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RESUME

Les cyclines D sont des régulateurs importants de la phase G1 du cycle cellulaire. 11 existe
trois types de cyclines D (D1, D2, D3) dont le taux d’expression varie selon le type cellulaire.
L’étude de la transformation 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 a un niveau basal dans des tissus normaux (cerveau, ovaire) et est
fortement exprimée dans des leucémies chez la souris et dans différents cancers de cerveau
humain. II a été démontré que la forme tronquée posséde un pouvoir transformant plus élevé
que I’isoforme normale (D2), et que, contrairement a celui-ci, elle se localise uniquement
dans le cytoplasme. De plus, bien qu’il lui manque la région C-terminale de la boite cycline
(cyclin box), la D2Trc garde sa capacité a se lier aux CDK4/6. Pour comprendre les roles
oncogéniques et cellulaires de la D2Trc, nous avons étudié la région C-terminale de la boite
cycline qui distingue, entre autre, I’isoforme tronquée de I'isoforme normale. Pour ce faire,
différents ADNc de protéines mutantes ont ét€ créées par PCR (D2A157a289, D2TrcT151A
et D2TrcA155- 151- 147- 143- 137- a 156). La localisation cellulaire des mutants
D2A1572289 et D2TrcA137a156 a été faite a ’aide de la protéine de fusion fluorescente GFP,
en comparaison avec la protéine D2Trc native. Par immunoprécipitation, nous avons cherché
a déterminer les régions ou acides aminés qui permettent aux deux isoformes du gene
CCND? de se lier aux CDK4/6. Pour ce faire, les mutants D2A1573289 et D2TrcAl51- 147-
137- 3 156 ont été utilisés. Nous avons constaté que ce sont les vingt derniers acides aminés
de la boite cycline de 1’isoforme longue qui sont importants dans la localisation nucléaire des
protéines. L’étude des partenaires d’interaction permettrait de mieux comprendre le role
physiotogique de la D2Trc.

MOTS CLES

Leucémie, Cycle cellulaire, Cycline D2 tronquée,'Localisation cytoplasmique, Boite cycline.



INTRODUCTION

L’étude de la transformation cellulaire par le rétrovirus Graffi chez la souris, nous a
permis de mettre en évidence 'importance d’une nouvelle isoforme de la cycline D2 : la
cycline D2 tronquée (D2Trc). Cette isoforme est activée dans 13% des leucémies induites par
le MuLV Grafti (4/30 tumeurs indépendantes étudiées), ce qui montre que la dérégulation du
gene CCND2 est un événement important dans 1’induction de la tumorigenése (Denicourt et
al.,2003).

Cette isoforme: la cycline D2 tronquée (D2Trc) est trouvée dans certaines tumeurs
murines induites par les rétrovirus Graffi (Denicourt et al., 2003) et RadLV/VL3 (Tremblay
et al., 1992) mais aussi dans différents cancers de cerveau humain (Denicourt, 2002). De plus,

elle semblerait jouer un réle cellulaire, puisqu’on la retrouve dans certains tissus normaux,

tant chez ’humain que chez la souris et la grenouille (Denicourt, 2002; Taieb et Jessus, 1996).

Il a ét¢ démontré que la surexpression de la D2Trc avec un Ha-Ras activé induit un
phénotype transformé chez les fibroblastes primaires d’embryons de souris (MEF) et que
cette capacité oncogénique était trés supérieure a celle de la D2 (Denicourt, 2002). Aussi, il
semble que la D2Trc n’intervienne pas de la méme fagon dans la cellule. Bien qu’elle garde
sa capacité a interagir avec les CDK4/6, elle se localise uniquement dans le cytoplasme des
cellules NIH/3T3 et semble avoir une co-localisation partielle avec le cytosquelette d’actine

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

La D2Trc semble étre importante dans la progression du cycle cellulaire et dans
I’induction de la tumorigenése. Connaitre son role 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 a I’isoforme normale pour éclaircir
comment cette isoforme interagit dans la progression du cycle cellulaire. Pour ce faire,
différentes protéines mutantes ont été créées par PCR (D2A157a289, D2TrcTIS1A et
D2TrcA155- 151- 147- 143- 137- a156). Certaines de ces constructions (D2A157a289 et




D2TrcA137a156) ont été, par la suite, fusionnées a la Enhanced Green Fluorescent Protein
(EGFP) pour connaitre la région protéique responsable de la localisation cytoplasmique de la
D2Trc. De plus, nous avons cherché a déterminer quelle région ou acides aminés permettent
aux deux isoformes de se lier aux CDK4/6 par co-immunoprécipitation, a 1’aide des mutants
D2A157a289 et D2TrcA151- 147-137-a 156.




CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1,  Régulation de la division cellulaire

Les systémes de régulation cellulaire doivent étre contrdlés de fagon spécifique pour
permettre 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 gouvernant le cycle cellulaire, participent au contrSle de la prolifération cellulaire.
Puisque ces différents éléments sont impliqués dans la régulation de la croissance et de la
prolifération cellulaire (proto-oncogénes), ils sont souvent responsables du développement de

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

Les cellules tumorales ou cancéreuses ont comme caractéristique commune, la perte ou
la désorganisation de certains éléments du systéme de régulation. La prolifération des ceilules
cancéreuses repose principalement sur leur capacité a esquiver 1’entrée en quiescence, malgré
les signaux' anti-prolifératifs. La transition G1/S du cycle cellulaire est une étape décisive, car
la cellule entreprend soit un nouveau cycle de division soit une entrée en quiescence. Les
genes régulant la transition G1/S, 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 permettant de combattre le cancer.

La progression a travers les différentes étapes du cycle cellulaire est essentiellement
régulée par différentes classes de CDK (kinase dépendante des cyclines). Les CDKs sont des
kinases a sérine et thréonine, dont 1’activité catalytique consiste & phosphoryler des protéines
cibles intervenant dans les événements du cycle cellulaire ou dans la progression du cycle.
Associées a leur cycline corresﬁondante, elles sont activées ou inactivées dépendamment des

partenaires environnants (revue par Sherr, 1993).




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 événements fondamentaux du cycle,
soit la réplication de I’ADN (S) et le partage correct de son bagage génétique par mitose (M),
aux deux cellules filles. Les deux autres phases du cycle (Gl et G2) représentent des
intervalles (gap). Durant la phase Gl, la cellule effectue sa croissance, intégre les signaux
mitogénes ou anti-mitogenes et se prépare pour effectuer correctement la phase S. Lorsque
les conditions sont favorables, la cellule s’engage irréversiblement dans le cycle de division.
Au-dela du point de restriction (R), la cellule achéve son cycle cellulaire indépendamment
des facteurs ectopiques (revue par Planas-Silva et Weinberg, 1997). Lorsque les conditions
ne sont pas favorables a 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 a la phase M.

Pour assurer d’une part, I’ordre et la succession des quatre phases du cycle, soit G, S,
G2 et M (régulation du cycle), et d’autre part, 1’obtention de deux cellules filles identiques
(surveillance de 'ADN), la cellule dispose de mécanismes de contrdle (checkpoinis). Une
sorte de «contrdle de qualité» a chaque étape qui bloque le déroulement du cycle lorsqu’une
anomalie est détectée (endommagement de I’ADN, ADN non complétement répliqué,
chromosomes non attachés au fuseau mitotique) (Pommier et Kohn, 2003; Stewart et al.,
2003). Pour la régulation du cycle, ce sont essentiellement les unités catalytiques de kinases
dépendantes des cyclines (CDK), qui interviennent. Pour I’obtention de deux cellules filles

identiques, d’autres molécules entrent en jeu pour inhiber les CDKs, afin d’arréter le cycle.



1.2.1: Les cyclinés

Selon les étapes du cycle cellulaire, les cyclines sont présentes & des taux variables
dans le cytoplasme (ou pour certaines cyclines dans les noyaux) des cellules. Synthétisées a
des moments différents du cycle cellulaire, les cyclines se lient a leurs kinases (CDK)
spécifiques, et permettent la progression du cycle cellulaire. La famille des cyclines posséde
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 événements, incluant I’assemblage des cyclines aux CDKs, des
modifications post-transcriptionnelles (Aktas et al., 1997) et I’association du complexe a des
protéines inhibitrices (Sherr et Roberts, 1999). La succession normale des différentes phases

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

Les cyclines contiennent deux domaines a (chacun contenant cing 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 & 15 résidus. La premiére répétition correspond & ce qui est défini comme étant la bofte
cycline (cyclin box). Elle est conservée chez tous les types de cyclines. Dans le complexe
enzymatique cycline—CDK, la premiére répétition cycline est en contact direct avec la sous-
unité CDK (Kobayashi et al., 1992; Lees et Harlow, 1993). Le deuxiéme repliement par
contre, ne semble pas contribuer directement a I’interaction de la cycline avec la CDK (Kim

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

Concernant les cyclines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, on en
distingue deux types : les cyclines dites G1 (cylines D1, 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 vanent
dans leur structure générale : les cyclines de types G1/S possédent leur boite cycline en

région N-terminale alors que chez les cyclines mitotiques, cette boite se retrouve plutdt en C-




terminale (Hunt, 1991). De plus, les cyclines G1/S ont, en aval de la boite cycline, une région
riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine appelée «PEST». Cette région joue un
r6le dans le renouvellement rapide de ces cyclines et leur confére une demi-vie courte (Koff
et al., 1991; Lew et al., 1991). Les cyclines G2/M possédeﬁt en N-terminale, une bofite de
destruction (destruction box), nécessaire a leur dégradation dépendante de I’ubiquitine
(Glotzer et al., 1991; 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 a la sous-unitée catalytique kinase cycline
D dépendante (CDK 1ié a la cycline D) la phosphorylation, entre autre, du produit de 1’anti-

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

Phosphorylé, pRB libére les facteurs de transcription E2F qui contrdlent 1’expression
des genes nécessaires pour la transition G1/S et la progression vers S. Par exemple, la
synthése des cyclines E et A requiert I’activation des facteurs de transcription E2F1 (revue
dans Assoian, 1997) et E2F3 (Humbert 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 synthése de I’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 a s’exprimer durant la
phase tardive de G1 et s’accumule durant les phases S et G2 (Pines et Hunter, 1990).
Associée a 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 cell nuclear
antigen) (Cardoso et al., 1993; Sobczak-Thepot et al., 1993), requis pour I’activité de I’ADN
polymérase 6. De plus, la cycline A serait nécessaire pour restreindre la réplication a juste

une par cycle (Erlandsson et al., 2000).




Le taux des cyclines 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 CDK1 pour déclancher la mitose et la dégradation de ces deux protéines est nécessaire
pour que la cellule sorte de la mitose (Minshull ef al., 1989). La dégradation de la cyclines A
débute au début de la prométaphase et se termine en métaphase (den Elzen et Pines, 2001;
Geley et al., 2001). La cycline B est synthétisée et détruite un peu apres la cycline A (Pines et
Hunter, 1990; Poon et al., 1994; Erlandsson et al., 2000). En fait, la cycline A contréle la
demi-vie de la cycline B (Yam et al., 2002). Le complexe cycline A-CDK permet
I’accumulation de la cycline B en phosphorylant, entre autre, CDH1 (activateur d’une sous-
unité de 1’Anaphase Promoting Complex (APC**')). CDH1 phosphorylé ne peut plus se lier a
I’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 boite de

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

Le complexe inactif cycline B-CDK1 s’accumule dans le centrosome durant
'interphase (Bailly et al., 1992). L’export nucléaire de ce complexe se produit a I’aide du
CRMI1 (exportine), qui reconnait 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-CDK1 reste dans le noyau. Cette accumulation nucléaire est due a la phosphorylation de
quatre résidus sérines du CRS qui empéchent alors, la reconnaissance du CRS par CRM]1
(Hagting et al., 1998; Hagting et al., 1999; Pines et Hunter, 1994). A partir du moment ol le

complexe cycline B-CDK1 est majoritairement nucléaire, on observe I’entrée en phase M.

L’entrée en mitose est gouvernée par le complexe cycline B-CDK1 (Nurse, 1990; Poon,
2002). Bien qu’il s’a;:cumule durant les phase S et G2, ’activité de ce complexe est inhibée
due a la phosphorylation des résidus Tyr-14 et Thr-15 de CDKI, par les protéines kinases
Weel/MiK1/Mytl (Mueller et al., 1995; Wells et al., 1999). La Cdc25¢ phosphatase est
stimulée afin de déphosphoryler ces résidus, ce qui permet ’activation de CDK1 (Donzelli et
Draetta, 2003). Une fois activé, le complexe cycline B-CDKI1, forme le MPF (M-phase
promoting factor) (Hoffman et al., 1993; Ohi et Gould, 1999; Peter et al., 2002). Le MPF est




I’acteur moléculaire responsable de ’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 H1 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 I’enveloppe nucléaire en prométaphase (Peter ez al.,
1990). D’autres substrats du MPF interviennent au niveau cytoplasmique, par exemple des
protéines associées aux microtubules, ce qui permet 1’assemblage 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).

Dé¢s I’entrée en anaphase, la dégradation de la cycline B s’effectue par protéolyse
ubiquitine dépendante du a I’APC qui reconnait la boite de destruction (D-box) en N-
terminale de la protéine. Cette protéolyse est indispensable & l’'inactivation du complexe

cycline B-CDK1 et permet ainsi la sortie de la mitose (Goltzer et al., 1991).




1.3.  Phase G0/G1 a la phase S

Les mécanismes qui contrélent la progression ordonnée de la transition entre les phases
Gl a S du cycle cellulaire ainsi que les joueurs impliqués dans cette régulation chez les

cellules de mammiferes seront présentés dans cette partie du travail.

1.3.1. Les cyclines D

1.3.1.1. Types et roles de cyclines D

Il existe trois types de cyclines D (D1, D2, D3). Elles sont codées par les génes
CCNDI (11q13), CCND2 (12p13) et CCND3 (6p21). Leur taux d’expression varie selon le
type cellulaire (Matsushime et al., 1991). La cycline D1 s’exprime dans la plupart des tissus
humains a I’exception des lignées lymphoides, et ce, indépendamment des facteurs mitogénes -
(Ajchenbaum et al., 1993; Matsushime et al., 1991). Les cyclines D2 et D3 sont, quant a elles,
majoritairement exprimées dans les cellules hématopoiétiques (Ajchenbaum et al., 1993;

Palmero et al., 1993).

Bien que trés similaire et ayant des fonctions communes, les différentes cyclines D
semblent exercer des roles distincts. En effet, la distribution des ARNm et les profiles
d’expression de chacune différent i.e. la cycline D1 s’exprime en phase précoce de Gl, la
cycline D2 s’exprime plutdt en phase tardive de G1 et la cycline D3 s’exprime en phase S
(Lukas et al., 1995, Pesteil et al., 1999). Par contre, dans les lymphocytes T humains, la
cycline D2 s’exprime en phaée précoce de Gl et la cycline D3 en phase tardive de Gl
(Ajchenbaum et al., 1993).

L’étude de souris Knockout a permis d’élucider certains rdles spécifiques aux

différentes cyclines D, et a permis de mieux comprendre celui des cyclines D en général. Les
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souris Knockout d’une cycline D (D1, D2 ou D3) présentent des phénotypes précis sur des
tissus spécifiques. En effet, les souris déficientes en cycline D1 présentent un développement
neurologique anormal et une hypoplasie de la rétine et des glandes mammaires (Sicinski er al.,
1995). Les souris D27 présentent aussi une anomalie cérébrale (Huard ef 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 hypoplasie des testicules (méle)
(Sicinski et al., 1996). Les souris D3” montrent un désordre dans le développement des
lymphocytes T (Sicinska et al., 2003). Deuxi¢mement, par la sélection d’une seule cycline D
(souris double Knockout), 1’équipe de Ciemerych (2002) a permis de démontrer que chacune
des cyclines D est suffisante a elle seule pour permettre le développement normal de chaque
tissu. En effet, les souris se développent normalement jusqu’au jour E17.5 alors que tous les
organes et tissus sont développés au 13.5°™ jours. De plus, les souris D2 et D3 naissent et
certaines vivent plusieurs semaines. L’équipe ‘de Kozar (2004) a démontré par I’étude de
souris Knockout D17 D2” D3™, que les cyclines D ne sont pas requises pour I’embryogenése,
mais qu’elles sont essentielles pour I’expansion des cellules souches hématopoiétiques
multipotentes (CFU-S). En effet, 1’analyse du cycle cellulaire hématopoiétique de ces

embryons montre qu’il est déficient.

D’autres études ont également démontré que la cycline D2 joue un rdle crucial dans
la prolifération des cellules de type B murin (Banerji 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 contr6lée par le taux de transcription du
gene. Cette transcription est régulée par plusieurs facteurs de transcription qui sont induits
suivant les signaux extracellulaires, les voies de signalisation oncogénique ou les variations
physiologiques d’autres protéines cellulaires. Donc, contrairement aux autres cyclines ot leur
taux d’expression fluctue périodiquement durant la progression du cycle cellulaire, le niveau

des cyclines D est contr6lé par 1’environnement extracellulaire (Sherr et Roberts, 1999).

Les cyclines D sont les facteurs limitants pour la progression du cycle cellulaire. Sous
le contrdle de la voie de signalisation RAS/RAF/MAPK, I’induction des cyclines D (en phase
G1) est régulée par la présence de facteurs de croissance (Matsushime et al., 1991), par
I’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire (Aktas et al., 1997; Revue dans Assoian,
1997; Roover et al., 1999; Schwarts et Assoian, 2001) et par I'intégrité¢ du cytosquelette
cellulaire (Huang et al., 1998). o e

En se liant aux récepteurs a activité tyrosine kinase, les facteurs de croissance ouvrent
la voie de signalisation et, en coopérant avec les signaux transmis grice a 1’adhésion
cellulaire, induisent la synthése des cyclines D. L’accumulation des cyclines D durant la
phase G1 requiert aussi la présence de facteurs de croissance. En effet, I’accumulation des
cyclines D nécessite I’inhibition de la GSK3B (Glycogéne Synthase Kinase 3f) par la PI3K
(PhosphatidylInositol-3 kinase) et I’activité¢ de PI3K dépend des signaux mitogeénes (Alt et al.,
2002; Diehl et al., 1998). De plus, la formation du complexe cycline D-CDK4/6 est
dépendante des mitogenes i.e. I’absence de ces signaux empéche les cyclines D de
s’assembler efficacement aux CDKs lorsqu’elles sont surexprimées (Cheng et al., 1998;
Matsushime et al., 1994). Le mécanisme d’induction des cyclines D oblige donc la cellule &
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 mitogénes a la phase indépendante des mitogénes pendant la phase G1, et

permet une transition correcte vers la phase de synthése d’ADN (phase S).
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En général, la régulation transcriptionnelle du gene de la cycline D est complexe et
implique un grand nombre de protéines. La région promotrice du géne CCND contient
plusieurs éléments-cis régulateurs. On y retrouve les sites de liaison pour un ensemble de
facteurs de transcription incluant Apl, STAT, Spl, NFxB et ATF/CREB (Bromberg et al.,
1999; Guttridge et al., 1999; Hinz et al., 1999; Joyce et al., 1997; Leslie et al., 2006; Martino
et al., 2001; Matsumura et al., 1999; Watanabe et al., 1996).

Concernant la région promotrice du géne CCNDZ2 impliquée dans les lignées
cellulaires lymphoides, plusieurs études montrent qu’elle est formée des sites de liaison pour
Apl, STATS, Spl, CREB-1, E2A et BCL6 (Martino et al., 2001; Pestell ez al., 1999; Shaffer
et al., 2000; White et al., 2006; Zhao et al., 2001). Ainsi, la transcription de la cycline D2
(premiére transcrite dans les cellules B et T), est induite en réponse a divers stimuli incluant
des cytokines (Il-2, et I1-7), 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 former des complexes avec les CDKs -2, 4, -5, et -6. La
kinase CDK4 apparait comme le partenaire le plus important dans les macrophages et les
fibroblastes. CDK6, quant a lui, est I’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 ou les cellules (MEFs) sont déficientes
en CDK4/6 (Malumbres et al., 2004). CDKS5 est une kinase dépendante des cyclines D
uniquement (Xiong et al., 1992), qui est majoritairement exprimée et active dans les cellules
du systéme nerveux (Hellmich et al. 1992). Elle se localise au niveau du cytoplasme de la
cellule. Les roles les plus connus pour la CDKS5 sont la régulation de la structure du
cytosquelette, la régulation des fonctions synaptiques et I’orientation des axones (Dhavan et
Tsai, 2001). Il a aussi été démontré que CDKS pouvait interagir avec la B-caténine, ce qui

entraine la perte d’adhésion cellulaire (Kwon et al., 2000).



Les CDKs font partie d’un groupe de protéines a activité sérine/thréonine kinase
conservée chez tous les types cellulaires eucaryotes (Andersen et al., 1997). Dés leur
synthése et dans leur état monomérique, les CDKs sont inactives. En plus d’une liaison aux
cyclines, 'activation des CDKs chez les mammiféres nécessite plusieurs phosphorylations

régulatrices. La plus connue est I’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 a trois
niveaux : la liaison a4 une cycline (unité régulatrice du complexe), des phosphorylations
activatrices ou inhibitrices et 1’association & des protéines (souvent inhibitrices). Une fois liée
a une cycline, la kinase devient accessible a I’action du complexe CAK (CDK activating
kinase). Par exemple, lorsque la cycline A se lie a la CDK2, elle modifie I’orientation de
I’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 a la
CAK. Elle peut alors phosphoryler le résidu thréonine (p-Thr160) 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 a la cycline H et au facteur p36 (MAT1) (Andersen et al., 1997). La CAK est
responsable de la phosphorylation activatrice des kinases CDK1, CDK2 et CDK4/6 en
phosphorylant respectivement les résidus Thr161, Thr160 et Thr172 (Andersen et al., 1997,
Jeffrey et al., 1995 ; Johnson et O’Reilly, 1996).

CDK7 est lui-méme phosphorylé sur le segment d’activation (Thrl170 chez ’humain)

mais, contrairement aux autres CDKs, cette phosphorylation n’est pas essentielle pour




14

Pactivité de CAK. La présence de Matl peut substituer la phosphorylation de Thr170 et c’est
suffisant pour l’activation de CDK7/cycline H (Devault et al., 1995; Fisher et al., 1995).
CDK7 possede un autre site de phosphorylation sur le segment d’activation (Ser164) (Lolli et
al., 2004; Martinez et al., 1997). Cette phosphorylation augmente ’activation et la liaison
avec la cycline H. In vitro, il semblerait que les complexes cycline B1/CDKI1 et cycline
AJ/CDK2 phosphorylent CDK7 sur les deux sit.es, suggérant un rétrocontrdle positif pour la
phosphorylation activatrice (Fisher et al,, 1995). L’activit¢ 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 (Poon et al., 1994).

1.3.4. CKlIs

L’activité catalytique du complexe enzymatique cycline/CDK peut étre inhibée par les
CDKs inhibiteurs (CKI) qui réduisent I’activité des CDKs. Deux familles de protéines font
partie de cette classe, les Cip/Kip (p21°%!, p27 **' &t pS7 “%), qui se lient et inhibent le
complexe cycline-CDK contenant soit CDK4/6 ou CDK2 (Sherr et Roberts, 1999; Revue
dans Assoian, 1997), et les INK4 (p15INK4b, pl16INK4a, p18INK4c et pl19INK4d), qui se

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

p21°i"‘/p27'“:pl s’associent aux cyclines D, E et A en complexe avec leurs CDKs
correspondantes (Cycline D-CDK2 ou 4/6, cycline E-CDK2, cycline A-CDK2). Les Cip/Kip
possédent en N-terminale 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° interfére sur
I’activité de la polymérase & en se liant directement sur PCNA, ce qui inhibe la réplication de
I’ADN (Chen et al., 1995; Luo et al., 1995; Sherr et Robert, 1995; Waga et al., 1994).

Les Cip/Kip disposent d’un double jeu régulateur dans la progression du cycle
cellulaire : ils sont des inhibiteurs importants des complexes cyclines/fCDK2 et des
régulateurs positifs importants des complexes cyclines D-CDK4/6. Plusieurs études montrent
que p21*'/p27"*" favorisent la formation du complexe actif cycline D-CDK4/6 en permettant
’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 localisation nucléaire
(NLS) présent sur p21°""/p27""' soit responsable de ’accumulation des cyclines D dans le
noyau (LaBaer et al., 1997). Cependant, d’autres études suggérent que p21°®'/p27
agiraient plutét comme inhibiteur de I’export nucléaire de la cyg:line D, en empéchant la

liaison entre Pexportine CRM1 et le complexe cycline D-CDK4/6 (Alt et al., 2002)

De plus, p21°®"/p27""" favoriseraient la migration et la prolifération cellulaire. La
présence de facteurs de croissance enclenche la voie de signalisation Ras/PI3K/AKT
permettant la phosphorylation des résidus Thr-145 et Ser-146 du NLS de p21°® (Rossig et al.,
2001; Scott et al., 2000, Li et al., 2002). La phosphorylation de la Ser-146 augmenterait la
stabilité de la protéine (Li et al., 2002) et la phosphorylation de la Thr-145 inhiberait la
liaison p21%°-PCNA favorisant alors la réplicatioﬂ de I’ADN (Li et al., 2002). Aussi, p21°?
issu de I’activation par AKT, n’inhiberait pas le complexe cycline E-CDK2 et activerait les
complexes cyclines D-CDK4 (Li et al, 2002). Selon P'équipe de Zhou (2001), ces
phosphorylations seraient reliées & un changement de localisation subcellulaire de p21°" dans
le cytoplasme. Cette localisation cytoplasmique expliquerait son rble dans la migration

cellulaire (voir DISCUSSION pour détails). p27*® répondrait sensiblement de la méme
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maniere aux facteurs de croissance. En effet, la phosphorylation du résidu Ser-10 favoriserait
Pexport nucléaire par CRM1 et augmenterait la stabilité de p27*® (McAllister et al., 2003).
De plus, étant donné que p27*P posséde en C-terminale un domaine « scatter » (Scatter
domain) qui lui permet de se co-localiser avec I’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 INK4 comprend pl6INK4a, pl5SINK4b, pl8INK4c et
pl9INK4d (Sherr et Roberts, 1999). Ces protéines partagent le méme motif structural appelé
des répétitions ankyrines. Ce motif consiste en des paires d’hélices a antiparalléles
superposées ’une sur 1’autre et reliées. par un motif en épingle a cheveux (hairpin). Ces
domaines structuraux se lient a 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 & I’axe vertical, les deux lobes structuraux de la kinase. Ceci altere
le site de liaison aux cyclines D et réduit son affinit¢ a PATP (Pavletich, 1999), deux
mécanismes qui réduisent fortement ’activité des CDK4/6. De plus, en prévenant la
formation du complexe cycline D-CDK4/6, les INK4 forcent la redistribution des Cip/Kip

“aux complexes cyclines E-CDK2 provoquant la diminution de I’activité kinase de ceux-ci

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

L’expression de la cycline D et Pactivité obtenue par son association aux kinases sont
plus €levées lors de la transition G1/S. L’activation de ce complexe permet, entre autres, la
phosphorylation des protéines de la famille du rétinoblastome, pRB (p105RB), p107 et p130
(pocket protein) (revue dans Sherr et Roberts, 1999; Ortega et al., 2002). pRB est une
phosphoprotéine nucléaire de 928 acides aminés qui joue un role central dans le contrdle du
cycle cellulaire i.e. elle empéche la progression du cycle cellulaire en phase G1 en se liant et
en altérant I’activité des facteurs de transcription E2F (Sherr et Roberts, 1999; Ortega et al.,
2002).

Durant le cycle cellulaire, pRB se présente sous différents états de phosphorylation. En
phase G1, pRB est hypophosphorylé. Complexé aux facteurs de transcription, il sert
d’activateur de la cycline D en se liant & son promoteur (Muller et al., 1994). En phase Gl,
les CDKs phosphorylent pRB, ce qui conduit & la dissociation du complexe pRB/E2F et donc
a la libération de facteurs E2F actifs. CDK4/6 associé aux cyclines D, initie le processus et
permet une activation transcriptionnelle partielle, libérant E2F1, requis pour la synthése des
cyclines E (revue dans Assoian, 1997). Les cyclines E disponibles conférent 1’activité
nécessaire aux CDK2. Une phosphorylation supplémentaire de pRB par CDK2/cycline E et
CDK2/cycline A, permet la libération complete des facteurs E2F permettant la transcription
des génes essentiels a la progression du cycle vers la phase de synthése de I’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’d présent, la
phosphorylation de pRB représentait le mécanisme moléculaire impliqué dans le passage du
point de restriction R. Or 1’équipe de Martinsson (2005) démontre que la phosphorylation de
pRB survient aprés le point R et qu’il s’agirait plutét de deux points de contréle distincts pour

la cellule (point R et 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-terminale des différentes cyclines et consiste en la suite d’acides
aminés LXCXE (Dowdy et al., 1993). Contrairement a ce qui a déja été démontré, le motif
LXCXE des cyclines D ne semble pas essentiel a la phosphorylation de pRB (Connell-Croley
et al., 1997; Chan et al., 2001). L’équipe de Baker (2005) rajoute, par contre, que ce motif est
essentiel pour la phosphorylation de pRB par la cycline D2, comparativement a la cycline D1

pour laquelle ce motif ne I’est pas. .

1.3.6. Régulation de la phase G1 et de la transition G1/S

Le complexe cycline D-CDK4/6 aide les cellules a passer le point de restriction R. Une
fois ce point franchi, les cellules sont amenées en phase de synthése d’ADN (S). Deux
meécanismes indépendants permettent cette transition. Premiérement, le complexe cycline D-
CDK4/6 phosphoryle les protéines de la famille des pRB ce qui résulte en ’activation de
E2F1, requis pour la synthése des cyclines E (revue dans Assoian, 1997). Deuxieémement, le
complexe cycline D-CDK4/6 séquestre des CKIs. Les CKlIs, ainsi séquestrés, libérent le
complexe cycline E-CDK2 et induisent ’activation de ce complexe (revue dans Sherr et
Roberts, 1999).

Ces deux mécanismes permettent au complexe cycline E-CDK?2 d’étre actif, Pour une
transition correcte G1/S et D'initiation de la phase S, le complexe cycline E-CDK2
phosphoryle les protéines de la famille pRB permettant la libération et/ou I’activation, par
exemple, des cyclines A. De plus, le complexe cyclin E-CDK2 phosphoryle la protéine
inhibitrice p27%®' permettant davantage son gctivaﬁon. 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 & son
tour la protéine p27*®'. De cette fagon, la cellule diminue sa dépendance aux facteurs

mitogénes 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 (PI3K) et I’AKT (protéine kinase B) (revue
dans Sherr et Roberts, 1999). Ras et PI3K collaborent pour activer AKT qui régule
négativement, par phosphorylation, la glycogéne synthase kinase 3 (GSK-3p). Le taux de
dégradation des cyclines D est régulé par la phosphorylation d’un seul résidu thréonine (Thr-
286 chez la cycline D1, Thr-282 chez la cycline D2) par la GSK-3p (Diehl et al., 1998). En
absence de facteur de croissance, il y a dégradation des cyclines D i.e. la GSK3-B active
catalyse la phosphorylation du résidu Thr (Thr-286 ou Thr-282) ce qui augmente ’export
nucléaire des cyclines D et accélére leur dégradation protéosomale dépendante de I’ubiquitine
dans le cytoplasme. La GSK-3p est dans le cytoplasme en phase G1 et entre dans le noyau en
phase S (Diehl et al., 1998).

1.4.  Expression oncogénique des cyclines D

Les protéines qui permettent 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 I’humain, les cyclines D sont souvent les plus sollicitées. La surexpression des cyclines
D a pour effet de raccourcir la durée de la phase G1 diminuant alors la taille des cellules et
leur dépendance aux facteurs mitogénes (Ohtsubo et Robert, 1993 ; Quelle et al., 1993 ;
Renitzky et al., 1994).

Plusieurs études ont démontré que la cycline D1 est un proto-oncogéne et que son
amplification et sa surexpression peut contribuer a la croissance cellulaire dans plusieurs
tumeurs humaines incluant les lymphomes du manteau, le cancer du sein, les épithéliomes
spinocellulaires de la téte et du cou et le cancer de ’cesophage (Donnellan et Chetty 1998;
Gillett et al., 1994; Gramlich ef al., 1994; Nakamura ef al., 1997).
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Plusieurs études tendent & démontrer qu’il y aurait débalancement entre 1’amplification
du gene et la traduction de la protéine de la cycline D1. Ce débalancement serait causé par la
présence d’une version stable de la cycline D1 appeléé cycline D1b (Betticher et al., 1995).
Cette isoforme est exprimée dans les cellules dérivées de tumeurs de ’cesophage (Lu ef al.,
2003). La cycline D1b résulte d’un épissage alternatif du géne CCND/ qui produit un
transcrit de 1.7 Kpb. La cycline D1b est tronquée en C-terminale. Elle est réfractaire a la
phosphorylation de la GSK3p et donc, de [’export nucléaire causé par la CRM 1. Elle est par
ce fait, constitutivement nucléaire. Par contre,. elle garde la capacité & se lier et a activer
CDKA4. Aussi, bien qu’elle soit suffisante pour enclencher la transformation cellulaire dans
des NIH/3T3, sa capacité a phosphoryler pRb est faible comparativement a I’isoforme longue
(Solomon et al., 2003 ; Lu et al., 2003). De plus, il a €té démontré que la surexpression de
cette cyline D1b augmentait 1’indépendance d’ancrage face aux facteurs mitogeénes dans des

MEFs primaires cycline D17 contrairement 2 la surexpression de la D1 (Holley et al., 2005).

La cycline D2 est amplifiée et surexprimée dans certaines lignées cellulaires de
carcinomes colorectaux (Leach et al., 1993). Aussi, la cycline D2 semblerait impliquée dans
le cancer gastrique (Takano et al., 1999 ; 2000). En effet, la surexpression de la cyline D2 et
de CDK4 est reliée a la progression du cancer et correle €troitement avec un mauvais
pronostique. Selon Takano et al. (2000), la localisation cytoplasmique de la cycline D2
pourrait &tre en lien avec ces résultats. En effet, Lukas et al., (1995), rapporte que la cycline
D2 se localise dans le noyau en phase G1 et qu’a la transition G1/8S, elle se distribue a la fois
dans le noyau et dans le cytoplasme, ce qui suggere que la cycline D2 localisée dans le

cytoplasme refléte un rdle additionnel, non encore identifié (Tanaka et al., 2002).

La cycline D3 est surexprimée dans plusieurs lignées cellulaires de type gliomes
(Donnellan et Chetty, 1998). Elle aurait un réle dans la transformation cellulaire vers un
phénotype malin plutét que dans I’initiation et la progression de la tumeur, comme il a été

décrit pour la cycline D1 (Zhang et al., 2005).
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1.5. Cycline D2 tronquée

Le rétrovirus murin Graffi a été utilisé comme outil pour générer un modéle 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 Mul.V Graffi). Situé sur le chromosome 6 murin,
il se trouve entre 75 et 85 Kpb en amont du géne de la cycline D2 (Fig. 1.1). Lés intégrations
en Gris 1 activent a la fois ’expression de la cycline D2 (D2) et I’expression d’une protéine
tronquée obtenue grice a un épissage alternatif du geéne. Cette isoforme, la cycline D2
tronquée (D2Trc), est activée dans  13% des leucémies induites par le Mul.V Graffi (4/30
tumeurs indépendantes étudiées), ce qui montre que la dérégulation de I’expression du géne
de la cycline D2 est un événement important dans I’induction de la tumorigenese (Denicourt
et al., 2003).

La dérégulation de I’expression du géne de la cycline D2 a aussi été rapportée dans des
leucémies de type T induites par le rétrovirus RadL.V/VL3 (Hanna et al., 1993; Tremblay et
al., 1992). Dans ce cas-ci par contre, le rétrovirus se localise dans la région promotrice du
géne (Tremblay et al., 1992). Dans ces études, 5% des tumeurs ont été réarrangées et
I’intégration de ce virus résulte en la surexpression du transcrit majeur de 6.5 Kpb
correspondant a I’isoforme normale de la D2. De plus, un transcrit plus court de 1.1 Kpb a été
observé (Tremblay et al., 1992). Bien qu’a I’époque il n’a pas été caractérisé, ce transcrit
' semble correspondre a la D2Trc. L’analyse du transcrit de 1.1 Kpb présent dans la tumeur
133-1 induite par RadL.V/VL3, a démontré que ce transcrit s’hybride fortement a une sonde
formée de ’intron 2 du géne de la cycline D2 (Denicourt, 2002 (résultat non montré)). Ces
résultats suggérent que 'intégration rétrovirale en 5' du géne de la cycline D2 dérégule
I’expression du géne et induit, entre autre, 1’expression d’un transcrit obtenu suite & un

épissage alternatif correspondant 4 la D2Trc (Denicourt, 2002).
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1.5.1. Structure et Fonction

La D2Trc est une protéine de 156 acides aminés. Comparativement a 1’isoforme
normale du géne, la D2Trc résulte d’un épissage alternatif di & ’utilisation d’un site donneur
d’épissage alternatif localisé dans 1’intron 2 du gene de la cycline D2. De cette fagon, elle est
codée par I’exon 1, suivi de ’exon 2 plus long (exon 2+) et finalement par un exon 3’
alternatif qui contient un nouveau signal poly-A (AATAA). L’isoforme formée posséde 20
acides aminés différents (137°™ 4 156*™ a.a. inclusivement) et une terminaison prématurée
g itme

de la protéine (codon stop juste aprés le 15 résidu). La protéine représente donc une

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

Comparativement & la D2, il lui manque 133 acides aminés, incluant les derniers 21
acides aminés de la boite cycline. A cet endroit par contre, elle posséde une nouvelle
séquence de 20 acides aminés. Dans cette région, la D2Trc a conservé certains acides aminés :
L143, L146, P155 et H156; juste a la fin de la boite cycline, suggérant.que ces résidus
peuvent avoir un important réle fonctionnel probablement dans la formation du complexe

avec les CDK4/6 ou avec d’autres partenaires (Fig. 1.3).
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1.5.2. Caractéristiques in vivo

Bien qu’il soit présent dans des tumeurs causées par des rétrovirus chez la souris
(Graffi, RadLV/VL3 (Tremblay et al., 1992)), I’isoforme tronquée de la cycline D2 apparait
dans certains tissus normaux de différents organismes suggérant un important réle cellulaire
pour cette protéine. Par exemple, chez la souris, la protéine tronquée est majoritairement
exprimée dans le cerveau et les ovaires mais a un niveau plus faible que ce qui est observé
dans les tumeurs Gris 1 (Denicourt, 2002). Chez Xenopus laevis, un transcrit similaire et
codant aussi pour une cycline D2 tronquée a été isolé d"une banque d’ADNc d’ovaires (Taieb
et Jessus, 1996). Chez ’humain, on retrouve son expression dans les tissus normaux de
cerveau mais a un degré plus faible que dans les tumeurs glioblastomes et

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

1.5.3. Caractéristigques in vitro

La D2 est un proto-oncogéne qui anormalement activée ou surexprimée peut
contribuer a la transformation cellulaire (Malumbres et Barbacid, 2001). Tout comme la D2,
la D2Trc semble jouer un important role tumorigene. Plus encore, elle semble révéler des
capacités oncogéniques plus élevées que 1’'isoforme normale (Denicourt, 2002). Exprimées de
fagon exogene avec un Ha-Ras activé, les deux isoformes normale 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’isoforme tronquée avec un Ha-Ras activé est
beaucoup plus important qu’en présence de la D2 et comparable a 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 ot la D2Trc est exprimée sont
multi-nucléées. Ces cellules ont une perte de I’inhibition de contact, ce qui suggére que la
capacité de la D2Trc & transformer les MEF's primaires soit due & une altération de 1’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 I’établissement de lignées cellulaires exprimant un haut
degré de D2Trc. Il a aussi été suggéré qu’une forte expression de la D2Trc inhibe

complétement 1’adhésion cellulaire (Denicourt, 2002).

La cycline D1, lorsque surexprimée, induit I’'indépendance d’ancrage de la progression
du cycle cellulaire des cellules NIH/3T3 et Rat 1 (Schulze et al., 1996). 1l est donc suggéré
que la D2Trc soit capable d’influencer 1’adhésion cellulaire en interagissant avec le méme,
aujourd’hui inconnu, partenaire de la D2 puisqu’elles partagent la méme séquence d’acides

aminés pour la majeure partie de la boite 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 ;;hase de synthése de ’ADN. Il a été démontré que le mutant de la
cycline D1, D1T156A, se retrouve uniquement dans le cytoplasme des cellules NTH/3T3,
bien qu’il garde son habileté & interagir avec CDK4. Le résidu Thr-156 (cycline D1) semble
important a la fois pour la localisation nucléaire et pour I’activation du complexe formé avec
sa CDK (Diehl et Sherr, 1997). Chez la D2, le résidu T156 de la cycline D1 correspond &
T154. Cependant, ce résidu n’est pas conservé chez la D2Trc. Ce qui pourrait expliquer en
partic la localisation cytoplasique de la D2Trc. La D2Trc interagit avec CDK4 lorsque
surexprimée dans les cellules NIH/3T3 (Denicourt, 2002). Elle posséde la majorité de la boite

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

L’expression des cyclines D est dépendante de stimulations mitogénes continues. Dans
les cellules hématopoiétiques de la lignée 32Dcl3, la D2 est exprimée dans les cellules en
_prolifération et cette expression dépend de la présence de IL-3. Aussi, |’expression et le
niveau de la D2 déclinent rapidement lorsque IL-3 est enlevé (Denicourt, 2002). Il a été
démontré que I’expression et la stabilité de la D2Trc dépendent de la présence de stimuli
mitogénes IL-3, dans la lignée cellulaire 32Dcl3. Ceci suggére que I’expression des deux
transcrits 6.5 et 1.1 Kpb du géne de la cycline D2 est controlée par les mémes éléments de

régulation qui sont activés par des facteurs de croissance.
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Le site spécifique de phosphorylation catalysé par GSK-3B des cyclines D1 et D2 est
respectivement le résidu thréonine 286 (Thr286) et 282 (Thr-282). Celui-ci est critique pour
maintenir la présence ou I’absence de ces cyclines D durant le cycle cellulaire (Diehl et Sherr,
1997; Diehl et al., 1998). Bien que la D2Trc ne posséde pas ce résidu (Thr-282), il a été
démontré que la stabilité de cette isoforme dépend de la présence de facteurs de croissance
(Denicourt, 2002). I est possible que la dégradation de la D2Trc soit dépendante de la

phosphorylation d’un autre résidu.
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Figure 1.1 : Représentation schématique de I’insertion provirale en Gris 1 chez la

souris. Les insertions provirales en Gris1 sont localisées a 80 Kpb en amont du géne de la
cycline D2. Grisl est le site d’intégration du rétrovirus Graffi dans 13% des tumeurs
analysées. L’expression des deux isoformes (normale et tronquée) du géne de la cycline

D2 se trouve dérégulée (surexprimée) sous I’influence de 1’intégration rétrovirale.
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TOTGCATGT TCCTAGCT TCCAAGCTGAAAGAGACCATC CCGC TGAC TGCGGANAAGETGT
CHFLF&S.KLHET!PLTASKLC
marﬁmmmmmimmmmm&mmmmccmm
1 YT DNSUVR®P®POETLTILVYHMNEPPSLL
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GGEGGGCATARATAGRATAT TCTAGT TAATGATG T TATAAT TAATG TCCAGATTTCCACT
GRACCCTGAGRACACGGTCTGATTICTCACAT TCTAGT TTGTGT TG TTTCCCAAGACCCT
GGAGGTGTAACAGGTAATGT CTTAMGACCRAT ARAB TGGCATGGACARACTTARRRARA
AARARARARA
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Figure 1.2 : Représentation schématique de I’ADNc de I’isoforme normale et obtenué
apres épissage alternatif du géne CCND2. (A) Les boites foncées représentent les cing
exons (EX 1-5) de la D2. L’isoforme de 1.1 Kpb contient les exons 1 et 2 de I’isoforme
normale. Les boites hachurées et pointillées représentent les régions rajoutées suite a
I"épissage alternatif et proviennent de I'intron 2 du géne. (B) Séquence nucléotidique de
’ADNc de 1.1 Kpb, et la séquence en acides aminés déduite. Le point de départ de ces trois
exons est indiqué par une fleche. La téte de fléche indique la fin de ’exon 2 du transcrit de
6.5 Kpb. Le signal consensus de polyadénylation est encadré. Figure tirée de 1article de
Denicourt et al., 2003.




Trc ME LLCCEVDPVRRAVPDRNLLEDRVLONLLTIEERYLPQCSYFKCVOKDIQPYMRRMVATY
D2 MELLCCEVDPVRRAVPDRNLLEDRVLONLLTIEERYLPQCSYFKCVOKDIQPYMRRMVAT QY
tre [LEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLAGVPTPKTHLOLLGAVCMFLASKLKE TT PLTAERRAY]
D2 [LEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLAGVPTPKTHLOLLCAVCMFLASKLKE TI PLTAE i¥A¢]
Trc KLCIYTDNSVKPOELLY SRR RN I -h i vi:i- D H R P 156
D2 KLCIYTDNSVKPOELLIATINH IGK!KWNLAAVT FIEHILRKLPQOKEKLSLIRKHA 180
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D2 QTFIALCATDFKFAMYPPSMIATGSVGAAICGLOODDEVNTLTCDALTELLAKITHTDVD 240
BHE e At S e e e e

D2 CLKACQEQIEALLINSLQQFRQEQHNAGSKSVEDPDQATTPTDVRDVDL 289

Figure 1.3 : Comparaison de la séquence en acides aminés de I’isoforme tronquée
(D2Trc) et de ’isoforme longue (D2). Les premiers 136 résidus sont codés par la méme
séquence. Une fléche indique la fin de la boite cycline. Les boites foncées indiquent les
régions identiques. Les pointillées représentent les acides aminés manquants. Figure tirée

de I’article de Denicourt ef al., 2003.
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1.6.  Hypothéses 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 étre importante dans la progression du cycle
cellulaire et également dans I’induction de la tumorigenése. Connaitre I’implication de cette
isoforme 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 rapport & ’isoforme normale (D2).

Pour cela, nous avons généré plusieurs protéines mutantes.

Puisque la D2Trc se localise uniquement dans le cytoplasme, la région C-terminale de
I'isoforme normale est potentiellement impliquée dans la localisation nucléaire de cette
protéine. L’utilisation des protéines mutantes (D2A157a289 et D2TrcA137a156) ciblant cette

région nous aidera a confirmer cette hypothése.

Sachant que la D2Trc garde sa capacité de se lier a la kinase CDK4, cela suggéere que
les résidus conservés (L143, L146, P155 et H156) de la région C-terminale de sa bofte
cycline, peuvent avoir un important role fonctionnel, probablement dans la formation du
complexe avec les CDK4/6 ou avec d’autres partenaires. Des délétions progressives des
régions comprenant ces différents résidus (D2A1572289, D2TrcA151a156, D2TrcA147a156

et D2TrcA1372a156) vont nous permettre de répondre a cette question.




CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

8 Mutagenese dirigée, délétion progressive et séquencage des différents

mutants
2:1-1- Mutagenése dirigée

Le mutant D2TrcT151A de la D2Trc et celui de la D2 délétée de ces 133 a.a. en C-
terminale (D2A157a289) 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 a partir des constructions Trc-pBluescript II KS+ (HinDIII-Xbal) et D2-
pBluescript II KS+ (HinDIII-Xbal). Les amorces utilisées sont respectivement: 5'-pega tgg
gga agg gea gag tca-3” et 5'-pcac taa gge cge cac act aa-3"; 5'-ptta gtg agg ggt gac tge gge
cag g-3" et 5'-gce acc geg gtg gag cge caa tte-3".

2.1.2. Délétions progressives

Les délétions progressives de la région C-terminale de la boite cycline de la D2Trc ont
été réalisées par PCR. Le plasmide contenant I’ADNc de la D2Trc de souris (Trc-pBluescript
II XS + clonée en HindII-Xbal) a été utilisé comme ADN matriciel. L’amorce 1 (5'-pcga ggt
cga cgg tat cga taa-3") s’hybride a la région 5' de I’ADNc (N-terminal) ¢t est utilisée pour
chacune des délétions. L’amorce X (2 (5'-patg aat tct tac ggc ctt agt gtg atg gg-3"), 3 (5'-patg
aat tct tag atg ggg aag ggc aga gt-3"), 4 (5'-patg aat tct tac aga gtc agg age agg ga-3"), 5 (5'-
patg aat tct tac agg gag ggc gge att ac-3") ou 6 (5'-patg aat tct tac agc age tce tgg gge-3')) |
ajoute un codon de terminaison a I’endroit précis dans la région 3’ du cDNA (C-terminal) 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 D2TrcA155a156, D2TrcA151a156,
D2TrcA1472156, D2TrcA143a156 et D2TrcA137a156.

2.1.3. Séquencage

Les produits de ligation ont été transformés dans les bactéries compétentes DHSa. Pour
le séquengage, les plasmides recombinants ont été isolés de la biomasse suivant le protocole
de lyse alcaline de QIAGEN Miniprep. Ensuite, les plasmides ont été ultérieurement énvoyés

au séquengage (Centre d’innovation Génome Québec et Université McGill, Montréal).

2.2.  Lignée cellulaire, conditions de culture et transfections

Les fibroblastes murins 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 réalisées en utilisant le matériel et suivant le protocole de Polyfect

(QIAGEN).

' 2.3, Localisation cellulaire

Pour étudier la localisation cellulaire de la D2Trc, les mutants produits (D2A1574289
et D2TrcA1372156) ont été clonés dans un vecteur d’expression de mammifére contenant la
protéine EGFP de 26 Kda, soit le vecteur pEGFP-C1 (Clontech). Les fragments obtenus ont
été fusionnés a ’extrémité C-terminale de la protéine EGFP. Les constructions Trc-pEGFP-
C1 et D2-pEGFP-C1 ont ét¢ utilisées comme contrdle. La protéine D2A157a289 a été clonée

en Nael-Sacll alors que D2TrcA1374156 a été clonée en Nael-EcoR1 pour s’assurer qu’elles




33

soient dans le méme cadre de lecture que la protéine EGFP (BglIl blunt par la S1 nucléase et
Sacll ou EcoR1).

Toutes les constructions ont été transfectées dans les cellules NIH/3T3 (ATCC) et la
localisation de ces protéines mutantes a été examinée 4 ’aide d’un microscope a fluorescence

confocale sur des plaques de 4 puits (LABTEK).

2.4.  Immunoprécipitation et inmunotransfert 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 (D2A1574289, D2TrcA1514156, D2TrcA147a156, D2TrcA137a156) ont été
clonés dans un vecteur d’expression de mammifére contenant 1’épitope myc en N-terminale
du MCS (Multiple cloning site), soit le vectsur pCMV-myc (Clontech). Les constructions
D2Tre-pCMV-myc et D2-pCMV-myc ont €té utilisées comme contrdle positifs.

La protéine D2A157a289 a été clonée en Nael-Sfilb (blunt par la Klenow), les génes
des protéines D2TrcA151- 147- 137- 4156 ont été clonés en Nael-EcoR1 et les contrles (D2,
D2Trc) ont été clonés en Nael-Notl pour s’assurer qu’ils soient lus tous dans le méme cadre
de lecture que I’épitope myc (pPCMV-myc digéré par Sfilb-EcoR1f, Sfilb-EcoR1 et Sfilb-
Notl, respectivement (blunt et Fill in par la Klenow). Toutes les constructions ont &té

transfectées dans les cellules NIH/3T3.
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2.4.2. Immunoprécipitation

Les cellules NIH/3T3 (10%/pétri de 100 cm) transfectées a I'aide des différentes
constructions, ont ¢ét€é lysées 24 h aprés les transfections dans le tampon
d’immunoprécipitation (Tampon IP) contenant 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40 et d’un mélange complet d’inhibiteurs de protéases (Roche). Les lysats ont été
séparés par centrifugation 2 10 000 X g pendant 5 min. Les surnageants ont €té traités durant
4 h a 4°C a l’aide de billes & 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 fois avec 1 ml de Tampon IP. Les billes ont
été resuspendues dans du tampon de chargement 2X (30% glycérol, 4% SDS, 160 mM Tris—
HCI (pH 6.8), 10% B-mercaptoéthanol et 0.02% de bleu de bromophenol) et chauffées durant
10 min a 95°C. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées sur gel 12% de
polyacrylamide en présence de SDS et électro-transférées sur membrane Immobilon-P PVDF
(Millipore).

2.4.3. Immunotransfert

Pour les analyses d’immunotransfert, les protéines ont été solubilisées a ’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 ét€¢ mesurées a 1’aide de Bio-
Rad protein essay. 30 2 80 pg de protéines ont été resuspendues dans du tampon de
chargement 2X (30% glycérol, 4% SDS, 160 mM Tris—HCl (pH 6.8), 10% B-
mercaptoéthanol et 0.02% de bleu de bromophenol) puis chauffées durant 3 min. 4 95 °C. Les
protéines .ont été séparées sur gel 12% de polyacrylamide en présence de SDS et électro-
transférées sur membrane Immobilon-P PVDEF. Les membranes ont ensuite été imbibées a
’aide de PBS contenant 0.2% Tween-20 et 4% de lait en poudre écrémé (PBS-Tween-lait)
durant 1 h A température pi¢ce. Aprés l'incubation d’une heure avec I’anticorps

correspondant (dilution 1:5000 dans PBS/Tweern/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 I’enzyme
peroxydase couplée & un I'IgG anti-lapin (dilution 1:5000 dans PBS/Tween/lait) (BD
Pharmingen). Les complexes immuns ont été révélés par chemiluminescence en utilisant la

trousse ECL plus (Amersham Biosciences).




CHAPITRE 3

RESULTATS ™

3.1.. Construction des mutants

La D2Trc résulte d’un épissage alternatif du géne CCND2. Elle est composée que de
156 acides aminés (comparativement & 289 a.a. chez la D2). De plus, des 20 derniers acides
aminés formant la région C-terminale de sa boite cycline (a.a. 137 a 156 de la D2Trc),
seulement 4 sont conservés (1143, 1.146, P155, H156). La D2Trc s’exprime dans certains
tissus normaux (cerveau, ovaires) et est surexprimée dans différents types de cancers du
cerveau chez ’humain (glioblastome, oligodendrogliome). Elle semble donc importante dans
la progression du cycle cellulaire et dans I’induction de la tumorigenése. Nous savons que
son expression dépend de facteurs mitogénes malgré 1’absence du résidu Thr-282 connu
comme étant responsable de la présence et de l’absence des cyclines D. De plus,
contrairement & la D2, 1a D2Trc se localise dans le cytoplasme des cellules et sa capacité de
transformation est trés supérieure & celle de la D2. 1l 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 a partir de la D2 et de la D2Trc pour ensuite les
soumettre & 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, cest-a-dire la mise en évidence des différents

résidus de la D2Trc, est décrite ci bas.
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3.1.1. Spécificité de chacune des constructions

3.1.1.1. Mutant de Ia D2

‘Le mutant D2A1574289 (Fig. 3.1A) représente la cycline D2 normale délétée de la
région C-terminale de la protéine, a 1’endroit ol se termine la D2Trc. Cette construction a été
faite afin d’évaluer I’importance de la région C-terminale de la cycline D2 (a.a. 157 a 289 de
la D2) qui est délétée chez la D2Tre. De plus, cela permet également de mettre en évidence la
fonction de la région C-terminale de la bofte cycline de la D2 (a.a. 137 a4 156 de la D2) qui
différe de celle de la D2Trc (a.a. 137 & 156 de la D2Trc).

3112 Mutants de 1a 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 GSK3f
comme c’est le cas pour de la thréonine 282 de la D2 (Fig. 3.1B). La GSK3p phosphoryle la
Thr-282 chez la D2, ce qui permet son exportation dans le cytoplasme en vue de sa
dégradation dépendante des mitogénes. Bien que la Thr-282 soit absente de la D2Tre, la
partie C-terminale de sa boite cyc}ine contient 2 thréonines (T145 et T151) qui peuvent
potentiellement jouer ce role. En effet, la D2Trc séfnble aussi sensible aux facteurs de
croissance puisque son expression répond a 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 I'influence sur la dégradation,

cette mutation entrainerait aussi la localisation de cette protéine (D2TrcT151A) 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 bofte cycline de I’isoforme courte (a.a. 137 & 156 de la D2Trc) (Fig. 3.1B).
Nous avons cerné les différents groupes de résidus a déléter afin de cibler des régions
d’intérét. Chacune des délétions renferme des aminoacides conservés chez la D2 et/ou des
résidus susceptibles d’influencer 1la structure tertiaire ayant possiblement, comme
conséquence, d’influencer les liaisons protéiques de la D2Trc. Dépendamment des résultats
obtenus et des régions d’intérét ciblées, la sélection de résidus spécifiques pourra alors étre

faite et éventuellement analysée.

Ainsi, D2TrcA1554156 permet de vérifier I'importance des deux demiers acides
aminés conservés de la boite cycline (P155 et H156). ..

Le mutant D2TrcA1512156 mesure a la fois "importance de la thréonine 151 et du
résidu responsable de la charge positive de la région C-terminale de la boite cycline de D2Tre,
soit ’arginine (R153). En effet, la D2 détient une charge genérale neutre pour la région C-
terminale de sa boite cycline. Or, cette méme région sur la D2Trc est de charge positive di au
résidu R. Ceci peut alors changer les interactioné protéiques et donc modifier ses fonctions.

D2TrcA1474156 est délétée de deux prolines, celles-ci pouvant étre responsables d’un
changement de conformation tridimensionnelle de la région C-terminale de la boite cycline.
L’élimination des repliements possiblement formés peut permettre la réexposition de résidus
qui sont peut-étre responsables de certaines fonctions de la D2, mais qui sont, chez la D2Trc,
inatteignables d{ 4 la conformation induite par les prolines. -

La protéine D2TrcA143a156 offre la possibilité de mettre en évidence, la pertinence de
la thréonine 145 et celle des .deux leucines conservées (1143, L146). La thréonine 145 peut
étre 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 boite

cycline de I’isoforme tronquée, le mutant D2TrcA137a156 représente la protéine délétée de
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ses 20 derniers acides aminés (a.a. 137 a 156). Ainsi, cette protéine nous permet de comparer

la pertinence des 20 acides aminés de la boite cycline nouvellement formée.
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Figure 3.1 : Représentation schématique des isoformes (normale et tronquée) du
géne 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 a 161 représente la boite cycline. (B)
Mutants de la D2Trc. Les 136 premiers acides aminés restent inchangés conparativement
a la cycline D2. La région rouge correspond a la région C-terminale de la boite cycline
qui distingue 1’isoforme tronquée de 1’isoforme normale. La construction de ces mutants
est décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les localisations de la boite 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 Gl et en
disparaissent lorsque les cellules entrent en phase S. Puisque la D2Trc se localise uniquement
dans le cytoplasme (Denicourt, 2002), la région C-terminale de 1’isoforme normale (a.a.157 &
289 de la D2) a été soupgonnée d’étre impliquée dans la localisation nucléaire de cette

protéine.

3.2.1. La région C-terminale de la D2, qui comprend les a.a. 157 4 289

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 a ’aide d’un microscope de fluorescence a balayage confocal. Ainsi, nous avons pu
localiser dans la cellule, les produits d’expression des mutants, & ’aide de la lumiére

fluorescente verte émise par les constructions transfectées.

Nous observons 4 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 a ce qui a déja 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 D2A157a289-GFP, qui fluoresce dans le noyau (Fig. 3.2D). Et
finalement, nous observons la localisation cellulaire du produit d’expression de la

D2Trc137A156-GFP, qui se localise dans le cytoplasme (Fig. 3.2E).

Comme le produit d’expression de la D2A1574289-GFP se localise dans le noyau (Fig,
3.2D), il nous est possible d’affirmer que cette région (a.a. 157 a 289) n’est pas requise pour
la localisation nucléaire de la protéine. En effet, ’absence de la région C-terminale de la

protéine (correspondant a la région délétée de la D2Trc) n’empéche pas une localisation
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nucléaire de la D2A1574289-GFP. Ceci suggére que I'information pour la localisation
nucléaire de la cycline D2 est contenue dans la région N-terminale de la protéine (résidus 1-
156). Donc, I’absence de la région C-terminale de la D2Trc (résidus 157-289) ne serait pas

responsable de la localisation cytoplasmique de celle-ci.

3.2.2. La région C-terminale de la boite cycline de la D2 est nécessaire a

la localisation nucléaire de la protéine.

L'utilisation de la protéine mutante D2TrcA137a156 nous permet de démontrer que la
région C-terminale de la boite cycline de la D2Trc ne contient pas I’information nécessaire a
la localisation subcellulaire de la protéine. En effet, le produit d’expression de la
D2TrcA137a156-GFP se localise au méme 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 a 289 (D2A1574289-GFP) (Fig. 3.2D) continue a se localiser au noyau, ceci
renforce I’idée que la région C-terminale de la boite cycline (a.a. 137 & 156) est nécessaire 2

la localisation nucléaire de la protéine.
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Figure 3.2 : Localisation subcellulaire de D2A1573289-GFP et D2TrcA137a156-GFP
dans les cellules NIH/3T3. Les cellules NIH/3T3 ont été transfectées avec le vecteur
pEGFP-C1 (A) (contréle), D2-GFP (B), D2Trc-GFP (C), D2A157a289-GFP (D) et
D2TrcA137a156-GFP (E). Ces vecteurs permettent I’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 boite cycline responsable de la liaison entre CDK4 et des

différentes isoformes (normale et tronquée)

La bofite cycline est essentielle pour permettre la liaison entre les cyclines et leur CDK
correspondante. 11 a été démontré que la D2Trc se lie 4 la kinase CDK4 malgré sa région C-
terminale tronquée. Comparativement a la D2, il lui manque 133 acides aminés incluant les
derniers 21 acides aminés de la boite cycline. A cet endroit par contre, elle posséde une
nouvelle séquence de 20 acides aminés dont les résidus conservés suivants : L1143, 1146,
P155 et H156. Puisque la D2Trc est capable de se lier 8 CDK4, il est possible que ces résidus

aient un important réle fonctionnel dans la formation du complexe avec les CDKs.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons testé la liaison de CDK4 avec les
constructions suivantes: D2A1574289-myc, D2TrcA1514156-myc, D2TrcA147a156-myc et
D2TrcAl37a156-myc par co-immunoprécipitation. Les constructions D2-myc et D2Trc-myc

ont été utilisées comme contrdles positifs d’interactions.

Premiérement, nous avons voulu vérifier que les protéines étaient bien produites. Par
immunobuvardage, 1’expression des différentes protéines des constructions transfectées est
observable (Fig. 3.3A). On retrouve pour chaque puit, une protéine majeur immuodétectée
correspondant aux poids moléculaires attendus, de 34 Kda pour la D2, 17 Kda pour les
protéines D2Trc et D2A1574289, et entre 17 Kda et 15 Kda pour les protéines D2TrcA151-
147- 137- al56. Cependant, les niveaux d’expressions étaient trés 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 endogeéne dans les échantillons avant co-immunoprécipitation.
Le panneau de gauche représente les résultats des co-immunoﬁrécipitations. Ils devraient
représenter la présence des complexes protéines/CDK4 révélée par immunodétections en
utilisant 1’anticorps anti-myc a la suite d’immunoprécipitations par un anticorps anti-CDK4.
Nous observons dans tous les puits la présence d’une protéine immunoréactive migrant entre
30-40 Kda.
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Les deux contrbles négatifs (mock et pCMV-myc) devraient représenter des
échantillons ou la CDK4 immunoprécipitée des cellules transfectées avec ces constructions
vides ne peuvent étre immunodétectées par I'anti-myc. Or, ces échantillons (contrdles

négatifs) montrent qu’une protéine de 30 Kda est reconnue par 1’anticorps dirigé contre myc.
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Figure 3.3 : Analyse des régions de la boite cycline responsable de la liaison entre CDK4
et des différents isoformes (normale et tronquée) de la cycline D2 dans des cellules
NIH/3T3 transfectées a l’aide des constructions marquées par mye. Les échantillons
suivants ont ét¢ utilisés : NIH/3T3 mock (pu.it 1), vecteur pCMV-myc (puit 2), D2A1573289-
myc (puit 5), D2TrcA151a156-myc (puit 6), D2TrcAl47al56-myc (puit 7) et
D2TrcA137a156 (puit 8). D2-myc (puit 3) et D2Trc-myc (puit 4) ont été utilisées comme
contrdles positifs d’interactions. (A) L’immunodétection a été accomplie en utilisant un
anticorps anti-myc et 100 pg de protéines obtenues & partir des lysats cellulaires et déposées
dans chaque puits. (B) Les immunoprécipitations (IP) (panneau de bas & gauche) ont été
réalisées en utilisant 1’anticorps anti-CDK4 et 1 mg de protéines a partir des lysats cellulaires.
L’interaction éventuelle de D2 et D2Trc avec CDK4 a été analysé par I’'immunodétection des
protéines de fusion avec un anticorps anti-myc. Le panneau de bas a droite montre le degré
d’expression du CDK4 endogéne dans les différents échantillons de cellules transfectées

utilisées pour I’immunoprécipitation. N=1
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

4.1. Localisation cellulaire

Les cyclines D s’accumulent dans le noyau durant la phase G1. Une fois liées a leurs
CDKs correspondantes, elles déclenchent la phosphorylation de pRB, permettant la
progression du cycle cellulaire vers la phase de synthése (S). Il a été démontré que la cycline
D2 tronquée (D2Trc) se localise exclusivement dans le cytoplasme des cellules NIH/3T3
(Denicourt, 2002). Etant donné que la D2Trc n’est formée que de 156 acides aminés, la
région C-terminale de I’isoforme longue (a.a. 157 a 289 de la D2) était soupgonnée d’é&tre

impliquée dans la localisation nucléaire de ces protéines.

Pour ce faire, nous avons produit ﬁar PCR des ADNc de protéines mutées
(D2A157a289 et D2TrcA155- 151- 147- 143- 137- a156) auxquelles 1a EGFP a été fusionnée.
Ainsi, nous avons pu discerner la région impliquée dans la localisation nucléaire des
protéines. Comme le résume la figure 4.1, la D2A1572289-GFP se localise dans le noyau
comparativement 2 la D2Trc qui se localise dans le cytoplasme. De plus, la D2TrcA1372156
se localise dans le cytoplasme. Donc, en comparant ces résultats, il nous est maintenant
possible d’arriver a la conclusion que ce sont les 20 demniers acides aminés de la région C-
terminale de la boite cycline de P’isoforme longue (a.a. 137 a 156 de la D2) qui sont
nécessaires a la localisation nucléaire‘des protéines. En conséquence, la région C-terminale
de la protéine normale (a.a. 157 a 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.clzréées par PCR. Or, suite aux résultats
de la localisation cellulaires des protéines D2A1572289-GFP et D2TrcA1372156-GFP, le test
de localisation cellulaire des autres protéines (D2TrcA155- 151- 147- 143- 4156) est devenu

superflus.



Maintenant, il devient intéressant de connaitre quel(s) résidu(s) de cette région confére
la propriété aux cyclines D de rester dans le noyau. Il a été démontré que le mutant de la
cyline D1, D1T156A, garde sa capacité a se lier 8 CDK4 et se retrouve uniquement dans le
cytoplasme des cellules NIH/3T3 (Diehl et Sherr, 1997). L’équipe de Diehl (1997) a proposé
que le résidu Thr-156 de la D1 soit important pour la localisation nucléaire de cette protéine.
Son homologue chez la cycline D2 est le résidu Thr-154. Or, ce résidu n’est pas conservé
chez la D2Trc, ce qui pourrait expliquer en partie sa localisation cytoplasmique. I serait
intéressant de vérifier la localisation cellulaire d’une protéine mutante de la D2Trc dont le
résidu proline 154 (Pro-1.54) serait changé pour la thréonine originale. On obtiendrait la
D2TrcP154T en utilisant la technique de mutagenése dirigée par PCR. Cette protéine
conserverait 4 la fois les trois derniers acides aminés de la boite cycline (dont la T154) et par
ce fait, éliminerait une proline.

La localisation cellulaire de la protéine mutée D2TrcT151A serait toute aussi
intéressante a vérifier. En effet, sachant que I’expression et la stabilité de la D2Trc sont
influencées par I’interleukine 3 (IL-3) dans la lignée cellulaire 32Dcl3 alors que le résidu
Thr-282 est absent de la D2Trc, le résidu T151 pourrait étre responsable de la localisation
cytoplasmique de la protéine ainsi que de sa dégradation protéosomale. Il serait donc trés

intéressant de vérifier la localisation cellulaire de la protéine D2TrcT151A.
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Les mécanismes qui coordonnent la localisation cytoplasmique de la D2Trc sont un
autre aspect intéressant a comprendre.

11 a été démontré que les Cip/Kip facilitent I’accumulation nucléaire de la cycline D1
en inhibant la liaison entre CRM1 et le complexe cycline D1/CDK4. Pour se faire par contre,
p21°®! doit se lier aux deux sous-unités du complexe. Dans le cas contraire, c'est-a-dire
qu’une ou P’autre des liaisons est manquante (p21 “®'-cycline D ou p21 °P_CDK4), p21°" est
incapable d’inhiber la liaison du CRMI1 entrainant I’export nucléaire du complexe cycline
D/CDKA4 (Alt et al., 2002). '

La D2Trc garde sa capacité a se lier a CDK4 et se localise dans le cytoplasme
(Denicourt, 2002). La région C-terminale de la boite cycline de la D2Trc pourrait ne pas étre
favorable 4 la liaison de p21°*' ’empéchant ainsi d’inhiber I’export nucléaire du complexe
D2Trc/CDKA4.

4.1.1. Propriétés oncogéniques reliées

Nous savons que la D2Trc a des propriétés oncogéniques plus élevées que I’isoforme
normale et que les phénotypes suivants sont observés lorsque les MEFs primaires sont
transfectés par la D2Trc et Ha-Ras (Denicourt 2002):

— mitogénes dépendantes

— haut pourcentage de cellules multi-nucléées
— perte de I'inhibition de contact

— de forme 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, 1’activité
des Cip/Kip (p21°®" et p27 ") et de CDKS5 permettraient de mieux comprendre la capacité

oncogénique de la D2Trec.
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4.1.1.1. Cip/Kip

Bien que les Cip/Kip soient considérées comme des inhibiteurs du cycle cellulaire en
empéchant D’activité des complexes cyclines/CDK2, plusieurs études montrent que
p21°®!/p27%"! aurajent des fonctions indépendantes & la progression du cycle cellulaire
lorsque situées dans le cytéplasme (Besson et al., 2004; Coqueret, 2003; Lee et Helfman,
2004; McAllister e al., 2003; Tanaka et al., 2002). 1l a été observé dans des NIH/3T3
transformées par Ras, que p21°%'/p27"%" se localisent dans le cytoplasme sous I’influence de
MEK et de PI3K (Lee et Helfman, 2004). En fait., PI3K/AKT phosphoryle la Thr-145 du
NLS de p21°"!, ce qui lui enléve la possibilité d’entrer dans le noyau (Zhou ef al., 2001).
Une fois dans le cytoplasme, p21°?' interagirait comme inhibiteur de Rho-kinase (ROCK) ce
qui contribuerait a la perte de ’adhérence focale en compromettant la voie de signalisation
ROCK/LIMK/cofiline (Lee et Helfman; Tanaka et al., 2002). De son c6té, p27°* serait liée a
la dynamique de ’actine et de la migration cellulaire en activant Rac (Nagahara ef al., 1998;
McAllister et al., 2003; Bensson et al., 2004). Celui-ci est responsable de I’extension des
lamellipodes. Donc, dans le cytoplasme, ces protéines favoriseraient la prolifération et la

migration cellulaire.

Supposons que la région C-terminale de la boite cycline de la D2Trc soit défavorable &
sa liaison avec les Cip/Kip, le complexe D2Trc/CDK4- p21°P!/p275®! serait alors soumis &
Iexport nucléaire par CRM1. Ajouté & ceci I'export nucléaire des Cip/Kip par Ras,
p21°*'/p27 " localisées dans le cytoplasme, ne pourraient plus exercer leur role d’inhibiteur
du cycle cellulaire sur CDK2, favorisant alors la prolifération cellulaire. Connaissant
I'implication des Cip/Kip dans la migration cellulaire, ¢a expliquerait les phénotypes
observés chez les MEFs primaires transformées par D2Trc et Ha-Ras. Deux évenements
distincts seraient alors impliqués dans la capacité de transformation cellulaire des deux
isoformes du géne 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 transformation (Denicourt, 2002). Par contre, en comparant le nombre

de foyers transformés, Denicourt (2002) est arrivé a la conclusion que la D2 est moins
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transformante que la D2Trc lorsque soumise aux mémes conditions expérimentales
(Denicourt, 2002). Ha-Ras permettrait a la fois la surtranscription de la D2 (oncogéne) et la
localisation cytoplasmique de p21°®/p27*®. Par contre, contrairement & la D2Trc, la D2 se
localise dans le noyau i.e. p21°%/p27*® se lient aux deux sous-unités du complexe cycline D-
CDK4/6 incapable alors d’inhiber I’export nucléaire du complexe par CRM1. D2 localisée
dans le noyau contrebalancerait une partie de I’export nucléaire des Cip/Kip vers le
cytoplasme, les séquestrant alors dans le noyau. Cette population de Cip/Kip pourrait ainsi
inhiber la progression du cycle résultant alors en une capacité de transformation inférieure a
celle de la D2Trc. Ce qui ajoute de la crédibilité a cette hypothése est que, la surexpression de
’oncogéne Ras dans des fibroblastes embryonnaires de rat (REF) induit I’expression de

p21°" le faisant intervenir dans la transformation cellulaire (Land et al., 1986).

4.1.1.2. CDKS

CDKS5 fait partie du groupe des kinases cyclines dépendantes qui joue un role
important dans le’ positionnement neuronal et dans la dynamique du cytosquelette durant
I’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 méme étre influencée par
la cycline D2 (Guidato et al.,, 1998; Knockaert et Meijer, 2002). La cycline D2 régule
négativ'ement CDKS5 en permettant 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 CDKS5 en inhibant son action et en modulant ainsi

I’adhésion cellulaire médiée par le cytosquelette.
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4.2.  Régions de la boite cycline responsables de la liaison de CDK4 chez les deux

types d’isoformes (normale et tronquée) du géne CCND2,

Pour déterminer la ou les région(s) de la D2Trc impliquée(s) dans sa liaison avec
CDK4, les constructions suivantes ont été transfectées dans des NIH/3T3 : D2Aaa289al 57-
myc, D2TrcA151A156-myc, D2TrcA147A156-myc et D2TrcA137A156-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 contrbles négatifs (mock et pPCMV-myc). Il est difficile de
déterminer a quoi elle correspond. Pourrait-elle correspondre 2 une protéine ressemblant & c-
myc, de poids moléculaire correspondant & 30-40 Kda? Comme nous avons vérifié que les
protéines construites étaient bien produites et que le CDK4 endogene 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 €tre dues au fait que les cyclines D sont difficiles a extraire et
a manipuler. Il faudra refaire cette expérience en prenant bien soin de tout garder a 4°C, pour
s’assurer d’obtenir un meilleur rendement. Alternativement, le poids moléculaire de cette
protéine suggeére qu’elle correspond a la chalne légére des IgG qui ont servis &
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.




CHAPITRE 5

CONCLUSION ET PERSPECTIVES FUTURES

L’activation de proto-oncogeénes cellulaires par mutagenése insertionnelle est un
élément clé dans le processus leucémogene. Le rétrovirus murin Graffi représente un outil
important de recherche (Denicourt et al., 1999) et a permis d’identifier un nouveau site
commun d’intégration rétroviral, Gris 1 (Graffi insertion site 1), qui influence 1’expression du
géne de la cycline D2 (Denicourt et al., 2003). Les intégrations en Gris 1 activent a la fois
’expression de la cycline D2 normale (D2) et I’expression de la cycline D2 tronquée (D2Trc).
Etant donné que la D2Trc semble avoir un réle cellulaire important et qu’elle présente un
pouvoir transformant plus élevé que la D2, il devient trés intéressant de caractériser les

fonctions de cette nouvelle isoforme.

Bien qu’elle soit capable de se lier a la kinase CDK4, la D2Trc se localise
exclusivement dans le cytoplasme des cellules NIH/3T3. Dans ce projet, nous avons tout
d’abord cherché a déterminer quelle région de la D2Trc est impliquée dans cette localisation
cytoplasmique. Les ADNc des protéines D2A157a289 et D2TrcA137al56, obtenus pér PCR
et fusionnés a la EGFP, nous ont permis de constater que la région comprenant les derniers
20 acides aminés de sa boite cycline (a.a. 137 a 156 de la D2Trc) ﬁ’a pas U'information
nécessaire 4 la localisation nucléaire de cette protéine. En effet, la D2A157a289-GFP se
localise dans le noyau. Subséquemment, il a donc €té possible de mettre en évidence
I’importance des 20 derniers acides aminés de la boite cycline de la D2 (a.a. 137 2 156 de la
D2) dans la localisation nucléaire des protéines. Reste maintenant a cerner le ou les résidus
de cette région qui y sont impliqué(s). Un candidat potentiel serait la Thr-154 de la D2. En
effet, ’homologue chez la D1, Thr-156, semble impliqué dans la localisation nucléaire de
celle-ci puisque la D1T156A se localise dans le cytoplasme. (Diehl et Sherr, 1997). De plus,
le fait que la D1T156A garde sa capacité a se lier aux CDK4/6 (Diehl et al., 1997) renforce
I’hypothése i.e. D2Trc garde sa capacité a se lier a la kinase CDK4 malgré 1’absence de cette

thréonine. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait obtenir par PCR la protéine D2TrcP154T,
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auquel on fusionnerait la EGFP. Si cette construction se localise dans le noyau des cellules
NIH/3T3, la thréonine 154 manquante serait alors responsable de la localisation nucléaire de
la D2Tre.

De plus, sachant que I’expression et la stabilité de la D2Trc dépendent de la présence
de stimuli mitogéne IL-3 dans la lignée cellulaire 32Dcl3, il serait intéressant de déterminer
quel résidu de la D2Trc est ciblé par la GSK3p. Ainsi, étudier si I’expression de la protéine
D2TrcT151A fluctue selon la présence de IL-3 dans cette lignée cellulaire nous permettrait
de vérifier si la Thr-151 est ciblée par 1a GSK3p.

La D2Trc semble importante dans la progression du cycle cellulaire et dans I’induction
de la tumorigenése. Il devient alors tout aussi intéressant de comprendre ses interactions
protéiques (directs ou indirects) pour comprendre ses effets biologiques via sa localisation
cytoplasmique. Etaﬁt donné que les Cip/Kip détiennent des fonctions a 1’extérieur du noyau,
soit dans la migration et la prolifération cellulaire, il pourrait étre 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 celluie) (Denicourt, 2002). Pour ce faire, on pourrait utiliser un anticorps a
fluorescence anti-p21°?/p27**, ce qui nous permetirait. de vérifier rapidement et efficacement
la présence de ces protéines dans le cytoplasme.

I1 faudrait vérifier également la capacité de transformation des protéines D2A157a289
et D2TrcA1374156, transfectées dans des MEFs primaire avec un Ha-Ras. activé, ce qui
indiquerait I’importance des 20 derniers acides aminés de la D2Trc (a.a. 137 a 156 de la

D2Trc) dans la tumorigenése.

Il reste maintenant a réessayer I’'immunoprécipitation des constructions (D2A1573289-
myc, D2TrcA151a156-myc, D2TrcA147a156-myc, D2TrcA137a156-myc) en comparaison
avec les contrbles positifs (D2-myc, D2Trc-myc) et négatifs (mock, pCMV-myc), pour

vérifier la région de la D2Trc responsable de sa liaison avec la kinase CDK4. Les résultats
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non concluant peuvent étre expliqués entre autres par le fait que 1’expérience n’a été réalisée

qu’une seule fois.
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