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RÉSUMÉ 

Les cyclines D sont des régulateurs impm1ants de la phase G 1 du cycle cellulaire. II existe 
trois types de cyclines D (Dl, D2, D3) dont le taux d'expression varie selon le type cellulaire. 
L'étude de la transfom1ation cellulaire par le rétrovirus Graffi chez la souris nous a permis de 
découvrir une nouvelle isoforme de la cycline D2 : la cycline D2 tronquée (D2Trc). Cette 
protéine se retrouve à un niveau basal dans des tissus normaux (cerveau, ovaire) et est 
fot1ement exprimée dans des leucémies chez la souris et dans différents cancers de cerveau 
humain. II a été démontré que la forme tronquée possède un pouvoir transfom1ant plus élevé 
que l'isoforme normale (D2), et que, contrairement à celui-ci, elle se localise uniquement 
dans le cytoplasme. De plus, bien qu'il lui manque la région C-terminale de la boîte cycline 
(cyclin box), la D2Trc garde sa capacité à se lier aux CDK4/6. Pour comprendre les rôles 
oncogéniques et cellulaires de la D2Trc, nous avons étudié la région C-terminale de la boîte 
cycline qui distingue, entre autre, l'isofom1e tronquée de l'isoforme normale. Pour ce faire, 
différents ADNe de protéines mutantes ont été créées par PCR (D26157à289, D2TrcT151A 
et D2Trc6155- 151 - 147- 143- 137- à 156). La localisation cellulaire des mutants 
D26157à289 et D2Trc6137à156 a été faite à l'aide de la protéine de fusion fluorescente GFP, 
en comparaison avec la protéine D2Trc native. Par immunoprécipitation, nous avons cherché 
à déterminer les régions ou acides aminés qui pem1ettent aux deux isof01mes du gène 
CCND2 de se lier aux CDK4/6. Pour ce faire, les mutants D26157à289 et D2Trc6151- 14 7-
137- à 156 ont été utilisés. Nous avons constaté que ce sont les vingt derniers acides aminés 
de la boîte cycline de l'isofom1e longue qui sont importants dans la localisation nucléaire des 
protéines. L'étude des partenaires d ' interaction permettrait de mieux comprendre le rôle 
physiologique de la D2Trc. 

MOTS CLÉS 

Leucémie, Cycle cellulaire, Cycline D2 tronquée, Localisation cytoplasmique, Boîte cycline. 



INTRODUCTION 

L'étude de la transformation cellulaire par Je rétrovirus Graffi chez la souris, nous a 

permis de mettre en évidence l'impmiance d' une nouvelle isofom1e de la cycline D2 : la 

cycline D2 tronquée (D2Trc). Cette isoforme est activée dans 13% des leucémies induites par 

le MuLV Graffi ( 4/30 tumeurs indépendantes étudiées), ce qui montre que la dérégula ti on du 

gène CCND2 est un événement important dans 1 'induction de la tumorigenèse (Deni co mi et 

al., 2003). 

Cette iso forme: la cycline D2 tronquée (D2Trc) est trouvée dans certaines tumeurs 

murines induites par les rétrovirus Graffi (Denicomi et al., 2003) et RadLVNL3 (Tremblay 

et al., 1992) mais aussi dans différents cancers de cerveau humain (Denicouri, 2002) . De plus, 

elle semblerait jouer un rôle cellulaire, puisqu'on la retrouve dans cetiains tissus nonnaux, 

tant chez l'humain que chez la somis et la grenouille (Denicouti, 2002; Taïeb et Jess us, 1996). 

Il a été démontré que la surexpression de la D2Trc avec un Ha-Ras activé induit un 

phénotype transfonné chez les fibroblastes primaires d'embryons de souris (MEF) et que 

cette capacité oncogénique était très supérieure à celle de la D2 (Denicomt, 2002). Aussi, il 

semble que la D2Trc n ' intervienne pas de la même façon dans la cellule. Bien qu'elle garde 

sa capacité à interagir avec les CDK4/6, elle se localise uniquement dans le cytoplasme des 

cellu les NIH/3T3 et semble avoir ui1e co-localisation patiielle avec le cytosquelette d'actine 

(majori tairement dans la région périnucléaire de la cellule) (Denicourt, 2002). 

La D2Trc semble être importante dans la progressiOn du cycle cellulaire et dans 

1 'induction de la tumorigenèse. Connaître son rôle dans les voies de signalisation entourant la 

prolifération cellulaire est donc fondamental pour la compréhension de ses effets biologiques. 

Nous avons étudié les régions divergentes de la D2Trc à l'isofonne normale pour éclaircir 

conm1ent cette isoforme interagit dans la progression du cycle cellulaire. Pour ce faire , 

différentes protéines mutantes ont été créées par PCR (D2L':.157à289, D2TrcT151A et 

D2Trcl:.155- 151- 147- 143- 137- à156). Certaines de ces constructions (D2L':.157à289 et 
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D2Trc6137àl56) ont été, par la suite, fusionnées à la Enhanced Green Fluorescent Protein 

(EGFP) pour connaître la région protéique responsable de la localisation cytoplasmique de la 

D2Trc. De plus, nous avons cherché à déterminer quelle région ou acides aminés permettent 

aux deux iso formes de se lier aux CDK4/6 par co-inm1unoprécipitation, à 1 ' aide des mutants 

D26157à289 et D2Trc6151- 147- 137-à 156. 



CHAPITRE 1 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1. Régulation de la division cellulaire 

Les systèmes de régulation cellulaire doivent être contrôlés de façon spécifique pour 

pem1ettre la coordination de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Les facteurs de 

croissance, les récepteurs, les transducteurs intracellulaires, les facteurs de transcription et les 

protéines gouvemant le cycle cellulaire, participent au contrôle de la prolifération cellulaire. 

Pui sque ces différents éléments sont impliqués dans la régulation de la croissance et de la 

prolifération cellulaire (proto-oncogènes), ils sont souvent responsables du développement de 

différents types de cancers humains lorsqu'ils sont mutés, altérés ou surexprimés (oncogènes). 

Les cellules tumorales ou cancéreuses ont comme caractéristique commune, la perte ou 

la désorganisation de certains éléments du système de régulation. La prolifération des cellules 

cancéreuses repose principalement sur ieur capacité à esquiver i'entrée en quiescence, malgré 

les signaux anti-prolifératifs. La transition G 1/S du cycle cellulaire est une étape décisive, car 

!a cellule entreprend soit un nouveau cycle de division soit une entrée en quiescence. Les 

gènes régulant la transition G liS, sont donc par leur statut, majoritairement responsables de 

différents types de cancers humains. Leur identification et caractérisation restent une étape 

importante pour éventuellement élaborer des stratégies pem1ettant de combattre le cancer. 

La progression à travers les différentes étapes du cycle cellulaire est essentiellement 

régulée par di fférentes classes de CDK (kinase dépendante des cyclines). Les CDKs sont des 

kinases à sérine et thréonine, dont l'activité catalytique consiste à phosphoryler des protéines 

cibles intervenant dans les événements du cycle cellulaire ou dans la progression du cycle. 

Associées à leur cycline correspondante, elles sont activées ou inactivées dépendamment des 

partenaires environnants (revue par Sherr, 1993). 
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1.2. Le cycle cellulaire eucaryote en général 

Le cycle cellulaire des cellules eucaryotes supérieures comprend quatre phases. Durant 

deux de ces phases (S et M), les cellules exécutent les évènements fondamentaux du cycle, 

soit la réplication de 1 'ADN (S) et le partage conect de son bagage génétique par mitose (M), 

aux deux cellules filles . Les deux autres phases du cycle (G 1 et G2) représentent des 

intervalles (gap) . Durant la phase G1 , la cellule effectue sa croissance, intègre les signaux 

mitogènes ou anti-mitogènes et se prépare pour effectuer correctement la phase S. Lorsque 

les conditions sont favorables, la cellule s'engage ÏITéversiblement dans le cycle de division. 

Au-delà du point de restricti on (R), la cellule achève son cycle cellulaire indépendamment 

des facteurs ectopiques (revue par Planas-Si !va et Weinberg, 1997). Lorsque les conditions 

ne sont pas favorables à la division, la cellule peut entrer réversiblement dans un état 

quiescent qui définit la phase GO. Au cours de la phase G2, la cellule se prépare à la phase M. 

Pour assurer d'une part, l'ordre et la succession des quatre phases du cycle, soit G1, S, 

G2 et M (régulation du cycle), et d ' autre part, l'obtention de deux cellules fi lles identiques 

(surveillance de l'ADN), la cellule dispose de mécanismes de contrôle (checkpoints). Une 

sorte de «contrôle de qualité» à chaque étape qui bloque le déroulement du cycle lorsqu 'une 

anomalie est détectée (endommagement de l'ADN, ADN non cori1plètement répliqué, 

chromosomes non attachés au fuseau mitotique) (Ponm1ier et Kohn, 2003; Stewart et al., 

2003). Pour la régu lation du cycle, ce sont essentiellement les unités catalytiques de kinases 

dépendantes des cyclines (CDK), qui interviennent. Pour l' obtention de deux cel lules fi lles 

identiques, d'autres molécules entret1t en jeu pour inhiber les CDKs, afin d'anêter le cycle. 
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1.2.1. Les cyclines 

Selon les étapes du cycle cellulaire, les cyclines sont présentes à des taux vari ables 

dans le cytoplasme (ou pour certaines cyclines dans les noyaux) des cellules. Synthétisées à 

des moments différents du cycle cellulaire, les cyclines se lient à leurs kinases (CDK) 

spécifiques, et permettent la progression du cycle cellulaire. La fami lle des cyclines possède 

6 membres (cyclines A, B, D, E, F et J) impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et 4 

membres (cyclines C, H , K et T) impliqués dans la régulation de la transcription. Elles sont 

les unités régulatrices du complexe formé avec les CDKs. L 'activité du complexe cyclines­

CDK est régie par différents évènements, incluant l'assemblage des cyclines aux CDKs, des 

modifications post-transcriptionnelles (Aktas et al., 1997) et l'association du complexe à des 

protéines inhibitrices (Sherr et Roberts, 1999). La succession normale des différentes phases 

ne peut avoir lieu, que si les différentes CDKs sont présentes et actives aux bons moments. 

Les cyclines contiennent deux dom aines a (chacun contenant c inq hélices), formés 

d'une séquence répétée de 90 acides aminées. Ils forment les repliements de la protéine 

(appelés cyclin folds). Chaque repliement ou répétition cycline est relié par un court peptide 

de 10 à 15 résidus. La première répétition conespond à ce qui est défini comme étant la boîte 

cycline (cyclin box). E lle est conservée chez tous les types de cyclines. Dans le complexe 

enzymatique cycline-CDK, la première répétit ion cycline est en contact direct avec la sous­

unité CDK (Kobayashi et al., 1992 ; Lees et Harlow, 1993). Le deuxième repliement par 

contre, ne semble pas contribuer directement à l' interaction de la cycline avec la CDK (Kim 

et al., 1996; Andersen et al., 1997). 

Concernant les cycl ines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, on en 

distingue deux types: les cyclines dites G1 (cylines Dl , D2, D3) ou G1 /S (cycline E) (Reed 

et al., 1991 ; Sherr, 1993), et les cyclines dites mitotiques (cyclines A et B) dont le pic 

d' expression se situe en G2/M (Hunt, 1991; Pines, 1991). Ces deux types de cyclines vari ent 

dans leur structure générale : les cyclines de types G liS possèdent leur boîte cycline en 

région N-terminale alors que chez les cyclines mitotiques, cette boîte se retrouve plutôt en C-
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tem1inale (Hunt, 1991). De plus, les cyclines Gl/S ont, en aval de la boîte cycline, une région 

riche en praline, acide glutamique, sérine et thréonine appelée «PEST». Cette région joue un 

rôle dans le renouvellement rapide de ces cyclines et leur confère une demi-vie courte (Koff 

et al., 1991; Lew et al., 1991). Les cyclines G2/M possèdent en N-terminale, une boîte de 

destruction (destruction box), nécessaire à leur dégradation dépendante de l'ubiquitine 

(Glotzer et al., 199 1; Hershko et al., 1991). 

1.2.2. Progression du cycle 

La progression en phase G1 nécessite la présence des cyclines D qui répondent aux 

facteurs de croissance. Présentes, elles permettent à la sous-unitée catalytique kinase cycl ine 

D dépendante (CDK lié à la cycline D) la phosphorylation, entre autre, du produit de l'anti­

oncogène pRB (protéine du rétinoblastome) (Voir annexe 1). 

Phosphorylé, pRB libère les facteurs de transcription E2F qui contrôlent l' expression 

des gènes nécessaires pour la transition G 1/S et la progression vers S. Par exemple, la 

synthèse des cyclines E et A requiert l'activation des facteurs de transcription E2F1 (revue 

dans Assoian, 1997) et E2F3 (Humbeti et al., 2000) respectivement. 

Le complexe cycline E/CDK2 est un des acteurs principaux de la phase S. Sa fonction 

principale est d'initier la synthèse de 1 'ADN en hyperphosphorylant pRB (Ortega et al, 2002; 

Koff et al., 1992). 

La cycline A s'associe aux kinases CDK2 et CDK1 (Pagano et al., 1992). La cycline A 

est une protéine nucléaire (Pines et Hunter, 1991). Elle commence à s'exprimer durant la 

phase tardive de G 1 et s'accumule durant les phases S et G2 (Pin es et Hunter, 1990). 

Associée à la kinase CDK2, elle intervient au début de la réplication (Girard et al., 1991; 

Krude et al. , 1997) en se liant au facteur de transcription PCNA (proliferating cel! nuclear 

antigen) (Cardoso et al., 1993; Sobczak-Thepot et al., 1993), requis pour l' activité de l' ADN 

polymérase 8. De plus, la cycline A serait nécessaire pour restreindre la réplication à juste 

une par cycle (Erlandsson et al., 2000). 
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Le taux des cyc lines mitotiques augmente progressivement au cours des phases S et G2 

pour atteindre un pic en mitose. Les cyclines A et B interagissent toutes les deux avec la 

kinase COK1 pour déclancher la mitose et la dégradation de ces deux protéines est nécessaire 

pour que la cellule sorte de la mitose (Minshull et al., 1989). La dégradation de la cyclines A 

débute au début de la prométaphase et se tem1ine en métaphase (den Elzen et Pin es, 2001; 

Geley et al., 2001) . La cycline B est synthétisée et détruite un peu après la cycline A (Pines et 

Hunter, 1990; Poon et al., 1994; Erlandsson et al., 2000) . En fait, la cycline A contrôle la 

demi-vie de la cycline B (Yam et al., 2002). Le complexe cycline A-COK pen11et 

l'accumulation de la cycline B en phosphorylant, entre autre, COI-Il (activateur d'une sous­

unité de l'Anaphase Promoting Complex (APC"111
)). COHl phosphorylé ne peut plus se lier à 

1 'APC, ce qui retarde la dégradation ubiquitine de la cycline B (Lukas et al. , 1999). L' APC 

est responsable de la dégradation des cyclines mitotiques par la reconnaissance de la boîte de 

destruction (D-box) en N-terminale des protéines (Glotzer et al., 1991; Hershko et al., 199 1 ). 

Le complexe inactif cycline B-CDK1 s'accumule dans le centrosome durant 

l'interphase (Bailly et al., 1992). L'export nucléaire de ce complexe se produit à l' aide du 

CRM I (exportine), qui reconnaît le signal de rétention cytoplasmique (CRS) en région N­

terminale de la cycline B (Pines et Hunter, 1994). Lors de la prophase, le complexe cycline 

B-COKl reste dans le noyau. Cette accumulation nucléaire est due à la phosphorylation de 

quatre rés idus sérines du CRS qui empêchent alors, la reconnaissance du CRS par CRM1 

(Hagting et al., 1998; Hagting et al. , 1999; Pines et Hunter, 1994). À patiir du moment où le 

complexe cycline B-CDKl est majoritairement nucléaire, on observe l'entrée en phase M. 

L'entrée en mitose est gouvernée par le complexe cycline B-CDK 1 (Nurse, 1990; Poon, 

· 2002). Bien qu ' il s'accumule durant les phase S et G2, l'activité de ce complexe est inhibée 

due à la phosphorylation des résidus Tyr-14 et Thr-15 de CDK1, par les protéines kinases 

Weel/MiK I/Myt1 (Mueller et al., 1995; Wells et al. , 1999). La Cdc25c phosphatase est 

stimulée afin de déphosphoryler ces résidus, ce qui permet l'activation de CDKl (Donzelli et 

Draetta, 2003). Une fo is activé, le complexe cycline B-COK l, forme le MPF (M-phase 

promo ting factor) (Hoffman et al., 1993; Ohi et Gould, 1999; Peter et al., 2002). Le MPF est 
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l'acteur moléculaire responsable de l'entrée en phase M par phosphorylation de certains 

composants clés de la cellule. Par exemple, MPF cible au niveau du noyau les condensines et 

les histones Hl et H3, qui sont impliquées dans la condensation des chromosomes en 

prophase (Hirano et al, 1997). Aussi, MPF cible les lamines nucléaires, ce qui provoque leur 

dépolymérisation et donc la rupture de l'enveloppe nucléaire en prométaphase (Peter et al., 

1990). D'autres substrats du MPF interviennent au niveau cytoplasmique, par exemple des 

protéines associées aux microtubules, ce qui permet l'asseri.1blage du fuseau mitotique. Le 

MPF agit aussi sur des moteurs moléculaires de la famille des kinésines et d'autres protéines 

liant les microtubules, ce qui permet la séparation des centrosomes (Nigg, 2001). 

Dès J'entrée en anaphase, la dégradation de la cycline B s'effectue par protéolyse 

ubiquitine dépendante du à 1' APC qui reconnaît la boîte de destruction (D-box) en N­

tcïminale de la protéine. Cette protéolyse est indispensable à 1' inactivation du complexe 

cycline B-CDKl et pe1met ainsi la sortie de la mitose (Goltzer et al., 1991). 
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1.3. Phase GO/Gl à la phaseS 

Les mécanismes qui contrôlent la progression ordonnée de la transition entre les phases 

G 1 à S du cycle cellulaire ainsi que les joueurs impliqués dans cette régulation chez les 

cellules de mammifères seront présentés dans cette pmi ie du travail. 

1.3.1. Les cyclines D 

1.3.1.1. Types et rôles de cyclines D 

Il existe trois types de cyclines D (D l , D2, D3). Elles sont codées par les gènes 

CCNDJ (11q l3), CCND2 (12p13) et CCNDJ (6p21 ). Leur taux d'express ion varie selon le 

type cellu laire (Matsushime et al., 1991). La cycline Dl s'exprime dans la plupart des tissus 

humains à l'exception des lignées lymphoïdes, et ce, indépendamment des fac teurs mitogènes 

(Ajchenbaum et al., 1993; Matsushime et al., 1991). Les cycl ines D2 et D3 sont, quant à elles, 

majoritairement exprimées dans les cellules hématopoïétiques (Ajchenbaum et al., 1993; 

Palmera et al., 1993). 

Bien que très similaire et ayant des fonctions communes, les différentes cycl ines D 

semblent exercer des rôles distincts. En effet, la distribution des ARNm et les profiles 

d'express ion de chacune diffèrent i.e. la cycline D 1 s'exprime en phase précoce de G 1, la 

cycline D2 s'exprime plutôt en phase tardive de G1 et la cycline D3 s'exprime en phaseS 

(Lukas et al., 1995, Peste11 et al., 1999). Par contre, dans les lymphocytes T humains, la 

cycline D2 s'exprime en phase précoce de G 1 et la cycline D3 en phase tardive de G1 

(Ajchenbaum et al., 1993). 

L'étude de souns Knockout a penms d'é lucider certains rô les spécifiques aux 

différentes cyc lines D, et a pem1is de mieux comprendre celui des cyclines D en général. Les 
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souris Knockout d'une cycline D (Dl, D2 ou D3) présentent des phénotypes précis sur des 

tissus spécifiques. En effet, les souris déficientes en cycline D 1 présentent un développement 

neurologique anormal et une hypoplasie de la rétine et des glandes mammaires (Sicinski et al., 

1995). Les souris D2_,_ présentent aussi une anomalie cérébrale (Huard et al. , 1999), auquelle 

se rajoutent une détérioration de la prolifération des lymphocytes B (Lam et al., 2000; 

Solvason et al., 2000), une hypoplasie des cellules ~ pancréatiques (Kozar et al., 2004) ainsi 

qu' une anomalie de la granulosa ovarienne (femelle) ou une hypoplas ie des testicules (mâle) 

(Sicinski et al., 1996). Les souris D3_,_ montrent un désordre dans le développement des 

lymphocytes T (Sicinska et al., 2003). Deuxièmement, par la sélection d'une seule cycline D 

(souris double Knockout) , l'équipe de Ciemerych (2002) a permis de démontrer que chacune 

des cyclines D est suffisante à elle seule pour pem1ettre le développement normal de chaque 

tissu. En effet, les souris se développent normalement jusqu'au jour E l 7.5 alors que tous les 

organes ct tissus sont développés au 13.5ème jours. De plus, les souris D2 et D3 naissent et 

certaines vivent plusieurs semaines. L'équipe de Kozar (2004) a démontré par l' étude de 

souris Knockout Dr'- D2_,_ D3-'-, que les cyclines D ne sont pas requises pour l'embryogenèse, 

mais qu 'elles sont essentielles pour l'expansion des cellules souches hématopoïétiques 

multipotentes (CFU-S). En effet, 1 'analyse du cycle cellulaire hématopoïétique de ces 

embryons montre qu'il est déficient. 

D'autres études ont également démontré que la cycline D2 joue un rôle crucial dans 

la prolifération des cellules de type B murin (Banerj i et al., 2001; Glassford et al., 2001; 

Mohamedali et al., 2003) et que la cycline D3 est requise et essentielle pour le 

développement des cellules précurseurs des cellules B (pre-B cell) (Cooper et al., 2006) . 
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1.3.1.2. Régulation Transcriptionnelle 

L'abondance des cyclines D est largement contrôlée par le taux de transcription du 

gène. Cette transcription est régulée par plusieurs facteurs de transcription qui sont induits 

suivant les signaux extracellulaires, les voies de signali sation oncogénique ou les variations 

physio logiques d'autres protéines cellulaires. Donc, contrairement aux autres cyclines où leur 

taux d'expression fluctue périodiquement durant la progression du cycle cellulaire, le niveau 

des cyclines D est contrôlé par 1' environnement extracellulaire (Shen et Roberts, 1999). 

Les cycl ines D sont les facteurs limitants pour la progression du cycle cellulaire. Sous 

le contrôle de la voie de signalisation RASIRAF/MAPK, l'induction des cyclines D (en phase 

Gl) est régulée par la présence de facteurs de croissance (Matsushime et al., 1991), par 

l'adhésion cellulaire à la matrice extracellulaire (Aktas et al. , 1997; Revue dans Assoian, 

1997; Roover et al., 1999; Schwarts et Assoian, 2001) et par l'intégrité du cytosquelette 

cellulaire (Huang et al., 1998). 

En se liant aux récepteurs à activité tyrosine kinase, les fac teurs de croissance ouvrent 

la voie de signalisation et, en coopérant avec les signaux transmis grâce à l'adhésion 

cellulaire, induisent la synthèse des cyclines D. L'accumulation des cyciines D durant la 

phase G1 requie1t aussi la présence de facteurs de croissance. En effet, l'accumulation des 

cyclines D nécessite l'inhibition de la GSK3B (Glycogène Synthase Kinase 3~) par la PI3K 

(Phosphatidyllnositol-3 kinase) et l'activité de PBK dépend des signaux mitogènes (Ait et al., 

2002; Diehl et al., 1998). De plus, la fom1ation du complexe cycline D-CDK4/6 est 

dépendante des mitogènes I.e. 1 'absence de ces signaux empêche les cyclines D de 

s'assembler efficacement aux CDKs lorsqu'elles scint surexprimées (Cheng et al., 1998; 

Matsushime et al., 1994). Le mécanisme d'induction des cyc1ines D oblige donc la cellule à 

rencontrer toutes les conditions requises pour s'engager dans un nouveau cycle cellulaire. 

Ainsi, le complexe cycline D-CDK4/6 permet aux cellules de passer de la phase 

dépendante des mitogènes à la phase indépendante des mitogènes pendant la phase G 1, et 

pem1et une transition conecte vers la phase de synthèse d 'ADN (phase S). 
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En général, la régulation transcriptionnelle du gène de la cycline D est complexe et 

implique un grand nombre de protéines. La région promotrice du gène CCND contient 

plusieurs éléments-cis régulateurs. On y retrouve les sites de liaison pour un ensemble de 

facteurs de transcription incluant Apl, STAT, Spl, NFKB et ATF/CREB (Bromberg et al., 

1999; Guttridge et al., 1999; Hinz et al., 1999; Joyce et al., 1997; Leslie et al., 2006; Mattino 

et al., 2001; Matsumura et al., 1999; Watanabe et al., 1996). 

Concernant la région promotrice du gène CCND2 impliquée dans les lignées 

cellulaires lymphoïdes, plusieurs études montrent qu'elle est formée des sites de liaison pour 

Ap 1, STATS, Spl, CREB-1, E2A et BCL6 (Martino et al., 2001; Pestel! et al., 1999; Shaffer 

et al., 2000; White et al., 2006; Zhao et al., 2001) . Ainsi, la transcription de la cycline D2 

(première transcrite dans les cellules B et T), est induite en réponse à divers stimuli incluant 

des cytokines (Il-2, et Il-7), Ras, des récepteurs activés et par co-stimulation (Appleman et al., 

2000; Lam et al., 2000; Martino et al., 2001) . 

1.3.2. CDKs 

Les cyclines D peuvent fonner des complexes avec les CDKs -2, -4, -5 , et -6. La 

kinase CDK4 apparaît conm1e le partenaire le plus important dans les macrophages et les 

fibroblastes. CDK6, quant à lui, est l'acteur principal dans la réponse proliférative des 

lymphocytes T du sang périphérique (Malumbres et al., 2004; Matsushime et al. 1994). Par 

contre, CDK2 se lie aux cyclines D dans le cas précis où les cellules (MEFs) sont déficientes 

en CDK4/6 (Malumbres et al., 2004). CDKS est une kinase dépendante des cyclines D 

uniquement (Xiong et al., 1992), qui est majoritairement exprimée et active dans les cellules 

du système nerveux (Hellmich et al. 1992). Elle se localise au niveau du cytoplasme de la 

cellule. Les rôles les plus connus pour la CDKS sont la régulation de la structure du 

cytosquelette, la régulation des fonctions synaptiques et l' orientation des axones (Dhavan et 

Tsai, 2001). Il a aussi été démontré que CDKS pouvait interagir avec la ~-caténine, ce qui 

entraîne la perte d'adhésion cellulaire (Kwon et al. , 2000). 
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Les CDKs font pmtie d'un groupe de protéines à activité sérine/thréonine kinase 

conservée chez tous les types cellulaires eucaryotes (Andersen et al. , 1997). Dès leur 

synthèse et dans leur état monomérique, les CDKs sont inactives. En plus d'une liaison aux 

cyclines, l'activation des CDKs chez les mammifères nécessite plusieurs phosphorylations 

régulatrices. La plus connue est l'activation par une kinase activatrice des CDKs (CAK). 

1.3 .3. CAK 

L'activité d'une CDK pour la progression du cycle cellulaire est régulée à trois 

niveaux: la liaison à une cycline (unité régulatrice du complexe), des phosphorylations 

activatrices ou inhibitrices et l'association à des protéines (souvent inhibitrices). Une fois liée 

à une cycline, la kinase devient accessible à l 'action du complexe CAK (CDK activating 

kinase). Par exemple, lorsque la cycline A se lie à la CDK2, elle modifie l'orientation de 

l'ATP dans la fente catalytique et provoque un déplacement de la boucle T (Jeffrey et al., 

1995; Johnson et O'Reilly, 1996). Ainsi, le segment d'activation devient accessible à la 

CAK. Elie peut alors phosphoryler ie résidu thréonine (p-Thr 160) de la boucle T (Andersen 

et al., 1997; Marshal, 1994) permettant le perfectionnement de la liaison du complexe cycline 

A/CDK2 aux substrats. 

La CAK est un complexe enzymatique nucléaire qui permet la stabilisation du 

complexe cycline/CDK (Jeffrey et al., 1995). La CAK est formée de la kinase CDK7 

associée à la cycline H et au facteur p36 (MA Tl) (Andersen et al., 1997). La CAK est 

responsable de la phosphorylation activatrice des kinases CDK 1, CDK2 et CDK4/6 en 

phosphorylant respectivement les résidus Thr161 , Thr160 et Thr172 (Andersen et al., 1997; 

Jeffre y et al. , 1995 ; Jolmson et O'Reilly, 1996). 

CDK7 est lui-même phosphorylé sur le segment d ' activation (Thr1 70 chez l'humain) 

mats, contrairement aux autres CDKs, cette phosphorylation n'est pas essentielle pour 
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l'activité de CAK. La présence de Mat! peut substituer la phosphorylation de Thr170 etc 'est 

suffisant pour l 'activation de CDK7/cycline H (Devault et al., 1995; Fisher et al., 1995). 

CDK7 possède un autre site de phosphorylation sur le segment d'activation (Ser164) (Lolli et 

al., 2004; Martinez et al., 1997). Cette phosphorylation augmente l'activation et la liaison 

avec la cycline H. ln vitro, il semblerait que les complexes cycline B 1/CDKl et cycline 

A/CDK2 phosphorylent CDK7 sur les deux sites, suggérant un rétrocontrôle positif pour la 

phosphorylation activatrice (Fisher et al., 1995). L'activité de la CAK ne varie pas en 

fonction du cycle cellulaire (Andersen et al., 1997), mais le niveau transcriptionnel de CDK7 

diminue en phase GO (Paon et al., 1994). 

1.3.4. CKis 

L'activité catalytique du complexe enzymatique cycline/CDK peut être inhibée par les 

CDKs inhibiteurs (CKI) qui réduisent l'activité des CDKs. Deux familles de protéines font 

partie de cette classe, les Cip/Kip (p21 cip i, p27 kipi et p5l kip
2
), qui se lient et inhibent le 

complexe cycline-CDK contenant soit CDK4/6 ou CDK2 (Sherr et Roberts, 1999; Revue 

dans Assoian, 1997), et ies fNK4 (p15fNK4b, pl6INK4a, pl 8INK4c et pl9INK.4d), qui se 

lient et inhibent le complexe catalytique CDK4/6 uniquement. 
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1.3.4.1. Cip/Kip 

p21 cip 1/ p27kipJ s'associent aux cyclines D, E et A en complexe avec leurs CDKs 

con·espondantes (Cycline D-CDK2 ou 4/6, cycline E-CDK2, cycline A-CDK2). Les Cip/Kip 

possèdent en N-tem1inale le domaine de liaison qui inhibe les kinases dépendantes des 

cyclines et en C-terminale, le domaine de liaison qui inhibe PCNA i.e. p21 cip interfère sur 

l'activité de la polymérase o en se liant directement sUr PCNA, ce qui inhibe la réplication de 

l'ADN (Chen et al., 1995; Luo et al., 1995 ; ShetT et Robert, 1995; Waga et al., 1994). 

Les Cip/Kip disposent d ' un double jeu régulateur dans la progression du cycle 

cellu laire : ils sont des inhibiteurs impotiants des complexes cyclines/CDK2 et des 

régulateurs positifs impotiants des complexes cyclines D-CDK4/6. Plusieurs études montrent 

que p21 ci"1/p27 kip J favorisent la fom1ation du complexe actif cycline D-CDK4/6 en permettant 

l'assemblage du complexe cycline D-CDK in vitro (Blain, et al. , 1997; Sherr et Robert, 1999; 

Zhang et al., 1994). De plus, étant donné que les cyclines ne contiennent pas de séquence 

consensus de localisation nucléaire, il a été suggéré que le signal de locali sat ion nucléaire 

(NLS) présent sur p2l cipJ/p27kipJ' soit responsable de l'accumulation des cyclines D dans le 

noyau (LaBaer et al., 1997). Cependant, d 'autres études suggèrent que p21 cipJ /p27kipJ 

agira ient plutôt comme inhibiteur de l'export nucléaire de la cycline D, en empêchant la 

liaison entre I'expmiine CRM l et le complexe cycline D-CDK4/6 (Ait et al., 2002) 

De plus, p21 cip 1/p27kipl favoriseraîent la migration et la prolifération ce llulaire . La 

présence de facteurs de croissance enclenche la voie de signali sation Ras/PI3K/ AKT 

pem1ettant la phosphorylation des résidus Thr-145 et Ser-146 du NLS de p2l cip (Rossig et al. , 

2001; Scott et al., 2000; L i et al. , 2002). La phosphorylation de la Ser-146 augmenterait la 

stabi li té de la protéine (Li et al., 2002) et la phosphorylation de la Thr-1 45 inhiberait la 

liaison p21 cip -PCNA favorisant alors la réplication de 1 'ADN (Li et al. , 2002). Aussi, p21 cip 

issu de l'activation par AKT, n 'inhiberait pas le complexe cycline E-CDK2 et activerait les 

complexes cyclines D-CDK4 (Li et al., 2002). Selon l'équipe de Zhou (2001), ces 

phosphorylations seraient reliées à un changement de localisation subcellulaire de p21 cip dans 

le cytoplasme. Cette locali sation cytoplasmique expliquerait son rôle dans la migration 

cellu laire (voir DISCUSSION pour détai ls). p27kip répondrait sensiblement de la même 
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manière aux facteurs de croissance. En effet, la phosphorylation du résidu Ser-1 0 favoriserait 

l'export nucléaire par CRM1 et augmenterait la stabilité de p27kip (McAllister et al., 2003). 

De plus, étant donné que p27kip possède en C-tem1inale un domaine « scatter » (Scatter 

domain ) qui lui permet de se co-localiser avec l'actine F, il peut réarranger le cytosquelette et 

augmenter la motilité cellulaire (McAllister et al., 2003). 

1.3.4.2. INK4 

La famille de protéines INK.4 comprend p 16INK4a, p 15INK4b, p 18INK4c et 

p 19INK4d (Shen et Roberts, 1999). Ces protéines partagent le même motif structural appelé 

des répétitions ankyrines. Ce motif consiste en des paires d'hélices a antiparallèles 

superposées l'une sur l 'autre et reliées par un moti f en épingle à cheveux (hairpin). Ces 

domaines structuraux se lient à la région non catalytique de CDK4/6, soit la région opposée 

au site de liaison des cyclines D, ce qui induit un changement allostérique de CDK4/6 en 

pivotant de 15° par rapport à 1 'axe vertical, les deux lobes structuraux de la kinase. Ceci altère 

le site de liaison aux cyclines D et réduit son affinité à l'ATP (Pavletich, 1999), deux 

mécanismes qui réduisent fortement l'activité àes CDK4/6. De plus, en prévenant la 

fonnation du complexe cycline D-CDK4/6, les INK4 forcent la redistribution des Cip/Kip 

· aux complexes cyclines E-CDK2 provoquant la diminution de 1 'activité kinase de ceux-ci 

(Jiang et al. , 1998; Reynisdottir et al., 1995 ; Sherr et Roberts, 1999). 

l 



17 

1.3.5. pRB 

L'expression de la cycline D et l'activité obtenue par son association aux kinases sont 

plus élevées lors de la transition G liS. L'activation de ce complexe permet, entre autres, la 

phosphorylation des protéines de la famille du rétinoblastome, pRB (p105RB), pl07 et pl30 

(pocket protein) (revue dans Sherr et Roberts, 1999; Ortega et al., 2002). pRB est une 

phosphoprotéine nucléaire de 928 acides aminés qui joue un rôle central dans le contrôle du 

cycle cellu laire i.e. elle empêche la progression du cycle cellulaire en phase G 1 en se liant et 

en altérant 1 ' activité des facteurs de transcription E2F (Shen et Roberts, 1999; Ortega et al., 

2002). 

Durant le cycle cellulaire, pRB se présente sous différents états de phosphorylation. En 

phase G 1, pRB est hypophosphorylé. Complexé aux facteurs de transcription, il sert 

d'activateur de la cycline Den se liant à son promoteur (Muller et al., 1994). En phase Gl, 

les CDKs phosphorylent pRB, ce qui conduit à la dissociation du complexe pRB/E2F et donc 

à la libération de facteurs E2F actifs . CDK4/6 associé aux cycl ines D, initie le processus et 

pem1et une activation transcriptionnelle pat1ielle, libérant E2F1 , requis pour la synthèse des 

cyclines E (revue dans As soi an, 1997). Les cyclines E disponibles confèrent 1 'activité 

nécessaire aux CDK2. Une phosphorylation supplémentaire de pRB par CDK2/cycline E et 

CDK2/cycline A, pem1et la libération complète des facteurs E2F permet1ant la transcription 

des gènes essentiels à la progression du cycle vers la phase de synthèse de l'ADN (revue dans 

Harbour et Dean, 2000; Ortega et al., 2002) . Dans les cellules quiescentes (GO) et en cours de 

différenciation, pRB n' est pas phosphorylée (forme inactive). Jusqu 'à présent, la 

phosphorylation de pRB représentait le mécanisme moléculaire impliqué dans le passage du 

point de restriction R. Or l'équipe de Mat1insson (2005) démontre que la phosphorylation de 

pRB survient après le point Ret qu'il s'agirait plutôt de deux points de contrôle distincts pour 

la cellule (point Ret phosphorylation de pRB). 

pRB contient 16 sites potentiels phosphoaccepteurs (Ser/Thr-Pro) (Kaelin, 1999). Les 

CDKs (CDK-2/-4/-6) activées phosphorylent pRB en des sites spécifiques (Kitagawa et al., 

1996; Zarkowska et Mittnacht 1997). Les complexes cyclines D/CDKs reconnaissent les sites 
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S780, T826 et S795 (Connell-Crowley et al., 1997; Kitagawa et al., 1996; Zarkowska et 

Mittnacht, 1997). Le motif responsable de la liaison de pRB aux complexes cyclines D/CDKs 

est situé en position N-tenninale des différentes cyclines et consiste en la suite d'acides 

aminés LXCXE (Dowdy et al. , 1993). Contrairement à ce qui a déjà été démontré, le motif 

LXCXE des cyclines D ne semble pas essentiel à la phosphorylation de pRB (Cmmell-Croley 

et al., 1997; Chan et al., 2001 ). L'équipe de Baker (2005) rajoute, par contre, que ce motif est 

essentiel pour la phosphory1ation de pRB par la cycline D2, comparativement à la cycline Dl 

pour laquelle ce motif ne l 'est pas. 

1.3.6. Régulation de la phase Gl et de la transition Gl!S 

Le complexe cycline D-CDK4/6 aide les cellules à passer le point de restriction R. Une 

fois ce point franch i, les cellules sont amenées en phase de synthèse d'ADN (S). Deux 

mécanismes indépendants pennettent cette transition. Premièrement, le complexe cycl ine D­

CDK4/6 phosphoryle les protéines de la famille des pRB ce qui résu lte en l'activation de 

E2F1, requis pour la synthèse des cyclines E (revue dans Assoian, 1997). Deuxièmement, le 

complexe cycline D-CDK4/6 séquestre des CKis . Les CKis, ainsi séquestrés, libèrent le 

complexe cycline E-CDK2 et induisent l'activation de ce complexe (revue dans Sherr et 

Roberts, 1999). 

Ces deux mécanismes permettent au complexe cycline E-CDK2 d'être actif. Pour une 

transition coiTecte G 1/S et 1 ' initiation de la phase S, le complexe cycline E-CDK2 

phosphoryle les protéines de la famille pRB permettant la libération et/ou l'activation, par 

exemple, des cyclines A. De plus, le complexe cyclin E-CDK2 phosphoryle la protéine 

inhibitrice p27 Kipi pem1ettant davantage son activation. En fait, lorsque le processus de 

séquestration par le complexe cycline D-CDK4/6 diminue le niveau effectif des CKis sous le 

point critique, le complexe cycline E-CDK2 facilite son activation en phosphorylant à son 

tour la protéine p27kipi. De cette façon, la cellule diminue sa dépendance aux facteurs 

mitogènes pour compléter son cycle cellulaire. 

- ------- - - - - - - -- - - - --- - - - - - -----
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L'accumulation des cyclines D dépend d'une autre voie de signalisation de la GTPase 

Ras impliquant la phosphatidylinositol-3 kinase (PBK) et l' AKT (proté ine kinase B) (revue 

dans Sherr et Robetis, 1999). Ras et PBK collaborent pour activer AKT qui régule 

négativement, par phosphorylation, la glycogène synthase kinase 3~ (GSK-3~). Le taux de 

dégradation des cyclines D est régulé par la phosphorylation d'un seul résidu thréonine (Thr-

286 chez la cycline D l , Thr-282 chez la cycline D2) par la GSK-3~ (Diehl et al., 1998). En 

absence de facteur de croissance, il y a dégradation des cyclines D i.e. la GSK3 -~ act ive 

catalyse la phosphorylation du résidu Thr (Tlu·-286 ou Thr-282) ce qu i augmente l'export 

nucléaire des cyclines D et accélère leur dégradation protéosomale dépendante de l' ubiquitine 

dans le cytoplasme. La GSK-3~ est dans le cytoplasme en phase G 1 et entre dans le noyau en 

phase S (Diehl et al., 1998). 

1.4. Expression oncogénique des cyclines D 

Les protéines qui pennettent la progression du cycle cellulaire, comme les cyclines, 

sont souvent surexprimées dans les tumeurs primaires alors que les protéines qui ralentissent 

la division cellulaire, par exemple les CKis, sont souvent inactivées (Hirama et Koeffler, 

1995). De tous les régulateurs du cycle cellulaire impliqués dans le développement du cancer 

chez l'humain, les cyclines D sont souvent les plus sollicitées. La surexpression des cyclines 

D a pour effet de raccourcir la durée de la phase G 1 diminuant alors la ta il le des cellules et 

leur dépendance aux facteurs mitogènes (Ohtsubo et Robert, 1993 ; Quelle et al., 1993 ; 

Renitzky et al. , 1994). 

Plusieurs études ont démontré que la cycline D 1 est un proto-oncogène et que son 

amplification et sa surexpression peut contribuer à la croissance cellulaire dans plusieurs 

tumeurs humaines incluant les lymphomes du manteau, le ·cancer du sein, les épithéliomes 

spinocellulaires de la tête et du cou et le cancer de l'œsophage (Donnellan et Chetty 1998; 

Gillett et al., 1994; Gramlich et al., 1994; Nakamura et al., 1997). 
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Plusieurs études tendent à démontrer qu'il y aurait dé balancement entre 1 'amplification 

du gène et la traduction de la protéine de la cycline Dl. Ce débalancement serai t causé par la 

présence d'une version stable de la cycline Dl appelée cycline Dlb (Betticher et al., 1995). 

Cette isoforme est exprimée dans les cellules dérivées de tumeurs de l 'œsophage (Lu et al., 

2003). La cycline D1b résulte d' un épissage altematif du gène CCNDJ qui produit un 

transcrit" de 1.7 Kpb. La cycline Dl b est tronquée en C-terminale. Elle est réfractaire à la 

phosphorylation de la GSK3 ~ et donc, de l'export nucléaire causé par la CRM 1. Elle est par 

ce fait, constitutivement nucléaire. Par contre, elle garde la capacité à se lier et à activer 

CDK4. Aussi, bien qu 'elle soit suffisante pour enclencher la transformation cellulaire dans 

des Nlli/3T3, sa capacité à phosphoryler pRb est faib le comparativement à 1' isoforme longue 

(Salomon et al., 2003 ; Lu et al., 2003). De plus, il a été démontré que la surexpress ion de 

cette cyline D1b augmentait l' indépendance d'ancrage face aux facteurs mitogènes dans des 

l'v1EFs primaires cycline Dl _,_ contrairement à la surexpression de la Dl (Holley et al., 2005). 

La cycline D2 est amplifiée et surexprimée dans certaines lignées cellulaires de 

carcinomes colorectaux (Leach et al., 1993). Auss i, la cycline D2 semblerait imp liquée dans 

le cancer gastrique (Takano et al., 1999 ; 2000). En effet, la surexpress ion de la cyline D2 et 

de CDK4 est reliée à la progression du cancer et corrèle étroitement avec un mauvais 

pronostique. Selon Takano et al. (2000), la localisation cytoplasmique de la cycline D2 

pounait être en lien avec ces résultats. En effet, Lukas et al., (1995), rapporte que la cycline 

D2 se localise dans le noyau en phase G 1 et qu 'à la transition G 1/S, elle se distribue à la fois 

dans le noyau et dans le cytoplasme, ce qui suggère que la cycline D2 localisée dans le 

cytoplasme reflète un rôle additionnel, non encore identifié (Tanaka et al., 2002). 

La cycline D3 est surexprimée dans plusieurs lignées cellulaires de type gliomes 

(Donnellan et Chetty, 1998). E lle aurait un rôle dans la transformation cellulaire vers un 

phénotype malin plutôt que dans l' initiation et la progression de la tumeur, comme il a été 

décrit pour la cycline Dl (Zhang et al. , 2005). 

l 
1 

1 
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1.5. Cycline D2 tronquée 

Le rétrovirus murin Graffi a été utilisé conune outil pour générer un modèle d'étude de 

leucémies chez la souris. Il a été possible d'identifier un nouveau site commun d'intégration 

virale nommé Gris 1 (site d'intégration 1 du MuLV Graffi) . Situé sur le chromosome 6 mw-in, 

il se trouve entre 75 et 85 Kpb en amont du gène de la cycline D2 (Fig. 1.1 ). Les intégrations 

en Gris 1 activent à la fois l'expression de la cycline D2 (D2) et l'expression d 'une protéine 

tronquée obtenue grâce à un épissage alternatif du gène. Cette isoforme, la cycline D2 

tronquée (D2Trc), est activée dans 13% des leucémies induites par le MuLV Graffi (4/30 

tumeurs indépendantes étudiées), ce qui montre que la dérégulation de l'expression du gène 

de la cycline D2 est un événement important dans l'induction de la tumorigenèse (Denicourt 

et al., 2003). 

La dérégulation de 1 'expression du gène de la cycline D2 a aussi été rapportée dans des 

leucémies de type T induites par le rétrovirus RadLV/VL3 (Hanna et al., 1993; Tremblay et 

al., i 992). Dans ce cas-ci par contre, le rétrovirus se localise dans la région promotrice du 

gène (Tremblay et al., 1992). Dans ces études, 5% des tumeurs ont été réatTangées et 

l'intégration de ce virus résulte en la surexpression du transcrit majeur de 6.5 Kpb 

correspondant à l 'isoforme normale de la D2. De plus, un transcrit plus court de 1.1 Kpb a été 

observé (Tremblay et al., 1992). Bien qu'à l'époque il n'a pas été caractérisé, ce transcrit 

semble correspondre à la D2Trc. L'analyse du transcrit de 1.1 Kpb présent dans la tumeur 

133-1 induite par RadLV/VL3, a démontré que ce transcrit s'hybride fortement à une sonde 

formée de l'intron 2 du gène de la cycline D2 (Denicourt, 2002 (résultat non montré)). Ces 

résultats suggèrent que l'intégration rétrovirale en 5' du gène de la cycline D2 dérégule 

l'expression du gène et induit, entre autre, l'expression d' un transcrit obtenu suite à un 

épissage alternatif correspondant à la D2Trc (Deni court, 2002). 
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1.5.1. Structure et Fonction 

La D2Trc est une protéine de 156 acides aminés. Comparativement à l' isofon11e 

normale du gène, la D2Trc résulte d'un épissage alternatif dû à l' utilisation d ' un site donneur 

d'épissage alternatif localisé dans l' intron 2 du gène de la cycline D2. De cette façon , elle est 

codée par l'exon 1, suivi de l' exon 2 plus long (exon 2+) et finalement par un exon 3' 

alternatif qui contient un nouveau signal poly-A (AATAA) . L'isofom1e formée possède 20 

acides aminés différents (13 i ème à 156ièmc a.a. inclusivement) et une terminaison prématurée 

de la protéine (codon stop juste après le 156 ièmc résidu). La protéine représente donc une 

cycline D2 avec une boîte cycline tronquée (Fig. 1.2A et 1.2B). 

Comparativement à la D2, il lui manque 133 acides aminés, incluant les derniers 21 

acides aminés de la boîte cycline. À cet endroit par contre, elle possède une nouvelle 

séquence de 20 acides aminés. Dans cette région, la D2Trc a conservé certains acides aminés : 

Ll43, Ll46, Pl 55 et Hl 56; juste à la fin de la boîte cycline, suggérant .que ces rés idus 

peuvent avoir un important rôle fonctionnel probablement dans la formation du complexe 

avec les CDK4/6 ou avec d ' autres partenaires (Fig. 1.3). 



- - -- -- -- ---------

23 

1.5.2. Caractéristiques in vivo 

Bien qu'il soit présent dans des tumeurs causées par des rétrovirus chez la souris 

(Graffi, RadLVIVL3 (Tremblay et al., 1992)), l' isoforme tronquée de la cycline D2 apparaît 

dans certains tissus normaux de différents organismes suggérant un imp01tant rôle cellulaire 

pour cette protéine. Par exemple, chez la souris, la protéine tronquée est majoritairement 

exprimée dans le cerveau et les ovaires mais à un niveau plus faible que ce qui est observé 

dans les tumeurs Gris 1 (Denicomt, 2002). Chez Xenopus laevis, un transcrit similaire et 

codant aussi pour une cycline D2 tronquée a été isolé d'une banque d'ADNe d'ovaires (Taïeb 

et Jessus, 1996). Chez l'humain, on retrouve son expression dans les tissus normaux de 

cerveau mais à un degré plus faible que dans les tumeurs glioblastomes et 

oligodendrogliomes (dépendamment du degré de la tumeur) (Denicourt, 2002). 

1.5.3. Caractéristiques in vitro 

La D2 est un proto-oncogène qui anom1alement activée ou surexprimée peut 

contribuer à la transformation cellulaire (Malumbres et Barbacid, 2001 ). Tout comme la D2, 

la D2Trc semble jouer un imp01tant rôle tumorigène. Plus encore, elle semble révéler des 

capacités oncogéniques plus élevées que 1 ' isofom1e n01male (Denicomt, 2002). Exprimées de 

façon exogène avec un Ha-Ras activé, les deux isofom1es nonnale et tronquée de la cycline 

D2 induisent un phénotype transformé chez les MEFs primaires . Par contre, le nombre de 

foyers obtenus lors de la co-expression de 1 ' isofom1e h·onquée avec un Ha-Ras activé est 

beaucoup plus important qu 'en présence de la D2 et comparable à ce qui est observé lors de 

la co-expression de c-Myc avec un Ha-Ras activé (Denicourt, 2002). 

La majorité des cellules dérivées des foyers transformés où la D2Trc est exprimée sont 

multi-nucléées. Ces cellules ont une perte de l' inhibition de contact, ce qui suggère que la 

capacité de la D2Trc à transformer les 11EFs primaires soit due à une altération de l'adhésion 

cellulaire. Puisque ces cellules expriment faiblement la D2, il a été suggéré qu'il y ait 
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possiblement une sélection contre l'établissement de lignées cellulaires exprimant un haut 

degré de D2Trc. Il a aussi été suggéré qu'une fotte expression de la D2Trc inhibe 

complètement l'adhésion cellulaire (Denicomt, 2002). 

La cycline Dl, lorsque surexprimée, induit l'indépendance d'ancrage de la progression 

du cycle cellu laire des cellules NIH/3T3 et Rat 1 (Schulze et al., 1996). Il est donc suggéré 

que la D2Trc soit capable d'influencer l'adhésion cellulaire en interagissant avec le même, 

aujourd'hui incomm, partenaire de la D2 puisqu'elles partagent la même séquence d'acides 

aminés pour la majeure partie de la boîte cycline (Denicourt, 2002). 

La D2Trc est localisée dans le cytoplasme des cellules NIH/3T3, jamais dans le noyau. 

Les cyclines D s'accumulent dans le noyau durant la phase G1 et en disparaissent lorsque la 

cellule entre dans la phase de synthèse de l'ADN. Il a été démontré que ie mutant de ia 

cycline D 1, D 1 T156A, se retrouve uniquement dans le cytoplasme des cellules NIH/3T3, 

bien qu' il garde son habileté à interagir avec CDK4. Le résidu Thr-156 (cycline Dl) semble 

impottant à la fois pour la localisation nucléaire et pour l'activation du complexe formé avec 

sa CDK (Diehl et Shen, 1997). Chez la D2, le résidu Tl56 de la cycline Dl conespond à 

T154. Cependant, ce résidu n'est pas conservé chez la D2Trc. Ce qui pmmait expliquer en 

pattie la localisation cytoplasique de la D2Trc. La D2Trc interagit avec CDK4 lorsque 

surexprimée dans les cellules NIH/3T3 (Denicourt, 2002). Elle possède la majorité de la boîte 

cycline intacte, ce qui est responsable et suffisant pour son interaction avec la CDK4. 

L'expression des cyclines D est dépendante de stimulations mitogènes continues. Dans 

les cellules hématopoïétiques de la lignée 32Dcl3, la D2 est exprimée dans les cellules en 

prolifération et cette expression dépend de la présence de IL-3. Aussi, l'express ion et le 

niveau de la D2 déclinent rapidement lorsque IL-3 est enlevé (Denicoutt, 2002). Il a été 

démontré que l'expression et la stabilité de la D2Trc dépendent de la présence de stimuli 

mitogènes IL-3 , dans la lignée cellulaire 32Dcl3. Ceci suggère que l'expression des deux 

transcrits 6.5 et 1.1 Kpb du gène de la cycline D2 est contrôlée par les mêmes éléments de 

régulation qui sont activés par des facteurs de croissance. 
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Le site spécifique de phosphorylation catalysé par GSK-3~ des cyclines Dl et D2 est 

respectivement le résidu thréonjne 286 (Tlrr286) et 282 (Thr-282). Celui-ci est critique pour 

maintenir la présence ou l'absence de ces cyclines D durant le cycle cellulaire (Diehl et Shen, 

1997; Diehl et al., 1998). Bien que la D2Trc ne possède pas ce résidu (Thr-282), il a été 

démontré que la stabi lité de cette isoforme dépend de la présence de facteurs de croissance 

(Denicourt, 2002). Il est possible que la dégradation de la D2Trc soit dépendante de la 

phosphorylation d'un auh·e résidu. 
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Figure 1.1 : Représentation schématique de l'insertion provirale en Gris 1 chez la 

souris. Les insertions pro virales en Gris 1 sont localisées à 80 Kpb en amont du gène de la 

cycline D2. Gris1 est le site d'intégration du rétrovirus Graffi dans 13% des tumeurs 

analysées. L'expression des deux isoformes (normale et tronquée) du gène de la cycline 

D2 se trouve dérégulée (surexprimée) sous l' influence de l' intégration rétrovirale. 
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Figure 1.2 : Représentation schématique de l'ADNe de l'isoforme normale et obtenue 

après épissage alternatif du gène CCND2. (A) Les boîtes foncées représentent ies cinq 

exons (EX 1-5) de la D2. L ' isofom1e de 1.1 Kpb contient les exons 1 et 2 de l'isoforme 

nom1ale. Les boîtes hachurées et pointillées représentent les régions rajoutées suite à 

l ' épissage alternatif et proviennent de l' intron 2 du gène. (B) Séquence nucléotidique de 

1 'ADNe de 1.1 Kpb, et la séquence en acides aminés déduite. Le point de dép a tt de ces trois 

exons est indiqué par une flèche. La tête de flèche indique la fin de 1 'ex on 2 du transcrit de 

6. 5 Kpb. Le signal consensus de polyadénylation est encadré. Figure tirée de l'article de 

Denicourt et al., 2003 . 
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Trc --------------------------------- - ---------- - ---- - --------- -

120 
120 

156 
180 

D2 QTFIALCATDFKFAMYPPSMIATGSVGAAICGLQQDDEVNTLTCDALTELLAKITHTDVD 240 

Trc ------- -------- ---- - --------- ------------- - -----
D2 CLKACQEQIEALLLNSLQQFRQEQHNAGSKSVEDPDQATTPTDVRDVDL 289 

Figure 1.3 : Comparaison de la séquence en acides aminés de l'isoforme tronquée 

(D2Trc) et de l'isoforme longue (D2). Les premiers 136 résidus sont codés par la même 

séquence. Une flèche indique la fin de la boîte cycline. Les boîtes foncées indiquent les 

régions identiques . Les pointillées représentent les acides aminés manquants . Figure tirée 

de l'article de Denicourt et al., 2003. 
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1.6. Hypothèses de travail . 

Connaissant la position stratégique des cyclines D dans la progression du cycle 

cellulaire, il devient indispensable de comprendre les cascades d'interactions enclenchées 

avec tous les partenaires protéiniques environnants, tant proto-oncogéniques que 

oncogéniques. La D2Trc semble elle aussi être importante dans la progression du cycle 

cellulaire et également dans l'induction de la tumorigenèse. Connaître l' implication de cette 

isofonne dans les voies de signalisation régulant la prolifération cellulaire est donc 

fondamentale pour la compréhension de ses effets biologiques sur la cellule. 

L'objectif principal de cette étude est d'approfondir la caractérisation de la fonction de 

D2Trc en étudiant les régions divergentes de la D2Trc par rappori à l'isofom1e normale (D2). 

Pour cela, nous avons généré plusieurs protéines mutantes. 

Puisque la D2Trc se localise uniquement dans le cytop lasme, la région C-terminale de 

l'isoforme normale est potentiellement impliquée dans la localisation nucléaire de cette 

protéine. L'utilisation des protéines mutantes (D2.0. 157à289 et D2Trc.0. 137àl56) ciblant cette 

région nous aidera à confinner cette hypothèse. 

Sachant que la D2Trc garde sa capacité de se lier à la kinase CDK4, cela suggère que 

les résidus conservés (Ll43, Ll46, P155 et Hl56) de la région C-terminale de sa boîte 

cycline, peuvent avoir un imporiant rôle fonctionnel, probablement dans la formation du 

complexe avec les CDK4/6 ou avec d'autres parienaires. Des délétions progressives des 

régions comprenant ces différents résidus (D2.0.157à289, D2Trc.0.15là156, D2Trc.0.147à156 

et D2Trc.0. 137àl56) vont nous pennettre de répondre à cette question. 



CHAPITRE 2 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1. Mutagenèse dirigée, délétion progressive et séquençage des diffé rents 

mutants 

2.1.1. Mutagenèse dir igée 

Le mutant D2TrcT15 1A de la D2Trc et celui de la D2 dé létée de ces 133 a.a. en C­

terminale (D21'1157à289) ont été produits en suivant le protocole décrit dans Benchmarks 

(1997) "Modification of a PCR-Based Site-Directed Mutagenesis Method". Les mutants ont 

été obtenus à partir des constructions Trc-pBiuescript II KS+ (HinDIII-Xbai) et D2-

pBluescript II KS+ (Hi nD III -Xbal). Les amorces utilisées sont respectivement: 5 ' -pc ga tgg 

gga agg gca gag tca-3 · et 5' -pcac taa ggc cgc cac act aa-3 '; 5' -ptta gtg agg ggt gac tgc ggc 

cag g-3' et 5' -gee ace gcg gtg gag cgc caa ttc-3 '. 

2.1.2. Délétions progressives 

Les délétions progressives de la région C-terminale de la boîte cycline de la D2Trc ont 

été réalisées par PCR. Le plasmide contenant 1 'ADNe de la D2Trc de souris (Trc-pBluescript 

II KS + clonée en Hindiii-Xbai) a été utilisé conm1e ADN matriciel. L'amorce 1 (5'-pcga ggt 

cga cgg tat cga taa-3') s'hybride à la région 5' de l'ADNe (N-tenninal) et est utilisée pour 

chacune des délétions. L'amorce X (2 (5'-patg aat tet tac ggc ctt agt gtg atg gg-3'), 3 (5'-patg 

aat tet tag atg ggg aag ggc aga gt-3'), 4 (5'-patg aat tet tac aga gtc agg age agg ga-3'), 5 (5'­

patg aat tet tac agg gag ggc ggc att ac-3') ou 6 (5'-patg aat te t tac age age tee tgg ggc-3')) 

ajoute un codon de tenninaison à l'endroit précis dans la région 3' du eDNA (C-tem1inal) de 

la D2Trc. Les couples d' amorces suivantes (1 et 2; 1 et 3; 1 et 4; 1 et 5; 1 et 6) ont été 
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utilisés respectivement pour produire les protéines D2Trcld55àl56, D2Trc.0.15làl56, 

D2Trc.0. 147à156, D2Trc.0.143à156 et D2Trc.0.137à156. 

2.1.3. Séquençage 

Les produits de ligation ont été transfom1és dans les bactéries compétentes DH5a. Pour 

le séquençage, les plasmides recombinants ont été isolés de la biomasse suivant le protocole 

de lyse alcaline de QIAGEN Miniprep. Ensuite, les plasmides ont été ultérieurement envoyés 

au séquençage (Centre d ' innovation Génome Québec et Université McGill , Monh·éal). 

2.2. Lignée cellulaire, conditions de culture et transfections 

Les fibrob lastes munns NIH/3T3 (ATCC) ont été mis en culture dans du milieu 

modifié Eagle 's medium (GIBCO) enrichi de 10% de sérum de veau (GIBCO). Toutes les 

transfections ont été réali sées en utilisant le matériel et su ivant le protocole de Polyfect 

(QIAGEN). 

2.3. Localisation cellulaire 

Pour étudier la localisation cellulaire de la D2Trc, les mutants produits (D2.0.157à289 

et D2Trc.0.137à156) ont été clonés dans un vecteur d ' expression de manm1ifère contenant la 

protéine EGFP de 26 Kda, soit le vecteur pEGFP-C l (Clontech). Les fragments obtenus ont 

été fusionnés à l'extrémité C-tenninale de la protéine EGFP. Les constructions Trc-pEGFP­

C l et D2-pEGFP-Cl ont été utilisées conm1e contrôle. La protéine D2.0.157à289 a été clonée 

en Naei-Sacii a lors que D2Trc.0.137à156 a été cionée en Nael-EcoRl pour s'assurer qu'elles 
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soient dans le même cadre de lecture que la protéine EGFP (Bg!II blunt par la Sl nucléase et 

Sacii ou EcoR1). 

Toutes les constructions ont eté transfectées dans les cellules Nlli/3T3 (ATCC) et la 

localisation de ces protéines mutantes a été examinée à l'aide d'un microscope à fluorescence 

confocale sur des plaques de 4 puits (LABTEK). 

2.4. Immunoprécipitation et immunotransfert des protéines intactes et mutantes 

2.4.1. Choix du vecteur d'expression 

Pour vérifier les régions impliquées dans la liaison entre D2Trc et la kinase CDK4, les 

mutants produits (D26.157à289, D2Trc6.15làl56, D2Trc6.147à156, D2Trc6.137àl56) ont été 

clonés dans un vecteur d'expression de mammifère contenant l' épitope mye en N-terminale 

du MCS (Multiple cloning site), soit le vecteur pCMV-myc (Clontech). Les constructions 

D2Trc-pCMV -mye et D2-pCMV -mye ont été utilisées comme contrôle positifs. 

La protéine D26.157à289 a été clonée en Naei-Sfi 1 b (blunt par la Klenow), les gènes 

des protéines D2Trc6.151- 147- 137- à156 ont été clonés en Nael-EcoRl et les contrôles (D2, 

D2Trc) ont été clonés en Nael-Not1 pour s'assurer qu'ils soient lus tous dans le même cadre 

de lecture que 1 'épi tope mye (pCMV -mye digéré par Sfi 1 b-EcoR 1 f, Sfi 1 b-EcoR 1 et Sfi 1 b­

Notl, respectivement (blunt et Fil! in par la Klenow). Toutes les constructions ont été 

transfectées dans les cellules Nlli/3T3. 
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2.4.2. lmmunoprécipitation 

Les cellules Nill/3T3 (106/pétri de 100 cm) transfectées à l'aide des différentes 

constructions, ont été lysées 24 h après les transfections dans le tampon 

d ' inm1Unoprécipitation (Tampon IP) contenant 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% 

Nonidet P-40 et d'un mélange complet d ' iiù1ibiteurs de protéases (Roche). Les lysats ont été 

séparés par centrifugation à 10 000 X g pendant 5 min. Les surnageants ont été traités durant 

4 h à 4"C à l' aide de billes à protéines G-Sepharose (Amersham Bioscience) recouvertes 

d 'une quantité saturée d 'anticorps anti-CDK4/6 (Santa-Cruz sc-601). Les protéines 

immunoprécipitées sur les billes ont été lavées 5 fo is avec 1 ml de Tampon IP. Les billes ont 

été resuspendues dans du tampon de chargement 2X (30% glycéro l, 4% SDS, 160 mM Tris­

HCl (pH 6.8), 10% ~-mercaptoéthanol et 0.02% de bleu de bromophenol) et chauffées durant 

10 min à 95 "C. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées sur gel 12% de 

polyacrylamide en présence de SDS et électro-transférées sur membrane Inm1obilon-P PVDF 

(Millipore). 

2.4.3. Immunotransfert 

Pour les analyses d'immunotransfert, les protéines ont été solubilisées à l'aide du 

tampon RIPA ( 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 0.5 % deoxycholate, 0. 1% SDS, 50 mM Tris-HCI 

pH8) et les concentrations protéiques des différents extraits ont été mesurées à 1 'aide de Bio­

Rad protein essay. 30 à 80 ~tg de protéines ont été resuspendues dans du tampon de 

chargement 2X (30% glycéro l, 4% SDS, 160 mM Tris-I-I CI (pH 6.8), 10% ~­

mercaptoéthanol et 0.02% de bleu de bromophenol) puis chauffées durant 3 min. à 95 ·c. Les 

protéines ont été séparées sur gel ~2% de polyacrylamide en présence de SDS et électro­

transférées sur membrane Inunobilon-P PVDF. Les membranes ont ensuite été imbibées à 

l'aide de PBS contenant 0.2% Tween-20 et 4% de lait en poudre écrémé (PBS-Tween-lait) 

durant 1 h à température pièce. Après l' incubation d'une heure avec l'anticorps 

conespondant (dilution 1:5000 dans PBS/Tween/lait), les membranes PVDF ont été lavées 
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dans du PBS contenant 0.2 % Tween-20 (PBS/Tween) et incubées 1 h avec l'enzyme 

peroxydase couplée à un l'IgG anti-lapin (dilution 1:5000 dans PBS/Tween/ lait) (BD 

Pham1ingen). Les complexes immuns ont été révélés par chemiluminescence en utilisant la 

trousse ECL plus (Amersham Biosciences). 



CHAPITRE3 

RÉSULTATS 

3.1. . Construction des mutants 

La D2Trc résulte d 'un épissage alternatif du gène CCND2. E lle est composée que de 

156 acides aminés (comparativement à 289 a.a. chez la D2). De plus, des 20 derniers acides 

aminés formant la région C-tem1inale de sa boîte cycline (a.a. 137 à 156 de la D2Trc), 

seulement 4 sont conservés (Ll43, Ll46, Pl55, Hl56). La D2Trc s'exprime dans cettains 

tissus normaux (cerveau, ovaires) et est sw·exprimée dans différents types de cancers du 

cerveau chez l'humain (glioblastome, oligodendrogliome). E lle semble donc importante dans 

la progression du cycle cellulaire et dans l' induction de la tumorigenèse. Nous savons que 

son expression dépend de facteurs mitogènes malgré l'absence du résidu Thr-282 conn u 

comme étant responsable de la présence et de l'absence des cyclines D. De plus, 

contrairement à la D2, la D2Trc se localise dans le cytoplasme des cellules et sa capacité de 

transfonnation est très supérieure à celle de la D2. Il devient alors intéressant d'associer ces 

fonctions aux régions de la D2Trc i.e. de caractériser cette protéine tronquée. Pour ce faire, 

nous avons produit différents mutants à partir de la D2 et de la D2Trc pour ensuite les 

soumettre à différents tests de fonctionnalité. Ainsi, nous avons pu cibler certaines régions 

responsables des différences entre la D2 et la D2Trc. 

La figure 3.1 montre une représentation schématique des différentes constructions 

générées . La spécificité de chacune d'elles, c'est-à-dire la mise en évidence des différents 

résidus de la D2Trc, est décrite ci bas. 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
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3.1.1. Spécitïcité de chacune des constructions 

3.1.1.1. Mutant de la D2 

Le mutant D2ll157à289 (Fig. 3.1A) représente la cycline D2 normale délétée de la 

région C-tem1inale de la protéine, à l'endroit où se termine la D2Trc. Cette construction a été 

faite afin d'évaluer l'importance de la région C-terminale de la cycline D2 (a.a. 157 à 289 de 

la D2) qui est délétée chez la D2Trc. De plus, cela permet également de mettre en évidence la 

fonct ion de la région C-tetminale de la boîte cycline de la D2 (a.a. 137 à 156 de la D2) qui 

diffère de celle de la D2Trc (a.a. 137 à 156 de la D2Trc) . 

3.1.1.2. Mutants de la D2Trc 

Mutant ponctuel 

Une mutation ponctuelle de la D2Trc au niveau de la thréonine 151 changée pour une 

alanine (D2TrcT151A) a pour but de vérifier si cette thréonine est ciblée par la GSK3~ 

comme c'est le cas pour de la tlu·éonine 282 de la D2 (Fig. 3.1B). La GSK3~ phosphoryle la 

Tlu·-282 chez la D2, ce qui permet son exportation dans le cytoplasme en vue de sa 

dégradation dépendante des mitogènes. Bien que la Thr-282 soit absente de la D2Trc, la 

pattie C-terminale de sa boîte cycline contient 2 thréonines (T145 et T151) qui peuvent 

potentiellement jouer ce rôle. En effet, la D2Trc semble aussi sensible aux facteurs de 

croissance pui sque son expression répond à IL-3 dans la ligne cellulaire 32Dcl3. De plus, 

étant donné que la dégradation des protéines s'effectue majoritairement dans le cytoplasme 

par le protéasome, il devient intéressant de vérifier si en plus de l'influence sur la dégradation, 

cette mutation entraînerait aussi la localisation de cette protéine (D2TrcT151 A) dans le noyau. 
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Délétions progressives 

On retrouve ensuite la succession de délétion de groupes d'acides aminés de la région 

C-terminale de la boîte cycline de l'isofom1e courte (a.a. 137 à 156 de la D2Trc) (Fig. 3.1 B). 

Nous avons cerné les différents groupes de résidus à déléter afin de cibler des régions 

d ' intérêt. Chacune des délétions renferme des aminoacides conservés chez la D2 et/ou des 

résidus susceptibles d'influencer la structure tertiaire ayant possiblement, comme 

conséquence, d'influencer les liaisons protéiques de la D2Trc. Dépendamment des résultats 

obtenus et des régions d'intérêt ciblées, la sélection de résidus spécifiques pourn alors être 

faite et éventuellement analysée. 

Ainsi, D2Trc6155àl56 permet de vérifier l'imp01tance des deux demiers acides 

aminés conservés de la boîte cycline (Pl55 et Hl 56). 

Le mutant D2Trctd5làl56 mesure à la fois l ' importance de la thréonine 151 et du 

résidu responsable de la charge positive de la région C-tem1inale de la boîte cycline de D2Trc, 

soit l'arginine (Rl53). En effet, la D2 détient une charge générale neutre pour la région C­

terminale de sa boîte cycline. Or, cette même région sur la D2Trc est de charge positive dû au 

résidu R. Ceci peut alors changer les interactions protéiques et donc modifier ses fonctions. 

D2Trc6147à156 est délétée de deux pralines, celles-ci pouvant être responsables d'un 

changement de confonnation tridimensionnelle de la région C-terminale de la boîte cycline. 

L'élimination des repliements possiblement formés peut pennettre la réexposition de résidus 

qui sont peut-être responsables de certaines fonctions de la D2, mais qui sont, chez la D2Trc, 

inatteignables dû à la confom1ation induite par les pralines. 

La protéine D2Trc6143àl56 offre la possibilité de mettre en évidence, la pertinence de 

la thréonine 145 et celle des deux leucines conservées (Ll43, Ll46). La thréonine 145 peut 

être responsable de la dégradation protéosomale de la D2Trc et/ou responsable de la liaison 

entre D2Trc et CDK4. 

Finalement, dans le but d'évaluer la pertinence de la région C-terminale de la boîte 

cycline de l' isofom1e tronquée, le mutant D2Trc6137à156 représente la protéine délétée de 
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ses 20 derniers acides aminés (a.a. 137 à 156). Ainsi, cette protéine nous permet de comparer 

la pertinence des 20 acides aminés de la boîte cycline nouvellement formée. 
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D2Trc N -01 c 
LxCxE Cyclin Box 

Mutants de la D2Trc 

56 137 151 156 

D2TrcTI51A N ------c; A c 
LxCxE 

56 
Cyclin Box 

137 154 

D2Trct.l55à 156 N --<:::=:) c 
LxCxE Cyclin Box 

56 137 150 

D2Trct.l51àl56 N c 
LxCxE 

56 
Cyclin Box 

137 146 

D2Trct.l47à 156 N c 
LxCxE 

56 
Cyclin Box 

137 142 

D2Trct.l43à 156 N c 
LxCxE 

56 
Cyclin Box 

136 

D2Trct.l37à 156 N c 
LxCxE Cyclin Box 

Figure 3.1 : Représentation schématique des isoformes (normale et tronquée) du 

gène de la cycline D2 et des protéines mutantes créées par PCR. (A) Mutant de la D2. 

Le rectangle gris qui contient les acides aminés 56 à 161 représente la boîte cycline. (B) 

Mutants de la D2Trc. Les 136 premiers acides aminés restent inchangés conparativement 

à la cycline D2. La région rouge correspond à la région C-terminale de la boîte cycline 

qui distingue l 'isoforme tronquée de l 'isoforme normale. La construction de ces mutants 

est décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les localisations de la boîte cycline et de 

la région LxCxE sont représentées respectivement par un rectangle et un ovale. 
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3.2. Régions impliquées dans la localisation nucléaire des protéines 

Les cyclines de type D s'accumulent dans le noyau durant la phase G 1 et en 

disparaissent lorsque les cellules entrent en phase S. Puisque la D2Trc se localise uniquement 

dans le cytoplasme (Denicomt, 2002) , la région C-terminale de l'isoforme normale (a.a. l57 à 

289 de la D2) a été soupçonnée d'être impliquée dans la localisation nucléaire de cette 

protéine. 

3.2.1. La région C-tcrminale de la D2, qui comprend les a.a . 157 à 289 

n'est pas impliquée dans la localisation nucléaire de la protéine. 

Pour vérifier la région responsable de la localisation nucléaire des protéines, nous 

avons fusionné la EGFP aux protéines mutantes générées, et observé leur localisation 

cellulaire à l'aide d'un microscope de fluorescence à balayage confocal. Ainsi, nous avons pu 

localiser dans la cellule, les produits d'expression des mutants, à l'aide de la lumière 

fluorescente verte émise par les constructions transfectées. 

Nous observons à la figure 3.2A, le résultat attendu de la localisation cellulaire de la 

EGFP seule i.e. elle diffuse partout dans la cellule. Ensuite, conformément à ce qui a déjà été 

démontré (Denicourt, 2002), nous observons une concentration de la fluorescence dans le 

noyau représentant la localisation nucléaire de la D2 (Fig. 3.2B), et dans le cas de la D2Trc, 

la fluorescence est dans le cytoplasme (Fig. 3.2C). Nous observons la localisation cellulaire 

du produit d'expression de la D26157à289-GFP, qui fluoresce dans le noyau (Fig. 3.2D). Et 

finalement, nous observons la localisation cellulaire du produit cl' expression de la 

D2Trcl376 156-GFP, qui se localise dans le cytoplasme (Fig. 3.2E). 

Comme le produit d'expression de la D26157à289-GFP se localise dans le noyau (Fig. 

3.2D), il nous est possible d'affinner que cette région (a.a. 157 à 289) n'est pas requise pour 

la localisation nucléaire de la protéine. En effet, 1 'absence de la région C-tem1inale de la 

protéine (correspondant à la région délétée de la D2Trc) n'empêche pas une localisation 
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nucléaire de la D2t. 157à289-GFP. Ceci suggère que l'information pour la localisation 

nucléaire de la cycline D2 est contenue dans la région N-terminale de la protéine (résidus 1-

156). Donc, 1 'absence de la région C-tem1inale de la D2Trc (résidus 157-289) ne serait pas 

responsable de la localisation cytoplasmique de celle-ci. 

3.2.2. La région C-termina1e de la boîte cycline de la D2 est nécessaire à 

la localisation nucléaire de la protéine. 

L'utilisation de la protéine mutante D2Trct.l37àl56 nous pem1et de démontrer que la 

région C-terminale de la boîte cycline de la D2Trc ne contient pas 1 ' information nécessaire à 

!a localisation subcellulaire de la protéine. En effet, le produit d'expression de la 

D2Trct.l37àl56-GFP se localise au même endroit que la D2Trc native, soit dans le 

cYtoplasme (Fig. 3.2C et E). De plus, étant donné que la cycline D2 normale amputée des 

résidus 157 à 289 (D2t.l57à289-GFP) (Fig. 3.2D) continue à se localiser au noyau, ceci 

renforce l'idée que la région C-terminale de la boîte cycline (a. a. 137 à 156) est nécessaire à 

la localisation nucléaire de la protéine. 
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Figure 3.2 : Localisation subcellulaire de D2LH57à289-GFP et D2Trcli137à156-GFP 

dans les cellules NIH/3T3. Les cellules Nlli/3T3 ont été transfectées avec le vecteur 

pEGFP-Cl (A) (contrôle), D2-GFP (B), D2Trc-GFP (C), 026 157à289-GFP (D) et 

D2TrcL.\137à156-GFP (E). Ces vecteurs permettent l'expression de protéine de fusion avec la 

EGFP. N=3 et observation de plus de 50 champs par type de protéines. 
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3.3. Région de la boîte cycline responsable de la liaison entre CDK4 et des 

différentes isoformes (normale et tronquée) 

La boîte cycline est essentielle pour permettre la liaison entre les cyclines et leur CDK 

conespondante. Il a été démontré que la D2Trc se lie à la kinase CDK4 malgré sa région C­

terminale tronquée. Comparativement à la D2, il lui manque 133 acides aminés incluant les 

derniers 21 acides aminés de la boîte cycline. À cet endroit par contre, elle possède une 

nouvelle séquence de 20 acides aminés dont les résidus conservés suivants : Ll43, Ll46, 

P 155 etH 156. Puisque la D2Trc est capable de se lier à CDK4, il est possible que ces résidus 

aient un impo1iant rôle fonct ionnel dans la formation du complexe avec les CDKs. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons testé la liaison de CDK4 avec les 

constructions suivantes: D26.157à289-myc, D2Trc6.151à156-myc, D2Trc6.147à156-myc et 

D2Trc6.137à156-myc par co-i mmunoprécipitation. Les constructions D2-myc et D2Trc-myc 

ont été utilisées comme contrôles positifs d'interactions. 

Premièrement, nous avons voulu vérifier que les protéines étaient bien produites. Par 

Îlllillunobuvardage, l'expression des différentes protéines des constructions transfectées est 

observable (Fig. 3.3A). On retrouve pour chaque puit, une protéine maj eur immuodétectée 

correspondant aux poids moléculaires attendus, de 34 Kda pour la D2, 17 Kda pour les 

protéines D2Trc et D26.157à289, et entre 17 Kda et 15 Kda pour les protéines D2Trc6.151-

147- 137- à156. Cependant, les niveaux d'expressions étaient très variables entre les 

différentes constructions (Fig. 3.3A). 

La figure 3.3B représente les essais de co-immunoprécipitations . Le panneau de droite 

prouve la présence du CDK4 endogène dans les échantillons avant co-immunoprécipitation. 

Le pa1meau de gauche représente les résultats des co-immunoprécipitations . Ils devraient 

représenter la présence des complexes protéines/CDK4 révélée par immunodétections en 

utilisant l'anticorps anti-myc à la suite d'iimmmoprécipitations par un anticorps anti-CDK4. 

Nous observons dans tous les puits la présence d'une protéine ilmnunoréactive migrant entre 

30-40 Kda. 
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Les deux contrôles négatifs (mock et pCMV -mye) devraient représenter des 

échantillons où la CDK4 imrnunoprécipitée des cellules transfectées avec ces constructions 

vides ne peuvent être iim1mnodétectées par l'anti-myc. Or, ces échantillons (contrôles 

négatifs) montrent qu'une protéine de 30 Kda est rec01mue par l' anticorps dirigé contre mye. 
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Figure 3.3 : Analyse d.es régions de la boîte cycline responsable de la liaison entre CDK4 

et des différents isoformes (normale et tronquée) . de la cycline D2 dans des cellules 

NIH/3T3 transfectées à l'aide des constructions marquées par mye. Les échantillons 

suivants ont été utilisés : NIH/3T3 mock (puit 1), vecteur pCMV-myc (puit 2), D2.6.157à289-

myc (puit 5), D2Trc.6.151à156-myc (puit 6), D2Trc.6.147à156-myc (puit 7) et 

D2Trc.6.137à156 (puit 8). 02-myc (puit 3) et D2Trc-myc (puit 4) ont été utilisées comme 

contrôles positifs d'interactions. (A) L'immunodétection a été accomplie en utilisant un 

anticorps anti-myc et 100 flg de protéines obtenues à partir des lysats cellulaires et déposées 

dans chaque puits. (B) Les immunoprécipitations (IP) (panneau de bas à gauche) ont été 

réalisées en utilisant l' anticorps anti-CDK4 et 1 mg de protéines à partir des lysats cellulaires. 

L'interaction éventuelle de D2 et D2Trc avec CDK4 a été analysé par l'immunodétection des 

protéines de fusion avec un anticorps anti-myc. Le panneau de bas à droite montre le degré 

d'expression du CDK4 endogène dans les différents échantillons de cellules transfectées 

utilisées pour l'irnmunoprécipitation. N=l 

Légende 

1: Mock 
2: pCMV-myc 
3: 0 2-myc 
4 : D2Trc-myc 
5 : D2.6. 157à289-myc 
6 : D2Trc.6.15là156-myc 
7: D2Trc.6.147àl56-myc 
8: D2Trc.6.137à156-myc 
M (NEB): Marqueurs (Prestained protein marker de New England Biolabs) 
M (INV) : Marqueusr (Bench Mark pre-Stained protein ladder de Invitrogen) 
X : vide 
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CHAPITRE 4 

DISCUSSION 

4.1. Localisation cellulaire 

Les cyclines D s'accumulent dans le noyau durant la phase G 1. Une foi s liées à leurs 

CDKs correspondantes, elles déclenchent la phosphorylation de pRB, permettant la 

progression du cycle cellulaire vers la phase de synthèse (S). Il a été démontré que la cycl ine 

D2 tronquée (D2Trc) se localise exclusivement dans le cytoplasme des ce ll ules NIH/3T3 

(Denicomt, 2002) . Étant donné que la D2Trc n'est formée que de 156 acides aminés, la 

région C-terminale de l'isoforme longue (a.a. 157 à 289 de la D2) était soupçonnée d'être 

imp liquée dans la localisation nucléaire de ces protéines. 

Pour ce faire, nous avons produit par PCR des ADNe de protéines mutées 

(D2t.l57à289 et D2Trct. l 55- 151- 147- 143- 137- à156) auxquelles la EGFP a été fusionnée. 

Ainsi, nous avons pu discerner la région impliquée dans la localisation nucléaire des 

protéines . Conm1e le résume la figure 4.1, la D2.6157à289-GFP se localise dans le noyau 

comparativement à la D2Trc qui se localise dans le cytoplasme. De plus, la D2Trct.l37àl56 

se localise dans le cytoplasme. Donc, en comparant ces résultats, il nous est maintenant 

possible d'arriver à la conclusion que ce sont les 20 derniers acides aminés de la région C­

terminale de la boîte cycline de l' isoforme longue (a.a. 137 à 156 de la D2) qui sont 

nécessaires à la localisation nucléaire des protéines. En conséquence, la région C-tenninale 

de la protéine normale (a.a. 157 à 289 de la D2) n'est pas impliquée dans la localisation 

nucléaire de ces protéines. Ne sachant pas au départ quelle région y était impliquée, plusieurs 

délétions de la région C-terminale de la D2Trc ont été créées par PCR. Or, suite aux résultats 

de la localisation cellulaires des protéines D2t.J57à289-GFP et D2Trct.J37à156-GFP, le test 

de localisation cellulaire des autres protéines (D2Trct.l5.5 - 151 - 14 7- 143- àl56) est devenu 

superflus . 
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Maintenant, il devient intéressant de connaître quel(s) résidu(s) de cette région confère 

la propriété aux cyclines D de rester dans le noyau. Il a été démontré que le mutant de la 

cyline D 1, D 1T156A, garde sa capacité à se lier à CDK4 et se retrouve uniquement dans le 

cytoplasme des cellules NIH/3T3 (Diehl et Shen, 1997). L'équipe de Diehl (1997) a proposé 

que le résidu Thr-156 de la D l soit imp01iant pour la localisation nucléaire de cette protéine. 

Son homologue chez la cycline D2 est le résidu Thr-154. Or, ce résidu n'es t pas conservé 

chez la D2Trc, ce qui pourrait expliquer en patiie sa localisation cytoplasmique. Il serait 

intéressant de vérifier la localisation cellulaire d'une protéine mutante de la D2Trc dont le 

résidu proline 154 (Pro-154) serait changé pour la thréonine originale. On obtiendrait la 

D2TrcP154T en utilisant la technique de mutagenèse diri gée par PCR. Cette protéine 

conserverait à la fois les trois demiers acides aminés de la boîte cycline (dont la T154) et par 

ce fait, éliminerait une proline. 

La localisation cellulaire de la protéine mutée D2TrcT151A serait toute aussi 

intéressante à vérifier. En effet, sachant que l'expression et la stabilité de la D2Trc sont 

influencées par 1 ' interleukine 3 (IL-3) dans la lignée cellulaire 32Dcl3 alors que le résidu 

Tlu·-282 est absent de la D2Trc, le résidu Tl 51 pourrait être responsable de la localisation 

cytoplasmique de la protéine ainsi que de sa dégradation ·protéosomale. Il serait donc très 

intéressant de vérifier la localisation cellulaire de la protéine D2TrcT151 A. 
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Localisation cellulaire 
A 

" 289 

D2 N c Nucléaire 

Mutant de la D2 
Cyclin Box 

" 
D21l157à289 N --'C:::::3 ;1 c Nucléaire 

LxCxE Cycl in Box 

8 
" 137 151 "' 

D2Trc N ------c; T c Cytoplasmique 

LxCxE Cycl in Box 
Mutants de la D2Trc 

" 137 151 156 
ND 

D2TrcT\ 5\A N ------c; 1' A 1 c 
LxCxE 

56 
Cycl in Box 

137 

D2Trcll 155à l56 N ------c; c ND 
LxCxE Cycl in Box 

56 137 ISO 
ND 

D2Trcll \5làl56 N ------c; 1= c 
LxCxE 

" 
Cycl in Box 

137! 46 

D2Trcll l47à l56 N c ND 
LxCxE 

56 
Cyclin Box 

137142 

D2Trclll43à l56 N c ND 
LxCxE 

" 
Cycl in Box 

136 

D2Trclll37àl56 N -----<=::>----- c Cytoplasmique 
LxCxE Cycl în Box 

Figure 4.1 : Compilation des résultats de la localisation cellulaire des différentes 

isoformes (normale et tronquée) du gène de la cycline D2 et celle des protéines 

mutantes créées par PCR. Voir description de la figure 3.1 pour détails. ND (non­

disponible). 
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Les mécanismes qui coordonnent la localisation cytoplasmique de la D2Trc sont un 

autre aspect intéressant à comprendre. 

Il a été démontré que les Cip/Kip facilitent l'accumulation nucléaire de la cycline Dl 

en inhibant la liaison entre CRMl et le complexe cycline D 1/CDK4. Pour se faire par contre, 

p21 cip l doit se lier aux deux sous-unités du complexe. Dans le cas contraire, c'est-à-dire 

qu'une ou l'autre des liaisons est manquante (p21 cip 1-cycline D ou p21 cip 1-CDK4), p21 cip l est 

incapable d'inhiber la liaison du CRMl entraînant l'export nucléaire du complexe cycline 

D/CDK4 (Ait et al., 2002). 

La D2Trc garde sa capacité à se lier à CDK4 et se localise dans le cytoplasme 

(Denicourt, 2002). La région C-terminale de la boîte cycline de la D2Trc pounait ne pas être 

favorab le à la liaison de p21 cipl l'empêchant ainsi d'inhiber l'expott nucléaire du complexe 

D2Trc/CDK4. 

4.1.1. Propriétés oncogéniques reliées 

Nous savons que la D2Trc a des propriétés oncogéniques plus élevées que l'isoforme 

nom1ale et que les phénotypes suivants sont observés lorsque les MEFs primaires sont 

transfectés par la D2Trc et Ha-Ras (Denicouti 2002): 

mitogènes dépendantes 

haut pourcentage de cellules multi-nucléées 

perte de l'inhibition de contact 

de fom1e allongée 

adhésion cellulaire moindre 

Il est alors indispensable de comprendre les interactions protéiques, directes ou 

indirectes, de la D2Trc dans le cytoplasme. Si elles étaient impliquées par exemple, l'activité 

des Cip/Kip (p21 cip J et p27 kipl) et de CDK5 pem1ettraient de mieux comprendre la capacité 

oncogénique de la D2Trc. 
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4.1.1.1. Cip/Kip 

Bien que les Cip/Kip soient considérées comme des inhibiteurs du cycle cellulaire en 

empêchant l'activité des complexes cyclines/CDK2, plusieurs études montrent que 

p21 cipi /p27kipi auraient des fonctions indépendantes à la progression du cycle cellulaire 

lorsque situées dans le cytoplasme (Besson et al. , 2004; Coqueret, 2003; Lee et Helfman, 

2004; McAllister et al., 2003; Tanaka et al., 2002). Il a été observé dans des Nill/3T3 

transformées par Ras, que p21cip 1/p27kip i se localisent dans le cytoplasme sous l'influence de 

MEK et de PI3K (Lee et Helfman, 2004) . En fait, PI3K/AKT phosphoryle la Thr-145 du 

NLS de p21 cipi, ce qui lui enlève la possibilité d 'entrer dans le noyau (Zhou et al., 2001). 

Une fois dans le cytoplasme, p21 cipi interagirait comme inhibiteur de Rho-kinase (ROCK) ce 

qui contribuerait à la pette de l 'adhérence focale en compromettant la voie de signali sation 

ROCK/LIMK/cofiline (Lee et Helfman; Tanaka et al., 2002). De son côté, p27kipi serait liée à 

la dynamique de 1 'actine et de la migration cellulai re en activant Rac (Nagahara et al., 1998; 

McAllister et al., 2003; Bensson et al., 2004). Celui -ci est responsable de l'extension des 

lamellipodes. Donc, dans le cytoplasme, ces protéines favoriseraient la prolifération et la 

migration cellulaire. 

Supposons que la région C-tem1inale de la boîte cycline de la D2Trc soit défavorable à 

sa liaison avec les Cip/Kip, le complexe D2Trc/CDK4- p21 cip 1/p27kip i serait alors soumis à 

l'expoti nucléaire par CRMl. Ajouté à ceci l 'export nucléaire des Cip/Kip par Ras, 

p21 ci" 1/p27kip i localisées dans le cytoplasme, ne poun-aient plus exercer leur rôle d'inhibiteur 

du cycle cellulaire sur CDK2, favorisant alors la prolifération cellulaire. Connaissant 

1' implication des C ip/Kip dans la migration cellulaire, ça expliquerait les phénotypes 

observés chez les MEFs primaires transformées par D2Trc et Ha-Ras . Deux évènements 

distincts seraient alors impliqués dans la capacité de transfOLmation cellulaire des deux 

isoformes du gène CCND : la liaison avec les Cip/Kip et la localisation cytoplasmique des 

Cip/Kip par Ha-Ras. 

La Cycline D2 surexprimée avec un Ha-Ras activé dans des MEFs primaires induit la 

formation de foyers de transfom1ation (Denicourt, 2002). Par contre, en comparant le nombre 

de foyers transfonnés, Denicourt (2002) est anivé à la conclusion que la D2 est moins 
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transformante que la D2Trc lorsque soumise aux mêmes conditions expérimentales 

(Denicomt, 2002). Ha-Ras pennettrait à la fois la surtranscription de la D2 (oncogène) et la 

localisation cytoplasmique de p21 cip/p27kip. Par contre, contrairement à la D2Trc, la D2 se 

localise dans Je noyau i.e. p21 ci"/p27kip se lient aux deux sous-unités du complexe cycline D­

CDK4/6 incapable alors d' inhiber l'export nucléaire du complexe par CRMl. D2 localisée 

dans le noyau contrebalancerait une partie de l'export nucléaire des Cip/Kip vers le 

cytoplasme, les séquestrant alors dans Je noyau . Cette population de Cip/Kip pourrait ainsi 

inhiber la progression du cycle résultant alors en une capacité de transformation inféri eure à 

celle de la D2Trc. Ce qui ajoute de la crédibilité à cette hypothèse est que, la surexpression de 

1 'oncogène Ras dans des fibroblastes embrymmaires de rat (REF) induit l'expression de 

p21 cipl, Je faisant intervenir dans la transfo rmation cellulai re (Land et al., 1986). 

4.1.1.2. CDKS 

CDK5 fait partie du groupe des kinases cyclines dépendantes qui joue un rôle 

imp01tant dans le positionnement neuronal et dans la dynamique du cytosquelette durant 

l'expansion des axones (Dhavan et Tsai, 2001). Par contre, contrairement aux autres CDKs, 

elle n'est pas activée par des cyclines mais, son activité peut quand même être influencée par 

la cycline D2 (Guidato et al., 1998; Knockaett et Meijer, 2002). La cycline D2 régu le 

négativement CDK5 en pennettant aux Cip/Kip de se lier au complexe ainsi formé in vitro 

(Guidato et al., 1998). 

Puisque la D2Trc s'exprime majoritairement dans le cerveau (Denicourt, 2002), il est 

possible qu 'elle puisse interagir avec CDK5 en inhibant son action et en modulant ainsi 

J'adhésion cellulaire médiée par le cytosquelette. 
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4.2. Régions de la boîte cycline responsables de la liaison de CDK4 chez les deux 

types d'isoformes (normale et tronquée) du gène CCND2. 

Pour détem1iner la ou les région(s) de la D2Trc impliquée(s) dans sa liaison avec 

CDK4, les constmctions suivantes ont été transfectées dans des NIH/3T3 : D26aa289àl57-

myc, D2Trc6151À156-myc, D2Trc6147 À156-myc et D2Trc61 37 À156-myc. 

La co-immunoprécipitation ne semble pas avoir fonctionné . En effet, la protéine 

immunodétectée apparaissant dans chaque puit semble non spécifique puisque nous la 

retrouvons également dans nos contrôles négatifs (mo cl< et pCMV -mye) . Il est di ffic ile de 

détem1iner à quoi elle correspond. Pourrait-elle con·espondre à une protéine ressemblant à c­

myc, de poids moléculaire cmTespondant à 30-40 Kda? Comme nous avons vérifié que les 

protéines construites étaient bien produites et que le CDK4 endogène est bien présent dans 

les cellules NIH/3T3 car reconnu par son anticorps spécifique (anti-CDK4), il faut seulement 

optimiser le protocole pour que cela marche. Ces difficultés avaient été reportées par C. 

Denicourt (2002) et pourraient être dues au fait que les cyclines D sont difficiles à extraire et 

à manipuler. Il faudra refaire cette expérience en prenant bien soin de tout garder à 4°C, pour 

s'assurer d'obtenir un meilleur rendement. Altemativement, le poids moléculaire de cette 

protéine suggère qu 'elle correspond à la chaîne légère des IgG qui ont servis à 

immunoprécipiter la protéine CDK4. En traitant un échantillon mock avec le protocole 

d' immunoprécipitation mais en absence d'anticorps anti -CDK4, cela permettrait de vérifier 

cette possibilité. 
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CHAPITRE 5 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES FUTURES 

L'activation de proto-oncogènes cellulaires par mutagenèse insertionnelle est un 

élément clé dans le processus leucémogène. Le rétrovirus murin Graffi représente un outil 

important de recherche (Denicourt et al. , 1999) et a permis d'identifier un nouveau site 

conu11un d'intégration rétroviral, Gris 1 (Graffi insertion site 1 ), qui influence l'expression du 

gène de la cycline D2 (Denicom1 et al., 2003). Les intégrations en Gris 1 activent à la foi s 

l'expression de la cycline D2 nom1ale (D2) et l'expression de la cycline D2 tronquée (D2Trc). 

Étant donné que la D2Trc semble avoir un rôle cellul aire important et qu'elle présente un 

pouvoir transformant plus élevé que la D2, il devient très intéressant de caractériser les 

fonctions de cette nouvelle isoforme. 

Bien qu'elle soit capable de se lier à la kinase CDK4, la D2Trc se localise 

exclusivement dans le cytoplasme des cellules NIH/3T3. Dans ce projet, nous avons tout 

d'abord cherché à déterminer quelle région de la D2Trc est impliquée dans cette localisation 

cytoplasmique. Les ADNe des protéines D2t-.157à289 et D2Trc.!1137à 156, obtenus par PCR 

et fus ionnés à la EGFP, nous ont permis de constater que la région comprenant les demiers 

20 ac ides aminés de sa boîte cycline (a.a. 137 à 156 de la D2Trc) n'a pas l' infonnation 

nécessaire à la localisation nucléaire de cette protéine. En effet, la D2t-.157à289-GFP se 

localise dans Je noyau. Subséquermnent, il a donc été possible de mettre en évidence 

l'impor1ance des 20 demiers acides aminés de la boîte cycline de la D2 (a.a. 137 à 156 de la 

D2) dans la localisation nucléaire des protéines. Reste maintenant à cemer Je ou les résidus 

de cette région qui y sont impliqué(s). Un candidat potentiel serait la Thr-154 de la D2. En 

effet, l'homologue chez la Dl, Thr-156, semble impliqué dans la localisation nucléaire de 

celle-ci puisque la D1T156A se localise dans le cytoplasme.(Diehl et ShetT, 1997). De plus, 

le fait que la DlT156A garde sa capacité à se lier aux CDK4/6 (Diehl et al., 1997) renforce 

l'hypothèse i.e. D2Trc garde sa capacité à se lier à la kinase CDK4 malgré l ' absence de cette 

thréonine. Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait obtenir par PCR la protéine D2TrcP154T, 

L ________________________________________________ __ 
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auquel on fusionnerait la EGFP. Si cette construction se localise dans le noyau des cellules 

Nlli/3T3, la thréonine 154 manquante serait alors responsable de la localisation nucléaire de 

la D2Trc. 

De plus, sachant que l'expression et la stabilité de la D2Trc dépendent de la présence 

de stimuli mitogène IL-3 dans la lignée cellulaire 32Dcl3, il serait intéressant de déterminer 

quel résidu de la D2Trc est ciblé par la GSK3~. Ainsi, étudier si 1 'expression de la protéine 

D2TrcT15 1A fluctue selon la présence de IL-3 dans cette lignée cellulaire nous permettrait 

de vérifier si la Thr-151 est ciblée par la GSK3~. 

La D2Trc semble impmiante dans la progress ion du cycle cellulaire et dans 1 'induction 

de la tumorigenèse. Il devient alors tout aussi intéressant de comprendre ses interactions 

protéiques (directs ou indirects) pour comprendre ses effets biologiques via sa localisation 

cytoplasm ique. Étant donné que les Cip/Kip détiennent des fonctions à l'extérieur du noyau, 

soit dans la migration et la prolifération cellulaire, il pounait être intéressant de vérifier s' il y 

a bel et bien présence de ces protéines dans le cytoplasme des MEFs primaires transfectées 

par la D2Trc avec un Ha-Ras activé. D 'autant plus que la D2Trc semble avoir une co­

localisation partielle avec le cytosquelette d'actine (majoritairement dans la région 

périnucléaire de la cellule) (DenicoUJi, 2002). Pour ce faire, on pourrait utili ser un anticorps à 

fluorescence anti-p21 cip/p27kip' ce qui nous permettrait de véri fier rapidement et efficacement 

la présence de ces protéines dans le cytoplasme. 

Il faudrait vérifier également la capacité de transformation des protéines D2.0. 157à289 

et D2Trc.0. 137àl56, transfectées dans des MEFs primaire avec un Ha-Ras activé, ce qui 

indiquerait l'importance des 20 derniers acides aminés de la D2Trc (a.a. 137 à 156 de la 

D2Trc) dans la tumorigenèse. 

Il reste maintenant à réessayer l' inummoprécipitation des constructions (D2.0.157à289-

myc, D2Trctd51à156-myc, D2Trc6.147à156-myc, D2Trc.0.137à156-myc) en comparaison 

avec les contrôles positifs (D2-myc, D2Trc-myc) et négatifs (moclc, pCMV -mye), pour 

vérifier la région de \a D2Trc responsable de sa liaison avec la kinase CDK4. Les résultats 
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non concluant peuvent être expliqués entre autres par le fait que l'expérience n'a été réal isée 

qu'une seule fois. 
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