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RESUME

Nur77 (NGFI-B, TR3) cst un récepteur nucléaire orphelin impliqué dans des réponscs
précoces a divers stimuli. Il remplit des fonctions biologiques multiples ct parfois opposées.
Nur77 est essentiel a l'apoptose des cellules T lors de la sélection négative et de 'activation par ¢
RcT. Il semble également jouer un réle dans la régulation de l'apoptose chez les cellules normales
ou tumorales soumises a divers stimuli, dont des dommages 4 'ADN. Dans ce cas, son activité
serait régulée par sa localisation intraccllulaire. Nur77 est également exprimé cn réponsc aux
factcurs dc croissance ct est abondant dans plusicurs tumeurs. De plus, son expression protége
contre certains stimuli apoptotiques. Le but de ce projet de doctorat fut d'élucider les mécanismes

de régulation de I'apoptose par Nur77.

Le premier volet consistait a étudier la localisation de Nur77 lors de l'apoptose par
transfection d'un fusion GFP dans des ccllules HeLa. La localisation cytoplasmique de Nur77 n'a
¢té affectéc par aucun agent génotoxique. Toutcfois, nous avons obscrvé I'apparition rapide ct
réversible de corps nucléaires suite a certains traitements. Les rayons UV, la camptothécine, la
cisplatine et le peroxyde d'hydrogeéne ont provoqué I'apparition rapide (< 4h) de corps nucléaires
dans une majorit¢ de cellules. En revanche, un traitement avec de 1'étoposide ou des rayons
gamma n'a induit que peu ou pas de corps nucléaires aprés 16 h d'incubation. Une troncation de
Nur77 en N-terminal a empéché la formation de corps nucléaires, alors qu'unc délétion en C-
terminal n'a pas affecté la localisation. Les corps nucléaires ne se sont pas superposés a d'autres
structures bien connues. Des inhibiteurs pharmacologiques de voies d'activation ou de fonctions
physiologiques n'ont eu aucun impact sur cc phénoméne, qui fut observé dans d'autres types
cellulaires. Cependant, l'inhibition de la transcription par l'actinomycine D ou le DRB a reproduit
le méme phénomene, ce qui porte a croire que ces structures sont la conséquence d'un stress
transcriptionnel et non pas de dommages en tant que tels. La séquestration de Nur77 dans ces

corps nucléaires a men€ a une inhibition de son activité transcriptionnelle.

Le second volet consistait a évaluer le role apoptotique de Nur77 dans un modéle
cellulaire. Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable Nur77 ainsi qu'une forme dominante-

négative (DN-Nur77) ont été générées. Les cellules exprimant Nur77 étaient résistantes a



I'étoposide, la camptothécine ct la thapsigargine. Fait intéressant, Nur77 augmentait I'apoptose par
de hautes concentrations de FasL mais a diminué l'apoptose suitc a un traitement combiné de
faibles doses de FasL et de cycloheximide. La localisation cellulaire de Nur77 ne fut pas affectée
par aucun traitement. L'activit¢ basale de NF-kB ct la transcription du génc c/AP/ furent
amplifiées chez les cellules 293Nur77. Cette augmentation fut insensible 4 I'inhibition du
protéasome. Des inhibiteurs de la liaison de NF-kB a I'ADN ont neutralisé I'cffet anti-apoptotique
de Nur77. Les ccllules DN-Nur77 ¢étaient pour leur part trés sensibles a FasL ct également
résistantcs a la thapsigargine, cc qui indique que Nur77 peut avoir un potentiel & la fois pro- ct
anti-apoptotique dans la cellule. L'importance potenticlle de Nur77 dans la physiologie des

cellules normales ct tumorales est discutée.

Louis de Léséleuc Francois Denis
Etudiant Directeur de recherche
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CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1 L'apoptose

La mort est indissociable de la vie. C'est unc notion que tout biologistc cst amené a
comprendre. Il est dans l'ordre des choses que la mort assure la continuité des cycles naturcls. Les
Jjeunes doivent remplacer les vieux, le renouvellement continucl des individus assure une
adaptation de la population ct une évolution de I'espéce. Ce concept est unc vérité fondamentale.
Toutefois, un nouveau concept plus surprenant semble se présenter a nous: la mort semble étre
régulée de fagon presque aussi calculée que la vie. Ce qui nous paraissait auparavant accidentel,
voire aléatoire, scmble de plus en plus étre le résultat d'un processus actif. Les mots * suicide ™ et
* autodestruction ” sont évoqués. Les exemples dans la nature sont nombreux, on n'a qu'a penser a
la chute des feuilles a I'automne. Le méme phénomeéne se produit a intéricur du corps, lorsqu'une
cellule doit mourir pour le bien de l'organisme. C'est cc qu'on appelle la mort cellulaire

programmce, ou “ apoptose ”.

1.1.1 Les caractéristiques de I'apoptose

L'idée d'une mort cellulaire qui ne serait pas accidentelle et serait plutdt contrélée par des
¢tapes prédéterminées nc date pas d'hier. Le terme mort cellulaire programmé a été lancé pour la
premiére fois en 1964 par Lockshin (revu dans (1)). Le terme apoptose a été proposé par Kerr et
al. en 1972 (2). Le mot apoptosis provient du grec et signifie “ chute ” dans le sens de pétales de
fleurs ou de feuilles d'arbres. 11 était traditionnellement utilisé pour décrire les manifestations
macroscopiques de cellules mourantes observées dans les tissus, pour bien les distinguer des
ccllules nécrotiques présentes dans les Iésions tissulaires. Avant de décrire les mécanismes
complexes liés a I'apoptose, il est important de définir ce qu'est I'apoptose en opposition & un autre
type de mort cellulaire, la nécrose. Le tableau I résume les différentes caractéristiques
macroscopiques des deux types de mort. Ceci afin de bien comprendre les distinctions

fondamentales entre une mort cellulaire programmée et une mort dite “ accidentelle .

Au niveau du noyau, l'apoptose est caractérisée tout d'abord par un renflement, qui lui
donne une allure de croissant (voir figure 1). Ensuite, la chromatine du noyau se condense, puis se
fragmente en plusieurs portions. Ce phénoméne s'explique principalement par l'action d'une

nucléases qui clivent I'ADN et par la dégradation de protéines qui assurent I'intégrité du noyau.



Ces phénoméncs nucléaires ne se manifestent pas lors de la nécrose, le noyau demcure intact ct
I'ADN n'cst dégradé qu'aprés un temps prolongé, de fagcon non spécifique. Une cellule

apoptotique voit son volume diminué, ses organites sont contractés, ct clle perd sa forme propre

(13 "

ainsi quc sa capacité a adhérer. On assistc alors au phénoménc de * zéiosc ”, qui signific
“ ébullition , et sc traduit par un bourgeconnement et la libération de corps apoptotiques formé de
membranes closes contenant les restes de la cellule. Contrairement a la nécrose, les cellules ne
sont perméables & aucun moment de ce processus, ce qui implique que les contenus cellulaires ne
sont pas libérés dans lc milieu. Une cellule nécrotique, quant a clle, gonfle et sec rompt. La nécrose
n'cst habituellement pas un processus actif, mais plutot accidentel, suite a un traitement qui est
immédiatement 1étal, comme unc perte d'électrolytes, un choc thermique ou physique, ou une
intoxication. L'apoptose dépend d'un processus actif, nécessitant I'action coordonnée d'enzymes et
d'autres facteurs cellulaires, ct requérant de ['énergie. Le résultat final de ['apoptosc est unc
désintégration systématique de la cellule, produisant des corps apoptotiques qui seront rapidement

phagocytés par les cellules environnantes, entrainant peu ou pas d'inflammation. C'est pourquoi

¢ Y

on qualifie l'apoptose de *“ mort silencicuse . Réciproquement, le déversement du contenu
cellulaire par les cellules nécrotiques peut activer le systéme immunitaire ¢t mener a unc
inflammation (3). Il est toutefois important de mentionner que certains processus actifs peuvent
mener & une mort évoquant les caractéristiques de la nécrose; on parle alors de nécrosc

programmée (4). L'importance biologique d'un tel phénomene est encore imprécise.

1.1.2 Importance de I'apoptose

L'apoptose est essentielle a unc variété de fonctions physiologiques. Elle intervient lors de
la formation des tissus lors du développement de I'embryon et du feetus, dans un processus
nommé *“ morphogénése ”. Elle est essentielle a I'élimination des tissus interdigitaux, la formation
du palais et le développement de la rétine et de la muqueuse intestinale (5). Elle cst également
importante pour l'homéostasic des cellules hématopoiétiques: elle permet I'élimination des
cellules immatures qui reconnaitraient des antigénes du soi et seraient donc dangereuses pour
I'organisme. Les cellules activées et recrutées lors d'une réaction immunitaire doivent également
étre éliminées par apoptose pour en permettre la résolution (6). De nombreux stress, comme des
dommages a I'ADN, des brusques changements de température et une oxydation des protéines

vont également induire l'apoptose dans plusieurs types cellulaires (7). Les cellules infectées par



Apoptose

Nécrose

Condensation et fragmentation du noyau

Noyau intact

Bourgeonnement des membrances
(zéiosc), sans perméabilisation

Rupture des membrancs

Présence de corps apoptotiques contenant
des organites intactes

Cellule morte entiére

Clivage de I'ADN nucléaire a des
intervalles réguliers, entre les
nucléosomes

ADN dégradé tardivement

Rétrécissement de la cellule et
compactage des organites

Gonflement des organites ct de la cellule

N'induit pas de réponse inflammatoire

Le contenu cellulaire libéré peut induire
une inflammation localc

Perte de la symétriec membranaire, c'est-a-
dirc désorganisation des lipides

Membrancs inaffectées

Processus actif, énergie dépendant

Processus généralement passif

Tableau I: Caractéristiques morphologiques et biochimiques des deux types de mort

cellulaire.



Cellule saine

Apoptose
Rétrécissement,
condensation

f\-,.,'“:..\.‘
Permeéabilisation '

By
Lo

Zéiose

Lyse cellulaire, Corps apoptotiques,
inflammation phagocytose

Figure 1: Caractéristiques morphologiques de I'apoptose et de la nécrose. La ccllule apop-
totique diminue de taille et sa chromatine se condense. On assiste cnsuite au
phénomeéne de zéiose et la formation de corps apoptotiques qui seront phagocytés.
Une cellule nécrotique augmente de taille et devient perméable. Les débris cellulaires
peuvent entrainer de I'inflammation. Adapté de (289).



des virus vont également étre éliminées par un processus menant a l'apoptose. La mort cellulaire
programmeée est donc a la fois un outil pour fagonner I'organisme ¢t un moyen de défense contre
les dangers qui guettent cclui-ci. Toutcfois, il est & noter que bien que l'apoptose soit
probablement la principale manifestation de la mort cellulaire programmée, il pourrait exister

d'autres types de mort programmeécs non apoptotiques jouant également un réle dans I'organisme.

Un déréglement de l'apoptosc peut également étre associ¢ avec la maladie. Un bon
exemple d'une pathologie associée a unc apoptose insuffisante cst celle du cancer. Les cellules
cancéreuses cxpriment trés souvent non sculement des oncogeénes qui activent la prolifération
cellulaire, mais également des génes qui protégent contre I'apoptose. Elles peuvent aussi perdre
I'expression ou la fonction de génes qui activent celle-ci. Ceci leur permet de se développer dans
l'organisme sans ¢gard aux signaux internes ou cxternes qui induiraient l'apoptosc de cellules
normales, en plus de résister a diverses thérapics anti-tumorales (7). En outre, l'incapacité
d'éliminer par apoptosc les cellules immunitaires activées pcut mener a des maladies auto-
immunes comme le diabéte. Des affections neurologiques comme la sclérose en plaques ou lc
Parkinson, de méme que le sida et d'autres maladies virales, sont pour leur part causées en partic

par une apoptose trop abondante (8).

1.1.3 Régulation de I'apoptose

Une grande partie des premiéres informations sur le rdle, le fonctionnement, et la
régulation de l'apoptose a été obtenue par I'étude du nématode Caenorhabditis elegans. Trois
produit de C. elegans jouent un role fondamental lors de l'apoptose qui intervient au cours du
développement du vers: CED-3 et CED-4 activent l'apoptose et CED-9 I'inhibe (9, 10). CED-3 est
une cystéine protéase ayant des caractéristiques se rapprochant des protéases de la famille ICE
(Interleukin 1B-Converting Enzyme). CED-4 est homologue a APAF-1 chez les mammiféres et est
une protéine faisant partie de I'apoptosome. Chez C. elegans, CED-3 se lie la CED-4 ct cst activé
par auto-protéolyse. CED-9 s'associe a8 CED-4 et CED-3 et empéche l'activation de ce demier.
CED-9 est un membre de la famille Bel-2, qui compte des membres pro- apoptotiques et anti-
apoptotiques. Il est frappant de constater que la structure et la fonction des facteurs régulant
I'apoptose sont conservés du vers a 'Homme en passant par la mouche Drosophile. L'évolution a

doté les mammiféres d'une plus grande variété de protéines régulatrices et effectrices de



I'apoptosc, mais l'action de plusicurs protéincs du vers ct de I'nomme sont interchangeables in
vitro (11, 12). Ces différents factcurs scront décrits dans les scctions suivantes, en commengant

avec les protéases de la famille ICE : les caspases.

1.1.4 Les caspases

Les caspases (pour cystéine aspartases) sont les médiateurs et exécuteurs centraux de
I'apoptose. Elles instaurent unc cascade protéolytique dont le résultat est la dégradation d'un
certain nombre de substrats menant irréversiblement & la mort cellulaire. Les caspases sont
numérotées dc 1 a 14, sclon 'ordre de leur découverte (voir figure 2). Elles sont regroupées cn
sous-familles sclon leur structure ct leur fonction (voir figure 3). Les caspases 1, 4, 5, 11 et 12
sont des caspascs pro-inflammatoires, leur fonction est principalement de cliver les formes
immatures de cytokines comme l'interleukine-13 (pro-IL-1B) et l'interleukine-18 (pro-1L-18)
(13). Leur réle dans la régulation de l'apoptose est mineur, comment en font foi les souris knock-
out de la caspase-1 et dc la caspase-11, dont lcs cellules demcurent sensibles a la mort cellulaire
programmée (14, 15). La seconde sous-famille est composée des caspases 3, 6, 7, 8 ct 10. La
dernicre sous-famille n'a que deux membres: les caspases 2 et 9. Les membres de ces deux
dernicres familles jouent un réle important dans la régulation de l'apoptose, comme I'ont
démontré des expériences avec des souris knock-out, et in vitro dans des modéles cellulaires. En
effet, des souris dépourvues de caspase-3 ct de caspase-9 meurent peu de temps aprés la naissance
des suites d'un développement anormal du cerveau (16, 17). Des embryons déficients cn caspase-
8 meurent aprés 12 jours (18). Les caspases 13 et 14 furent récemment caractérisées et leur
propriétés biochimiques de méme que leurs réles biologiques restent encore a élucider (19, 20).

En

Les caspases sont synthétisés sous forme de zymogénes inertes (précurscurs inactifs)
nommés pro-caspases, qui sont composées d'un pro-domaine inhibiteur, et de dcux domaines
catalytiques, p20 et p10. Ces domaines sont délimités par des sites internes de clivage dont le
dernier acide aminé est un acide aspartique. La structure de ces protéases est illustrée dans la
figure 3. Les caspases inflammatoires sont caractérisées par un pro-domaine de grande taille et
par un segment reliant les deux domaines catalytiques. Les caspases exécutrices 3, 6 et 7 ont des

pro-domaines trés courts. Ceux des caspases initiatrices 2, 8, 9 et 10 sont utilisés pour se lier a des



Caspase Synonyms

1 ICE
| 12a XD
II_—— 112 ICH3
__: 4  ICH-2,TX,CErel il
5 TY, ICE rel ll}
9 Mch6,ICE-LAP6
IL 2 ICH-1
6 Mch2
3 CPP32,Yama,Apopain
7 Mch3,ICE-LAP3,CMH-1
8  Mch5,FLICE,MACH
10 Mch4

Figure 2: Arbre des caspases. Les caspascs sont regroupées sclon leur degré d’homologic.
Les caspases 11 et 12 sont d’origine murinc. Les synonymes de chaque caspascs
sont spécifiés a gauche. Tiré de (22).
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Figure 3: Structure et regroupement des caspases. Les caspases sont illustrées sous leur
forme zymogéne, avec leur pro-domaine et le peptide intervenant. Ceux-ci seront
clivés lors de la maturation, et les deux sous-unités (vert) formeront un hétérodimére
actif. Les sites de clivage sont indiqués, avec les résidus aspartate en rouge. Le pro-
domaine des caspases 8 et 10 contiennent un domaine DED (Death Effector Domain)
liant la forme inactive a I’adaptateur FADD, lié aux récepteurs de mort localisés a la
membrane. Les caspases membranaires initient la voie extrinséque, alors que la
caspases mitochondriale fait partie de la voie intrinséque.



molécules adaptatrices lors de la transduction des signaux de mort, ¢t s¢ nomment ainsi
domaines cffecteurs dc mort ” (death effector domain — DED) dans le cas des pro-caspascs 8 ct
10, ct “ domaines dc recrutement des caspases ” (caspase recruitment domain — CARD) dans lc
cas des pro-caspases 2 et 9. Lorsque lc pro-domaine d'une caspase cst clivé, soit par auto-catalyse
ou par unc autre caspase, la protéine subit un changement de conformation qui provoque lc
clivage du/des site(s) séparant les decux domaines catalytiques. Les secgments obtenus s'assemblent
pour former un hétéro-tétramére composé de deux petites et deux grandes sous-unités, qui cst la
forme active dc la caspasc. Les caspases peuvent cliver des protéines, y compris d'autres caspases,
sclon unc spécificité bicn caractériséc ct parfois redondante. Ainsi, les caspascs-3 et 7
recconnaissent les mémes sites de clivage, soit le tétrapeptide consensus aspartate-glutamate-
valine-aspartatec ou DEVD. Toutcfois, leur expression tissulairc de méme que leur régulation post-

traductionnelle sont différentes (21, 22).

Comme il fut mentionné, les caspascs pro-apoptotiques se divisent en deux catégories,
selon leur fonction : les caspases initiatrices et les caspases exécutrices. Les premiéres
transmettent le signal de mort capté par la cellule et le transmettent aux secondes, qui hydrolysent

des substrats apoptotiques variés menant a l'apoptose en tant que telle.

1.1.5 Les voies d'activation de I'apoptose

La mort cellulaire programmée peut étre initiée par deux séries de mécanismes bien
caractérisés: la voie extrinséque et la voie intrinséque. La premiére est déclenchée par la liaison
d'un récepteur de mort avec son ligand et met en jeu plusieurs protéines recrutées a la membrane
cytoplasmique. La seconde cst déclenchée par des facteurs de stress (oxydation, irradiation,
infection, etc.) captés a l'intérieur de la cellule, et intégre ses signaux au niveau de la
mitochondrie. Toutefois, il est bon de mentionner qu'il existe pas de dichotomie formelle entre les
deux voies. Ainsi, la voie extrinséque peut parfois utiliser des facteurs de la voie intrinséque de

manicre a amplifier le signal de mort, et vice versa.

1.1.5.1 Les récepteurs de mort et la voie extrinséque

La voic extrinséque de l'activation de l'apoptose est caractérisée a la base par le

recrutement et l'activation de la caspase-8, une caspase initiatrice, & la membrane cellulaire. Ce



recrutement est cffectué par le biais de récepteurs de mort. Ces récepteurs jouent un réle capital
dans la transmission de signaux de mort provenant de l'extéricur de la cellule. Les réeepteurs de
mort appartiennent a la superfamille du récepteur du TNF (tumor necrosis factor — facteur de
nécrosc des tumeurs), qui sont définis par des domaines extraccllulaires analogucs, riches cn
cystéines (23). Tous les membres de cette famille sont des protéines transmembranaires de type .
Cectte famille compte de nombreux membres, résumés dans la figurc 4, dont les micux connus
sont Fas (aussi connu sous lc nom de CD95 ct Apol) et TNFR1 (aussi appelé p55 ou CD120a).
Les ligands qui activent ces récepteurs sont des protéines de type I également apparentées entre
clles et appartecnant a la famille du TNF. La figurec 5 résume Ics événements ct les acteurs

impliqués dans le déclenchement de 'apoptosc par les principaux récepteurs de mort.
pliq pop p p p p

1.1.5.2 Structure et fonction de Fas/CD95

Pcut-étre le mieux connu et le plus important les récepteurs de mort, le récepteur Fas jouc
un réle important dans au moins trois processus physiologiques: (i) la délétion périphérique de
cellules T activées; (ii) la destruction de cibles telles que des cellules infectées par des virus ou
des cellules tumorales par des cellule T cytotoxiques et par des cellules tueuses naturclles (NK);
(iii) la destruction de cellules inflammatoires dans des sites immuno-privilégiés comme 'ocil ou

les testicules (24).

Le ligand de Fas (FasL) existe sous forme d'homotrimére a la surface de la cellule et en
solution. La forme soluble de la molécule est produite suite a un clivage par des métalloprotéases
de la matrice (25). La liaison du trimére au récepteur induit un changement de conformation qui
méne a l'assemblage des domaines de mort (ou DD pour death domain) présents dans sa queuc
cytoplasmique et a I'agglomération des récepteurs. Un tel événement entraine le recrutement d'un
assortiment de protéines pour former le DISC (death-inducing signaling complex). Les différentcs
composantes du DISC ainsi que les étapes menant a sa formation sont résumées dans la figure 5.
La premiére molécule a étre recrutée au DISC est la protéine adaptatrice FADD. Celle-ci est
composée d'un domaine de mort qui interagit de maniére homotypique avec celui de Fas, et d'un
domaine effecteur de la mort (ou DED death effector domain) présent sa partic C-terminale.
FADD interagit a son tour avec des protéines contenant des DED, telles que les caspases 8 et 10

26). L'agrégation des caspases meéne a son tour a une protéolyse auto-catalytique et ainsi a
greg, p p y ytiq
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Ligands de mort Récepteurs de mort

Fas/CD95/APO-1

FasL
DcR3
- _--'J DR4/TRAILR1
TRAIL IJ DR5/TRAILR2
DcR1/TRAILR3
) DcR2/TRAILR4
DR3L ‘1 Dr3

-1 Dré
1+ I TNFR1/CD120a

¥ = site de clivage [ = domaine de mort

Figure 4: Les récepteurs de mort. Les réceptcurs de mort appartenant a la superfamille du
récepteur du TNF sont énumérés a droite et leurs ligands respectifs sont illustrés a
gauche. Les récepteurs se présentent sous forme de triméres et conticnnent tous des
"domaines dc mort" dans leur queue cytoplasmique. Certains membres sont des
récepteurs "leurres" (Decoy receptor ou DcR) solubles, sans domaine de mort. Les
triangles représentes les site de clivage dans la partie extracellulaire des ligands, par
des métalloprotéinases de la matrice, afin de générer les formes solubles. Adapté de
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I'activation de celles-ci. L'enzyme mature cst ensuite libérée du complexe et peut aller cliver ses
substrats dans la ccllule. Un mutant de FADD dépourvu de DED agit comme un dominant-négatif
(DN) ct bloque I'apoptosc induitc par Fas et TNFR1 (27). Fait intéressant, dans certains types
ccllulaires, divers stress tcls que des dommages a 'ADN semblent pouvoir activer FADD et
mener & son agrégation sans toutcfois passer par FasL, entrainant l'activation de la caspase-8 ct
l'initiation de I'apoptose (28, 29). Cette capacité semble étre liée a la phosphorylation de FADD
(30). FADD semble ¢galement réguler d'autres voics physiologiques, puisque des souris FADD
knock-out ne sont pas viables, et les thymocytes dépourvus dc FADD sont incapables de

proliférer. (31).

Il existe une protéine d'herpesvirus nommée v-FLIP (viral-FLICE-like inhibitory protein)
capable d'inhiber la cascade apoptotique initiée par Fas cn bloquant I'activation dc la caspasc-8
(32). Deux homologues de cette protéine ont été identifiés chez 1'humain, nommés c-FLIP(S)
(court) et c-FLIP(L) (long). Les deux protéines contiennent des domaines DED ct pcuvent se lier
a FADD. c-FLIP(L) contient ¢galement un domaine protéase apparenté a celui de la caspase-8,
mais inactif. Le réle de c-FLIP(L) est encore mystéricux, puisque certains ont montré qu'il
pouvait inhiber I'apoptose (33), alors que d'autres ont démontré le contraire (34). Divers types
cellulaires résistants a l'apoptosc par le biais de Fas présentent unc expression élevée de c-
FLIP(L) (35, 36). Toutefois, des souris déficientes en c-FLIP ont un phénotype semblable a celles
dépourvues du géne de la caspase-8 ou de FADD (37).

Plusieurs autres protéines ont été identifiés en association avec Fas. Leur réle dans
I'apoptose est moins bien défini et semble varier d'un type cellulaire a l'autre. L'unc d'elles a pour
nom Daxx. Il a été¢ démontré que Daxx pourrait se lier 4 la portion intracytoplasmique de Fas, & un
site différent de celui de FADD (38). Daxx peut déclencher une voie apoptotique indépendante de
FADD, et activer la kinase sensible au stress INK (c-Jun N-terminal kinase) (39). En paralléle, il
fut démontré que Daxx était une composante des corps nucléaires PML, et jouait également un
role de répresseur transcriptionnel (40). Dans le DISC, on retrouve également RIP (receptor-
interacting protein), une kinase contenant un domaine de mort qui peut interagir avec Fas. On lui
préte un rdle dans l'initiation d'une voie de signalisation indépendante de la caspasc-8 menant 2 la

mort par nécrose chez des cellule T (41).
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1.1.5.3 La signalisation par le TNFR1

Bien que partageant plusicurs propriétés structurales de méme quec des partenaircs
d'interaction, I'activation du TNFR1 et de Fas n'ont pas les mémes conséquences sur la cellule. Le
TNF cst avant tout une cytokine pro-inflammatoire; I'engagement du TNFR1 se solde donc dans
la plupart des cas par I'activation de génes importants dans la réponsc immunitaire. La cascade de
signalisation déclenchée par le TNFRI est beaucoup plus complexe que pour Fas; clle cst
composée d'unc branche pro-apoptotique impliquant FADD et unc branche anti-apoptotique
mcnant a l'activation des facteurs de transcription tels que NF-kB et AP-1 (42). La branche
apoptotiques est rarement activée, & moins que la synthésc des protéines nc soit inhibée. La
protéinc TRADD est rcquise pour la transmission de signal par le TNFR1. C'est unc protéinc
adaptatricc contenant un domaine de mort, qui fait le lien entre le récepteur ct Ies protéines FADD
ct RIP. Dans le contexte du TNFR1, RIP peut & son tour recruter une autre protéine adaptatrice,
RAIDD, via leurs domaines de mort respectifs. RAIDD posséde un domaine CARD capable de
recruter et d'activer la caspase-2, unc caspasc initiatrice dc I'apoptosc (43). RIP participe
¢galement 4 la voie anti-apoptotique. Des souris déficientes cn RIP démontrent une apoptose
massive dans leurs tissus lymphoides et adipeux, qui pourrait s'expliquer par le réle de cette
molécule dans l'activation du facteur NF-«kB (44). En se liant a la protéinc TRAF2 (TNF-
Receptor-Associated Factor 2 — facteur 2 associé au récepteur du TNF), RIP peut également
transmettre un signal activant la voie des MAPK, avec pour résultat l'activation de JNK ct de AP-
I (45). On soupgonne que I'équilibre cntre les complexes pro- et anti-apoptotiques ainsi formés
détermine le sort de la cellule (46). Contrairement & Fas, la formation des complexes au niveau de
TNFRI s'effectucrait en deux étapes: d'abord un complexe membranaire pré-apoptotique
(complexe I) contenant RIP et TRAF2 et apte 4 activer NF-kB puis un complexe soluble
(complexe II) pro-apoptotique contenant FADD et la caspase-8 (47).

1.1.5.4 Autre récepteur de mort: récepteurs de TRAIL et DR3.

Le ligand TRAIL/Apo2L (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) et scs récepteurs
(DR4, DRS5, DcRI et DcR2) présentent de fortes homologies avec la voic FasL/Fas, tant aux
niveaux de la structure que de la fonction. Son role biologique est toutefois moins bien connu.
Contrairement aux autres ligands, dont I'expression est fortement régulée, celle de TRAIL est

détectable dans une plus grande variété de tissus: lymphocytes, rate, thymus, prostate, ovaires,
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colon et placenta (48). A part certaines tumeurs, les seuls cellules identifiées Jjusqu'a maintenant
qui sont susceptibles a I'apoptosc induitc par TRAIL sont des lymphocytes T activés, suggérant un
role dans la régulation dc la réponsc immunitaire (49, 50). La signalisation par lcs récepteurs
fonctionnels de TRAIL cst encorec nébulcuse. Comme pour Fas, clle semble mettre cn jeu un
DISC contenant TRADD, FADD, TRAF2, ct RIP (51, 52). La voie TRAIL est trés intéressante
pour la lutte contre le cancer, car plusicurs tumeurs sont sensibles a I'apoptose par ce facteur. Une
combinaison de TRAIL ct de la chimiothérapic est particulierement efficace pour I'élimination
des tumecurs, probablement parce que plusicurs agents génotoxiques stimulent I'expression du

récepteur DRS, de maniere p53-dépendante (53, 54).

Le récepteur DR3, dont le ligand est Apo3L, démontre dc fortes similarités avec le
TNFR1 dans la transduction des signaux ct les effets sur la cellule. Les différences dans leurs
roles biologiques se situcraient plutét au niveau de I'expression des ligands ct des récepteurs dans

les différents tissus (55).

1.1.6 Les voies d'apoptose extrinséque de type I et de type II

La complexité dans la transmission de signal cxtrinséque nc s'arréte pas au niveau de la
membranc. En cffct, la formation du DISC et l'activation de la caspases-8 pcut mener a
I'activation des caspases effectrices par le biais de deux types de cascade, selon la nature de la
ccllule. Dans les cellules de type I, le recrutement de FADD et la formation du DISC sont trés
efficaces, ce qui entrainc une conversion massive de pro-caspase-8 en enzyme mature, capable
d'activer directement la caspase-3 et de mener rapidement a I'exécution de l'apoptosc. (56). Dans
les cellules de type II, la formation du DISC est inefficace et peu de caspase-8 est produite. Afin
d'amplifier le signal, ces cellules ont besoin d'activer une voie mitochondriale. Celle-ci est initiée
par le clivage de Bid, un membre de la famille Bcl-2, par la caspase-8. La forme tronquée de Bid
(tBid) est transloquée vers la mitochondrie ot elle induit la libération de cytochrome c et d'autres
facteurs pro-apoptotiques appartenant a la voie intrinséque, dont les détails seront cxposés dans le
chapitre suivant. Le résultat ultime de ce phénoméne est l'activation de la caspase-3. Cette
derniére peut a son tour cliver davantage de caspase-8 et amorcer une boucle d'amplification, en
plus de cliver des substrats apoptotiques. Ce type d'apoptose est sensible a la surexpression de

Bcl-2 ou Bcl-XL. Elle est plus facilement bloquée par c-FLIP, puisqu'une moins grande quantité
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de cet inhibiteur est requise pour empécher la conversion de la pro-caspasc-8 (33). Des études
avec des souris déficientes en Bid ont montré que les thymocytes empruntent la voie Fas classique
ct sont donc des cellules de type I, alors que les hépatocytes sont de type 11 ¢t empruntent la voic
mitochondriale (57). Ces résultats ont été¢ corroborés chez des souris surexprimant Bcel-2, dont les

hépatocytes mais non les thymocytes étaient protégés contre 1'apoptose induite par Fas (58).

1.1.7 La voie intrinséque de l'apoptose et le role de mitochondrie

Pour fairc face aux dangers et aux stress qu'clic rencontre tout au long de son
développement, la cellule est munic d'une foule de mécanismes assurant son homdostasic. Elle cst
ainsi capablc dc réparer son ADN si celui-ci est endommagé, de produire des factcurs pour
stabiliser les protéines lors d'un choc thermique, ct d'arréter sa croissance ou méme de digérer
certaines de ses composantes si les nutriments viennent a manquer. Néanmoins, si cettc
homcostasic est perturbée au-dela d'un certain scuil, ou “ point de contréle ”, la voic intrinséque
de I'apoptosc cst déclenchée. Méme si Ies éléments perturbateurs sont nombreux, les mécanismes
menant & l'apoptose par cette voic sont ¢tonnamment bien coordonnés ct sont conscrvés quelque
soit le stimulus. Ils ont pour centre d'intégration un organite dont le réle cst aussi important

qu'inattendu: la mitochondrie.

La mitochondric est bien connue pour son réle dans la respiration cellulairc. Cependant,
cet organite renferme également une panoplic de facteurs pro-apoptotiques qui sont cn temps
normal séquestrés du reste de la machinerie utile a I'exécution de l'apoptose. Lorsque des signaux
pro-apoptotiques sont captés par la mitochondrie, celle-ci subit des changements physico-
chimiques: une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (Ay) et une transition de la
perméabilité (TP). La dissipation du Ay méne a la dépolarisation de la membrane interne de la
mitochondrie et a l'arrét de la respiration cellulaire. La TP serait rendu possible par la formation
d'un pore de la transition de la perméabilité (PTP) a la surface de la mitochondric, qui laisserait
s'échapper les solutés et les molécules de masse inférieure a 1,5 kDa (59). La perméabilisation de
la mitochondrie provoque un choc osmotique et la rupture de sa membrane externc, ce qui libére
les facteurs pro-apoptotiques de la matrice. Le plus important d'entre eux est le cytochrome ¢, un
transporteur d'électrons dans la mitochondrie qui devient une composante de 1'apoptosome dans le

cytoplasme (60, 61). D'autres protéines comme le facteur inducteur d'apoptose (AIF - Apopftosis
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inducing factor) (62), lI'endonucléasc G (63), Smac/DIABLO (64), ct HtrA2/Omi (65), sont
¢galement cxpulsés. Ce phénomene libere également des réactifs oxygénés et des ions Ca?* dans
le cytosol. De plus, on a rapporté que les pro-caspases 2, 3 ct 9 présentes dans l'espace
intermembranairec dc la mitochondric étaicnt transloquées dans le cytoplasme par la méme
processus (66, 67). L'assemblage du PTP cst sous le contréle des membres de la famille Bel-2, qui
scra décrite dans la scction suivante. Il est a noter que la libération du cytochrome ¢ peut étre
observée en l'absence de TP ct de dissipation du Ay (68), ce qui signale I'existence d'unc autre

voic dc translocation.

1.1.7.1 La famille Bcl-2

Le génc Bcl-2 est un proto-oncogéne qui a été identifié initialement au sitc de la
translocation chromosomique t(14;18) typique dc cas de lymphomes folliculaires de cellules B
(69). Ce fut lc premicr oncogéne découvert dont la fonction n'était pas d'activer la prolifération
cellulaire mais plutét de bloquer la mort cellulaire suite 4 de nombreux stimuli physiologiques et
pathologiques, ct correspondait a I'homologue mammifére de CED-9 (70). Des souris
transgéniques cxprimant constitutivement l'oncogéne Bcl-2-Ig ont fourni une foule d'informations
sur sa fonction biologique et sur la régulation de I'apoptose en général. Ces souris accumulent les
ccllules B, non pas a cause d'unc prolifération accrue, mais plutot di a un taux de survie anormal,
et finissent par développer des lymphomes monoclonaux résistants a I'apoptose (71). Ce fut une
surprise de constater que la protéine Bcl-2 se localisait aux mitochondries (72), ct cette

constatation ouvrit tout un volet de la recherche sur la mort cellulaire programmée.

Nous savons maintenant qu'il existe une famille enti¢re de protéines analogues a Bcl-2,
qui compte chez les mammiféres jusqu'a 30 membres ou parents et comprend a la fois des
membres pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Ceux-ci contiennent au moins 1'un des quatre
motifs “ BH > (pour Bcl-2 homology), présents dans la protéine Bcl-2, et ainsi nommés BHI &

BH4 (73). Les principaux membres sont illustrés dans la figure 6.

Le premier sous-groupe de cette famille est composé de membres anti-apoptotiques tels
que Bel-2, Bel-XL, Al, Mcl-2 et Bel-w. Ceux-ci contiennent les quatre domaines BH ainsi qu'un
domaine d'ancrage a la membrane. Le deuxiéme groupe comprend les membres pro-apoptotiques

a domaines multiples: Bax, Bak et Bok. Ils ont également la capacité de s'arrimer a la membrane
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et comportent les domaines BHI, BH2 ¢t BH3. Finalement, la derniére sous-classc contient lcs
membres pro-apoptotiques ne possédant que le domaine BH3: Bik, Bid, Bad, Bim, PUMA,
NOXA, Hrk, ctc. A moitié d'entre eux n'ont pas de domaines transmembranaires ct s'associent
dircctement avec les membres des groupes 1 ou 2, pour les activer ou les inhiber (74). Le géne

EGL-1 de C. elegans est le prototype des BH3-uniques retrouvés chez les mammiféres (75).

La figurc 6A illustre certaines des interactions entre les différents membres de la famille
Bcl-2, ainsi que les différentes voics qui les affectent. La théoric veut que lors de leur activation,
les membres du groupe 2, principalement Bax et Bak, forment des pores & la surface de la
mitochondric permettant la libération de cytochrome c. Ces pores scraient Ic résultat d'une
oligomérisation de Bax ct Bak (76), ou encore de I'assemblage du PTP (77). En cffet, plusieurs
membres de la famille Bcl-2 présentent des similitudes avec le temps des toxines bactériennes
formant des pores (78), et il fut démontré que Bax et Bid étaient capable de former des canaux ct
de perméabiliser des vésicules membranaires artificielles riches en cardiolipine, un lipide propre
aux mitochondrics (79). Ceci expliquerait la libération de cytochrome ¢ observée avant la rupture

de la mitochondric (80).

Bax ct Bak sont reconnus comme étant les principaux inducteurs de la libération des
factcurs apoptogénes mitochondriaux. Ils remplissent des fonctions fondamentales mais
redondantes. Ainsi, des souris déficientes soit en Bax ou en Bak sont encore sensiblcs 4 I'apoptosc,
mais des souris déficientes pour les deux génes sont résistantes 4 une panoplic de stimuli pro-
apoptotiques (76). Dans des cellules saines, Bax et Bak sont présents dans le cytosol ou dans le
noyau. Suite 4 un stimulus pro-apoptotique, ils subissent un changement de conformation qui leur
permet de s'ancrer solidement dans la membrane mitochondriale externe (81). L'expression de
Bax peut étre régulée a la hausse par l'activité transcriptionnelle de p53. Tout récemment, on a
observé que cette méme protéine pouvait directement activer Bax a la mitochondric ct favoriser
son oligomérisation et ainsi la libération de cytochrome c (82). Cette action est analogue au rdle

rempli par la majorité des nombreuses protéines pro-apoptotique “ BH3-seul ”.

Les membres de cette sous-famille n'ont qu'un ou deux petits motifs BH3, un domaine
d'interaction qui est & la fois nécessaire est suffisant a l'action pro-apoptotique (83). Ces protéines

agissent directement ou indirectement sur Bax ou Bak pour promouvoir leur activité. Certaines
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d'entre clles, dont Bid et Bim, facilitent directement l'oligomérisation de¢ Bax/Bak. Comme
mentionné précédemment, Bid connccte les récepteurs de mort a la voic intrins¢que. Sa forme
inactive de 22 kDa est clivée par la caspases-8. Le fragment tronqué de 15 kDa (tBid) cst par la
suitc myristoyl¢ et transloquée a la mitochondric (84). Bim cst lié au cytosquclettc ct est activé en
réponsc a divers stimuli (85). Bad ct Bik, quant a eux, sc lient 4 Bcl-2/Bcl-XL et empéchent leur
action inhibitrice, notamment en compétitionnant pour leur sitc de liaison aux membres pro-
apoptotiques (86). Bad est une phosphoprotéine inactivéc par la kinase Akt cn réponsc a des
signaux de croissance ou dc survic (87). Bik est régul¢ au niveau transcriptionnel ct post-
transcriptionnel par la voic du calcium (88). Les protéines *“ BH3-scul ” NOXA ct PUMA sont
sous le contrdle transcriptionnel de p53 et sont produits cn réponsc aux dommages a ' ADN (89,

90).

Ces nombreux facteurs favorisant la mort cellulairc nous aménent & Bcl-2 et a son
comparse Bcl-XL, dont le rélc majeur est de contrebalancer tout cet arscnal. En gros, ces deux
protéines remplissent leur fonction anti-apoptotique en séquestrant les membres pro-apoptotiques
par la liaison de leur domaine BH3 (91). Ceci prévient en bout de ligne l'oligomérisation de Bax
ou de Bak et tous les événements qui s'ensuivent: libération de cytochrome c, chute du Ay,
transition de la perméabilité, etc. On soupgonne toutefois un second réle a Bcl-2 dans I'inhibition
de l'apoptose, en se basant sur I'action de CED-9, son homologue chez C. elegans. CED-9 se lie a
CED-4, un homologue de APAF-1, et inhibe ainsi directement l'activation des caspases
exécutrices. Chez les mammiféres, Bel-2 ne se lie pas & APAF-1 (92). Toutefois, Bcl-XL (93)
ainsi que des nouveaux membres de la sous-classe anti-apoptotique, tels que Boo (94) et Bcl-xES

(95), semblent pouvoir lier et inhiber a la fois Bax/Bak et APAF-1.

L'action des protéines de la famille Bcl-2 ne se limite pas a la mitochondric. On retrouve

également certains de ses membres a la surface du réticulum endoplasmique (RE).

1.1.7.2 Autres molécules affectant la mitochondrie

Outre les protéines de la famille Bcl-2, d'autres facteurs peuvent s¢ localiser a la
mitochondrie et moduler la libération du cytochrome c. SAPK/JNK, une kinase dc la famille des
MAPK, est activé en réponse a une panoplie de stress. Lors de dommages a I'ADN, on a observé

sa translocation vers la mitochondrie. A cet endroit, il peut interagir avec Bcl-XL et le
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phosphoryler. On ignore pour l'instant si cc phénomeéne cst cn partic responsable de la libération
du cytochrome c, ou plutdt de I'action anti-apoptotiques de Bcl-XL, qui séquestrerait ainsi JINK

(96).

Le récepteur nucléaire orphelin Nur77/TR3 est un autre facteur dont on a démontré la
translocation mitochondriale ct la libération subséquente de cytochrome c, cette fois en réponse
au TPA, a I'étoposide, aux rétinoides synthétiques ct a l'ionophore de calcium A23187 (97).
Récemment, la méme équipe a démontré que Nur77 intcragissait avec Bcl-2 ct provoquait un

changement conformationnel de ce dernier, le convertissant en une forme pro-apoptotique (98).

La protéine kinase C delta (PKCS) est une kinasc pro-apoptotique. Suitc 4 son activation
par le TPA, elle peut sc localiser a la mitochondric et perturber le potentiel membranaire (99).
Comme mentionné précédemment, pS3 peut lui aussi sc transloquer vers la mitochondric cn
réponsc a des bris d'ADN ou a l'hypoxic (100, 101). Il remplit & cct endroit une fonction
semblable aux protéines BH3 ct active Bax (82). De manicre analogue, I'histone H1.2 est exporté

du noyau suite a des coupures des deux brins d'ADN et provoque l'oligomérisation de Bak (102).

1.1.7.3 L'apoptosome

La libération du cytochrome c dans lc cytosol est un phénomene répandu dans I'apoptose.
En dehors de la mitochondrie, son action cst d'induire 1'assemblage de I'apoptosome. La figure 6B
illustre les étapes menant a la formation et a l'activation de I'apoptosome. Ce complexe multi-
moléculaire met en jeu la protéine adaptatrice APAF-1, qui est I'homologue mammifére de CED-
4. La structure tridimensionnelle de derniére met en évidence deux domaines WD40 entre
lesquels est intercalé un domaine CARD. Lorsque le cytochrome ¢ est présent dans le cytosol, il
se lie aux domaines WD40, déplace le domaine CARD et induit un changement dc conformation
ATP-dépendant. Ceci déclenche I'assemblage de I'apoptosome en une structure heptamérique en
forme de roue. La pro-caspase-9 s'associe par la suite au centre de ce complexe par l'intermédiaire
de ses propres domaines CARD et subit & son tour un changement de conformation et une
dimérisation qui active sa fonction enzymatique (103). La caspases-9 mature va par la suite cliver

et activer les caspases exécutrices.
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1.1.7.4 Les réticulum endoplasmique et I'apoptose

En plus des voies intrinséques ct extrinséques, une autre voic paralléle de I'activation de
l'apoptose existc au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Nous en savons moins sur ses
mécanismes d'activation ct de régulation, mais clle est présentement sous ¢tude intensive. Cette
voic apoptotique est déclenchée par le stress du RE. Cet organite est responsable de la production
dc protéines sécrétées ct membranaires. Lorsque sa fonction est perturbée, par cxemple par un
choc thermique ou une production de protéincs aberrantes, on assiste a I'activation d'unc voie de
réponse au stress nomm¢ “ réponse des protéines dépliées ” ou “ UPR ” (pour Unfolded Protein
Response), qui permet de rétablir I'homéostasic entre autres grace a la production de chaperoncs
(104). Si cette réponse est incapable de rétablir 1'équilibre et que le stress persiste, on assiste au
déclenchement de I'apoptose par une voic distincte des autres voies décrites précédemment, bien
que partageant certains points communs avec elles. L'accumulation de protéines mal replides dans
des cellules et l'apoptose qui s'ensuit serait l'agent causal de plusicurs maladies

ncurodégénératives, comme les maladies de Huntington, de Alzheimer, et de Parkinson (105).

Plusieurs agents pharmacologiques sont capables d'induire le stress du RE. L'inhibition de
la N-glycosylation par la tunicamycine, du transport au Golgi par la Brefeldine A, ct dc la pompe
ATPase Ca** du RE par thapsigargine, provoquent un stress de RE et ces agents sont utilisés
couramment pour induire l'apoptose. L'initiation de celle-ci au niveau du RE semble dépendre de
l'activité de la caspases-12. Cette enzyme sc localise a la face cytosolique du RE ct son activation
par protéolyse est spécifique a cet organite (106). Des souris et des cellules caspase-12 nulles sont
partiellement résistantes & l'apoptose induite spécifiquement par les stress du RE (107).
L'activation de la pro-caspase-12 semble passer par les calpaines (107), ou par la caspase-7 (108).
Irel, une chaperone du RE, jouerait également un réle dans l'activation de la caspase-12 en
favorisant son oligomérisation via le recrutement de TRAF2 (109). Le pro-domaine de la
caspase-12 contient un motif CARD qui pourrait recruter et activer la caspase-9 de maniére
analogue a APAF-1. En effet, certains ont constaté que l'apoptose par le stress du RE était

dépendante de I'activité de la caspase-9 mais indépendante de APAF-1 (110).

L'importance de la caspase-12 est obscurci par le fait que le géne humain est non

fonctionnel. Des indices suggérent qu'il existe une protéine homologue chez I'humain, mais les
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prcuves se font attendre. L'activation des caspases au niveau du RE pourrait également étre
accomplic par l'intermédiaire de la caspase-8, possiblement via NRADD/PLAIDD, unc protéine
transmembranaire du RE semblable aux réccpteurs de mort ct capable l'activer cette caspase en

réponsc au stress du RE (111, 112).

L'apoptose par le stress du RE pourrait également étre véhiculée indirectement par la
mitochondrie, par l'activation calcium-dépendante de Bad, Bax ct Bak. Il est important de
mentionner que des membres de la famille Bcl-2 ont été observés a la surface du RE. La
formation d'un canal par Bax/Bak dans la membrane du RE permettrait la libération de calcium
dans le cytosol (113). Le stress du RE peut éventuellement mener a la libération de cytochrome ¢
de la mitochondrie (114). La tyrosine kinase c-Abl joue un rdle-clef dans cc phénoméne. Suite a
un traitement a la thapsigargine, c-Abl est activé et passc du RE & la mitochondrie. Son
mécanisme d'action a cet endroit est encore inconnu (115). Le facteur de transcription NF-kB est
activé suite a la réponse a une surcharge du RE (116). La MAP kinasc de stress JNK est également
activée au niveau du RE via son association avec TRAF2/Irel (117). Ces trois dcrniers facteurs

(JNK, NF-kB, c-Abl) ont ét¢ associés a I'apoptose dans plusicurs systémes (118).

Comme la mitochondrie, les réticulum endoplasmique semble étre un site d'intégration ct
d'amplification des signaux apoptotique intrinséques ou extrinséques. Par exemple, un nouvel
isoforme de la procaspase-8, procaspase-8L, cst associ¢ a la face cytosolique du RE. Cette
protéine s'associe au complexe BAP31 du RE, et son activation ct régulée par Bcl-2 (119). Le
clivage de BAP31 par la caspase-8 le convertit d'un inhibiteur 4 un activateur de l'apoptose, ce qui
entraine la libération de calcium du RE et de cytochrome ¢ de la mitochondric (114). La libération
de calcium a partir des réserves du RE va entrainer l'activation des calpaines, qui sont des
protéases a cystéine dépendantes du calcium capables de cliver des caspases et certains de leurs
substrats (120). Par le biais de la calcineurine, le calcium active également BAD ct le facteur de
transcription MEF2. Ce demier affecte positivement la transcription de Nur77, impliqué dans
I'apoptose des cellules T (121). Par ailleurs, la présence de calcium dans le cytoplasme favorise

directement la formation du PTP mitochondrial (113).
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1.1.8 La réponse au stress et I'apoptose

1.1.8.1 La voie p53 et les dommages a I'ADN

Il existe un grand nombre de voies de régulation de l'apoptose, a la fois positives ct
négatives, qui sont activés dans des circonstances précises. Néanmoins, pcu d'entre clles ont été
caractérisé dc fagon aussi cxhaustive que la voie de p53, impliquée dans la survcillance de
l'intégrité du génome. p53 cst le géne suppresscur de tumcur lc micux connu ct le micux
caractérisé. Il a été démontré qu'il était inactivé dans plus de 50 % des cancers humains (122). pS3
jouc un réle de gardien de l'intégrité¢ du matéricl génétique cellulaire. Il est activé en réponse a des
oncogénes, a I'hypoxie, aux dommages aux microtubules ct principalement aux dommages a
I'ADN. Son rdle premier est d'arréter la croissance cellulaire (points de contréle) cn augmentant
par sa fonction transcriptionnelle des génes tels que p2/#4F1/CIP) "et de favoriser la réparation des
dommages notamment en régulant a la hausse les facteurs Ku70, DDB2 et XPC (123). p53 peut
¢galement modifier la structure de la chromatine pour permettre l'accés a la machinerie de
réparation (124), et méme dircctement reconnaitre les lésions et recruter des facteurs de réparation
(125). Toutefois, si des dommages sont trop importants, p5S3 cesse son activité de réparation ct
stimule plutét l'expression de plusicurs genes pro-apoptotiques: Bax, Puma, Noxa, APAF-1, Fas,
ct DR5 (126). 1l peut également inhiber I'expression de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2,
Bcl-XL ou survivine (127). p53 augmente également I'expression d'une protéinc adaptatrice,
PIDD, constituant principal du PIDDsome, un complexe cytoplasmique multi-protéique
contenant la caspase-2 et capable de provoquer l'apoptose en réponse aux stresss génotoxiques
(128). Tel que mentionné précédemment, p53 est de surcroit capable d'induirc l'apoptose

indépendamment de son activité transcriptionnelle en se localisant a la mitochondric.

Bien que le géne suppresseur de tumeurs p53 puisse étre activé au niveau transcriptionnel
par des stress génotoxiques, sa régulation s'effectue principalement au niveau post-traductionnel.
L'oncogéne MDM?2 est le principal facteur qui limite 'activité de p53. MDM2 est unc ubiquitine-
ligase qu'il se lie spécifiquement a p53, inhibe sa liaison a ' ADN, et induit sa dégradation par la
protéasome. Son expression dans la cellule permet de conserver des niveaux bas de p53.
L'ubiquitination et la dégradation de p53 sont également facilités par des oncogenes viraux tels
que E6 du papillomavirus humain et EIB*¥ de I'adénovirus. Inversement, la protéine HAUSP

peut enlever les groupements ubiquitine et ainsi stabiliser p53 (129). En réponse aux stress
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génotoxiques, plusieurs kinases sensibles aux dommages a 'ADN sont activées: ATR, ATM,
Chk1/2, DNA-PK, ctc. En plus de jouer un role dans la coordination dc la réparation de I'ADN,
certaines d'entre clles (ATR, ATM, Chk2) vont directement phosphoryler p53 a plusicurs sites, ce
qui empéche son interaction avec MDM2, lc stabilisc ct lui permet ainsi d'accomplir ses fonctions
(130). Dans unc boucle de régulation négative, p53 pecut activer la transcription du géne dc

MDM2. Chk2 peut phosphoryler ct activer I'oncogénc et factcur de transcription E2F-1 (131).

E2F-1 joue un role clé dans l'activation du cycle cellulaire, mais démontre également une
activité pro-apoptotique cn augmentant l'expression des génes de pro-caspases, de APAF-1, ATM
(132), p73 (une protéine apparentée a p53) ct de ARF (133). De plus, on a récemment démontré
que E2F-1 activait dircctement la transcription de membres de la famille BH3-uniques tels que
Bim, Noxa et Puma (134). Lc répresseur de tumeurs Rb se lic @ E2F-1 et l'inactive (135), ce qui
entraine une inhibition de la prolifération, mais également de sa fonction pro-apoptotique. Rb est
toutefois rapidement déphosphorylé puis dégradé par des caspases lors de l'apoptose (136). Il a été
démontré que le répresseur de tumeurs ARF pouvait bloquer l'activité de MDM2 ct stabiliser ainsi
p53 (137). Toutefois, ARF est également capable d'inhiber E2F-1 ct n'est pas requit pour l'activité
apoptotique de ce dernier (138). Outre E2F-1, ARF est également activé par 'oncogéne ct facteur
de transcription c-Myc (139). La cellule posséde donc des mécanismes de slireté pour induire
I'apoptose suite a une activation non planifiéc de facteurs induisant la prolifération cellulaire, qui

est souvent l'ocuvre de virus oncogenes.

La kinase Akt/PKB est activée par des signaux de croissance et de survic par la voie
PI3K. Cette kinase est reconnue pour phosphoryler et inactiver une panoplic de facteurs pro-
apoptotique comme Bad, caspases-9, Nur77 et Forkhead; et activer des facteurs anti-apoptotiques
comme NF-kB et MDM2 (140). Akt est donc un régulateur négatif de pS3 et dc I'apoptose en
général, d'ou son implication dans plusieurs tumeurs. Outre la phosphorylation, I'ubiquitination et
les interactions protéine-protéine, la protéine p53 est également modifiée par acétylation, ce qui
favorise sa stabilisation (141), de méme que par sumoylation, ce qui module sa localisation intra-

nucléaire (142). La figure 7 résume les différents mécanismes de régulation de la protéine p53.
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1.1.8.2 La voie des SAPK dans la réponse aux stress

Parmi les voics véhiculant le signal apoptotique en réponse aux dommages a I'ADN ct &
d'autres stress, on retrouve la voic des MAPK, plus spécifiquement des kinase activée par le stress
(SAPK) p38 ct INK. Les protéincs kinases JNK (pour c-Jun N-terminal kinasc) ct p38 sont
activées principalement par des stimuli de stress, mais aussi par certains signaux de prolifération.
Lec facteur de transcription c-Jun est régulé positivement par JNK et est unc composante du
complexe transcriptionnel AP-1. Sclon le contexte de la stimulation ct du type cellulaire, ce
dernier peut activer des génes pro-apoptotiques comme FasL, Bim et TNF (143). Cependant, c-
Jun et AP-1 sont la plupart du temps associ¢s a la survic cellulaire, ce qui indique que INK
cxcrcerait également son activité pro-apoptotique en phosphorylant d'autres substrats. Les
protéines mitochondriales anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL sont inactivées par JNK, alors que
les factcurs pro-apoptotique p53, Bax, Bak et c-Myc sont activés (143). Dans lcs cellule T Jurkat,
I'apoptose induite par I'activation de JNK requiert également FADD, mais non FasL (144). On a
démontré chez plusicurs types cellulaires que la libération de cytochrome ¢ et I'apoptose suite a
des stress génotoxiques était dépendante de JNK (145, 146). L'importance de JNK dans I'apoptose
cst de plus soulignée par des études chez des souris déficientes pour les génes Juk! et Jnk2. Ces
souris meurent au stade embryonnaire et démontrent des défauts dans l'apoptose lors du

développement ncuronal (147).

La kinase JNK peut étre activée par une foule de stimuli provenant de I'extérieur ou de
l'intéricur de la cellule, et qui empruntent des chemins différents. JNK est activé en réponse aux
rayons ultraviolets, aux radiations ionisantes et a des agents pharmacologiques qui ecndommagent
'ADN (118). La génération de céramides, des messagers intracellulaires lipidiques, par la
céramide-synthase ou les sphingomyélinases membranaires peut également étre déclenchée par
des stress génotoxiques ainsi que par d'autres stimuli pro-apoptotiques et mener ultimement a
l'activation des SAPK (148, 149). L'activation de JNK passe par la cascade des MAPK, plus
spécifiquement par les MAP3K ASKI et MEKKI, puis par MKK4/SEK 1 et MKK?7, qui vont
finalement phosphoryler et activer JNK.
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1.1.8.3 La voie NF-xB

NF-kB représente unc famille de facteurs de transcription pléiotropiques impliqués dans
I'induction de plus de 150 genes associés a la croissance, la différenciation, le développement,
l'adaptation aux stress et I'apoptose. Les protéines NF-kB (ou Rel) sont composées de sous-unités
homologue donc il existe cinq espéces chez I'humain: RelA(p65), RelB, c-Rel, p105-p50 (NF-
kB1) et p100-pS2 (NF-kB2). Les sous-unités p105 et p100 sont clivées par le protéasome pour
former respectivement pS0 ct p52, qui ont pour rdle de se lier & I'ADN. Elles s'associent sous
forme d'hétérodimeéres avec les sous-unités transactivatrices RelA, RelB ct c-Rel pour former des
complexes transcriptionnels actifs sur 'ADN. Les multiples combinaisons de protéincs NF-kB

peuvent transactiver de fagon préférentielle différente sérics de genes (150).

NF-kB est activé en réponse a une foule de signaux exogeénes par lc truchement de
cascades de signalisation. Il existe deux voics principales de l'activation de NF-xB: la voie “
classique ” ou “ canonique ” ct la voie “ auxiliaire ” ou * alternative ”. La voic classique méne a
l'activation du complexe IKK (le signalosome) dans le cytoplasme. Celui-ci renferme les kinases
IKK o et IKK ainsi que la sous-unités régulatrice IKKy (NEMO). Ces kinases phosphorylent les
inhibiteurs IkB(o.,B,€) qui scront par la suitc ubiquitinés et dégradés par le protéasome. En
I'absence de 1kB, les protéines p50 et RelA sont libérées du complexe et peuvent sc transloquer au
noyau et activer la transcription. (150). La voic auxiliaire, qui n'a ét¢ caractérisée que depuis trois
ans, passc par un complexe non-classique formé uniquement de IKK o et activé par la kinase NIK.
La phosphorylation de la sous-unité p100 par IKK1 induit la dégradation particlle de celle-ci pour
former la protéine p52 mature, qui se transloque par la suite au noyau en association avec RelB.
La voie classique présente une cinétique beaucoup plus rapide que la voie auxiliaire. On assiste
donc a une activation biphasique de l'activité NF-kB, qui peut activer différentes séries de génes
et varier d'un type cellulaire & l'autre (150). Il a été démontré que IKK ainsi que d'autres kinases
pouvaient phosphoryler directement certaines sous-unités de NF-kB et moduler leur activité,

fournissant un niveau additionnel de régulation.

NF-kB est bien connu en immunologie en tant que facteur de transcription sensible aux
cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-o et I'IL-1p. 11 est fréquemment associé a la survie

cellulaire, protégeant par exemple de l'apoptose en réponse au TNF et a divers agents
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chimiothérapecutiques (45, 151). Unc activité¢ anormalement élevée de NF-kB dans diverses
tumeurs a ét¢ abondamment rapportéc dans la littérature. Plus spécifiquement, des altérations
dans la structure et l'expression du géne nfkb2, qui entrainent une surproduction de la sous-unité
p52, ont été associées avee le cancer et la transformation virale (150). Ceci serait attribuable non
seulement a son activit¢ anti-apoptotique, par l'activation de genes tels que XIAP, c/IAP1, cIAP2,
FLIP, Bcl-2 et Bcl-XL, mais également a la stimulation de génes de factcurs favorisant
l'oncogénese, comme Myc, MMP-9, VEGF, COX-2, uPA, CXCR4, ICAM-1 et VCAM-1 (152,
153).

Par opposition a son activit¢ favorisant la survic, NF-kB a également ét¢ associé au stress
ct l'activation de la mort cellulaire. NF-kB cst activé en réponse a de nombreux stress, comme des
infections virales, l'oxydation, les rayons ultraviolets, le manque de sérum, I'étoposide et les
radiations ionisantes (153). Son activité transcriptionnelle dans de tels cas était requisc pour
I'induction de I'apoptose. Fait intéressant, il a é¢té démontré que la réponsec de NF-kB aux stress
génotoxiques ctait fonctionnellement distincte de celle en réponse au TNF, et qu'elle mettait en
jeu la suppression de la transcription de génes anti-apoptotiques par l'intermédiaire de la sous-
unité RelA (154). En revanche, d'autres auteurs ont plutét montré que RelA activait des génes
anti-apoptotiques, alors que c-Rel activait des génes pro-apoptotiques (155). Le role de NF-xB
dépendrait par conséquent du contexte et du type cellulaire, qui détermineraient 1'équilibre entre
les différentes sous-unités et donc la composition du facteur de transcription. En réponse aux
stress, NF-kB active des génes codant des membres de la voic des récepteurs de mort, dont DR4,
DRS, FasL et Fas, ainsi que p53 (118, 156). RIP, une protéine associée aux réceptcurs du TNF et a
Fas, serait requis dans la signalisation menant a l'activation de NF-kB en réponsc aux dommages
a I'ADN (157). Il a été démontré que l'augmentation de I'expression de récepteurs de TRAIL par
NF-kB en réponse aux stress génotoxiques était a la fois cssentielle a l'apoptosc induite par
I'étoposide de méme qu'a la synergie entre TRAIL et les agents chimiothérapeutiques dans certain
type cellulaire (157159). La forte expression de NF-kB dans diverses tumeurs pourrait ainsi les
rendre davantage susceptibles a I'action cytotoxique de TRAIL en combinaison avec des agents

génotoxiques.
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1.1.9 L'exécution de I'apoptose

Quelles que soicnt les voics d'activation, l'apoptosc est exécutée sclon unc suite
d'événcments hautement coordonnés. On pcut noter des changements apoptotiques & trois
niveaux: i) la perte de la symétric membranaire, qui est importantc pour la reconnaissance ct
I'élimination des cellules apoptotiques par l'organisme; ii) la destruction du cytosquelette,
responsable de la morphologic arrondic et de la formation des corps apoptotiques; iii) I'apoptosc
nucléaire, incluant la condensation et la fragmentation du noyau ainsi que la dégradation de
I'ADN chromosomique. Ces événements sont la plupart du temps assurés par le clivage sélectif de
substrats par les caspases cxécutrices. Il existe également un certain nombre de molécules

pouvant induire l'apoptose indépendamment des caspases..

1.1.9.1 Les substrats apoptotiques

Il existc un nombre grandissant de protéines dégradées par les caspascs. Dans de
nombreux cas, le réle de leur clivage dans la progression de l'apoptose est encore inconnu. Parmi
ces substrats, on compte des protéines du cytosquelette: vimentine, gelsoline, actine, lamine,
fodrine. Leur dégradation se traduit par une perte de la morphologic cellulaire ct de I'adhérence,
puis un rétrécissement et une contraction, et finalement le bourgeonnement des corps
apoptotiques. On a récemment identifié la kinase ROCK-1 (Rho-associated kinase 1) comme un
nouvcau substrat de caspases dont l'activation par celles-ci est essentielle au bourgeonnement de
la membrane et a la formation des corps apoptotiques (160, 161), une fonction partagée avec

PAK2 (162).

Outre les caspases elles-mémes, on dénombre plusieurs molécules de signalisation qui
peuvent étre soit activées, soit inactivée par un clivage. La PKCS est clivée ct activée par la
caspases-3. Bcl-2 est également une cible de la caspase-3, qui le convertit en une forme pro-
apoptotique a la maniére de Bax. Les protéines régulatrices MEKK 1, MKK6b ct les SREBPs
(sterol-regulatory element-binding proteins) sont également activées, alors que DNA-PK, Mdm?2,

Akt et IkBau sont inactivés par les caspases lors de 'apoptose. (22).

Au niveau du noyau, une cascade protéolytique amorcée par les caspases exécutrices se

solde par la démolition coordonnée de la structure nucléaire et de 'ADN chromosomique. La
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caspasc-3 clive des protéines nucléaires structurales comme NuMA (protéinc de la matrice
nucléaire) et Lamin A ct C (enveloppe nucléaire), ce qui cntraine la fragmentation nucléaire
(163). La condensation de la chromatine s'effectue suite au clivage de Acinus par la caspase-3
(164). Celle-ci clive également PARP-1 (poly-ADP ribose polymerase 1), unc enzyme de
réparation de I'ADN, en deux fragments de 24 et 89 kDa (165). Un événement important dans
l'apoptose nucléaire est le clivage de ICAD/DFF45, qui cst l'inhibiteur de la nucléase
CAD/DFF40. La libération de la nucléase du complexc ICAD/CAD provoque le clivage de
I'ADN inter-nucléosomal et génére des fragments d'environ 200 pb, qui peuvent étre visualisés sur
gel d'agarose sous la forme d'une échelle d'ADN (166). Bicn que la dégradation de I'ADN ne soit
pas nécessaire a l'apoptose, tel qu'observé chez des cellules énuclées, cet événement sert a sceller

le destin de la cellule vers une mort irrémédiable (167).

1.1.9.2 Les inhibiteur de caspases

Les IAP (Inhibitor of APoptosis ) forment unc famille de protéines anti-apoptotiques
fortement conservées entre les espéces, dont le rdle est I'inhibition spécifique de I'activation des
caspases. Leur présence dans la cellule agit comme un tampon afin d'empécher l'activation
accidentelle de caspases, ct détermine ainsi l'intensité du signal requis pour induirc I'apoptose. Les
IAP mammifeéres (survivin, XAIP, NAIP, L-IAP, ILP-2, cIAP1 et cIAP2) se lient aux caspases 3, 7
et 9 a travers leurs domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat) et les inactivent (168). De plus, XIAP,
cIAP1 et cIAP2 renferment un domaine RING dans leur région C-terminale ct recélent une
activité ubiquitine-ligase E3. Elles peuvent induire l'ubiquitination de leur caspases cibles et leur
dégradation par le protéasome (169), et catalysent aussi lcur propre dégradation (170).
Récemment, des chercheurs ont découvert une nouvelle famille d'inhibiteurs apparcentés au IAP,
les CARP (Caspases-8- and -10-Associated RING Proteins) capables de supprimer les caspases
contenant des DED (caspases-8 et 10) (171).

Les IAP représentent un frein biologique a l'apoptose. Pour surmonter ce blocage lors de
I'initiation de I'apoptose intrinséque, les protéines pro-apoptotiques Smac/DIABLO ct HtrA2/Omi
sont libérées de la mitochondrie et agissent comme régulateurs négatifs des IAP (65, 172). Ces

protéines servent donc a relacher les freins et a amplifier la cascade protéolytique des caspases.
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1.1.9.3 Exécution de I'apoptose indépendante des caspases

Il nc fait aucun doute que les caspascs jouent un rdle fondamental dans la phase
d'exécution dc l'apoptosc. L'inactivation de caspases initiatrices ou cffectrices bloque
complétement la voie extrinséque des récepteurs de mort. Toutcfois, 1'apoptose résultant de
dommages internes activant la voic intrinséque n'est que particllement inhibée lorsque APAF-1 ou
caspasc-9 sont délétés. L'inhibition est beaucoup plus cfficace si la mitochondrie est protégée, soit
cn inhibant Bax/Bak ou en surexprimant Bel-2 (173). 11 existe donc forcément d'autres molécules
ct d'autres mécanismes effectcurs pouvant exécuter I'apoptose indépendamment des caspases

cxécutrices, ou alors qui peuvent emprunter des voies alternatives pour les activer.

Deux protéines mitochondriales, AIF (Apoptosis Inducing Factor) et I'endonucléase G,
sont libérées de l'espace intcrmembranaire ct se transloquent au noyau lors de I'apoptose. Toutes
deux sont des protéines conservées dans l'évolution et contribuent & l'apoptose nucléaire
indépendamment des caspases. AIF est un flavoprotéine mitochondriales possédant unc activité
oxydoréductase. La modification de AIF par PARP-1 induit sa translocation au noyau (174). A cet
endroit, ce facteur provoque la condensation nucléaire et la fragmentation de 'ADN en de longs
fragments d'environ 50 kb (175). 1l a été démontré que AIF était essenticl a I'apoptose lors de la
morphogénése de l'embryon (176). Le mécanisme par lequel il induit I'apoptose est toutefois
nébuleux, bien qu'il semble agir en collaboration avec l'endonucléase G. Cette nucléase
mitochondriale est également transloquée vers le noyau lors de 'apoptose, ou clle dégrade ' ADN

chromosomique indépendamment de CAD/DFF (63).

Les cellule T et NK utilisent un systéme d'exocytose de granules afin d'éliminer les
cellules infectées par des virus. Les diverses protéines contenues dans ces granules véhiculent un
signal de mort directement a l'intérieur de cellule cible. La perforine forme un pore a la membrane
afin d'injecter les granzymes dans le cytoplasme. La Granzyme B est une cystéine protéase
semblable aux caspases, capable de cliver la caspase-3 et certains de ses substrats, tel que Bid et
ICAD (177, 178). La Granzyme A active le complexe cytoplasmique SET qui méne a la libération
d'une DNase générant des coupures simple-brin dans le noyau, sans nécessiter d'activité caspase.
La Granzyme C induit une autre voie indépendante des caspases qui se solde par une dysfonction

des mitochondries (179).
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Tel que mentionné précédemment, les calpaines (I ct II) sont des cystéine protéascs
dépendantes du calcium qui peuvent agir en collaboration avec les caspases pour cliver divers
substrats apoptotiques, notamment des protéines structuralcs, suitc a un stress augmentant la
concentration intraccllulaire de calcium dans la cellule (180). Le stress du RE et les voics
apoptotiques intrinséques et extrinséques peuvent entrainer dans certains cas la mobilisation du

calcium et l'activation rapide des calpaines.
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1.2  Les récepteurs nucléaires et Nur77

Les récepteurs d’hormones nucléaires constituent un vaste regroupement de régulateurs
transcriptionnels aux multiples fonctions dont on rectrouve des membres apparentés chez tous les
métazoaires. Il s'agit une superfamille contenant plus de 150 membres dans plusicurs espéces, de
la mouche drosophile & I'humain. Les récepteurs nucléaires joucnt des réles variés dans la
régulation de divers processus dans l'organisme: reproduction, métabolisme, morphogénésc,
homdéostasie, différenciation et apoptosc. Dans la plupart des cas, 'activité transcriptionnelle de
ces protéines est modulée par l'action d'une petite molécule lipophile - le ligand - qui a la faculté
de pénétrer directement dans la cellule ct d'aller se lier au facteur nucléaire, d'ou le nom *
récepteur nucléaire ”. Ceux-ci fournissent donc a I'organisme un moyen de moduler directement
la transcription des génes via des signaux interccllulaires sans passer par des récepteurs

membranaires.

1.2.1 Classification des récepteurs nucléaires

Face a I'abondance et a la diversité des récepteurs nucléaires, les biologistes sc sont attelés
a la tache de les classifier, afin de mieux comprendre leurs origines, leur évolution ct les liens qui
les unissent. Les chercheurs ont comparé les séquences de plusieurs ADNc et identifié plusieurs
nouveaux récepteurs potentiels par homologie, n'ayant pas de ligand connu et ont été baptisés
“récepteurs orphelins”(181). En 1997, V. Laudet a effectué une analyse de phylogénic moléculaire
approfondie afin de comparer et regrouper les divers récepteurs nucléaires au niveau de leur
séquence en acides aminés (182). Cette analyse a permis de regrouper les récepteurs en six sous-
familles distinctes. Les principaux membres humains de ces familles sont énumérés dans le
tableau II, de méme que leurs ligands respectifs et leur mode d'interaction avec leurs éléments de
réponse sur 'ADN. La sous-famille I est composée de nombreux membres tels que TR, RAR,
CAR, RZR, PPAR, Rev-erb, VDR, FXR, LXR et ROR, qui ont des fonctions et des ligands variés.
La sous-famille II contient RXR, le récepteur de l'acide 9-cis rétinoique qui a la faculté de
s'associer avec de nombreux récepteurs nucléaires de la sous-famille I, de méme que les
récepteurs orphelins COUP-TF, HNF4, TR2, TR4 et TLX. La troisi¢me sous-famille, présente
seulement chez les mammiferes, est composée des récepteurs d'hormones stéroides: ER, GR, MR,

PR et AR, ainsi que du récepteur orphelin ERR. La sous-famille IV est celle des récepteurs
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Récepteur Ligand Liaison 2 I' ADN (HRE)
R @ B s X0 90 .0
Acide all -trans rétinoique
RAR (0. B. ) Acide 9-cis rétinoique
PPAR Acides gras =~
(o B. ) PGJ2, LTB4
I Rev-Erb (. B) g ”»
ROR (. B. 7) A/T-
CAR Androstanol A/Tg
VDR Vitamine D
PXR Pregnanes
FXR Farnésoides k
LXR (a. B) Oxystérols
RXR (o, B, 7) Acide 9-cis rétinoique
HNF4 (a. B.7) Acides gras CoA thioesters ?
11 COUP-TF (a.. B. V)
TLX
TR2
TR4
ER Oestrogenes
GR Glucocorticoides
MR Minéralocorticoides
I PR Progestérone
AR Androgénes
ERR (a. B, v)
NGFI-B/Nur77
v Nurrl
NOR-1
v SF1/FTZ1 Oxystérol ?
LRHI
VI GCNF1
. DAX-1
0 (Atypiques) SHP-1

Tableau II: Classification des récepteurs nucléaires humains. Les membres de cette
superfamille sont classés en six sous-famille (I & VI) selon leur homologie de
séquence en acides aminés (182). Des récepteurs nucléaires atypiques sont classés
dans la sous-famille 0. Les ligands connus de chacun des récepteurs sont spécifiés
dans la troisiéme colonne. La quatriéme colonne indique le mode d'interaction des
récepteurs nucléaires avec les éléments de réponse sur I'ADN. Un carré vide marqué
d'un X représente le partenaire de dimérisation RXR.
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orphelins NGFI-B, soit Nur77, Nurrl et NOR-1. La sous-famille V nc conticnt que deux
récepteurs orphelins: SFI/FTZ1 et LRHI, alors que la sous-famille VI n'est constituée que d'un
seul membre, GCNF1. Unec multitude d'autres récepteurs retrouvés chez des organismes non-
mammifércs comme la drosophile, C. elegans ct Xenopus ont pu étre classifiés dans ces mémes
sous-familles. Finalement, certains récepteurs orphelins a la topologic atypique, dont les produits
des génes humains SHP-1 ct DAX-1, sont classés dans une catégoric a part (182). Il ressort de
cettc analyse que des récepteurs a la fonction et au ligand semblables, comme RAR ct RXR,
peuvent avoir une origine évolutive tres différente, alors que des récepteurs orphelins encore peu
caractérisés sont souvent trés proches de récepteurs bien connus, comme dans les cas de HNF4 ct

RXR ou de ERR et ER.

1.2.2 Anatomie des récepteurs nucléaires

La figurc 8A illustre la structure linéaire typique des récepteurs d'hormones nucléaires.
Cclle-ci se présente sous la forme de modules ayant des fonctions propres. La taille, la fonction ou

méme la présence de certains domaines peut varier d'une espéce de récepteurs nucléaires a l'autre.

Le domaine N-terminal A/B, aussi appelé modulateur, est la région la plus variable en
taille et en séquence chez les récepteurs nucléaires. Elle est pratiquement inexistante chez CAR et
SF-1, alors qu'elle constitue pas loin de la moitié de la protéine chez TR et Nur77. Cette région est
également celle qui varie le plus fréquemment entre les isotypes d'une méme espeéce de récepteur
ainsi qu'entre les isoformes générés par épissage alternatif. C'est le cas avec les différents
récepteurs RAR, qui ont plus ou moins que les mémes domaines de liaison a I'ADN et au ligand
mais se distinguent par leur domaine N-terminal. Celui-ci leur confére ainsi une spécificité et une
activité biologique distinctes. Des sérines et des thréonines du domaine A/B sont fréquemment la
cible de kinases activées par diverses voies de signalisation, ce qui affecte l'activité
transcriptionnelle du facteur. En effet, le domaine A/B renferme le domaine de transactivation
AF-1 dont l'activité est indépendante de la présence du ligand. Ce domainec peut recruter
directement des co-activateurs comme les SRC (Steroid Receptor Coactivators) afin de favoriser
la formation de complexes transcriptionnels. Le domaine A/B des récepteurs RAR, ER, NGFI-B,

PPAR et RXR est phosphorylé par des MAPK, ce qui altere l'activité transcriptionnelle de ces
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derniers, soit cn modulant leur liaison aux co-activatcurs, soit cn affectant la conformation

d'autres domaines par le biais de communications intra-moléculaires. (183).

La région C correspond au domaine de liaison a I'ADN (DBD — DNA-binding domain).
Celui-ci est le plus fortement conservé entre tous les récepteurs nucléaires. Il permet a ceux-ci de
reconnaitre des séquences d'ADN spécifiques et s'y lier. Dans une région de 60-70 acides aminés,
on retrouve six cystéines permettant la coordination de deux atomes de zinc pour former deux
doigts de zinc dont le réle est de s'intercaler dans 'ADN. La figurc 8B illustre la conformation
d'un DBD et des doigts de zinc. Ce domaince est divisé en trois parties fonctionnelles. La boite P
(P-Box) situé a la base du premier doigt de zinc est responsablc de la reconnaissance spécifique
des motifs d'ADN de I'élément de réponse hormonal (HRE - hormone response element). La boite
D est importante pour la dimérisation de différents partenaires au niveau de 'ADN. Finalement, la
région CTE (Carboxy-Terminal Extension) est particuliérement importante lorsque le récepteur se
lic 4 I'ADN sous forme de monomére car il permet de reconnaitre des nucléotides spécifiques en

amont de I'élément de réponse central.

La région D joue un role de charniére flexible entre les régions C et E, pcrmettant unc
rotation de celles-ci. La charniére autorise les récepteurs a adopter diverses orientations sur I'ADN
selon leurs associations. Cette région contient également un ou plusieurs signaux dec localisation

nucléaire (NLS).

La région E est complexe tant au niveau structural que fonctionnel. Cectte région
correspond au domaine de liaison au ligand (LBD - Ligand-binding domain). Ellc cst également
responsable de I'homo- ou hétérodimérisation des récepteurs, de la liaison avec des co-
activateurs/répresseurs et des protéines de choc thermique (HSP), ainsi que dc lactivité de
transactivation ligand-dépendante AF-2. Bien que la séquence en acides aminés ct la structure du
LBD varient d'un récepteur a l'autre, ce domaine est la plupart du temps formé de 12 hélices alpha
et contient deux régions caractéristiques: un motif “ signature ” de 20 acides aminés au coeur du
LBD et le motif AF-2 dans la partie C-terminale (184). La structure du LBD des récepteurs
nucléaires est schématisée dans la figure 9. Elle consiste en un arrangement d'hélices en trois
couches concentriques. La couche médiane hydrophobe contient une cavité, la poche de liaison au

ligand, qui se retrouve dans une conformation ouverte (“ apo ) en I'absence de ce dernier. Les
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données de cristallographie aux rayons X ont révélé qu'en présence du ligand, le LBD subit un
changement allostérique ct se replic sur lui-méme pour adopter unc conformation fermée ct
compacte (“ holo ™), & la manicre d'un piége a souris (185). Sous cette forme, la région AF-2
s'associc avec d'autres hélices pour former une nouvelle surface d'interaction capable d'accomplir
la fonction de transactivation (186). Les récepteurs nucléaires stéroides sont pour leur part
séquestrés dans le cytoplasme sous leur forme inactive en association avec la protéine hsp90, par
l'intermédiaire de leur domaine de liaison au ligand. La liaison de I'hormone au LBD permet la

dissociation de ce complexe ct la translocation du récepteur compétent dans le noyau (187).

Finalement, la région F située en C-terminal ne participe pas a la liaison aux ligand et n'est
pas présente chez tous les récepteurs nucléaires. Sa fonction est encore peu connuc mais semble

étre régulatrice.

1.2.3 Liaison aux éléments de réponse sur I'ADN

Comme tout factcur de transcription, les récepteurs nucléaires sc lient a I'ADN a travers
des ¢léments de réponse dont la séquence est relativement constante. Unc analyse d'un grand
nombre d'éléments de réponse naturels et synthétiques a montré que les récepteurs nucléaires sc
liaient a des motifs de reconnaissance centraux de 6 pb. Les récepteurs stéroides de la sous-
famille III se lient a la séquence canonique AGAACA, sauf ER qui se lic & la séquence AGGTCA.
Sur I'ADN, ces éléments sont présents en paires sous forme de palindromes et accueillent des
diméres de récepteurs. Les autres récepteurs reconnaissent la séquence centrale AGG/TTCA.
Ceux qui se lient a 'ADN sous forme de monomére reconnaissent préférentiellement la séquence
centrale précédée d'une région riche en A/T. D'autres se lient sous forme d'homo- ou
d'hétérodimére a des répétitions directes (DR) de deux demi-sites AGG/TTCA séparés par un
nombre variable des nucléotides (DR1-DRS5), ou encore a des palindromes directs (téte-a-téte) ou
inversés (queue-a-queue) de demi-sites. Il est toutefois rare que I'on retrouve dans les promoteurs

une correspondance parfaite aux séquences consensus.

De nombreux récepteurs nucléaires non-stéroidaux se lient aux répétitions directes sur
I'ADN en association avec le récepteur X rétinoide, RXR. Bien que la plupart dc ses récepteurs

peuvent se lier a leur éléments de réponse sous forme d'homodiméres, la présence de RXR
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Figure 8: Structure des récepteurs nucléaires. A Le schéma représente les différents domaines
et régions fonctionnelles des récepteurs nucléaires. Le domaine A/B consiste en une
région modulatrice souvent phosphorylée et apte a transactiver des génes
indépendamment du ligand. La portion C représente le domaine de liaison a I'ADN
(DBD) et contient deux doigts de zinc fortement conservés. La région D jouc un rdle
de charniére flexible. La région E/F représente le domaine de liaison au ligand (LBD)
et contient des surfaces d'interaction essentielles a la dimérisation et a la
transactivation. L'importance de chacun des domaines dans la fonction des différents
récepteurs nucléaires est variable. B Structure générale du domaine de liaison a I'ADN
des récepteurs nucléaires. On y retrouve les deux doigts de zinc renfermant chacun
quatre résidus cystéine coordonnant un atome de zinc. La boite P est importante pour
la reconnaissance de la séquence cible sur I'ADN alors que la boite B participe a
l'interaction avec le partenaire de dimérisation. La portion CTE joue un réle dans la
reconnaissance de nucléotides en amont de I'élément principal. Les résidus lettrés sont
conservés et sont impliqués dans des interactions intramoléculaires. Adapté de (183).
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favorise grandement leur liaison a I'ADN ct lcur activit¢ transcriptionnelle (188). Dans ce cas, le
nombre de nucléotides séparant les deux demi-sites détermine la spécificité des hétérodimeres.
Ainsi, RAR s'associc a RXR sur des éléments DR1, DR2 ¢t DRS. TR se lic a des DR4, PPAR a
DRI, VDR a DR3, Nur77 a DRS, ainsi dc suite, cn conjonction avec RXR. RXR pcut aussi
former des homodiméres sur des ¢léments DR1. Sur des éléments DR2-DRS, on retrouve RXR en
position 5' ct le récepteur partenaire en position 3'. Sur des éléments DR1, la polarité cst inversée
ct RXR sc retrouve sur le deuxiéme demi-site en position 3'. La position occupée par le récepteur
sur unc répétition directc peut influencer sa capacité a sc lier a son ligand, puisqu'un dimére

RAR/RXR est insensible a l'acide rétinoique all-trans (189).

Dans la plupart des cas, RXR jouc lc réle d'un partenaire silencicux dans lc contexte
d'hétérodimeéres liés aux répétitions directes, c'est-a-dirc qu'il nc peut a lui scul activer la
transcription du génc en présence de son ligand. On parle alors d'un hétérodiméres non-permissif.
Scul le ligand du partenaire peut activer la transcription, bien que la présence des deux ligands ait
un cffet amplificateur. Toutefois, dans les cas ol RXR est associé a PPAR, Nur77, LXR ou FXR,
I'hétérodimere est permissif; le complexe peut ainsi étre activé seulement par l'acide 9-cis

rétinoique (183).

1.2.4 Régulation de la transcription par les récepteurs nucléaires

Une fois liés a 'ADN au sein d'un promoteur, les récepteurs nucléaires pcuvent moduler la
transcription de genes. L'influence de ces facteurs de transcription sur 'activité du promoteur cst
indirecte et met en jeu des “ co-régulateurs ” qui se lient aux récepteurs et agissent comme des
intermédiaires entre ces derniers et la machinerie de transcription. En l'absence du ligand,
plusieurs récepteurs nucléaires suppriment I'expression des génes. Cette action est assurée par leur
association constitutive avec des co-répresseurs. Les récepteurs TR et RAR non ligandés
s'associent avec les co-répresseurs nucléaires NCoR et SMRT a travers leur région AF-2 (190,
191). Ces protéines recrutent des histone désacétylases (HDAC) qui ont pour effet de modifier la
chromatine pour la rendre silencieuse, c'est-a-dire inaccessible aux facteurs de transcription et a
I'ARN polymérase. Lorsque le ligand est présent, le LBD subit un changement d¢ conformation
qui libére les co-répresscurs et favorise plutdt 1'association avec des co-activateurs. On dénombre

plusieurs especes de co-activateurs de récepteurs nucléaires: les membres de la famille p160
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incluant pCIP et SRC-1/2, le co-activatcur de PPARY (PGC-1), PCAF ct CPB/p300. Ccs factcurs
possédent unc activité¢ histonc acétyltransférasc (HAT) ct servent donc a désasscmbler les
nucléosomes afin de rendre le promoteur accessible aux facteurs de transcription (183). La région
AF-1 dec certains réceptcurs nucléaircs est également apte a recruter des co-activatcurs
indépendamment de la présence d'un ligand, soit constitutivement ol encorc suitc a unc
phosphorylation (192). Un schéma représentant lc recrutement des co-régulatcurs ct les
modifications structurales qui s'ensuivent est présenté dans la figure 10. Le recrutement actif de
co-activatcurs/intégratcurs tcls quc CBP/p300 et SRC-1 par les récepteurs nucléaires peut
indircctement influencer l'activité de membres d'autres familles de facteurs de transcription qui
intcragissent cux aussi avec ces mémes protéines, comme AP1 ¢t NF-xB (193, 194). Unc partic
de I'activité biologique dc certains récepteurs nucléaires, notamment GR, scrait ainsi attribuable a
la modulation d'autres voics transcriptionnclles par la compétition pour des co-activateurs

communs (195).

1.2.5 La famille de récepteurs orphelins NGFI-B/Nur77

Nur77, aussi connu sous les noms de NGFI-B, NR4A 1, TR3, NAK 1, N10, TISI ct ST59,
fut découvert indépendamment par deux ¢quipes en 1988. Milbrandt a montré que ce géne était
rapidement activé chez les cellules de phoechromocytome de rat PC12 en réponsc au NGF (196).
Hazel et al. ont pour leur part identifié le méme géne (clone d'ADNc #77), cette fois rapidement
cxprimé chez des fibroblastes de souris exposés a du sérum (197). Par conséquent, NGFI-
B/Nur77 était au début considéré par les chercheurs comme un génc de réponse
immédiate/précoce. J'utiliserai la dénomination Nur77 pour le reste de cettc thése car il s'agit du

terme le plus souvent employ¢ dans I'étude de ce facteur en relation avec I'apoptosc.

Deux autres geénes fortement apparentés @ Nur77 ont été découverts dans les années
suivantes. Nurrl (Nur-related receptor 1), aussi connu sous les noms NR4A2, TINUR, NOT et
RNR-1, a été identifié en 1992 dans une banque d'ADNc de cerveau de souris naissantes (198). Le
dernier membre, NOR-1 (Neuron-derived orphan receptor), alias NR4A3, MINOR, TEC, CHN, a
été cloné en 1994 & partir d'une culture primaire de cellules neurales foetales de rat (199). A eux
trois, Nur77, Nurrl et NOR-1 forment une sous-famille distincte de récepteurs orphclins dans la

grande famille des récepteurs nucléaires. Leurs génes sont situés respectivement sur le
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Figure 9: Structure du LBD des récepteurs nucléaires. A La forme non ligandée (apo) de
RXRao adopte unc conformation ouverte comme cn témoigne I'hélice H12, qui est
dépliée. B La présence du ligand induit un changement de conformation dans RARYy
(holo), qui se manifeste par Ic replicment de I'hélice H12 en une configuration plus
compacte. Tiré de (291).
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Figure 10: Régulation de la transcription' par les récepteurs nucléaires par les co-
activateur/co-répresseurs. En l'absence du ligand, les récepteurs associés a leurs
¢éléments de réponse respectifs recrutent des histone désacétylases par lc biais de leur
association avec les co-répresseurs NCoR et SMRT. Ceci favorise l'association des
histones avec la chromatine et empéche la transcription. En présence du ligand, les
récepteurs nucléaires interagissent plutét avec des facteurs favorisant l'acétylation des
histones et ainsi l'ouverture de la chromatine et l'activation des génes. Tiré¢ dc (183).
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Figure 11: Domaines de Nur77 et partenaires d'interactions. Le domaine amino-terminal (N-
ter) est important pour la transactivation (fonction d'activation AF1) et la modulation
de l'activité. Le domaine dc liaison a4 I'ADN (DBD) contient deux doigts de zinc (ZF1,
ZF2) et deux signaux de localisation nucléaire (NLS). Le domaine carboxy-terminal
(C-ter) contient une région apparentée au LBD des récepteurs d'hormones nucléaires,
trois signaux d'exportations nucléaires (NES) ainsi qu'unc deuxiéme région de
transactivation (AF2). Les partenaires protéiques sc liant 8 Nur77 sont alignés a leur

domaine d'interaction respectif (voir texte).
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chromosome 12q13.1, 2q22-q23 ct 9q22. L'arrangement génomique dc ces trois génces cst fort
scmblable, cc qui suggere unc évolution d'un géne ancestral commun (200). Pour appuyer cette
thése, les réeepteurs orphelins DHR38 ¢t BHR38 retrouvés respectivement chez la Drosophile ct

le Bombyx sont homologues a Nur77 et pcuvent étre classés dans la famille NGFI-B/Nur77 (201).

1.2.6 Structure de Nur77

Nur77 est un phosphoprotéine migrant normalement entre 65 ct 75 kDa. Comme tous
membres de la famille des récepteurs nucléaires, Nur77 est formé d'un domaine régulatcur en N-
terminal, d'un domaine de liaison a I'ADN (DBD) renfermant deux doigts de zinc et d'un domaine
LBD en C-terminal. L¢ DBD cst lc domainc le plus conservé entre les membres la famille avec 90
% d'homologie au niveau des acides aminés. Le domainc C-terminal cst davantage variable avec
cnviron 60% d'homologic alors que le domaine N-terminal est divergeant avec moins de 20%
d'homologie, bien que certains motifs soient conscrvés. La figurc 11 illustrec des différents

domaincs fonctionnels de Nur77.

La partic N-terminale de Nur77 cst d'unc longucur de 265 acides amings, cst riche en
sérincs ct fortement phosphorylée. Sur gel, la protéine apparait comme unc bande diffuse. La
délétion de la partic terminale ou un traitement avee de la phosphatasc permet d'obtenir une bande
nette (202). Cette région contient également unc séquence “ PEST ™ (pour prolinc-acide
glutamique-sérine-thréonine) qui est susceptible de conférer unc courte demi-vice a la protéine, ce
qui a été obscrvé chez d'autres récepteurs nucléaires (203). Des analyses de délétion ont montré
quc la fonction AF-1 de cc domainc ¢tait absolument nécessaire a l'activité transcriptionnelle de

Nur77 (204).

Le domaine dc liaison 8 'ADN conticnt environ 85 acides aminés. Il cst conforme a la
structure canonique des récepteurs nucléaires et contient deux doigts de zinc de méme qu'un CTE
(figure 12A). On retrouve dans cc dernier une boite A essentiel a la reconnaissance cfficace de
1'é1ément de réponse sur I'ADN (205). De plus, le DBD contient dans sa région C-terminale deux

signaux de localisation nucléaire (NLS) (206).

Bien qu'étant homologue a celui d'autres récepteurs, le LBD de Nur77 (~240 a.a.) nc

semble pas se lier a aucun ligand exogéne (204). De plus, la structure cristalline des LBD de

-44 -



DHR38 ct de Nurrl a ¢t¢ résolue, ct aucunc poche dc liaison au ligand n'a été décelée (figure
12B). La conformation du LBD dc Nurrl ressemble cn fait a celle de récepteurs nucléaires déja
liés & leur ligand ct transcriptioncllement actifs. L'étude de la structure a également révélé
I'absence d'un site classique de liaison a des co-activateurs dans la région AF-2 (207). Un mutant
enticrement dépourvu de ce domaine démontre une activité transcriptionnelle comparable a celle
de la protéine sauvage (204, 208). Toutcfois, des délétions de plus petites portions C-terminales
entrainent une inhibition dc la transcription, ce qui suggcre qu'unc portion de ce domaine pourrait
inhiber la fonction AF-1 par communication intra-moléculairc (204). On n'a pas décclé dc
phosphorylation dans ce domaine, ce qui exclut un réle modulateur par l'intermédiaire de kinascs
(202). Katagiri ef al. ont identifi¢ trois signaux d'cxportation nucléaircs (NES) dans Ic LBD qui
seraient importants pour la localisation cytoplasmique de Nur77 (206). Malgré lcs similitudes, lc
LBD dec la famille NGFI-B/Nur77 semblc par conséquent remplir un réle biologique autre que
cclui des récepteurs d’hormoncs, probablement cn tant que domaine d'interaction avee d'autres

protéines (204).

1.2.7 Interactions de Nur77

1.2.7.1 Interaction avec I'ADN

Nur77 est le premier récepteur nucléaire qui fut observé en association avec I'ADN sous
forme de monomére. Les membres dc la famille NGFI-B/Nur77 se lient a unc séquence
octamérique, le NBRE (5'-AAAGGTCA-3"), qui a ét¢ identifice par sélection génétique chez la
levure (209). Cette séquence renferme un demi-site dc I'élément de réponsc principal des
récepteurs stéroides/thyroide/rétinoide, AGGTCA. La rcconnaissance des dcux adénines en
amont de ce motif est assurée par la boite A du DBD (205). Nur77 ct Nurrl, mais non NOR-1,
peuvent également former des hétérodimeres avec RXR sur des éléments DR5 (210).
Contrairement au complexe RXR-RAR, les complexes RXR-Nur77/Nurrl sont permissifs. Ils

constituent par conséquent une nouvelle voie de réponse aux rétinoides.

L'élément NBRE couplé a un géne rapporteur ne semblait pas étre activé de fagon
significative suite a des stimuli physiologiques activant la transcription de génes reconnus comme
étant dépendants de Nur77. La recherche de nouvelles cibles naturelles de Nur77 sur I'ADN a

mené a la découverte de 1'élément de réponse Nur (NurRE). Un tel élément a été identifié dans le
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promotcur de la pro-opiomélanocortine (POMC) (211). Le NurRE consensus correspond a deux
¢léments NBRE arrangées cn palindrome inversé ct séparés par six nucléotides. Au niveau
transcriptionnel, le NurRE est au moins 40 fois plus cfficacc que Ilc NBRE ¢n réponsc 4 unc
surcxpression de Nur77 ct cst sensible a divers stimuli physiologiques comme l'activation du ReT
chez les cellule T ct l'activation par lc CRH chez les cellules corticotrophiques (211). Le NurRE
peut étre activé par les trois membres de la famille NGFI-B/Nur77 ct peut également accommoder
des hétérodiméres de Nur77 ct Nurrl. Des divergences dans la composition des NurRE naturels
détermincnt la spécificité a 1'un ou l'autre les membres de la famille, comme dans lc cas du NurRE

du promoteur de la POMC qui cst davantage sélectif pour Nur77 (212).

1.2.7.2 Interactions protéine-protéine et régulation de Nur77

Outre I'ADN ct les partenaires d'hétérodimérisation, Nur77 interagit avec un nombre sans
cesse grandissant de protéines. La figure 11 ¢énumére ces différents factcurs, juxtaposés au
domaine de Nur77 auquel ils sont associés. Tel que décrit précédemment, le domaine N-terminal
cst cssenticl a la transactivation par lc biais du recrutement de co-activateurs. La région comprise
entre les acides aminés 1 ct 160 constitue un domaine AF-1 singuliérement actif pour un récepteur
nucléaire. Cette région est capable de s'associer avec les co-activatcurs PCAF, SRC-1, SRC-2,
DRIP205 et p300/CBP (213). Elle pcut ¢galement se licr au LBD de RXRy de méme que

participer & unc interaction intra/inter-moléculaire avec celui de Nur77 (213).

PML (pour Promyelocytic Leukemia) cst un suppresseur de tumeur localis¢ dans des corps
nucléaires du méme nom. Cette protéine remplit des réles multiples dans la régulation de
I'apoptose, le contrdle de I'expression des geénes et la réponse antivirale (214). On a récemment
déterminé que PML pourrait inhiber l'activit¢ transcriptionnelle de Nur77 lorsque surcxprimé
dans dcs cellules. Cette surexpression induit une relocalisation de Nur77 dans les corps nucléaire.
PML interagit in vitro et in vivo directement avec le DBD de Nur77, et inhibe sa liaison a 'ADN

(215).

Notch-1 est une autre protéine qui se lic & Nur77 et inhibe son activité. Notch-1 est un
récepteur membranaire impliqué dans la différenciation cellulaire lors du développement
embryonnaire. La portion intracellulaire de cette protéine est clivée lorsque le récepteur est

engagé et se transloque au noyau, ou elle peut interagir avec le domaine de liaison a 'ADN de
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Nur77 (216). De ce fait, Notch-1 cst capable d'inhiber l'apoptosc des cellules T suite & un
engagement du RcT. La protéine virale EBNA2 reproduit I'cffet de Notch-1 ct peut clle aussi

interagir avec Nur77 ct inhiber son activité apoptotique (217).

Nur77 interagit avec un autre récepteur nucléaire orpheliny COUP-TF, via son DBD. Cette
intcraction nc semble pas entrainer unc activation transcriptionnelle, mais a plutét pour
conséquence de séquestrer COUP-TF des éléments de réponse a l'acide rétinoique sur 'ADN.
COUP-TF peut cn cffet faciliter I'association de RAR a ses éléments respectifs ct donc favoriser
la réponse cellulaire a I'acide rétinoique. Unc expression anormalement élevée de Nur77 cst ainsi

associée a unc résistance a l'acide rétinoique chez certaines tumeurs (218).

Un nombre croissant d'observations indique que la partic C-tcrminale de Nur77 est
¢galement impliquée dans diverses interactions avec d'autres protéines. Dans un autrc cas de
réponse croisée entre récepteurs nucléaires, il a été démontré que RAR« pouvait sc licr a la partic
C-terminale de Nur77 a la maniére de RXR ct inhiber son activité transcriptionncllec. De méme,
I'ajout d'acide rétinoique a des cellules T humaines inhibe l'activité de Nur77 ct I'apoptose induite

par l'activation (219, 220).

Le réceptcur orphelin atypique DAX-1 interagit lui aussi avec le domaine C-terminal de
Nur77 par l'intermédiairc de son proprc LBD. DAX-1 inhibe l'activité d'un ensemble de
réccpteurs nucléaires (ER, PR, SF-1, AR) a travers des interactions protéinc-protéine qui mettent
en jeu le recrutement de co-répresseurs. L'interaction de DAX-1 avec Nur77 empéche également
le recrutement du co-activateur SRC-1. Celle-ci s¢ solde par une inhibition dc I'activation de
géncs dépendants de Nur77, notamment ceux impliqués dans la stéroidogénése chez les cellules

testiculaires de Leydig (221).

Les cytokines pro-inflammatoires affectent elles aussi l'expression d'enzymes impliquées
dans la synthése des stéroides. On a récemment montré que le TNF inhibait l'action de Nur77 au
niveau des promoteurs d'enzymes stéroidogenes. Ce phénoméne était accompagné de la
régulation a la hausse de la sous-unité p65/RclA de NF-kB et de son interaction avec le domaine
C-terminal de Nur77. Cette interaction n'affectait pas la liaison de Nur77 a 'ADN. Cependant,

NF-kB était capable d'inhiber la transactivation de Nur77 en empéchant Ia liaison de SRC-1 avec
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lec domainc N-terminal du récepteur orphelin. NF-kB accomplissait ceci soit cn interférant avec la
fonction accessoire du domainc C-terminal ou en compétitionnant pour lc co-activatcur. Une
obscrvation intéressante qui a découlé de cette étude était que Nur77 possédait la capacité de

recruter NF-kB au promotcur, cc qui entrainait la dissociation de SRC-1 (222).

Des chercheurs ont démontré que Nur77 avait la faculté d'induire I'apoptosc en sc
localisant aux mitochondries ct ¢n provoquant la libération du cytochrome ¢ (97). La méme
¢quipe a découvert tout récemment que Nur77 a la capacit¢ de sc lier a Bel-2 lors d'un tel
événement ct d'induire un changement de conformation chez ce dernier qui exposc son domaine
BH3 ct le rend apte a induire I'apoptosc. L'interaction met en jeu la boucle N-terminale de Bel-2 ct

lc domaine C-terminal de Nur77 (98).

1.2.8 Régulation transcriptionnelle de Nur77

1.2.8.1 Expression tissulaire

L'expression de 'ARN messager de Nur77 est normalement proportionnellc a la synthése
dc sa protéine, ce qui en fait un point de régulation important (223). Les taux d'’ARNm des
différents membres de la famille Nur77/NGFI-B varient sclon le tissus ct le stade
dévcloppemental. L'expression de chacun des membres est 4 la fois unique ct chevauchant.
L'ARNm dc Nur77 est faiblement exprimé dans le foetus ct Ie nouveau-né, mais cst abondant
dans la plupart des tissus chez I'adulte. On le retrouve principalement au niveau de la glande
pituitaire, des muscles, dans le thymus, la glande surrénalc ct la prostate. Le réceptcur orphelin cst
également exprimé abondamment dans plusieurs tumeurs (218, 224, 225). L'ARNm dc Nurrl est
fortement exprimé chez le jeune foctus. Chez I'adulte, on note une basse expression dans la
plupart des tissus et une plus forte expression dans le cerveau et la glande pituitairc. Le message
de NOR-1 atteint un pic au jour 18 du développement du foetus murin. On le retrouve également
chez l'adulte dans les organes périphériques comme le thymus et la glande surrénale, bien qu'il

soit proportionnellement moins abondant que Nur77 (200).

1.2.8.2 Induction de la transcription du géne de Nur77

Comme il fut mentionné précédemment, Nur77 est un géne de catégoric immédiate-

précoce. Son expression est induite rapidement et de fagon transitoire par une variété de stimuli
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dans divers types cellulaires. Cette induction cst indépendante de la néosynthése de protéines

(196). Nur77 fait donc partic dc la premicre ligne de réponsc génique a des signaux cxternes.

La littératurc mentionne que I'ARN messager de Nur77 est rapidement régulé a la hausse
par un nombrec sans cessc croissant dc stimuli externes. Unc liste non cxhaustive compterait
jusqu'a maintenant: lc NGF (196), des factcurs de croissance que I'on retrouve dans Ie sérum, tel
que le EGF ct lc FGF (197), les androgénes (208), les csters de phorbol comme lc PMA/TPA
(226), la forskolinc (227), I'étoposide (225), des rétinoides synthétiques comme le AHPN ct ¢
CD437 (97), les acides gras (228), l'influx dc calcium par des ionophores ou la thapsigargine
(229, 230), la dépolarisation membranaire (231), le CRH (corticotropin-releasing hormone) ct
I'ACTH (adrenocorticotrophic hormone) dans les cellules surrénale (211, 232), Ic LH chez les
ccllules testiculaires de Leydig (233), le TNF (234), I'oncogéne Tax (235), I'ischémic-hypoxic du
cerveau ou unc crisc convulsive chez le rat (236), le stress émotionnel (237), l'agitation
mécanique des cellules en suspension (238), l'activation des macrophages par lc réceptcur TLR4
(239) et I'activation des réccpteurs d'antigénes des cellules T (RcT) ct des cellules B (ReB) (240,
241).

Pour la plupart de ces traitements, les ¢tapes précises menant a l'induction de Nur77 dans
le noyau sont encore inconnues. Les hormones peptidiques comme les facteurs de croissance, le
NGF ct le CRH, de méme quc l'oncogéne Tax de HTLV-1, empruntent la voic de 'AMPc ct de la
PKA qui me¢ne en bout de ligne a la transactivation du promotcur de Nur77 a travers des éléments
de réponse CREB (242, 243). Le promoteur contient également des éléments dc réponse a AP-1
qui permcttent une transcription plus tardive et prolongée de Nur77 (243, 244). Cependant, parmi
tous ces stimuli, c'est la voie du calcium participant a la transduction des signaux a partir des
récepteurs d'antigénes qui est la mieux décrite. La figure 13 illustre les différentes étapes menant
a l'activation du géne de Nur77 chez la cellule T. Dans ces cellules, la transcription de Nur77 peut
étre inhibée par la cyclosporine A, un inhibiteur pharmacologique de la voic du calcium.
L'activation du RcT provoque la libération de calcium dans le cytoplasme. Cclui-ci active la
calcineurine qui déphosphoryle la facteur la transcription NFAT, menant a sa translocation dans le
noyau. Par la calmoduline, le calcium active également la facteur de transcription MEF2 en le

débarrassant de ses inhibiteurs, MITR, Cabinl et HDAC4/5. Le RcT active également la cascade
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MEKK2/MEKS qui provoquc la phosphorylation dc la kinasc ERKS. NFAT, EKR5 ct MEF2

forment un complexe sur le promoteur de Nur77 qui active la transcription du géne (245).

1.2.8.3 Phosphorylation de Nur77

En plus des intcractions protéine-protéine et dc la transcription, Nur77 cst ¢galement
régulé au nivcau post-transcriptionnel par phosphorylation. Nur77 cst unc protéinc fortcment
phosphorylée a plusicurs sites, comme en fait foi I'hétérogénéité de sa masse moléculaire sur gel
(70-90 kDa), qui est climinée par des phosphatases (202). Plusicurs stimuli induisent la
phosphorylation de Nur77. Hazel ef al. ont démontré que chez les cellules de rat PCI12, Ic
récepteur orphelin ¢tait modifié¢ différemment par les facteurs de croissance (EGF ct NGF) par
rapport 4 la dépolarisation membranairc par lc KCI. La migration ¢lectrophorétique de méme que
la cartographic des phosphopceptides ont révélé des patrons dc phosphorylation distincts (202).
Des expériences subséquentes ont montré que le traitement de ces mémes cellules avee du NGE
induisait la phosphorylation de Nur77 a la sérinc 350 (352 chez I'humain), dans Ic DBD, cc qui
inhibait sa liaison 2 'ADN et son activité transcriptionnclle (246). La méme ¢quipe a plus tard
démontré que la phosphorylation de la sérine 105 (140 chez I'humain) était cssenticlle a la
localisation cytoplasmique de Nur77 suitc au traitement par lc NGF (206). A cc jour, aucune
kinase responsable de ces phosphorylations n'a été formellement identifiée, bicn qu'on soupgonne
la voic pp90™* pour la Ser’ ct la voic Trk/Ras/ERK pour la Ser'. La kinasc ERK2 peut
phosphoryler Nur77 a la thréonine 142 dans des expériences in vitro (247), alors quc pp90+
phosphoryle la Ser’** de Nur77 in vitro ct in vivo (248) Un traitement de cellules adénocorticales
avee du ACTH induit la synthése d'unc forme Nur77 fortement active qui n'cst pas phosphoryléc
a la sérine 350, alors quc la petite quantité de protéine présentc constitutivement dans ces cellules

cst phosphorylée a ce site (249).

Chez des cellules T, il a été démontré que le PMA et l'ionomycine de méme que
l'activation du RcT induisaient la synthése d'une forme hyperphosphorylée de Nur77. Toutefois,
unc telle phosphorylation n'a pas affecté l'activité transcriptionnelle de Nur77 dans des cellules
293 surexprimant celui-ci (223). En 2001, des chercheurs ont étudié la relation cntre Nur77 et la
kinase anti-apoptotique Akt/PKB. Ils ont démontré que cette kinase avait la capacité d'interagir

avec Nur77 et de phosphoryler la Ser™, ce qui entrainait une inhibition de son activité
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Figure 12; Structure de Nur77 A Liaison de Nur77 a 'ADN. La structure cristalline du DBD de
Nur77 est illustrée, en association avec un élément NBRE sur I'ADN. Les deux doigts
de zinc forment des hélices perpendiculaires s'associant avec le motif principal, alors
que la queue du CTE interagit spécifiquement avec les adénines en amont du motif
(Tiré de (286)). B Structure du LBD de Nurrl. Ce domaine est fortement apparentéc a
celui de Nur77. On y dénombre 12 hélices alpha (H1-H12) et un feuille béta formé de
deux brins (S1-82). Sa structure générale s'apparente aux formes holo (avec ligand)
des récepteurs rétinoides/stéroides (207).
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transcriptionnellc (250). Akt a ainsi la capacit¢ dc protéger les ccllules T contre la mort cellulaire
induitc par l'activation, qui est dépendante de Nur77 (251). Finalement, des études sur le role de
Nur77 dans la prolifération des cellules du cancer du poumon ont montré que la MAPK JNK,
activée par la voie MEKK, phosphorylait Nur77 dans son domaine N-terminal et inhibait son
activité transcriptionnelle de méme quec sa liaison a 'ADN (252). Le résidu modifié par JNK n'a

toutcfois pas été identifié.

1.2.8.4 Localisation cellulaire de Nur77

Le dernier niveau de régulation de Nur77 passe par sa localisation dans la cellule. Les
chercheurs ont cu t6t fait de constater qu'unc fraction du récepteur nucléaire Nur77 se retrouvait
¢galement dans Ic cytoplasme. La localisation cytoplasmique était favoriséc par des traitements
qui cst induisaient sa phosphorylation (202, 229). En fait, la forme hyperphosphoryléc de Nur77
¢tait présente autant dans lc noyau que dans le cytosol ct avait unc demic-vie plus courte, cntre
30-40 minutes (202, 229). Katagiri et al. ont par la suitc démontré que la translocation
cytoplasmique de Nur77 par le NGF passait par la phosphorylation de la Ser'®. 1is ont également
révélé la présence de trois NES (nuclear export signal)y dans le domaine C-terminal qui sont
essenticls a la localisation cytoplasmique. La leptomycine B, un inhibiteur de I'exportation active
dc protéines nucléaires, a bloqué I'exportation de Nur77 par Ic NGF. De plus, ces chercheurs ont
démontré que RXR accompagnait son partcnaire Nur77 dans le cytoplasme suitc a ce méme
stimulus. Cette rclocalisation de¢ RXR s'accompagnait d'unc inhibition dc sa fonction

transcriptionnclle (206).

La méme année, I'équipe du Dr Xiao-kun Zhang a fait la description d'un nouveau
comportement de Nur77. Dans des cellules du cancer de la prostate LNCaP, unc construction
chimérique GFP-Nur77 se localisait aux mitochondries suite a divers traitements apoptotiques: lc
TPA, un ionophore de calcium, des rétinoides synthétiques analogues a 'AHPN, ct I'étoposide. Ce
phénoméne se produisait rapidement — a l'intéricur de 60 minutes — et était indépendant de
l'activité transcriptionnelle de Nur77 (voir figure 14). Un mutant dépourvu du DBD
(Nur77/ADBD) se localisait spontanément aux mitochondries et pouvait induirc I'apoptose.
L'exportation nucléaire de Nur77 était dépendante de ses domaines N-terminal ct C-terminal et

pouvait aussi étre bloquée par la leptomycine B. Des expériences in vitro ont par la suite montré
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quc du Nur77 rccombinant pouvait a lui scul provoquer la libération de cytochrome ¢ de
mitochondrics isolées (97). La méme ¢quipe ainsi que d'autres équipes de chercheurs ont par la
suitc observé cc phénomene dans d'autres contextes. Le virus de Sindbis cntraine la mort
ccllulaire par le ciblage mitochondrial de Nur77, qui peut étre inhibé par EBNA2 (217). Dans des
ccllules du cancer dc I'estomac, Nur77 cst relocalisé a la mitochondric suite au traitement par le
VP-16, Ic TPA ct par des dérivés de I'acide chénodéoxycholique (253, 254). En revanche, dans
des cellules de cancer du colon, Nur77 s'est localis¢ dans des structures cytoplasmiques qui ne
correspondaicnt pas aux mitochondrics en réponsc au TPA, au butyrate ct au S-fluoruracile. Cette

translocation était suivic du recrutement dec Bax a la mitochondric (255).

Finalement, on a montré que Nur77 sc localisait & des corps nucléaires PML lorsque ce
dernier était surexprimé. L'interaction de Nur77 avec PML inhibe sa transactivation. Ces deux
molécules ont agi en syncrgic dans les cellules LNCaP pour induire 'apoptose cn réponse au TPA
(215). Toutcfois, personne n'a jamais obscrvé de Nur77 localisé dans des corps PML dans les
conditions d'cxpression endogéne, ce qui met en doute I'importance de ce compartiment nucléaire

dans lc réle biologique de Nur77.

1.2.9 Réles biologiques de Nur77

Le récepteur nucléaire NGFI-B/Nur77 remplit des fonctions biologiques multiples ct
parfois contradictoires. Son véritable role dans l'organisme est encorc nébulcux, puisque des
souris déficientes en Nur77 ne présentent pas de phénotype évident (256). Ceci pourrait étre le
reflet de la redondance fonctionnelle des membres de la famille NGFI-B/Nur77. Des souris
knock-out pour Nurrl ont un défaut dans le développement dc neurones dopamincrgiques (257).
Des mutations dans le géne Nurrl sont de plus associées avec la forme familiale de la maladie de
Parkinson, qui est justement caractérisée par un manque de dopamine (258). Le cas de NOR-1 est
plus problématique. Certains ont démontré que des souris dépourvues de NOR-1 nc présentaient
qu'un phénotype bénin avec un défaut dans la formation de l'oreille internc (259). Plus
récemment, une autre équipe a signalé une 1étalité embryonnaire chez les souris NOR-1-", due a

un défaut dans I'embryogénése (260).
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Figure 13: Signalisation menant a I'activation de Nur77 chez les cellules T (voir texte). Tiré
de (245).

Figure 14: Exportation nucléaire et association mitochondriale de Nur77. Une fusion
GFP-Nur77 fut transfectée dans des cellules LNCaP (cancer de la prostate). Suite a
une traitement au TPA (100 ng/mL), Nur77 (vert) est graduellement cxporté du noyau
et se localise aux mitochondries. Celles-ci sont révélées par immunofluorescence
dirigée contre Hsp60 et sont colorées en rouge. L'image montre la progression de 0 a
60 minutes. Tiré de (97).
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1.2.9.1 Fonctions pro-apoptotiques dépendantes de la transcription

Les premiers indices suggérant unc fonction de Nur77 dans la régulation de l'apoptose
furent issus d'¢tudes sur le développement des thymocytes en cellules T matures. Dans le thymus,
des thymocytes immatures cxprimant des récepteurs a antigéne de cellules T (RcT) qui
reconnaissent Ic soi sont éliminés du répertoire. Ce processus de sélection négative passc par des
signaux apoptotiques véhiculés a travers des RcT ayant unc trop forte affinité pour Ic complexc
peptide/CMH. En 1994, deux équipes ont simultanément démontré que Nur77 était essentiel a
I'apoptosc d'hybridomes de cellules T activés par le RcT (241, 261). L'utilisation d'unc forme
dominante-négative ou d'un message antisens de Nur77 sous le contrdle du promoteur proximal
de lck (specifique aux cellules T) a permis de démontrer que la sélection négative des thymocytes
¢tait déficiente chez les souris transgéniques exprimant ces constructions (262, 263). A I'inverse,
la surexpression du géne de Nur77 chez les thymocytes méne a unc apoptose massive et a une
diminution du nombre de lymphocytes T périphériques (262, 263). Des résultats analogucs ont été
obtcnus avec des souris transgéniques /ck/NOR-1, mais non avec Nurrl (264). La redondance
fonctionnelle entre Nur77 et NOR-1 expliquerait 1'absence de phénotype chez les souris Nur77

knock-out, par opposition aux souris exprimant lc dominant-négatif.

Les chercheurs ont cnsuite entrepris d'identifier la voic apoptotique activée par Nur77
chez les thymocytes. Une premiére équipe a démontré que des thymocytes de souris surcxprimant
lck/Nur77 exprimaient également des taux élevés de FasL (265). Des souris issucs d'un
croiscment de la lignée Nur77 avec la lignée gld, qui exprime un FasL non fonctionncl, avaient un
nombre normal dc thymocytes (265). Par contre, une autre équipe menée par le Dr Astar Winoto a
démontré que tout le contraire. Ils n'ont pas détecté d'augmentation significative de I'expression
de FasL chez leurs thymocytes surexprimant Nur77 ou NOR-1. De plus, I'expression de Nur77
chez des souris gld/gld a empéché l'apparition d'une population anormale de cellules T
périphériques auto-immunes, caractéristique de la mutation g/d (264). L'initiation d'unc apoptose
indépendante de Fas/FasL par Nur77 expliquerait ce phénotype. L'expression de Nur77 chez ces
souris n'a toutefois pas empéché le syndrome lymphoprolifératif de cellules B, cc qui indique que
le rble de Nur77 serait restreint au thymus (266). Bien que la sélection négative des thymocytes
immatures requiert Nur77 et non FasL, il n'est pas impossible que Nur77 agissc au niveau de la

mort cellulaire induite par I'activation chez les cellules T périphériques (AICD) par le biais de

-55-



FasL, comme cn font foi certains travaux (267, 268). Dans les thymocytes, I'activité
transcriptionnclle de Nur77, qui pouvait étre manipulée par certaines mutations ou délétions dans

la protéine, corrélait toujours avec le degré d'apoptosc (269).

A l'aide dc la technologic des puces 2 ADN, I'équipe du Dr Winoto a récemment publié
unc listc de génes exprimés a de plus forts niveaux chez des thymocytes surexprimant Nur77.
Parmi ccux-ci, on rctrouve FasL, TRAIL. Toutefois, dcux nouvcaux génes fortement induits par
Nur77 (NDG1 et NGD2) ont attir¢ lcur attention. Ces deux génes sont induits par l'activation du
RcT, 4 la suite de I'expression de Nur77. Des souris transgéniques NDG/ présentaicnt des
phénotypes scmblables aux souris Nur77. L'apoptose par NDG1 n'a pu étre complétement
cmpéchée par Bel-2 ou FADD-DN, mais pouvait étre inhibé par CrmA, un inhibitcur viral de la

caspasc-8 (270).

Au méme moment, unc autrc équipe a démontré que Nur77 augmentait I'expression du
facteur de transcription pro-apoptotique E2F-1 dans lcs cellules du cancer de la prostate LNCaP.
Ils ont de plus révélé la liaison spécifique de Nur77 au promoteur de ce géne. Ceci est un fait
unique puisque Nur77 n'avait jamais ét¢ décelé auparavant au niveau du promoteur de génes pro-
apoptotique comme FasL. L'association était spécifique a E2F-1 et n'était pas retrouvée chez les
autres membres de la famille E2F. L'expression de E2F-1 et de Nur77 chez les LNCaP était
csscnticlle a I'apoptose cn réponse au TPA (271). Un examen des données dec puces 3 ADN de
I'équipc de Winoto révéle également une augmentation de I'expression de E2F-1 chez lcs
thymocytes Nur77. Fait intéressant, l'expression de E2F-1 est cssentielle a la sélection négative

des thymocytes (272).

1.2.9.2 Fonctions pro-apoptotiques indépendantes de la transcription

Un réle pro-apoptotique de Nur77 indépendant de sa transactivation mais dépendante de
sa localisation intracellulaire a été abordé dans la section précédente. L'équipe du Dr Xiao-kun
Zhang a montré a plusieurs reprises que Nur77 était activé suite a des stimuli pro-apoptotiques
dans des lignées cancéreuses, bien que son activité transcriptionnelle n'était pas affectée (273).
L'expression d'un message Nur77 antisens chez des cellules LNCaP a protégé celles-ci contre
l'apoptose induite par des rétinoide synthétiques, le TPA, le A23187 (un ionophore de calcium) et

I'étoposide, mais non le TNF. Contrairement au EGF, ces stimuli n'activaient pas la fonction
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transcriptionnelle de Nur77. L'apoptosc était plutdt associée a unc translocation de Nur77 vers la
mitochondrie, cc qui provoquait la libération de cytochrome ¢ (voir figurc 14). L'activité pro-
apoptotiquc de Nur77 pouvait étre bloquée par la surcxpression de Bel-2 (97). Des résultats
similaircs ont été obtenus chez des cellules Jurkat, ZR-75-1, MDA-MB23, ¢t des lignées du
cancer dc l'estomac (97, 253, 254). L'expression de Nur77 ct sa localisation mitochondriale sont

¢galement essenticlles a l'apoptose par le virus de Sindbis chez les cellules NIH 3T3 (217).

L'équipc du Dr Zhang a renchéri cn 2004 avec la démonstration que Nur77 interagissait
avec Bel-2 au niveau dc la mitochondric ct le convertissait en protéinc tucuse. Dans leurs
cxpériences, Nur77 provoquait un changement de confirmation chez Bcl-2 qui cxposait son
domaine BH3 ct leur rendait apte & induirc l'apoptosc mitochondriale. Le silengage ou des
mutations inactivant Bcl-2 ont empéché l'apoptosc par Nur77. Ces chercheurs ont ¢galement
montr¢ une localisation mitochondriale dc Nur77 dans des lymphocytes primaires stimulés au
TPA/ionomycine, induisant unc apoptose qui pouvait étrc empéchée par des mutants de Bcl-2
(98). Ccci expliquerait pourquoi I'apoptose des lymphocytes T par Nur77 ne peut étre bloquée par
unc surexpression de Bcl-2. Toutcfois, ces résultats sont en contradiction avec ccux du premier
articlc ot l'on démontrait que la libération de cytochrome ¢ induite par Nur77 ¢était bloquée par
Bcl-2. De plus, d'autres équipes n'ont pu déceler de Nur77 au niveau des mitochondries chez des

hybridomes de cellules T et chez des fibroblastes (251, 270).

Récemment, on a fait état d'une fonction de Nur77 dans Il'induction d'unc mort cellulaire
indépendante des caspases. Des macrophages issus de souris Nur77-~ se sont avérés partiellement
résistants 4 un traitement combiné de ZVAD (un inhibiteur pan-caspases) ct de LPS, qui provoque
normalement la mort de ces cellules. Dans ce cas, Nur77 était modulé a la haussc via l'activation
du récepteur TLR4 et du facteur de transcription MEF2 (239). Une autre voie de mort
indépendante des caspases, cclles de la Substance P/NK,R (récepteur de la neurokinine) implique
¢galement l'activation de Nur77, cette fois par l'intermédiaire de la kinasc ERK2 (274).
L'importance de l'activité transcriptionnelle de Nur77 dans ces deux situations est inconnue pour
le moment, mais sa localisation mitochondriale ne semble pas étre impliquée puisqu'un mutant

Nur77/ADBD protégeait les cellules contre la mort par NK ;R aussi bien qu'un mutant dominant-

négatif dépourvu du domaine N-terminal.

5T



1.2.9.3 Fonctions anti-apoptotiques de Nur77

Nur77 peut étre activé autant par des signaux de croissance que de mort. 11 st bien connu
que des facteurs mitogénes comme I EGF et le FGF induisent unc expression rapide de Nur77
(244). Ces facteurs sont associés avec la survic cellulaire et I'inhibition de I'apoptosc. Par
cxemple, la voic du récepteur du EGF est souvent suractivée chez des cellules cancéreuses ct
ménc 4 l'activation de Akt ct de NF-kB, cc qui favorisc la prolifération cellulaire ct bloque
I'apoptosc. Malgré ccla, Nur77 est becaucoup mieux connu pour son role dans I'activation de

I'apoptosec.

Il scmble toutcfois cxister plusicurs liens entre I'expression de Nur77 ct la survic
ccllulaire, voire I'oncogéncse. Une activité anormalement élevée de Nur77 a été observée dans
diverses lignées cancéreuses. Ainsi, de forts niveaux de Nur77 ont été détectés dans des lignées de
cancer du poumon (224), de la prostate (225) ct du scin (218). L'expression de Nur77 cst plus
¢levée dans des tissus cancéreux de la prostate que dans les tissus hypertrophiques bénins
adjacents (225). Des cellules B leucémiques résistantes a la radiothérapic expriment de plus forts
niveaux dc Nur77 comparativement aux cellules sensibles (275). NOR-1 cst ¢galement
surexprim¢ dans des lymphomes diffus de cellules B (276). L'expression élevée de NOR-1 et de
Nurrl est associce a des variantes métastatiques de lignées de carcinomes pulmonaires a grandes
ccllules (277). L'oncogene Tax de HTLV-1 active non sculement la voie NF-kB mais stimulc
¢galement l'cxpression de Nur77 (235). Dans des lignées de cancer du poumon, on a démontré
que I'expression de Nur77 favorisait la progression du cycle cellulaire et donc la prolifération. Sa
liaison a I'ADN et son activité transcriptionnelle étaient requises pour son effet mitogéne. La
suppression de Nur77 par interférence de I'ARN a diminué la prolifération des cellules en réponse

au EGF ou au sérum (252).

Une translocation chromosomique (9;22)(q22;q12) est associée avec les
chondrosarcomes myxoides extrasquelettiques, des tumeurs osseuses malignes. Cet événement
entraine une fusion entre le géne EWS (Ewing Sarcoma) du chromosome 22 avec NOR-1 (alias
TEC) du chromosome 9 (278). Le transcrit chimérique qui en résulte aurait un potentiel oncogénc
in vitro. La protéine de fusion EWS/NOR-1 est fortement exprimée dans la cellulc ct transactive

270 fois mieux un promoteur NBRE que le récepteur nucléaire natif (279).
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Certains travaux ont ¢galement montré unc inhibition de I'apoptosc cn tant que telle par
Nur77. La surexpression du récepteur orphelin dans unc lignée de cellules B protége celles-ci
contre l'apoptose induitc par la céramide. Dans cc cas, la mort ccllulairc était indépendante de
I'activation dcs caspascs ct de la voic Fas/FasL (280). On a réccmment identifié Nur77 comme
¢tant un facteur de survic au TNF chez des fibroblastes cmbryonnaires murins. Sa surexpression
dans des lignécs TRAF2" ct RelA ", ainsi dépourvues dc la voic de survic classique NF-xB, réduit
leur mortalité en réponsc au TNF. Dans ces cellules, Nur77 inhibait 1'apoptosc au niveau de
l'activation de la caspase-8 (234). Un articlc tres récent montre que la diminution de I'expression
de Nur77 et de Nurrl chez des cellules HeLa (cancer du col de l'utérus) diminue leur degré de
transformation in vitro et augmente leur niveau d'apoptosc spontanée (281). 1l est par conséquent

clair que Nur77 peut participer a la fois a des voies de survic et de mort cellulaire.

1.2.9.4 Role de Nur77 dans la régulation neuroendocrine

La fonction de Nur77 cn tant que facteur de transcription a principalement été étudiée non
pas dans un contexte d'apoptose mais plutdt dans celui de la régulation de génes participant a la
synthése d'hormones endocrines. Les génes Nur77 ct Nurrl sont fortement cxprimés dans
I'hypothalamus ct la glande pituitaire ct surrénale (282). Ces organcs contrlent I'axe endocrinien
hypothalamo-pituitairc-surrénale de réponsc aux stress dans l'organisme. Des stress physiques ct
¢motifs augmentent davantage l'expression des génes de la famille NGFI-B (232, 236, 237). Dans
le cortex surrénal, le géne de Nur77 est induit par les hormones pituitaircs ACTH ct CRH, ce qui
méne a la synthése d'une protéine hypophosphorylée cn position 354 apte a sc licr a 'ADN (211,
232). Nur77 active a transcription du géne codant la stéroide 21-hydroxylase (CYP21) qui est
I'enzyme limitante dans la synthése des glucocorticoides ct des minéralocorticoides (283). Nur77
et Nurrl sc lient également aux promoteurs du CRF (corficotropin releasing factor) ct de la
POMC (pro-opiomélanocortine), un précurseur de plusieurs hormones peptidiques (211, 284). Le
role de ces récepteurs nucléaires semble redondant, puisque des souris Nur77" ne présentent pas
de défaut dans la stéroidogénése. L'expression de Nurrl est toutefois augmentée chez ces

animaux, ce qui suggére I'existence d'un mécanisme de compensation (256).

Des résultats récents suggérent que Nur77 jouerait un role dans unc autre voic

endocrinienne, celle du systéme reproducteur. L'expression des membres de la famille NGFI-
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B/Nur77 est induite cn réponsc au LH (hormone lutéinisante ou gonadotropine) dans lcs follicules
ovaricns de rat ct dans des cellules testiculaires de Leydig (233, 285). L'inhibition de Nur77 par

son dominant-négatif a diminu¢ la biosynthése de la progestérone en réponse au LH (233).
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1.3 Le noyau: structure et composantes

1.3.1 Survol

On décrit souvent le noyau comme étant un organitc au méme titre que les mitochondrics,
le réticulum endoplasmique ct l'apparcil de Golgi. Pourtant, lc noyau cst un compartiment
ccllulaire extrémement complexe qui contient bien plus que de I'ARN, de I'ADN, ct des factcurs
de transcription. Des études récentes démontrent que la fonction de plusicurs protéines, de génes
ct d'autres facteurs peut étre modulée par leur localisation intranucléaire. La plupart des processus
cellulaires, comme la croissance, la différenciation, la réponse au stress ct l'apoptose, passc par
I'activation de géncs par lc biais de factcurs nucléaires dont la régulation est dynamique. Puisque
cette these s'intéresse au rdle du récepteur nucléaire Nur77 dans l'apoptose, une bréve revue du

noyau ct de ses compartiments s'imposc.

On retrouve au niveau du noyau des compartiments qui ont leur fonction propre.
L'enveloppe nucléaire isole Ie noyau ct contient les complexes des pores nucléaires. Ceux-ci
contrdlent le trafic des protéines et de I'ARN par le reconnaissance de signaux de localisation ou
d'exportation nucléaire. Le nucléoplasme contient des facteurs protéiques ct nucléiques solubles
ainsi que la chromatine, un complexe d'’ADN enroulé et de protéines. Le nucléole est unc région
dense dépourvue d'ADN ou s'cffectue la synthese et 'assemblage des ribosomes. En dchors de ces
régions bien connues, il existc toutcfois des “ corps nucléaires ” de différentes catégories aux
fonctions bien particuliéres. Ces structures sont liées a la matrice nucléaire, unc charpente
protéique apparentée au cytosquelette qui sert a la fois dc mainticen structurel et de plate-forme

pour 'assemblage ct la régulation spatialc de complexes protéiques ct nucléiques.

1.3.2 Les taches nucléaires et 1'épissage

L'épissage des ARN messagers ne s'opére pas aux sites actifs de transcription, mais plutot
dans des régions précises du noyau. Les facteurs d'épissage forment des complexes nommés
"épissosomes” qui se retrouvent dans des "taches" nucléaires, au nombre de 25-50 par cellule
(286). Au sein de ces structure, on retrouve le facteur d'épissage SC35, qui est souvent utilisé pour
l'identification et le suivi des taches nucléaire. Les sites de transcription recrutent les facteurs

d'épissage de fagon dynamique, notamment par des cycles de phosphorylation. L'actinomycine D,
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unc inhibitcur de la synthése d'ARN, provoque l'apparition d'un plus grand nombre de taches de

petites tailles, ce qui suggere que I'intégrité dc ces sites dépend dc la transcription active (286).

1.3.3 Les corps de Cajal

Outre les nucléoles, on peut détecter par microscopic ¢lectronique des corps nucléaires
denses au nombre de 4-6 par cellules. Ces structures on ét¢ nommées corps de Cajal ou corps
enroulés. Elles conticnnent des ribonucléoprotéines, de la fibrillarine et la coiline, un marqueur
spécifique. Leur rdle n'est encore par bien défini. On estime que les corps de Cajal sont des sites
de biosynthésc ct de stockage des petites ribonucléoprotéines (snRNP), qui sont des composantes
dc I'épissosome. Des structures satellites de corps de Cajal, les corps Gemini, servent 4 modifier
les snRNP (286). Ces deux types de structures conticnne la protéine SMN (survival of motor
neurons), le produit d'un géne déterminant le développement de l'atrophic spino-musculaire, une
maladic ncuro-dégénérative. Certaines protéincs oncogénes peuvent également sc localiser aux
corps dc Cajal, dont les membres de la famille EWS, qui sont impliquées dans lc métabolisme de
I'ARN. Les corps de Cajal sont des structures treés dynamiques, clles interagissent continucllement
avee les nucléoles ct peuvent assembler des complexes transcriptionnels pour leur utilisation par

les ARN polymérases (286).

1.3.4 Les corps PML

Les corps PML (pour promyelocytic leukemia) ou POD (pour PML-oncogenic domains)
sont probablement les structures nucléaires les plus étudiées. Ces domaines ne conticnnent par de
chromatine ou d'ARN. IlIs sont plutdt formés d'un nombre élevé et variable de protéincs dont la
plus importantec, PML, cst essenticlle a leur intégrité. On a découvert le génc PML dans des
cellules de patients souffrant de leucémie promyélocytique aigiie, fusionné au géne RARQ pour
former la protéine oncogéne PML-RAR. Cette protéine chimérique empéche la formation
normale des corps PML, ce qui lui permet d'immortaliser la cellule en empéchant I'apoptose
(287). L'acide rétinoique et I'As,O3 induisent la dégradation de PML-RAR ct entrainent la
rémission de la maladie. PML est donc considéré comme un suppresseur de tumeur. En plus de
I'apoptose, les corps nucléaires PML sont impliqués dans une foule d'autres fonctions cellulaires

comme la dégradation protéique, la réponse antivirale, la régulation de la transcription la
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croissance ccllulaire ct la réparation de I'ADN. Le modele actucl propose que les corps PML sont
unc sorte de dépot nucléaire dont les composantes scraient dynamiquement recrutées et modifiées

pour faire face a divers stimuli.

PML jouc un réle primordial dans la régulation de I'apoptose. Les cellules des souris
pml-- sont résistantcs 4 de multiples stimuli comme lcs radiations ionisantes, l'interféron, le
céramide, Fas ct TNF (288). Cette protéine semblc étre essenticlle au bon fonctionnement de p53.
Les deux protéines intcragissent ct co-localisent dans les corps nucléaires. PML agit entre autres
comme co-activatcur dc p53, probablement en recrutant des acétyl-transférases telles que CBP ct
p300. Des modifications post-traductionnelles de p53 scraient également cffectuées dans les corps
PML (288). PML interagit également avec DAXX. La capacit¢ de DAXX a inhiber la
transcription dc génes pro-apoptotiques est réprimée dans les corps PML (287). Cec facteur

pourrait également devenir pro-apoptotique lorsque PML est surexprimé (287).

Les stress génotoxiques provoquent le déplacement des corps PML vers les Iésions sur
I'ADN et induisent ¢galement unc réorganisation de ccux-ci. Cette mobilisation scrait dépendante
de la kinase Chk2 (288). Plusicurs factcurs importants dans la stabilité génomique ct la réparation
de 'ADN sc localisent aux corps nucléaires, tel que la protéine BLM, un produit du génc
déterminant le Syndrome de Bloom. Les souris pmfF- présentent d'ailleurs un plus haut taux

d'aberration chromosomiques (288).

1.3.5 Autres corps nucléaires

D'autres structures distinctes existent dans le noyau. Leur présence peut varicr selon le
type ccllulaire et le stimulus. On a détecté des "usines de réparation" localisées sur la matrice
nucléaire, dont l¢ réle est le recrutement d'ADN brisé et de facteurs de réparation de la voic NER
(Nucleotide Excision Repair) (280). Le NER regroupe prés de 30 protéines différentes dans des
méga-complexes nucléaires. Il existe également les corps para-nucléolaires de type Sam68/SLM,

les clastosomes et les corps Polycomb, dont la fonction est inconnue.
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CHAPITRE 2 : NUR77 FORMS NOVEL NUCLEAR
STRUCTURES FOLLOWING DNA DAMAGE AND
TRANSCRIPTIONAL ARREST
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2.1 Mise en contexte de 'article I

Ce manuscrit présente les travaux sur la localisation cellulaire de Nur77. Au moment du
début du projet, Li et al. avaicnt démontré une relocalisation de Nur77 au niveau des
mitochondrics lors de I'apoptose (97). Le but premicr du projet était donc de déterminer si le
méme phénoméne sc produisait lorsque des cellules étaient soumises & des stimuli pro-
apoptotiquc de typc génotoxique, tels qu'utilisés en chimiothérapic. Lc cas échéant,
I'identification des sitcs dc phosphorylation ainsi que de partenaires interactions aurait 6té
accomplic. L'utilisation d'une protéine de fusion GFP-Nur77 nous a plutét permis d'identifier un
nouveau phénomeéne, celui de la formation de corps nucléaires. Nous nous sommes donc penchés
sur ces structures afin de connaitre le mécanisme de leur formation et leur importance dans la

fonction de Nur77 et dans la physiologic de la cellule.
Les objectifs spécifiques de cet article étaient:

* Démonstration du phénomene dans d'autres cellules et avec la protéine native
* Identification des voie de signalisation impliquées dans la formation des corps nucléaire.
 Identification des domaines de Nur77 requis pour cet interaction.

» Description des interactions avec d'autres compartiments nucléaires.

Contributions a I'article: Louis de Léséleuc a cffectué toutes les manipulations. La
variante GFP5 de la protéinc verte fluorescente a été générée par F. Denis. La rédaction de l'article

a été accomplie par L. de Léséleuc et revue par F. Denis.
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ARTICLE 1

NUR77 FORMS NOVEL NUCLEAR STRUCTURES FOLLOWING DNA DAMAGE AND
TRANSCRIPTIONAL ARREST

Louis de Léséleuc, Frangois Denis

INRS-Institut Armand-Frappicr, Laval, Québec, H7V 1B7, Canada

Le récepteur nucléaire orphelin Nur77 a été reli¢ a la stimulation de la croissance ainsi
qu'a I'apoptose ct ses activités ct fonctions peuvent étre modulées par unc redistribution cellulaire.
Dans cette ¢tude, nous employons une construction Nur77 fusionné a la GFP afin de suivre sa
localisation intracellulairc lors de la réponse a des stress génotoxiques. Certains agents
cndommageant '’ADN ou inhibant la transcription ont provoqué un changement rapide dans la
distribution intranucléaire de Nur77, avec l'apparition de structure nucléaires distinctes de corps
nucléaires connus. Cecs nouveaux corps nucléaires ¢étaient de naturc transitoirc et ont
significativement inhibé I'activité transcriptionnelle de Nur77. Ceux-ci étaient fortement liés 4 la
matrice nucléaire et leur formation nc dépendait pas de voics d'activation majeurcs mettant en jeu
des sérinc/thréonine kinases. Les corps nucléaires Nur77 pourraient jouer un rdle important dans
la régulation de l'apoptose cn réponsc au dommage & I'ADN en séquestrant le facteur de

transcription.
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Summary

The orphan nuclcar receptor Nur77 has been implicated in both growth promotion and apoptosis,
and its function and activity can bc modulated by cellular redistribution. GFP-tagged Nur77 was
uscd to cvaluatc the contribution of Nur77 intracellular redistribution to genotoxic stress
response. Specific DNA damaging agents and transcriptional arrest lead to the rapid redistribution
of Nur77 into nuclear structures distinct from known nuclear bodics. These nuclear bodics were
transicnt in naturc and caused Nur77 transcriptional inhibition. These structurcs were tightly
bound to the nuclecar matrix and formed without the apparent involvement of major
serinc/threonine kinase signaling pathways. Nur77 nuclear bodics might modulate apoptosis in

responsc to DNA damage through sequestration of this transcription factor.

Introduction

Nur77 is an immediatc-early gene induced by scrum growth factors or nerve growth factor
(NGF) that belongs to the retinoid/steroid superfamily of nuclear receptors (1, 2). Nur77 is the
first member of the Nerve Growth Factor Inducible-B (NGFI-B) family that includes Nurr] and
NOR-1. NGFI-B family members have a structure composed of a N-terminal transactivation
domain, a Zinc-finger DNA binding domain (DBD) and a C-terminal scgment containing the
ligand-binding domain (LBD) typical of nuclear hormone receptors (3). However, no ligands for
these receptors have been identified and the LBD appears non-functional (4). Nur77 levels can be
induced by phorbol csters, membranc depolarization, cAMP or calcium ionophores (5, 6) and are
sharply up-regulated upon T cell receptor engagement in thymocytes and T cell hybridomas
contributing to T cell apoptosis (7, 8). Nur77 transcriptional activity can be modulated by
phosphorylation of the N-terminal or DBD domains through the ERK pathway (9-11), while AKT
can phosphorylate the DBD, preventing DNA binding and T cell apoptosis (12).

Nur77 activity can also be modulated by intracellular trafficking with NGF leading to Nur77

cytoplasmic translocation and RXR co-export leads to down-regulation of retinoid signaling (6,
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13). Nur77 nuclear cxport upon pro-apoptotic agent cxposurc can result in mitochondrial
association and cytochrome c release triggers apoptosis in a transcription-independent manner
(14). Sub-nuclear localization represents a means of regulating the function and activity of
transcriptional rcgulators, as cxemplified by PML nuclear bodics (PML-NB). These nuclear
structurcs act as a macromolccular scaffold that recruit or sequester a varicty of proteins that play
roles in apoptosis and other cellular processes (15). In promyeclocytic leukemia, the chromosomal
translocation of PML to the retinoic acid receptor alpha (RAR) gene forms the PML-RAR
oncogenic fusion product which prevents PML function by disrupting PML-NB architecturc (16).
PML-NB intcract with transcriptional regulators such as p53, DAXX, CBP, pRb and thec RAR and
RXR nuclear receptors (16) and can also interact with DNA rcpair factors such as BLM, TopBP1
and the Mrell complex in a stimulus-dependent manner (17, 18). Nur77 has been shown to
interact with PML, leading to Nur77 transcription inhibition (19).

To cvaluate the contribution of Nur77 localization in chemotherapeutic agent response, a
GFP-tagged form of Nur77 was used. In cells undergoing transcriptional arrest, Nur77 rapidly
formed nuclear bodics distinct from other known nuclear sub-structures. These structures formed
transiently and were associated with Nur77 transcriptional inhibition. The possible role of these

nuclear bodies in scnsing transcriptional stress or modulating apoptosis is discussed.

Results and Discussion

Nur77 forms nuclear dots following genotoxic stress

Since the intracellular localization of Nur77 contributes to its activity, the cffect of
chemotherapeutic agents on Nur77 relocalization was evaluated using GFP-tagged Nur77.
Transiently transfected HeLa cells were exposed to various genotoxic agents and imaged by
confocal microscopy. Nur77 remained nuclear under all conditions and only treatment with 250
nM phorbol myristate acctate (PMA) caused cytoplasmic export (data not shown) as reported by
others (6, 13). Nur77 formed bright nuclear dots in response to camptothecin, cisplatin or

doxorubicin exposure (Figure 1), which appeared as carly as 30 minutcs post-trcatment with
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numbers pcaking at around 4 hours. These nuclear bodies were variablc in size and number, and
rcached larger sizes at increasing genotoxin doses. However, no dots formed upon ctoposide or
ionizing radiation cxposure (Figure 2). UV-C radiation Icads to the formation of cyclobutanc
pyrimidine dimers (20), camptothecin blocks topoisomerase I in an open conformation on DNA
(21), cisplatin crcatcs DNA adducts (22) and hydrogen peroxide generates oxidized bases such as
8-oxoguanine (23), lcsions that impede RNA polymerase progress. In contrast, y-irradiation and
the topoisomerasc I poison ctoposide induce double-stranded DNA breaks at low frequency and
have little impact on general transcription (24, 25). Since agents that strongly block transcription
lcad to Nur77 nuclear body formation, the effect of RNA synthesis inhibition was cvaluated.
DRB, actinomycin D and a-amanitin all mimicked the cffect of UV-C light, hydrogen peroxide,
cisplatin or camptothccin, causing the appearance of Nur77 nuclear dots (Figure 2). Hence, RNA
polymecrasc obstruction rather than DNA damage appears to be involved in Nur77 dot formation.
Nur77 forms nuclear dots in different cell types

To rule out the possibility that structures arise because of the GFP, wild-type Nur77 was
over-expressed in HeLa cells. Exposure to camptothecin lead to the formation of nuclear bodies in
cclls expressing wild-type Nur77 (Figure 3A) and all dots formed by the GFP-Nur77 fusion
protein were detected with the Nur77 antibody (Figure 3A). Interestingly, only the polyclonal
antibody directed against the C-terminus detected nuclear bodics, while the polyclonal antibody
directed against the N-terminus could not, while still being able to recognize the diffuse nuclear
form of Nur77 (data not shown), arguing that the N-terminal epitope is masked within bodies.
Since Nur77 nuclear dot formation might be a peculiarity of HeLa cells, different cell lines were
exposed to camptothecin. Nur77 dots were observed in LNCaP prostate carcinoma cells, H4
glioma cells and H1299 small cell lung carcinoma cells (Figure 3B), as well as in HEK293
embryonic kidney cells and MCF-7 breast carcinoma cells (data not shown). However, the

number of cells displaying nuclear bodies was 5 to 10-fold lower in H4, MCF-7 and LNCaP cells
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compared to HeLa, HEK293 and H1299 cells. The former group of cells express a functional p53,
whereas the others arc p53 deficient, and p53 is known to be important for transcription recovery
after DNA damage (26, 27). It is possible that cnhanced Nur77 nuclear dot formation in p53
dcficient cells is associated to prolonged transcription inhibition, with DNA rcpair and
transcription resumption being more rapid in cells having a functional p53.
Nur77 phosphorylation is not involved in nuclear body formation

Nur77 transcriptional activity can be modulated by post-translational modifications such as
phosphorylation by AKT (12), ERK2 (28) and JNK (29), whilc its intracellular localization can be
altered by PKC activators (10). To cvaluate if post-translational modifications contribute to
nuclcar body formation, diffcrent pharmacological inhibitors werc used at concentrations
two-fold above their IC*. The inhibitors were AKT inhibitor (AKT; 20 uM), U0126 (ERK 1/2; 10
nM), SP600125 (JNK; 20pM), SB203580 (p38MAPK; 10 uM), LY294008 (PI3K; 50 uM),
cyclosporin A (calcincurin; 1 uM), rottlerin (PKC9; 5 pM), G66976 (PKCao; 0.5 uM), caffeine
(ATM/ATR; 5 mM) and okadaic acid (PP2A phosphatases; 50 nM). HeLa cells transfected with
GFP-Nur77 were pre-treated 2 hours with the inhibitors and cxposed 4 hours to 10 uM
camptothecin. None of the inhibitors affected Nur77 nuclear body formation (data not shown),
indicating that phosphorylation does not play a role in Nur77 recruitment to nuclear structures.
The Nur77 N-terminal domain is required for nuclear body formation

Since the polyclonal antibody directed against Nur77 N-terminal rcgion failed to stain nuclear
bodics while recognizing the diffuse nuclear form of Nur77, this suggested that this region was
buried within the structures. Two Nur77 deletion mutants were constructed and fuscd to GFP to
determine the domains required for nuclcar body formation. Mutants lacking thec N-terminal
domain (amino acids 1 to 170) or the C-terminal domain (amino acids 465 to 598) were
transiently transfected in HeLa cells and upon camptothecin exposure, cells expressing the mutant

lacking the N-terminal domain displayed diffuse nuclear fluorescence, whereas cells transfected
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with the C-terminal truncation formed nuclear bodics identical to the full-length protein (Figure
4). Hence, the N-terminal domain required for transcriptional transactivation is involved in
nuclear body formation and is likely sequestered within these structures.
Nuclear body formation reduces Nur77 transcriptional activity

Nur77 associates to spceific DNA scquences, that include the Nur77-binding responsc clement
(NBRE), the Nur response clement (NurRE) and the DR5 clement, the latter requiring association
with RXR (3). To assess whether the presence of nuclear bodics alter Nur77 activity, HeLa cells
were transfected with GFP-Nur77 along with a NurRE luciferase rcporter and B-galactosidasc.
Cells transfected with GFP-Nur77 transactivated the NurRE reporter as strongly as cells
transfected with wild-type Nur77, confirming that the GFP fusion docs not affcct Nur77 activity
(data not shown). Cells trcated with UV-C or camptothecin showed a significant decrease in
NurRE activity compared to untreated cells in five independent experiments (Figure 4A). While
Nur77 activity was not complectely abrogated, these cells overexpress Nur77 that was not centircly
confined within nuclear bodies (Figures 1 and 2). The cffect of different genotoxins on
endogenous Nur77 activity was therefore evaluated. Since HeLa cells have very low endogenous
Nur77 levels compared to MCF-7 cells (data not shown), MCF-7 cells were transiently
transfectcd with the NurRE luciferase and B-galactosidase reporters and treated with different
agents. As expected, PMA increased endogenous Nur77 transcriptional activity, whilc the nuclear
dot-inducing factors camptothecin, actinomycin D or UV-C strongly inhibited reporter activity
(Figure 3B). In contrast, ctoposide, which does not induce Nur77 nuclear body formation, had no
effect on reporter activity (Figure 3B). Under conditions when abundant Nur77 nuclcar dots
formed such as camptothecin or UV-C treatment, NurRE transcription was significantly inhibited
(Figure 3A) and this effect was not associated to global transcription inhibition since activity was
normalized on constitutive B-galactosidase activity. This argues Nur77 remains scquestered in

these nuclear structures, preventing its transcriptional activity.
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Nur77 nuclear bodies are dynamic structures associated with the nuclear matrix

Since Nur77 nuclcar bodics form very rapidly in responsc to genotoxins, their persistence upon
stress removal was evaluated. Hela cells transiently transfected with GFP-Nur77 were treated
onc hour with camptothecin, washed and allowed to recover 16 hours. No significant mortality
occurrcd and nuclear bodies disappeared, while in cells cxposed 16 hours to camptothecin,
nuclcar bodics persisted and mortality beccamc apparent (data not shown). The nuclear matrix
contributes to repair factor recruitment at sitcs of DNA damage (30, 31) and can associate with
sub-nuclear compartments such as PML bodics (32). To determine whether Nur77 associates with
the nuclcar matrix, cclls we treated with cytoskeleton buffer containing DNasc and detergent to
remove all chromatin-associated proteins, leaving the nuclear matrix and associated proteins
intact (19). This procedure removed soluble and DNA-bound Nur77, but left a significant amount
of Nur77 associated to thc nuclecar matrix (Figure 5, left). Nuclear bodics formed after
camptothecin treatment remained tightly bound to the nuclear matrix (Figure 5, right), arguing
that DNA is not essential for Nur77 nuclear body persistence.
Nur77 does not localize with other nuclear bodies

Several sub-nuclear domains form dot-like structures of different shape, size and function. The
PML protein has growth-suppressive properties and localizes to PML nuclear bodics. PML-NB
have becn implicated in regulating transcription, apoptosis, tumor suppression and anti-viral
responses and, following DNA damage several factors transit through PML-NB in a temporal
manner (33). The SC35 protein belongs to the SR splicing factor family cssential for
prc-messenger RNA splicing and SC35 is associated with nuclear speckles, dynamic structures in
terms of protein content, which can cycle between speckles and other nuclear locations (34). The
Survival of Motor Neurons (SMN) protein is a constituent of nuclear dots called gems or Cajal
bodies that contribute to spliceosomal small nuclear ribonucleoproteins assembly (35). To
determine whether Nur77 localizes with such structures, indirect immunofluorescence was

performed on cells transfected with GFP-Nur77 and exposed to camptothecin. Figurc 6 shows
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that GFP-Nur77 docs not co-localize with PML, SC35 or SMN. Thesc results demonstrate that
Nur77 forms novel sub-nuclear structures distinct from other known nuclear domains.

Nur77 contributes to apoptosis through transcription-dependent or -independent mechanisms
(14, 36). Nur77 nuclear body formation might bc anti-apoptotic, sincc mitochondrial
redistribution was not observed following exposure to genotoxic agents. Nur77 scquestration in
nuclear bodics tightly bound to the nuclear matrix would be expected to prevent nuclear export to
mitochondria and subsequent apoptosome activation. The inhibition of Nur77 transcriptional
activity obscrved upon nuclcar body formation would also be expected to reduce
transcription-dependent apoptosis. Since nuclear bodics disappcared upon genotoxic stress
removal, thesc nuclear structures do not appear essential for apoptotic commitment. The transicnt
formation of Nur77 nuclcar dots might allow cclls to sequester this pro-apoptotic factor to allow
DNA damage rccovery prior to programmed ccll death commitment. Given that these structures
overlap with no other known sub-nuclcar domains, the identification of Nur77 intcraction partners

within these nuclear bodies will provide additional clues to their nature and function.

Materials and methods

Plasmids

The human Nur77 cDNA in pUCI9 (a gift from Dr. Jacques Drouin, IRCM, Montreal, Canada)
was digested with EcoRI/Fspl and ligated into the EcoRI/EcoRV sites of pcDNA3.1(zeo)
(InVitrogen, Burlington, Canada). GFP5 was generated by PCR mutagenesis to create the
S65T-GFPS variant previously described (37) and cloned in pRSETc (InVitrogen). Nur77 was
amplified by PCR using primers 5' NurBamHI (5'-GGCAGGGGCAGCGGATCCCG-3") and
MI3 universal (5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3"), digested with BamHI and Fspl,
and ligated into the BamHI/Smal sites of pRSET-GFP5. The N-terminal dcletion mutant (amino
acids 170 to 598) was obtained by Eagl/Stul digestion, extremity fill-in and intra-molecular
ligation. The C-terminal Nur77 truncation mutant was generated by PCR by introducing a
termination codon at the position corresponding to amino acid 465 with primer Nurl-465
(5'-CGGGATCCAGTGTAGCACCAGGCCTTAGCAGAAGATG-3"). The sequence of constructs
were verified on a CEQ 2000XL (Beckman Coulter, Fullerton, CA) automated sequencer.
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Full-length Nur77 and truncation mutants werc cloned in-frame downstrcam of GFP in
pRSET-GFP5, then the GFP-Nur77 fusions were subcloned into pcDNA3. 1(zco).

Cell culture, reagents and transfections

HEK293 (CRL-1573), HeLa (CCL-2), H1299 (CRL-5803), H4 (HTB-148), LNCaP (CRL-1740)
and MCF-7 (HTB-22) cell lines were from ATCC (Manassas, VA). Cells were maintained in
Dulbecco's modified Eagle medium supplemented with 10 % fetal bovine scrum (FBS) and 100
U/ml penicillin/streptomycin (InVitrogen), except for LNCaP cells that were maintained in
RPMI-1640 (InVitrogen) supplemented with 10 % FBS and 100 U/ml penicillin/streptomycin.

Cells were grown at 37°C in a humidity-saturated incubator in a 5 % CO, atmosphere. For UV

irradiation, cells werc washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) and cxposced to a germicidal
lamp cmitting at 254 nm at an intensity of 30 J/m? as measured with a UV short-wave meter (UVP
Inc., Upland, CA). Exposurc to gamma radiation was performed in a GammaCell irradiator
(MDS-Nordion, Ottawa, Canada). Transicnt transfections were performed on semi-confluent cells
sceded in 6-well plates with FuGene 6 (Roche Diagnostics, Laval, Canada). Gene reporter assays
were performed by transient transfection of a NurRE luciferase reporter plasmid (provided by Dr.
J. Drouin) and pCMV (Promega, Madison, W1) using a 10 to 1 DNA ratio. Assays for luciferasc
and B-galactosidase were performed following manufacturer's instructions (Promega).
Actinomycin D, Akt inhibitor, ci-amanitin, caffeine, camptothecin, cisplatin, cyclosporin A,
5,6-dichloro-1-BD-ribofuranosylbenzimidazole (DRB), doxorubicin, etoposide, G66976, okadaic
acid, LY294008, phorbol myristate acetate, roscovitin, rottlerin, SB203580, SP600125 and U0126
were from Calbiochem (La Jolla, CA).

Immunofluorescence

Cells were grown overnight on glass coverslips prior to treatment. Cells were fixed with 4 %
paraformaldehyde in PBS for 10 minutes at 25°C, permeabilized in absolute methanol (or 1:1
mcthanol/acetonc for Nur77 staining) for 5 minutes at —20°C, blocked in immunofluorescence
(IF) buffer (3 % bovine serum albumin, 0.2 % Tween-20, 0.2 % Teleost gelatin, 0.1 % sodium
azide in PBS) for 1 hour at 25°C. Cells were stained overnight at 4°C with primary antibodies in
IF buffer, washed twice and stained with secondary antibodies in IF buffer for 1 hour at 25°C. The
C-19 and M-210 polyclonal antibodies directed against Nur77 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) were used at 1 pg/ml. Rabbit polyclonal anti-PML (Chemicon, Temccula, CA) was
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uscd at 1:500, mouse monoclonal anti-SC35 (clone aSC35, BD-Bioscicnces, Nepean, Canada)
was used at 1 pg/ml and mouse monoclonal anti-SMN (clonc SMN, BD-Bioscicnces) was used at
I pg/ml. Alexa Fluor 594-conjugated sccondary antibodies were donkey anti-goat IgG, goat
anti-rabbit IgG and goat anti-mouse IgG (Molccular Probes, Eugene, OR) and were used at
1:1000. Nuclei were counter-stained with 1 uM TOPRO-3 (Molccular Probes) containing 50
pg/ml RNAsc A for 30 minutes at 25°C. When specificd, cells were treated 30 minutes at 37°C
with cytoskeleton buffer (150 mM NaCl, 10 mM PIPES, | mM EGTA, 3 mM MgCl,, 300 mM

sucrose, pH 6.8) supplemented with 0.5 % Triton X-100 and 1 mg/ml DNase I prior to fixation.
Coverslips were mounted on slides with Geltol mounting medium (Thermo Shandon, Pittsburgh,
PA) and 2.5 % DABCO anti-fading rcagent (Sigma, St-Louis, MO) and imaged on a Radiance
2000 confocal microscope (Bio-Rad, Hercules, CA).
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Figure 1. DNA damaging agents induce the formation of Nur77 nuclear dots. HeLa cells
transiently transfected with GFP-Nur77 were left untreated (CTL), or treated 1 hour with 10 uM
camptothecin (CPT), 30 J/m? UV-C or 50 uM cisplatin, then visualized by confocal microscopy.

Green: GFP fluorescence, blue: TOPRO-3 iodide DNA staining.
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Figure 2. Transcription inhibition contributes to Nur77 nuclear dot formation. HcLa cells
transiently transfected with GFP-Nur77 were treated 16 hours with 100 uM ctoposide, cxposed to
5 Gy Y-irradiation and incubated 16 hours, or treated 4 hours with 100 uM DRB, 200 nM

actinomycin D or | ttg/ml o-amanitin and visualized by confocal microscopy.
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Figure 3. Nur77 forms nuclear dots in different cell types. (A) HeLa cclls transiently

transfected with GFP-Nur77 (lcft and center) or wild-type Nur77 (right) were treated 1 hour with
10 uM camptothecin and stained with the C-19 anti-Nur77 goat polyclonal antibody and Alexa

Fluor 594-conjugated secondary antibody (red) and visualized by confocal microscopy. (B)

LNCaP, H4 or H1299 cells transiently transfected with GFP-Nur77 were treated 1 hour with 10

UM camptothecin and visualized by confocal microscopy.
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Figure 4. The N-terminal domain of Nur77 is required for nuclear body formation. Nur77

dclction mutants lacking the C-terminal domain (left) or the N-terminal domain (right) fused to
GFP were transiently transfected into HeLa cells. Cells were treated 1 hour with 10 pM

camptothecin (bottom) or left untreated (top) and visualized by confocal microscopy.
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Figure S. Agents that induce nuclear body formation inhibit Nur77 transcriptional activity.
(A) HcLa cells transiently transfected with GFP-Nur77, NurRE luciferasc and B-galactosidase
reporters were treated 4 hours with 10 uM camptothecin (CPT), 30 J/m? UV-C or Icft untreated.
Luciferase activity was normalized against 3-galactosidasc activity and data shown arc the mean
percentage of activity compared to untrcated controls + standard deviation of five independent
experiments. Student unpaired T test analysis revealed significant statistical differences between
control and treated cells (CPT, p=0.01; UV-C, p=0.002). (B) MCF-7 cells transicntly transfected
with thc NurRE luciferase and [3-galactosidase reporters were treated 4 hours with 100 nM
phorbol myristate acetate (PMA), 10 uM camptothecin (CPT), 30 J/m2 UV-C, 100 UM ctoposide
(VP16) or 200 nM actinomycin D (AD). Representative data from one of threce independent
experiments is shown and reporter activity is cxpressed as percentage activity relative to untreated

cells.
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Camptothecin

Figure 6. Nur77 bodies are associated with the nuclear matrix. HcLa cclls transiently
transfected with GFP-Nur77 were cultured 1 hour in the absence (left) or presence of 10 pM
camptothecin (right). Nuclcar DNA was extracted with cytoskeleton buffer/DNase [/Triton X-100
for 30 minutes, cclls were fixed and visualized by confocal microscopy. Arrows show

matrix-bound nuclear bodics.
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Figure 7. Nur77 does not co-localize with known nuclear structures. HeLa cells transfected

Merge

with GFP-Nur77 were treated 1 hour with 10 uM camptothecin, fixed and stained with antibodies
directed against PML (top), SC35 (middle) or SMN (bottom), followed by Alexa Fluor
594-conjugated secondary antibody staining and visualized by confocal microscopy. Left: GFP

fluorescence (green), center: specific immunofluorescence (red), right: merged images.



CHAPITRE 3 : INHIBITION OF APOPTOSIS BY NUR77
THROUGH NF-kB MODULATION
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3.1 Mise en contexte de I'article 11

Cc manuscrit présentc les travaux sur lc réle apoptotiquc dec Nur77. Peu de données sont
disponibles sur le rdle apoptotique de Nur77 dans des cellules de type épithélial, et encore moins
sur l'impact dc sa surcxpression, qui est pourtant observée dans plusicurs cancers. Des chercheurs
avaicnt identifi¢ un réle pro-apoptotiquc de Nur77 dans les cellules du cancer de la prostate
LNCaP (97, 225). Ces résultats ont ¢été obtenus a l'aide d'unc construction antisens inhibiant
I'expression de Nur77 dans ces cellules. En revanche, des expériences de surcxpression de Nur77
ont révélé unc fonction anti-apoptotique (234, 280). Nous avons donc généré des lignées stables
dc ccllules humaines cmbryonnaires de rein exprimant diverses formes de Nur77, afin de faire la

lumiére sur le réle de Nur77 dans diverses voic apoptotiquecs.
Les objectifs spécifiques de cct article étaient:

¢ Identificr l'impact de la surexpression de Nur77 sur l'apoptosc par la voic Fas/FasL, les
dommages a 'ADN ct lc stress du RE.

» Utilisation d'un mutant Nur77 dominant négatif afin d'évalucr le rdlc apoptotique de Nur77 au
nivcau cndogene.

¢ Décrire lc ou les mécanismes en cause.

Contributions a I'article: Louis de Léséleuc a effectué toutes les manipulations. La rédaction de

I'article a ¢été accomplie par L. de Léséleuc et F. Denis.
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ARTICLE 1I
INHIBITION OF APOPTOSIS BY NUR77 THROUGH NF-KB MODULATION
Louis de Lésélcuc, Frangois Denis

INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, Québec, H7V 187, Canada

Le récepteur orphelin Nur77 a été principalement décrit comme un médiateur de l'apoptosc. Le
but de cette étude fut de détcnnincr l'impact de Nur77 sur l'apoptosc en réponse adivers stimuli.
La surcxprcssion de Nur77 dans la lignée fibroblastique HEK293 a mené a la résistance a la mort
cellulaire programmeée induite une engagement de récepteurs de mort, des agents endommageant
I'ADN ct au stress du réticulum cndoplasmiquc. La surcxpression de Nur77 a augmenté ['activité
de NF-KB ct I'emploi d'inhibiteurs spécifiques de liaison a FADN a confirmé que celle-ci était
responsable de 'action anti-apoptotiquc observée. La surcxprcssion de Nur77 entraine une induc-
tion du géne anti-apoptotiquc c/AP1 dépendante de NF-KB. Paradoxalement, un mutant domi-
nant-négatif de Nur77 a sensibilisé les cellules au FasL mais a également protégé celles-ci contre
I'apoptose induite par la le stress du RE de maniére analogue au Nur77 sauvage. Ces résultats
indiquent que des communications intranuléaircs entre Nur77 ct d'autres facteurs pourraient con-

ditionner le sort de la cellule en réponse a des agents provoquant I'apoptose.

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

de Léséleuc L, Denis F. Inhibition of apoptosis by Nur77 through NF-kappaB
activity modulation. Cell Death Differ. 2006 Feb;13(2):293-300.
doi:10.1038/sj.cdd.4401737
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Transient Nur?77 expression modulates NF-«B activity.
HEK293 cells seeded in 6-well plates (5=10° cellsiwell) were
transiently transfected with pcDNA-GFP or pcDNA-GFP-Nur??
together with pGL2-NF-xB and pCMVpR using a 1:1:0.1 ratio of
DNA. Cells were sed 18 hours later and the luciferase activity
measured was normalized against p-galactosidase activity. Results
shown represent the mean activity of well triplicates + SD.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS SUPPLEMENTAIRES
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4.1 Avant-propos

Les résultats présentés dans cette scction complémentent ccux cxposés dans les deux
précédents articles. Ils fournissent des données utiles @ une meilleure compréhension du sujet a
I'étude afin de micux alimenter la discussion. Chaque sous-section cst composée d'une courte
misc en situation suivie d'un texte décrivant lcs résultats. Les figures sont regroupées a la fin de la

section.

4.2 Localisation de Nur77 ADBD

Nur77 a été observé au niveau des mitochondries dans un bon nombre de situations ou
l'apoptose ¢ctait déclenchée. Toutefois, les résultats du chapitre 11 ct III n'ont pas pu mettre cn
¢vidence une quelconque localisation de Nur77 aux mitochondries a l'aide d'unc fusion GFP.
L'équipe de Li et al. a congu un mutant de Nur77 sc localisation spontanément aux mitochondries.
Cc mutant ¢tait dépourvu du domaine de liaison a 'ADN (Nur77ADBD), corrcspondant aux
acides aminés 171 a 469 (97). Nous avons reproduit l¢ méme mutant fusionné a la GFP en
position N-terminale. Celui-ci a été transfecté dans des cellules HeLa. Leurs mitochondries ont
été colorées au Mitotracker Red (Molecular Probes) et les cellules ont été fixées ct observées au
microscope confocal. Alternativement, le réticulum endoplasmiquc a ét¢ révélé par
immunofluorescence a l'aide d'un anticorps dirigé contre la calnexine (fourni par le Dr J.

Thibodeau, Université¢ de Montréal).

La figure 15A montre la localisation de GFP-Nur77ADBD. On observe unc concentration
de ce mutant hors du noyau dans des domaines cytoplasmiques globulaires ou réticulés. Les
patrons de localisation variaient d'une cellule a l'autre, de diffus a tacheté. La coloration
Mitotracker Red n'a pu mettre en évidence de co-localisation entre Nur77ADBD et les
mitochondries. Un autre organite qui adopte un patron réticulé est le RE. La coloration ce
compartiment par un anti-calnexine suivi d'un anticorps secondaire fluorescent n'a pas révélé un
quelconque chevauchement entre les deux molécules (figure 15B). Par conséquent, GFP-
Nur77ADBD adopte chez les cellules HeLa une localisation qui nc coincide pas avec des
compartiments classiques. Il est & noter qu'aucun signe d'apoptose n'a été décelé chez les cellules

transfectées suite a 'examen de leur morphologie nucléaire au DAPI.
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4.3 Apoptose de lignées stables de cellules MCF-7

La surcxpression de Nur77 chez les cellules HEK293 a cu un effet profond sur leur
scnsibilit¢ a I'apoptosc. Afin de vérifier si cc phénoméne était également observé dans d'autres
types cellulaires, nous avons généré une lignée stable de cellules d'adénocarcinome mammaire
MCF-7 surcxprimant Nur77, ainsi qu'une lignée témoin transfectée avec le vecteur scul. Leur
scnsibilité a 1'apoptose induite par FasL, FasL+CHX, étoposide (VP16) ct thapsigargine (TG) a
¢t¢ évaluée au cytométre aprés 72 heures d'incubation (voir la section Matéricls ¢t Méthodes de

l'articlc 2).

La figurc 16 présente les résultats obtenus avee les cellules MCF-7. Les taux d'apoptose cn
présence de CHX ou FasL (10 ng/mL) seuls nc sont pas affichés car ils nc sont pas
significativement positifs. On constate que Nur77 augmente la sensibilité & I'apoptosc par FasL,
avec ou sans cycloheximide, ainsi que par I'étoposide. En revanche, ces cellules sont particllement
résistantes a la thapsigargine, tout comme les cellules 293Nur77. Il semble donc que Nur77 puissc
moduler différemment l'apoptose selon le type cellulaire, possiblement en affectant des voics

distinctes.

4.4 Dépendance de la voie FADD dans I'apoptose des cellules
HEK?293

La molécule adaptatrice FADD est essenticlle 4 la signalisation des récepteurs de mort. De
plus, certains types cellulaires utilisent cette molécule pour véhiculer des signaux apoptotiqucs
suite a des stress comme les dommages 4 'ADN (28, 159) ou la surcharge du RE (11 1). Puisque
Nur77 agit sur toutes ces voies, il fut intéressant de déterminer la participation dc FADD dans
l'apoptose chez les cellules HEK293. Pour ce faire, un mutant dominant-négatif de FADD
dépourvu du domaine de mort (acides aminés 80-208) a été transfecté de facon transitoirc dans les
cellules HEK293 en compagnie d'une quantité restreinte (1/10) d'un vecteur d'expression de la
hrGFP (Stratagene). Les cellules ont été traitées avec du FasL, de I'étoposide, de la camptothécine
et de la thapsigargine et I'apoptose des cellules fluorescentes a été déterminée aprés 48 heures par

cytométrie.
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Comme cn fait foi la figure 17, I'expression du dominant-négatif de FADD chez les
ccllules 293 inhibe 1'apoptosc induite par tous les traitements. FADD cst donc un dénominatcur
commun dc I'apoptosc chez ces cellules. Nur77 serait susceptible d'agir cn amont ou en aval de

cette molécule.

4.5 Modulation par Nur77 de rapporteurs NF-xB

Dans l'article 2, nous avons utilisé pour mesurer l'activité NF-kB un rapportcur luciférasc
reconnu pour étre modulé spécifiquement par ce facteur de transcription. Ce rapportcur consiste
cn la région -220 a +1 du promoteur de /CAMI couplée a la luciférase ct conticnt dans sa région
distale un site de liaison a NF-kB caractéris¢ (293). Cc rapportcur a été validé dans nos
cxpéricnces puisqu'il cst sensible au PMA et a I'étoposide ct peut étre affecté par différents
inhibiteurs pharmacologiques dc NF-kB. Toutcfois, il est possible quec Nur77 ait un impact
différent sur la transcription selon la naturc du promoteur, comme il a été¢ démontré par d'autres
(294). Nous avons donc comparé l'effet de Nur77 sur le rapportcur mentionné ci-haut (pGL2-
NFkB) a un autre rapportcur luciférasc composé dc trois sites synthétiques correspondant a
I'élément conscnsus du promoteur de la chaine Ig-k fusionné au promoteur minimal de la

conalbumine (kB-CONA-Luc) (295).

Les résultats de cette expérience révélent une divergence dans I'cffet de Nur77 sur ces
deux promoteurs. Bicn qu'il influence positivement le rapportcur basé sur le promoteur /CAMI,
Nur77 inhibe significativement l'activité transcriptionnelle du promoteur synthétique. Ceci
confirme que Nur77 n'a pas un effet généralisé¢ sur la voie NF-kB mais serait plutdt sélectif,
pouvant autant favoriser que diminuer l'activité de ce facteur de transcription, probablement selon

le contexte nucléotidique immédiat.
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Figure 15: Localisation de Nur77ADBD. Des cellules HeLa cultivées sur des lamelles de verre
ont ¢té transfectées en transitoire avec GFP-Nur77ADBD. A Les mitochondries ont
¢té coloré avec 100 nM de Mitotracker Red pendant 30 minutes, puis les cellules ont
¢té fixées. Panneau de gauche: GFP-Nur77ADBD; panneau du centre: mitochondries;
panneau de droite: superposition. B La calnexine, une protéinc du réticulum
endoplasmique, a été révélée par immunofluorescence indirecte sur les cellules fixées
et perméabilisées en utilisant un anti-souris couplé a Alexa 594 (Molccular Probes)
comme réactif secondaire. Panneau de gauche: GFP-Nur77ADBD; panneau du centre:
calnexine; panneau de droite: superposition. Les lames ont été photographiées au
microscope confocal (Radiance 2000, BioRad).
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Figure 16: Apoptose de lignées stables de cellules MCF-7. Des lignées de cellules MCF-7
(Nur77 et vecteur vide) sélectionnées a la puromycine ont été utilisées. 10° cellules ont
¢t¢ ensemencées par puits. Les cellules ont été incubées pendant 72 h en présence de
(1) 10 ng/mL FasL + 0,5 ug/mL CHX;; (i) 100 ng/mL FasL + 0,5 ug/mL CHX; (iii)
100 pM VP-16; (iv) 1 uM TG. L'apoptosc spécifique fut déterminée par cytométrie
telle que décrit dans l'article 2, et les valcurs représentent la moyenne des triplicatas +
écart-type.
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Figure 17: Dépendance de FADD dans I'apoptose des cellules HEK293. Les cellules
ensemencées en 24-puits (10°) ont été transfectées avec soit le vectcur vide
(PCDNAzeo03.1), soit le mutant FADD-DN, en combinaison avec hrGFP (10:1). Aprés
une incubation de 18 heures, les deux groupes ont été traités avec (i) 100 ng/mL FasL;
(i) 10 uM CPT; (iii) 100 uM VP16; (iv) 1 uM TG. Aprés 48 heures, I'apoptose
spécifique a été mesurée par cytométric en ne considérant que les cellules
fluorescentes vertes. Les résultats représentent la moyenne de I'apoptose spécifique
des puits en triplicatas + écart-type.
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Figure 18: Modulation par Nur77 de I'activité de deux rapporteurs NF-kB. Decs cellules
293puro et 293Nur77 ont été ensemencés cn plateau de 6-puits (5x10° par puits). Elles
ont ensuite €té transfectées avec 2 ug de rapporteur luciférase (pGL2-NFkB ou 3xxB-
CONA-luc) et 0,2 pg de pPCMV. Les cellules ont été lysées 18 heures plus tard ct lcs
activité luciférase et B-galactosidase ont été mesurées. Les valeurs représentent la
moyenne de l'activité luciférase normalisée de puits en triplicata + écart-type.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION
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5.1 Localisation de Nur77

Les travaux pionnicrs de I'équipc du Dr X. Zhang cn lien avec la localisation
mitochondriale de Nur77 ont ouvert un tout nouveau chapitre sur la régulation et la fonction de ce
récepteur orphelin. Auparavant, la fonction pro-apoptotique de Nur77 était lie a son activité
transcriptionnelle. Notre équipe de recherche s'est donc lancée sur la piste de nouvelles
interactions mettant en jeu Nur77 et d'autres facteurs pouvant affecter sa localisation cellulaire. A
I'aide d'un modele de fusion GFP permettant de suivi in situ de la protéine, nous avons fait la
découverte d'un nouveau phénoméne: la formation de corps nucléaires. Un tel comportement
n'ayant jamais ¢té rapport¢ par le passé, nous nous y sommes donc intéressés dans le but de mieux

le caractériser.

5.1.1 Les corps nucléaires

L'une des premiéres constatations de nos analyses fut que ces corps nucléaires
n'apparaissaient que suitc & des traitements avec certains agents génotoxiques, mais non en
présence d'autres traitements pro-apoptotiques. Les résultats présentés dans lc chapitre 11
démontrent que ce changement de localisation serait associé a I'arrét de la transcription. En effet,
seuls les stress génotoxiques entrainant des lésions qui entravent la transcription, comme la
camptothécine, les rayons UV-C, le peroxyde d'hydrogéne et la cisplatine, sont aptcs a provoquer
I'apparition de corps nucléaires. L'étoposide et les rayons gamma sont beaucoup moins efficaces
car leur mode d'action n'engendre pas de stress transcriptionnel. La notion de réponse au stress
transcriptionnel cst renforcée par les résultats démontrant que des agents non génotoxiques
comme 'actinomycine D et l'apha-amanitine peuvent provoquer I'apparition des corps nucléaires,
alors qu'une panoplie d'autres inhibiteurs ou agents pharmacologiques n'ont aucun effet sur la

localisation de Nur77.

Ce modéle pourrait étre étendu aux différences observées entre les lignées cellulaires. Les
cellules HeLa, HEK293 et H1299 transfectées avec GFP-Nur77 affichaient une proportion élevée
de noyaux comportant des corps nucléaires suite a des traitements comme la camptothécine. Cette
proportion était beaucoup plus basse (environ cinq fois) chez les cellules LNCaP, MCF-7 et H4.

Toutes ces lignées cellulaires humaines proviennent de tissus différents. On constate que les deux

- 109 -



groupes n'ont cn commun que leur statut de p53. Le premier groupe est dépourvu de p53
fonctionnel soit par d¢létion génétique ou par la présence d'oncogénes viraux, alors que le
decuxi¢me groupe comporte unc voic p53 cfficace. Puisque p53 est un facteur permettant de
contrecarrer les stress transcriptionnels (296), nous pouvons spéculer que sa présence diminue
I'intensit¢ et la durée de I'arrét de la transcription causé par les Iésions sur I'ADN, cc qui en bout
de ligne rendrait les corps nucléaires Nur77 plus rares ct donc plus difficiles a détecter. En
revanche, dans des cellules déficientes en p53, l'arrét de la transcription serait plus intense ct
persistant, d'ou les corps nucléaires plus nombreux. Des expériences de complémentation ou

d'inhibition de p53 permettraient de vérifier cette hypothése.

Des difficultés techniques nous ont empéché de déterminer avec certitude si ces structures
¢taient bel et bien présentes au niveau endogénc dans la cellule. Le faible niveau d'expression de
cette protéine combinée a l'absence de disponibilité d'anticorps suffisamment sensibles ct
spécifiques nous empéche d'étudier la présence ct le comportement de corps nucléaircs Nur77
dans des cellules non-transfectécs. Des données présentées en anncxe de la thése présentent des
photos dans lesquelles la localisation endogene de Nur77 est révélée par une exposition prolongée
au le microscope confocal. Ces résultats signalent I'existence de structurcs analogues au niveau
cndogéne. Sans y adhérer, il scrait néanmoins juste d'avancer que ces complexes pourraient étre le
reflet d'une surabondance de protéines qui formeraient des structurcs aberrantes lorsque I'une des

fonctions principales du noyau, la transcription, serait perturbée.

Aucun résultat ne peut suggérer de role formel de ces structures dans la physiologie de la
cellule. Leur présence ne corréle pas avec l'apoptosc. En cffet, les corps nucléaires sont
transitoires alors que le suicide cellulaire est irréversible. Des expériences présentées dans le
chapitre III montrent que les cellules HEK293 surexprimant Nur77 sont protégées contre
I'apoptose induite par la camptothécine, mais également par d'autres agents qui n'induisent pas la
formation de corps nucléaires. De plus, des cellules exprimant le mutant dominant-négatif de
Nur77 dépourvu du domaine N-terminal (donc incapable de sc localiser aux corps nucléaires) ne
démontrent pas un degré d'apoptose significativement différent des cellules témoins. Toutefois,
nous n'avons pas démontré que ce mutant agirait véritablement comme un dominant-négatif dans

cette situation, c'est-a-dire en empéchant la relocalisation de la forme sauvage. Quoi qu'il en soit
q s
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la région N-terminale est vraisemblablement impliquée dans des interactions protéines-protéines
cssenticlles au mainticn des corps nucléaires. Non sculement un mutant dépourvu de ce domaine
ne se localisc plus a ccs sites mais de plus des anticorps dirigés contre cette région sont incapables
de révéler les corps nucléaire par immunofluorescence indirccte (voir Annexes). Ceci suggére que
ce secgment de la protéine est fortement ancré dans des structures denses, alors que le domaine C-

terminal demeure libre.

Les images présentées dans le chapitre 11 montrent que suite & un stress génotoxique, une
proportion variable mais importantc de la protéinc fluorescente sc retrouve dans les corps
nucléaires, en marge de la chromatine. De plus, le domaine de transactivation de Nur77 n'y est pas
accessible. Il est donc logique que l'activité transcriptionnelle de Nur77 soit affectée négativement
par les traitements cn question, que ce soit sous forme surexprimée dans les cellules HeLa ou
cndogeénce dans les MCF-7. Par cxtension, les diverses fonctions biologiques connucs de Nur77
pourraicnt €tre parallelement affectées par les stress génotoxiques. On sait que Nur77 favorise la
prolifération cellulaire chez des cellules de cancer du poumon et que cette activité dépendrait de
son activité transcriptionnelle (252). La séquestration temporaire de Nur77 & l'intéricur de
structures denses lors de stress génotoxiques pourrait empécher la prolifération et serait
accessoire a l'arrét du cycle cellulaire permettant a la cellule de réparer son ADN. La fonction
anti-apoptotiques de Nur77 qui transparait dans les résultats du chapitre II1 et dans les travaux de
plusieurs autres équipes pourrait également étre inhibée par ces corps nucléaires. Dans le chapitre
111, nous montrons que l'activité transcriptionnelle de Nur77 est reliée & I'inhibition de I'apoptose.
Le blocage de cette activité par une séquestration dans des complexes nucléaires suite 4 un stress
pourrait empécher l'action pro-survie du récepteur orphelin et favoriser la mort cellulaire. A
l'inverse, les corps nucléaires pourraient constituer un frein a l'activité pro-apoptotique Nur77 soit
en empéchant son exportation aux mitochondries et la libération subséquente de cytochrome c,
soit en inhibant la transcription de génes pro-apoptotiques dépendants de Nur77. Ceci
empécherait le déclenchement immédiat de la mort cellulaire programmeée et fournirait a la cellule

un répit afin de réparer les dommages.

Nur77 pourrait également acquérir une nouvelle fonction dans ces structures. Plusicurs

protéines impliquées dans la réparation de 'ADN sont sensibles a l'arrét de la transcription. Des
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factcurs comme CSA/CSB et XPC font partic dc la voic de réparation coupléc a la transcription
(RCT). Cette voic détecte rapidement I'ARN polymérase bloquée sur I'ADN; clle induit sa
dégradation ct recrute les facteurs de réparation a ce site (297). Des chercheurs ont détecté la
formation de corpuscules nucléaires au niveau de la matrice contenant des facteurs du RCT en
association avec de I'ADN endommagé. Toutefois, l'existence de ces structures est encore
controversée (288). Bicn que les corps nucléaires Nur77 soient indépendants des dommages a
I'ADN, leur formation pourrait favoriser le pré-assemblage des facteurs de réparation au niveau de
la matrice. Nur77 pourrait également jouer un réle de facteur d'accessibilité aux dommages, en
favorisant le remodclage de la chromatine, comme il a été démontré pour p53 ct RAR (124, 298).
Nur77 est un facteur de transcription particuli¢rement actif qui s'associc constitutivement a des
histone acétyltransférascs, lesquelles jouent un réle dans l'ouverture de la chromatine lors de la

réparation de I'ADN.

Plusicurs expériences seront requises afin de vérifier si ces hypothéses sont véridiques.
Entre autres, des expériences analysant la réparation de I'ADN en présence ou absence de Nur77
ainsi que la co-localisation avec des facteurs de réparation pourraient étre envisagées. De maniére
plus générale, il serait utile de purifier les complexes renfermant Nur77 qui seraient formé suite a
des stress génotoxiques, pour ensuite identificr les différents partenaires d'interaction. Cette étape
demandera une mise au point délicate puisque ces complexes semblent résistants aux détergents,

donc réfractaires a la solubilisation.

5.1.2 Localisation cytoplasmique de Nur77

Les résultats de microscopie des chapitres I et 11 montrent sans contredit qu'aucun des
stimuli pro-apoptotiques appliqués aux cellules ne provoque de localisation mitochondriale de
Nur77. Seul le PMA provoque unc cxportation partielle de la protéine, ce qui a été observé par
d'autres (216), sans pour autant acquérir un patron se superposant aux mitochondrics. Le mutant
Nur77ADBD s'est localisé dans le cytoplasme des cellules HeLa, mais s'est concentré dans des
structures non-identifiées. Des structures analogues ont été observées chez des cellules de cancer
du colon (255). Plusieurs équipes ont montré que Nur77ADBD était spontanément pro-
apoptotique (97, 255). Bien que nous n'ayons pas fait de mesures quantitatives de 1'apoptose, la

morphologie des cellules transfectées avec GFP-Nur77ADBD était normale. Notons qu'il n'est pas
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surprenant quc cc mutant sc¢ localise a l'extérieur du noyau puisqu'il est incapable de se lier a
I'ADN ct est dépourvu de signaux de localisation nucléaire. Le comportement de ce mutant

pourrait donc trés bien ne pas représenter celui de la protéine sauvage.

De tclles différences dans la localisation et le réle de Nur77 portent a réflexion. L'une des
distinctions notables entre nos méthodes ct celles d'autres chercheurs se retrouve au niveau de la
naturc de la construction GFP. Les équipes travaillant sur la localisation de Nur77 en lien avec
I'apoptosc ont utilisé presque cxclusivement la construction introduite par Li ef al., qui consiste en
unc fusion de la GFP originale de Aequorea. victoria (AvGFP) en position C-terminale de Nur77
(97). La scule ¢quipe qui a utilisé unc autre construction, c'est-a-dire la variante EGFP fusionnée
en position N-terminale, n'a pas observé de localisation mitochondriale (206). Nous avons pour
notre part utilis¢ la variante GFP5 S65T publiée par Siemering et al. en fusion N-terminale. La
GFP5 est censée étre plus stable et se replie plus rapidement que la AvGFP, minimisant
I'interférence avec son partenaire de fusion (299). 11 est donc possible que Nur77 adopte un
comportement aberrant sous forme de protéine de fusion, selon la position et la nature de la GFP.
De maniére analogue, des chercheurs ont constaté que Bcl-2 devenait pro-apoptotique lorsque
ciblé a la mitochondric en fusion avec la GFP (300). La prudence est donc de mise dans
l'interprétation des résultats s'appuyant uniquement sur des fusions avec des protéines
fluorescentes. Nos résultats sur GFP-Nur77 ct les corps nucléaires ont pu étre reproduits avec la

protéine native, ce qui valide notre approche dans ce cas précis.

L'équipe du Dr Zhang a récemment démontré que la localisation mitochondriale de Nur77
¢tait dépendante de la présence de Bel-2. Incidemment, ils ont noté que les cellules HEK293T, qui
n'expriment pas de Bcl-2, ne présentaient pas de GFP-Nur77ADBD au niveau des mitochondries
L'ajout de Bcl-2 a rétabli la localisation mitochondriale de ce mutant (98). Ceci pourrait expliquer
I'absence de GFP-Nur77 mitochondrial chez les cellules HEK293 et les cellules HeLa, deux

lignées n'exprimant pas de niveaux détectables de Bcl-2 (301).

5.2 Utilisations des lignées stables

Des lignées cellulaires de cellules embryonnaires rénales humaines (HEK293)

surexprimant soit Nur77, soit sa forme dominante négative, ont été générées. Les applications
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potenticlles de ces lignées sont multiples et ne sc limitent pas seulement aux cxpériences
présentées dans cette thése. Elles peuvent en cffet étre utilisées pour i) la purification a grande
¢chelle de Nur77 (His-Tag) présent ou non dans les corps nucléaires; ii) I'étude des fonctions
physiologiques affectées par la surexpression de Nur77; iii) I'étude des fonctions dépendantes de
Nur77, révélées par l'interférence de l'endogéne due a la présence d'un mutant dominant-négatif
surexprimé; iv) la détermination du potenticl tumorigéne et métastatique des différentes lignées in
vivo dans un mode¢le animal. Nous avons exploité ces lignées afin d'étudicr lc role de Nur77 dans

l'apoptose.

5.3 Nur77 et I'apoptose

Une expression ¢levée de Nur77 a été rapportée dans plusicurs types cellulaires d'origine
tumorale. Sa surexpression a ¢t¢ de plus associés a la résistance a l'apoptose par le céramide
(280), lc TNF (234), de mémc qu'a l'augmentation de la prolifération cellulaire (252). Toutcfois,
le ou les mécanismes cn jeu n'ont pas été élucidés. Nous avons fait la démonstration dans le
chapitre III que I'expression cctopique de Nur77 menait une résistance accrue a divers stimuli pro-
apoptotiques. L'expression stable protégeait contre de faibles doses de FasL, contre les
génotoxines étoposide et camptothécine, et contre la toxine du RE thapsigargine. Lc tableau 111
résume l'action de Nur77 ou de son dominant-négatif sur l'apoptose par ces différentes voies. 4
priori, ces traitements activent des voies apoptotiques qui n'ont en commun que I'activation des
caspases. Toutefois, dans certains types cellulaires, clles peuvent partager un ou plusicurs
médiateurs, notamment 'adaptateur FADD et la caspase-8. 1l a été démontré que les cellules
HEK293 meurent suite au traitement a I'étoposide en activant la voic de signalisation TRAIL, qui
dépend de FADD (159). L'apoptose de cellules embryonnaires soumises a des stress du RE passe
elle aussi par FADD et la caspase-8 (111). Nos résultats du chapitre IV (figure 17) montrent
clairement que les cellules HEK293 dépendent de FADD pour les trois voics d'apoptosc
analysées. Il est donc possible que Nur77 agisse en amont ou en aval de cettc protéine afin

d'inhiber I'apoptose.

Parmi les inhibiteurs de l'activation de la caspases-8, on retrouve les membres de la
famille des IAP (dont cIAP1, cIAP2 et survivine) ainsi que cFLIP. Ces génes sont sous le contrdle

de la famille des facteurs de transcription NF-xB, en conjonction avec d'autres molécules anti-
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Nur77 surexprimé

Nur77 endogéne

FasL (élevé)

-

FasL (bas) + CHX

Dommages a I'ADN _ +/-
(ETOP, CPT)

Stress du RE _ +
(thapsigargine)

Tableau II: Récapitulation de la modulation de I'apoptose par Nur77. Le réle propos¢ de

Nur77 lorsque surexprimé ou au niveau endogénc (obtenu des données des
293Nur77 et 293DN-Nur77, respectivement) est spécifié selon le traitement

apoptotique. + :
Inhibe/bloque I'apoptose.

Active/favorise l'apoptose. +/- :

Pas de réle évident. - :
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apoptotiques comme Bcl-XL. Nur77 étant un facteur essenticllement nucldaire dont des
intcractions avec NF-kB avaient préalablement été démontrée (222), nous nous sommes
intéressés au role de cette voic dans la protection de 'apoptose par Nur77. Nos résultats tendent a
démontrer que le récepteur orphelin amplific la voie NF-kB ct que cette suractivation est

responsable de 'activité anti-apoptotique de Nur77.

5.3.1 Modulation de la voie NF-xB par Nur77

Des résultats des chapitres I ct IV révélent pour la premiére fois une influence positive
dc Nur77 sur l'activité des facteurs de transcription NF-kB. Une telle influence fut également
obscrvée chez des cellules surexprimant Nur77 de fagon transitoire, ¢liminant du coup toute
interrogation sur la naturc clonale des lignées stables. Selon la littérature, I'induction de la voie
NF-kB passc principalement par la dégradation cytoplasmique de l'inhibitcur IkB ou du
précurseur p100 (NF-kB2) par le protéasome, qui permet dans le premier cas la translocation
nucléaire de la sous-unité p65, ct dans le deuxi¢me cas la maturation de la sous-unité p52 (150).
Cependant, l'usage de l'inhibiteur du protéasome ALLN n'a pas affecté 'augmentation de l'activité
NF-«B chez les cellules 293Nur77, alors qu'il empéchait son induction par le PMA. Ceci indique
que le récepteur orphelin ne provoque pas l'induction de I'une ou l'autre des voics par protéolyse.
Les inhibiteurs CAPE et KBK affectent la voie NF-kB non pas en empéchant son induction dans
le cytoplasme mais plutét en inhibant la liaison des complexes a 'ADN. On soupgonne que cette
action se fait par modification covalente des protéines (302, 303). Ces deux composés ont pu
diminuer l'activit¢ NF-kB chez les cellules 293Nur77. L'inhibition n'était pas totale, ce qui
pourrait s'expliquer par (i) un temps d'incubation trop court; (ii) une plus forte liaison des
complexes & 'ADN en présence de Nur77; (iii) un changement dans la composition ou la
conformation des complexes, qui renfermeraient alors des protéines moins sensibles a l'action des
inhibiteurs. Quoi qu'il en soit, le CAPE et la KBK ont tous deux pu neutraliser l'action anti-
apoptotique de Nur77, alors que le super-répresseur de la voie classique, IkBa-M, en fut
incapable. Ceci indique qu'une action de Nur77 sur NF-kB au niveau de I'ADN est responsable de

la protection contre la mort cellulaire programmeée.

Un article tout récent par Harant et Lindley (294) a rapporté que Nur77 réprimait I'activité

du promoteur de l'interleukine-2 chez les cellules Jurkat. Cette action passait par I'inhibition des
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¢léments NF-kB et CD28RE situés sur ce promoteur. Cependant, Nur77 n'avait aucun influence
sur un rapporteur contenant des ¢léments NF-kB issus du LTR du VIH. Il est donc possible que
Nur77 ait des cffets différents et parfois opposés selon la naturc des éléments au niveau du
promoteur. Le rapporteur que nous avons utilisé pour mesurer 'activité NF-kB était issu d'un
segment du promoteur de /CAM-1 (293). Un autre rapporteur composé d'éléments synthétiques
issus du promoteur dc la chaine Ig-K a ét¢ pour sa part négativement modulé par Nur77. De plus,
le géne cl4P-1, mais non le gene Fas, fut positivement affecté par Nur77. Les séquences des
promoteurs, la présence de facteurs auxiliaires et le type cellulaire pourraient ainsi étre 4 l'origine
des variations observées. Des analyscs de différents promoteurs, dans plus d'un type cellulaire,

scront nécessaires a la discrimination des cffets sélectifs de Nur77 sur NF-kB.

Un modéle d'action de Nur77 est proposé dans la figure 20. Tel que démontré par Hong et
al., NF-kB peut empécher I'action transcriptionnelle de Nur77 en se liant au promoteur et cn
séquestrant SRC-1. Dans cette situation, Nur77 recrute physiquement le complexe NF-xB 4
I'ADN (222). Nous proposons que dans une situation inverse, sur un promoteur dépendant de NF-
kB, Nur77 pourraient avoir un réle de partenaire silencieux (transcriptionnellement inactif)
capable de recruter les complexes NF-kB par l'intermédiaire de co-activateurs tels que SRC-1.
Cette interaction serait indépendante de l'activité du protéasome et pourrait étre sélective selon le
promoteur. D'autres expériences sont requises afin de prouver cc modéle. Par exemple, il serait
appropri¢ d'effectuer une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) en utilisant un anticorps
dirigé contre Nur77 afin d'identifier les promoteurs ct génes associés & ce récepteur orphelin, puis
dc recouper le tout avec les données de ChIP spécifiques 8 NF-kB. Des expériences d'interactions
croisées entre diverses variantes de Nur77, SRC-1 et des sous-unités de NF-kB seraient

également souhaitables.

5.3.2 Nur77 et la voie Fas/FasL

Les résultats du chapitre III révélent une certaine dualité dans la modulation de I'apoptose
Fas/FasL par Nur77. A des concentrations élevées (= 50 ng/mL) de FasL, les cellules 293Nur77
sont plus sensibles a I'apoptose que les cellules 293puro. Ce phénoméne apparait également dans
les données de Bras ef al. (280) qui ont travaillé avec des cellules B A20 surexprimant Nur77.

Nos résultats préliminaires ont révélé que les cellules HEK293 étaient relativement résistantes a
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ce traitement mais que leur sensibilité était décuplée d'un facteur de dix en présence de
cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthése protéique. Lorsque de la cycloheximide était
ajoutéc a une concentration n'induisant pas l'apoptose (qui en théoric n'inhibait pas 100 % de la
traduction ct affectait principalement les protéines labiles), les cellules 293Nur77 se révélaient

résistantes a 'apoptosc par de faibles doscs de FasL.

Nous n'avons pas déterminé la cause de l'augmentation dc l'apoptose par Nur77 en
présence de doses élevées de FasL. 1l sc pourrait qu'a ces concentrations la formation des DISC et
les signaux qui s'ensuivent sont d'unc telle force que I'action des molécules anti-apoptotiques est
futile. Dans ce cas, la fonction anti-apoptotique de Nur77 serait submergée alors que sa fonction
pro-apoptotique, qui transparait dans nos résultats, sc manifesterait. En présence de
cycloheximide et d'une petite quantité de ligand, les signaux scraient initialement moins intenses

ct plus sensibles a I'action de facteurs labiles tels que cFLIP et les IAP.

Le fait que Nur77 intensific I'activité de NF-kB ct de c/AP! explique bien I'inhibition de
I'apoptosc par FasL+CHX. Les inhibitcurs de NF-kB ont pu neutraliser l'effet de Nur77 sur
I'apoptose Fas/FasL. Les ccllules 293DN-Nur77 sont jusqu'a quatre fois plus sensibles a FasL que
les cellules témoins, ce qui appuie le modéle proposé. En effet, les inhibitcurs de NF-kB ont un
cffet amplificateur sur l'apoptose par FasL, au méme titre que le DN-Nur77. Il est toutefois
difficile d'étendre ce mod¢le aux autres récepteurs de mort. L'apoptose induite par Ie TNF est elle
aussi inhibée par la surexpression de Nur77, en présence de cycloheximide. Cependant, cette
inhibition n'est manifeste qu'en I'absence d'une voie NF-kB fonctionnelle (cellules TRAF- ou
RelA™") (234), en opposition apparente avec nos résultats. Il est néanmoins possible que I'absence
de la voie classique, impliquant la sous-unité RelA, autoriserait l'action d'une voie NF-kB
auxiliaire. D'autres sous-unités comme c-Rel ou RelB pourraient alors prendre la reléve.
L'activation de NF-kB par Nur77 est indépendante du protéasome, donc potenticllement non-
classique. Les travaux sur le TNF ont montré que l'inhibition du déclenchement de l'apoptose par
Nur77 pouvait étre placée en amont de l'activation de la caspases-8. Des protéines anti-

apoptotique dépendante de NF-kB comme cFLIP et les IAP agissent précisément 4 ce niveau.
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5.3.3 Nur77 et I'apoptose par les dommages a I'ADN

L'utilisation de I'é¢toposide (un inhibiteur de la topoisomérase II) ct de la camptothécine
(un inhibitcur dc la topoisomérase I) nous ont permis d'étudier I'effet de Nur77 sur I'apoptose cn
réponsc a divers types de dommages a I'ADN. Le récepteur orphelin protége particllement contre
la mort ccllulaire induite par ces deux agents. Le dominant-négatif ne semble toutcfois pas avoir
d'effet significatif sur l'apoptose dans cette situation. L'action de Nur77 est encore unc fois
dépendante de NF-kB. Cependant, il faut ajouter un bémol a cette affirmation. L'action pro-
apoptotique dc I'étoposide (ct possiblement d'autres génotoxines) est particllement dépendante de
I'activation de NF-kB chez les cellules HEK293 (159). Nos expériences avec trois différents
inhibitcurs de NF-«kB ont confirmé ce fait. Notons que I'apoptose en réponse a 1'étoposide n'était
pas totalement bloquée par l'inhibition nucléaire de NF-kB ct que dans un tel cas le niveau
d'apoptose résiduclle chez Ies cellules témoins ou surexprimant Nur77 était équivalente. Puisque
Nur77 augmente l'activité de NF-kB, nous devrions logiquement assister a une amplification de
I'apoptose. Il se peut donc que nous soyons en présence d'un mélange de signaux conflictucls dont
le résultat net dépendrait de la stimulation préférentielle de facteurs anti- versus pro-apoptotiques.
En cffet, Nur77 augmente I'expression de c/AP/ sans pour autant augmenter cclle de Fas, deux
geéncs sous le contrdle de NF-kB. Cette dualité, en conjonction avec l'activité pro-apoptotique
latente de Nur77, pourrait expliquer l'inhibition incompléte de l'apoptose induitc par les
génotoxines ainsi que l'absence d'impact du dominant-négatif. Ce dernier inhiberait a la fois les

influences positives et négatives de Nur77, avec un résultat nul.

Une équipe de chercheurs a effectué¢ une étude exhaustive de l'expression de génes
associés a la résistance aux radiations chez des leucémies de cellules B. Parmi les génes régulés a
la hausse, Nur77 est apparu comme l'un des plus statistiquement significatifs (275). Il semble
donc que l'expression de ce récepteur orphelin conférerait un avantage face a la radiothérapie,

possiblement en inhibant l'apoptose suite aux dommages a I'ADN.

5.3.4 Nur77 et le stress du réticulum endoplasmique

L'effet le plus spectaculaire de Nur77 présenté dans ces travaux est celui de l'inhibition
compléte de l'apoptose induite par la thapsigargine. On observe que les cellules 293Nur77

résistent a l'effet de cette drogue. Cette action est de nouveau totalement dépendante de NF-xB.
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Pourquoi l'inhibition cst-clle totale dans cc cas alors qu'clle fut particlle dans les cas précédents ?
Pour comprendre cela, il faut envisager que la voic NF-kB jouc un réle essenticl a la survie suite
au stress du RE a deux niveaux complémentaires. Tout d'abord, NF-kB est activé rapidement suite
au stress du RE ct va par son activit¢ transcriptionnelle favoriscr I'expression de génes dont le role
sera de faire face aux perturbations. Des chaperones, des protéines de choc thermique et des
ubiquitinc ligases sont synthétisées suites a un stress du RE et permettent a la cellule de résister a
la toxicité des protéines surproduites ou mal repliées (118). De surcroit, NF-kB peut inhiber la
phase effectricc de I'apoptose par les moyens mentionnés précédemment. Ces deux facettes
pourraient agir en synergie et protéger complétement la cellule, surtout si tous les éléments sont

déja en place avant méme que le stress n'apparaisse.

Le stress du RE jouc un réle important dans les maladies ncurodégénératives. La
production de protéines aberrantes est particuliérement toxique aux neurones, qui sont incapables
de se régénérer. Une telle production et I'apoptose chronique qui s'ensuit ont été associées avec la
maladie d'Alzhcimer, de Parkinson et de Huntington (105). Fait intéressant, une variante de Nurr!
a ¢été liée a la forme héréditaire de la maladic de Parkinson (258). A la lumiére des résultats
présentés ici, il serait tentant de tracer un lien entre les membres de la famille Nur77/NGFI-B et la

résistance au stress du RE, qui protégerait contre des maladies ncurologiques débilitantes.

Une autre particularité qui ressort de nos analyses est que le dominant-négatif de Nur77
protége particllement contre l'apoptose. Il semblerait donc que Nur77 revét un réle pro-
apoptotique dans ce systéme lorsqu'il est exprimé a des niveaux basaux. Cette notion est appuyée
par le fait que l'inhibition de NF-kB chez les cellules 293Nur77 favorise légérement I'apoptose en
présence de thapsigargine comparativement aux cellules témoin. Ceci n'est pas surprenant
puisque il a été démontré que Nur77 était impliqué dans I'apoptose par la thapsigargine (230) et
l'ionophore de calcium A23187, un autre inducteur du stress du RE (97). Nur77 est un facteur
activé par la voie du calcium et pourrait y jouer un réle d'intermédiaire pour induire l'apoptose. Sa
seule expression n'est toutefois probablement pas suffisante a l'apoptose, puisque les cellules
293Nur77 sont tout a fait viables. Un autre signal agissant sur Nur77 ou sur ses molécules-cibles

serait nécessaire pour permettre I'apoptose. Il pourrait prendre la forme d'une voie de signalisation
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complémentairc ou d'une modification post-traductionnelle. De plus amples travaux seront

nécessaires afin d'éclaircir cette question.

5.3.5 Nur77 chez les cellules MCF-7

La grande majorité des résultats obtenus dans nos travaux sur I'apoptosc sc sont basés sur
un type cellulaire unique: les cellules HEK293. La variété des paramétres a étudier nous ont ¢n
cffct obligé a nous concentrer davantage sur un modéle en particulier. Il est toutefois important de
vérifier si les phénoménes peuvent étre observés chez des cellules d'autres provenances. Des
cellules MCF-7 issues d'un adénocarcinome mammaire humain ont été utilisées pour générer une
lignéc surexprimant Nur77. L'é¢tude de cette lignée a permis de souligner l'existence de points
communs ct divergents dans lc role de cette protéine. Suite a divers traitements, on constate que
Nur77 est principalement pro-apoptotique dans cette lignée, a l'exception de la thapsigargine. 11
cst donc possible que la fonction pro-apoptotique de Nur77 soit beaucoup moins latente dans ces
ccllules. II a été suggéré que Nur77 modulait I'apoptose en augmentant I'expression du facteur de
transcription E2F-1 (271). Ce facteur est bien connu pour entrer en synergic avec p53 dans
I'apoptosc (126). Contrairement aux cellules HEK293, les cellules MCF-7 comportent une voie
p53 fonctionnelle. Ce dernier est impliqué dans l'expression de Fas (voie ecxtrinséque de
l'apoptose) et de Bax et PUMA (voie intrinséque). Les cellules MCF-7 sont reconnues pour
exprimer de faible niveau de Fas (304) et leur apoptose en réponse aux dommages a I'ADN ne
passe pas par NF-kB et FADD mais plut6t par la voie intrinséque (158). Nous pouvons donc
spéculer que 'augmentation de l'activité de E2F-1 et de p53 chez les cellules MCF-7(Nur77)
serait susceptible d'accroitre leur sensibilité a FasL et aux dommages 4 I'ADN. En revanche,
aucun lien n'a jusqu'a maintenant été établi entre ces facteurs et le stress du RE. Ces résultats sont
toutefois de nature préliminaire et demandent a étre complétés avec des données sur l'activité de
p53 et de NF-kB, de méme que sur l'effet du dominant-négatif de Nur77. Il en ressort tout de
méme que la nature multifonctionnelle de Nur77 nous empéche d'étendre son réle a tous les types

cellulaires.
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Géne dépendant de Nur77
(pro-apoptotique)

Promoteur

Géne dépendant de NF-«xB
(anti-apoptotique)

Promoteur

Figure 19: Modéle d'interaction de Nur77 avec NF-kB. A NF-kB réprime l'activité de Nur77
en se liant 4 un promoteur dépendant de Nur77 (p. ex. POMC) et cn empéchant sa
liaison avec SRC-1. Nur77 recrute physiquement NF-kB au promotecur (216). B Sur
un promoteur dépendant de NF-kB, Nur77 pourrait se lier & un site spécifique et
faciliter le recrutement subséquent de NF-kB et la transcription des géne anti-
apoptotiques (p.ex. c/[API). Cette interaction passerait par l'intermédiairc de SRC-1 ou
d'autres co-régulateurs. Selon la nature et la position des sites, NF-kB pourrait
également étre inhibé.
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Les travaux présentés dans cette thése ont permis de définir de nouveaux comportements

ct de nouvelles fonctions du récepteur nucléaire orphelin Nur77. Tout d'abord, nous avons fait la
description de nouvelles structures nucléaires formées par Nur77 en réponse aux stress
geénotoxiques. Une bonne partie des questions soulevées par cc nouveau phénoméne ont obtenu
des réponscs négatives: pas d'identité connue, pas de fonction évidente, pas de voic de
signalisation impliquée. Ces questions devront étre analysées plus en profondeur a l'aide de
différents outils moléculaires. Les analyses de localisation nous ont également permis d'affirmer
que la localisation de Nur77 aux mitochondries n'est pas un phénoménc universel. Notre
construction formée de Nur77 en fusion avec la protéine fluorescente verte n'a en aucunc
circonstance adopt¢ le patron de localisation pourtant décrit par d'autres. Ce phénomeénc propre a
Nur77 est encore controversé puisqu'unc seule équipe 1'a véritablement étudié en détails. 11 serait
important de valider (ou invalider) indépendamment les résultats obtenus par d'autres ¢quipes
avant de s'aventurer plus loin. Par exemple, il serait essentiel de détermincr si les génes cibles de
Nur77 sont véritablement indispensables a son activité apoptotique, ou si scule sa localisation est

importante.

Le mode d'induction de I'apoptose par Nur77 est un sujet chaud qui risque d'alimenter les
debats pour encore quelques années. La situation est complexifiée par lc fait que Nur77 peut
cfficacement inhiber I'apoptose dans certaines situations, principalement lorsqu'il cst surexprimé.
Nos travaux démontrent que c'est effectivement le cas chez les cellules HEK293, et que cette
action passe par la potentialisation de la voie NF-kB. Nos résultats soulévent évidemment de

nombreuses questions quant au fonctionnement et au role véritable de Nur77 dans la cellule.
L'action anti-apoptotique de Nur77 est-elle universelle ?

Des résultats obtenus avec les cellules HEK293 et MCF-7 indiquent que le type cellulaire
peut influencer I'action de Nur77. Il se pourrait donc que différents médiateurs de I'apoptose
soient différentiellement affectés par ce récepteur orphelin, soit pour activer ou pour inhiber
l'apoptose. Comme bien d'autres protéines, Nur77 semble étre multifonctionnel. La contribution
d'autres facteurs a I'équilibre entre les deux fonctions apoptotiques de Nur77, sans oublier ses

fonctions non-apoptotiques, devra étre analysée. L'utilisation de lignées stables issues de types
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cellulaires bien caractérisés représenterait un bon point de départ. La fonction de Nur77 pourrait
¢galement dépendre de son niveau d'expression. 11 serait donc intéressant d'obtenir des lignées
renfermant unc construction inductible permettant d'obtenir un niveau contrélé de cette protéine,

afin dc jauger les niveaux d'expression requis pour scs diverses activités.
Comment Nur77 influence-t-il NF-kB?

Nur77 semble interagir intimement avec la voic NF-kB. Nos analyses sc sont toutefois
limitées a évaluer l'activité d'un rapporteur dépendant de NF-kB dans les diverscs lignées. Des
¢tudes plus poussées devront étre entreprises. Il serait par exemple intéressant de vérifier le
niveau d'expression des différentes sous-unité de NF-kB dans le noyau, ainsi quc la capacité des
complexes a se lier a I'ADN. Des tests de retardement sur gel et de "super-retardement” pourraient
étre accomplis. Les interactions entre les deux facteurs de transcription et des protéines
accessoires devront également étre étudiées. Ces interactions pourraient déterminer la spécificité
ct la conséquence de la relation entre Nur77 le NF-kB au niveau de I'expression des geénes. Encore
une fois, il serait intéressant de déterminer s'il est possible de dissocier I'activité transcriptionnelle

dc Nur77 de son activité anti-apoptotique.
Nur77 peut-il influencer d'autres voies dépendantes de NF-kB ?

La biologie de NF-kB ne se limite pas a I'apoptose. Ce facteur de transcription est bien
connu pour son réle répandu dans la régulation de I'immunité. Des molécules comme I'L-8,
RANTES et ICAM-1, impliqués dans I'inflammation et la migration des leucocytes, sont sous le
contrdle partiel de NF-kB. Celui-ci est également impliqué dans le développement des organes
lymphoides périphériques et dans l'ontogénic des lymphocytes B (143) 1l serait donc fort
intéressant de déterminer le réle de Nur77 dans ces conditions. Les facteurs NF-kB sont
impliqués dans une foule d'autres voies physiologiques partout dans l'organisme. Affirmer que
tous les inducteurs de cette famille ménent a l'activation des mémes génes dans toutes les cellules
serait une grossiére simplification. Il est évident qu'il existe un niveau des régulation trés précise
déterminant les génes a exprimer, selon le contexte et le type cellulaire. Nur77 représente un
cofacteur candidat dont le réle serait d'amplifier ou de réduire I'activité transcriptionnelle de NF-

KB, selon le géne et le stimulus.
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Nur77 peut-il influencer d'autres facteurs de transcription ?

Il est possible que le réle accessoirc de Nur77 ne se limite pas sculement a NF-kB. Par
excmple, un site compositc NurRE-STAT a ¢ét¢ identifié par le promoteur de la POMC (297).
Ceclui-ci permet la coopération entre Nur77 et CREB. Les promoteurs sont le licu d'intcractions
multiples entre divers facteurs de transcription, dont certains n'auraient pour réle que de moduler
l'activité de lcurs voisins. La caractérisation des réactions croisées entre ces facteurs est une taiche
colossale mais qui réserve bien des surprises. On doit donc s'attendre a ce que Nur77 influence
l'activit¢ de plusieurs autres factcurs dc transcription d'origines diverses, et inversement. L'étude
de ces interactions devra se faire dans un contexte naturel, c'est-a-dire avec des séquences d'ADN
provenant de véritables promoteurs, et non a partir d'éléments "consensus" synthétiques dont
I'arrangement pourrait nc pas sc préter a la géométrie complexe qui a été dictée par I'évolution des

promoteurs naturels.
Le role anti-apoptotique de Nur77 est-il significatif in vivo ?

Nos cxpéricnces sc sont essenticllement limitées & un modéle cellulaire in vitro. Qu'en cst-
il du réle de Nur77 dans l'organisme, en cc qui a trait a la mort cellulairc ? Bien entendu, nous
savons que Nur77 est important dans la sélection négative des thymocytes. A linverse, nous
savons depuis belle lurette qu'il s'agit également d'un géne activé par des facteurs de survie et de
croissance chez une variété de cellules, autant normales que tumorales. Pourtant, son rdle dans la
survie cellulaire n'a jusqu'a maintenant jamais été élucidé. Le modele d'inhibition dc 'apoptose
que nous proposons devra donc étre validé in vivo. Pour y parvenir, il serait possible d'utiliser des
souris transgéniques ou knock-out. Les souris Nur77 knock-out ne présentent pas de phénotype
évident, ce qui suggére une redondance entre récepteurs orphelins de la méme famille. A date,
aucune souris déficiente pour la famille compléte NGFI-B/Nur77 n'a été générée, soit par triple
knock-out ou par expression généralisée d'un antisens ou d'un dominant-négatif. Il est possible
que ces manipulations génétiques soient létales. Il serait tout de méme intéressant d'observer le
développement de I'embryon. De plus, des constructions inductibles ou exprimées spécifiquement
dans certains tissus permettraient d'assurer la viabilité. Dans de tels cas, nous devrions nous
attendre a observer une apoptose massive accompagnée de problémes développementaux, ou du

moins a obtenir des cellules davantage sensibles a certains stress. Ces souris pourraient aussi
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démontrer d'autres phénotypes intéressants qui nous renscigneraient davantage sur la biologie de
g g

la famillc des récepteurs orphelins NGFI-B/Nur77, encore bien mystérieuse.
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ANNEXE I
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Avant-propos

Cettc annexe de la présente thése contient des résultats complémentant le chapitre 1. Ils
appuient les conclusions de l'article mais cc ne sont pas nécessaires a sa compréhension. La
premicre figurc montre la localisation endogénc de Nur77 dans des cellules HeLa et sa
concentration dans des domaines distincts suite a un traitement a la camptothécine. La deuxiéme
figure montre la capacit¢ différentiellc de deux anticorps polyclonaux dirigés contrc Nur77 a
révélé la présence de corps nucléaires. Seul l'anticorps dirigé contre la partic C-terminale est apte
a colorer les corps nucléaires GFP-Nur77 alors que I'anticorps dirigé contre la partic N-terminalc

colore le Nur77 nucléaire et cytoplasmique mais est incapable de révéler des corps nucléaires. .
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Signal Nur77 + CPT

Complément #1 au chapitre 2

Révélation de la localisation nucléaire de Nur77 endogene. Des cellules HeLa Nur77
furent traités ou non avec 10 uM de camptothécine pendant une heure ct ensuite fixées
au méthanol. Nur77 fut détect¢ par immunofluorescence a l'aide de l'anticorps
polyclonal de chevre C-19 et d'un anticorps anti-chévre couplé a Alexa Fluor 488. Les
images furent capturées aprés 25 sccondes d'intégration de la fluorescence. On
remarquc que lc signal de Nur77 cst faiblement détecté chez les cellules HeLa et qu'il
scretrouve a I'état diffus ou Iégérement granulaire au niveau du noyau. Nur77 apparait
davantage concentr¢ dans des taches nucléairces suitc au traitement a la camptothécine
(CPT).
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Complément #2 au chapitre 2

Révélation de la localisation nucléaire de Nur77 par deux anticorps polyclonaux. Des
cellules HeLa GFP-Nur77 furent traités avec 10 uM de camptothécine pendant unc
heure puis fixées au méthanol. Nur77 fut détccté par immunofluorescence a l'aide de
I'anticorps polyclonal de lapin M-210spécifique a la région N-terminale (a.a. 59-269)
de Nur77 et de I'anticorps polyclonal de chevre C-19 spécifique a la region C-
terminale de Nur77, tous dcux obtcnus de Santa Cruz Biotcch. La coloration verte
représente la fluorescence intrinséque de la GFP-Nur77 ct la coloration rouge
représente I'anticorps secondaire couplé a Alexa Fluor 594. On remarque que scul
I'anticorps dirigé contre la région C-terminalc cst capable dc révéler les corps
nucléaires visibles avec la fusion GFP, alors que I'anticorps M-210 révele davantagele
Nur77 cytoplasmique ct nucléaire.
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ANNEXE 11
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Avant-propos

Cette annexe de la présente thése contient un manuscrit intitulé Restriction analysis of
recombinant plasmids ji-am colonies under 30 minutes publié par dans le journal Analytical
Biochemistly. Cet article fait la description d'une technique simple ct rapide d'analyse de
restriction de plasmides chez des bactéries recombinantes. Cette méthode offre des avantages
significatifs par rapport aux méthodes de criblage conventionnelles aux niveaux du temps de
manipulation ct des colits des réactifs Les expériences décrites dans le texte ont été effectuées en
paralléle avec mes travaux de doctorat mais n'ont pas de lien direct avec les résultats et les
conclusions de celui-ci. La rédaction du manuscrit a été réalisée conjointement par les deux

auteurs (L. de Léséleuc et F. Denis).

Cet article a dit étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

de Léséleuc L, Denis F. Restriction analysis of recombinant plasmids from
colonies in less than 30 min. Anal Biochem. 2005 May 1;340(1):178-80.
doi:10.1016/j.ab.2004.12.018
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