régulation de p53 et une interaction avec des protéines de la famille Bcl-2
suggerent deux réles opposés dans la voie intrinseéque, tandis que d’autre part, la
régulation des TRAF est classiquement associée aux cascades de la voie

extrinséque.

7.4.3. Interaction avec des récepteurs membranaires

En plus de ses partenaires effecteurs intracellulaires, Sival est connue pour
interagir directement avec cing récepteurs de surface : les membres de la famille
des récepteurs a TNF (TNFR) CD27 (Prasad et al., 1997), GITR et OX-40 (Spinicelli
et al., 2002), de méme que les GPCR LPA, (F.-T. Lin et al., 2007) et S1P, (E et al.,
2009).

Sur GITR, Sival semble lier un motif P(I/E)(Q/E)E (Spinicelli et al., 2002) et sur
CD27, le domaine de liaison a TRAF2. La région de Sival responsable de

I'interaction avec les TNFR fait toutefois I'objet d’'un débat (Yoon et al.,, 1999;
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Nestler et al., 2006) et la fonction de cette interaction n’a jamais été démontrée
directement. |l est postulé que I'association Sival-CD27 pourrait compétitionner
I’interaction entre CD27 et TRAF2 et permettre a une stimulation du récepteur

d’induire 'apoptose.

Pour les GPCR, la portion C-terminale de Sival (114-175) semble étre le principal
déterminant de l'interaction (F.-T. Lin et al., 2007). Un motif CXXC a été décrit
dans la queue C-terminale de LPA, et sa mutation semble abolir I'interaction avec
Sival (E et al., 2009), mais la validité de ce motif n’a pas été vérifiée sur d’autres
récepteurs. Tout comme pour les TNFR, le rble spécifique de I'interaction entre
Sival et les GPCR n’a jamais été démontré. |l a été rapporté qu’une stimulation
de LPA, induisait I'ubiquitinylation de Sival et du récepteur résultant en une
dégradation protéasomale des deux protéines. Ce phénomeéne semble étre
corrélé a une protection contre I'apoptose induite par I'adriamycine, mais la
nécessité de Sival pour I’exécution de ce phénotype n’a pas été confirmée (F.-T.
Lin et al., 2007).

7.4.4. Localisation

La majorité des études supportent la notion que Sival serait une protéine
essentiellement nucléaire (Py et al., 2004; Py et al., 2007; Balci Peynircioglu et al.,
2008; E et al., 2009; Shiozaki et al., 2011), bien que certains auteurs aient détecté
sa présence au cytosol (Xue et al., 2002; Diegmann et al., 2006; Mihatsch et al.,
2009), a la mitochondrie (Xue et al., 2002), a la membrane plasmique (Jacobs et
al., 2007), de méme qu’a la strie Z des cellules de muscle squelettique (Cottle et
al., 2009). Au noyau, Sival semble s’accumuler en structures ponctiformes
distinctes des nucléoles, des complexes de pores nucléaires, de la lamine
nucléaire et des promyelocytic leukemia oncoprotein bodies (Py et al., 2004).

Certaines études ont rapporté une distribution plutét péri-nucléaire (Py et al.,
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2004; Singaravelu & Padanilam, 2011) alors que les autres n’ont pas noté

d’organisation particuliere.

Une modulation de la localisation de Sival a pu étre observée dans deux

situations :

* La surexpression des récepteurs LPA, ou S1P, semble induire une

translocation de Sival au cytosol (F.-T. Lin et al., 2007; E et al., 2009).

* Sival semble étre localisée au réticulum sarcoplasmique dans le muscle
squelettique de souris normale, alors qu’elle est nucléaire dans le muscle
squelettique de souris atteintes de dystrophie de Duchenne (Cottle et al.,
2009).

Ensemble, ces observations suggerent que la localisation de Sival est
relativement versatile et probablement finement régulée (Singaravelu & Padanilam,
2011).

7.5. Objectifs de I’étude

Nous avons péché Sival lors d’'une expérience de double-hybride visant a
identifier des protéines interagissant avec la queue C-terminale de TPB. A la
lumiere de la controverse quant au réle de TP dans la modulation de I'apoptose et
vu les différents effets de Sival rapportés sur la signalisation et I'ubiquitinylation,
nous présentons I’hypothése que Sival pourrait étre un acteur important dans la
modulation de I'apoptose par les GPCR. Les travaux présentés ici ont été

entamés avec comme objectifs spécifiques :

* d’évaluer le réle de Sival dans la modulation de I'apoptose par TP;
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d’évaluer l'impact de Sival sur les différentes voies de signalisation

activées par TP;

d’établir si I'interaction avec Sival est une caractéristique partagée par
d’autres GPCR.
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8.1. Avant-propos

Cet article a été écrit en totalité par Christian lorio-Morin sous la supervision du
Dr Jean-Luc Parent. Toutes les expériences ont été concues et réalisées par
Christian lorio-Morin, a I’exception des mesures de production de TXA, et des
précipitations GST (réalisés par Pascale Germain) et du double-hybride (concu et
réalisé par Pascale Labrecque). Certains immunobuvardages ont également été
repris par Pascale Germain afin de présenter les protéines endogenes, a la

demande des réviseurs.
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8.2. Résumé

Le thromboxane A, est un important médiateur lipidique dont la fonction dans la
régulation de I'apoptose fait I'objet de rapports contradictoires. A I'aide d’une
expérience de double hybride en levures, Sival a été identifiée comme nouvelle
protéine interagissant avec la queue C-terminale de l'isoforme 3 du récepteur du
thromboxane A, (TPB). Différentes évidences suggérent a la fois un role pro- et
anti-apoptotique pour Sival. Dans ces travaux, nous démontrons qu'un
traitement a la cisplatine induit la synthése de thromboxane A, dans les cellules
HeLa. Nous prouvons qu’une stimulation des récepteurs TP endogénes
sensibilise les cellules HelLa a I'apoptose induite par la cisplatine et que cette
modulation nécessite I'expression de Siva1, vu I'inhibition du phénotype obtenue
par la répression de Sival endogene au moyen d’ARNs interférants. Nous
rapportons que, lors d’une stimulation de TPpB, la dégradation de Sival est
entravée, résultant en une accumulation de la protéine qui transloque alors du
noyau vers le cytosol. La translocation de Sival corréle avec une réduction de
son interaction avec Mdm2 (un inhibiteur de [lactivité p53) ainsi qu’une
augmentation de son interaction avec TRAF2 et XIAP (connus pour induire une
signalisation pro-apoptotique). Nos données fournissent un modele qui réconcilie
les réles pro- et anti-apoptotiques rapportés pour Sival et identifient un nouveau
mécanisme liant les GPCR a la régulation de la sensibilité a I'apoptose. Ces
résultats pourraient avoir des implications quant a I'utilisation des inhibiteurs de la
COX pendant les traitements chimiothérapeutiques a la cisplatine et proposent
une cible permettant potentiellement d’en minimiser la toxicité sur les cellules

non-cancéreuses.



8.3. Manuscrit

8.3.1. Abstract

Thromboxane A, is an important lipid mediator whose function in apoptosis is the
subject of conflicting reports. Here, a yeast two-hybrid screen for proteins that
interact with the C-terminus of the thromboxane A, receptor (TP) identified Sivat
as a new TP-interacting protein. Contradictory evidence suggests pro- and anti-
apoptotic roles for Sival. We show that a cisplatin treatment induces
thromboxane A, synthesis in HelLa cells. We demonstrate that endogenous TP
stimulation promotes cisplatin-induced apoptosis of HelLa cells and that such
modulation requires the expression of Sival, as evidenced by inhibiting its
endogenous expression using siRNAs. We reveal that, upon stimulation of TP,
degradation of Sival is impeded, resulting in an accumulation of the protein,
which translocates from the nucleus to the cytosol. Translocation of Siva1l
correlates with its reduced interaction with Mdm2 (an inhibitor of p53 signalling) as
well as with its increased interaction with TRAF2 and XIAP (known to enhance
pro-apoptotic signalling). Our data provide a model that reconciles the pro- and
anti-apoptotic roles that were reported for Sival and identify a new mechanism for
promoting apoptosis by G protein-coupled receptors. Our findings may have
implications in the use of COX inhibitors during cisplatin chemotherapy and might

provide a target to reduce cisplatin toxicity on non-cancerous tissues.

8.3.2. Introduction

Thromboxane A, (TXA,) is a potent lipid mediator best known for its central role in
platelet activation, although other functions are emerging as well (1). It is
synthesized from arachidonic acid through sequential processing by the cyclo-
oxygenase (COX) 1 or 2 and the thromboxane synthase — a cascade inhibited by

non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). TXA, has been shown to act
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through its receptor (TP), a G protein-coupled receptor that mainly signals through
Ga, and Goys(1). TP comes in two isoforms, TPa and TP, differing in their C-
terminal cytoplasmic tails. We previously reported that TPB, but not TPaq,
undergoes significant constitutive and agonist-induced endocytosis (2). We
performed a yeast two-hybrid screen looking for proteins interacting with the C-
terminal tail of TP (3). We report here that the Sival protein directly interacts with
the C-tail of TP.

Sival is a 175 amino-acids protein known to induce apoptosis through multiple
pathways (4,5). Various studies demonstrated that Sival expression is up-
regulated in contexts where apoptosis is induced, such as ischemic insults (6) and
treatments with chemotherapeutic agents like cisplatin (7). Sival was shown to be
a direct transcriptional target of p53 and E2F1 (8) and suggested mechanisms of
apoptosis induction include Sival interaction with and inhibition of Bcl-xL (9) as
well as binding to TRAF2 (1) or XIAP (10) to inhibit NFKB activity and promote
sustained JNK activation. On the other hand, a recent study highlighted a
powerful anti-apoptotic role for Sival where, by simultaneously binding to both
p53 and Mdm2, Sival suppressed p53 signalling (11). To this day, this functional
dichotomy remains unresolved. Interestingly, Sival interacts with five cell-surface
receptors — three members of the TNF receptors family (CD27, GITR and OX-40
(12)) as well as the LPA, and S1P, receptors (13). While Sival seemed
instrumental in inducing pro-apoptotic signalling in the case of the TNF receptors,
agonist stimulation of the LPA, receptor, in contrast, appeared to enhance Sivat

degradation and protect from apoptosis (13,14).

Apoptosis modulation by TXA, is a controversial subject and depending on the
studied cell type, both apoptosis protection and promotion have been observed
as an outcome of TP stimulation (15-18). The aim of the present study was to
assess the involvement of Sival in the modulation of apoptosis by TXA,. Our data

reconcile, for the first time, the conflicting reports on Sival as a pro- or anti-
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apoptotic protein and provide insights as to how the outcome of TP signalling

might be shifted as a result of changing Sival expression and localization.

8.3.3. Results

8.3.3.1. TP directly interacts with Sivat

We have previously shown that the C-terminus of TPB (C-tail) contains regulatory
domains responsible for the trafficking properties of the receptor (3). To identify
putative proteins that interact with the receptor, we performed a yeast two-hybrid
screen using the TPB C-tail as bait. A total of 1.5 x 10° independent clones were
screened, yielding over 300 positives, seven of which contained the full-length
Sival coding sequence (data not shown). To confirm the interaction and map the
domains involved on both proteins, constructs of the whole coding sequence and
deletion mutants of Sival fused to a histidine repeat sequence were generated
along with fragments of the C-tail and intra-cellular loops (ICL) of TP fused to the
gluthatione-S transferase (Figure 1A-B). The constructs were expressed and
purified from bacteria and in vitro pulldowns were performed. As shown in
Figure 1C, full-length Sival directly interacted with the C-tail and ICLs of the
receptor. The complete TP C-tail (C-tail A) was the most effective in pulling down
Sival. Pulldown of Sival was markedly decreased for the C-tail B and E
constructs, suggesting the presence of an important interaction determinant
between amino acids 334 and 345. Both ICL1 and ICL2 also showed significant
interaction with full-length Sival, indicating that TPB-Sival binding is likely
dependent upon multiple sites on the receptor. The binding site on Sival, on the
other hand, appeared to be dependent on the very C-terminal end of the protein
(Figure 1D) with substantial loss of interaction seen when removing amino acids
138-175 and further loss of the residual interaction when removing amino acids
114-175, suggesting that this region of Sival is required for the binding of the

multiple receptor domains. The interaction was further confirmed in HEK293 cells.
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As shown in Figure 1E, Sival-HA co-immunoprecipitated with Flag-TPp while the
interaction between the receptor and SivalAC-HA was greatly reduced,
corroborating our in vitro interaction mapping on Sival. The TP-Sival interaction
was detected between the endogenous proteins in HelLa cervical cancer cells that
endogenously express both TP (1) and Sival (14) (Supplementary material 1). A 5h

stimulation of TP reduced the TP-Sival co-immunoprecipitation.
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FIGURE 8.1: Siva1 interacts with the C-tail and intra-cellular loops (ICL) of
TP through its domain spanning amino acids 138 through 175.

(A) Various fragments of the TP C-tail were cloned into the pGEX-4T-1 vector to
generate GST fusion proteins. (B) Three deletion mutants of Sival with a C-
terminal HA epitope were also cloned into the pRSETa vector, adding six in-frame
histidines at the N-terminal end of the Sival insert. (C) Sival pulldowns. Purified
full-length His-Sival-HA was incubated with various GST-tagged TP ICLs and C-
tail fragments. Sival was pulled-down by all TPf constructs, but ICL1, ICL2 and
the C-tail constructs containing amino-acids 334-345 were the most effective. (D)
Truncation of the Sival C-terminal end prevented Sival pulldown by both the
complete TPp C-tail (Ctail A) and ICL1. (E) Formation of a TP/Sival complex in
cellulo. Sival-HA and FLAG-TPB were co-expressed in HEK293 cells and
immunoprecipitations were performed on the lysate using an anti-FLAG
monoclonal antibody and protein G-coated agarose beads. Sival-HA co-
immunoprecipitated with FLAG-TPB (lane 2), while truncation of the Sival C-
terminal end severely diminished the interaction (lane 4). IP: immunoprecipitation,
IB: immunoblotting.

Anti-Siva -+ + + o+
U46619 - PR
Cisplatin - - + "
IP: Siva 75 = + Other TP species
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FIGURE 7.Supp1: Co-immunoprecipitation of endogenous TP with
endogenous Siva is impeded by U46619 stimulation but not by a cisplatin
treatment alone

HelLa cells were treated overnight with 50 uM cisplatin or vehicle and stimulated
the following morning for 5 h with 100 nM U46619 or vehicle. Cells were lysed,
immunoprecipitations using goat anti-Siva antibodies were performed and then
blotted as described in the Material and methods section. Lane 2 shows that
endogenous TP co-immunoprecipitates with Siva. A cisplatin treatment does not
modulate the co-immunoprecipitation (lane 3 vs 2) whereas U46619 impedes TP
co-immunoprecipitation (lane 4 vs 2). Signal at ~40 kDa in the TP blots represents
TP monomers, while signal at ~80 kDa represents glycosylated dimers (39).
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8.3.3.2. Endogenous TP stimulation promotes cisplatin-induced
apoptosis in HelLa cells

Because both pro- and anti-apoptotic roles for Sival had been reported (4,11), we
wondered if and how Sival could be involved in the modulation of apoptosis by
TXA,. Hela cells were treated overnight with the DNA-damaging agent cisplatin in
order to induce a basal level of apoptosis. Concomitantly, the cells were
stimulated with increasing concentrations of U46619 and apoptosis was assessed
using two independent techniques, annexinV staining of externalized
phosphatidylserines and Western blotting of poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP), a caspase substrate cleaved during apoptosis. As shown in Figure 2A and
B, U46619 dose-dependently promoted Hela cells cisplatin-induced apoptosis
with an EC,, of about 87 nM, similar to the 82 nM EC,, reported for human platelet
aggregation (19). Promotion of apoptosis by U46619 was abolished by treatment
with the TP antagonist SQ29548 (Figure 2C and D), further supporting that
U46619 acts through TP to enhance cisplatin-induced apoptosis. Interestingly,
U46619 could not induce apoptosis in the absence of cisplatin treatment
(Figure 2A), indicating that co-stimulatory signals triggered by cisplatin are

required for this TP phenotype.
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FIGURE 8.2: Endogenous TP stimulation promotes cisplatin-induced
apoptosis in HelLa cells

(A) HelLa cells were incubated for 5 h with various concentrations of U46619 and
concomitantly treated with 50 or 100 uM cisplatin or vehicule for 5 h or overnight
(O/N). Phosphatidylserine exposure was assessed by flow-cytometry analysis of a
fluorescent annexin V staining 24 h following the start of the cisplatin treatment.
U46619 dose-dependently induced phosphatidylserine exposure in cisplatin-
treated Hela cells (see three top curves), but not in untreated cells (lower curve).
Mean calculated EC,, for U46619 was of 87 nM. Drawn in grey is the standard
deviation from the mean, which spans from 34 nM to 224 nM. Each point in the
scatter plot is the mean and SEM of three identical conditions in a single
experiment. The four independent experiments using various cisplatin treatments
shown are representative of multiple experiments using each individual treatment.
(B) Following flow-cytometry analysis, samples were lysed and SDS-PAGE and
immunobloting using a monoclonal anti-PARP antibody were performed. U46619
dose-dependently induced PARP cleavage following cisplatin treatment. The blot
shown here is that of a 50 uM overnight treatment, but is representative of the
other 100 uM O/N and 50 uM 5h treatments as well. (C, D) The effect of U46619
on phosphatidylserine exposure and PARP cleavage can be inhibited by a
concomitant 10 uM treatment with the TP antagonist SQ29548.
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8.3.3.3. Cisplatin induces TXA, production

While performing the EC,, calculations for the previous experiments, we noticed
that although U46619 consistently promoted cisplatin-induced apoptosis in HeLa
cells, the EC;, of this effect appeared inversely correlated with the harshness of
the cisplatin treatment. Indeed, in Figure 2A, the EC,, are ~36 nM, ~77 nM and
~236 nM for the experiments where the cells were treated with 100 uM cisplatin
overnight, 50 uM cisplatin overnight, or 50 uM for 5 h respectively. This
observation led us to believe that cisplatin might induce endogenous production
of TXA, by HelLa cells which could change the actual agonist concentration in our
culture medium, consequently shifting our apparent dose-response curve to the
left. We thus measured the concentration of TXB, — a stable TXA, metabolite — as
a proxy for TXA, synthesis. As shown in Figure 3, cisplatin treatment increased
TXB, concentration in the culture medium by 5-10 folds to about 2.25 nM, up from
0.22 nM in untreated conditions, indicating that HelLa cells can synthetize TXA,
and secrete it in the culture medium during the DNA-damage response. This
increased synthesis correlates with, and qualitatively explains, the apparent
apoptosis EC,, reduction upon cisplatin treatment. However, since TXA,
production is likely to be underestimated due to detection limitations, it cannot
quantitatively be linked to the shift in EC,, of cisplatin-induced apoptosis in

Figure 2.
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FIGURE 8.3: Cisplatin induces thromboxane production

HelLa cells were treated for 48 h with various concentrations of cisplatin. The
culture medium was then collected and thromboxane B, levels were assessed
using a commercially available ELISA-based kit. Shown here is a representative
result of five independent experiments.

8.3.3.4. TP stimulation prevents Sival degradation

With the clear pro-apoptotic outcome of TP stimulation observed in our model, we
next investigated how Sival function might be controlled by TXA,. To assess
whether TP or its stimulation had any control over Sival expression, Sival-HA
and Flag-TPB were expressed in HEK293 cells together or separately and treated
with U46619 for up to 5 h. As shown in Figure 4A, agonist stimulation of TP for 2
and 5 h increased the amount of Sival protein that was detected. This effect was
also observed with Siva1AC (data not shown). An increase in total expression can
be the result of either enhanced synthesis or decreased degradation. Because the
previous experiments were performed using expression constructs under the
control of the constitutive CMV promoter, we conjectured that an augmentation in
total Sival expression was most likely the result of a reduction in the degradation
of the protein. A cycloheximide chase was performed in order to calculate the
half-life of Sival in cellulo. Cells expressing TPb and Sival were incubated with
vehicle or U46619 for 3 h and then treated with the protein synthesis inhibitor
cycloheximide for the indicated times (Figure 4B). In the most conservative

experiment, Sival half-life was ~18 min in cells treated with vehicle and increased
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to ~29 min in cells stimulated with U46619 (Figure 4B-C), indicating that TP
stimulation slowed Sival turnover by about 60 %. Other experiments showed
Sival half-life to be of 19, 26 or 31 min in basal condition, which increased to
respectively 74, 65 or 106 min upon stimulation. We postulate that the high
variability of the absolute half-life between each experiment might result from
variations in passage number and/or cell confluence, as Sival expression is
notoriously affected by these factors (20). In any case, statistical analysis of all
four experiments using a two-way repeated measures ANOVA found the
interaction between the two variables (TP stimulation and total Sival expression
with time) to be extremely significant at P = 0.0060, indicating that regardless of
the initial absolute half-life, TP stimulation increased Sival stability. TP-induced
increase in Sival expression was also confirmed in HelLa cells using endogenous
proteins and found to be of similar magnitude to that induced by cisplatin
treatment (Figure 4D). Concomitant treatment with both U46619 and cisplatin
resulted in a further increase in Sival expression relative to either treatment alone.
Together, these results indicate that TP stimulation increases total Sivai
expression by impeding its degradation and that the presence of cisplatin further
elevates Sival levels, possibly through enhanced transcription, as described by
others (7).
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FIGURE 8.4: TP increases total Sival expression by decreasing its
degradation

(A) HEK293 cells were transfected with FLAG-TPf and/or Sival-HA. Two days
later, cells were treated with 100 nM U46619 for 0.5, 2 or 5 h and then lysed.
Western blot analysis demonstrates that U46619 treatment time-dependently
induced an increase in Sival-HA expression when Sival and TP were co-
transfected (lanes 5-8), but not when Sival was transfected alone (lanes 9-12). (B,
C) A time-course of cycloheximide treatment was performed to evaluate Sivat
degradation kinetics. HEK293 cells were transfected with FLAG-TPp and Sival-
HA. After 48 h, cells were treated for 3 h with 100 nM U46619. Cycloheximide
was then added to the culture medium to reach a final concentration of 100 ug/mL
and cells were harvested after the indicated times. Cells were then lysed and
analysed by SDS-PAGE, western blotting and immunoblotting of transfected
Sival-HA using an HRP-coupled anti-HA antibody. Band intensity in (B) was
quantified and plotted in (C) to calculate the in cellulo half-life of Sival in presence
or absence of TPb stimulation. In the most conservative experiment (shown here),
Sival was found to have an 18 min half-life in untreated cells, which increased by
60% to 29 min upon U46619 stimulation. A two-way repeated measures ANOVA
performed using the results from all experiments found the half-lives increased
seen upon stimulation to be extremely significant at P = 0.0060. (D) Endogenous
Sival expression also increased following U46619 stimulation of endogenous TP
in HelLa cells. The increase was comparable to that induced by an overnight
50 uM cisplatin treatment and the combination of TP stimulation and cisplatin
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treatment had additive effect on Sival expression (lane 4). All blots shown are
representative of at least three independent experiments.

8.3.3.5. TP stimulation modulates the interaction of Sival with its
known partners

Sival promotes apoptosis through various mechanisms including the direct
binding of XIAP (10) and TRAF2 (21). A recent report, however, highlighted that
Sival could directly bind to both Mdm2 and p53 simultaneously and enhance p53
ubiquitination and degradation, thereby protecting against apoptosis (11). We thus
wondered if TP might be able to regulate those interactions, two of which are pro-
apoptotic and one of which is anti-apoptotic. Co-immunoprecipitations of Sival-
HA with Myc-tagged Mdm2, XIAP or TRAF2 were performed following a 5 h
FLAG-TP stimulation by U46619 or vehicle. As shown in Figure 5, TPb stimulation
enhanced the pro-apoptotic Sival interactions with XIAP and TRAF2 while
decreasing the anti-apoptotic interaction between Sival and Mdm2 (see methods

for detailed results analysis).
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FIGURE 8.5: TP stimulation enhances the Sivai interaction with XIAP and
TRAF2 while diminishing the interaction between Sival and Mdm2

(A) HEK293 cells were co-transfected with Sival-HA, FLAG-TPf and Myc-Mdmz2,
Myc-XIAP or Myc-TRAF2. After 48 h, cells were treated or not with U46619 for
5 h before performing the co-immunoprecipitations. (B) The Sival increase upon
U46619 stimulation shown in (A) was quantified in the lysate panels (white series)
and in the co-immunoprecipitation panels (grey series) of three independent
experiments. (C, D) Co-immunoprecipitation of endogenous XIAP or TRAF2 by
goat anti-Siva antibodies was performed in HelLa cells and confirmed the results
obtained in (A) and (B). Results shown in both histograms are the mean + S.D. of
three independent experiments.

8.3.3.6. TP stimulation induces translocation of Sival to the cytoplasm

Sival was reported to be predominantly located in the nucleus (4), although

subpopulations have been described in the cytosol, plasma membrane and
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mitochondria (5,7). Because Mdm2 is mostly nuclear (22) while XIAP and TRAF2
are both cytosolic proteins (23,24), we hypothesized that TP stimulation might
induce a translocation of Sival from its nuclear location to the cytoplasm, thereby
decreasing its interaction with Mdm2 and enhancing its association with XIAP and
TRAF2. We thus performed live confocal microscopy imaging of HelLa cells
expressing low levels of a Cherry-HA-Sival construct (Figure 6 and

Supplementary material 3).

Hoechst
33342

Sival-HA DIC and merge

Low transfection

High transfection

FIGURE 7.Supp3: Siva1l accumulates in “dot-like structures” at very high
transfection levels, but not at low levels

Sival was previously observed to accumulate in yet unidentified nuclear “dot-like
structures” (4,5). Although we were able to reproduce such phenomenon in
HEK293 cells, this required extremely high transfection levels about 100 times
above what was used for all of our other experiments. Shown in the figure are
HEK293 cells transfected with low (0.02 ug) or high (2 ug) quantities of Sival-HA
plasmid using TransIT-LT1 Reagent (Mirus, WI) and stained with a monoclonal
anti-HA antibody (MMS-101P, Covance, NJ) and an Alexa Fluor 488-conjugated
anti-mouse secondary antibody (A21202, Molecular Probes, CA) as described in
the Material and methods section. LUT table on the left. Scale bar is 10 um.
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In accordance with our earlier demonstration of increased Sival expression
following TP simulation, the Cherry-HA-Sival fluorescence markedly increased
after 3 to 6 h of U46619 treatment. Progressive Sival translocation to the
cytoplasm could be observed until about 12 h after receptor stimulation, where
Sival appeared in equivalent proportions at the nucleus and the cytoplasm.
Cytosolic staining was usually diffuse, but punctate accumulations could often be
seen (Figure 6B), as reported by others (5). In some cells, apoptosis — as
evidenced by blebbing seen in the differential interference contrast channel and
Hoechst condensation — followed Siva1 translocation by 2 to 12 h (Figure 6A). Co-
transfection of GFP-TPg along with Cherry-HA-Sival appeared to accelerate and
amplify all of the aforementioned processes (Figure 6B), with Sival translocation
to the cytoplasm usually complete after 4-6 h and cell blebbing/contraction
initiated after 6-8 h of receptor stimulation. Translocation and increase of
expression of Sival, as well as Sival-induced apoptosis were also observed by
immunostaining of the endogenous proteins (Figure 6E and Supplementary
material 4). However, in the absence of a transfection elevating total Sivail
expression, the apparition of apoptotic cells following U46619 stimulation required
a concomitant treatment with sub-toxic doses of cisplatin, further supporting our
dose-response results presented in Figure 2A. Finally, Sival translocation from
the nucleus to the cytoplasm following endogenous TP stimulation was confirmed

biochemically by performing cell fractionation experiments (Figure 6C and D).
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FIGURE 8.6: Siva1l is predominantly nuclear but translocates to the
cytoplasm upon TP stimulation

(A) Live confocal microscopy of Cherry-Sival-transfected Hela cells.

Before

stimulation, Sival mostly co-localizes with the Hoechst 33342-stained nucleus.
After a 6 h U46619 stimulation of endogenous TP, Cherry-Sival fluorescence is

noticeably increased, enabling the visualization of a cytosolic population.

This
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population progressively increases until the nucleus is undistinguishable from the
cytoplasm, at about 12 h of receptor stimulation. At this point in time, apoptosis
hallmarks such as DNA condensation and cell contraction can be seen,
culminating in extensive blebbing after 18 h of TP stimulation. (B) Co-transfection
of GFP-TPB with Cherry-Sival accelerates the process, with complete loss of
nuclear demarcation on the Sival channel by 4 h and apparition of apoptosis
hallmarks by 8 h of receptor stimulation. (E) Confocal microscopy of fixed HelLa
cells stained for endogenous Sival reveals similar results. Initially low, Sival signal
is increased upon a 16 h 1 mM U46619 stimulation where a cytoplasmic
population also appears. As reported in figure 2, concomitant sub-toxic 50 uM
16 h cisplatin treatment is required to visualize apoptosis in non-transfected cells.
Scale bar is 10 um. LUT table for all channels is shown on the left. (C)
Fractionation experiments in HelLa cells show transfected Sival-HA to be mainly
localized to the nucleus, although, as with the confocal experiments, a cytosolic
population can be seen. Upon endogenous TP stimulation, signal from the
cytosolic fraction is increased relative to the nuclear fraction. Immunoblotting of
GAPDH and lamin A/C show the adequate separation of the cytosolic and nuclear
fractions, respectively. (D) Quantification of Sival found in the cytosolic fraction
relative to that detected in the nuclear fraction.
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FIGURE 7.Supp4: Assessment of siSiva siRNAs efficacy and Siva antibody
specificity

(A) Both siSiva siRNAs effectively repress Sival mRNA levels by ~50%. mRNA
levels were assessed by reverse transcription and semi-quantitative PCR. Total
cellular RNAs were isolated with the TRIZOL reagent (cat. 15596-018 Invitrogen,
CA) from Hela cells transfected with scrambled or Sivai-specific siRNA for 24 h.
cDNAs were synthesized with olido(dT) Superscript Il RT (cat. 18064-014
Invitrogen, CA), and amplified with Tag DNA polymerase (cat. M0267S New
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England BioLabs, MA) with thefollowing primers: Forward-5’, 5’-
GTGAAGGCCGACTTTTGAGA-3’, and Reverse-3’, 5-
GATTTGGGTACTTTGGGTGG-3’ (500 bp). Controls consisted of RT-PCR of
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA. PCR products
were separated on a 1.5 % agarose gel and revealed by ethidium bromide
staining. (B) Quantification of (A). (C) The confocal microscopy signal of anti-Siva
(FL-175)-stained HelLa cells is abrogated by the transfection of the FITC-labeled
siSivaB siRNA, confirming that the antibody is specific to Siva and that the siRNA
effectively suppresses Siva at the protein level. Confocal microscopy and siRNA
transfection were performed as described in the Materials and methods section.
LUT is shown on the left. Scale bar is 10 pm.

8.3.3.7. Sival is required for TP-mediated modulation of apoptosis

We next evaluated whether Sival expression was required for the modulation of
apoptosis by TP. Two different FITC-labelled siRNAs targeting exon 2 and 4 of
human Sival were transfected into HelLa cells (Fig. 7A and Supplementary
material 4). Twenty-four hours after siRNA tranfections, cells were treated
overnight with cisplatin and concomitantly stimulated with 1 yM U46619, the
agonist concentration that maximally promoted the cisplatin-induced apoptosis in
Figure 2A. Apoptosis assessment by annexinV staining and PARP cleavage
demonstrated that the promotion of cisplatin-induced apoptosis by TP stimulation
was severely compromised in cells transfected with the siRNAs targeting Siva1l
compared to cells transfected with the control scrambled siRNA (Figure 7),

confirming the importance of Sival in the modulation of apoptosis by TP.
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FIGURE 8.7: Siva1 is required for apoptosis modulation by TP

(A) Knock-down efficacy of siRNAs targeting exon 2 (siSiva A) and exon 4 (siSiva
B) of Sival was assessed by Western blotting of endogenous Siva. (B)
Quantification of (A). (C, D) Cells were transfected with FITC-labeled siRNAs and
treated with 1 uM U46619 or vehicule for 5 h, concomitant with an overnight
50 uM cisplatin treatment. Annexin V staining of transfected cells (C) and PARP
cleavage (D) analysis show that Sival knock-down by both siRNAs significantly
reduced promotion of apoptosis by U46619. Statistical analysis performed using
unpaired t test. *is P < 0.05 and ** is P < 0.01.

8.3.4. Discussion

When trying to sum up the results of various studies on the role of TXA, in the
modulation of apoptosis, one striking element that emerges is that most studies
performed in primary cell cultures reported TP as a pro-apoptotic receptor (e.g. T
lymphocytes (18), cardiomyocytes (17), platelets (16)), whereas the majority of
studies reporting TXA, as a pro-proliferative mediator were performed using either
cancer cells (e.g. human bladder cancer specimens (25), pulmonary cancer cell
line NCI-H23 (26)), or thromboxane synthase inhibitors (25,27). In the latter case,
deducing the outcome of TP signalling by using synthase inhibitors is challenging

because, by blocking TXA, synthesis, those inhibitors also drive the balance of
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eicosanoids towards other mediators such as prostacyclin (28) that itself
possesses pro-apoptotic properties (29). As for studies performed in cancerous
cells, one must keep in mind that one of their most important features is their
ability to evade apoptosis. To that end, the preponderance of cancerous cells
show impaired p53 function (30). It is tempting to speculate that the outcome of
TP signalling might shift from pro-apoptotic in “healthy cells” to proliferative in
cancer cells. Here, we demonstrated that siRNA-mediated knock-down of Siva1l
severely reduced the promotion of apoptosis by TP. Because Sival is a direct
transcriptional target of p53 (7), we suggest that impaired p53 function might
prevent Sival expression and therefore the promotion of apoptosis by TP. In
support of this hypothesis, promotion of apoptosis by TXA, required a
concomitant cisplatin treatment in HelLa cells (Figure 2). Because Sival induction
by U46619 and cisplatin is additive (Figure 4D), we believe that the co-treatment
might be required to elevate Sival levels past the threshold required for TP
signalling towards apoptosis — a situation that might not happen in p53-deficient

cells.

In addition, we showed that the cisplatin treatment induced TXA, production by
HelLa cells. This suggests the presence of a positive feedback loop in which the
DNA-damage-response in one cell might sensitize itself or neighbouring cells to
DNA-damage-induced apoptosis. To the best of our knowledge, ours is the first in
vitro demonstration of TXA, production upon cisplatin treatment. Clinically, it was
reported that urinary excretion of TXB, was increased 4.5-fold during and
immediately after cisplatin infusion in patients treated for various malignancies
(81). TXA, production was also observed following treatment with other cytotoxic
drugs such as gentamicin (32) and cyclosporine (33). This further supports the
clinical relevance of our findings and implies that not only might a defective TP-
Siva axis contribute to apoptosis resistance in tumours, but a functional TP-Siva
axis in surrounding normal tissues and organs might also contribute to the toxicity

of the chemotherapeutic treatment.
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Whether Sival is pro- or anti-apoptotic has recently been the subject of debate
(4,11) which could be resolved in part by our data. While Sival was mainly known
to induce apoptosis through extrinsic, intrinsic and caspases-independent
pathways (4,5), an elegant study by Du et al. revealed that, by simultaneously
binding p53 and Mdm2, Sival potentiated p53 ubiquitination and proteasomal
degradation, effectively inhibiting apoptosis (11). Here, we demonstrate that
following TP stimulation, Sival translocates from the nucleus to the cytosol where
it progressively accumulates because of hindered degradation. Since others
reported that Sival stability could be decreased by LPA,-induced ubiquitination
(84), we tried to assess whether the opposite would hold true with TP, where
U46619 might decrease Sival ubiquitination. However, we found basal Sivail
ubiquitination levels to be so low that no further decrease could be observed (data
not shown), suggesting that Sival stabilization by TP might occur through
mechanisms other than regulation of protein ubiquitination, which might include
phosphorylation, other ubiquitin-like modifiers or the N-end rule pathway. Aside
from Sival stabilization, we also showed that TP stimulation enhances both pro-
apoptotic Sival/TRAF2 and Sival1/XIAP interactions whilst reducing the anti-
apoptotic Sival/Mdm2 interaction. With regards to the Sival/Mdmz2 interaction,
the bearing of the residual co-immunoprecipitation signal observed following
stimulation (Figure 5A) remains to be ascertained. It could be that some level of
this anti-apoptotic interaction is actually maintained, but overrun by the stabilised
cytoplasmic Sival interacting with XIAP and TRAF2. Another possibility would be
that in cells destined to enter apoptosis, the anti-apoptotic Sival/Mdm2
interaction is completely lost and that the impression of its conservation results
from the fact that western blots study an unsynchronized cell population.
Whatever the case, we do suggest that the Sival function at the nucleus might
indeed be anti-apoptotic through the reported p53-Mdm2 scaffold and that its
pro-apoptotic properties might appear once it has translocated to the cytoplasm
where it can access not only TRAF2 and XIAP, but also the mitochondria (5) where

Bcl-2 and Bcl-xL are located. We believe this is the first model unifying the pro-
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and anti-apoptotic roles of Sival and showcasing a live modulation of Sivat
localization and function by agonist stimulation of a receptor. A schematic

representation of our proposed mechanism is illustrated in Figure 8.
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FIGURE 8.8: Proposed schematic model of Siva1 regulation

Siva is expressed at low levels in normal cells and is mainly localized at the
nucleus, where it can bind Mdm2 and suppress p53 activity, thus promoting cell
survival. TP stimulation induces a translocation of Sival to the cytoplasm, where
it accumulates and interacts with Bcl-xL, XIAP and TRAF2 to promote apoptosis.
Cisplatin treatment induces thromboxane A, production as well as p53 activity
through its DNA-damaging action, resulting in an induction of Sival transcription.
Finally, Siva1 is required for the promotion of apoptosis by TP. We postulate that
this prerequisite might not be met in cancerous cell lines with impeded p53
activity, possibly explaining why, to the best of our knowledge, TP was only ever
shown to induce apoptosis in primary cell cultures.

Lastly, we demonstrated that Sival directly interacts with the C-tail and
intracellular loops of TP. Interestingly, total expression and localisation of
Sival1AC, which displayed dramatically reduced interaction with TP, could be
modulated by TP stimulation similarly to full-length Sival (data not shown). This

could suggest that 1) the interaction is not involved in those two processes, which
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might be triggered by other receptor signalling pathways; or 2) that the residual
TPB-Sival interaction is sufficient for TP to mediate its effects on Sival. The fact
that receptor stimulation decreased the co-immunoprecipitation with Sival
suggests that the association might be constitutive, where TP could sequester a
small cytoplasmic Sival fraction existing at the basal state and release it upon
stimulation. This could further contribute to the TP-induced cytoplasmic Sivat
accumulation and enhanced interaction with pro-apoptotic partners. The
correlation between TP-Sival dissociation and Sival stabilisation would also
support the observations reported for the anti-apoptotic LPA, receptor where an
agonist-induced stabilisation of the LPA,-Siva1 interaction lead to increased Sivat
ubiquitination and degradation (34). In any case, ours is the first report of Sivai
interacting with a pro-apoptotic GPCR and the first to demonstrate that Sivai
expression is required to couple the receptor to apoptosis modulation. Whether
the direct interaction between TP and Siva is required for this effect to occur or
rather serve a distinct unknown function remains to be seen, but our data does
reveal a completely new mechanism of GPCR-mediated apoptosis modulation

that had never been appreciated before.

Better understanding of apoptosis regulation is critical not only to cancer
research, but also to our comprehension of inflammatory and hypoxia responses.
With its proven involvement in cardiovascular diseases, immune regulation and
cancer (1), TXA, is at the crossroads of all of those processes. We showed here
that a DNA-damaging cisplatin treatment induced TXA, synthesis in HelLa cells. In
turn, stimulation of TP promoted cisplatin-induced apoptosis, which required
Sival expression. We demonstrated that TP stimulation caused Sival to
accumulate by inhibiting its degradation and provoked its translocation from the
nucleus to the cytoplasm. This translocation resulted in decreased interaction with
Mdm2, and enhanced association with XIAP and TRAF2. The model derived from
our data explains, at least in part, the dual pro- and anti-apoptotic roles that were

reported for Sival. Together, our findings may have clinical implications in the use
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of COX inhibitors during cisplatin chemotherapy and provide mechanistic insight
required to improve treatment effectiveness (35) and alleviate some of its

complications (36).

8.3.5. Materials and methods

8.3.5.1. Reagents

Anti-GST polyclonal anti-body (cat. A190-122A) was from Bethyl Laboratories, TX.
Rat monoclonal HRP-coupled anti-HA antibody (clone 3F10) was from Roche
Diagnostics, Switzerland. Anti-PARP monoclonal antibody (cat. 556494) was from
BD Pharmingen, NJ. Anti-GAPDH (FL-335), anti-Lamin A/C (H-110) anti-c-Myc
(A-14) and anti-Siva (FL-175, C-20 and N-19) polyclonal antibodies, anti-Mdm2
(SMP14) monoclonal antibody as well as protein G PLUS-agarose were
purchased from Santa Cruz Biotechnology, CA. Anti-FLAG monoclonal (M2) and
polyclonal (F7425) antibodies were from Sigma-Aldrich, MO. Anti-human TP
receptor polyclonal antibody (cat. 10004452) was from Cayman Chemical
Company, MI. XIAP (3B6) and TRAF2 (C192) polyclonal antibodies were from Cell
Signalling Technology, MA. HRP-linked anti-Myc polyclonal antibody (ab1261)
was from Abcam, UK. HRP-linked anti-rabbit (NA934V) and anti-mouse (NA931V)
secondary antibodies were from GE Healthcare, UK. Alexa Fluor 546 goat anti-
rabbit (cat. A-11035) secondary antibody was from Molecular Probes, CA.
Cisplatin (cis-Diammineplatinum(ll) dichloride, cat. P4394) and cycloheximide (cat.
C4859) were from Sigma-Aldrich, MO. U46619 (cat. 16450) and SQ29548 (cat.
19025) were from Cayman Chemical Company, MI.

8.3.5.2. Plasmid Constructs

The full-length open reading frame of Sival was cloned by RT-PCR using
template RNA extracted from Hela cells. The HA-tagged Sival constructs were

generated by PCR using the Phusion High-Fidelity PCR system (New England
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Biolabs, MA) and with primers containing the HA epitope in-frame with the C
terminus of the Sival ORF. The PCR products were inserted into either the
pcDNA3 expression vector (Invitrogen, CA) to yield the Sival-HA and SivalAC-HA
constructs or into the pRSETa expression vector (Invitrogen, CA) to yield the
6xHis-Sival-HA, 6xHis-SivalAC-HA and 6xHis-SivalAAC-HA constructs. The
Cherry-HA-Sival construct was generated by inserting the HA-tagged Sival ORF
in the pmCherry plasmid (cat. 632522, Clontech, CA). Generation of the TP
constructs in the pGEX-4T-1 vector (GE Healthcare, UK) was described previously
8). Myc-Mdm2, Myc-TRAF2 and Myc-XIAP were all cloned by RT-PCR from
HelLa cells mRNA and inserted into the pcDNA3 expression vector (Invitrogen,
CA).

8.3.5.3.  Cell culture, transfection and stimulation

HEK293 and Hela cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10 % fetal bovine serum (Invitrogen, CA) at 37 °C in a
5 % CO, humidified atmosphere. Transfections of both cell types were performed
at 50-70 % confluence using TransIT-LT1 Reagent (Mirus, WI) according to the
manufacturer’s protocol. Whenever agonist or antagonist treatments were
required, the culture medium was changed to medium containing the relevant
compound (DMEM 0,5 % BSA, 20 mM Hepes) 30 min prior to stimulation start

and kept for the remaining of the experiment.

8.3.5.4. Yeast two-hybrid screen

The yeast two-hybrid screen was performed as described previously (3). Briefly, a
plasmid containing the C-terminus of TPb (pAS2-1-TPbCT) was transformed into
the yeast strain pJ69-4a according to the lithium yeast transformation protocol.
This stably transformed clone was then transformed with a Human Hela
MATCHMAKER cDNA Library or with the empty pGad424 plasmid (Clontech, CA).
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Positive clones were initially selected for growth in the absence of histidine.
Clones showing positive interactions were then isolated, and these interactions
were confirmed by growth on quadruple selective media (Trp, Leu’, His” and Ade).
pGADGH plasmids containing the library inserts from positive colonies were
isolated and transformed into the DH10B bacterial strain. Plasmids were
extracted from DH10B cells and transformed once more into yeast with either the
bait (pAS2-1/TPbCT) or the negative control (pAS2-1) and plated on quadruple
selective medium (Trp, Leu, His" and Ade) to confirm the interaction. The
selected plasmids were then sequenced by dideoxy sequencing, and the

identities of the clones were determined by using the NCBI BLAST alignment tool.

8.3.5.5. Recombinant protein production and binding assays

His- and GST-tagged fusion proteins were produced in OverExpress C41(DE3)
Escherichia coli strain (Avidis, France) according to the manufacturer’s
instructions.  His-tagged recombinant proteins were purified using nickel-
nitrilotriacetic acid-agarose resin (cat. 1018244 Qiagen, Germany), while GST-
tagged recombinant proteins were purified using glutathione-Sepharose 4B (cat.
17-0756-01 GE Healthcare, UK) as per the manufacturers’ instructions. Purified
recombinant proteins were analyzed by SDS-PAGE followed by Coomassie
Brilliant Blue R-250 staining. Glutathione-Sepharose bound GST-tagged fusion
protein was incubated with purified histidine protein in binding buffer (10 mM Tris,
pH7.4, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 10 % glycerol, and 0.5 % Igepal)
supplemented with protease inhibitors (9 mM pepstatin, 9 mM antipain, 10 mM
leupeptin, and 10 mM chymostatin) and 2 mM DTT overnight at 4 °C. The binding
reactions were then washed 4 times with binding buffer. SDS sample buffer was
added to the binding reactions, and the tubes were boiled for 5 min. The binding
reactions were analyzed by SDS-PAGE, and immunoblotting was performed with

the indicated specific antibodies.
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8.3.5.6. Immunoprecipitations

HEK293 cells were transiently transfected with the indicated constructs and
maintained as described above for 48h in 60mm petri dishes.
Immunoprecipitations of endogenous proteins were performed in HelLa cells.
Where indicated, cells were then stimulated with TP agonist U46619 at a 100 nM
concentration for 5 h. Cells were subsequently washed with ice-cold PBS and
harvested in 200 ul of lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8, 1 % Igepal,
0.5 % Sodium-deoxycholate, 0.1 % SDS, 10 mM Na,P,0,, and 5 mM EDTA)
supplemented with protease inhibitors (9 nM pepstatin, 9 nM antipain, 10 nM
leupeptin, and 10 nM chymostatin (Sigma-Aldrich, MQO)). After incubation in lysis
buffer for 60 min at 4 °C, the lysates were cleared by centrifugation for 20 min at
14 000 RPM at 4 °C. Lysates were brought to equal protein concentration
following protein dosage with the DC protein assay kit (cat. 500-0112, Bio-Rad,
CA) and 1 ug of specified antibody was added to between 500 and 900 ug of
supernatant, depending on the experiment. After an overnight incubation at 4 °C,
30 ul of 50 % protein G-agarose was added, followed by a 1 h incubation at 4 °C.
Samples were then centrifuged for 1 min and washed three times with 1 ml of lysis
buffer. Immunoprecipitated proteins were eluted by the addition of 25 ul of
Laemmli buffer followed by a 30 min incubation at 37 °C. Initial lysates and
immunoprecipitated proteins were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting

using specific antibodies.

8.3.5.7. Apoptosis induction and assessment

HelLa cells were harvested to 50 % confluence. Culture medium was then
changed for stimulation medium (DMEM 0,5 % BSA, 20 mM Hepes) containing
cisplatin at the specified concentration, along with the indicated agonists or
antagonists. If siRNAs were to be transfected, cells were allowed to reach 80-

90 % confluence and transfection occurred one day prior to the start of the
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cisplatin treatment. Sixteen to 24 h following the start of the cisplatin treatment,
cells were washed with 1 mL of room temperature PBS and trypsinized for 15 min.
Trypsinization was stopped by the addition of DMEM 10 % FBS culture medium
and cells collected in 15 mL tubes using polystyrene pipettes. During this
procedure, initial culture medium and washing buffer were collected along with
the trypsinized cells to ensure that cells floating prior to trypsinization were
included in the experiment. Pipette “up and downs” were avoided as much as
possible. Cells were pelleted by centrifugation at no more than 300 g and washed
in 1 mL of annexin V binding buffer (150 mM NaCl, 10 mM Hepes, 2,5 mM CaCl,),
before being finally resuspended in 100 uL of annexin V binding buffer containing
3 uL of Alexa fluor 647-conjugated annexin V (cat. 640912, BioLegend, CA) and
1 uM propidium iodide (Molecular Probes, CA). Cells were incubated 15 min on
ice before being read on a FACSCalibur (BD Biosciences, NJ) flow cytometer
using appropriate lasers and filter sets. BD’s CellQuest Pro 5.2.1 software was
used to acquire and analyze 30 000 events. If siRNAs were transfected, the green
FL-1 channel was used to assess transfection efficiency (usually about 60-70 %)
and non-transfected cells were excluded from the analysis. Remaining cells after
the FACS reading were then pelleted and lysed in 50 uL of a highly denaturating
lysis buffer (100 mM NaCl, 50 mM pH 8 Tris, 1 mM EDTA, 1 % Igepal, 0.5 %
sodium-deoxycholate, 1 % SDS and 4 M urea) for 60 min. Lysates were cleared
by centrifugation, dosed using the DC protein assay kit (cat. 500-0112, Bio-Rad,
CA) and SDS-PAGE and immunobloting were performed using 50 ug to reveal
PARP cleavage.

8.3.5.8. Thromboxane production assay

Hela cells harvested to 50 % confluence were treated with various concentrations
of cisplatin for 48 h. Culture medium was collected and analyzed using the
thromboxane B, EIA kit (cat. 519031) from Cayman Chemical Company, MI, as

per the manufacturer’s instructions.
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8.3.5.9. Sival expression

HEK293 cells were plated on day 1, transfected as indicated on day 2 and
stimulated on day 4. For experiments assessing the expression of endogenous
proteins, stimulations were performed in HelLa cells upon achievement of desired
confluency. Cells were then washed with ice-cold PBS and harvested in 50 ul of
lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH8, 1 % Igepal, 0.5 % Sodium-
deoxycholate, 0.1 % SDS, 10 mM Na,P,0,, and 5 mM EDTA) supplemented with
protease inhibitors (9 nM pepstatin, 9 nM antipain, 10 nM leupeptin, and 10 nM
chymostatin (Sigma-Aldrich, MQO)). After incubation in lysis buffer for 60 min at
4 °C, the lysates were cleared by centrifugation for 20 min at 14 000 RPM at 4 °C.
Lysate concentration was assessed with the DC protein assay kit (cat. 500-0112,
Bio-Rad, CA) and 30-50 ug of proteins were denaturated using Laemmli sample
buffer and submitted to SDS-PAGE, western blotting on nitrocellulose membranes
(BA85 Protran, Whatman, UK) and immunolabelling using the specified antibodies.
When multiple immunolabelings were required, membranes were striped by two
sequential 7 min room-temperature incubations in water 0,2 M NaOH. After
extensive washing to remove residual NaOH, membranes were immunolabeled

again.

8.3.5.10. Cycloheximide chase assay

HEK293 cells were transfected with FLAG-TPP and Sival-HA. After 48 h, culture
medium was changed for the stimulation medium and cells were treated for 3 h
with 100 nM U46619. Cycloheximide was then added to reach a final
concentration of 100 ug/mL and cells were harvested for 15, 30, 60, 120 or 180
min. At the required times, cells were washed with ice-cold PBS, collected,
pelleted and flash-frozen in liquid nitrogen. Once all samples were frozen, cells

were lysed as described for the Sival expression experiment and 30-50 ug of
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lysate proteins were analyzed by SDS-PAGE, western blotting and

immunolabelling using the specified antibodies.

8.3.5.11. Confocal microscopy

Live confocal microscopy was performed in HelLa cells plated and transfected
with appropriate plasmids in Lab-Tek Il chambered coverglass (cat. 155379,
Thermo Fischer Scientific, MA). The day following transfection, the cell culture
medium was changed to stimulation medium containing 1 ug/mL Hoechst 33342
(cat. H21492, Invitrogen, CA) and cells were serum-starved for 4 h. The slide was
then loaded on a H117 ProScan Il (Prior Scientific, UK) high-precision motorized
stage coupled to a FV1000 confocal microscope (Olympus, Japan). Environmental
control systems from Solent Scientific, UK, were used to maintain a 37 °C
temperature and constant CO, and moisture levels throughout the experiment.
Five to 6 fields containing 3-10 transfected cells were selected in each of the two
chambers and their coordinates were entered as a multi-area time-lapse protocol
in the FV10-ASW 2.1.3.10 software (Olympus, Japan). Five-layers Z-stack
acquisitions were performed using a 63x oil immersion objective. Each field was
imaged once prior to stimulation and then once per hour for 18 hours after the
addition of agonist in one of the two chambers. To minimize laser exposure, the
confocal aperture was set to 300 uM and, in addition to the differential
interference contrast signal, no more than two fluorescence channels were
acquired in a single experiment. Hoechst and Cherry channels were acquired
simultaneously, but a sequential acquisition was favoured for the GFP and Cherry
combination because of fluorescence spectrum overlay concerns. ZDC focus drift
compensation was used throughout the experiment. For fixed-cells confocal
microscopy, Hela cells were plated onto coverslips and grown overnight in
DMEM 10% FBS. Cells were fixed with 3% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS), washed with PBS, permeabilized with 0.1% Triton X-100
(cat. ICN807423, Thermo Fisher Scientific, MA) in PBS, and blocked with 0.1%
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Triton X-100 in PBS containing 5% nonfat dry milk. Cells were then incubated with
primary antibodies diluted in blocking solution, washed twice with PBS, blocked
again with 0.1% Triton X-100 in PBS containing 5% nonfat dry milk, and
incubated with appropriate secondary antibodies diluted in blocking solution. The
cells were washed twice with permeabilization buffer, incubated 5 minutes in a
Hoechst 33342-containing PBS solution and washed thrice with PBS. Coverslips
were finally mounted using ProLong Gold antifade reagent (cat. P36934,
Molecular Probes, CA). Confocal acquisitions were performed sequentially for
each channel and every microscope slides within a single experiment were read
on the same day and using the same settings. Following acquisition, images were

pseudocolored using the FV10-ASW 2.0.1.0 viewer software (Olympus, Japan).

8.3.5.12. Cell fractionation

Fractionation was performed according to the Rapid, Efficient And Practical
method (37). Briefly, HeLa cells transfected with the Sival-HA construct were
stimulated 5 h with 100 nM U46619, washed in ice-cold PBS and resuspended in
900 uL of PBS 0.1 % Igepal to permeate the plasma membrane. After a 10 s pop-
spin, 300 uL of the supernatant was collected and considered the cytosolic
fraction, which was then denaturated using 100 uL of 4x Laemmli sample buffer.
The remaining pellet was then washed with 1 mL of PBS 0.1 % Igepal and
resuspended in 180 ulL of Laemmli sample buffer to become the nuclear fraction.
The nuclear fraction was sonicated and both fractions were boiled for 5 min

before being loaded for SDS-PAGE, western blotting and immunolabelling.

8.3.5.13. siRNA knock-down

Custom FITC-labeled Stealth siRNAs were purchased from Invitrogen, CA. The
siSiva A (sense: AGUGCUGUGCACCAGCUGUTT anti-sense:
ACAGCUGGUGCACAGCACUTT) was targeted at exon 2, while the siSiva B
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(sense: GACCAAGCGACUCCUGUUCTT, anti-sense:
GAACAGGAGUCGCUUGGUCTT) was targeted at exon 4. A scrambled version of
siSiva A was also ordered (sense: GUGCUCUGCGACGUUGACATT anti-sense:
UGUCAACGUCGCAGAGCACTT) and used as a control. siRNAs were transfected
in HelLa cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA) following the

manufacturer’s Hel.a cell specific protocol.

8.3.5.14. Image densitometry

Western blot quantification was meticulously performed using a procedure we
developed based on the recommendations of Gassmann et al. (38). Specifically,
all quantified immunoblots were revealed using the same type of films (X-OMAT
Blue XB, cat. 1776699, Kodak, NY) and carefully exposed to avoid saturation.
Films were scanned using a dual lens Epson Perfection v700 Photo scanner
(Epson, Japan) and the EPSON Scan Ver. 3.25A (Universal) software. Acquisition
was performed at 400 dpi in 16-bits grayscale with auto-exposure and color-
correction options turned off. Images were analyzed using the Imaged 1.42q
software. Lanes were selected and plotted using the “Gel analyzer” functions with
only the central third of the lanes width being included by the lane selection
rectangle. Peaks on the plots were individually closed to the background level of
each lane using the “Straight line” tool and the enclosed area was measured using
the “Wand” tool. Results were compiled in Microsoft Excel for Mac 2011 v14.1.0
(Microsoft Corporation, WA) and reported as the mean of all quantified

experiments with standard deviation.

8.3.5.15. Statistical analysis

EC,, and half-life calculations were performed in Prism 5.0b (GraphPad Software,
CA) using respectively the “log (agonist) vs. response (three parameters)” and the

“One phase decay” pre-set analyses and reported accordingly. Statistical analysis
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were also performed in Prism 5.0b using the test and parameters mentioned in the

figure legends.

8.3.6. Supplementary methods

8.3.6.1. Detailed Figure 5 analysis

We performed immunoprecipitations of Myc-tagged Mdm2, XIAP or TRAF2
transiently expressed in HEK293 cells along with Sival-HA and Flag-TPB. As
shown in Figure 5, Sival co-immunoprecipitated with Mdm2, XIAP and TRAF2 as
reported by others (10-11, 21). In agreement with our previous results (Figure 4A),
Sival expression increased in our total cell extract upon 5 h U46619 stimulation
(Figure 5A, lysate panel), except when co-transfected with TRAF2. This could be
explained by the E3-ligase activity of TRAF2 (40) that could blunt the U46619-
induced increase in Sival expression. Interestingly, the increase in Sival detection
(stimulated versus unstimulated lanes) in the co-immunoprecipitations (Figure 5A,
upper panel) was not directly proportional to the amount of Sival protein seen in
the lysates (Figure 5A, bottom panel). Densitometry was performed to quantify the
amount of Sival detected in the stimulated samples relative to that in the
unstimulated samples for each interaction partner and a comparison between the
individual ratio calculated for the lysates and co-immunoprecipitations is shown in
Figure 5B. The increase in Sival detected in the co-immunoprecipitation with
XIAP and TRAF2 following U46619 stimulation was more than four times greater
than that observed in the lysates. These findings held true when assessed on the
endogenous proteins (Figure 5C). On the other hand, the increase in Sival that
co-immunoprecipitated with Mdm2 after U46619 treatment was only half of that
seen in the Sival lysates. Should TP stimulation not influence the interaction
between Sival and its partners Mdm2, XIAP and TRAF2, we would expect the co-
immunoprecipitation blots to look like that of the lysates and the calculated ratio

in Figure 5B to be the same between the lysates and the co-immunoprecipitates.
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Together, these results indicate that TP stimulation enhanced the pro-apoptotic
Sival interactions with XIAP and TRAF2 while decreasing the anti-apoptotic

interaction between Sival and Mdm?2.
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9. CARACTERISATION DE LA VOIE SIVA1 ET
GENERALISATION DU MECANISME A D’AUTRES
GPCR

Les résultats présentés au chapitre précédent offrent une perspective intéressante
sur la fonction potentielle de Sival en la positionnant comme une nouvelle
composante centrale d’'une voie de signalisation contrélée par un GPCR. Au
mieux de notre connaissance, il s’agit de la premiére étude démontrant la
nécessité de Sival pour la génération d’'un phénotype cellulaire en réponse a une
stimulation réceptorielle. Cette découverte s’inscrivait dans un contexte ou
plusieurs groupes avaient pourtant déja rapporté des interactions entre Sival et
certains récepteurs de surface incluant non-seulement LPA, (F.-T. Lin et al., 2007)
et S1P, (E et al., 2009), deux GPCR, mais également CD27 (Prasad et al., 1997) et
GITR (Spinicelli et al., 2002), membres de la famille des récepteurs de TNF.

Devant le nombre grandissant de récepteurs interagissant avec Sival, nous avons
émis I’hypothése que Sival était un partenaire général d’interaction des GPCR
dont la fonction pourrait étre modulée difféeremment par plusieurs agonistes via
plusieurs récepteurs. Les résultats de ces travaux sont présentés ici et
démontrent que Sival fait partie d’'une voie de signalisation partagée par
différents récepteurs de prostanoides, neurotransmetteurs et hormones qui
modulent son expression totale de facon corrélée a leur phénotype pro- ou anti-
apoptotique généralement rapporté. Le contréle de I’expression totale de Sivat
s’accompagne de changements dans les motifs d’ubiquitination observés sur les
récepteurs ainsi que d’altérations au niveau de la signalisation vers les voies NFKB
et potentiellement ERK1/2 et p38. Nous démontrons également une interaction in
vitro entre Sival et I'arrestine (modulateur bien connu des voies de signalisation

des GPCR) pouvant étre atténuée par une stimulation de TP.
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Ensemble, ces résultats suggerent que Sival pourrait contribuer a la signalisation
de GPCR via un réle dans |'assemblage/désassemblage de complexes
signalétiques régulés par des chaines d’ubiquitine, de maniere analogue a
certains mécanismes de signalisation proposés pour les récepteurs de TNF
(Chaudhari et al., 2006). D’autres travaux seront nécessaires pour confirmer ou
infirmer cette hypothése, mais les phénomenes que nous rapportons ici semblent
certainement positionner Sival comme un acteur insoupgonné au sein de la

régulation signalétique des GPCR.

9.1. Matériel et méthodes

9.1.1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires utilisées pour cette étude comprennent les HEK293
(précurseurs neuronaux isolés de reins humains), HelLa (cellules humaines d’un
cancer du col de l'utérus), CHO (cellules provenant d’'un ovaire de hamster
chinois) et MEF (fibroblastes embryonnaires de souris). Les MEF KO pour les
arrestines 2 et/ou 3 ont été gracieusement fournies par le laboratoire du Dr R.J.
Lefkowitz ou elles ont été générées (Kohout et al., 2001). Les HEK293, Hela et
MEF ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) 10% FBS (fetal bovine serum) alors que du Ham’s F12 nutrient mixture
10% FBS fut utilisé pour les cellules CHO.

9.1.2. Vecteurs et protéines recombinantes

Le clonage et la génération des différentes constructions de Sival a été décrit
dans larticle présenté au chapitre 8. Le clonage et les constructions des
récepteurs TPa, TPB, B,AR, DP, CRTH,, IP, CXCR,, PAFR et AT,R et de leurs
queues C-terminales ont été réalisées au fil des ans par plusieurs étudiants du

laboratoire et sont décrits dans des publications antérieures (voir tableau 9.1).
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GST-AT,R pGEX-4T-1 (Pérodin et al., 2002)
FLAG-B,AR pcDNA3.1 FLAG (A. Parent et al., 2009)
GST-B,AR pGEX-4T-1 (A. Parent et al., 2009)
FLAG-CRTH, pcDNA3.1 FLAG (Roy et al., 2010)
GST-CRTH, pGEX-4T-1 (Gallant et al., 2007)
GST-CXCR4 pGEX-4T-1 (Orsini et al., 1999)
FLAG-DP pcDNAS3.1 FLAG (A. Parent et al., 2010)

GST-DP pGEX-4T-1 (A. Parent et al., 2010)

GST-IP pGEX-4T-1 (Giguere et al., 2004)
GST-PAFR pGEX-4T-1 (Le Gouill et al., 1999)
GST-TPa pGEX-4T-1 (J. L. Parent et al., 1999)

FLAG-TPB pcDNA3.1 FLAG (J. L. Parent et al., 1999)
GST-TPR pGEX-4T-1 (Rochdi et al., 2004)

TABLEAU 9.1 : Récepteurs clonés antérieurement
Liste des constructions utilisées dans ce projet, mais réalisées par d’autres. Les
références en détaillent le protocole de clonage.

Les récepteurs TPBAK, CHRM2, CHRM3, CHRM3AC de méme que les différents
fragments des queues C-terminales des récepteurs CHRM2 et CHRMS3 ont été
spécifiguement clonés dans le cadre de ces travaux. Ces récepteurs furent
clonés par PCR a partir de librairies d’ADNc humains tirés de leukocytes ou de
tissus cérébraux et insérés dans un vecteur pcDNAS3 contenant la séquence
codante de I'étiquette FLAG (DYKDDDD) clonée précédemment entre les sites
Kpnl et EcoRIl. Les constructions résultantes débutaient par la méthionine du
vecteur, suivie d’'une dizaine d’acides aminés générés par le site de clonage
multiple, suivis de la séquence FLAG, suivie des acides aminés généreés par le site
de restriction a partir duquel débutait la séquence du récepteur, incluant la

méthionine initiale. Toutes les étiquettes de GPCR étaient donc situées en N-
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terminal du récepteur. Les fragments de queues C-terminales furent quant a eux
amplifiés par PCR a partir des vecteurs contenant la séquence compléte et inséré
dans le vecteur pGEX-4T-1 (cat. 28-9545-49, GE Healthcare, UK) contenant la

séquence codant pour la GST. Les amorces, librairies et sites de clonage utilisés

pour chaque construction sont détaillés au tableau 9.2.

Construction

Amorces

Vecteur
(Sites)

FLAG-CHRM2

GST-CHRM2

FLAG-CHRM3

GST-CHRM3

FLAG-CHRM3AC

GST-CHRM3AC

FLAG-TPBAK

MAR0200000-02

FLAG-CHRM2

MARO0300000-02

FLAG-CHRM3

MARO0300000-02

FLAG-CHRMS3AC

FLAG-TPB

: ctaggaattcatgaataactcaacaaactc
: ctagctcgagttaccttgtagcgcectatgttc

: ctaggaattcaatgccaccttcaagaag
: ctaggcggccgcttaccttgtagegectatgttc

: ctaggaattcatgaccttgcacaataacag
: ctaggcggccgcctacaaggectgetcgggtg

: ctaggaattcaacaaaacattcagaaccac
: ctaggcggecgcectacaaggectgetcgggtg

: ctaggaattcatgaccttgcacaataacag
: ctaggcggccgcctagtcacactggcacageag

: ctaggaattcaacaaaacattcagaaccac
: ctaggcggccgcctagtcacactggcacageag

: ctagggatccggcaccatggactacaaagacga

tgacgacaagtggcccaacggcagttc

: ctaggaattctcaccctgttggaggttcaaaagg

pcDNA3.1 FLAG
(EcoRl et Xhol)

pGEX-4T-1
(EcoRl et Notl)

pcDNAS.1 FLAG
(EcoRl et Notl)

pGEX-4T-1
(EcoRl et Notl)

pcDNAS.1 FLAG
(EcoRl et Notl)

pGEX-4T-1
(EcoRl et Notl)

pPcDNAS.1
(BamHI et EcoRl)

TABLEAU 9.2 : Constructions réalisées dans le cadre du projet

Liste des constructions réalisées dans le cadre de ce projet. Les séquences
furent amplifiees par PCR a partir du vecteur indiqué dans la colonne « source » a
’aide d’amorces sens (S) et anti-sens (A). Les séquences des amorces sont
retranscrites ici dans le sens 5’-3’. Les constructions FLAG-CHRM2, FLAG-
CHRMS et FLAG-CHRMBAC furent amplifiées a partir de vecteurs achetés du
Missouri S&T cDNA Resource Center (www.cdna.org), MO, USA (numéro de
catalogue dans la colonne « source »). Les séquences amplifiées furent par la
suite insérées dans le vecteur approprié aux sites indiqués.
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9.1.3. Transfections transitoires

Pour les expériences nécessitant une transfection transitoire d’ADN, les cellules
furent transfectées 24 h aprés I'’ensemencement initial et 24-48 h avant la
réalisation de I’expérience. Les cellules HEK293, HelLa et CHO furent transfectées
au moyen de TransIT-LT1 selon les conditions de départ des protocoles
spécifiques fournis par le manufacturier. Les cellules MEF furent transfectées au
moyen de TransIT-2020 et toutes les transfections d’ARNSs interférants furent

réalisées au moyen de Lipofectamine 2000 selon les protocoles des compagnies.

9.1.4. Génération de lignées stables

Des cellules exprimant de fagon stable différentes constructions furent générées
en transfectant le vecteur d’intérét au moyen de TransIT-LT1 puis en poursuivant
la culture habituelle en présence de G418 (cat. 400-130, Wisent bioproducts, Qc)
a 1 mg/mL pendant deux a trois semaines. Apres la période de sélection, la
concentration de G418 fut abaissée a 200 pg/mL et maintenue a ce niveau par la
suite. Toutes les expériences furent effectuées en absence de G418. Les
résultats présentés furent tous obtenus a partir des populations complétes

polyclonales de cellules stables pour le vecteur d’intérét.

9.1.5. Stimulation des récepteurs

Lorsqu’une stimulation des récepteurs était nécessaire, TP, DP ou CHRMS furent
stimulés avec, respectivement, du U46619 (100 nM), de la PGD, (1 pM) et du
carbachol (1 mM) dans un milieu DMEM 20 mM HEPES 0.05 % BSA. B,AR fut
stimulé avec de Iisoprotérénol (5 yM) dans un milieu DMEM 20 mM HEPES

0,1 mM ascorbate.
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9.1.6. Extraction d’ARN et RT-PCR

Les extractions d’ARN et les RT-PCR ont été réalisés selon le protocole décrit

dans l'article présenté précédemment.

9.1.7. Essais de liaison in vitro et co-immunoprécipitations

Tous les essais de liaison in vitro de méme que les co-immunoprécipitations ont

été effectués tel que décrit dans l'article.

9.1.8. Analyses d’expression protéique totale

Les analyses d’expression protéique totale ont été effectuées tel que décrit dans
’article. En plus des réactifs déja présentés, ces expériences ont fait usage

d’anti-IkBa (C-21) produit par Santa Cruz Biotechnology, CA.

9.1.9. Analyse de ’apoptose dans les CHO

L’apoptose dans les cellules CHO fut étudiée en mesurant par cytométrie de flux
I’externalisation des phosphatidylsérines et en observant le clivage de la protéine
PARP par immunobuvardage. Ces deux protocoles sont détaillés dans I'article
inclus précédemment. Pour toutes les expériences présentées ci-apres, les
traitements a la cisplatine ou a I'étoposide (cat. E1383, Sigma-Aldrich, MO) sont
des traitements de 16 h effectués de facon concomitante a la stimulation par
I’agoniste mentionné dans les figures. Les deux agents étaient dissouts dans du
DMEM sans FBS puis les solutions filtrées dans un filtre a seringue Acrodisc de
0,45 pm (cat. PN4184, Pall Life Sciences, NY) et ajoutées au milieu de culture afin

d’atteindre la concentration finale désirée.
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9.1.10. Essais d’ubiquitination in cellulo

L’ubiquitination des GPCR fut évaluée par une immunodétection de I'ubiquitine
dans des immunoprécipitats de récepteurs. Brievement, des cellules HEK293
furent ensemencées en pétris de 60 mm et transfectées, 24 h plus tard, avec le
vecteur codant pour Sival-HA, et/ou un vecteur codant pour un récepteur (FLAG-
TPB, FLAG-TPBAK ou FLAG-B,AR). Un vecteur codant pour Myc-Ubiquitine était
également transfecté dans toutes les conditions. Deux jours suivant la
transfection, le milieu de culture était changé pour du milieu de stimulation et
I’agoniste approprié ajouté pour la durée indiquée. Suite a la stimulation, le
protocole d’immunoprécipitation habituel (décrit en 8.3.5.6) fut appliqué et les
membranes révélées au moyen d’anticorps directement couplés a la HRP et
dirigés soit contre I’épitope Myc de notre ubiquitine recombinante (cat. ab1261,
Abcam, MA), soit contre l'ubiquitine endogene (cat. BML-PW0150, Enzo Life
Sciences, NY).

9.1.11. Analyse d’internalisation de TP

La quantification de l'internalisation du récepteur TPB fut effectuée au moyen
d’ELISA dirigés contre un épitope extracellulaire du récepteur, tel que décrit dans
une publication antérieure (Roy et al.,, 2010). Des puits de plaques a 24 puits
préalablement traités par une solution de poly-L-lysine (cat. P 9155, Sigma-
Aldrich, MO) a 0,1 mg/mL furent ensemencées avec 7,5 x 10* cellules HEK293.
Les cellules furent par la suite transfectées au moyen de TransIT-LT1 avec les
vecteurs mentionnés pour chaque condition, puis cultivées 48 h dans du milieu
DMEM 10 % FBS. Le jour de I'expérience, les puits furent lavés au moyen de
PBS, le milieu remplacé par du milieu DMEM 20 mM HEPES 0,05 % BSA et
I’agoniste U46619 (100 nM) ajouté afin d’obtenir des stimulations de 5 min,
30min, 1h, 2h ou 5h. A la fin de la période de stimulation, les cellules furent
fixées par une solution de TBS 3,7 % formaldéhyde (V/V) (cat. F79-4, Thermo
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Fisher Scientific, MA) pour 5 min a température ambiante. Les cellules furent
lavées 3 fois dans du TBS 1 mM Cacl, puis incubées 45 min dans du TBS 1 mM
CaCl, 1 % BSA afin de bloquer les interactions non-spécifiques. L’anticorps
monoclonal FLAG M1 (cat. F 3040, Sigma-Aldrich, MO) dirigé contre I'épitope
FLAG fusionné au N-terminal de nos constructions de récepteurs fut ensuite
ajouté a chaque puits et incubé pendant 1 h. Trois lavages de TBS 1 mM CaCl,
furent ensuite effectués, de méme qu’un nouveau blocage de 15 min dans du TBS
1 mM Cacl, 1 % BSA avant de finalement ajouter, pour 1 h, un anticorps anti-
Mouse couplé a la phosphatase alkaline (cat. A 3562, Sigma-Aldrich, MO). Les
cellules furent par la suite rincées trois fois au TBS 1 mM Cacl,, puis 250 pL d’un
substrat colorimétrique de phosphatase ajouté pour 25 min a 37 °C (1 mg/mL de
p-Nitrophenyl phosphate (cat. S 0942, Sigma-Aldrich, MO) dans un tampon 1 M
diethanolamie (cat. D 8885, Sigma-Aldrich, MO), pH 9,8, 0,5 MgCl,). La réaction
fut cessée par I’addition de 250 pL de NaOH 0,4 M et I’absorbance a 405 nM d’un
aliquot de 200 pL fut mesurée a I'aide d’un spectrophotometre Titertek Multiskan
MCC/340. Des cellules transfectées avec le vecteur pcDNAS3 vide furent utilisées
comme contrdle de signal non-spécifique. Les résultats de chaque condition sont
présentés en pourcentage d’atténuation du signal par rapport aux conditions non-

stimulées.

9.1.12. Analyse d’activation des voies NFkB et MAP kinases

L’activation des MAP kinases a été étudiée dans des cellules HeLa mises en
culture en plaques a 24 puits a une densité de 5 x 10° cellules par puits et
simultanément transfectées au moyen de TransIT-LT1 avec le vecteur pcDNA3-
Sival-HA ou pcDNAS. Apres 24 h, les cellules ont été privées de sérum pour la
nuit en les incubant avec du DMEM 20 mM HEPES 0.05 % BSA. L’agoniste
U46619 (100 nM) fut ajouté le lendemain et les stimulations cessées au temps
prescrit par un lavage au PBS froid contenant 1 mM de NaF et Na;VO, de méme

que par une lyse directe dans le puits au moyen de 75 pL de tampon Laemmli 2x.
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Les échantillons furent ensuite vortexés 2 min, bouillis 5 min et centrifugés 5 min a
20 000 g. Les protéines furent finalement séparées par SDS-PAGE et chaque gel
transféré sur deux membranes de nitrocellulose superposées afin d’obtenir des
membranes duplicatas. L’activation des MAP kinases fut analysée au moyen des
anticorps p44/42 MAPK, SAPK/JNK et p38 MAPK fournis dans les trousses de
détection des MAPK (cat. 9926S) et des phospho-MAPK (cat. 9910S) de chez Cell
Signalling Technology, MA. L’expression d’lkBa fut également évaluée a I'aide

d’un anticorps commercial (cat. sc-371, Santa Cruz Biotechnology, CA).

9.2. Résultats

9.2.1. Siva1 interagit directement avec les queues C-terminales de
plusieurs GPCR

A P'instar de I'interaction directe démontrée précédemment entre Sival et TPB, les
queues C-terminales de différents GPCR ont été testées pour leur capacité a lier
Sival. Les récepteurs choisis incluent cinq récepteurs de médiateurs lipidiques
(Pisoforme a du récepteur du thromboxane A,, TPa, les récepteurs DP et CRTH,
de la prostaglandine D,, le récepteur IP de la prostacycline et le récepteur du PAF,
PAFR), un récepteur de chimiokine (CXCR,), un récepteur d’hormone peptidique
(AT,R) et trois récepteurs de neurotransmetteurs (le récepteur B, de I'adrénaline,
B,AR, de méme que les récepteurs CHRM2 et CHRM3 de I'acétylcholine). Les
queues C-terminales de ces récepteurs (définies comme débutant trois acides
aminés apres le site consensus NPXXY ou DPXXY) ont été clonées et fusionnées
a la glutathion S-transferase, produites en bactéries puis purifiees au moyen de
billes de glutathion. Les protéines purifiées furent incubées en présence de
Sival-HA-His (purifiée a I'aide d’une résine d’agarose-nitrilotriacétate de nickel)
puis précipitées par centrifugation. La figure 9.1 démontre que Sival interagit in
vitro avec les queues C-terminales de TPa, TPB, IP, PAFR, AT,R et CHRM3. Par
contre, aucune interaction spécifique n’a pu étre détectée pour les récepteurs

CXCR, et CHRM2, indiquant que Sival est sélective quant a sa liaison a différents
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récepteurs. Pour les récepteurs B,AR, DP et CRTH,, les résultats obtenus sont
inconstants (données non-présentées) et ne permettent pas de conclure a la

présence ou I'absence d’interaction.

Précipitation GST
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IB: HA
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FIGURE 9.1 : Essai de liaison in vitro entre Siva1 et la queue C-terminale de
différents GPCR

(A) Les queues C-terminales de différents récepteurs fusionnées a I'’enzyme GST
furent produites en bactéries, purifiées, puis incubées en présence de His-Sival-
HA (panneau inférieur). La précipitation des complexes au moyen de billes de
glutathion (panneau central) démontre que His-Sival-HA interagit directement
avec les queues C-terminales des récepteurs TPa, TPB, IP, PAFR, AT,R et
CHRMS3 in vitro (panneau supérieur). A Iinverse, les queues C-terminales des
récepteurs CXCR, et CHRM2 n’interagissent pas avec Sival. Cette figure est
représentative de quatre expériences, sauf pour les récepteurs B,AR et DP dont
les résultats se sont avérés trop inconstants pour permettre une conclusion. Dans
le panneau central, les espéces de poids moléculaire supérieur représentent les
constructions complétes, alors que les signaux inférieurs représentent des
produits de dégradation de ces constructions. (B-C) Co-immunoprécipitation
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entre Sival-HA et différents GPCR. Les récepteurs furent exprimés en présence
ou en l'absence de Sival-HA dans des cellules HEK293 lysées 48 h suivant la
transfection. L'immunoprécipitation de tous les récepteurs (panneau central) par
un anticorps dirigé contre I'épitope FLAG a permis de co-immunoprécipiter Sivai
(panneau supérieur). Tous les buvardages sont représentatifs d’au moins quatre
expériences.

L’interaction entre Sival et plusieurs GPCR a également été étudiée au moyen de
co-immunoprécipitations (figure 9.1A et B). Des récepteurs complets ont été
fusionnés a une étiquette FLAG, clonés dans pcDNAS3 puis exprimés avec ou sans
Sival dans des cellules HEK293T. Les récepteurs ont été immunoprécipités puis
analysés, avec un extrait du lysat initial, par SDS-PAGE et immunobuvardage.
Une forte co-immunoprécipitation fut détectée pour les récepteurs LPA,, LPA, et
TPB. Un faible signal était détectable pour les récepteurs DP, CRTH,, B,AR et
CHRMS3 et aucune co-immunoprécipitation n’était visible pour CHRM2 (figure
9.3C). Ces résultats correlent globalement avec les observations en précipitation
GST, valident I'existence de complexes et Sival-récepteurs et supportent la

notion que Siva1l est sélective quand a sa liaison a différents récepteurs.

9.2.2. Différents GPCR modulent I’expression totale de Sival de facon
corrélée a leur effet connu sur I’'apoptose

L’expression totale de Sival est connue pour étre modulable par les GPCR avec
lesquels elle interagit. En 2007, Lin et al. ont rapporté qu’une stimulation du
récepteur LPA, par I'acide lysophosphatidique réprimait I’expression de Sival en
entrainant son ubiquitinylation et sa dégradation subséquente (F.-T. Lin et al.,
2007). Vu la fonction pro-apoptotique de Sival reconnue a I'époque, les auteurs
proposaient la dégradation accrue de Sival comme mécanisme contribuant a
I'effet anti-apoptotique du récepteur LPA,. A I'inverse, nous avons précédemment
démontré qu’une stimulation de TPB par I'agoniste U46619 stabilisait Sival et
entrainait une accumulation de la protéine associée a une sensibilisation a

I’apoptose induite par la cisplatine.
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Afin de vérifier si des effets semblables pouvaient étre observés avec d’autres
récepteurs, I'effet d’une stimulation réceptorielle sur I'expression totale de Sival a
été étudié pour certains des récepteurs identifiés a la figure 9.1 et les résultats
sont rapportés a la figure 9.2A. TPB, B,AR, DP, CHRM2 ou CHRMS3 furent
exprimés avec ou sans Sival-HA dans des cellules HEK293T stimulées pour une
durée variable par un agoniste du récepteur étudié. On constate qu’une
stimulation de TPB, B,AR et DP induit une accumulation de Sival aprés 5 h,
contrairement a la stimulation de CHRM2 qui n’a aucun effet. Pour le récepteur
CHRMS, la simple co-expression du récepteur avec Sival diminue I’expression de
Sival a des niveaux frélant notre seuil de détection, rendant ininterprétable I’effet
de la stimulation elle-méme. Par ailleurs, outre la modulation de I'expression de
Sival secondaire aux stimulations, on constate que la simple co-expression des
récepteurs est suffisante pour générer des différences d’expression de Sival. Cet
effet peut étre observé en comparant les différentes conditions non-stimulées de
la figure 9.2A, de méme qu’a la figure 9.2B ou Sival a été co-exprimée avec des
quantités croissantes de différents récepteurs. De maniére analogue aux résultats
de stimulation, un effet stabilisateur de Siva1l est observé suite a la co-expression
de TPB, B,AR (voir figure 9.2C pour 'analyse densitométrique). A I'inverse, une
diminution de I'expression est observée suite a la co-expression de CHRMBS.
Finalement, la co-expression de DP ne semble peu ou pas affecter 'expression de
Sival. Cette expérience n’a pas été tentée avec le récepteur CHRM2, mais la
figure 9.2A suggeére fortement que la co-expression de CHRM2 avec Sivail
n’influence pas le niveau total de Sival non-plus (comparer les puits non-stimulés
du panneau CHRM2).
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FIGURE 9.2 : L’expression totale de Siva1 est modulable par la co-expression
ou la stimulation de divers GPCR

(A) Les récepteurs FLAG-TPB, FLAG-B,AR, FLAG-DP, FLAG-CHRM2 ou FLAG-
CHRMS3 furent exprimés en cellules HEK293 en présence ou en I'absence de
Sival-HA, puis stimulés par leur agoniste respectif pendant 0, 0,5, 2 ou 5h. Les
cellules furent par la suite lysées puis analysées par SDS-PAGE et immuno-
buvardage. Les résultats démontrent que I’expression totale de Sival-HA est
augmentée par la stimulation de TP, B,AR et DP, alors qu’elle demeure inaffectée
par une stimulation de CHRM2. L’effet de la stimulation de CHRMS3 ne peut étre
évalué, car la co-expression du récepteur abolit trop fortement I'expression de
Sival. Ces résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences pour chacun
des récepteurs. (B) Sival-HA fut exprimé en I'absence ou en présence de
quantités croissantes des récepteurs FLAG-TPB, FLAG-B,AR, FLAG-DP ou FLAG-
CHRMS. Les cellules furent ensuite lysées, puis analysées par SDS-PAGE et
immunobuvardage. L’expression de Sival-HA est augmentée par la co-
expression de FLAG-TPB et FLAG-3,A, n’est pas affectée par la co-expression de
FLAG-DP et est diminuée par la co-expression de CHRMS3. Ces figures sont
représentatives de deux expériences. (C) Quantification des buvardages
présentés en (B).
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Ensemble, ces résultats démontrent que I’expression totale de Sival peut étre
modulée différemment par la co-expression et la stimulation de différents
récepteurs. |l est intéressant de noter que I'effet sur I'expression de Sival est
similaire a I'effet généralement reconnu du récepteur en cause sur I'apoptose.
Ainsi, TPB et B,AR, des récepteurs reconnus comme pro-apoptotiques (Y. Gao et
al., 2000; Fujita & Ishikawa, 2011), augmentent I’expression totale de Siva1l, alors
que CHRMS, un récepteur anti-apoptotique (Budd et al., 2003), la diminue. Ce
dernier effet est d’ailleurs similaire a la déstabilisation anti-apoptotique rapportée
pour le récepteur LPA, (F.-T. Lin et al., 2007). Finalement, CHRM2, le seul des
récepteurs testé ne modulant pas I'expression totale de Sival est également
reconnu comme I'un des récepteurs muscariniques ne modulant pas I’'apoptose

(Tobin & Budd, 2003).

9.2.3. Une délétion de la portion C-terminale de la queue
cytoplasmique du récepteur M3 abolit I'interaction avec Siva1

La dichotomie observée entre les récepteurs CHRM2 et CHRM3 est
particulierement intéressante. Alors que CHRMS interagit directement avec Sivai
et réprime son expression totale, nous n’avons pas réussi a détecter une
interaction entre Sival et CHRM2 in vitro, ni a observer une modulation de
’expression de Sival par CHRM2 in cellulo. Ces résultats correlent
particulierement bien avec une étude effectuée en 2003 par Budd et al. dans
laquelle les auteurs rapportent un effet anti-apoptotique pour les récepteurs
CHRM1, CHRMS3 et CHRM5, mais n’observent aucun effet particulier en regard de
I’apoptose pour les récepteurs CHRM2 et CHRM4 (Budd et al., 2003). Ce groupe
tenta d’établir quelle voie de signalisation médiait la protection conférée par
CHRMS contre I'apoptose induite par I'étoposide (un agent chimiothérapeutique)
et démontra gu’une inhibition des voies Ga,,-PLC, ERK-1/2, JNK, p38 ou PI3K
n’était pas suffisante pour inhiber le phénotype (Budd et al., 2003). Toutefois, la

mutation d’une zone polybasique située dans la queue C-terminale du récepteur
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ou la délétion complete de la seconde moitié de la queue C-terminale (figure 9.3A)
abolissait completement I'effet protecteur, sans toutefois altérer la capacité du
récepteur de signaler vers le calcium ou les MAP kinases. Les auteurs n’ont pas
réussi a identifier précisément le mécanisme par lequel cette région du récepteur
pouvait influencer les voies apoptotiques, mais notaient que cette région semblait
conservée dans les récepteurs CHRM1, CHRM3 et CHRMS5 tout en étant absente
des séquences primaires de CHRM2 et CHRM4. Nous avons donc généré un
mutant de la queue C-terminale de CHRM3 tronqué a partir de la lyse 565
(désigné CHRMBACQC) afin de vérifier si la portion distale du récepteur pouvait étre
responsable de l'interaction observée a la figure 9.1 entre le récepteur et Sivat
(figure 9.3A). Des essais de liaison in vitro furent effectués selon le protocole
décrit plus haut et sont présentés a la figure 9.3B. Conformément a notre
hypothése, une ablation de la portion distale de la queue C-terminale de CHRM3
diminue grandement sa capacité a interagir avec Sival. Des co-
immunoprécipitations utilisant les récepteurs complets furent également
effectuées dans des cellules HEK293T et confirment que I'interaction entre Sivat
et CHRM3 dépend de la présence du fragment distal 565-590 (figure 9.3C).
D’autres expériences seront nécessaires afin d’établir si la région polybasique
rapportée par Budd et al. est spécifiquement responsable de I'interaction ou si
cette propriété est plutdét conférée par I'ensemble du fragment que nous avons
tronqué. Dans tous les cas, lorsque corrélés avec les essais fonctionnels de Budd
et al. démontrant qu’une ablation de cette méme portion du C-terminal abolit la
protection contre I'apoptose conférée par une stimulation du récepteur, nos
résultats supportent ’hypothése que Sival pourrait potentiellement étre impliquée

dans la modulation de I'apoptose par CHRM3.
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A Région poly-basique
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FIGURE 9.3 : L’extrémité distale de CHRMS3, contenant une région
polybasique conservée, est importante pour l'interaction entre Siva1 et le
récepteur

(A) Les récepteurs anti-apoptotiques CHRM1, CHRMS3 et CHRM5 partagent, dans
leur portion C-terminale, une région polybasique conservée essentielle a la
protection contre I’'apoptose par CHRM3. Cette zone est absente des récepteurs
CHRM2 et CHRM4 n’ayant pas été rapportés comme aptes a moduler I’'apoptose.
Notre construction CHRM3AC est un mutant du récepteur CHRM3 tronqué au
début de la zone polybasique. (B) Les queues C-terminales de CHRM3, CHRM3C
ou TP fusionnées a la GST furent exprimées en bactéries, purifiées puis incubées
en présence de His-Sival-HA (panneau inférieur). Une précipitation des
complexes au moyen de billes de glutathion (panneau central) démontre que
Iinteraction directe entre His-Sival-HA et GST-CHRMS3 est fortement diminuée
par une ablation du fragment distal de la queue C-terminale de CHRMS3 (panneau
supérieur). La construction GST-TPP est présentée comme contrble positif
d’interaction Sival-récepteur. Dans le panneau central, les especes de poids
moléculaire supérieur représentent les constructions complétes, alors que les
signaux inférieurs représentent des fragments de ces constructions. (C) Co-
immunoprécipitation entre Sival-HA et les récepteurs FLAG-TP@, FLAG-CHRM2,
FLAG-CHRMS3 ou FLAG-CHRMS3AC. Les récepteurs furent exprimés en présence
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ou en l'absence de Sival-HA dans des cellules HEK293 lysées 48 h suivant la
transfection. L’immunoprécipitation de tous les récepteurs (panneau central) par
un anticorps dirigé contre I’épitope FLAG a permis de co-immunoprécipiter Sivat
dans les conditions exprimant FLAG-TPB ou FLAG-CHRM3, mais non dans les
conditions exprimant FLAG-CHRM2 ou FLAG-CHRM3AC. Tous les buvardages
sont représentatifs d’au moins quatre expériences.

9.2.4. Role de Sival dans la modulation de I'apoptose par les
récepteurs muscariniques

Puisque l'interaction entre Sival et CHRMS3 dépend d’une zone du récepteur
également essentielle pour la protection contre I’apoptose, nous avons par la
suite tenté d’établir si I’'expression de Sival était requise pour ce phénotype du
récepteur. L’objectif était d’activer, par I'agoniste cholinergique carbachol, les
récepteurs CHRM2, CHRM3 ou CHRMB3AC dans des cellules ou Sival aurait été
réprimée ou non au moyen d’ARN interférant et d’évaluer la protection offerte
contre une apoptose préalablement induite. L’étude de Budd et al. démontrant
I'importance du C-terminal de CHRMS3 pour la protection contre I’'apoptose avait
été effectuée dans des cellules CHO d’ovaire de hamster chinois. Ce choix
découlait de l'absence de récepteur muscarinique endogéne dans ce type
cellulaire, permettant la transfection d’'un type spécifique de récepteur (CHRM2,
CHRMS3, CHRM4, etc.) auquel le phénotype observé suite a une stimulation au
carbachol pouvait ensuite étre complétement attribué. Nous avons donc tenté de

reproduire le modele rapporté par ces auteurs.

Des cellules CHO exprimant de facon stable les récepteurs CHRM2, CHRMS3 ou
CHRMSBAC ou un contréle GFP furent générées en transfectant des vecteurs
contenant ces différentes constructions puis en cultivant les cellules en présence
de G418 a 1 mg/mL. Ces cellules stables furent incubées pendant 24 h en
présence de cisplatine et de carbachol 1 mM, puis évaluées pour I'externalisation

des phosphatidylsérines et le clivage de leur protéine PARP tel que décrit
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précédemment. La figure 9.4 démontre que, contrairement au résultat attendu, le

carbachol ne protége pas les cellules contre I'apoptose dans nos conditions.
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FIGURE 9.4 : Modulation de ’apoptose par le carbachol
(A) Des cellules CHO furent traitées 16h avec des doses croissantes de cisplatine,
récoltées puis analysées par SDS-PAGE pour le clivage de la protéine PARP. La
cisplatine induit I'apoptose dans les cellules CHO de facon dose-dépendante. (B-
E) Des cellules CHO stables pour GFP, FLAG-CHRM2, FLAG-CHRMS3 ou FLAG-
CHRMSBAC furent stimulées au carbachol (1 mM) pendant 16h de facon
concomitante a un traitement a la cisplatine a 125 yM (B-C), 250 uM (D) ou a
I’étoposide 250 uM (E), puis récoltées et analysées par cytométrie de flux pour
I’externalisation de leurs phosphatidylsérines par un marquage a I’annexine-V
fluorescente. Dans les deux expériences, la stimulation au carbachol ne protege
pas les différentes lignées contre 'apoptose. (F) Une analyse de cytométrie de
flux selon le méme protocole démontre qu’une stimulation au carbachol (1 mM) ne

CHO
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protege pas les cellules HEK293, HeLa ou CHO contre I'apoptose induite par un
traitement concomitant a la cisplatine (125 pM).

Différentes conditions furent testées, incluant :

* varier la concentration de cisplatine (afin de varier le niveau basal

d’apoptose duquel le carbachol devrait protéger);

* analyser I'apoptose a 24, 48 ou 72h suivant le début du traitement pro-

apoptotique;

» varier I’agent pro-apoptotique (la cisplatine et I’étoposide furent testés);

* varier le type cellulaire (la stimulation de cellules HEK293, HelLa et CHO fut

testée, avec et sans transfection transitoire de récepteurs).

Dans tous les cas, il nous a été impossible de répéter les observations de Budd et
al. selon lesquelles une stimulation de CHRMS3 protége contre I'apoptose. Sans la
capacité d’observer cet effet fonctionnel de fagon reproductible, il nous est
impossible de poursuivre notre investigation du réle de Sival dans la modulation
de I'apoptose par les récepteurs muscariniques. Au moment d’écrire ces lignes,
I’'optimisation de notre modeéle cellulaire est donc toujours en cours. Avant tout,
I’expression efficace des récepteurs, initialement validée par immunobuvardage
(données non-présentées), devra étre confirmée par la démonstration d’une
réponse en calcium ou en inositol phosphate suite a une stimulation par
’agoniste. Ces essais permettront de confirmer que les récepteurs sont non-
seulement exprimés, mais surtout fonctionnels dans notre systeme. Par la suite,
des protocoles supplémentaires de traitement a I'étoposide seront a essayer,

incluant des traitements utilisant des concentrations substantiellement plus
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élevées d’étoposide, des traitements plus longs et des pré-stimulations au
carbachol avant le début du traitement pro-apoptotique. Cette recherche
systématique des conditions optimales devrait nous permettre de soit réussir a
répéter |'effet rapporté par Budd et al. et poursuivre notre étude par la suite, soit
apporter un doute sur la généralisation possible des résultats obtenus par le

groupe.

Nous avons démontré que la co-expression de CHRM3 diminuait I’expression
totale de Sival (figure 9.2A-B) — un effet analogue a la répression de Siva1l
rapportée pour le récepteur anti-apoptotique LPA, (F.-T. Lin et al., 2007). Nous
avons également démontré que I’abolition de la portion distale de la queue C-
terminale de CHRM3 - connue comme requise pour la protection contre
I’apoptose (Budd et al., 2003) — diminuait fortement I'interaction entre Sival et le
récepteur (figure 9.3). A la lumiére de ces résultats, nous maintenons I’hypothése
que Sival pourrait étre impliquée dans la modulation de I'apoptose par CHRM3 et
postulons que notre difficulté actuelle a observer un effet du carbachol sur
I’apoptose est principalement d’origine technique. Ce chapitre demeure donc

ouvert pour l'instant.

9.2.5. La co-expression de Sival avec des GPCR module leur
ubiquitination en réponse a une stimulation par leur agoniste

Indépendamment du phénotype cellulaire final généré par la stimulation au
carbachol, l'interaction Siva-récepteur est associée a d’autres phénomenes
moléculaires intéressants et méritant d’étre investigués chez les récepteurs
partenaires nouvellement identifiés. Notamment, dans leur étude sur I'interaction
entre Sival et le récepteur LPA,, Lin et al. attribuent la diminution de I’expression
totale de Sival en réponse a une stimulation par I'acide lysophosphatidique a une
ubiquitinylation de Sival et a sa dégradation protéasomale subséquente (F.-T. Lin

et al., 2007). Au cours de ces travaux, les auteurs ont remarqué que la stimulation



115

diminuait également I'expression totale du récepteur et rapportent que Sivat
semble potentialiser I’'ubiquitinylation du récepteur. Parallélement a ces résultats,
I’équipe de Gudi et al. a découvert, en 2009, qu’une réticulation du TCR induisait
une poly-ubiquitinylation K48 de TRAF2 médiée par Sival et que cet effet
semblait corréler avec une diminution de l'activité de NFkB (Gudi et al., 2009).
Ces différentes observations suggérent que Sival pourrait étre impliquée dans la
régulation de phénomenes d’ubiquitinylation pouvant potentiellement étre

importants pour sa fonction.

Vu les rapports précédents, nous avons décidé d’évaluer I'effet d’'une co-
expression de Sival sur I'ubiquitinylation des récepteurs TP et B,AR en réponse
a une stimulation par leur agoniste. Les récepteurs d’intérét furent donc
transfectés avec ou sans Sival-HA dans des cellules HEK293, puis stimulés par
leur agoniste a 48 h post-transfection. Les cellules furent par la suite lysées et les
récepteurs d’intérét immunoprécipités puis analysés par SDS-PAGE et
immunobuvardage contre l'ubiquitine. Tel que présenté a la figure 9.5A, la
stimulation du récepteur TP par le U46619 a une concentration de 100 nM induit
une augmentation de son ubiquitinylation aprés 5 h (puits 5 et 6). Ce phénoméne
est fortement potentialisé par la co-transfection de Sival-HA (puits 7 et 8). De
plus, cette fluctuation de I'ubiquitinylation du récepteur ne semble pas étre
présente lorsque I’expérience est effectuée avec un mutant tronqué du récepteur
ne contenant aucune lysine dans sa queue C-terminale (TPBAK), appuyant le role
de la queue C-terminale comme cible de [|'ubiquitinylation induite par la
stimulation (puits 9-12). Cette conclusion est toutefois tirée sous réserve d’une
expression et d’une maturation différentes entre les constructions FLAG-TPp et
FLAG-TPBAK, visible sur 'immunobuvardage FLAG.

Du cé6té du récepteur B,AR, une stimulation a [Iisoprotérénol 5 pM induit
également une ubiquitinylation du récepteur lorsque ce dernier est transfecté seul,

mais la simple co-transfection de Sival augmente le niveau basal
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d’ubiquitinylation de fagon telle qu’en surexpression de Sival, une augmentation
subséquente secondaire a la stimulation n’est plus visualisée. Des expériences
supplémentaires seront nécessaires pour établir avec certitude le niveau final
obtenu apres stimulation en présence de Sival. |l peut toutefois étre conclu que
cette derniere semble étre un modulateur positif de I'ubiquitinylation générale de
B,AR.

FLAG-TPB  FLAG-TPBAK FLAG-B,AR
Myc-Ubiquitine + + + + + + + + + + + + Myc-Ubiquitine  + + + + + + + +
Sival-HA - - + + - - + + - + o+ Sival-HA - - + + - - + +
u46619 (100nM) -+ - + - + - + - + - + Isoprotérénol (5 uM) -+ - + - + - +

250 = 250 ==
. 100 = o IP: FLAG 100 =
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I1B: Myc 50 = b
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37 =
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B Lysines intracellulaires
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FIGURE 9.5 : Siva1 potentialise I'ubiquitinylation de TP et 8,AR

(A) Des cellules HEK293 transfectées avec Myc-Ubiquitine, Sival-HA, FLAG-TPf
et FLAG-TPBAK furent stimulées au U16619 (100 nM) pendant 5 h, puis lysées.
Les récepteurs furent immunoprécipités au moyen d’un anticorps ciblé contre
I’épitope FLAG, puis les lysats et les immunoprécipitats furent anaylsés par SDS-
PAGE et immunobuvardage. Une stimulation de TP par son agoniste entraine une
ubiquitinylation du récepteur. En présence de Sival, cette ubiquitinylation induite
par I'agoniste est fortement augmentée. L’ubiquitinylation n’est pas visualisée sur
un mutant du récepteur n’ayant pas de lysine intracellulaire (TPBAK) et n’est pas
associée a une diminution de I'expression totale du récepteur. Ces résultats sont
représentatifs de trois expériences. (B) Structure primaire de la construction
TPBAK. (C) Une expérience similaire fut effectuée en utilisant le récepteur FLAG-
B,AR et en le stimulant avec I'agoniste isoprotérénol (5 uM). La stimulation de
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B,AR entraine également une ubiquitinylation du récepteur. La co-expression de
Sival suffit a augmenter I'ubiquitinylation basale du récepteur. Ce résultat
préliminaire est représentatif de deux expériences.

9.2.6. Une stimulation de TP entraine la formation d’'un complexe
avec TRAF2

L’ubiquitinylation est un processus nécessitant I'action séquentielle de trois
enzymes : 1) l'ubiquitine est d’abord activée par une E1; 2) I'ubiquitine est ensuite
transférée sur une enzyme de conjugaison de I'ubiquitine E2; 3) 'ubiquitine est
finalement attachée a sa protéine cible par une ligase E3 (Chen, 2005). Si Siva1
ne semble pas avoir d’activité E3 ligase intrinseque (Du et al., 2009), cette
derniére est connue pour s’associer a minimalement trois E3 ligases établies :
Mdm2 (Du et al., 2009), XIAP (Resch et al., 2009) et TRAF2 (Gudi et al., 2009). Vu
I'effet potentialisateur important d’une expression de Sival sur I'ubiquitinylation
de TP, nous avons vérifié si Sival pouvait favoriser la formation d’un complexe

entre 'une de ces ligases et le récepteur.

Des cellules HEK293 exprimant Siva1-HA, FLAG-TPB de méme que Myc-Mdm2,
Myc-XIAP ou Myc-TRAF2 furent stimulées au U46619 (100 nM) pendant 5 h, puis
lysées. Le récepteur fut immunoprécipité au moyen d’anticorps ciblant I'épitope
FLAG, puis les lysats et immunoprécipitats furent analysés par SDS-PAGE et
immunobuvardage. La figure 9.6 démontre qu’a I’état basal, TP n’interagit de
facon significative avec aucune des E3 ligases testées. Par contre, aprés une
stimulation de 5 h, Myc-TRAF2 co-immunoprécipite de facon importante avec le
récepteur, suggérant l'existence d’un complexe récepteur-TRAF2 dans ces

conditions.



118

Myc-Mdm2 Myc-XIAP Myc-TRAF2

Sival-HA - + + + + + + + + + + + +
FLAG-TPB  + - + + + 0+ -+ o+ -+ o+
U46619 (100nM) - - - + - - + - - 4 - - 4
75 =
IP: FLAG 50 = e -
I1B: Myc -

37 -

Lysat °= ’ '
I1B: Myc 50 == —— — .
L 75 = - »
ysat -
IB: FLAG =0 . a
37 =

FIGURE 9.6 : TRAF2 co-immunoprécipite avec TP suite a une stimulation de
5 h par le U46619

Le récepteur FLAG-TPf3, co-exprimé dans des cellules HEK293 avec les protéines
Sival-HA et différentes E3 ligases, fut immunoprécipité aprés une stimulation de
5 h au U46619 (100 nM). Myc-Mdm2, Myc-XIAP et Myc-TRAF2 ne semblent pas
interagir avec le récepteur a I’état basal, mais une forte co-immunoprécipitation
de TRAF2 est détectée aprés 5 h de stimulation.

D’autres expériences seront nécessaires afin d’établir si Sival est requise pour la
formation de ce complexe et si TRAF2 est effectivement une E3 ligase de TPp.
Par ailleurs, au mieux de notre connaissance, il s’agit de la premiére
démonstration de I’existence d’'un complexe entre TRAF2 - une protéine
classiqguement réservée a la signalisation par la famille des TNFR - et un GPCR.
La caractérisation de ce complexe par d’autres techniques de méme que
I'investigation de sa localisation (a la membrane plasmique vs en intracellulaire)

promettent d’offrir des pistes intéressantes quant a sa fonction potentielle.

Dans tous les cas, la fonction la mieux comprise de 'ubiquitinylation consiste en
I’étiquetage d’une protéine vers la dégradation (Ciechanover, 2005). En observant
les immunobuvardages FLAG des immunoprécipitats de la figure 9.5A, il est
intéressant de noter que l'ubiquitinylation accrue de TPP ne semble pas étre
associée a une variation de son expression totale, suggérant que I'ubiquitinylation

induite par Sival ne dirige pas le récepteur vers les voies de dégradation. Ce
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résultat contraste avec les trouvailles de Lin et al., qui observaient une
dégradation accrue du récepteur LPA, suite a la potentialisation de leur

ubiquitinylation par Sival (F.-T. Lin et al., 2007).

9.2.7. L’ubiquitinylation de TP induite par Siva1l n’est pas associée a
une augmentation de son internalisation

Parmi les réles reconnus de I'ubiquitinylation induite par I’agoniste d’un récepteur
membranaire, I'un des plus établi est sans doute la régulation du processus de
désensibilisation et d’internalisation du récepteur ou de récepteurs associés
(Marchese et al., 2008). Afin d’évaluer si I'ubiquitinylation accrue de TP lorsque
co-exprimé avec Sival pouvait étre associée a une altération de son
internalisation, la cinétique d’internalisation du récepteur fut étudiée au moyen
d’ELISA. L’expression de surface d’un récepteur recombinant FLAG-TPB fut
suivie suite a une stimulation par son agoniste U46619 (100 nM) en présence ou
en I'absence de Sival-HA. Tel que présenté a la figure 9.7, la co-transfection de
Siva1-HA ne semble pas altérer la cinétique d’internalisation du récepteur par

rapport aux cellules exprimant TP seul.
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FIGURE 9.7 : La co-expression de Siva1 n’affecte pas la cinétique
d’internalisation de TP

Les protéines Sival-HA et FLAG-TPB furent transfectées dans des cellules
HEK293. Suite a une stimulation au U46619 (100 nM), les cellules furent fixées a
différents temps, puis marquées en surface au moyen d’anticorps dirigés contre
I’épitope FLAG. Le marquage fut révélé par ELISA. L’internalisation du récepteur
FLAG-TPB fut calculée a partir de I'expression de surface du récepteur aux
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différents temps comparée a I'expression de surface dans le contréle non-stimulé.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’atténuation du signal par rapport au
contréle. Apres 5 h de stimulation, environ 40% du récepteur est internalisé. La
transfection de Sival-HA ne semble pas influencer cette cinétique. Ce graphique
combine les résultats de quatre expériences.

Ce résultat implique donc que, en plus de n’avoir aucun effet sur I’'expression
totale du récepteur, I'ubiquitinylation accrue de TP lorsque stimulé en présence

de Sival n’entraine pas non-plus une internalisation accrue du récepteur.

9.2.8. La co-expression de Sival avec TP module sa signalisation vers
la voie NFkB

Outre le contréle de la dégradation et de I'internalisation, I'ubiquitine peut agir
comme molécule de signalisation de maniere analogue (et souvent subséquente)
a la phosphorylation (Chen, 2005). De vastes réseaux de signalisation dépendant
de la polyubiquitine ont été décrits, notamment pour les récepteurs de la famille
du TNFR ou une phosphorylation primaire sert de signal a I'ajout d’une chaine de
poly-ubiquitine K63 servant de site de liaison a divers partenaires, dont les TRAF
qui se font phosphoryler puis ubiquitinyler a leur tour (Gudi et al., 2009). Dans ce
modele, les chaines d’ubiquitines permettent 'assemblage de complexes supra-
moléculaires qui convergent généralement vers le facteur de transcription NFkB.
Sival est déja connue comme une protéine apte a réprimer I'activation de NFkB
(Gudi et al., 2006), probablement via une action en amont au niveau de TRAF2
(Gudi et al., 2009). Vu le réle démontré de Sival dans la régulation de NFkB,
'importance de I'ubiquitinylation dans ce systeme et notre observation d’une
modulation de l'ubiquitinylation de divers GPCR par Sival sans conséquence
apparente sur l'internalisation ou la dégradation du récepteur, nous avons

entrepris d’évaluer I'effet d’une stimulation de TP sur la voie NFkB.
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Pour ce faire, des cellules HelLa exprimant de fagcon endogéne Sival et TP furent
traitées pendant 16 h a la cisplatine a une concentration de 50 puM et
simultanément stimulées avec des doses croissantes de U46619. Ces conditions
sont les mémes que celles dans lesquelles I'effet du U46619 sur I'apoptose a été
évalué a la figure 8.2. Tel que démontré a la figure 9.8A, le U46619 induit de
fagcon dose-dépendante une diminution de I’expression de IkBa (dont I'expression
est normalement inversement corrélée a I'activation NFkB) lorsque mesurée apres
16 h de stimulation. Cet effet est antagonisé par un traitement concomitant au
SQ29548 (figure 9.8B). Ces résultats suggerent donc que le U46619 peut activer
la voie NFKB (ou minimalement diminuer son inhibiteur IkBa) via le récepteur TP

endogene des cellules Hel a.
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FIGURE 9.8 : TP active la voie NFKB par un mécanisme dépendant de Siva

(A) Des cellules HelLa furent traitées pendant 16 h a la cisplatine (50 pM) et
simultanément stimulées par des doses croissantes de U46619. Les cellules
furent lysées puis analysées par SDS-PAGE et immunobuvardage. La stimulation
du TP endogéne des cellules HelLa entraine une diminution dose-dépendante de
I’expression totale d’lkBa. (B) Cet effet peut étre antagonisé par le SQ29548
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(10 uM).  (C) Des cellules HEK293 exprimant Sival-HA ou le vecteur pcDNAS
furent stimulées au U46619 (100 nM), puis lysées et analysées par SDS-PAGE et
immunobuvardage . La diminution de I'expression totale d’lkBa est visible aprées
30-60 minutes de stimulation au U46619. Une transfection de Siva1-HA accélere
cette cinétique. (D) Des ARNSs interférants ciblés contre Sival ou une séquence
aléatoire furent transfectés en cellules HelLa. Les cellules furent par la suite
traitées pendant 16 h a la cisplatine (50 uM) et simultanément stimulées au
u46619 (1 uM). Comme en (A), la stimulation de TP endogéne réprime
I’expression d’IkBa. Cet effet est inhibé par la transfection des ARN interférant.
Ces figures sont représentatives de trois expériences distinctes.

Afin d’évaluer I'implication de Sival dans I'activation de la voie NFkB par TP,
Siva1-HA fut exprimée de facon transitoire dans des cellules HelLa pendant 48 h.
Les cellules furent stimulées au U46619 a une concentration de 100 nM pendant 0
a 60 minutes, puis lysées et analysées par SDS-PAGE et immunobuvardage.
Dans les cellules contréles, une cinétique de stimulation démontre que le U46619
entraine une diminution de I'expression d’lkBa aprés 30-60 minutes (figure 9.8C).
Par ailleurs, la co-expression de Sival-HA accélére le processus de fagon
importante et entraine une diminution d’lkBa apres seulement 5 minutes.
L’expression initiale d’IkBa semble similaire avec et sans Sival-HA. Ces résultats
suggerent que Sival pourrait moduler I'activation de la voie NFKB par TP. Afin
d’évaluer la nécessité de Sival endogéne sur la fonctionnalité de cette voie de
signalisation, des ARN interférant ciblant I’exon 2 (siSiva A) ou I’'exon 4 (siSiva B)
de Sival furent transfectés dans des cellules HelLa 24 h avant le début du
traitement a la cisplatine et au U46619 (figure 9.8D). Comme dans les autres
expériences, la stimulation au U46619 diminue de facon importante I’expression
de IkBa, mais cet effet est fortement atténué dans les cellules siSiva A et B.
Ensemble, ces résultats suggerent un réle important de Sival dans I’activation de
la voie NFKB par TP et impliquent que cette protéine pourrait potentiellement étre

une étape nécessaire au couplage du récepteur a cette voie.
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9.2.9. Siva1 fait partie d’un complexe protéique impliquant ’arrestine

La capacité de Sival de moduler la signalisation des GPCR, de controler leur
ubiquitinylation et de s’y associer directement sont des propriétés qui
chevauchent étroitement les fonctions d’une importante classe de modulateurs de
GPCR : les arrestines. Tout comme Sival, les arrestines 2 et 3 peuvent s’associer
physiquement aux GPCR et participent au processus d’ubiquitinylation des
récepteurs (V. V. Gurevich et al., 2008) et de régulation des TRAF (E. V. Gurevich &
Gurevich, 2006). L’arrestine 3 peut également interagir avec IkBa et stabiliser la
protéine en inhibant sa phosphorylation par IKK et sa dégradation subséquente
(figure 7.7). Vu la similarité entre les fonctions connues des arrestines et les
fonctions que avons rapportées pour Sival, nous avons par la suite évalué si
Sival pouvait étre une composante d’'un complexe protéique impliquant

I’arrestine.

Sival-HA fut co-exprimée en cellules HEK293T avec différentes constructions
d’arrestine bovine recombinante, puis des co-immunoprécipitations furent
effectuées. Tel gu’indiqué a la figure 9.9A, Sival-HA co-immunoprécipite avec
I’arrestine 2 et encore davantage avec l'arrestine 3. Des expériences similaires
furent effectuées par la suite afin de vérifier la co-immunoprécipitation entre
I’arrestine 3 et, cette fois-ci, différents mutants de Sival. La figure 9.9B démontre
qu’une ablation progressive de la portion C-terminale de Sival n’altere pas la co-
immunoprécipitation de Sival par I'arrestine, suggérant que c’est la portion N-
terminale ou centrale de Sival qui est responsable de I'interaction, contrairement
a l'interaction entre Sival et TP ou le C-terminal de Sival semblait étre un

déterminant majeur.
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FIGURE 9.9 : Siva1 interagit avec I’arrestine in cellulo

(A) Des cellules HEK293 exprimant Siva1-HA et I'arrestine2-Myc ou I'arrestine3-
Myc furent lysées. Des immunoprécipitations furent effectuées en utilisant des
anticorps ciblant I’épitope Myc, puis les lysats et immunoprécipitats furent
analysés par SDS-PAGE et immunobuvardages . Les arrestines co-
immunoprécipitent avec Sival. L’arrestine 3 semble co-immunoprécipiter
davantage. (B) L’arrestine3-Myc exprimée dans des cellules HEK293 fut
immunoprécipitée en présence de Sival-HA, Siva1AC ou SivaliAAC. Une ablation
progressive du domaine C-terminal de Sival n’altére pas la co-
immunoprécipitation avec I'arrestine 3, suggérant que le C-terminal n’est pas
nécessaire a cette interaction. Sival-HA : protéine compléte (1-175); Siva1AC : 1-
138; SivalAAC : 1-114. Les constructions utilisées sont les mémes qu’a la figure
8.1B. (C) Des cellules HEK293 exprimant simultanément Siva1-HA, FLAG-TPf et
I’arrestine 3-Myc furent stimulées au U46619 (100 nM). Les cellules furent lysées,
puis I'arrestine immunprécipitée. Les lysats et immunoprécipitats furent analysés
par SDS-PAGE et immunobuvardage . La co-immunoprécipitation entre Sival et
arrestine 3 peut étre modulée par une stimulation de TPB. L’interaction est
maximale entre 0,5 et 1 h et minimale aprés 5 h de stimulation. Ces résultats sont
représentatifs de quatre expériences.

Afin d’établir si TP était apte a moduler I'interaction Sivail-Arrestine 3, des co-
immunoprécipitations entre Sival et I'arrestine 3 furent finalement effectuées suite
a une stimulation au U46619 a 100 nM pendant 30 minutes, 1 h ou 5h. Les
résultats sont présentés a la figure 9.9C ou I’on observe une augmentation légere
de la co-immunoprécipitation apres 0,5-1 h de stimulation, suivie d’une diminution

en dessous du niveau basal apres 5 h. Ces résultats indiquent que le complexe

V7T ecede
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Siva1-Arrestine 3 peut étre modulé par un agoniste du récepteur TP selon une
cinétique ou l'interaction, probablement transitoire, serait maximale aprées 0,5-1 h

et fortement diminuée a 5 h.

Le réle de cette interaction demeure toutefois a préciser. Sachant que I'arrestine
est impliquée dans la signalisation vers les MAP kinases, nous sommes
actuellement a évaluer I'impact de Sival sur ces différentes voies. Des résultats
préliminaires présentés en annexe 14.1 confirment qu’une stimulation du TP
endogene des cellules Hela active les trois voies MAPK testées. La transfection
de Sival semble 1) réprimer I'activation initiale de p38, mais soutenir son
activation prolongée; 2) réprimer I’activation soutenue des ERKs sans affecter son
activation initiale; 3) ne pas affecter la voie JNK. ERK étant une voie surtout anti-
apoptotique alors que p38 est plutdét pro-apoptotique, la transfection de Sivat
pourrait donc moduler la balance des MAPK activées par TP vers les voies pro-
apoptotiques. Bien que les cinétiques précises de ces effets s’averent difficiles a
reproduire, I'effet global de Siva tend vers ces conclusions. Des expériences
supplémentaires (notamment en inhibant I'expression de Sival au moyen d’ARN
interférant) seront nécessaires afin de confirmer I'effet de Siva1 sur la signalisation
vers les MAPK et d’attester si I’expression de Sival est requise pour cet effet,
mais ces investigations suggérent déja que I'effet modulateur de Sival sur la
signalisation de TP pourrait ne pas ne se limiter a NFKB, mais également impliquer

des voies MAPK classiquement contrdlées par les arrestines.



10. DISCUSSION

Les travaux présentés ici permettent de mieux comprendre le réle de Sivai,
particulierement au niveau de la signalisation des GPCR. Nous avons démontré
que Sival interagit avec plusieurs récepteurs qui peuvent en moduler I’'expression
totale et, dans le cas de TP, la localisation et l'interaction avec différents
partenaires connus. A linverse, Sival peut agir directement sur certains
récepteurs et moduler I'ubiquitinylation des complexes protéiques associés. Pour
TP, Sival semble impliquée dans le contrble de I’expression totale d’IkBa et son
interaction avec l'arrestine peut étre modulée par une stimulation réceptorielle.
Ensemble, ces résultats proposent un mécanisme expliquant comment la
signalisation de TP pourrait étre completement déviée par Sival dans certaines
pathologies ou situations physiologiques ou I’expression de Sival varie,
expliquant potentiellement la grande variabilité de phénotypes rapportés pour ce
récepteur. Nos travaux jettent par ailleurs la base d’un nouveau mécanisme de
régulation de I'apoptose par les GPCR qui pourrait ouvrir la voie a de nouvelles
thérapies pour les pathologies ou une dérégulation de I'apoptose est un facteur

contributif.

10.1. Siva1 : nouvel acteur controlé par les GPCR
10.1.1. Généralisation du controle de Siva1 a d’autres GPCR

Nous avons démontré que I'expression de Sival peut étre contrblée par plusieurs
GPCR. Pour les récepteurs TP, B,AR et DP, une stimulation par un agoniste
augmente I’expression de Sival (figure 9.2). Dans le cas de TP, 'augmentation
semble conséquente d’une diminution de la dégradation de Sival par un
mécanisme que nous n’avons pas investigué en détail, mais qui ne semble pas
impliquer I'ubiquitinylation de Sival. TP et B,AR sont deux récepteurs reconnus

pour leurs propriétés pro-apoptotiques, ce qui concorderait avec une fonction
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globalement pro-apoptotique de Sival, tel que décrit par plusieurs groupes
(Prasad et al., 1997; Py et al., 2004). La littérature portant sur la modulation de
’apoptose par DP est beaucoup moins abondante et ne permet pas encore de
conclure a un réle clair. CHRMS3, quant a lui, est un récepteur anti-apoptotique et
sa simple co-expression avec Sival est suffisante pour grandement inhiber
I’expression totale de Sival, supportant encore une fois la notion que Sival serait
globalement pro-apoptotique. CHRM2 n’est pas connu pour moduler I’apoptose
(Tobin & Budd, 2003) et ne semble pas non-plus moduler I’expression totale de
Siva1l. Cette corrélation entre I'effet d’'une stimulation réceptorielle sur
I’expression de Sival et le phénotype anti- ou pro-apoptotique du récepteur porte
a croire que I'implication de Sival dans la modulation de I’apoptose pourrait étre
généralisée a plusieurs GPCR. Cette hypothése a été validée pour TP, ou
’inhibition de I’expression de Sival par ARN interférant abolit la capacité du
récepteur d’induire I'apoptose. |l sera intéressant de confirmer la nécessité de
Sival pour la modulation de I'apoptose par les autres GPCR. Si Sival s’avere
essentielle, le fait que son expression soit également contrélable par plusieurs
autres facteurs (incluant I'activation de p53 (Jacobs et al., 2007), I'ischémie
(Padanilam et al., 1998), les infections virales ou méme la confluence cellulaire
(Severino et al., 2007)) démontre bien comment le contexte cellulaire global peut

influencer la signalisation d’un récepteur et sa capacité d’induire un phénotype.

10.1.2. Pourquoi Siva1 interagit-elle directement avec les GPCR?

Au moment de débuter nos travaux, Sival était connue pour interagir avec cinqg
récepteurs de surface dont trois appartiennent a la famille des récepteurs de TNF
(Prasad et al., 1997; Spinicelli et al., 2002) et deux appartiennent a la famille des
GPCR (E et al., 2009). Le role spécifique de l'interaction de Sival avec ces
récepteurs n’a jamais été établi. Il a été postulé que Sival pourrait agir pour
CD27 comme un adaptateur qui permettrait au récepteur d’induire I’'apoptose,

bien qu’aucune donnée confirmant ou infirmant cette hypothése n’ait encore été
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publiée. Concernant les GPCR, si une activation de LPA, peut entrainer une
ubiquitinylation et une dégradation accrues de Sival, le réle de l'interaction
directe entre les deux protéines n’a jamais été vérifie, ni méme la nécessité de

Sival dans la protection contre I'apoptose conférée par LPA,.

Pour la premiere fois, nous avons démontré ici que Sival interagit avec TP et que
I’expression de Sival est nécessaire a la modulation de I'apoptose par le
thromboxane A,. Comme pour les autres groupes, nos résultats ne permettent
pas d’établir si I'interaction directe entre le récepteur et Sival est nécessaire a la
réalisation de cet effet. Toutefois, nous confirmons qu’en conditions de
transfection, Siva1AC, dont l'interaction avec TP est fortement atténuée, est
stabilisée par une stimulation de TP et peut transloquer au cytoplasme a la
maniere de Sival. Ces résultats suggerent que la stabilisation et la translocation
de Sival pourraient étre controlés par des voies de signalisation du récepteur
indépendantes de l'interaction Sival-récepteur, laissant ouverte la question du

réle spécifique de cette interaction.

Par ailleurs, nous avons démontré que Sival interagit avec une variété de GPCR,
incluant IP, PAFR, AT,R et CHRMS3 en plus des récepteurs TPa, TPB, LPA, et
S1P,, mais n’interagit pas avec CHRM2. |l est intéressant de constater que tous
les récepteurs interagissant avec Sival sont des récepteurs couplés Ga,, alors
que les récepteurs couplés Ga, ou Gq, testés n’interagissaient soit pas avec Sivat
ou généraient des résultats contradictoires nous empéchant de nous prononcer.
La pertinence biologique de cette observation reste a valider, mais ces résultats
impliquent minimalement que, sans étre particulierement spécifique, I'interaction

de Sival avec des GPCR possede tout de méme une certaine sélectivité.

En analysant les séquences primaires, nous ne sommes pas parvenus a trouver
de motif commun aux queues C-terminales de tous ces récepteurs qui pourrait

prédire leur capacité de liaison a Sival (données non-présentées). L’observation
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que Sival peut interagir tant avec la queue C-terminale de TP qu’avec ses
boucles intracellulaires 1 et 2 suggére d’ailleurs que Sival pourrait lier
simultanément plusieurs domaines du récepteur, compliquant d’autant plus la
recherche de motifs dans la structure primaire de ces récepteurs. Cette situation
pourrait toutefois permettre a la conformation tridimensionnelle du récepteur de
directement réguler I'affinité de ce dernier pour Sival et, conséquemment,
permettre aux agonistes de contrbler l'interaction Siva-récepteur de maniere
analogue au contréle de 'activation des protéines G. De plus, I'observation que la
portion C-terminale de Sival est impliquée dans linteraction avec les GPCR
pourrait laisser la portion N-terminale libre d’aller lier ses autres effecteurs. En
effet, p53, XIAP, Bcl-xL et Bcl-2 semblent tous lier Sival dans des domaines N-
terminaux a la cystéine 114 (Chu et al., 2004; Du et al., 2009; Resch et al., 2009).
Pour TRAF2, la zone d’interaction sur Sival n’a pas été rapportée (Gudi et al.,
2009). Pour l'arrestine, nous avons démontré que la portion C-terminale de Siva1
n'est pas nécessaire a la co-immunoprécipitation (figure 9.9B). A linverse, la
portion C-terminale de Sival a été impliquée dans sa liaison aux récepteurs CD27
et LPA,, en plus de TP, suggérant une ségrégation fonctionnelle ou Sival pourrait
lier directement des récepteurs par son C-terminal et des effecteurs par son N-
terminal. S’il s’avere exact, ce modele pourrait donc décrire une nouvelle voie de
signalisation indépendante des protéines G exécutée par Sival et diversifiant la

variété des issues possibles d’une stimulation d’un GPCR.

A cet égard, le modéle des récepteurs muscariniques est particuliérement
intéressant, car d’autres ont déja prouvé que la protection contre I'apoptose
conférée par le carbachol via CHRMS était indépendante de Ga,,,-PLC, ERK-1/2,
JNK, p38 et PI3K, mais dépendait completement d’une région polybasique de la
queue C-terminale (Budd et al., 2003). Comme nous I'avons démontré, cette
méme région, une fois tronquée, abolit I'interaction du récepteur avec Sivail
(figure 9.3C). L’interaction Sival-CHRMS3 pourrait donc étre le facteur par lequel

CHRMS3 module 'apoptose en formant une nouvelle voie de signalisation distincte
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des voies connues pour les GPCR. D’autres expériences seront nécessaires afin
de valider cette hypothése, mais la perspective d’'une nouvelle voie de
signalisation vers I’'apoptose indépendante des protéines G est tres attrayante,
surtout lorsque combinée au concept d’agonisme biaisé par le ligand (Evans et
al., 2010) ou différents ligands pourraient induire différents changements

conformationels activant différentes cascades intracellulaires.

Par ailleurs, le fait que Sival interagisse tant avec des GPCR qu’avec des
membres de la famille des TNFR pourrait permettre aux événements découlant de
cette interaction d’étre déclenchés par les deux familles de récepteurs, faisant de
Sival un point de convergence au niveau signalétique. Ici, I'activation de la voie
NFkB par des échaffaudages dépendant de I'ubiquitine (a l'instar de TRAF2,
TAK1, NIK et IKK) pourrait justement constituer un bel exemple de voie partagée
par les TNFR et les GPCR via Siva1.

10.2. Nouveau mécanisme de régulation de I’'apoptose par le
thromboxane A,

10.2.1. Modulation de TP par Siva1

Pour le récepteur LPA,, il a été démontré que la transfection de Sivai
potentialisait I’'ubiquitinylation du récepteur suite a une stimulation (F.-T. Lin et al.,
2007). Les auteurs associaient par la suite cette ubiquitinylation a une
dégradation accrue du récepteur qu’ils postulaient étre médiée par le protéasome.
Nous avons démontré que la co-expression de Sival potentialise également
'ubiquitinylation de TP (figure 9.5). Le rOle de cette ubiquitinylation demeure
toutefois a confirmer. Nous ne sommes pas parvenu a détecter de différence
significative au niveau de I’expression totale du récepteur ou au niveau de son

internalisation en présence ou en I'absence de Sival (figure 9.7), suggérant que
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I’'induction d’ubiquitinylation de TP pourrait servir d’autres fonctions. Parmi elles,

on pourrait imaginer un réle signalétique vers NFkB.

Nous avons démontré qu’une stimulation de TP pouvait diminuer I'expression
totale d’lkBa, un inhibiteur important de NFkB (figure 9.8). Cet effet pouvait étre
inhibé par des ARN interférants ciblant Sival, démontrant que cette derniére est
nécessaire a ce phénotype du récepteur. D’autres expériences seront requises
pour démontrer que la modulation de I’expression d’IkBa se traduit réellement en
une activation de I’activité NFKB, mais nos résultats démontrent qu’en présence
de Siva1l, la signalisation de TP peut minimalement converger jusqu’a IkBa. Pour
les récepteurs de TNF, linhibition d’lkBa est contrdlée par le complexe IKK
(figure 7.7) que le récepteur active en recrutant TRAF2 (figure 7.8). TRAF2
entraine la poly-ubiquitinylation K63 de plusieurs effecteurs qui utilisent les
chaines d’ubiquitines comme motif de reconnaissance et comme plateforme
d’échafaudage. Il sera intéressant de vérifier si les chaines d’ubiquitines sur TP
sont polymérisées via leur lysine 48 ou 63. La poly-ubiquitine K48 étant un signal
de reconnaissance protéasomale, nous croyons qu’une poly-ubiquitinylation K63
du récepteur est plus probable. Par ailleurs, nos résultats suggerent que TRAF2
pourrait co-immunoprécipiter avec TP suite a une stimulation au U46619 en
présence de Sival, mais pas a I'état basal ou sans co-expression de Sivat
(figure 9.6). Cette observation suggere que TRAF2 pourrait étre la E3-ligase de TP
et que l'interaction entre les deux pourrait dépendre de Sival. Il est probable que
la cinétique de formation du complexe sera également importante a la
compréhension du mécanisme. Nous avons démontré qu’une stimulation de TP
pendant 5 h augmentait l'interaction entre Sival et TRAF2 (figure 8.5), mais
diminuait I'interaction basale entre TP et Sival (figure 7.supp1). Notre hypothese
de travail actuelle est que Sival pourrait interagir avec TP de fagon constitutive et
qu’une stimulation du récepteur pourrait entrainer un recrutement de TRAF2 par

Sival au récepteur. Une fois le complexe formé, TRAF2 pourrait entrainer une
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poly-ubiquitinylation K63 de TP menant au relargage cytosolique du complexe

Sival-TRAF2. Ce modele préliminaire reste a étre validé expérimentalement.

10.2.2. Modulation de Sival par TP

L’ensemble de nos résultats permet d’apprécier un nouveau mécanisme par
lequel TP, en contrélant la protéine Sival, module la sensibilité cellulaire a
I’apoptose. Nous avons démontré que, dans des cellules Hela, une activation
des récepteurs TP endogénes entraine une translocation cytoplasmique du Sivat
nucléaire (figure 8.6) et provoque sa stabilisation en entravant sa dégradation
(figure 8.4). La stimulation semble également promouvoir les interactions pro-
apoptotiques entre Sival et TRAF2 ou XIAP, et diminuer l'interaction anti-
apoptotique entre Sival et Mdm2 (figure 8.5). Dans des cellules préalablement
traitées a des doses non-toxiques de cisplatine, ces phénomenes sont associés a
une induction de I'apoptose (figure 8.2). Nous avons démontré que cette
induction peut étre bloquée par I'antagoniste de TP SQ-29548 et qu’elle dépend

complétement de I’expression de Siva1 (figure 8.7).

Etonnamment, en I'absence d’un traitement & la cisplatine, une stimulation de TP
ne résulte pas en une induction de I'apoptose (figure 8.2). Cette observation
pourrait s’expliquer de deux facons : d’une part, la cisplatine pourrait induire un
facteur en aval de Sival absent des cellules a I’état basal et essentiel a I'induction
de I'apoptose; d’autre part, la stimulation de TP a elle seule pourrait ne pas étre
suffisante pour élever I'expression de Sival au niveau requis pour I'induction de

I’apoptose.

En faveur de la deuxiéme hypothése, I'expression totale de Sival induite par la
cisplatine et le U46619 combinés est substantiellement plus élevée que celle
induite par chacun des deux traitements seul (figure 8.4). De plus, plusieurs

rapports mentionnent qu’une simple transfection de Sival est suffisante pour
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induire I’'apoptose dans plusieurs types cellulaires (Prasad et al., 1997; Py et al.,
2004). Indépendamment de la cause réelle, ce phénoméne démontre que le
phénotype obtenu suite a une stimulation de TP peut étre fortement modulé par le
contexte cellulaire (ici, vraisemblablement, la présence ou non de dommages a

I’ADN induits par la cisplatine).

10.2.3. Unification des roles pro- et anti-apoptotiques de TP

De fagon surprenante, nos travaux démontrent que, si Sival est nécessaire a
I'induction de I'apoptose par TP, elle permet également au récepteur d’activer la
voie NFKkB, dont les actions finales sont plutét reconnues comme anti-apoptotique
(A. Lin & Karin, 2003). Ce paradoxe est a I'image de la littérature ou de multiples
groupes ont démontré des effets opposés de la stimulation de TP (Ekambaram et
al., 2011).

En regard de nos résultats, nous proposons que I’activation NFKB induite par TP
pourrait contribuer a la réponse inflammatoire cellulaire classiquement associée
aux prostanoides (Brunton et al., 2005) et conférer une certaine résistance a
I’apoptose via la transcription des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
(Karin & Lin, 2002). Vu l'effet d’'une transfection de Sival sur la cinétique de
répression d’lkBa en réponse a une stimulation (voir figure 9.8C) et puisque
I’activation NFKB peut étre observée en I'absence de traitement a la cisplatine -
moment ou I'expression totale de Sival est trés faible (voir figure 8.4D) — il est
possible que la quantité de Sival requise pour I’obtention de ce phénotype soit
minime. A l’inverse, I'induction de I'apoptose par TP nécessite un traitement sub-
toxique a la cisplatine qui éléve I'expression totale de Sival au dela des niveaux
induits par le U46619 seul (figure 8.4D).

Nous croyons donc qu’en présence d’une quantité faible de Sival, TP pourrait

induire une protection contre I'apoptose via une activation de la voie NFkB. En
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présence d’une forte quantité de Sival, I'activation NFKB serait contre-balancée
par la translocation et I'accumulation cytoplasmique de Sival en complexe avec

XIAP, TRAF2, Bcl-2 ou Bcl-xL pour, au final, induire 'apoptose.

Plusieurs facteurs sont connus pour faire varier I'expression totale de Sivai
incluant le statut de p53 (Fortin et al., 2004), I'ischémie (Singaravelu & Padanilam,
2011), les infections virales (Henke et al., 2001) et les traitements par différents
agents chimiothérapeutiques (Barkinge et al., 2009). Notre découverte que Sival
peut essentiellement dévier le phénotype obtenu suite a une stimulation de TP
permet maintenant d’apprécier comment la signalisation du récepteur pourrait

étre affectée par le contexte dans lequel ce dernier est activé.

10.3. Implications cliniques des découvertes rapportées

10.3.1. Sival comme contributeur a 'ischémie

L’ischémie est un processus commun a plusieurs maladies, incluant I'infarctus du
myocarde et I'accident vasculaire cérébral. Dans l'infarctus du myocarde, le
mécanisme pathophysiologique implique généralement la rupture d’une paroi
vasculaire affaiblie par des dépdbts athérosclérotiques. Cette breche entraine alors
un recrutement et une activation des plaquettes qui tenteront de la colmater.
Dépendamment de I'importance de la bréche et de I'état de coagulabilité du
patient, ce processus de réparation peut mener a une occlusion compléte du
vaisseau qui prive les tissus distaux de l'irrigation sanguine apportant le glucose
et 'oxygene nécessaire a la fonction cellulaire. L’activation plaquettaire est un
processus médié par le thromboxane A, et, conséquemment, le traitement initial
d’un infarctus du myocarde consiste en I'administration immédiate d’acide
acétylsalicylique inhibant la COX plaquettaire et la synthése de TXA,
(Antithrombotic Trialists' Collaboration, 2002). S’il était initialement postulé que la

mort cellulaire, dans I'infarctus, était le résultat d’un processus nécrotique, il est
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maintenant apprécié qu’une certaine proportion des pertes cellulaires résultent
plutét d’'un processus apoptotique complété au moment de la reperfusion (Freude
et al., 2000). A cet effet, des traitements expérimentaux avec des inhibiteurs de
caspases ou des molécules antagonistes de Bcl-2 ont déja démontré une certaine
efficacité dans la réduction des pertes tissulaires dans I'infarctus (Hochhauser et
al., 2003; Elmore, 2007).

Il est maintenant connu que I’expression de Sival peut étre induite par I'ischémie
(Padanilam et al., 1998; Singaravelu & Padanilam, 2011). Nous avons également
démontré qu’en présence d’un traitement a la cisplatine élevant I'expression de
Siva, TP acquiert la capacité d’induire 'apoptose. |l serait donc permis de croire
qu’en situation ischémique, ou I'expression de Sival et la synthése de TXA, sont
tous deux augmentés, l'activation de TP pourrait contribuer au processus
apoptotique délétere (en plus d’induire I'agrégation plaquettaire initialement
responsable de I'ischémie). Bien que la thérapie actuelle cible déja la synthése de
TXA, par les COX, d’autres molécules peuvent agir comme agoniste sur TP,
notamment les isoprostanes. Les isoprostanes sont des métabolites de I'acide
arachidonique obtenus par une dégradation non-enzymatique de ce précurseur
suite a des attaques de radicaux libres (Brunton et al., 2005). Il a été démontré
que leur synthése est augmentée lors de I'ischémie-reperfusion et que ces
derniers pourraient agir comme agonistes partiels de TP, sans toutefois reproduire
le phénotype d’aggrégation plaquettaire (Cracowski, 2004). |l serait intéressant
d’évaluer I'effet des isoprostanes sur la modulation de I'apoptose par TP.
Puisque leur synthése semble bien corrélée au stress oxydatif en général
(Comporti et al., 2009) - une situation associée a I'apoptose - il serait
envisageable que, par rapport au TXA,, ces médiateurs soient des agonistes
biaisés pour I'induction de I’'apoptose au lieu de I’'aggrégation plaquettaire. Pour
le traitement des maladies ischémiques comme l'infarctus du myocarde ou
I’accident vasculaire cérébral, une telle trouvaille pourrait justifier I'utilisation aigtie

d’antagonistes de TP pendant I'ischémie-reperfusion pour protéger contre
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I’apoptose induite par TP via les isoprostanes, qui s’ajouterait a la prise chronique
d’inhibiteurs de COX visant a prévenir les récurrences d’occlusion vasculaire.
Cette double couverture permettrait d’atténuer le processus causatif de I'ischémie
(’agrégation plaquettaire) tout en fournissant une protection des tissus
ischémiques contre 'apoptose induite via TP par des médiateurs indépendants de
des COX.

Breche vasculaire
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—| Plaquettes |——— entrainent *}( Occlusion vasculaire)

/ . | S Acide
active sécretent —— inhibe — acétyl-salicylique provoque

v
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FIGURE 10.1 : Role potentiel de TP dans I’'apoptose observée en ischémie-
reperfusion

TP peut étre activé tant par le thromboxane A2 que par les isoprostanes. En
présence de Sival, une stimulation de TP induit 'apoptose. Une intervention
pharmacologique ciblant la synthése de TXA, est bénéfique, car elle minimise la
progression de I'occlusion vasculaire causant I'ischémie. Cette stratégie ne cible
toutefois pas les isoprostanes, qui pourraient possiblement constituer un acteur
important de I'apoptose induite lors de la reperfusion. L’ajout d’un antagoniste de
TP pendant la période de reperfusion pourrait potentiellement protéger les tissus
contre I'apoptose et ainsi minimiser les conséquences de l'incident ischémique
sur la fonction de I'organe affecté.
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10.3.2. Sival comme cible de la transformation cancéreuse

Nos travaux ont également des implications dans la pathophysiologie et le
traitement du cancer. D’une part, Sival est sous le contrdle transcriptionnel de
p53 (Jacobs et al., 2007), dont la fonctionnalité est entravée dans la majorité des
cancers humains (Oren, 2003). Certains auteurs ont d’ailleurs noté que, dans
plusieurs cancers, I’expression de Sival est fortement diminuée (Okuno et al.,
2001; Miller et al., 2009), voire indétectable (Tétu et al., 2008) et cette diminution,
dans les tumeurs ovariennes, semble associée a une résistance accrue a la
chimiothérapie de premiere ligne (Bachvarov et al., 2006). Selon notre modéle
(figure 10.2), une faible expression de Sival pourrait expliquer pourquoi TP, dans
les cellules cancéreuses, semble protéger contre I'apoptose (Ekambaram et al.,
2011) alors qu’il semble plutét I'induire dans la majorité des tissus non-cancéreux
étudiés (Jariyawat et al., 1997; Beauchamp et al., 2001; Yusuf et al., 2001).
Probablement conséquence de cette protection, plusieurs cancers surexpriment
la thromboxane synthétase et présentent une production acrue de TXA, de méme
qu’une production diminuée de PGI, pro-apoptotique (Cathcart et al., 2010). Dans
le cancer de la vessie, une surexpression de la thromboxane synthétase est

associée a un mauvais pronostic (Moussa et al., 2005).

Par ailleurs, le traitement de plusieurs cancers, notamment gynécologiques, oto-
rhino-laryngologiques et vésicaux implique I'administration de cisplatine. Nous
avons démontré, pour la premiere fois, que la cisplatine induisait la production de
TXA, in vitro (figure 8.3). Cet effet a également été observé par d’autres groupes
de fagon systémique, chez I'humain (Aitokallio-Tallberg et al., 1989; Bléchl-Daum
et al., 1995). Au niveau de la tumeur, ou I’expression de Sival est possiblement
tres faible et ou p53 est inactivé, il serait envisageable que cette sécrétion de TXA,
contribue au processus de résistance a la cisplatine en protégeant les cellules
tumorales contre I'apoptose via une activation NFkB. A l'inverse, dans les tissus

et organes sains ou I'expression de Sival peut étre adéquatement élevée par la
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cisplatine (via p53) et TP, cette méme sécrétion de TXA, pourrait plutét favoriser
’induction de [I'apoptose et ainsi contribuer a la toxicité du traitement
chimiothérapeutique, notamment au niveau rénal (Jariyawat et al., 1997). Nous
sommes actuellement en préparation d’une étude clinique de phase Il qui visera a
déterminer la validité de ces hypothéses et évaluer la pertinence d’une inhibition
de l'axe du thromboxane a I'aide de Terbogrel (un antagoniste de TP et un
inhibiteur de la thromboxane synthétase) lors de traitements chimiothérapeutiques
de cancers du col de l'utérus. Nous croyons que cette stratégie pourrait
minimiser la toxicité rénale de la cisplatine chez une majorité de patients et méme
améliorer la réponse tumorale au traitement, particulierement pour les patients

chez qui la thromboxane synthétase est surexprimée.
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FIGURE 10.2 : Action double du TXA, lors du traitement d’un cancer a la
cisplatine

Un traitement a la cisplatine induit une sécrétion de TXA, et le phénotype cellulaire
en réponse a une stimulation de TP dépend en partie du niveau d’expression de
Sival. Dans les cellules néoplasiques ou I'expression de Sival est réprimée, la
stimulation de TP en réponse au traitement a la cisplatine pourrait favoriser la
résistance au traitement chimiothérapeutique en induisant une résistance a
I'apoptose et une prolifération cellulaire. A I'inverse, dans les cellules saines ou
Sival est exprimée a des niveaux supérieurs, la production de TXA, pourrait
favoriser I'apoptose en réponse a la chimiothérapie et ainsi amplifier la toxicité du
traitement. Le corolaire de ce modeéle est qu’un antagonisme de TP dans ces
deux situations pourrait améliorer I'efficacité du traitement et en diminuer la
toxicité. Les protéines identifiées en orange sont généralement pro-apoptotiques,
alors que celles identifiées en vert sont plutét anti-apoptotiques.



11. CONCLUSION

L’apoptose est un processus impliqué dans un grand nombre de pathologies
(Elmore, 2007). Sa régulation est d’une complexité impressionnante et implique
I’action concertée d’une grande variété d’acteurs. Par ces travaux, nous avons
démontré que Sival est une protéine impliquée dans la signalisation du récepteur
TP, en plus de ses actions connues aux récepteurs LPA, et CD27. Nous avons
prouvé que la stimulation de TP entraine une translocation et une accumulation
cytoplasmique de Sival résultant en une induction de I'apoptose. Nous avons
également démontré que I'expression de Sival potentialise I'ubiquitinylation du
récepteur en réponse a une stimulation et que cette ubiquitinylation n’est associée
ni a une dégradation accrue du récepteur, ni a une internalisation accrue. Nous
avons par ailleurs observé que Sival permet a la stimulation de TP de diminuer
IkBa, I'inhibiteur principal de la voie NFKB et proposons que cet effet pourrait
résulter d’'une signalisation dépendant de l'ubiquitine et analogue a celle des
TNFR, mais déclenchée par un GPCR. D’autre part, nous avons présenté une
interaction entre Sival et l'arrestine et explorons actuellement I'effet de
I’expression de Sival sur I'activation des MAPK. Nous proposons un modele
réconciliant les fonctions anti- et pro-apoptotiques de TP et dans lequel le
phénotype final d’une stimulation dépend de I’expression relative de Sival. Les
corolaires de ce modele pourraient possiblement bonifier la prise en charge
d’incidents ischémiques comme I'infarctus du myocarde ou I’accident vasculaire
cérébral, et améliorer le traitement du cancer par une diminution de la toxicité
d’agents chimiothérapeutiques et I'amélioration de la sensibilité tumorale. En plus
de ces retombées directes, la généralisation de la voie Sival a des récepteurs
autres que TP (incluant B,AR, DP et CHRM3) permettra peut-étre des avancées
concernant d’autres récepteurs pour lesquels régulation de I'apoptose demeure a

ce jour incomprise.
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Phospho-MAPK
(unité arbitraire)

14. ANNEXES

14.1. Effet de Siva1 sur I’activation des MAPK par TP

Activation ERK Activation p38 Activation JNK

2000 4000
A~ pcDNA | G e pcDNA + pcDNA

=*- Sival-HA 1500 -= Sival-HA 3000 - ©- Sival-HA

2000

1000 \

Otr—r T T T J Oty—r T T T v 0 y—r T T T
01 5 10 20 40 60 01 5 10 20 40 60 01 5 10 20 40

Durée de stimulation U46619 (min) Durée de stimulation U46619 (min) Durée de stimulation U46619 (min)

FIGURE 14.1 : Siva1l module I’activation des MAPK par TP

Les récepteurs TP endogénes de cellules Hela transfectées de fagon transitoire
avec Sival-HA ou pcDNA furent stimulés au U46619 (100 nM) pendant des
durées variables. Les cellules furent par la suite lysées, puis analysées par SDS-
PAGE et immunobuvardage contre ERK1/2, p38 ou SAPK/JNK au moyen d’une
série d’anticorps détectant uniquement les formes phosphorylées et d’une
deuxieéme série dirigée contre un épitope indépendant de la phosphorylation. Les
graphiques présentent le ratio des formes phosphorylées sur I’expression totale.
La stimulation de TP active les voies MAPK ERK1/2, p38 et JNK. Une transfection
transitoire de Sival-HA n’altére pas la cinétique d’activation de JNK, mais semble
réprimer I'activation initiale de p38 tout en soutenant son activation prolongée et
réprimer I'activation soutenue des ERK. Ces graphiques sont représentatifs de
quatre expériences.
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