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Résumé:

Bcl-x. est un oncogéne surexprimé dans plusieurs types de cancers et qui joue un
réle important dans la survie cellulaire en régulant deux processus: l'apoptose et
I'autophagie. Récemment, nous avons identifié I'existence d'une nouvelle forme de Bcl-x,
qui subit une simple déamidation sur le résidu Asn52. Cette forme monodéamidée est
exprimée en conditions contréles et apparait spontanément in vitro et in vivo. La
déamidation de Bcl-x. produit un mélange de protéines contenant en position 52 soit un
résidu Asp, soit un résidu isoAsp. L'objectif de cette thése est de caractériser les fonctions
de ces deux especes protéiques, et de déterminer comment la monodéamidation de Bcl-x,
modifie les fonctions de survie de cet oncogéne. Nous avons montré que le mutant
déamido-mimétique Bcl-x. N52DNGGA conserve la méme fonction anti-apoptotique que
Bcl-x. native, mais présente une activité autophagique plus grande, et des propriétés
oncogeéniques et tumorigéniques altérées in vitro, ex vivo et in vivo. Nous avons étudié
certains des mécanismes impliqués dans la régulation de l'autophagie et les propriétés
oncogéniques comme la voie mTor, les voies de signalisation médiées par l'oncogéne
Ras, ainsi que l'activité métabolique et I'état souche des cellules. D'autre part, nous avons
aussi développé des tests in vitro pour analyser les interactions établies par les formes
déamidées de Bcl-x. comportant un isoAsp. L'ensemble de nos données permet de
suggeérer une régulation des fonctions de Bcl-x. par des mécanismes indépendants de
I'apoptose, et renforce l'importance d'explorer les fonctions non apoptotiques de cette
protéine pour mettre en évidence sa capacité a promouvoir la survie cellulaire et entrainer

la progression du cancer.

Mots clés: Bcl-x., autophagie, apoptose, cancer, modification post-traductionnelle

Abstract:

Bcl-x. is an oncogene overexpressed in many types of cancer and which promotes
cell survival by regulating two cellular processes : apoptosis and autophagy. We have
recently identified a new form of this oncogene, which results from the deamidation of
Asn52. This monodeamidated form is expressed under control conditions and is
ubiquitously found in vitro and in vivo. Bcl-x. monodeamidation produces a mixture of
proteins containing either an Asp residue or an IsoAsp residue in position 52. Our goal is
to caracterise the functions of both species, and to determine how Bcl-x.

monodeamidation modifies the survival functions of this oncogene. We have shown that



the deamidomimetic mutant Bcl-x. N52DNG66A retains the same anti-apoptotic function as
the native protein, but exhibits enhanced autophagic activity and impaired clonogenic and
tumorigenic properties in vitro, ex-vivo, and in vivo. We have studied certain of the
mechanisms which can be involved in the regulation of autophagy and oncogenic
properties of Bcl-x. such as mTor, Ras oncogene signaling pathway, metabolic activity
measurement and stemness. We also implement in vitro assays to analyse the
interactions established by isoAsp containing forms of Bcl-x,.. Altogether our results
support the view that deamidation regulates Bcl-x, oncogenic properties through
apoptosis-independent mechanisms, and reinforce the importance of deciphering the non
apoptotic functions of this protein to tackle its ability to sustain cell survival and drive

cancer progression.

Keywords: Bcl-x,, autophagy, apoptosis, cancer, post-translational modification
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Bad: Bcl-2 antagonist of cell death
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I) Introduction

Cette thése s'inscrit dans la thématique d'étude des déterminants moléculaires
non-apoptotiques de l'oncogéne Bcl-x. et du réle de la monodéamidation sur ses
propriétés oncogéniques. Ce travail a été effectué dans I'équipe "mitochondries,
stress, et morts cellulaires" de I'Institut de Biochimie et Génétique Cellulaires de
Bordeaux sous la direction du Dr Muriel Priault en co-direction avec le Dr Mireille
Verdier dans I'équipe "Homéostasie Cellulaire et Pathologies" a la faculté de

Médecine de I'Université de Limoges.

Comme mon projet de thése porte sur I'étude de l'oncogene Bcl-x |, je présenterai

en premiére partie le cancer de fagon générale pour mieux comprendre quelques

concepts étudiés dans ma thése. La seconde partie sera ciblée sur I'oncogéne Bcl-

x, et son role dans la survie cellulaire et enfin je parlerai de la modification post-

traductionnelle de Bcl-x, par déamidation.

A. Cancer: Généralités

Le mot "Cancer" tire son origine du mot latin homonyme qui signifie crabe. C’est
Hippocrate de Cros, un médecin grec connu comme étant le pere de la médecine
moderne (né vers - 460 et décédé vers -370), qui a comparé le cancer a un crabe
par analogie de l'aspect des tumeurs du sein avec cet animal lorsqu'elles s'étendent
a la peau. Il n'est pas le premier a le décrire, mais c’est lui qui a donné le nom
cancer. Le mot «Karkinos» qui signifie crabe en grec, représente pour Hippocrate un
crabe qui mange les tissus et conduit a la mort. Cependant, il faut attendre des
siecles pour que la technologie se développe et permette plus que des théories et
des descriptions (Imbault-Huart 1984).

Le cancer est connu aujourd’hui comme une principale cause de maladie dans le
monde. L'organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé a environ 16 millions
les nouveaux cas de cancer diagnostiqués en 2014. |l s’agit principalement des
cancers du sein, du poumon, des cancers colorectaux et de l'estomac. Cette

pathologie reste également la principale cause de mortalité dans le monde avec 8,2



millions de déces en 2014. Plus de la moitié de ces déces sont dus aux cancers du

poumon, de I'estomac, du foie et colorectal (Bradbury et al. 2014).

Des progrés considérables ont été faits en matiére de détection et de thérapies,
mais I'amélioration de la lutte contre le cancer nécessite une connaissance encore

plus approfondie des mécanismes impliqués dans son origine et sa progression.

Depuis des années, il est admis que le cancer est une maladie génétique. Les
premiéres réflexions sur son origine ont proposé qu’il était causé par des anomalies
génétiques touchant une cellule unique, devenant alors capable de se multiplier
indéfiniment en une masse excessive de cellules et former ainsi une tumeur. Mais a
mesure que la composition cellulaire des tumeurs a pu étre étudiée, la vision d’une
tumeur faite de cellules cancéreuses identiques a da laisser la place a celle d’'une
tumeur hétérogéne, faites de plusieurs types de cellules cancéreuses, toujours en

évolution.

Une vision plus contemporaine est que le développement d'une pathologie
cancéreuse n'est pas limité a I'accumulation des anomalies génétiques touchant des
cellules. En effet, des observations ont mis l'accent, au niveau tissulaire, sur
l'importance des interactions entre les cellules cancéreuses et leur micro-

environnement au cours de I'évolution de la pathologie.

Ainsi, il convient aujourd’hui de considérer le cancer a plusieurs niveaux, allant de
I'échelle cellulaire a celle de la tumeur. Ces différents niveaux d’organisation, sont le
reflet a la fois de la progression des connaissances mais aussi de la complexité de
son étiologie et de son évolution. Dans un effort de synthése et de clarification,
Hanahan et Weinberg ont décrit en 2000, puis complété en 2011, les
caractéristiques principales des cellules tumorales et des tumeurs (D. Hanahan and
Weinberg 2000; Douglas Hanahan and Weinberg 2011) (Figure 1). Leurs réflexions
integrent d'une part les modifications qui affectent les cellules pour accompagner la
transformation tumorale, et d'autre part les modifications affectant l'interaction entre
les cellules cancéreuses et les tissus environnants. Ces deux aspects sont détaillés

ci-aprées.
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Figure 1: Caractéristiques des cellules cancéreuses

Cette figure englobe les différentes caractéristiques des cellules cancéreuses décrites par Hanahan
et Weinberg et qui sont impliquées dans les mécanismes de l'oncogenése. La représentation
circulaire plutét que linéaire illustre que l'acquisition de ces caractéristiques se fait sans chronologie
fixe. Figure tirée de (Douglas Hanahan and Weinberg 2011).

A.1. Echelle cellulaire:
La vision du cancer comme une maladie génétique est fondée sur l'identification

de génes dont la mutation contribue a la transformation d'une cellule normale en une

cellule cancéreuse.

a) Les mutations et l'instabilité génétique:
Il existe 3 catégories de génes associés aux maladies cancéreuses: les

oncogénes, les génes suppresseurs de tumeurs, et les génes de réparation de
I'ADN.

» Les oncogénes: Les oncogenes sont des génes qui, dans les cellules normales,

contrbélent les voies de signalisation régulant la prolifération et la différenciation



cellulaire. Leur expression et activation doivent étre finement régulées pour garantir
le maintien de 'homéostasie cellulaire. En condition physiologique, ils sont définis
comme des proto-oncogénes. Lorsqu'ils sont exprimés/actives de fagon anormale
par des facteurs chimiques (le tabac, les polluants) ou physiques (les rayonnements
U.V) (J. Hall and Angéle 1999), ils entrainent une dérégulation de la prolifération

cellulaire qui devient alors illimitée.

Dans le tableau I.1 , je cite quelques exemples d'oncogenes dont la mutation est

fréquemment associée au cancer.

Nom Cancer Référence
H-Ras/K-Ras/N-Ras Pratiquement tous les cancers humains (M.-J. Kim et al. 2011)
Abl Leucémie Myéloide Chronique (95 %) (Cao et al. 2003)
c-myc Pratiguement tous les cancers humains (Li et al. 2003)

Tableau I.1: Exemple de différents oncogénes fréquemment associés au cancer.

Les génes suppresseurs de tumeurs: La seconde catégorie comprend les génes

suppresseurs du tumeur (TSG). Ce sont des régulateurs négatifs de la prolifération
cellulaire. Le plus connu est probablement TP 53, codant la protéine p53, qualifiée
de «gardien du génome». Ces TSGs peuvent étre spécifiques de certains cancers.
Par exemple, le géne RB1 est impliqué dans le rétinoblastome, les génes BRCAT et
BRCAZ2 dans les cancers du sein (J. M. Hall et al. 1990) et APC dans le cancer du
colon (Nishisho et al. 1991).

Les génes de réparation de I'ADN: La troisiéme catégorie correspond aux génes

codant des protéines capables de réparer les lésions de I'ADN, ce qui empéche la

modification de I'expression d'oncogenes et/ou de suppresseurs de tumeurs.

Je cite dans le tableau 1.2 les voies principales de réparation de I'ADN lors des

cassures simples et doubles brins.



Lésion de I'ADN Voie de réparation

Cassure simple brin d'ADN - Réparation par BER (base excision repair)

- Réparation par NER (nucleotid excision repair)

Cassure double brin - Réparation par jonction des extrémités non- homologues (JENH)

- Voie de recombinaison homologue

Tableau 1.2: Les différentes voies de réparation de I'ADN lors des cassures simples et doubles brins.
(Iyvama and Wilson 2013).

b) Une indépendance vis-a-vis des signaux de croissance:

Les cellules normales se divisent seulement lorsqu'elles regoivent des signaux
mitogénes transduits par des cytokines et des facteurs de croissances. La fixation
de ces molécules sur les récepteurs de la membrane plasmique de la cellule cible
induit souvent I'oligomérisation/activation des récepteurs, qui transduisent une
signalisation mitogéne. Celle-ci doit étre extrémement régulée pour éviter une
prolifération incontrélée. Les cellules tumorales n'ont plus besoin de ces signaux
pour se multiplier parce que leurs récepteurs aux facteurs de croissance ou les

molécules de signalisations en aval sont activés en permanence.

c) Une résistance au phénomeéne d'apoptose:

Lorsqu'une cellule normale est exposée a un stress qui engage son intégrité, elle
exécute un programme de mort génétiquement contrélé qui s'appelle I'apoptose
(que l'on décrira plus loin). Une caractéristique largement répandue dans les cellules
cancéreuses est que le programme apoptotique est rendu inopérant, par des
mécanismes qui soit inhibent les génes induisant la mort (pro-apoptotiques), soit
conduisent a la surexpression de protéines de survie (anti-apoptotiques) (Hanahan
and Weinberg 2000).

d) Dérégulations métaboliques des cellules cancéreuses:

Les cellules cancéreuses soutiennent un rythme de proliférations plus élevé que
les cellules normales. Une grande quantité de métabolites est donc nécessaire a la
biosynthése des macromolécules (protéines, acides gras, carbohydrates et acides
nucléiques) pour dupliquer les cellules. La synthése de ces métabolites nécessite
aussi une grande quantité d'énergie en peu de temps. Dans les années 1930, Otto

H. Warburg avait observé que les cellules cancéreuses produisent de I'énergie




(ATP) via la glycolyse au lieu de la phosphorylation oxydative, méme en présence
d'oxygene. En effet, méme si la glycolyse a un rendement plus faible que les
oxydations phosphorylantes en terme de production d'ATP par glucose consommé,
les cellules cancéreuses présentent une dérégulation cinétique des enzymes
glycolytiques qui garantit au final une production plus rapide, puisque le glucose

n'est pas limitant (Razungles et al. 2013).

e) Capacité proliférative illimitée:

En conditions physiologiques, la prolifération est limitée par deux processus: la
sénescence, qui provoque un arrét de la capacité réplicative des cellules, et
I'apoptose qui conduit a la mort cellulaire. Nous avons vu précédemment que les
cellules cancéreuses sont souvent résistantes a l'induction de l'apoptose, et de la
méme facon, elles présentent des mutations qui les rendent résistantes a la

sénescence (ex: les mutations de I'oncogéne Ras) (Hanahan and Weinberg 2011).

Si, il y a quelques années, le cancer était considéré comme le résultat de la
prolifération anarchique d'une cellule présentant une mutation lui conférant un
avantage sélectif de survie et prolifération, I'évolution des connaissances a conduit a
revoir ce concept. Aujourd’hui, nous considérons que les tumeurs ne constituent pas
un ensemble de clones de cette unique cellule anormale, mais plutét un ensemble
de clones issus de plusieurs cellules anormales. Cette vision est en accord avec
'observation faite par les pathologistes d’'une tumeur présentant des cellules de

morphologies variées, d'ou le concept de I'hétérogénéité tumorale.

A.2. Hétérogénéité tumorale:
L'hétérogénéité tumorale est un concept connu depuis 1976 et est expliquée par
la présence de différents clones émergeant de cellules ayant acquis de fagon non
synchrone et continuant a acquérir au fur et a mesure de la progression tumorale,

des mutations dans des génes différents (Nowell 1976).

A I'heure actuelle, deux modeéles se confrontent pour rendre compte de
I'hétérogénéité tumorale: le modéle de I'évolution clonale, reposant sur le principe
de sélection naturelle de Darwin (modéle stochastique), et le modéle des cellules

souches cancéreuses (modéle hiérarchique) (figure 2).
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Figure 2: Représentation des 2 modéles pour expliquer ’hétérogénéité tumorale

Dans le modéle stochastique, chaque cellule cancéreuse a une capacité équivalente élevée de
prolifération tumorale. Dans le modéle hiérarchique, seulement une sous-population est capable
de créer une tumeur ; ce sont les cellules souches cancéreuses (en rouge). Figure tirée de
(Catalano et al. 2011)

a) Théorie de I'évolution clonale:

En 1976, Peter Nowell a proposé un modéle d'évolution clonale pour expliquer la
croissance tumorale et les dérégulations qui se produisent dans les tumeurs solides.
Selon cette théorie, la tumeur prend son origine dans l'apparition d'une cellule
cancéreuse unique, donnant naissance a des cellules filles, qui acquiérent dans le
temps des mutations génétiques au fur et a mesure de leur multiplication et qui sont

a l'origine d'une évolution linéaire de la population tumorale (Nowell 1976).

Dans ce modéle classique, dit stochastique, il n'existe pas de hiérarchie entre les
cellules, c'est a dire que chaque cellule ou clone présent dans la tumeur est capable
de proliférer et contribuer de maniére équivalente a la croissance tumorale

(Shackleton et al. 2009).

Cependant, pour rendre compte de I'hétérogénéité tumorale, il a fallu modifier le

modéle clonal en y ajoutant la notion de «diversification clonale»: une fois la tumeur

7



initiée, sa composition cellulaire pourrait diverger par la présence de plusieurs
clones de cellules cancéreuses, ayant acquis des altérations génétiques
successives. Ce modele permet d’intégrer les altérations décrites par Hanahan et
Weinberg, qui sont un pré-requis a la transformation tumorale, mais sans qu'il
n’existe de chronologie définie dans leur enchainement. L’hétérogénéité tumorale

résulterait donc de cellules ayant acquis de fagcon asynchrone ces altérations.

Dans ces modéles dits «classiques», toutes les cellules cancéreuses qui
composent la tumeur sont considérées comme ayant le méme potentiel tumorigéne.
C’est la limite du modéle classique, qui ne rend pas compte du fait que, dans
certaines tumeurs comme la leucémie, seulement une petite fraction des cellules
posséde un potentiel tumorigene aprés transplantation. Cette observation a mené a

la formulation de la théorie des cellules souches cancéreuses.

b) Théorie des cellules souches cancéreuses:

La théorie des cellules souches cancéreuses (CSC) propose que au sein de la
masse tumorale, seule une fraction des cellules est tumorigéne c'est a dire capable
d'initier la formation d'une tumeur aprés transplantation. Ainsi, méme si les cellules
tumorales peuvent se multiplier pendant un temps, seules les cellules souches
cancéreuses peuvent donner naissance indéfiniment a de nouvelles cellules (elles-
mémes cancéreuses mais non tumorigénes) grace a leur capacité d'auto-

renouvellement (Shackleton et al. 2009).

Je résume dans le tableau 1.3 les caractéristiques de ces 2 modéles décrits ci-

dessus.

Modéle stochastique Modeéle hierarchique

Origine du cancer

Chaque cellule a une probabilité
équivalente de proliférer et former
une tumeur.

Une rare population de cellules
souches cancéreuses est initiatrice
du cancer.

Mécanismes tumorigénes

Mécanismes tumorigénes présents
dans chaque cellule.

Mécanismes tumorigénes présents
uniquement dans les cellules
souches cancéreuses.

Tableau 1.3: Hétérogénéité des tumeurs: caractéristiques des deux théories proposées.




En 1994, I'étude des cellules sanguines et de la moelle osseuse (M.O) des
patients leucémiques, leurs greffes dans des souris « nudes » et leurs analyses en
cytométrie en flux a permis l'identification d'une cellule a l'origine de leucémies qui

exprime le marqueur CD 34 (Lapidot et al. 1994).

En 1997, d'autres travaux effectués par "Bonnet et Dick" dans des tumeurs de
type leucémique ont montré que seulement une petite fraction de cellules isolées
chez un patient est susceptible de reproduire la maladie chez des souris
immunodéprimées en engendrant tous les différentes types cellulaires caractérisant
la leucémie (Bonnet and Dick 1997). Par la suite, les CSC ont été identifiées dans
de nombreuses tumeurs solides comme le cancer du pancréas, du sein, de la
prostate et les glioblastomes. Ces CSC possédent plusieurs caractéristiques

décrites dans le paragraphe suivant.

b.i) Caractéristiques des cellules souches cancéreuses
(CSC):

Les CSC présentent plusieurs caractéristiques, dont certaines communes avec

les cellules souches physiologiques: (figure 3)

1) Capacité d'auto-renouvellement illimité: Afin de se maintenir dans l'organisme,

les CS conservent leur capacités d'auto-renouvellement en se divisant de facon
symétrique ce qui génere deux cellules souches, ou asymétrique en produisant une

cellule souche d'un part et un progéniteur d'autre part (cellule plus différenciée).

2) Multi-potentialité: Les CSC ont la capacité de se différencier pour donner les

différents types de cellules présentes dans la tumeur. Cette différenciation est le

support de I'hétérogénéité tumorale (Anderson et al. 2011).

3) Capacité d'initiation d'une tumeur: Les CSC sont définies comme des sous-

populations capables d'initier une tumeur lorsqu'elles sont transplantées dans des

souris immunodéprimées (leta et al. 2008).

4) Capacité de résistance aux traitements: Les CSC ont la capacité de résister

aux traitements anti-cancéreux. Bao et al. ont montré sur des gliomes que les CSC
irradiées survivent plus longtemps que les cellules différenciées (Bao et al. 2006).
Cela repose sur leur cycle cellulaire trés long, proche de la quiescence, et sur leur

capacité accrue a activer l'autophagie, ce qui les rend en partie insensibles a leur



environnement.

5) Expression des marqueurs spécifiques des CSC:

Le trés petit nombre de CSC au sein des tumeurs (environ 3%) nécessite I'emploi
d'outils performants pour pouvoir les discriminer des autres cellules. En 1994, dans
un modeéle de leucémie myéloide aigué, I'expression du marqueur CD34 a permis de
caractériser les cellules souches leucémiques (Lapidot et al. 1994). D'autres
marqueurs exprimés a la surface cellulaire, comme le CD 133 ou le CD 44, ont été
utilisés ensuite pour identifier les CSC dans différentes tumeurs solides (Yeung et al.
2010, Niwa, Miyazaki, and Smith 2000). D'autres marqueurs, comme LGR5 (associé
a la voie WNT dans le cancer colo-rectal), ont été récemment identifiés et joueraient
un role dans la prolifération et la résistance aux radiothérapies (Hirsch et al. 2014).
Actuellement, il n'existe pas de technique permettant de distinguer une cellule
souche normale ou une CSC. Les marqueurs utilisés comme CD44 ou CD133 ne
sont pas des marqueurs exclusifs des CSC car on peut les trouver encore dans

d'autres types cellulaires comme les cellules endothéliales.
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Figure 3: Caractéristiques des CSC

Les différentes propriétés des CSC sont l'auto-renouvellement, l'expression de marqueurs
spécifiques tels que le CD44, 'EpCAM, ou encore le CD133, la multi-potentialité, ainsi que la
prolifération quasi-illimitée dans le temps (responsables de l'origine de la tumeur), la capacité de
tumorigénicité in vivo, et enfin la résistance au traitement.

Figure issue de la thése de Carole Melin, 2012.

b.ii) Limites de la théorie des CSC:
Le point principal de la controverse sur le concept de CSC est le manque d’essai

«fonctionnel», de marqueurs de surface cellulaire pour distinguer une CSC d'une
cellule normale. En effet, si le modéle des CSC était suffisant pour rendre compte de
la formation de toutes les tumeurs et de leur hétérogénéité, les marqueurs devraient
étre détectables quelle que soit la tumeur. Le fait que l'utilisation de ces marqueurs
ne soit pas généralisable est une des raisons qui remettent en question I'existence

des CSC et le potentiel tumorigéne qui leur est prété.

Ces deux théories, qui ne sont pas exclusives l'une de l'autre, ne sont pas

suffisantes pour rendre compte de la complexité de ['évolution des tumeurs.

1



Récemment, l'importance de l'interaction des cellules tumorales avec le milieu qui
les environne (appelé le micro-environnement) a été soulignée, parce que la

croissance de la tumeur dépend de ces interactions.

A.3. Micro-environnement tumoral:
a) Définition du micro-environnement tumoral:

Le concept de micro-environnement tumoral a été introduit par la théorie graine-
sol (seed and soil). Cette théorie, proposée pour expliquer la dissémination des
cellules tumorales dans I'organisme, confére un rdle important au micro-
environnement (le sol) dans lequel se trouve la cellule cancéreuse (la graine) (Paget
1989).

Le micro-environnement tumoral est I'environnement cellulaire dans lequel la
tumeur existe. Il comprend les vaisseaux sanguins environnants, les cellules
immunitaires, les fibroblastes, les molécules de signalisation et la matrice
extracellulaire (ECM). La nature du micro-environnement est considérée comme un
facteur clé de la progression tumorale en cela que la cellule cancéreuse est
«instruite» par son micro-environnement. On distingue 3 types de micro-
environnements, qui définissent 3 états différents de tumeurs récapitulées dans la

figure 4.
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Figure 4: Les cellules du micro-environnement tumoral

Un assemblage de types cellulaires distincts constitue la plupart des tumeurs solides. Le parenchyme
et le stroma des tumeurs contiennent des types et des sous-types distincts de cellules qui favorisent
la croissance et la progression de la tumeur. |l existe 3 types de micro-environnement: le micro-
environnement primaire, le micro-environnement invasif, et le micro-environnement métastatique.

Figure tirée de (Hanahan and Weinberg 2011).

a.i) Micro-environnement primaire:
Au niveau tissulaire, la tumeur n'est pas formée simplement de cellules

cancéreuses mais d'un ensemble de cellules tumorales et de cellules saines, qui
contribuent a son développement (comme les cellules endothéliales, les
macrophages et les fibroblastes) en lui apportant des fonctions ou des capacités
non acquises par les cellules cancéreuses. Cette association des différents types
cellulaires constituent ce qu'on appelle "le micro-environnement primaire". Par
exemple, l'angiogenése permet le recrutement des vaisseaux sanguins a partir des

vaisseaux existants afin d'apporter de I'oxygéne et d'autres facteurs indispensables
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a la croissance tumorale comme le VEGF-A induisant la croissance des capillaires
sanguins dans la tumeur. De plus, les tumeurs sont infiltrées par des cellules
immunitaires pouvant provoquer des réactions inflammatoires dans les tissus
adjacents. Les cellules inflammatoires secrétent des substances chimiques comme
les interleukines (IL-1, IL-6, IL-8 et les chimiokines CCL1) qui régulent la prolifération

des cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg 2011).

a.ii) Micro-environnement invasif:
La capacité de migration des cellules cancéreuses est une étape indispensable

au processus d'invasion. Dans un tissu sain, les cellules ont besoin, pour survivre,
d'établir des connections entre elles et aussi avec la matrice extra-cellulaire. La
survie des cellules tumorales n'est plus aussi dépendante de ces contacts. Elles
peuvent se détacher de leur support tissulaire, sans entraver leur survie. C'est ce qui
va favoriser la migration des cellules tumorales. Les cellules cancéreuses utilisent le
processus de dédifférenciation, appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM),
qui permet de générer des cellules de phénotype mésenchymateux a partir d’'un
épithélium. Les cellules en TEM perdent leur adhésion cellule-cellule (par une

diminution de I'expression des cadhérines). Le signal qui participe au

déclenchement de la TEM est le facteur transformant TGF-B (Transforming Growth
Factor beta) qui est produit par les macrophages et les fibroblastes de la tumeur.
Les cellules cancéreuses sont alors capables d'envahir la matrice extra-cellulaire du
tissu ou la tumeur s'est formée, puis de franchir la lame basale des vaisseaux

sanguins ou lymphatiques (intravasation) (McCormack and O’'Dea 2013).

a.iii) Micro-environnement métastatique:
Le processus d'invasion décrit précédemment est une premiére étape vers la

meétastase. Les cellules cancéreuses qui ont atteint le sang ou la lymphe circulent
jusqu'a leur extravasation qui leur permet d'envahir un nouveau territoire. Les
métastases s'implantent pour former de nouvelles tumeurs a distance de la tumeur

originelle (Talmadge and Fidler 2010).

L'émergence du concept du micro-environnement et de ses rdles dans la

progression tumorale, a permis de modifier notre compréhension des phénoménes
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de résistance aux traitements anticancéreux. Le micro-environnement est méme
devenu une cible a part entiere pour élaborer de nouvelles approches pour le

traitement des cancers.

b) Enjeu thérapeutique:

Si le micro-environnement tumoral «instruit» effectivement les cellules
cancéreuses dans leur progression tumorale, il devient alors une cible non
négligeable dans la lutte contre le cancer. Par exemple, les traitements anti-
angiogeéniques, dont la plupart ciblent le VEGF et/ou son récepteur, se sont
largement développés ces derniéres années, en association a la chimiothérapie,
dans les tumeurs solides, avec une efficacité variable selon le type de tumeur (rein,
cblon, poumon, ovaire, sein). L'objectif d'un traitement anti-angiogénique est de
combattre la croissance tumorale en empéchant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. Le premier médicament anti-angiogénique est un anticorps
monoclonal anti-VEGF: le bevacizumab. Actuellement, de nouveaux agents anti-
angiogéniques sont sur le marché, comme les ITKs (inhibiteurs de tyrosine kinase),
qui inhibent plusieurs cibles des récepteurs VEGF (VEGF1, 2, PDGFR), associés a
d’autres voies de signalisation comme celle de 'EGFR (Rapisarda and Melillo 2012).
De plus, l'immunothérapie est également explorée, et offre des approches
différentes. Il a été montré que la tumeur peut limiter I'action du systéme immunitaire
en formant un environnement dans lequel s'accumulent plusieurs types cellulaires
qui diminuent l'activitt¢ des cellules immunitaires comme les lymphocytes
cytotoxiques. L'identification des cytokines qui jouent un réle dans la régulation des
cellules immunitaires ainsi que leurs propriétés stimulantes affectées par les cellules
cancéreuses a conduit a la mise au point de nouvelles thérapies. On peut citer par
exemple: les inhibiteurs du TNF-alpha (tumor necrosis factor), cytokine impliquée
dans des processus inflammatoires, les inhibiteurs de la voie NF-kB (inhibiteur de
IKKB) qui régule un certain nombre de protéines impliquées dans le contrdle du
cycle cellulaire et la prolifération (Cavallo, Curcio, and Forni 2005). La
comprehension des effets secondaires, des mécanismes d’action et de résistance

restent des points clés du développement de ces thérapies.

Dans ce chapitre, nous avons vu que le développement tumoral est un processus

multifactoriel, lié a des anomalies génétiques touchant un ensemble de cellules ainsi
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qu' a des interactions des cellules cancéreuses avec leur micro-environnement.
Mais, la croissance d'un tumeur n'est pas seulement la conséquence d'une
prolifération cellulaire excessive. Nous avons déja évoqué qu'elle résulte aussi
souvent d'un déséquilibre entre la prolifération et I'apoptose, qui est une mort
cellulaire programmée dont nous parlerons en détail dans la seconde partie de ce

chapitre.
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B. Apoptose:

B.1. Généralités:

a) Découverte:
L'apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus qui a été mis en
evidence en 1972 par John Kerr par lequel les cellules déclenchent leur
autodestruction (suicide) sans réaction inflammatoire en réponse a un signal intra ou

extra-cellulaire (Kerr, Wyllie, and Currie 1972).

En 1983, Horvitz et ses collegues ont décrit les génes essentiels qui déterminent
le devenir des 1090 cellules du nématode "Caenorhabditis elegans”, dont 131
doivent disparaitre au cours du développement embryonnaire (Horvitz et al. 1983).
Parmi les génes découverts, quatre sont impliqués dans une voie de signalisation
qui contréle la mort cellulaire par apoptose: Ced-3, Ced-4, Ced-9 et Egl-1. Ces
recherches, menées par John Sulston, Robert Horvitz et Sydney Brener ont
décrypté le programme génétique contrélant I'apoptose. Ces chercheurs ont regu le
prix Nobel de Médecine et Physiologie en 2002. Depuis ces travaux chez le
nématode, il a été montré que I'apoptose est un processus conservé a travers les

especes et qui est retrouveé chez tous les protozoaires.

b) Définition:

La mort par apoptose est un processus actif au cours duquel la cellule exprime un
ensemble de génes entrainant des modifications structurales et biochimiques. Elle
se caractérise par la compaction de la chromatine, la fragmentation de I'ADN, la
condensation du cytoplasme et la formation de corps apoptotiques qui seront
eliminés par phagocytose par les cellules environnantes du systéme immunitaire.
Cette étape de phagocytose prévient d'une nécrose qui est accompagnée d'une
perte d'intégrité membranaire, de la libération du contenu cellulaire toxique pour les

cellules avoisinantes en provoquant une réaction inflammatoire locale.

L'apoptose joue un réle important dans I'embryogenese, dans le maintien de
I'noméostasie cellulaire des tissus adultes (notamment immunitaire), dans la

réparation des tissus et dans la régression des tumeurs (Tang and Porter 1996).
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c) Mécanismes:

L'apoptose peut étre stimulée par divers types de signaux extra-cellulaires
(ligands se fixant a des récepteurs de mort) ou pergus au niveau intracellulaire
comme l'exposition aux U.V., la privation en facteur de croissance, les lésions
d'ADN. Selon la nature de ces différents signaux, on peut distinguer deux principales

voies d'activation de I'apoptose:

- La voie des récepteurs de mort ou voie extrinséque est activée lorsque les
ligands (TRAIL,FAS-L) circulant a I'extérieur des cellules, se fixent sur les récepteurs
(TNFR1, FAS/CD95) présents sur la membrane plasmique des cellules a éliminer.
La fixation des ligands conduit a la multimérisation des récepteurs et a un
changement conformationnel de leur domaine cytoplasmique appelé DD (Death
Domain), qui recrute des protéines telles que TRADD (TNFR associated protein with
DD) sur le TNFR ou FADD (FAS associated protein with DD) sur FAS. La pro-
caspase 8 est recrutée et activée par clivage et initie une cascade d'activation

d'autres caspases effectrices (les caspases 3,6 et 7).

- La voie dite intrinséque ou mitochondriale, qui a été identifiée a la fin des
années 1990, est généralement induite par des signaux internes a la cellule tels que
les lésions de I'ADN. Ces signaux induisent des modifications de la perméabilité
mitochondriale, qui aboutissent a la libération de divers facteurs pro-apoptotiques
comme le cytochrome c, lI'endonucléase G et I'AIF (Apotosis inducing factor), les
protéines Smac/Diablo et Omi/HtrA2. Le cytochrome c libéré dans le cytosol interagit
avec Apaf1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) pour recruter la caspase 9. Ce
complexe appelé apoptosome va activer la caspase 3. Cette famille de protéase est
responsable de l'exécution du programme de mort par clivage de plusieurs
molécules aboutissant a des modifications morphologiques et biochimiques

caractéristiques de |'apoptose (Er et al. 2006) (figure 5).
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Figure 5: Les voies d'induction de I'apoptose

Deux voies apoptotiques majeures sont illustrées: une voie passant par I'activation du récepteur de
mort («extrinséque») et la voie mitochondriale («intrinséque»). L'activation des récepteurs de mort
entraine une activation rapide de la caspase 8 (initiatrice) aprés son recrutement a un complexe
récepteur-ligand trimérisé (DISC) a travers la molécule adaptatrice (FADD). Dans la voie intrinseque,
I'apoptose induite par le stress entraine une modification de la perméabilité des mitochondries et la
libération de protéines telles que le cytochrome c¢, a partir de I'espace inter-membranaire
mitochondrial. Une fois libéré, le cytochrome c se lie a I'oligomére de protéines Apaf1, ce qui entraine
la formation du complexe apoptosome (cyt c-Apafil-caspase 9) et l'activation de la caspase
exécutrice 3. Figure tirée de (MacFarlane and Williams 2004).

La perméabilisation des mitochondries au cours de I'apoptose constitue donc un
evenement primordial pour l'initiation du processus. Elle est essentiellement régulée

par les protéines de la famille de Bcl-2.

B.2. Les protéines de la famille Bcl-2:
a) Découverte du membre fondateur:
Le géne B cell lymphoma 2 (Bcl-2), membre fondateur de la famille a été

découvert en 1984 suite a une translocation chromosomique (14;18) frequemment
retrouvée dans les cancers lymphoides dérivant de lymphocytes B. Ce géne anti-
apoptotique est exprimé par de nombreux types cellulaires et surtout par les

lymphocytes B et T (Tsujimoto et al. 1984) (figure 6).
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Figure 6: lllustration de la mutation par translocation du géne Bcl-2

Le géne Bcl-2 situé sur le chromosome 18 est transloqué directement sur le chromosome 14 . Cette
translocation place Bcl-2 sous dépendance du promoteur fort des chaines lourdes
d'immunoglobuline(lgH).

Figure issue de http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsbcl2.html

b) Définition des motifs BH:

Un alignement des séquences des membres de la famille de Bcl-2 a conduit a la
mise en évidence de séquences conservées d’acides aminés nommées BH pour «
Bcl-2 Homology ». Ces motifs sont numérotés de BH1 a BH4 par ordre de
découverte. Ces protéines possédent de un a quatre motifs BH, appelés
abusivement «domaines» dans la littérature. En biologie structurale, un domaine
définit une portion de protéine capable d'auto-assemblage, quels que soient les
éléments de structure secondaire le composant. Etant donné que les séquences BH
ne font que quelques résidus de long et n'ont pas cette propriété d'auto-assemblage,
nous emploierons le terme «motifs BH» comme recommandé par A. Aouacheria
(Aouacheria et al. 2015).
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c) Classification structurale et fonctionnelle:

Une classification structurale et fonctionnelle permet de subdiviser les membres
de la famille Bcl-2 en 3 groupes: les protéines anti-apoptotiques, les protéines pro-
apoptotiques a multi-motifs, les protéines pro-apoptotiques BH3-seulement (figure
7).

Functional/structural classification
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Figure 7: Classification structurale et fonctionnelle des membres de la famille Bcl-2

Les membres de cette famille sont définis par deux critéres, I'un fonctionnel (activité anti- ou pro-
apoptotique), et I'autre structural, correspondant a la présence de un a quatre motifs d’homologie a
Bcl-2 appelés motifs BH (de BH1 a BH4 dans l'ordre de leur découverte). Figure tirée de (Renault,
Dejean, and Manon 2017).

c.i) Les membres pro-apoptotiques a multi-motifs:
Ce sous-groupe comprend Bax, Bak et Bok. Ces protéines possédent les 3 motifs

BH (BH1, BH2 et BH3). En I'absence de signaux de mort, Bax est localisé dans le
cytosol sous forme monomérique inactive, tandis que Bak et Bok résident dans la
membrane externe mitochondriale ou elles sont maintenues sous forme inactive par
les membres anti-apoptotiques. Elles sont chacune capable de modifier la
perméabilité de la membrane mitochondriale externe, assurant le relargage du

cytochrome c dans le cytosol et donc l'induction de I'apoptose (Dejean et al. 2005).

Bax est la protéine la plus étudiée, et I'état actuel des connaissances est résumé

ci-dessous.
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La fagon dont Bax induit la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
n'est toujours pas résolue. Plusieurs hypothéses se sont succédées pour expliquer

la perméabilisation mitochondriale.

La premiére hypothése a été que l'apoptose provoque l'ouverture d'une canal
protéique appelé PTP (Permeability Transistion Pore): la composition putative de ce
pore impliquait des protéines et canaux (VDAC) de la membrane externe en
continuité avec des protéines et canaux (ANC) de la membrane interne. Aujourd'hui,
cette hypothése est réfutée depuis I'étude qui a montré que I'absence des protéines
composant le PTP n'affecte pas I'exécution de l'apoptose, mais plutét celle de la
nécrose (Nakagawa et al. 2005). De plus, aujourd'hui, il semble que I'ATP synthase
soit en fait le constituant du PTP. Il a été montré que la pompe F1F,-ATP synthase
peut réversiblement subir une transition dépendante des ions Ca* qui permet la
transition de perméabilité de la membrane interne mitochondriale (Bernardi et al.
2015).

Une autre hypothése reposant sur les analyses structurales de Bax, Bcl-2 et Bcl-
X. proposait que Bax soit capable de former des pores dans les membranes. Des
études électrophysiologiques ont effectivement montré I'existence d'un canal appelé
MAC (Mitochondrial Apoptosis-induced Chanel), présent seulement quand Bax est
exprimé, régulable par Bcl-x., et dont la taille est compatible avec le passage du

cytochrome c (Pavlov et al. 2001). Cette hypothése reste toujours d'actualité.

Enfin une troisieme hypothése envisage que Bax soit capable de déstabiliser les
lipides de la membrane mitochondriale externe pour stabiliser la formation d'un pore

lipidique (Renault and Manon 2011). Cette hypothése reste toujours d'actualité.

c.ii) Les membres pro-apoptotiques a BH3-seulement:
Les membres BH3-seulement possédent un seul motif BH, le motif BH3. Il en

existe 8 a I'heure actuelle (Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma). Les protéines
Bid et Bim sont appelées "activateurs", car ils activent directement Bax et Bak en
induisant des changements conformationnels et leur adressage dans les
mitochondries. A l'inverse, il existe d’autres protéines appelées dé-répresseurs
comme Bad et Noxa, qui ne peuvent pas lier directement a Bax et Bak mais
agissent indirectement en neutralisant des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2
et Bcl-x. (Elkholi, Floros, and Chipuk 2011) (figure 8).
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Figure 8: Mécanisme d'activation de Bax par les autres membres de la famille Bcl-2

En conditions non-apoptotiques, Bax (bleu) est séquestrée dans le cytosol par les protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x. (rouge). Aprés un signal de mort, les protéines inhibitrices BH3-
seulement (telles que Bad, en vert) piégent les protéines anti-apoptotiques, induisant ainsi la
libération de Bax. Les protéines activatrices BH3-seulement (telles que tBid, en jaune) permettent
I'adressage / insertion / oligomérisation de Bax dans la membrane externe mitochondriale. Figure
tirée de (Renault and Manon 2011).

c.iii) Les protéines anti-apoptotiques:
Les protéines anti-apoptotiques de cette famille sont Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1, Bcl-w,

Bfl-1, Bcl-B. Les plus étudiées sont Bcl-2, Bcl-x, (Bcl-2 related gene isoform) et Mcl-

1 (myeloid cell leukemia 1) (Boise et al. 1993).

Ces protéines sont localisées majoritairement dans la membrane externe
mitochondriale et le cytosol (Jeong et al. 2004) et minoritairement dans le réticulum
endoplasmique (Chen-Levy, Nourse, and Cleary 1989) et au niveau de I'enveloppe
nucléaire par l'intermédiaire de leur segment transmembranaire (Alnemri et al.
1992).

Du point de vue structural, ces protéines se caractérisent par la présence de 4
motifs BH (BH1,2,3 et 4). Le motif BH4 semble étre un élément clef dans la fonction
de ces protéines. En effet, des études ont montré que sa délétion peut diminuer les
fonctions anti-apoptotiques de Bcl-2 et Bcel-x,. (Huang, Adams, and Cory 1998).

En 1996, il a été montré par cristallographie et par résonance magnétique
nucléaire (RNM) que ces protéines (Bcl-2, Bcl-x. et Mcl-1) disposent d'une boucle
flexible non structurée qui relie les motifs BH3 et BH4 (Muchmore et al. 1996)
(Czabotar et al. 2007) (figure 9).
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Figure 9: Structure tri-dimensionnelle de Bcl-X. résolue par cristallographie

Les 4 motifs BH en formes d'hélices a: BH1 (en jaune), BH2 (en rouge), BH3 (en vert) et BH4 (en
bleue) sont représentés. En plus, Bcl-xL dispose d'une grande boucle flexible non structurée sur
laquelle les résidus Asn52,Asn66, Ser62, Serd9 et Thr47 sont placés (Beaumatin et al. 2017)

D'un point de vue fonctionnel, ces protéines jouent un réle anti-apoptotique en
neutralisant les membres pro-apoptotiques comme Bax et Bak afin de prévenir la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et l'induction de I'apoptose
(Renault, Dejean, and Manon 2017) (figure 9). Les motifs BH1, BH2 et BH3 de Bcl-2
et Bcl-x. forment un sillon hydrophobe dans lequel vient interagir le motif BH3 des
protéines pro-apoptotiques a multi-motifs (Bax, Bak, et Bok). Cette interaction
neutralise les membres pro-apoptotiques. Par contre, lors de linduction de
I'apoptose, cette interaction est rompue par les protéines a BH3-seulement (Bad,

Noxa), ce qui libére Bax et Bak.

Les protéines anti-apoptotiques sont impliquées dans la survie des cellules saines
et cancéreuses. Pour résister a l'apoptose, les cellules cancéreuses augmentent
I'expression des facteurs de survie comme Bcl-2 et Bcl-x. et diminuent 'expression

des facteurs de mort comme Bax et Bak (Hanahan and Weinberg 2000).

L'homologie de structure entre Bcl-2 et Bcl-x. évoque des redondances dans les
fonctions, mais il est apparu dans plusieurs travaux qu'elles ont des rdles différents

selon les tissus d'un organisme.
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Des études ont montré que Bcl-x, se distingue de Bcl-2 en fonction des
inducteurs d'apoptose (comme les Iésions d'ADN, les radiations U.V...). Des travaux
conduits sur des lignées cellulaires issues de cancer du sein montrent que Bcl-x, est
10 fois plus efficace a inhiber I'apoptose que Bcl-2 (Fiebig et al. 2006). Par ailleurs,
des souris K.O pour Bcl-2 restent viables mais avec des défauts notamment dans le
systéme lymphoide résultant en une apoptose des lymphocytes tandis que des
souris KO pour Bcl-x. meurent au 13éme jour du développement embryonnaire (Veis
et al. 1993).

Une autre différence importante tient au fait que, parmi les membres de la famille
Bcl-2, seul Bcl-x, peut subir une modification post-traductionnelle appelée
"déamidation" dans les cellules en conditions contrdles (Beaumatin et al. 2016) ou
exposees a des dommages d'ADN (Poruchynsky et al. 1998). Nous parlerons

largement de cette modification dans la suite de ce chapitre.

Donc, nous avons vu que Bcl-x, et Bcl-2 exercent toutes les deux des fonctions
anti-apoptotiques qui leur permettent de réguler la survie cellulaire par des
mécanismes sensiblement différents. Depuis quelques années, il a été montré que
ces protéines peuvent aussi établir des interactions en dehors des protéines de la
famille de Bcl-2, et que cela leur permet de réguler la survie en contrélant d’autres
processus cellulaires que I'apoptose. Nous parlerons dans la suite de ce chapitre
des différentes fonctions de Bcl-x. et son mode régulation afin de promouvoir la

survie cellulaire.
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C. Bcl-x, et survie cellulaire:

C.1. Carte d'identité de Bcl-x.:

La protéine Bcl-x. est issue de I'épissage alternatif du géne Bcl-x. En effet, celui-ci
peut conduire a I'expression de l'isoforme longue Bcl-x. qui protége de I'apoptose et
'isoforme courte Bcl-xs, qui provoque l'apoptose. Le promoteur du géne Bcl-x
contient des motifs de fixation de plusieurs facteurs de transcription: Sp1, AP-1,
Oct1, Ets, Rel/NF-kB, STATs et GATA-1 parmi lesquels 3 familles de facteurs de
transcription (STATs, Rel/NF-kB, et ETs) se sont avérées avoir un réle important
dans la régulation de I'expression du géne Bcl-x (Aouacheria, Brunet, and Gouy
2005).

Bcl-x. est une protéine anti-apoptotique composée de 233 acides aminés, et
exprimée majoritairement dans le tissu hématopoiétique et dans le systéme nerveux
central (SNC) (Motoyama et al. 1995). Comme beaucoup d'autres protéines, Bcl-x.
peut étre la cible de modifications post-traductionnelles qui jouent un réle dans la
régulation de sa fonction anti-apoptotique. Nous verrons dans la suite comment
cette protéine globulaire formée de 8 hélices alpha subit des modifications post-

traductionnelles qui touchent sa boucle non structurée reliant le BH3 au BH4.

a) Modifications post-traductionnelles (PTM):
La fonction de Bcl-x. est régulée par 3 types de modifications post-

traductionnelles:

- Clivage: En conditions apoptotiques, Bcl-x, peut étre clivée par la caspase 3
apres le résidu aspartate 61, ce qui la libére de son motif BH4 du coté N-terminal et
induit I'apoptose des cellules. Donc, le clivage de Bcl-x. amplifierait la réponse

apoptotique des cellules (Clem et al. 1998).

- Phosphorylation: Lorsque les cellules sont exposées a un traitement
déstabilisant les microtubules, Bcl-x. est phosphorylée sur les sérine 49, 62 (situées
dans sa boucle non structurée) par la kinase SAPJ/JNK (stress activated protein
kinase/ ¢ Jun N terminal kinase). Cela restreint sa capacité a interagir avec des
protéines pro-apoptotiques et facilite I'induction de I'apoptose (Upreti et al. 2006). Il a

été également montré que Bcl-x. peut étre phosphorylée sur les résidus thréonine
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47 et 115 abolissant la encore ses fonctions anti-apoptotiques.

- Déamidation: c'est une réaction chimique qui touche certains résidus
asparagines et glutamines. Nous parlerons en détail dans la suite de ce chapitre de

la facon dont elle affecte les fonctions de Bcl-x..

Toutes ces PTM modifient les fonctions anti-apotpotiques de Bcl-x,, Mais depuis
quelgques années, les données s'accumulent pour montrer que Bcl-x, peut réguler la

survie cellulaire par d'autres mécanismes que la régulation de I'apoptose.

b) Fonctions non apoptotiques de Bcl-x.:
A coté de sa capacité a inhiber I'apoptose, Bcl-x,. peut assurer d’autres fonctions

cellulaires:

1) Elle peut moduler I'homéostasie calcique en empéchant le flux calcique au
niveau du réticulum endoplasmique par interaction avec le récepteur de I'lP3 et au
niveau de la membrane externe mitochondriale par interaction avec VDAC

(Bonneau et al. 2013) pour revue.

2) Elle peut moduler le phénomeéne fission/fusion mitochondriale en augmentant

la longueur des mitochondries dans les neurones (Berman et al. 2009).

3) Elle est capable de stimuler la respiration mitochondriale en interagissant avec
I'ATP synthase au niveau de la membrane mitochondriale interne (Alavian et al.

2011). Ce point sera re-discuté plus tard dans la partie "Résultats".

4) Elle régule l'autophagie: la fonction autophagique de Bcl-x, est un axe de
recherche développé depuis prés de 10 ans dans le laboratoire, et le paragraphe
suivant est consacré a la description de I'état actuel des connaissances (Priault et al.
2010; Maiuri et al. 2007).

C.2. Role de Bcl-x. dans l'autophagie:
a) Autophagie: Découverte, définition et mécanisme:

a.i) Découverte:
Au cours des années 1950, le processus d'autophagie (se manger soi-méme) a

été découvert comme une voie majeure de dégradation des constituants cellulaires
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par les lysosomes chez les eucaryotes supérieurs, et par la vacuole chez les levures
et les plantes. La premiére observation du phénoméne autophagique a été réalisée
par microscopie électronique a transmission (TEM) de cellules de canal rénal de
souris. Les "vacuoles" et "corps denses" (appelés aujourd’hui autophagosomes et
autophagolysosomes) caractéristiques du processus ont été décrits. La TEM était

alors un outil majeur pour identifier des vacuoles autophagiques (Clark 1957).

Dans les années 60, la caractérisation physiologique de I'autophagie a permis de
montrer qu’elle était induite par des carences nutritives, et inhibée par la restauration

d’'un niveau nutritif normal (Ashford and Porter 1962).

Alors que ces premiéres études ciblaient principalement les caractéristiques
morphologiques de l'autophagie, il a fallu attendre les années 1990 et les travaux
réalisés par l'équipe de Yoshinori Ohsumi sur la levure pour aboutir a la
caractérisation génétique du processus (Prix Nobel de Médecine 2016). A ce jour,
une quarantaine de génes de la famille ATG a été identifiée, et des études ont
montré que la plupart de ces génes sont conservés au cours de I'évolution, chez
tous les organismes eucaryotes testés depuis les levures jusqu'aux mammiféres, en
passant par la drosophile, les plantes, et les nématodes. Ces génes sont impliqués
dans la formation des autophagosomes, dans leur maturation (allongement,
fermeture, fusion lysosomiale ...) ou dans la régulation de I'amplitude de la réponse

autophagique.

a.ii) Définition:
L'état actuel des connaissances permet de définir 3 types distincts d'autophagie:

- La macro-autophagie, appelée couramment autophagie, par laquelle les

autophagosomes dégradent les constituants cellulaires de fagon non sélective.

- La micro-autophagie par laquelle les lysosomes ou les vacuoles préléevent de

fagon non sélective des éléments cellulaires par invagination.

- l'autophagie médiée par les chaperonnes (Chaperone Mediated Autophagy =
CMA). Ce type concerne spécifiquement des protéines possédant le motif
pentapentidique KFERQ, leur transport a travers la membrane lysosomale, et leur

dégradation.
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Ayant travaillé essentiellement sur la macro-autophagie, je ne parlerai que de

I'autophagie qui requiert la formation d'autophagosomes.

L'autophagie est définie comme un processus de dégradation intracellulaire,
complémentaire du protéasome, qui permet la séquestration des constituants
cellulaires et des organites dans des veésicules spécialisées appelées
"autophagosomes" dont la taille est de 300-900 nm dans la levure, et 500-1500 nm
dans les cellules mammiferes. Formé dés que les cellules sont soumises a un stress
(par exemple une carence nutritive), l'autophagosome transporte du matériel
cellulaire vers les lysosomes, et leur fusion forme des "autophagolysosomes". Le
contenu des autophagosomes est déegradé par les enzymes et les hydrolases
lysosomales. En conditions de stress, I'autophagie alimente la cellule par recyclage
des substrats dégradés, et permet la synthése de macromolécules essentielles a la
survie (Klionsky and Emr 2000) (figure 10).

Endosome i @ Lysosome

Phagophore Autophagosome Amphisome Autolysosome

Figure 10: Principales étapes de I'induction de I'autophagie

L'autophagie est initiée par la formation du phagophore qui séquestre du matériel cytoplasmique et
se referme en formant un autophagosome. Ce dernier va fusionner avec la vacuole ou le lysosome
pour dégrader et recycler le chargement du corps autophagique (Klionsky and Emr 2000).

a.iii) Mécanismes d'induction de I'autophagie:
- Initiation de la formation des autophagosomes:

Durant cette étape, certaines protéines ATG se retrouvent localisées sur une
structure lipidique appelée «phagophore». L'origine des lipides constituant le

phagophore est débattue, de méme que l'origine des lipides servant ensuite a
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I'élongation de la membrane autophagosomale. Des études ont montré que ces
membranes semblent pouvoir, selon les conditions et les types cellulaires, recevoir
la contribution de nombreux compartiments membranaires: le réticulum
endoplasmique (Hayashi-Nishino et al. 2009), la mitochondrie (Hailey et al. 2010), la
membrane nucléaire (English, Chemali, and Desjardins 2009), I'appareil de golgi

(Itoh et al. 2008) ou encore la membrane plasmique (Ravikumar et al. 2010).

L'initiation de l'autophagie nécessite un grand nombre d'acteurs groupés en

plusieurs complexes qui interagissent entre eux afin de former le phagophore.

- le complexe ULK (Unc-51-like-kinase), constitué de ULK 1/2, ATG13, ATG 101
et ATG17. L'état de phosphorylation de ce complexe est contrblé directement par le
complexe kinase mTORC1, et lorsqu'il est hypophosphorylé (mTORC1 inactif), il est

transloqué au site d'initiation des autophagosomes, ou il active le complexe PI3K.

- Le complexe PI3K de classe lll constitué de Beclin 1, p150, ATG14 et VPS34
(vacuolar protein sorting). Le complexe PI3K produit du PI3P (Phosphatidyl-Inositol-
3-Phosphate). Sa présence permet de recruter au phagophore les protéines ATG qui

ont une haute affinité pour ce lipide (Mizushima et al. 1998).
- Elongation:

L'élongation de la membrane autophagosomale est régulée par deux systemes
de conjugaison similaires aux systémes d'ubiquitination appelés « Ubiquitin-like
conjugaison system » qui sont : le systéme de conjugaison ATG12-ATG5, et le

systéme de conjugaison LC3-PE (Light Chain 3-Phosphatidyl-ethanolamine).

- Le systeme ATG5-ATG12: La liaison covalente d’ATG12 a ATG5 nécessite une
activation de deux enzymes ATG7 (E1) et ATG10 (E2). Le complexe ATG12/ATGS

formé s’associe a ATG16 pour constituer un complexe multimérique qui est recruté a

la membrane autophagosomale. Ce complexe se dissociera de I'autophagosome

avant la fermeture de celui-ci (Mizushima et al. 1998).

- Le systéme de conjugaison LC3-PE :

Dans ce systéme, LC3 (orthologue de la protéine ATG8 de la levure) est activée
par ATG7 (E1), transférée sur ATG3 (E2), et enfin conjuguée a une molécule de
phosphatidyl éthanolamine (PE), donnant naissance au conjugué LC3-PE ou LC3-Il.

LC3-1l est insérée dans les feuillets externes des membranes externes et internes
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du phagophore. La fraction de LC3-Il située sur la surface interne sera dégradée
aprés la fusion avec le lysosome, alors que la fraction exposée au cytosol sera
déconjuguée pour étre reutilisée. LC3-Il est le marqueur le plus utilisée pour

mesurer le flux autophagique (Geng and Klionsky 2008) (figure 11).
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Figure 11: Mécanisme moléculaire de I'étape d'élongation et de la formation d’autophagosome

Les figures (a) et (b) représentent l'activation des protéines afin de former les systémes de
conjugaison d'ATG12-ATG5, et de LC3-PE.

La figure (c) montre le mécanisme de la formation des vésicules autophagiques par les 2 systémes
de conjugaison ATG12-ATG5 et LC3-PE. Le complexe ATG12-ATG5-ATG16 est situé sur la face
externe du phagophore et permet le recrutement du LC3-Il qui est nécessaire a l'expansion du
phagophore. Lors de la formation de I'autophagosome, le complexe ATG12-ATG5-ATG16 se dissocie,
et ATG4 libére par protéolyse le LC3 présent sur la face externe. Figure tirée de (Geng and Klionsky
2008).
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- Maturation des autophagosomes:

La maturation des autophagosomes se termine par la fermeture de la vésicule
autophagosomale. Enfin, la fusion avec le lysosome formera un autophagolysosome
qui peut dégrader son contenu. Il peut exister une étape intermédiaire facultative de
fusion entre un autophagosome précoce et une vésicule endosomale. Les
autophagosomes acquiérent des pompes a protons lorsqu'elles sont fusionnées
avec les vésicules endosomales, ce qui permet I'acidification des autophagosomes.
Cette derniere est importante dans la maturation car les hydrolases lysosomales

sont des enzymes dont I'activité est permise a pH acide.
- Terminaison du processus et reformation des lysosomes:

L'autophagie se termine par la dégradation de tous les constituants cellulaires
dans les autolysosomes pour synthétiser des substrats et des macromolécules (aa,
acides nucléiques,..) essentiels a la survie cellulaire. Pour continuer a maintenir une
nouvelle activité autophagique, les lysosomes consommées par fusion avec les
autophagosomes générent des tubules et des vésicules proto-lysosomales qui

finissent par marir et reformer des lysosomes fonctionnels (Yu et al. 2010).

a.iv) Fonctions de l'autophagie:
L'autophagie a été initialement caractérisée comme un processus essentiel a

I'hnoméostasie et la survie cellulaire lorsque les cellules sont soumises a des
conditions de stress. Mais depuis, il a été montré que l'autophagie est impliquée
dans des processus physiologiques notamment la réponse immunitaire
(présentation des antigenes et élimination des pathogénes). Elle peut aussi avoir un
rble de remodelage puisque elle est induite durant certains stades du
développement et est nécessaire a la disparition des tissus embryonnaires
(Mizushima and Levine 2010). De plus, les dérégulations de l'autophagie jouent un
réle dans plusieurs pathologies comme les maladies neurodégénératives et le
cancer. La découverte de la protéine Beclin-1 connue comme un suppresseur de
tumeur et identifiée comme un partenaire physique de Bcl-2 a été un élément
essentiel pour comprendre les liens moléculaires entre I'apoptose et I'autophagie

(Levine, Sinha, and Kroemer 2008).
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b) Controverse sur les fonctions de Bcl-x,:

En 2005 et 2007, les équipes de B. Levine et G. Kroemer ont respectivement
montré que Bcl-2 et Bcl-x. interagissent avec Beclin-1 et I'empéchent ainsi de
stimuler le complexe PI3KCIII pour [l'initiation de l'autophagie (Levine, Sinha, and
Kroemer 2008). Cependant, les études de notre équipe sont en désaccord avec
I'étude originelle et montrent que Bcl-x. ou Bcl-2 joue un réle pro-autophagique dans
les lignées HCT 116, mais par des mécanismes différents: Le role pro-autophagique
de Bcl-2 dépendrait de sa capacité a interagir avec un partenaire a BH3
(potentiellement Beclin-1). Par contre, Bcl-x, semble exercer un effet autophagique
plus fort que Bcl-2, et stimule la formation des autophagosomes indépendamment
d'une interaction avec un partenaire a BH3, donc indépendamment de Beclin-1
(Priault et al. 2010).

Ces contradictions observées dans la littérature doivent étre résolues. Dans notre
laboratoire, nous avons vu que dans des cellules HCT 116 exposées a une carence
nutritive, Bcl-x. régule deux étapes de [l'autophagie: la formation des
autophagosomes et leur maturation. Ces fonctions sont différentes et requiérent des
partenaires différents. Durant cette thése, nous nous sommes notamment intéressés
a caractériser du point de vue moléculaire comment Bcl-x. assure ses fonctions
autophagiques, en se focalisant sur les conséquences fonctionnelles provoquées

par la modification post-traductionnelle par déamidation, a laquelle Bcl-x, est éligible.

C.3. Déamidation de Bcl-x.:
a) Définition de la déamidation:

La déamidation est une modification post-traductionnelle qui affecte certains
résidus asparagines et glutamines des protéines et les transforme en aspartates et
glutamates respectivement. Chez les eucaryotes supérieurs, elle est considérée
comme une réaction chimique non enzymatique car a I'heure actuelle, aucune
enzyme n'a été mise en évidence pour catalyser la déamidation des résidus
asparagines.

a.i) Importance biologique:

La déamidation est un processus biologique qui affecte un pourcentage tres élevé

de protéines (N. E. Robinson and Robinson 2001c). Cette déamidation pourrait

modifier la structure de ces protéines, moduler leurs durées de vie et leurs fonctions,
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d'ou l'importance d'étre étudiée. La déamidation est un processus spontané trés lent.
La demi-vie a pH neutre et a 37 °C est estimée de moins de 1-500 jours pour les
asparagines a plus de 100 a 500 jours pour les glutamines (N. E. Robinson and
Robinson 2001a). Il est important de mettre ces vitesses de réaction en balance
avec la demi-vie biologique des protéines, pour raisonner sur l'importance
physiologique de la déamidation. Se basant sur ces faits, il est lIégitime en biologie,
de se focaliser sur la déamidation des résidus Asn plutét que GIn; c'est ce qui a été

fait pour Bcl-x. comme nous le verrons plus tard.

a.ii) Probabilité de la déamidation:
En 2001, Robinson et al. ont déterminé les différents facteurs pouvant stimuler la

déamidation des protéines. lls ont montré une dépendance aux températures
élevées, a l'augmentation de la force ionique des tampons contenant les protéines,

et aux pH extrémes (N. E. Robinson and Robinson 2001b).

En 2004, Robinson et al. ont aussi montré une corrélation directe entre la
séquence d'acides aminés entourant |'asparagine et la vitesse de déamidation. Une
asparagine a une durée de vie d'autant plus courte (et donc une probabilité de
déamidation plus grande) qu'elle est entourée de résidus de petite taille comme la
glycine. L'absence d'encombrement stérique di a I'absence de la chaine latérale de

la glycine favorise la déamidation.

Enfin, un dernier facteur qui influence la déamidation est la structure secondaire
et tertiaire de la protéine. Des études menées sur la structure tri-dimensionnelle des
protéines montrent qu'une asparagine placée dans un environnement non structuré

a une plus grande susceptibilité a étre déamidée (N. E. Robinson et al. 2004).

a.iii) Mécanisme réactionnel:
La déamidation des résidus asparagines d'une protéine est une réaction chimique

non enzymatique qui aboutit a la formation des résidus aspartates et isoaspartates
dans un ratio 1:3 selon le mécanisme présenté dans la figure 12. Cette réaction se
fait par une perte de la fonction amide, libération d'une molécule ammoniaque, et la
production d'un groupement carboxylique. Comme le montre la figure, cette réaction

passe par un intermédiaire imide cyclique nommeé succinimide qui est formé entre la
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chaine latérale du résidu asparagine et le groupement NH de 'acide aminé suivant.
L'ouverture de ce cycle par hydrolyse spontanée produit un mélange de 70-85 % d'

iso-aspartates et de 15-30 % d'aspartates (Geiger and Clarke 1987).
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Figure 12: Représentation de la réaction chimique de la déamidation du résidu asparagine

Cette réaction se fait par la perte de la fonction amide (NH2) et la libération d'une molécule
ammoniaque avec une formation d'un groupe carboxylique. Elle passe par un cycle succinimide
intermédiaire, qui & son tour va s'hydrolyser pour produire un mélange de 2 résidus: 15-30 %
aspartates et 70-85% isoaspartate. En outre, les résidus aspartate sont aussi susceptibles d'étre
isomérisés pour donner un cycle succinimide. Ce cycle va produire de nouveau par hydrolyse un
mélange de 2 résidus: aspartate et isoaspartate. Figure issue de (N. E. Robinson and Robinson

2004).

Les résidus isoaspartates sont considérés comme des résidus «anormaux» pour
plusieurs raisons: (i) aucun codon ne code pour ce résidu, et (ii) les isoAsp modifient
la structure primaire, secondaire et tertiaire de la protéine en allongeant d'un atome

de carbone la chaine peptidique.
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Il est a noter qu'une enzyme de réparation appelée PCMT/PIMT (protéine L-
isoaspartyl méthyltransférase) permet la méthylation des protéines contenant les
résidus isoaspartates, et les convertit en aspartates. La structure des protéines ainsi
déamidées est certes éditée de fagon permanente puisque la séquence initiale n'est
pas restaurée, mais les altérations structurales apportées par les IsoAsp sont levées

par cette «réparation partielle».

Donc, l'activité de PCMT est essentielle a diminuer la quantité des protéines

endommagées dans la cellule (Cimmino et al. 2008).

b) Etat de connaissance sur la déamidation de Bcl-x,:

b.i) Découverte:
La premiére étude mentionnant la susceptibilité de Bcl-x. a étre déamidée a été

publiee par Aritomi et al. avec la description de la structure de Bcl-x. par
cristallographie. La chromatographie échangeuse d'anions a permis de séparer la
protéine Bcl-x. purifiée en deux fractions correspondant a deux pics différents. Par
quantification des résidus isoAsp dans chaque fraction, ils ont montré que l'une
contenait Bcl-x. native et l'autre contenait des résidus aspartates et isoaspartates
sur les positions 52 et/ou 66 de la protéine (Aritomi et al. 1997). Les auteurs
s’interrogeaient en conclusion sur l'existence d'une telle modification in vivo, et sur

ses conséquences fonctionnelles sur I'activité anti-apoptotique de la protéine.

b.ii) La double déamidation de Bcl-x.:
- Découverte et identification des résidus:

Dans Bcl-x. humaine, 4 résidus (Asn33, Asn52, Asn54 et Asn66) sont localisés
dans la boucle non structurée, trois (Asn52, 66 et 185) sont suivies de résidus
glycine. En accord avec les facteurs structuraux cités précédemment qui favorisent
la déamidation, les résidus asparagines 52 et 66 sont prédits par l'algorithme
développé par Robinson et al pour présenter la plus grande probabilité a étre

déamidées (Deverman et al. 2002) (figure 13).

En 2002, le laboratoire de Weintraub a mené des expériences qui prouvent de
facon indirecte que Bcl-x. est susceptible de voir ses résidus Asn52 et Asn66

déamidés en réponse a divers agents endommageant I'ADN (cisplatine, etoposide,
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radiations U.V), mais aucune mention n'est faite d'une déamidation de Bcl-x. en

conditions normales de culture.

Asparagine Predicted Deamidation
Half-Life (Relative)

5 6,050
33 64

52 1

54 405
66 1

128 36,023
136 299
175 4,095
185 543

Figure 13: Prédiction de la demi-vie de la déamidation des résidus asparagines de Bcl-x,

Les demi-vies des résidus asparagines ont été calculées en utilisant I'algorithme de Robinson (Noah
E. Robinson 2002). Ces calculs sont basés sur la structure cristalline de Bcl-x. (Muchmore et al.
1996) et effectués en utilisant le programme sur le site suivant http://deamidation.entrewave.com. Les
2 résidus Asn52 et 66 ont la méme demi-vie. Elle est beaucoup plus courte relativement aux autres
résidus. Figure tirée de (Deverman et al. 2002).

De facon étonnante, méme si la déamidation ne confére qu'une charge négative
supplémentaire et un incrément de masse de 1 Da, I'état de déamidation de Bcl-x.
peut étre résolu et discriminé par SDS-PAGE, ou des différences dans la mobilité
électrophorétique des différentes espéces déamidées sont observées (Deverman et
al. 2002).

La protéine Bcl-x. (en extrait protéique total ou purifiée) migre sous forme d'un
doublet: la forme native, et Ila forme déamidée contenant des
aspartates/isoaspartates et ayant une mobilité électrophorétique diminuée

comparativement a la forme native.

Expérimentalement, il n'est pas classique pour des différences de charge et de
masse si petites de donner des différences de migration remarquables sur des gels

de type SDS-PAGE. Mais ces «artefacts» de migration constituent probablement la
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méthode la plus utilisée pour identifier les formes déamidées de Bcl-x,.

Le groupe de Weintraub a été le premier a caractériser et identifier les résidus
déamidés de Bcl-x. par mutagenése dirigée. Mimer la déamidation en remplagant
les Asn 52 et 66 par des résidus Asp (N52D/N66D) produit une protéine qui migre a
une distance plus courte que Bcl-x, native en SDS-PAGE. A l'inverse, remplacer les
résidus 52 et 66 par une alanine les rend non déamidables (N52A/N66A), Ce mutant
co-migre avec la bande de Bcl-x. native en SDS-PAGE. Cette stratégie a été un
argument fort pour suggérer que la modification de Bcl-x. est une double
déamidation des résidus asparagines 52 et 66 (Deverman et al. 2002; Zhao et al.
2007a).

- Conséquences fonctionnelles:

Les premiéres observations faites sur la déamidation de Bcl-x. montrent que le
taux de déamidation de Bcl-x. est supérieur dans les cellules hépatiques saines par
rapport a celui observé dans les carcinomes hépatiques (Takehara and Takahashi
2003) Cette étude laisse envisager que les cellules tumorales pourraient acquérir
une résistance a l'apoptose en supprimant la déamidation de Bcl-x.. L'hypothése la
plus directe qui a été proposée pour expliquer cette résistance est que la

déamidation pourrait altérer les fonctions anti-apoptotiques de Bcl-x,.

Par ailleurs, une autre équipe a montré que lorsque des cellules sont soumises a
des conditions de stress, le taux de déamidation de Bcl-x. augmente. C'est le cas
des stress génotoxiques qui sont induits par un traitement des cellules avec du
cisplatine. L'utilisation du mutant déamido-mimétique de Bcl-x. (N52D/N66D) a
montré une perte d'interaction avec des partenaires pro-apoptotiques comme Bim,
alors que la forme non déamidable (N52A/N66A) conservait cette capacité
(Deverman et al. 2002). Cependant, un erratum est paru aprés 1 an, expliquant que
la perte d'interaction de ce mutant n'est pas liée a la déamidation mais était causee

par une autre mutation fortuite.

D'autres travaux ont permis a ce méme laboratoire de proposer plus tard que la
déamidation de Bcl-x. induite par un stress génotoxique expose une séquence
PEST qui cible Bcl-x,. pour la dégradation médiée par les calpaines (Dho et al. 2013)
Cependant, il faut souligner que les deux articles publiés par le laboratoire de

Weintraub ne montrent pas de résultats cohérents: la méme lignée cellulaire
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(principalement les cellules d'ostéosarcome SAOS-2) exposée aux mémes
traitements génotoxiques ne montre pas la dégradation de Bcl-x, déamidée dans
I'article de Deverman et al (Deverman et al. 2002), contrairement a I'article de Dho et
al. (Dho et al. 2013).

D'une fagon surprenante, cette dégradation de Bcl-x. déamidée n'a été confirmée
que dans une seule autre étude dans les cellules myéloides (Fares et al. 2015) alors
que bon nombre d'autres études menées par d'autres laboratoires ne l'ont pas
observée, ni dans les lymphocytes en réponse a d'autres drogues génotoxiques
(Zhao et al. 2007a; Zhao, Yang, and Alexander 2004), ni dans des lignées cellulaires
d'hépatome (Asakura et al. 2008), ni en condition contréle dans des cellules HCT116

cultivées (Beaumatin et al. 2016).

Dans la littérature, Alexander et al. ont proposé une autre explication sur la perte
de la fonction anti-apoptotique de Bcl-x, déamidée en se basant sur plusieurs
travaux (Zhao et al. 2007a). lls ont montré que les traitements alcalins (pH=10)
induisent majoritairement des formes isoAsp52 et 66 (70-85%). La protéine Bcl-x.
purifiée exposée a un pH alcalin est séparée par chromatographie échangeuse
d'anions en 3 pics (A, B et C) avec une augmentation d'un incrément de 1 Da
respectivement. Par des expériences d'immunoprécipitation, les auteurs ont montré
que seule la fraction correspondant au pic C perdait complétement son interaction
avec la protéine pro-apoptotique Bim. Par analyse en spectrométrie de masse, cette
fraction contient majoritairement des formes isoAsp52 et 66. Cette étude montre que
Bcl-x, déamidée en isoAsp52 et 66 n'est plus capable d'interagir avec la protéine
Bim alors Bcl-x, déamidée en Asp52 et 66 conserve cette capacité. Ces
observations ont été corrélées, et le laboratoire d'Alexander a proposé que les
principales espéces de Bcl-x. générées par la déamidation in situ ne soient pas des
formes Asp52/Asp66, mais des formes Iso-Asp52/ IsoAsp66, dont l'incapacité a
séquestrer les protéines pro-apoptotiques de Bcl-2 explique la perte de la fonction

anti-apoptotique de Bcl-x. déamidée (Zhao et al. 2007a)

- Mécanismes et voies de signalisation:

Au moins deux voies différentes sont impliquées dans la régulation de la

déamidation de Bcl-x. dans les cellules suite a des dommages d'ADN.
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* Voie de régulation par la protéine Rb:

Le laboratoire de Weintraub a décrit que la déamidation de Bcl-x,. est contrblée
négativement par la protéine de rétinoblastome (Rb), qui est essentiellement connue
comme suppresseur de tumeur. La fonction de Rb est régulée par son état de
phosphorylation: lorsqu'une cellule est préte a se diviser, Rb est phosphorylée et
perd sa capacité a séquestrer (et a réprimer) le facteur de transcription E2F, ce qui
permet une progression du cycle cellulaire. L'expression de Rb supprime a la fois la
déamidation de Bcl-x. et sa dégradation médiée par la calpaine en réponse aux
dommages causés par I'ADN. L'inhibition de la déamidation de Bcl-x. dépend de
I'état de phosphorylation de Rb: l'inhibition de la phosphorylation de Rb par
l'olomoucine, un inhibiteur de la kinase dépendante de la cycline, supprime la

déamidation de Bcl-x. (Deverman et al. 2002) (figure 14).

Chang et al. ont renforcé ce concept en étudiant la protéine adénovirale E1A
(inhibiteur de Rb): dans les cellules de cancer de l'ovaire contenant une activité
normale de Rb, I'expression d'E1A conduit a une stimulation de la déamidation de
Bcl-x. suite & un stress génotoxique. A l'inverse, I'expression d'E1A mutée supprime
la déamidation de Bcl-x. (Chang et al. 2006). Le mécanisme précis par lequel Rb
supprime la déamidation de Bcl-x. n'a pas encore été élucidé. De plus, il a été
montré que Rb est incapable de supprimer la déamidation de Bcl-x. dans le modéle
thymocytaire utilisé par le laboratoire d'Alexander (Zhao, Yang, and Alexander
2004), suggérant que la déamidation de Bcl-x, régulée par Rb dépend probablement

des types cellulaires.
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Figure 14: Voie de régulation de la double déamidation de Bcl-x. par le Rb suite a un
dommage a I'’ADN.

Suite @ un dommage de I'ADN, p53 est stabilisée, conduisant a une inhibition de CDK par p27%! et
p21¢®1. Dans ce cas, Rb hypophosphorylé est capable de séquestrer le facteur de transcription E2F.
la fonction anti-apoptotique de Bcl-x. est maintenue puisque sa déamidation sur les résidus
asparagines 52 et 66 est inhibée (Beaumatin et al. 2017).

*Voie de régulation par NHE-1:

Une voie de signalisation totalement différente a été caractérisée par les équipes
de Alexander et Green dans les tumeurs hématologiques (Zhao, Yang, and

Alexander 2004). Les tyrosines kinases oncogéniques (TK) comme les kinases

BCR-ABL, p56-CK et JAK2V617F sont constitutivement activées dans des tumeurs
malignes hématologiques. Ces TK inhibent la déamidation de Bcl-x. et la réponse
apoptotique suite aux dommages a I'ADN. Ce mécanisme se fait par une
séquestration cytoplasmique du facteur de transcription FOXO3 et a la diminution de
I'expression de catalase ce qui entraine une accumulation de ROS intracellulaire
(figure 15).
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Figure 15: Voie de régulation de la double déamidation de Bcl-xL dans des tumeurs malignes
hématologiques suite a I'activation des tyrosines kinases oncogéniques (OKT)

Certaines tyrosines kinases existent sous forme oncogénique (résultant de la mutation de JAK2 V617F,
p56ick, ou BCR-ABL). Elles sont alors capables de séquestrer le facteur de transcription FOXO3 dans le
cytoplasme, ce qui conduit a la diminution de I'expression de la catalase et produit une accumulation de
ROS intracellulaires. I'expression de NHE-1 est alors inhibée, et la double déamidation de Bcl-x. en

réponse a un dommage d'ADN ne se produit pas (Beaumatin et al. 2017).

NHE-1 (Na+/H+ exchanger isoform 1) est un échangeur sodium/proton situé dans

la membrane plasmique. Il est surexprimé en réponse a des dommages a I'ADN,

augmentant le pH intracellulaire d'environ 0,5 unité. Cette

alors une augmentation du taux de déamidation de Bcl-x. (Zhao et al. 2007b). Le

mécanisme par lequel les tyrosines kinases oncogéniques (OKT) suppriment la voie

"NHE-1/ déamidation de Bcl-x." reste encore inconnu.

Il est a noter que l'inhibition de la voie de déamidation de Bcl-x. n'est pas une

caractéristique générale des cancers hématologiques parce que d'autres types
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d'OTK (comme NPM-ALK et FGFR3 TK) sont incapables de supprimer cette voie.
De méme, bien que l'inactivation des protéines FOXO et des ROS intracellulaires
élevés sont retrouvés dans de nombreux cancers, il est peu probable que l'inhibition
de la voie «NHE-1/déamidation de Bcl-x,» soit une caractéristique générale du
cancer, car la déamidation de Bcl-x. est efficacement induite par les stress
génotoxiques dans les ostéosarcomes, le cancer cervical, de la vessie et de l'ovaire
(Deverman et al. 2002; Chang et al. 2006).

c) Monodéamidation de Bcl-x,:

c.i) Mise en évidence:
Les études menées par les laboratoires qui s'intéressent a la déamidation de Bcl-

XL portent essentiellement sur la double déamidation des résidus Asn52 et 66, bien
que des données indiquent l'existence de plusieurs niveaux de déamidation dans la
plupart des lignées cellulaires testées, soit cultivées dans des conditions normales,

soit exposées a des dommages a I'ADN.

Deverman et al. mentionnent I'existence d'une forme plus lente de Bcl-x,,
détectée dans les cellules SAOS-2 non traitées et qui co-migre avec le mutant
mono-déamido-mimétique de Bcl-x. (N52DN66A); cependant, ils n'ont pas étudié
cette forme. Zhao et al. ont aussi observé une forme monodéamidée de Bcl-x. dans
les granulocytes des patients atteints de leucémies ainsi que dans ceux des

témoins, mais aucune caractérisation de cette forme n'a été faite.

Notre laboratoire est le premier a avoir étudié la déamidation de Bcl-x,. dans des
cellules cultivées en conditions contrdles, sans aucun traitement induisant de
dommages a I'ADN. Nous avons montré que Bcl-x. extraite de diverses lignées
cultivées en conditions contrdles, migrait sous forme d'un doublet et que le retard
sur gel n'était pas causé par une phosphorylation (Beaumatin et al. 2016). En
utilisant des mutants déamido-mimétiques simples ou doubles sur les résidus 52 et
66, nous avons montré que chaque mutant adoptait un profil électrophorétique
caracteéristique en SDS-PAGE, permettant de les discriminer. Cette approche nous a
conduit a identifier une forme vraisemblablement monodéamidée de Bcl-x. sur le
résidu asparagine 52. L'existence de cette forme de Bcl-x. a été observée dans
toutes lignées cancéreuses et lignées normales que nous avions a disposition au

laboratoire, ainsi que in vivo, dans des tissus de souris. Cette étude a aussi apporté
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la premiere indication que les Asn52 et Asn66 pourraient ne pas étre également
susceptibles a la déamidation. Le fait que le résidu asparagine 66 soit réfractaire a
la déamidation suggére que son environnement structural differe de celui du résidu
52. Par conséquent, contrairement aux données issues de la cristallographie par
rayons X et de RMN, la large boucle non structurée pourrait bien adopter une
structure définie dans les cellules, peut étre grace a des interactions avec des

partenaires (Beaumatin et al. 2016).

c.ii) Conséquences fonctionnelles:
La monodéamidation de Bcl-x, différe significativement de la double déamidation

a la fois pour son apparition et ses fonctions. Notre laboratoire a étudié la
caractérisation fonctionnelle du mutant récapitulant la monodéamidation du résidu
52 (N52D N66A) et a montré qu'il conserve les mémes propriétés anti-apoptotiques
que Bcl-x, native. Il stimule méme davantage 'autophagie que Bcl-x. native suite a
une carence en nutriments (Beaumatin et al. 2016). Les mécanismes impliqués ont

été explorés durant ma thése.
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D. Objectif de cette étude:

Durant ma thése, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a
poursuivre la mise en évidence et la caractérisation de la forme monodéamidée de
Bel-x. (N52D NG66A) en optimisant les approches pour discriminer I'état de
déamidation de Bcl-x.. Les résultats obtenus seront présentés dans le chapitre 1,

intitulé: Caractérisation et mise en évidence de la forme monodéamidée.

D'autre part, puisque Bcl-x. posséde des propriétés oncogéniques, nous avons
etudié dans un second temps, I'effet de la monodéamidation sur ces propriétés. De
plus, comme la monodéamidation stimule l'activité autophagique de Bcl-x., nous
nous sommes intéressés a comprendre les mécanismes et les voies de

signalisations sous-jacents, qui sont impliqués dans la régulation de I'autophagie.

La difficulté de la thématique réside dans la formation d'espéces contenant des
résidus Iso-Asp, qui ne peuvent étre reproduits par mutagenése dirigée, a la
différence des aspartates. Pour cela, nous avons développé durant notre étude des
tests in vitro pour analyser les interactions établies par les formes de Bcl-x.

déamidées en Asp et celles déamidées en Iso-Asp.

Enfin, une autre stratégie testée dans cette étude a consisté a réaliser des
expériences de TAP-tag différentiel entre TAP- Bcl-x. et TAP- Bcl-x. N52D NG66A
pour identifier des partenaires spécifiques de chacune des deux formes. A travers
les partenaires identifiés, nous souhaitons explorer les fonctions exercées

spécifiquement par la forme déamidée de Bcl-x,.
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Résultats
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Il) Résultats:

Nous avons vu dans lintroduction que la déamidation de Bcl-x, est une
modification post-traductionnelle décrite pour affecter essentiellement les résidus
asparagines 52 et 66 situés dans sa boucle non structurée. Cette déamidation
transforme les résidus aspargines en aspartates et isoaspartates. La difficulté de la
thématique concernant la déamidation des protéines réside dans la difficulté
d'étudier les protéines contenant des résidus Iso-Asp, qui ne peuvent étre reproduits
par mutagenése dirigée, a la difféerence des aspartates. Je présenterai donc mes
travaux de thése en abordant dans la premiere et la deuxiéme partie les travaux
concernant la caractérisation du mutant déamido-mimétique Bcl-x. N52DNG6A. La

caractérisation des formes IsoAsp sera présentée dans la troisieme partie.

A. Mise en évidence de la forme monodéamidée de Bcl-x;:

A.1. Visualisation de la forme déamidée de Bcl-x. par un gel de
type Tris-Glycine-SDS-PAGE:

Comme d’autres laboratoires avant nous, nous avons utilisé la migration sur un
gel SDS-PAGE pour analyser les profils de migration de Bcl-x. a partir d’extraits
protéiques totaux de cellules en culture. Le SDS-PAGE est une technique consistant
a faire migrer des protéines dans un gel, sous linfluence d’'un champ électrique,
permettant ainsi leur séparation. La séparation est réalisée en conditions
dénaturantes en raison de 'ajout de SDS. En se liant a la protéine, le SDS empéche
son repliement et lui confére une charge nette négative. En présence de SDS, les
protéines auront donc toutes une charge apparente négative, elles migreront toutes
vers I'anode. Cela signifie que le poids moléculaire des protéines sera le principal

facteur intervenant dans leur séparation.

Des travaux réalisés sur des mutants récapitulant les déamidations de Bcl-x, ont
établi que la déamidation peut étre évaluée par des différences dans les profils de
migration visualisées sur un gel de type SDS-PAGE (Deverman et al. 2002). Un
exemple est illustré dans la figure 16, ou des cellules HTB-29 soumises ou non a
des dommages a I'ADN (traitement au cisplatine) ont été lysées et le profil de
migration de Bcl-xL a été analysé. En condition contréle, Bcl-x. migre sous forme de

doublet. Selon linterprétation des auteurs (Deverman et al. 2002), le traitement
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cisplatine provoque la conversion quasi totale de Bcl-xL en la forme double
déamidée (figure 16). Mais la ou les auteurs voient une bande unique de Bcl-x.
aprés traitement au cisplatine, migrant plus lentement et présentée comme Bcl-x.

double déamidée, nous avons suspecté qu’il existait en fait deux bandes (bande

simple et double déamidée) (figure 16).

Interprétations

HTB-29 Deverman et al. Beaumatin et al.

cisplatine - +

—— Bcl-xL double déamidée

. ‘ }B?"X". double — Bol-xL simple déamidée
déamidée
. —— Bcl-xL native
—— Bcl-xL native

Figure 16: Profils de migration de Ila protéine Bcl-x, et ses formes déamidées dans un lysat de
cellules HTB-29 traitées ou non par le cisplatine

Des cellules HTB-29 sont traitées par le cisplatine. Les extraits protéiques totaux sont soumis a une
électrophorese sur un gel de type SDS-PAGE et un western blot dirigé contre Bcl-x, (Deverman et
al. 2002)

Je récapitulerai ici les arguments obtenus précédemment au laboratoire (thése de
Florian Beaumatin), en faveur de I'existence d’'une forme monodéamidée de Bcl-x,.
Dans les cellules HCT116 cultivées en conditions contréles, Bcl-x. endogéne
(extraite de cellules de mammiferes ou purifiée a partir de bactéries) migre sous
forme d'un doublet: la forme native (qui migre le plus vite) et la forme modifiée (qui
présente un retard de migration). La bande de migration plus lente n'est pas
supprimée par un traitement par A-phosphatase et cette bande ne co-migre pas
avec la forme double déamidée de Bcl-x. produite par exposition des extraits
protéiques a un pH alcalin. Ces résultats montrent que la bande modifiée n’est ni
produite par une phosphorylation, ni une double déamidation. lls sont en faveur

d'une simple déamidation de Bcl-x. (Beaumatin et al. 2016) (figure 17).
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Figure 17: Caractérisation de la forme modifiée de Bcl-x,

Les extraits protéiques totaux issus des cellules HCT116 ont été séparés sur SDS-PAGE en paralléle
avec des extraits cellulaires soumis a un traitement alcalin, ou un traitement par A-phosphatase.
L'immunodétection a été effectuée par un western blot dirigé contre Bcl-x,.. Résultats publiés dans
(Beaumatin et al. 2016).

Afin d'identifier le résidu asparagine déamidé, la mutagenése dirigée a été utilisée
pour générer des mutants qui récapitulent les différents états de déamidation. La
mutation qui remplace le résidu asparagine en aspartate en position 52 et/ou 66
(notée N52D et N66D) récapitule l'effet de la déamidation. A l'inverse, une mutation
en alanine génére une forme de la protéine non déamidable sur les positions
mutées (N52A NG66A). La littérature nous indiquant, d’aprés des algorithmes de
prédiction de déamidation sur Bcl-x. que seuls les résidus asparagines 52 et/ou 66
sont susceptibles d'étre déamidés, nous avons généré les simples et les doubles

mutants déamidés ou non déamidables de Bcl-x. (tableau II.1).

Noms Mutations Forme de Bcl-xL
Bcl-xL AA N52 AN66 A Non déamidable
Bcl-xL AD N52 AN66 D Déamidable sur le résidu 66
Bcl-xL DD N52 D N66 D Déamidable sur les résidus 52 et 66
Bcl-xL DA N52 D N66 A Déamidable sur le résidu 52

Tableau II.1: Tableau récapitulatif des mutants de déamidation de Bcl-xL utilisés

Les cellules HCT116 ont été transduites pour exprimer ces mutants a des niveaux
d’expression comparables. Des extraits cellulaires de protéines totales ont été
réalisés, et analysés en SDS-PAGE de type Laemmli sur un mini-gel de 6 cm avec
une migration de 1h 30 min et sur un autre gel de 16 cm avec une longue migration

pendant 24h. Les résultats sont présentés dans la figure 18.
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Figure 18: Profil électrophorétique des mutants de déamidation de Bcl-x, comparés a ceux de
la protéine native et modifiée

La figure 18 (A) correspond a une migration sur un gel de 6 cm, tandis que (B) correspond a une
migration sur un gel de 16 cm. Les extraits protéiques issus des HCT 116 exprimant les différents
mutants déamido-mimétiques ou Bcl-x. sont soumis a une électrophorése de type Tris-SDS-PAGE 12
% de 6cm et de 16 cm avant de réaliser un western blot dirigé contre Bcl-x.. Résultats publiés dans
(Beaumatin et al. 2016) (n>5).

Ces résultats montrent de fagon trés claire que I'état de déamidation est mieux
discriminé et résolu en utilisant un grand gel de 16 cm comparativement au mini-gel
de 6 cm. L'analyse de ces profils de migration montre que le mutant N52D N66D de
Bcl-x. posséde un profil électrophorétique plus retardé par rapport aux autres
mutants et a la protéine modifiée. Nous avons constaté aussi que le mutant N52A
NG66A migre a la méme distance apparente que la protéine native. De plus, nous
observons que tous les mutants migrent sous forme d'un seule bande, suggérant
gu’ils ne subissent pas de modifications post-traductionnelles supplémentaires qui

les feraient migrer en plusieurs bandes.

D'une fagon intéressante, nous avons constaté que seul le mutant N52D
N66A migre a la méme distance que la forme modifiée. Donc, ces résultats
suggerent que la modification post-traductionnelle subie par Bcl-x. est une

déamidation simple de I'asparagine 52.

La séparation par SDS-PAGE sur un gel de type Laemmli de 16 cm nous a
permis de conforter I'hnypothése de I'existence d’'une simple déamidation de Bcl-x, en
offrant une meilleure résolution des profils de migration par rapports aux études de

nos concurrents (Beaumatin et al. 2016).

Durant ma thése, afin de palier au probléme du temps de migration, nous avons
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essayeé de mettre au point une nouvelle composition de gels permettant d'avoir une

meilleure séparation des profils de migration avec une courte durée de migration.

A.2. Visualisation de la forme déamidée par un gel Tris-Taurine-
Glycine:

Dans ce type de gel, nous avons utilisé des ampholytes (la taurine, un dérivé
d’acide aminé soufré, et la glycine). L'ajout des ampholytes dans la composition du
gel permet, par interaction avec les protéines, une meilleure séparation des bandes

protéiques.

Nous avons répété la méme expérience sur les mémes mutants de Bcl-x.
récapitulant les états de déamidation, en réalisant une électrophorése sur un gel
Tris-Taurine/glycine de 6 cm. 1h 30 minutes de migration suffisent pour visualiser les

différences de migration présentées dans la figure 19.
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Figure 19: Profils électrophorétiques des mutants de déamidation surexprimés chez les
lignées HCT 116, obtenus sur un gel Tris-Taurine/glycine.

Les extraits protéiques totaux issus des lignées HCT 116 exprimant les différents mutants déamido-
mimétiques ou Bcl-x. sont soumis a une électrophorése de type Tris-Taurine/glycine (de 6¢cm) avant
de réaliser un western blot contre Bcl-x, (n>5).
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Le changement de la composition du gel a permis d'avoir une meilleure séparation
des protéines en optimisant la durée de migration, mais nous avons remarqué que
le profil de migration des mutants est modifié: le mutant N52DN66A ne co-migre plus
avec la forme modifiée de Bcl-x., et le mutant NS2ANG6A ne co-migre plus avec Bcl-

XL native.
Nous avons envisagé deux explications :

1) soit la nouvelle composition du gel révélait que nous nous étions trompés en
proposant que de la forme modifiée de Bcl-x. résulte d’'une simple déamidation de
'Asn52.

2) soit lintroduction des alanines par mutagenése rendait la protéine plus
hydrophobe et était responsable de la plus grande distance de migration. Si cette
hypothése était correcte, nous devions en théorie aussi retrouver cet effet en SDS-
PAGE de type Laemmli en tirant la migration au maximum. Nous avons décidé de
réaliser la méme expérience mais cette fois avec un gel de type Laemmli de 26 cm

et une migration de 30h. Les résultats sont présentés dans la figure 20.
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Figure 20: Profils de migration électrophorétique des mutants de Bcl-x, comparés a ceux de la
protéine native et la protéine modifiée.

Les extraits protéiques totaux issus des lignées HCT 116 exprimant les différentes formes de Bcl-x,
sont soumis a une électrophorése de type Tris-SDS-PAGE d'une dimension de 26 cm (30h de
migration) avant de réaliser un western blot contre Bcl-x. (n=1).

Les mémes résultats ont été observés avec I'électrophorése Tris-SDS-PAGE
(26cm/30h) et avec celle réalisée sur un mini-gel de type Tris-Taurine/Glycine. Le
mutant NS2A N66A migre plus vite que la protéine native, et le mutant N52D NG66A

adopte une migration intermédiaire entre la protéine native et sa forme modifiée.

Du point de vue technique, nous pouvons conclure que ce n'est pas la
composition du gel qui influence les profils de migration mais plutét la distance et la
durée de la migration. L'utilisation du gel Tris-Taurine/glycine a permis d'optimiser la

durée de migration avec une meilleure résolution et séparation des protéines.

Pour compléter la démonstration, nous avons généré un simple mutant N52D de
Bcl-x. sans remplacer le résidu N66 par une alanine. Une électrophorése sur un gel
Tris-Taurine/Glycine, un western blot dirigé contre Bcl-x. montrent les résultats

présentés dans la figure 21.
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Figure 21: Profil de migration électrophorétique du mutant de Bcl-xL N52D comparé a celui de
la protéine native.

Les extraits protéiques totaux issus des lignées HCT 116 Bcl-x, et Bcl-x. N52D sont soumis a une
électrophorese de type Tris-Taurine/Glycine d'une dimension de 6 cm avant de réaliser un western
blot contre Bcl-x. (n=3).

Cette figure confirme que le mutant N52D co-migre avec la forme modifiée de
Bcl-x.. Alors, ce n'est pas la composition du gel qui a modifié les profils de migration,
mais c'est plutét l'introduction de l'alanine qui était responsable de la grande

distance de migration.

Ces résultats nous sensibilisent au fait que les acides aminés choisis pour les
substitutions par mutagenése dirigée ne sont pas aussi «silencieux» qu’on pourrait
le souhaiter, et nous incitent a réfléchir sur un autre choix pour rendre I'Asn66 non

déamidable.
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A.3. Conclusion:
Pour récapituler, les arguments accumulés jusqu’ici par le laboratoire en faveur

de I'existence d’une simple déamidation de Bcl-x, sont :

- les distances de migration des mutants déamido-mimétiques en SDS-PAGE de

type Laemmli ou de type Taurine/glycine.

- L'électrophorése bi-dimentionnelle (thése de Florian Beaumatin, et Beaumatin et
al., Oncotarget 2016) montre que la modification de Bcl-x. introduit une/des
charge(s) négative(s) dans la protéine, et un trés petit incrément de taille. Donc cette

modification n’est ni un clivage, ni une ubiquitination.
- le traitement des extraits protéiques a la lambda-phosphatase montre de plus
qu’il ne s'agit pas d'une phosphorylation.

Les tentatives de caractérisation par spectrométrie de masse s’étant jusqu'ici
révélées infructueuses, nous n’avons toujours pas de preuve irréfutable de I'identité
de la forme modifiée de Bcl-x., mais la somme des arguments ci-dessus indique que

cette modification est vraisemblablement une déamidation de I'Asn52.

Etant les premiers a suggérer I'existence de cette forme monodéamidée, nous en

avons poursuivi la caractérisation fonctionnelle.
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B. Conséquences fonctionnelles de la monodéamidation

de Bcl-x.:
Il nous a semblé pertinent de comprendre comment cette modification affecte les
fonctions de cette protéine, et contribue a la régulation des processus cellulaires
dans lesquels Bcl-x. est impliquée. C’est ce que je vais aborder dans ce second

paragraphe.

B.1. Effet de la déamidation sur la stabilité de Bcl-x.:

Parmi les études précédemment publiées sur ce sujet, celle effectuée par Dho et
al, avec les cellules SAOS-2 et HTB-29, montre que la double déamidation de Bcl-x.
induite par un stress génotoxique (suite a un traitement cisplatine, ou etoposide ou
UV), peut conduire Bcl-x. a exposer une séquence PEST, ce qui rend la forme

double déamidée éligible a étre dégradée par les calpaines (Dho et al. 2013).

Cependant, notre laboratoire a préalablement montré que seule I'Asn52 de Bcl-x,
est déamidée dans des cellules cultivées en conditions contréles et des tissus de
souris n'ayant recu aucun traitement. Ni la forme double déamidée de Bcl x., ni la

forme simple déamidée en position N66 ne sont détectées.
Au cours de ma thése, nous avons voulu répondre a plusieurs questions :

1) confirmer si la double déamidation accélére la dégradation de Bcl-x. en
condition de stress génotoxiques, et déterminer si la simple déamidation produit le

méme effet, toujours en condition de stress génotoxique.

2) déterminer si la simple déamidation de Bcl-x, altére la demi-vie de la protéine

lorsque les cellules sont maintenues en conditions contréles.

Pour répondre a ces questions, plusieurs tests ont été réalisés dans différentes

lignées cellulaires.

a) Effet de la déamidation sur la stabilité de Bcl-x. en conditions
controbles:

Dans un premier temps, nous avons testé i) si la monodéamidation, observée en

absence de stress, peut affecter la stabilité de Bcl-x.. et si oui, ii) si I'inhibition des
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calpaines peut empécher la dégradation de Bcl-x, et de la forme monodéamidée.

Nous avons controlé l'efficacité de l'inhibiteur de calpaine employé (le cocktalil
«calpain inhibitor 1» commercialisé par Sigma) en utilisant comme rapporteur la
protéine Mcl-1, connue pour avoir une courte durée de vie et étre la cible de

diverses protéases ainsi que du protéasome. Nous avons utilisé Hsp60 comme un
contrdle de charge (figure 22).
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Figure 22: Stabilité de Bcl-x, et de ses mutants de déamidation.

Des cellules HCT 116 sont cultivées en condition contrdle puis traitées avec l'inhibiteur de calpaine a des
concentrations de 10 et 25 yM pendant 24h. Les extraits totaux sont soumis a une électrophorése de
type Tris-Glycine-SDS-PAGE 12% suivi d'un western blot dirigé contre Bcl-x., Hsp60 et Mcl-1 (n=3)
Résultats publiés dans (Beaumatin et al. 2016).

La figure ci-dessus montre que I'expression de Bcl-x, reste stable quel que soit
son état de déamidation. Ceci montre que quand les cellules sont maintenues en
conditions «contrdle» de culture, la déamidation ne rend pas Bcl-x, éligible a étre

dégradée par les calpaines et que la déamidation n'affecte pas la stabilité de Bcl-x.
sur le temps de I'expérience.

Ces observations nous ont conduits a nous demander si la déamidation de Bcl-x,
modifiait sa stabilité lorsque les cellules HCT 116 sont soumises a un stress

génotoxique, comme il a été montré avec les Sa0S-2 et les HTB-29 par Dho et al.

57



b) Effet de la déamidation sur la stabilité de Bcl-x,. en conditions de
stress génotoxiques:

Nous avons donc poursuivi nos expériences en exposant les HCT 116 a un stress
génotoxique par irradiation UV et addition de 5-FU: ce traitement est décrit par Dho
et al pour avoir deux conséquences: (1) induire la double déamidation de Bcl-x. , et
(2) entrainer sa dégradation. Nous avons donc mené I'expérience en absence et en

présence d’inhibiteur de calpaines (figure 23).
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Figure 23: Stabilité de Bcl-x, et déamidation induite par stress aux U.V

Les cellules HCT 116 sont traitées aux UV 45s a 450 uJ puis cultivées 16h en présence de 45 uM de
5 Fluoro-Uracile (5 FU). Les cellules sont traitées avec l'inhibiteur de calpaines (calpl) pendant 24h.
Les extraits totaux issus de ces cellules sont soumis a une séparation en Tris-Glycine-SDS-PAGE 12
% et western blot dirigé contre Bcl-xL et Hsp60 (n=2).

Les résultats montrent qu'en cas de stress génotoxique, I'état de déamidation de
Bcl-x. est modifié dans les cellules parentales, mais que cela ne s'accompagne pas
d'une dégradation dans la lignée HCT116. En accord avec cette observation,
l'inhibition des calpaines ne méne a aucune accumulation de Bcl-x., ce qui semble

contradictoire avec les travaux de (Dho et al. 2013).

Nous avons décidé de répéter ces expériences en utilisant les mémes lignées
que Dho et al, ainsi que d'autres lignées cellulaires comme RKO et HT-29. Nous
avons traité ces cellules avec du cisplatine pour induire un stress génotoxique. Puis
nous avons mené cette expérience avec ou/et sans inhibiteur de calpaines pour
savoir si la dégradation de Bcl-x. est induite par une autre voie que les calpaines,

nous avons aussi inhibé le protéasome par un traitement avec le MG132 et celle de
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I'autophagie par un traitement avec la Bafilomycine A1.

Afin de vérifier que le dommage a I'ADN a été efficace, un western blot dirigé

contre la protéine gamma-H2AX a été réalisé. Cette derniére est connue comme

une variante de la famille des histones, qui est recrutée et phosphorylée au site ou

I'ADN est endommagé. Les résultats sont présentés dans la figure 24.
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Figure 24: Stabilité de Bcl-x, dans différentes lignées cellulaires, suite a l'induction d'un
dommage a I'’ADN par un traitement par le cisplatine

Les cellules sont traitées par le cisplatine a une concentration de 10 yM pendant 48 heures. Puis, ces
cellules sont traitées par un inhibiteur des calpaines (15 pM) pendant 24h, en présence ou en
absence de MG 132 (10 uM) pendant 3h, et de Bafilomycine A1 (0,1 uM) pendant 3h 30 minutes. Les
extraits totaux issus de ces cellules sont soumis a une séparation en Tris-Glycine-Taurine 12 % suivie
d'un western blot dirigé contre Bcl-x. et la protéine gamma-H2AX (n=2).

cp: cisplatine; Baf: Bafilomycine A1
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Les résultats montrent d'une part les profils de migration de Bcl-x. en réponse aux
différents traitements, et d'autre part, le taux de phosphorylation de gamma-H2AX
chez ces lignées. Concernant la détection de gamma-H2AX, nous remarquons un
faible signal en conditions contréle et cisplatine, et une accumulation de la
phosphoprotéine suite a l'inhibition que ce soit des calpaines, du protéasome ou de

l'autophagie.

Ces observations nous confirment d'un part que le stress génotoxique est efficace
et d'autre part que la protéine gamma-H2AX est dégradée par les différentes voies

de protéolyse analysées.

Lorsqu'on inhibe les calpaines en condition contrdle, I'expression de Bcl-x. ne
varie pas. Concernant l'effet du stress génotoxique, les lignées testées se
répartissent en 2 catégories: les lignées «résistantes», et les lignées «sensibles».
Les lignées sensibles (RKO, HT-29, et LN18) montrent une diminution significative
de Bcl-x. déamidée en condition cisplatine (piste 3); les inhibiteurs des voies de
protéolyse empéchent efficacement cette dégradation. Les lignées «résistantes» ne
montrent aucune modification de profil de migration ou de l'expression de Bcl-x. en
condition cisplatine, indiquant que ces lignées ne stimulent pas la déamidation de
Bcl-x. en réponse au stress génotoxique. De facon intéressante, nous avons
remarqué que la forme déamidée de Bcl-x. co-migre avec Bcl-x. (N52D NG66A) et
non avec la forme double déamidée (N52D N66D) comme cela a été publié par Dho

et al.

c) Conclusion:

En conclusion, malgré un stress génotoxique efficace, les conditions
expérimentales utilisées ne nous ont pas permis d’observer la double déamidation
massive décrite par I'équipe Weintraub dans ces mémes conditions. Nous
observons une simple déamidation, et seules quelques lignées semblent disposer
d’'une voie de signalisation fonctionnelle aboutissant a la déamidation/dégradation
de Bcl-x.. Il est possible que la simple déamidation soit un pré-requis pour observer
la double déamidation, et méme si nous avons utilisé exactement les conditions
décrites par Dho et al, nous ne pouvons pas exclure qu’une durée de traitement plus
longue nous aurait permis d'aboutir a une forme double déamidée de Bcl-x,, comme

publié par le laboratoire de Weintraub (Deverman et al. 2002; Dho et al. 2013).
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Ces différentes expériences menées sur l'effet de la déamidation sur la stabilité

de Bcl-x. montrent que:

1) En condition contrdle, la déamidation (mono ou double) n'affecte pas sur la

stabilité de Bcl-x,.

2) Toutes les lignées ne disposent pas d'une voie fonctionnelle de

déamidation/dégradation de Bcl-x. en réponse a un stress génotoxique.

3) La simple déamidation suffit a induire la dégradation de Bcl-x. dans certaines

lignées en réponse au stress génotoxique.

B.2. Monodéamidation et propriété anti-apoptotique de Bcl-x.:

Dans notre laboratoire, I'effet de la forme monodéamidée (N52DN66A) sur la
fonction anti-apoptotique de Bcl-x. a déja été testé: I'apoptose a été induite par un
traitement a la staurosporine sur les lignées HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x. et HCT 116
surexprimant les différents mutants de la déamidation de Bcl-x.. L'induction de
I'apoptose a été suivie par les mesures de taux de clivage de la protéine PARP 1 et
des mesures de marquage annexine V / iodure de propidium et a montré une
fonction anti-apoptotique intacte de la protéine monodéamidée. Des expériences de
co-immunoprécipitation ont aussi montré que les mutants déamido-mimétiques
conservent la méme capacité que Bcl-x. native a interagir avec Bax et Bim. Ces

résultats ont été publiés (Beaumatin et al. 2016).

J’ai poursuivi la caractérisation fonctionnelle du mutant Bcl-x, N52DN66A. Dans
la suite de ce chapitre, nous verrons comment la monodéamidation régule les

fonctions oncogéniques de Bcl-x,.

B.3. Monodéamidation et propriétés oncogéniques de Bcl-x.:
Les oncogenes ont la faculté de modifier plusieurs parametres cellulaires comme
la prolifération, la migration et la formation de métastases. Nous avons décidé de

tester I'effet de la monodéamidation sur les propriétés oncogéniques de Bcl-x,.
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a) Etude de la clonogénécité:

Dans une premiere approche, nous avons testé in vitro I'effet de la déamidation
sur le potentiel clonogénique de Bcl-x. en milieu semi-polymérisé, c'est a dire sur sa
capacité a former des clones cellulaires en absence d’ancrage au substrat. Nous
avons cultivé des cellules HCT 116 dans un milieu semi-polymérisé a base de
collagéne, et compté le nombre de clones formés aprés 3 semaines de culture
(figure 25).
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Figure 25: Test de croissance en milieu semi-solide des lignées HCT 116.

500 cellules sont ensemencées dans un milieu semi-polymérisé en collagéne (n=3, en 6 exemplaires)
Un test de Fisher (PLSD) est utilisé pour les analyses statistiques (* p-value <0.0001).

Le nombre de clones formés a partir des cellules surexprimant Bcl-x. augmente
significativement comparativement aux cellules non infectées, ce qui vérifie I'effet
oncogeénique déja connu de Bcl-x.. Nous avons observé que ce nombre de clones
formés a partir des cellules surexprimant la forme monodéamidée (N52D N66A Bcl-

x.) diminue significativement par rapport a la forme native de Bcl-x,.

Nous avons pu conclure que le mutant mimant la monodéamidation de Bcl-

x.N52D N66A a un potentiel clonogénique diminué in vitro.
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b) Etude de la tumorigénicité:

b.i) Approche in ovo:
Pour étudier l'effet de la déamidation sur le potentiel tumorigénique de Bcl-x,,

nous avons utilisé la membrane chorio-allantoique de poulet (CAM) comme un
modéle de greffe ex-vivo. Ce modéle nous permet de visualiser rapidement la

formation de tumeurs puisque la CAM est richement vascularisée (figure 26).

Bel-x N52D/NG6A

Figure 26: Etude ex-vivo sur une membrane chorio-allantoique du poulet.

3 millions de cellules provenant des différentes lignées HCT 116 ont été greffées sur la membrane
chorio-allantoique du poulet. 3 jours aprés, une observation macroscopique est faite et permet de
visualiser la tumeur formée (n=3, en triplicat).

3 jours aprés la greffe, nous avons observé que les tumeurs dérivées des cellules
surexprimant Bcl-x. sont plus grosses que celles dérivées des cellules HCT 116
parentales, ce qui valide la capacité tumorigéne connue de Bcl-x.. D'une fagon
intéressante, nous avons observé que les tumeurs dérivées des cellules
surexprimant le mutant mimant la monodéamidation de Bcl-x. (N52D N66A) sont
plus petites que celle surexprimant Bcl-x. native, ceci montre que la forme
monodéamidée de Bcl-x. (N52D N66A) a des propriétés tumorigéniques

altérées par rapport a Bcl-x,.

La dérégulation de la prolifération cellulaire est une des propriétés remarquables
des oncogénes. Pour étudier l'effet de la monodéamidation sur la capacité
proliférative de Bcl-x,, nous avons effectué des analyses histologiques sur des
coupes de tumeurs excisés de la greffe de CAM, et en utilisant Ki67 comme

marqueur de prolifération (figure 27).
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N52D/N66A

Figure 27: Expression de Ki67 par immunohistochimie sur des coupes de tumeurs issues des
expériences sur CAM.

Des sections de tumeurs obtenues a partir des cellules surexprimant Bcl-x, et sa forme
monodéamidée N52D/N66A sont réalisées, puis marquées par des anticorps contre Ki67 utilisé
comme marqueur de prolifération (n=3)

L'analyse de l'expression de Ki67 montre que plus de 90 % des cellules
tumorales dérivées de la lignée HCT116 Bcl-x. native expriment ce marqueur de
prolifération, tandis que ce marquage est diminué chez celles dérivées des cellules
surexprimant Bcl-x. N52D N66A. Donc, I'expression de la forme monodéamidée
(N52D N66A) diminue I'effet prolifératif de I'oncogéne Bcl-x,.

b.ii) Approche in vivo:
Cette étude de la tumorigénicité ex vivo a été complétée par une approche in vivo

ou nous avons greffé des souris «nudes» avec les mémes cellules HCT 116 que
pour le test CAM (figure 28).
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Figure 28: Taille des tumeurs aprés xénogreffe des cellules HCT 116 sur des souris nudes.

1 million de cellules HCT 116 exprimant les différentes formes de Bcl-x, ont été greffées dans la patte
antérieure de I'animal. La croissance tumorale a été suivie pendant un mois, avant le sacrifice de
I'animal et le prélévement de la tumeur. (n=5 pour chaque groupe).

La figure ci-dessus montre I'évolution de la taille des tumeurs au cours de la
greffe et un exemple de tumeurs excisées un mois aprées la greffe. Nous pouvons
constater que les tumeurs dérivées des cellules surexprimant Bcl-x. sont plus
grosses que celles dérivées des cellules HCT 116 parentales, ce qui confirme la
capacité tumorigéne connue de Bcl-x.. Cependant, les tumeurs dérivées des cellules
surexprimant le mutant mimant la monodéamidation de Bcl-xL (N52D N66A) sont

plus petites que celle surexprimant Bcl-x, native, ceci confirme les résultats
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observés ex-vivo sur la membrane chorio-allantoique du poulet.

c) Conclusion:
Nous pouvons conclure de l'ensemble de ces expériences que l'expression de la
forme monodéamidée de Bcl-x. (N52D N66A) altere ses propriétés oncogéniques et

tumorigenes in vitro, ex-vivo et in vivo.

B.4. Monodéamidation de Bcl-x, et cellules souches cancéreuses (CSC):

La baisse des capacités tumorigénes de la forme monodéamidée de Bcl-x.
pourrait étre due a une variation quantitative et/ou qualitative du compartiment des
cellules souches cancéreuses (CSC). En effet, selon la théorie des CSC, ces
cellules ont la capacité de s’auto-renouveler, de se différencier en cellules non-
souches et d'initier la formation d’'une nouvelle tumeur. Cette petite sous-population
serait donc l'unique support de la capacité tumorigéne a l'origine de la formation
d'une structure ayant une organisation hiérarchique. Par ailleurs, ces cellules,
caractérisées par un cycle cellulaire long, seraient, pour la plupart, résistantes aux
thérapies visant les cellules cyclantes. Pour tester cette hypothése, nous avons
analysé quelques propriétés caractéristiques de ces cellules dans les 3 lignées

cellulaires.

a) Analyse de marqueurs des cellules souches
Il est assez difficile de mettre en évidence la présence de CSC dans une
population cellulaire car il n’existe pas de marqueur formel et incontestable de ce
compartiment. Nous avons donc recherché I'expression de plusieurs d’entre eux par

deux approches complémentaires.

Dans un premier temps, nous avons évalué I'expression de marqueurs connus
pour étre associés au phénotype «souche». Nous avons réalisé une analyse
transcriptionnelle du transcrit BMI1, connue comme un facteur de transcription
spécifique des cellules souches. L’expression de ce transcrit a été quantifiée par Q-
RT-PCR (figure 29).
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Figure 29: Analyse d'expression du transcrit BMI1 par RT-QPCR dans les lignées cellulaires
HCT 116

La quantification du transcrit BMI1 a été réalisée par RT-PCR quantitative en référence a celle du
géne de ménage GAPDH; les valeurs obtenues pour les cellules HCT 116 P sont utilisées comme
référence pour déterminer les variations d'expression de BMI1 (n=1 en triplicat).

La figure ci-dessus montre que la quantification du facteur BMI1 par Q-RT-PCR
présente de petites variations avec une augmentation dans la lignée sur-exprimant
Bcl-x, dans sa forme native, celle-ci étant plus faible lorsque la protéine est

monodéamidée.

Remarque: la recherche de l'expression du transcrit de LGR5 (récepteur
fortement exprimé dans les CSC) par la méme approche n'a pas pu étre exploitée

en raison de la trop faible expression de ce transcrit dans les conditions testées.

Comme l'analyse transcriptionnelle des marqueurs de CS n'était pas suffisante
pour montrer une différence de I'état souche entre les différentes lignées, nous
avons complémenté cette étude par I'analyse de I'expression protéique d'un autre
marqueur connu pour étre associé au phénotype souche. Oct 4 est un facteur de
transcription exprimé et actif dans les cellules souches donc sa localisation

(nucléaire) est trés importante. Son expression et sa localisation ont été analysés
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par immunofluorescence. Les résultats sont présentés dans la figure 30.

DAPI Oct-4

HCT 116 P

HCT 116 Bcl-xL

HCT 116 Bcl-xL DA

Figure 30: Expression et de Ilocalisation du facteur de transcription Oct-4 par
Immunofluorescence indirecte:

10000 cellules sont cultivées sur des lames labtech pendant 24h. Afin de visualiser la localisation
cytoplasmique/nucléaire, ces cellules sont incubées avec l'anticorps anti-Oct-4 puis marquées avec
I'anticorps secondaire Alexa 488 (en vert). Le marquage nucléaire est détecté avec le DAPI
(coloration bleue). Le marquage est observé a l'aide d'un microscope a épi-fluorescence, puis les
images sont traitées avec le logiciel Image J (n=3).

L'analyse par immunofluorescence de l'expression d’Oct4 montre que les 3
lignées cellulaires expriment le facteur de transcription. Cependant, il y a peu de
colocalisation du marquage DAPI (nucléaire) avec le marquage Alexa488 (Oct4),
indiquant une localisation majoritairement cytoplasmique, en faveur d’'une absence

d’activité de ce facteur de transcription.



b) Sensibilité au traitement 5-Fluorouracil (5FU):

Une des caractéristiques des CSC repose sur leur résistance aux traitements
anticancéreux car ce sont des cellules peu cyclantes. Nous avons donc recherché si
les trois lignées HCT116 présentent des différences de sensibilité au 5FU,
chimiothérapie fréquemment utilisée dans le traitement du cancer colorectal en

bloquant la synthése de 'ADN en phase S.

Afin de déterminer I'lC-50 (représentant l'inhibition de 50 % de la croissance
cellulaire) du 5-FU, la cytotoxicité de différentes concentrations (0-20 uM) a été
déterminée pour les trois lignées par un test de cytotoxicité XTT aprés 48h de

culture en présence de la drogue (figure 31).
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Figure 31: Détermination de I'IC-50 du 5-FU pour les différentes lignées cellulaires.

La survie cellulaire a été déterminée par un test XTT, aprés 48H de culture en présence d’un
traitement au 5-FU pour des concentrations croissantes de 0 a 20 uM (n=2, en triplicat).

Nous observons que les cellules HCT116 parentales présentent une grande

sensibilité au 5-FU puisque dés la 1€re concentration (2.5 yM), une perte d’environ
60% de la viabilité est observée. Pour les lignées surexprimant Bcl-x. dans sa forme
native ou déamidée, une concentration de 7.5 yM permet d’atteindre leur 1C-50.
Cette plus grande résistance au 5-FU (par rapport a la lignée parentale) pourrait étre

due a la surexpression de Bcl-x., que la protéine soit déamidée ou non.

69



Cette premiére approche, réalisée sur les lignées cellulaires non triées, ne révéle
que trés peu de différences imputables a la déamidation de Bcl-x.. Cela pourrait étre
du a la trés faible proportion de CSC dans les cultures. Pour cibler plus
spécifiguement cette sous-population cellulaire, nous avons essayé d’enrichir les
cultures en CSC par une technique originale, la sdFFF (collaboration avec Pr. Serge
Battu).

c) Enrichissement en CSC par sdFFF:
La sdFFF est une technique reposant sur le tri des cellules en fonction de leurs
caractéristiques physiques, développée dans le laboratoire EA 3842 de I'Université

de Limoges. Des travaux précédents de I'équipe ont montré son efficacité pour

I'enrichissement en CSC issues de la lignée HCT116 dans la 1€re fraction éluée, F1
(Mélin et al. 2012).

Les cellules ont été triees par sdFFF et 'absorbance a 254nm a été suivie au
cours de I'élution du pic total des cellules. Les trois fractogrammes ainsi obtenus ont
été superposeés (figure 32) (A). Alissu du tri, les cellules ont été cultivees en labteck

et leur morphologie a été observée (figure 32) (B).
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Figure 32: Fractogrammes obtenues a partir des cellules triées par sdFFF

2,5.10° cellules sont injectées, puis séparées en fonction du temps d'élution dépendant des critéres
physiques (taille, densité,...). Les profils d'élution de 3 lignées cellulaires HCT 116 sont représentés
dans la figure (A). Les différentes fractions ont été cultivées en labteck et observées par microscope
figure (B). PT: pic total, F1: fraction F1, F3: fraction F3 (n=5).

Les fractogrammes montrent une différence de profil d’élution entre les trois
lignées, avec un déplacement vers la gauche (fraction F1) de la lignée surexprimant

Bcl-x. monodéamidée. Comme attendu, les cellules présentes en F1 sont de plus
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grande taille que celles éluées en F3. Cette analyse est en faveur d'une
augmentation de la sous-population de cellules souches (fraction F1) dans la lignée
Bcel-x. NS2DNGGA.

d) Déamidation de Bcl-x. dans la fraction F1:
Pour tester le lien entre la déamidation et la phénotype «souche» des cellules,
nous avons alors évalué par western blot la déamidation de Bcl-x. dans les

différentes fractions issues de la lignée sauvage (figure 33).
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Figure 33: Déamidation de Bcl-x, dans les fractions triées de la lignée HCT 116 P par sdFFF

Pourcentage de la deamidation de

Bel-xL

Les extraits protéiques totaux issues des fractions (PT, F1, F3) triées de la lignée HCT 116P par
sdFFF sont soumis a une électrophorése de type Tris-SDS-PAGE afin de réaliser un western blot
contre Bcl-x. et la tubuline utilisée comme un contrdle de charge. La quantification de la déamidation
de Bcl-x. a été faite par le logiciel Image J (n=1).
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L'analyse par western blot montre que la premiére fraction éluée par sdFFF,
correspondant a une fraction enrichie en CSC, est plus riche en forme mono-
déamidée de Bcl-x.. Ceci est complété par un analyse quantitative du pourcentage
de déamidation de la protéine totale Bcl-x.. Cette analyse montre un pourcentage de
déamidation élevé (88%) dans la fraction F1 comparativement aux fractions (PT et
F3). Cette observation va dans le sens d’un lien existant entre cette modification

post-traductionnelle et le compartiment des CSC.

D’autres analyses, en particulier la recherche de I'expression d'un plus grand
nombre de marqueurs de cellules souches devront étre réalisées sur les fractions
issues du tri par SAFFF. Les premiers essais pour enrichir ce compartiment, par tri a
'aide de la SAFFF, devront étre poursuivis par des tests fonctionnels pour améliorer

les résultats et performances de cet enrichissement.

B.5. Monodéamidation de Bcl-x. et métabolisme cellulaire:
a) Mesure de la taille des cellules:
Les résultats obtenus par les expériences de xénogreffes nous permettent de
suggerer que la petite taille des tumeurs dérivées des cellules surexprimant Bcl-x,
N52D N66A pourrait étre due soit a une différence de la taille des cellules, soit a un

ralentissement de la croissance cellulaire.

Pour vérifier la premiére hypothése, le volume des cellules HCT 116 parentales,
HCT 116 Bcl-x. et HCT 116 Bcl-x. N52D NG6A a été mesuré a l'aide d'un "Coulter
Counter" (collaboration avec le Pr Michel Moenner, IBGC). Les données sont

traitées par le logiciel Multisizer 4. Les résultats sont présentés dans la figure 34.
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Figure 34: Mesure du volume cellulaire (um3) chez les lignées HCT 116

Des lignées HCT116 P, HCT116 Bcl-x,, et HCT116 Bcl-x. N52D N66A sont décollées avec de la
trypsine. Le volume cellulaire est mesuré en (um®) a l'aide d'un coulter counter (n=4).

Cette figure nous montre que la taille des cellules ne varie pas entre les lignées
HCT 116 testées. Nous avons confirmé ces résultats par des mesures du volume

cellulaire effectués sur d'autres lignées comme les U20S (figure 35).

74



Volume cellulaire (uma3)

B N R T
o % % %% %Y,

U20S P U20S Bel-xL U20S Bel-xL
N52D N6BA

Figure 35: Mesure du volume cellulaire (um3) chez les lignées U20S.

Des lignées U20S P, U20S Bcl-xL, et U20S Bcl-xL N52D NG66A sont décollées par le trypsine. Le
volume cellulaire est mesuré en (um?) a l'aide d'un coulter counter (n=4)

La encore, on n'observe aucune différence de taille entre les 3 lignées cellulaires.

Donc, nous pouvons conclure que la différence de taille entre les tumeurs
dérivées des cellules surexprimant soit Bcl-x. soit sa forme monodéamidée,

n'est pas liée a une différence de taille des cellules greffées.

b) Effet de la monodéamidation de Bcl-x. sur le métabolisme
cellulaire:

Dans l'intention de relier les observations faites avec Bcl-x. N52D NGGA in vitro
(diminution de clonogénécité en milieu semi-polymérisé ) et in vivo (formation de
tumeurs plus petites), nous avons supposé que lorsque les cellules exprimant ce
mutant sont xénogreffées sur CAM ou sur souris, elles proliférent moins vite que les

cellules exprimant Bcl-x. native.

Nous savons que la croissance et la prolifération cellulaire sont contrbélées par
I'activité métabolique des cellules. Nous avons donc poursuivi ce travail en testant

I'effet de la monodéamidation de Bcl-x, sur le métabolisme cellulaire.
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Dans les cellules des mammiféres, il y a deux possibilités permettant d'obtenir de
I'énergie a partir de glucose, qui est la source de carbone physiologique des
cellules. La premiére est la glycolyse et permet 'obtention d'ATP et NADH a partir
d'ADP et NAD. Dans ce cas, le glucose est transformé en pyruvate, puis réduit en
lactate (fermentation lactique) dans le cytoplasme et en absence d'O.. La deuxiéme
possibilité est la phosphorylation oxydative (OXPHOS), qui a lieu dans les

mitochondries et en présence d'O..

La phosphorylation oxydative (OXPHOS) permet le transfert d’électrons depuis
les molécules réductrices (NADH) vers des oxydants (O;) a travers une série de
réactions d'oxydo-réduction dans les complexes (I-1V) de la chaine respiratoire qui,
en méme temps, pompe des protons (H*) depuis la matrice vers l'espace inter-
membranaire. Le gradient de protons générés par la chaine respiratoire est utilisé
par I'ATP synthase pour synthétiser I'ATP a partir d'ADP et Pi. La consommation

d'oxygéne est donc couplée a la synthése d'ATP (figure 36).

Mitochondriale

interne
Matrice _
FADH,

Figure 36: Fonctionnement de la phosphorylation oxydative mitochondriale illustrant le
couplage de la chaine respiratoire avec la phosphorylation de I'ADP en ATP par I'ATP
synthase.

Les oxydations accompagnant la circulation des électrons le long de la chaine respiratoire libérent de
I'énergie utilisée par des pompes a protons pour générer un gradient de concentration de protons
autour de la membrane mitochondriale interne. Le gradient électrochimique qui en résulte fournit
I'énergie nécessaire qui permet a I'ATP synthase de produire de I'ATP (Razungles et al. 2013).

En 1930, lors de ses observations sur des cellules cancéreuses, Otto H. Warburg

a remarqué une concentration anormalement élevée de lactate. Or, cet acide est le
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résultat d’'une fermentation du glucose. Ayant démontré que les cellules
cancéreuses changent leur métabolisme pour adopter un métabolisme anaérobie,
O. Warburg a émis I'hypothése selon laquelle les cellules cancéreuses n’ont pas
besoin d’'un milieu riche en oxygéne pour se développer. Donc, dans les tumeurs,
les cellules cancéreuses produisent de I'énergie (ATP) via la glycolyse au lieu de la

phosphorylation oxydative, méme en présence d'oxygene.

La glycolyse en aérobiose, tout comme la glycolyse en anaérobiose, a lieu dans
le cytosol, et aboutit a la production de pyruvate a partir du glucose, a la
phosphorylation de I'ADP en ATP et a la ré-oxydation du NADH en NAD (lors de la

réduction du lactate) (Razungles et al. 2013) pour revue.

b.i) Mesure de la vitesse glycolytique des cellules HCT 116
Nous avons émis I'hypothése que le ralentissement de la croissance cellulaire

observée dans les cellules exprimant la forme monodéamidée de Bcl-x. pourrait étre

lié a une diminution de l'activité métabolique des cellules.

Pour tester cette hypothése, nous avons mesuré dans un premier temps la
vitesse glycolytique dans les lignées HCT 116 (collaboration avec le Dr. Anne Devin,
IBGC).

Dans une premiére série d'expériences, nous avons déterminé le flux glycolytique
qui est reflété par la production de lactate (produit par fermentation du pyruvate) en
fonction du temps. Pour ce faire, nous avons ensemencé les différentes lignées
cellulaires dans un milieu a une forte concentration de glucose (4,5 g/L), puis nous
avons déterminé le flux glycolytique 2 et 4 jours aprés la culture. Les résultats

obtenues sont représentés dans la figure 37.
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Figure 37: Mesure du flux glycolytique chez les lignées HCT 116 cultivées en forte
concentration de glucose avec une cinétique de 2 et 4 jours.

Des lignées HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x., HCT 116 Bcl-x. DA ont été cultivées dans un milieu a une
forte concentration du glucose (4,5 g/L) pendant 2 et 4 jours avec une confluence croissante qui varie
entre 40 et 80%. Le flux glycolytique a été mesuré en normalisant la quantité de lactate produite en
UM avec la quantitié de protéine en (mg) en fonction du temps (heures) (n=3). L'analyse statistique a
éteé faite par un test de student (t-test).

D'aprés I'analyse statistique, la diminution du flux glycolytique observée aprés 2
jours de culture n'est pas significativement différente entre les différentes lignées
testées. Cela signifie que le flux glycolytique ne varie pas, ni en cas de

surexpression de Bcl-x., ni en cas de déamidation.

La culture dans un milieu contenant 4,5 g/L de glucose n'étant pas physiologique,
nous avons voulu nous rapprocher des conditions de glycémie normale pour voir si
nous pouvions mettre en évidence une différence d’activité glycolytique dans ces

nouvelles conditions.

Pour ce faire, nous avons ensemencé les différentes lignées cellulaires dans un
milieu contenant 1 g/L de glucose, puis nous avons déterminé le flux glycolytique

aprés 12 et 24 heures. Les résultats sont présentés dans la figure 38.
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Figure 38: Mesure du flux glycolytique chez les lignées HCT 116 cultivées en faible
concentration de glucose avec une cinétique de 12 et 24 heures

Des lignées HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x,, HCT 116 Bcl-x. DA ont été cultivées dans un milieu en faible
concentration de glucose (1g/L) pendant 12h et 24h, avec une confluence croissante qui varie entre
40 et 80%. Le flux glycolytique a été mesuré en normalisant la quantité de lactate produite en uM
avec la quantité de protéine en (mg) en fonction du temps (heures) (n=3).

La figure montre qu'aprés 12h, le flux glycolytique est comparable dans les
lignées testées. Apres 24h, on remarque une diminution importante de ce flux chez
toutes lignées cellulaires. Cela s'explique par le fait que les cellules ont consommé
tout le glucose au bout de 12h. Par contre, cette diminution de ce flux ne varie pas

en fonction des lignées cellulaires testées.

Donc le flux glycolytique ne varie pas, ni en cas de surexpression de Bcl-x,,
ni en cas de déamidation dans ces conditions. Il est possible que les
conditions expérimentales définies par la culture in vitro des cellules
(pression en O, adhérence sur des boites en plastique, glycémie...) ne
récapitulent pas des conditions de croissance in vivo (nutrition et

vascularisation des cellules).

b.ii) Mesure de la respiration mitochondriale:
Nous avons mesuré le flux respiratoire des cellules aprés les avoir adaptées

pendant une semaine a différentes sources de carbone. Ce travail a été effectué en
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collaboration avec le Dr Arnaud Mourier (IBGC).

Ces expériences ont été réalisées dans 3 conditions différentes, ou les cellules
ont été cultivées en présence de différents substrats carbonés. Les résultats des
mesures d'activité respiratoire sont présentés dans la figure 39, ou le flux d'O, a été

mesuré dans différents états respiratoires:

- Respiration endogéne (endo), c'est la mesure du flux d'O, couplé a la pompe
ATP synthase qui permet la synthese d'ATP.

- Respiration découplée de I'ATP synthase en présence de CCCP: les ions H+

rentrent dans la matrice grace a ce découplant et on mesure le flux maximal d'O,.

- Respiration non phosphorylante en présence d'oligomycine (inhibiteur de I'ATP
synthase): I'entrée des H* a travers I'ATP synthase est inhibée, ce qui réduit le
pompage de protons par la chaine respiratoire, le transfert d'électrons et donc la

réduction de I'0O; par le complexe IV.

- Respiration inhibée en présence de l'inhibiteur de complexe Il de la chaine
respiratoire (Antimycine A). Cette condition permet de mesurer la consommation
d’oxygéne non mitochondriale, c'est a dire celle qui n'est pas liée au fonctionnement

de la chaine respiratoire.
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Figure 39: Mesure de la respiration mitochondriale dans les lignées HCT 116

Des cellules HCT116 exprimant Bcl-xL et Bcl-xL N52DNG6A sont cultivées dans 3 milieux différents: milieu
Optimem, HG=high glucose (A), DMEM a faible concentration du glucose, Lo=low glucose (B), et milieu
supplémenté en pyruvate, glutamine et galactose, Wo=without glucose. La consommation d'oxygéne est
mesurée par oxygraph 2K. La respiration cellulaire est normalisée a la quantité de protéines (mg) (n=4).
L'analyse statistique a été fait par un test de student (t-test) (* p-value<0,05).
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Nous avons observé que les différents traitements ont les effets attendus dans
toutes les lignées testées, avec une augmentation importante du flux d'O, avec le
découplant CCCP et une réduction du flux en présence d'oligomycine: ces données
confirment l'inhibition de la pompe ATP synthase et que le flux d'O, est couplé par
cette pompe. Le faible flux d'O, observé en présence de I'antimycine A confirme que
le flux d'O, mesuré dans les autres conditions est majoritairement di a la respiration

mitochondriale.

Dans une premiére approche (figure 39) (A), les cellules sont cultivées dans un
milieu a forte concentration de glucose (4,5 g/L), utilisé comme condition contréle.
Dans ces conditions, nous n'observons aucune différence du flux d'O, entre les trois

lignées cellulaires, quel que ce soit I'état de respiration mesuré.

Donc, ni la surexpression de Bcl-x,, ni sa déamidation ne modifient les
performances de la chaine respiratoire lorsque les cellules sont cultivées en

forte glycémie.

Dans une deuxieme série d’expériences, les cellules ont été adaptées a la culture
a une faible concentration de glucose (1 g/L) afin de se rapprocher des conditions
physiologiques des cellules (figure 39) (B). La encore, il n'y a aucune différence

significative du flux d'O; observé entre les trois lignées testées.

Enfin, nous avons adapté les cellules a la croissance dans un milieu sans
glucose, mais supplémenté avec de la glutamine, du pyruvate, et du galactose, cela
pour stimuler au maximum la capacité respiratoire des cellules par les mitochondries
(figure 39) (C).

La figure 39 (C) montre un flux respiratoire découplé plus élevé (800 pmol/sec
d'O;) par rapport aux cellules cultivées en forte et faible concentration de glucose
(500 pmol/sec d'O,), ce qui est attendu lorsque la respiration mitochondriale est

stimulée par I'ajout des substrats respiratoires dans le milieu sans glucose.

D'autre part, nous avons remarqué que la respiration endogéne augmente
d'environ 30 % (p<0.05) chez les cellules surexprimant Bcl-x, et sa forme
monodéamidée par rapport aux parentales suggérant que Bcl-x. et sa forme
monodéamidée stimulent le flux d'O, couplé par la pompe ATP synthase. Mais, il n'y
a aucune différence observée entre les trois lignées dans les autres états de

respiration mesurés.
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Donc, ces résultats montrent que la surexpression de Bcl-x, et de sa forme
monodéamidée stimule la vitesse de la respiration mitochondriale couplée,
mais aucune différence n'est observée concernant I'effet de déamidation sur le

role de Bcl-x,.

c) Mesure du ratio ATP/ADP:

Nous avons voulu tester si la stimulation de vitesse de respiration endogéne par
Bcl-x. était corrélée a un meilleur couplage de la chaine respiratoire avec I'ATP
synthase dans les cellules qui expriment Bcl-x. (ou le N52D N66A). Pour cela, nous
avons mesuré le ratio ATP/ADP (collaboration avec le Dr Benofit Pinson, IBGC).
Pour ce faire, les lignées HCT 116 P, Bcl-x., et Bcl-x, N52D NG66A sont cultivées
avec une confluence de 40%. Ces cellules sont extraites dans I'éthanol 70%
supplémenté par 10 mM HEPES. Environ 150000 cellules sont injectées sur HPLC,

et l'aire des pics ATP et ADP est déterminée par le logiciel "Chromoleon" (figure 40).

(= p]

[ATPADP]

HCT 116 P HCT 116 Bel-xL HCT 116 Bel-xL DA

Figure 40: Mesure du ratio ATP/ADP dans les lignées HCT 116

Des cellules HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x. et HCT 116 Bcl-x. N52D N66A sont cultivées en triplicat dans
des plaques 6 puits, lysées et extraites par I'ajout successif de 3 mL d'éthanol 70% supplémenté par
10 mM d'HEPES a pH 7,4. Les extraits cellulaires sont resuspendus dans 500-1000 uL d'eau selon le
nombre des cellules. Environ 150000 cellules diluées dans de l'eau sont injectées sur HPLC a 10 °C.
L'aire des pics ATP et ADP est déterminée par le logiciel "Chromeleon" (n=1).

Les résultats montrent que le ratio ATP/ADP ne varie pas dans les différentes
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lignées testées. Ce travail réalisé est insuffisant pour tirer une conclusion puisque
cette expérience n'est faite qu'une seule fois. Pour cela, cette expérience devrait
étre répétée plusieurs fois pour améliorer les résultats et avoir des différences

significatives entre les lignées cellulaires.

d) Conclusion:

La baisse du pouvoir tumorigéne de Bcl-x. monodéamidé pourrait étre liée soit a
une différence de taille, soit a un ralentissement de la croissance cellulaire. Les
résultats obtenus ont montré que la monodéamidation de Bcl-x. n'a aucun effet sur
la taille des cellules. Puisque la croissance cellulaire peut étre contrélée par l'activité
meétabolique des cellules, nous avons testé I'effet de la monodéamidation de Bcl-x.
sur le métabolisme cellulaire en mesurant le flux glycolytique et la respiration
mitochondriale (phosphorylation oxydative) des cellules. L'ensemble de nos résultats
ont montré que le flux glycolytique (que ce soit en forte ou faible glycémie) ne varie
pas, ni en cas de surexpression de Bcl-x., ni en cas de déamidation. D'autre part, le
flux respiratoire des cellules est mesuré dans 3 conditions différentes ou les cellules
sont cultivées en présence de différents substrats carbonés. L'ensemble de nos
résultats montre que ni la surexpression de Bcl-x., ni sa déamidation ne modifient
les performances de la chaine respiratoire lorsque les cellules sont cultivées en forte
et faible glycémie. Lorsque la respiration mitochondriale est stimulée par I'ajout des
substrats respiratoires dans un milieu sans glucose (pyruvate, glutamine et
galactose), la surexpression de Bcl-x. et de sa forme monodéamidée stimule la
vitesse mitochondriale couplée, mais aucune différence n'est observée concernant
l'effet de la déamidation sur le réle de Bcl-x.. Cette stimulation de vitesse de
respiration endogéne par Bcl-x. et sa forme monodéamidée pourrait étre corrélée a
un meilleur couplage de la chaine respiratoire avec I'ATP synthase. Le ratio

ATP/ADP ne varie pas entre les différents lignées cellulaires testées.

L'ensemble de ces expériences devront étre encore poursuivies et répétées
plusieurs fois pour améliorer les résultats en diminuant les barres d'erreurs et avoir
des différences significatives permettant de tirer des conclusions et de répondre a

toutes nos questions et nos hypothéses émises.
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B.6. Effet de la monodéamidation de Bcl-x. sur I'autophagie:

La régulation de l'autophagie est une des fonctions de Bcl-x, les plus récemment
identifiees (Maiuri et al. 2007). En 2010, les fonctions pro-autophagiques de Bcl-x.
dans les cellules HCT 116 Bax -/- et des MEFs ont été observées au laboratoire.
(Priault et al. 2010). Comprendre comment Bcl-x, stimule I'autophagie dans cette
lignée cellulaire s'avére une question essentielle pour I'étude des fonctions de survie
de cet oncogéne. Sachant que l'effet de la déamidation de Bcl-x. (mono ou double)
sur les fonctions autophagiques de la protéine n’avait pas été étudié dans la
littérature, notre laboratoire s’est investi dans cette tache. L'équipe a montré que
parmi les mutants déamido-mimétiques, le mutant N52D/N66A est celui qui stimule
le plus fortement la protéolyse autophagique (Beaumatin et al. 2016). Un des
objectifs de ma thése était de comprendre comment la monodéamidation de Bcl-x.

augmente son activité pro-autophagique.

L'autophagie peut étre régulée par différents acteurs. Nous nous sommes
concentrés sur Tor et Ras et nous avons voulu savoir si la monodéamidation de Bcl-

x. modifie la signalisation autophagique médiée par Ras et Tor.

a) Etude de I'effet de la forme monodéamidée de Bcl-x, sur I'autophagie
par la voie Tor : (Collaboration avec le Dr. Raul Duran Bordeaux).

mTor est une sérine thréonine kinase qui a un réle important dans la croissance et
la survie cellulaire. Elle s’organise en deux types de complexes protéiques
différents: mTorC1 est sensible a la rapamycine et associé avec Raptor (regulatory
associated protein of mTor), alors que mTorC2 est résistant a la rapamycine. La
rapamycine agit en bloquant la liaison mTor a Raptor et empéche la formation du

complexe mTorC1.

Le complexe mTorC1 a pour principales cibles le répresseur traductionnel 4-EBP1
(eucaryotic initiation factor 4E binding protein 1) qui libére le facteur de traduction
lorsqu'il est activé, et la protéine S6K appartenant a la sous-unité 40S qui est

impliquée dans la recrutement des sous-unités ribosomales (figure 41).
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Raptor \JFTOé: )

S6K1/2

Translated Peptide

Figure 41: Voie de signalisation de mTor

L'activation de mTor par association avec Raptor va phosphoryler les substrats 4 EBP-1/2 et s6K 1/2.
La phosphorylation de 4E-BP1/2 provoque la libération du facteur elF4E, qui en se combinant avec le
complexe d'initiation de traduction, va entrainer la traduction des protéines. De méme, la
phosphorylation de s6K1/2 provoque la libération du s6 et elF4B phosphorylées, ce qui conduit
également une augmentation de la traduction des protéines.

4E-BP1/2: elF4E-binding protein1/2, 40S: an eukaryotic small ribosomal subunit. 60S: an eukaryotic
large ribosomal subunit. elF4E/B/G/A: eukaryotic translation initiation factor 4E/4B/4G/4A. mTOR:
mammalian target of rapamycin. p: phosphorylated. S6K1/2: p70 ribosomal S6 Kinase 1/2

Figure tirée de (Lutz et al. 2015)

L'inhibition des fonctions des 2 substrats s6K et 4-EBP1 par déphosphorylation
lorsque mMTORC1 est inactive peut provoquer l'arrét de la prolifération cellulaire en
bloquant la transition G1/S du cycle cellulaire. Il existe plusieurs signaux qui régulent
I'activité du complexe mTorC1 comme les facteurs de croissance, I'état énergétique,

la disponibilité en nutriment et le stress (Fumarola, La Monica, and Guidotti 2005).
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a.i) Effet de la monodéamidation sur I'activation classique de
mTor:

mTorC1 controle l'autophagie en réponse au stress nutritionnel. En cas d'un
carence nutritionnelle, mTorC1 est inhibée, et le processus d'autophagie est stimulé.
Nous nous sommes demandés si la monodéamidation de Bcl-x. modifie la
signalisation autophagique médiée par Tor en réponse a la carence nutritive. Nous
avons choisi de comparer dans 3 lignées cellulaires HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x, et
HCT 116 Bcl-x. N52D NG66A, la vitesse d'inhibition de Tor en réponse a la carence.
Pour cela, les cellules sont cultivées en conditions contréle, puis transférées
pendant 1 et 2 heures dans du milieu HBSS (carence en acides aminées et en
sérum). Afin de garantir que la régulation de l'activité de mTor n'est controlée que
par le retrait ou I'ajout d'acides aminés, le milieu HBSS est supplémenté avec 100
nM d'insuline. L'activité de mTor est évaluée par la phosphorylation de son substrat
4-EBP1, et par I'expression de la protéine totale utilisée comme contréle de charge.

Les résultats sont présentés dans la figure 42.
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Figure 42: Mesure de la vitesse d'inhibition de mTor suite a une carence en acides aminées.

Des lignées cellulaires HCT 116 P, HCT 116 Bcl-xL et HCT 116 Bcl-xL N52DN66A sont incubées
pendant 1 et 2 heures dans du milieu HBSS carencé en acides aminés. Les extraits totaux issus de
ces cellules sont soumis a une électrophorése sur un gel de type SDS-PAGE et un western blot dirigé
contre les protéines phospho-4 EBP1, 4-EBP1 ; l'actine est utilisée comme un contréle de charge
(n=1).

A TO, l'expression de la protéine totale 4-EBP1 est plus forte chez les lignées
surexprimant la forme monodéamidée de Bcl-x, par rapport aux deux autres lignées.
Aprés une cinétique de 1 et 2 h de carence en acides aminés, on remarque que la
phosphorylation de 4-EBP1 diminue par rapport au TO chez les différentes lignées
cellulaires. Cela confirme I'efficacité de la carence en acides aminés a inhiber la voie

mTor.

De plus, nous avons remarqué que la phosphorylation de 4-EBP1 diminue
davantage dans les lignées surexprimant Bcl-x. et la forme monodéamidée. Le
résultat est d'autant plus marqué proportionnellement aux quantités totales de

4EBP1 dans chaque lignée.

Donc, I'activité de mTor est plus fortement réprimée par la carence lorsque

les cellules surexpriment Bcl-x. ou sa forme monodéamidée.
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a.ii) Effet de la monodéamidation sur I'activation de mTor via
la voie de glutaminolyse:

Récemment, des études ont montré que mTor peut étre régulée par une autre

voie que celle de la carence nutritive. C'est le cas de la voie de glutaminolyse.

mTorC1 est fortement régulée par la métabolisme de certains acides aminés,
particuliérement, la leucine, la glutamine et I'arginine. La glutamine est I'acide aminé
le plus abondant dans le sérum, et constitue une source d'azote pour les cellules.
Dans la cellule, la glutamine peut étre, soit utilisée directement dans certaines
réactions biochimiques, soit dégradée en glutamate, processus appelé "la
glutaminolyse". Des études récentes ont montré que I'ajout de la glutamine, méme
pendant une carence en acides aminés suffit a réactiver la voie mTor, malgré la
carence nutritive. Les mécanismes de cette activité non conventionnelle de mTor

restent encore a élucider (Duran and Hall 2012) (figure 43).

Leucine
GLS GDH
(glutaminase) (glutamate déshydrohénase)

Glutamine — > Glutamate —— >  a cetoglutarate

¢??

m]i)R \

autophagy

apoptosis

Figure 43: Mécanisme de I'activation non conventionnelle de mTor par la voie de
glutaminolyse

La glutamine est dégradée en glutamate par une enzyme appelée Glutaminase (GLS) puis en alpha-
cétoglutarate, intermédiaire du cycle de Krebs, par une enzyme appelée "glutamate déshydrohénase
ou GDH". Cet intermédiaire va activer mTor, qui a son tour, inhibe l'autophagie et stimule I'apoptose,
par des mécanismes encore peu étudiés. La leucine est un activateur allostérique de I'enzyme GDH
qui, par conséquent, augmente la production du alpha-cétoglutarate a partir du glutamate.

Nous avons voulu savoir si la déamidation de Bcl-x. modifiait cette voie non
conventionnelle de réactivation de mTOR par la glutamine. Nous avons cultivé les
lignées cellulaires dans un milieu carencé en acides aminées et complémenté avec

100 nM d'insuline pendant 4 heures. Puis, les cellules sont re-stimulées par
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I'addition de leucine (0,8 mM) et de glutamine (2 mM) durant 30 min. L'activité de

mTor est évalué par la phosphorylation de 4-EBP1 (figure 44).
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Figure 44: Etude de I'activité non conventionnelle de mTor par la voie de glutaminolyse

Des lignées HCT 116 sont cultivées pendant 4 h dans un milieu carencé en sérum et en acides aminés
(HBSS) pour inhiber mTor. La voie mTor est réactivée par I'ajout de 0.8 mM de leucine et 2 mM de
glutamine durant 30 min. L'activité de mTor est évaluée par la phosphorylation du substrat 4-EBP1. Une
quantification du pourcentage de la phosphorylation de 4-EBP1 a été effectuée chez les lignées HCT 116
Bcl-xL et HCT 116 Bcl-xL N52DNG66A par rapport aux HCT 116 parentales (n=4).
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Nous observons que l'expression de Bcl-x. empéche partiellement la réactivation
de TOR (diminution de 38%). Cet effet inhibiteur est mitigé par la monodéamidation
de Bcl-x., puisque I'expression du mutant N52D N66A conduit a un inhibition moins

efficace de la réactivation de mTOR (diminution de 24%).

b) Conclusion:

Dans cette étude, nous avons observé que la surexpression de Bcl-x. ou sa
forme monodéamidée diminue l'activit¢ de mTor en réponse a une carence en
acides aminés. D'autre part, nous avons remarqué le méme effet de Bcl-x. sur
I'activation de mTor par la glutaminolyse, tandis que cette réduction d'activité est
moins importante en cas du déamidation. Ceci semble contradictoire avec les
résultats concernant l'effet stimulateur de la monodéamidation sur ['activité

autophagique de Bcl-x., et sera discuté dans la partie "Discussion”.

L'autophagie est un processus qui n'est pas régulé que par la voie mTor. Il a été
montré que la protéine Ras joue également un réle dans la régulation de
l'autophagie. Elle peut étre tantdt stimulatrice par I'activation de la voie ERK/RAF, et
tantot inhibitrice en activant la voie AKT/PI3K (Guo et al. 2011). Dans la suite de
cette partie, nous avons étudié Il'effet de la forme monodéamidée de Bcl-x. sur la

voie autophagique médiée par Ras.

c) Etude d'effet de la monodéamidation de Bcl-x, sur la voie de
signalisation autophagique médiée par I'oncogéne Ras:

Une autre voie connue pour réguler l'autophagie est la voie de signalisation
médiée par I'oncogéne Ras. Il a été démontré qu'il existe des interactions physiques
et fonctionnelles entre les oncogénes K-Ras et Bcl-x. (Bivona et al. 2006). Nous
nous sommes donc demandés si la monodéamidation pourrait affecter ces
interactions, et si la signalisation de I'autophagie médiée par Ras était impactée par

I’état monodéamidé de Bcl-x,.

Les protéines Ras sont des petites GTPases qui appartiennent a la famille des
protéines G monomeériques. Ras est associée a la face interne de la membrane

plasmique et capable de fixer du GTP, et de I'hydrolyser en GDP. Ras active les
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voies de transduction qu’elle contrble lorsqu'elle est liée au GTP, et est inactive
lorsqu’elle a hydrolysé le GTP en GDP. L’état d’activation de Ras est dépendant de
protéines régulatrices appelées GEF et GAP. Les GEF (Guanine Nucléotide
Exchange Factors) catalysent le relargage de GDP par Ras alors que les GAP
(GTPase Activating Proteins) stimulent l'activit¢ d’hydrolyse du GTP par Ras.
(Colicelli 2004).

Il existe trois isoformes de Ras, K-Ras, H-Ras et N-Ras. Les protéines issues de
ces genes ont une masse moléculaire de 21 kDa d'ou leur nom (p21). Ces trois
isoformes sont largement exprimées mais K-Ras I'est souvent dans tous les types
du cancer. Les mutations activatrices les plus fréquentes concernent les résidus 12,
13 et 61 de K-Ras (Figure 45).

GDP GTP
\ j Facteurs d’échange de GTP (GEF)

: RAS Forme inactive
Forme active GDP

\Ao

Activité GTPase intrinséque de RAS

Protéines GTPase activatrices (GAP)

Activation des voies de signalisation intracellulaire
I GDP : guanosine diphosphate ; GTP : guanasine triphosphate.

Figure 45: Voie d'activation et désactivation de I'oncogéne Ras

L'activation de l'oncogene Ras dépend de protéines régulatrices comme GEF et GAP. Les GAP
(GTPase Activating Proteins) stimulent I'hydrolyse du GTP en GDP pour inactiver Ras , tandis que les
GEF ( Guanine Nucléotide Exchange Factors) permettent le relarguage du GDP par Ras. La mutation
du Ras va inhiber son activitt GTPasique et stimuler l'activation des voies de signalisation
intracellulaires (Rajalingam et al. 2007).

L'oncogene RAS est impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation, la sénescence, I'apoptose, la transition épithélio-

mésenchymateuse (Kim et al. 2001). Son activation favorise un taux basal élevé
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d'autophagie ce qui entraine la survie des cellules tumorales en réponse a une
carence nutritive (Guo et al. 2011). Des travaux ont montré que l'interaction entre K-
RAS G12V et Bcl-x, a la mitochondrie, induit I'apoptose (Bivona et al. 2006).
D'autres travaux ont aussi montré que I'échappement des cellules a la sénescence
induite par 'oncogéne K-Ras est corrélée a une dédifférenciation cellulaire et une
dépendance a Bcl-x, et Mcl-1 pour la survie (de Carné Trécesson et al. 2011). Nous
avons voulu savoir si la déamidation de Bcl-x. modifie son interaction physique avec
K-Ras et si il pouvait en résulter une modification des voies de signalisations dans

lesquelles ces deux protéines sont engagees.

Nous avons donc comparé les interactions entre K-Ras (sauvage ou
constitutivement active (G12D, G12V et G13D) et Bcl-x. (sauvage ou

monodéamidée).

d) Etude des interactions Bcl-x,/Ras par immunoprécipitation:

La protéine K-Ras, utilisée dans ces expériences, est étiquetée par une séquence
Flag afin d'en optimiser la détection. Des cellules HEK sont co-transfectées avec
Bel-x., Bel-x. N52D NG66A et Flag-Ras WT et ses différentes formes mutées (G12D,
G12V et G13D). Dans un premier temps, nous avons vérifi€ que le rajout de la
séquence Flag ne modifie pas la reconnaissance de K-Ras par I'anticorps (figure
46).
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Figure 46: Vérification des distances de migration aprés I'immunomarquage contre Flag et contre K-
Ras.

Des cellules HEK sont co-transfectées avec Bcl-x., Bcl-xL N52DNG6A et Flag-Ras WT et ses différentes
formes mutées (G12D, G12V et G13D). Les extraits totaux sont soumis a une séparation de type Tris-
Glycine-SDS- PAGE 12 % et a des westerns blots dirigés contre Flag et K-Ras (n=1).

Nous avons observé que les anticorps anti Flag et les anticorps anti K-Ras
reconnaissent une méme bande ; la distance de migration obtenue apres révélation
de K-Ras et de Flag est identique (26kDa) (figure 46). On peut donc utiliser

I'anticorps anti-Flag pour les IP.

Dans un second temps, des immunoprécipitations contre ['épitope Flag sont

réalisées (figure 47).
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Figure 47: Co-Immunoprécipitation de Bcl-x, ou de son mutant monodéamidé N52D N66A avec
Flag-Ras WT et ses mutants G12D, G12V, et G13D

Des cellules HEK 293 sont co-transfectées avec Bcl-x., Bcl-x. N52DNG66A et Ras WT et ses
différents mutants indiqués sur la figure. Des immunoprécipitations contre I'épitope Flag sont
réalisées et soumises a une séparation de type Tris-Glycine-SDS-PAGE 12% et a des western
blots dirigées contre Flag et Bcl-x.(n=1).

La figure 47 montre, en accord avec les résultats publiés par le laboratoire, que
I'expression de Bcl-x, conduit a la détection d'un doublet: la bande du bas
correspond a Bcl-x. native, alors que la bande qui a la plus courte distance de
migration est la forme spontanément monodéamidée. Pour chaque combinaison de
transfection avec Flag K-Ras, le niveau d'expression de Bcl-x. et Bcl-x, DA est

similaire.

Ces résultats montrent que les différentes formes de Flag K-Ras ne migrent pas a
la méme distance, ceci étant dU aux substitutions ponctuelles correspondant aux
mutations. Flag K-Ras G12D semble étre mieux exprimée ou plus stable que les
autres formes de Flag K-Ras. Pour chaque combinaison de transfection avec Bcl-x.
ou Bcl-x. DA, l'intensité des bandes correspondant aux variants de Flag K-Ras est

comparable.
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En accord avec les signaux détectés dans les extraits totaux, le signal
correspondant a Flag K-Ras G12D en co-expression avec Bcl-x, native et déamidée
est plus intense que les autres variants de Flag K-Ras. Aprés I'immunoprécipitation
de Flag-Ras et ses variants par I'anticorps Flag, nous avons analysé la présence de

Bcl-x. et Bel-x. DA dans les éluats des IP Flag.

En cas de co-expression avec Flag-Ras WT, nous avons observé que Bcl-x.
endogeéne interagit avec Flag K-Ras WT, mais pas la forme monodéamidée de Bcl-
x.. Cela suggére que la déamidation de Bcl-x. entrainerait une perte d'interaction
avec Flag K-Ras WT. Ce résultat n'est pas observé avec les mutants activés de Ras,
pour lesquels une interaction comparable est observée avec Bcl-x, native et avec le

mutant déamido-mimétique.

En conclusion de ces expériences, la forme monodéamidée de Bcl-x.
entrainerait la perte d'interaction avec son partenaire K-Ras sauvage. En
revanche, lorsque K-Ras est mutée, la déamidation de Bcl-x. ne modifierait

pas cette interaction.

e) Analyse d'interactions Bcl-x./ Ras par BRET:
L'analyse par IP des interactions entre protéines se fait sur des extraits
protéiques. Nous avons souhaité utiliser une méthode alternative pour confirmer

I'existence de ces interactions dans des cellules vivantes.

Une méthode permettant de quantifier I'affinité apparente entre Bcl-x, native/Bcl-
x. N52D N66A et Ras sauvage/ Ras mutée est la technique BRET.

Cette expérience a été effectuée par Fabien Gautier dans le laboratoire du Dr.
Philippe Juin a Nantes et par le Dr. Yann Percherancier (IMS) a Bordeaux. Nous
avons utilisé un plasmide exprimant Rluc-KRas qui a été construit par un sous-
clonage des séquences codant K-Ras dans le vecteur pRluc-C2, et des plasmides
exprimant YFP-Bcl-x. construits par un sous-clonage de Bcl-x. et ses différents
mutants déamido-mimétiques (DD, DA, AD, et AA). Les cellules ont été transfectées
avec des quantités croissantes (50 a 1500 ng/puits) de plasmides codants pour
I'accepteur de BRET (e-YFP Bcl-xL et les mutants), et des quantités constantes (50
ng/puits) de plasmides exprimant le donneur BRET (R-Luc KRas). Le substrat

ccelenterenzine H est injecté et le BRET est mesuré immeédiatement.
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En principe, R-Luc catalyse la transformation du substrat DBC en ccelenteramide
avec une émission concomitante de la lumiére bleue. Lorsqu'un accepteur adéquat
est en proximité suffisante, il va capturer I'énergie de la lumiére bleue émise par la
réaction R-Luc/DBC, et son excitation permettra une émission d'un signal lumineux
jaune. Les valeurs d'émission du signal obtenues a 530 nm ont été divisées par les
valeurs obtenues a 480 nm. Le ratio BRET a été calculé par la soustraction des
valeurs du signal BRET obtenues avec la co-expression donneur et récepteur par
celles obtenues avec la protéine donneur exprimée seule. Les résultats sont

présentés dans la figure 48.
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Figure 48: Mesure par BRET de la proximité entre la protéine K-Ras WT et les différents
mutants de Bcl-x. (DD, DA, AD et AA).

Des cellules HEK sont transfectées avec des plasmides codants pour I'accepteur de BRET (e-YFP
Bcl-xL et les mutants), et des plasmides exprimant le donneur BRET (R-Luc KRas). Le substrat
ccelenterenzine H est injecté et le BRET est mesuré immédiatement. Le ratio BRET a été calculé par
la soustraction des valeurs du signal BRET obtenues avec la co-expression donneur et récepteur par
celles obtenues avec la protéine donneur exprimée seule (n=3).
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Nos résultats montrent que le ratio du BRET calculé (eYFP/R-Luc) entre K-Ras
WT et le mutant DA est plus faible comparativement aux autres mutants. La

proximité entre ces deux protéines serait donc plus faible.

Donc, ces résultats préliminaires montrent que la forme monodéamidée N52D
N66A) perdrait son interaction avec K-Ras WT. L'étude d'interaction avec les

mutants de K-Ras est encore en cours d'analyse.

En conclusion de cette partie, nous avons montré que la monodéamidation de
Bcl-x. diminuait son interaction avec Ras WT. Les mémes expériences seront
répétées avec les mutants de Ras (G12D, G12V, et G13D). Enfin, la prochaine
étape sera de regarder l'effet de cette perte dinteraction sur les voies de

signalisation médiée par K-Ras WT et les différents mutants.
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C. Partenaires d'interaction:

A cbté de sa fonction anti-apoptotique, Bcl-x. peut jouer un réle important dans
des nombreux processus cellulaires, comme I'homéostasie calcique, la prolifération
cellulaire, le métabolisme mitochondrial, l'autophagie, etc... Toutes ces fonctions
peuvent étre expliquées par la capacité qu'a Bcl-x, a interagir avec des partenaires
autres que les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Les travaux
précédents dans le laboratoire ont montré que la monodéamidation de Bcl-x, sur son
résidu asparagine 52 qui se produit spontanément in vivo et dans les cellules en
culture, contribue a augmenter la fonction autophagique par rapport a la protéine
native. Notre laboratoire a réalisé une caractérisation biochimique qui permet de
montrer que la forme native et la forme déamidée de Bcl-x. forment des complexes
supramoléculaires homotypiques dans les mitochondries, c'est a dire que les
protéines déamidées s'assemblent entre elles, sans qu'il y ait de complexes mixtes
avec les protéines natives. Cette organisation en complexes mutuellement exclusifs
suggere que la protéine native et la protéine monodéamidée pourraient avoir des
partenaires propres a chacune des formes. Durant ma thése, nous nous sommes
intéressés a réaliser une caractérisation différentielle des partenaires
mitochondriaux et cytosoliques de Bcl-x. native et déamidée. Une «Tandem Affinity
Purification» a été réalisée sur ces 2 formes de la protéine, et les partenaires

identifiés par spectrométrie de masse.

Apres la préparation des constructions plasmidiques de TAP-Bcl-x, et ses
mutants, nous avons produit des particules lentivirales afin d'infecter les lignées
HCT 116 et générer les lignées cellulaires présentant un niveau de surexpression de
TAP-Bcl-x. comparable a celui détecté dans les lignées HCT 116 Bcl-x. utilisées
pour toutes les autres expériences de cette these. Ces niveaux d'expression sont

visualisés dans la figure 49.
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Figure 49: Niveau d’'expression de TAP-Bcl-x, dans les lignées HCT 116.

Des lignées HCT 116 sont infectées avec des particules lentivirales qui transduisent I'expression de TAP-
Bcl-x. et les différents mutants DD, DA, AD et AA avec une MOI=2. Les extraits totaux sont soumis a une
séparation en Tris-Glycine-SDS-PAGE et 12% et le western blot est dirigé contre Bcl-x. (n=3).

Nous observons que l'expression de TAP-Bcl-x, et les différents mutants est deux
fois moins importante que celle de Bcl-x. native. Dans ces conditions, le niveau de
surexpression de TAP-Bcl-x. nous a semblé idéal pour ne pas induire d’interaction

artéfactuelle.

C.1. Effet de TAP-tag sur la fonction anti- apoptotique de Bcl-x.

Bcl-x,. est étiquetée par la séquence TAP sur son coté N-terminal. Comme, cette
étiquette est une de grande taille (24 kDa), il est possible qu’elle affecte la structure
de Bcl-x. et sa capacité a établir des interactions fonctionnelles (avec des
partenaires apoptotiques ou méme en dehors de la famille Bcl-2). Nous avons donc
jugé nécessaire de tester si I'ajout de I'étiquette TAP affectait la fonction apoptotique
de Bcl-x.. Nous avons realisé cette expérience sur les cellules HelLa. L'induction de
I'apoptose est réalisée par un traitement par la staurosporine sur des cellules HelLa
qui surexpriment Bcl-x. et TAP-Bcl-x, et elle est suivie par les mesures de taux de

clivage de la protéine PARP1 (figure 50).
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Figure 50: Mesure des taux d'induction de I'apoptose induite par la staurosporine.

Des cellules HeLa non transduites ou surexprimant Bcl-x, et TAP-Bcl-x. sont cultivées pendant 4h dans
un milieu contrdle supplémenté de 400 nM de staurosporine. Des extraits protéiques sont réalisés et
soumis a une séparation en Tris-Glycine-SDS-PAGE 8% et a un western blot dirigé contre PARP.
L'image du haut représente un des résultats utilisés pour quantifier le taux d'induction de I'apoptose.
L'induction de I'apoptose est calculée comme le rapport du signal de la protéine PARP clivée sur le total
des signaux ( PARPs + PARP clivée), normaliséea 100 % pour les cellules non transduites (n=4).
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D'aprés cette figure, l'induction de l'apoptose par 4h de traitement a la
staurosporine pour des cellules surexprimant Bcl-x. est inhibée de 80 % environ
comparativement aux cellules non transduites. Aucune différence significative n’est

observée concernant I'activité anti-apoptotique de TAP-Bcl-x..

Donc, l'addition de I'étiquette TAP au Bcl-x. n'affecte pas sa capacité a

inhiber I'apoptose.

C.2. Purification et identification des partenaires:

Etant donné que Bcl-x, est une protéine localisée majoritairement dans le cytosol
et la membrane externe mitochondriale, nous avons décidé de réaliser des
purifications des partenaires membranaires et cytosoliques, a la fois pour TAP-Bcl-
xL et pour le mutant déamido-mimétique TAP-Bcl-x. N52DN66A. Brievement, les
cellules ont été lysées mécaniquement, puis la centrifugation de ce lysat nous a
permis de séparer les membranes totales des protéines cytosoliques. Les extraits
protéiques sont soumises a une purification par affinité en tandem. Les éluats ont

été concentrés et résolus sur SDS-PAGE (figure 51).
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Figure 51: Purification par TAP-TAG des partenaires interagissant avec TAP-Bcl-x. et TAP- Bcl-
XL DA

Des extraits protéiques membranaires et cytosoliques issus des lignées HCT 116 surexprimant TAP-
Bcl-x. et TAP-Bcl-x. N52D NG66A sont purifiés par affinité en tandem. Les éluats sont concentrés et
résolus sur un gel SDS-PAGE coloré par le bleue de coomassie. Les bandes sont digérées, puis les
les peptides sont poolés pour étre ensuite analysés par spectrométrie de masse (n=3).

Les bandes correspondantes aux protéines les plus abondantes ont été coupées
des gels et leur identité a été déterminée par spectrométrie de masse (collaboration

Felix Elortza, BioGUNE, Espagne).

Une liste des protéines co-éluées avec TAP-Bcl-x. et TAP-Bcl-x. N52D NG66A a
été produite. Je cite dans le tableau 1.2 les partenaires identifiés interagissant
spécifiquement avec Bcl-x. N52D N66A, ainsi que leurs localisations et leurs

fonctions.
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Partenaire Localisation Fonction
Nucleolin OS=Homo sapiens nucléaire impliqué dans la croissance des
cellules eucaryotes
ARF 1 (ADP-ribosylation factor 1 OS) ribosomale Trafic des protéines a travers les

compartiments cellulaires

CPSM (Carbamoyl-phosphate synthase)

mitochondriale

- enzyme qui catalyse la réaction
ATP et bicarbonate pour produire
de I'ADP et du carboxyphosphate
- impliquée dans le cycle de l'urée

MCM4 (DNA replication licensing factor)

nucléaire

essentiel dans l'initiation de la
réplication du génome.

Tableau I1.2: Liste des partenaires spécifiques de la forme monodéamidée de Bcl-x,.

Nous avons montré que la forme monodéamidée de Bcl-x. (N52D N66A) stimule
I'autophagie dans les cellules cultivées et diminue les propriétés oncogéniques et
tumorigene in vitro et in vivo. Les mécanismes impliqués sont en cours d'exploration.
La spécificité d'interaction seulement avec la forme monodéamidée (N52D NGGA)
nous laisse supposer un lien entre la fonction, la localisation de ces partenaires et le

phénotype de ce mutant.

La prochaine étape sera de vérifier par IP l'interaction de ces partenaires avec la

forme monodéamidée seule.

Comme indiqué dans le tableau lll-2, les protéines nucléaires MCM 4 et la
nucléoline jouent un rdle dans la croissance cellulaire et la réplication du génome.
La protéine ribosomale ARF 1 peut avoir un role dans le trafic des protéines a
travers les compartiments cellulaires, et la protéine mitochondriale CPSM est
impliguée dans le cycle d'urée. Nous ne pouvons pas expliquer directement
comment l'interaction de ces partenaires spécifiquement avec la forme
monodéamidée pourrait avoir un effet sur son phénotype. Il est nécessaire d'étudier
ces partenaires par surexpression ou extinction par ARN interférence dans des
lignées HCT 116 Bcl-x. N52D NG66A. Une fois que ces lignées cellulaires seront
générées, des tests in vitro et in vivo pourront étre réalisés pour déterminer si ces
partenaires participent aux fonctions de la forme monodéamidées de Bcl-x. déja

observés.
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C.3. Interaction entre la forme IsoAspartates de Bcl-x_ et la
protéine Bax:

La difficulté de la thématique concernant la déamidation des protéines réside
dans I'étude des espéces contenant des résidus Iso-Aspartates, qui ne peuvent pas
étre reproduits par mutagenése dirigée, a la différence des formes déamidées en
Aspartates. Nous nous sommes concentrés dans la premiere partie de notre projet a
caractériser la forme déamidée en aspartates. Cette partie est maintenant
consacrée a la caractérisation des conséquences d’'une déamidation de Bcl-x. en

iSOAsp.

Dans la littérature, Alexander et al. ont montré que les traitements alcalins
(pH=10) induisent majoritairement des formes isoAsp52 et 66 (70-85%). L'exposition
a un pH alcalin de la protéine Bcl-x. purifiée est séparé en 3 pics (A, B et C) apres
une chromatographie par échanges d'anions avec une augmentation d'un incrément
de 1 Da respectivement. Par des expériences d'immunoprécipitation, les auteurs ont
montré que seule la fraction correspondant au pic C perdait complétement son
interaction avec la protéine pro-apoptotique Bim. Par analyse en spectrométrie de
masse, cette fraction contient majoritairement des formes isoAsp52 et 66. Alors les
formes isoAsp52 et 66 perdaient complétement son interaction avec les protéines
pro-apoptotiques Bim et PUMA, alors que la forme non déamidable la conserve
(Zhao et al. 2007b). Il est important de comprendre pourquoi la forme isoaspartate
perd sa capacité d'interagir avec des partenaires pro-apoptotiques tandis que la
forme aspartate la conserve, puisque ces 2 résidus sont situés dans la méme boucle
non structurée de Bcl-x.. Dans un premier temps, nous avons répété les mémes
expériences que celles réalisées dans la littérature afin de vérifier les conclusions.
Nous avons commencé par étudier les interactions entre la forme isoaspartate de

Bcl-x. et la protéine pro-apoptotique Bax dans des extraits cellulaires.

Lorsque la déamidation est stimulée in vitro, les formes Iso-Asp sont censées étre
majoritaires et représenter 70-85% de la protéine. Nous avons mis au point des
conditions de traitements alcalins (pH=10, 37 °C pendant 24h) in vitro pour induire la
déamidation. Ces tests ont été réalisés sur des extraits protéiques totaux de cellules
surexprimant la protéine Bcl-x, et différents mutants: Bcl-x. N52D N66D, Bcl-x. N52D

NG66A, et Bcl-x. N66A (sans toucher le résidu Asn52). Nous avons vérifié que le
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traitement alcalin induit la double déamidation de Bcl-x.. Pour cela, nous avons
utilisé le mutant N52D N66A comme étalon de migration. Ces extraits sont incubés
avec Bax exogéne purifiée pour palier la dégradation de Bax endogéne par le choc
alcalin. Des immunoprécipitations ont été réalisées contre Bax afin d'étudier son

interaction avec Bcl-x. et ses mutants (figure 52).
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Figure 52: Co-Immunoprécipitation de Bcl-xL et ses mutants avec Bax exogéne purifiée suite a
des tests de déamidation in vitro

Des tests de déamidation in vitro ont été réalisés sur 1 mg d'extraits totaux de Bcl-xL et de ses
mutants N52D N66D, N52D N66A et N66 A par traitement alcalin a pH=10 pendant 24h a 37 °C
(notés*®) . Ces extraits sont incubés avec 100 ng de Bax exogene. Des immunoprécipitations contre
Bax sont réalisées et soumises a une séparation de type Tris-Glycine-SDS-PAGE 12% et a des
western blots dirigées contre Bax et Bcl-xL (n>5).

Bcl-xL*: Bcl-xL exposée a pH=10 pendant 24h / Bcl-xL N66A*: Bcl-xL N66A exposée a pH=10 pendant
24h.

Il apparait que lorsque Bcl-x. et ses mutants sont déamidés, les niveaux
d'expression de Bcl-x, diminuent comparativement a ceux des formes non
déamidées. Ceci peut étre expliqué par une dégradation de la protéine suite a un
traitement alcalin a pH=10 pendant 24h. Les extraits sont ramenés a pH=7 avant de
rajouter Bax exogéne. La figure 56 montre que le niveau d'expression de Bax est

presque similaire dans tous les extraits totaux. Aprés l'immunoprécipitation de Bax,
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nous avons analysé la présence de Bcl-x. et ses différents mutants dans les éluats
des IP.

Que les extraits totaux soient soumis a un traitement alcalin ou pas, nous avons
observé une interaction avec Bax exogéne. Donc tous les mutants de déamidation

de Bcl-x. conservent la capacité a interagir avec Bax.

Concernant le mutant Bcl-x. N66A, sa déamidation in vitro produira une forme
monodéamidée en position 52. Ce mutant interagit avec Bax, qu'il soit déamidé in
vitro ou pas. Le signal est plus faible que dans les autres pistes a cause du faible

«input» de protéines avant I'lP.

Ces résultats réalisés a partir d'extraits cellulaires nous montrent que les
formes mono et double déamidée de Bcl-x. obtenues suite a un traitement

alcalin conservent leur interaction avec Bax.

Dans un second temps, nous avons répété la méme expérience en réalisant le test
in vitro par un choc alcalin (pH=10) pendant 24h sur les protéines purifiées de Bcl-x,,
et des différents mutants (N52A, N66A, et N52A N66A), cela pour induire une simple
déamidation en isoAsp sur le résidu 52 et 66. Nous avons utilisé le mutant N52A
N66A comme étalon de migration. Ces extraits sont incubés avec Bax exogéne
purifiée et des immunoprécipitations ont été réalisées contre Bax afin d'étudier son
interaction avec Bcl-x. et ses mutants. Les résultats sont présentés dans la figure
53.
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Figure 53: Co-Immunoprécipitation de Bcl-x, purifiée et ses mutants avec Bax exogéne purifiée
suite a des tests de déamidation in vitro:

10 ug de protéines recombinantes 10-Histidine-site de coupure facteur Xa-Bcl-xL et ses mutants
(N52A, NB66A et N52A N66A) sont purifiées puis clivées de I'étiquette 10-histidine (facteur Xa).
Ensuite, 180 ng de ces protéines purifiées et clivées sont incubées a pH=10 pendant 24h a 37 °C,
neutralisées avec HCI 3N (notés*). Ces protéines déamidées sont incubées avec 180 ng de Bax
exogene. Des immunoprécipitations contre Bax sont réalisées et soumises a une séparation de
type Tris-Glycine-SDS-PAGE 12% et a des western blots dirigées contre Bax et Bcl-x,.

Bcel-x.*: Bcl-x. exposée a pH=10 pendant 24h / Bcl-xL N66A*: Bcl-x. N66A exposée a pH=10
pendant 24h (n>5).

Nous observons que, contrairement aux résultats obtenus avec les extraits totaux
soumis a un pH alcalin pendant 24h, le niveau d'expression de Bcl-x, et ses mutants
est élevé et reste stable, que la protéine soit déamidée ou non. Le niveau
d'expression de Bax est presque similaire. Aprés l'immunoprécipitation de Bax, nous
avons analysé la présence de Bcl-x. et ses différents mutants dans les éluats des IP
et nous avons montré une interaction de Bcl-x, purifiée avec tous les mutants de
Bax exogéne. Donc, tous les mutants de déamidation de Bcl-x. conservent la

capacité a interagir avec Bax.
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Ces résultats, obtenus avec Bcl-x. purifiée, nous confirment encore une fois
que les formes mono et double déamidées de Bcl-x. en isoAsp obtenues suite
a un traitement alcalin conservent leur interaction avec Bax. Il sera important
de confirmer ces résultats en analysant les interactions avec d'autres
partenaires que Bax, comme Bim et PUMA et dans un second temps de

quantifier la forme isoaspartate générée par le traitement alcalin.

Dans notre projet, nous nous sommes intéressés a caractériser la forme
monodéamidée en Aspartates puisque ces espéces peuvent étre reproduits par
mutagenése dirigée. Dans le cadre d'identification des partenaires, la prochaine
eétape sera d'analyser in vitro la capacité des protéines partenaires de Bcl-x. N52D
NG66A purifiées par TAP-tag a interagir avec Bcl-x, N66A qui aura été soumis a
déamidation in vitro et produira donc majoritairement une forme isoAsp en position

52. Un premier candidat facile a tester sera Ras.

109



Discussion générale et Perspectives
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lll) Discussion générale et perspectives
Récemment, notre laboratoire a montré que Bcl-x. exerce ses fonctions de survie

a travers la régulation d'au moins 2 processus: I'apoptose et I'autophagie. Ce travail
se focalisait sur I'é¢tude de la déamidation que Bcl-x. subit dans la lignée HCT 116
pour déterminer si elle affecte les fonctions pro-autophagiques de cette protéine. Les
études portant sur la modification post-traductionnelle de Bcl-x. ont envisagé un état
de déamidation de Bcl-x. dans le contexte d'un stress génotoxique et ont caractérise
une double déamidation de Bcl-x. qui touche de fagon équiprobable les résidus
Asn52 et 66 situés dans sa boucle non structurée (Deverman et al. 2002; Zhao et al.
2007b). Cette déamidation transforme les résidus aspargines en aspartates et
isoaspartates. La difficulté consiste dans I'étude des formes isoAsp puisqu'elles ne
peuvent étre reproduites par mutagenese dirigée. Pour cela, la majorité de mes
travaux de thése est focalisée sur la caractérisation de la forme aspartate, mais mon
manuscrit intégre aussi les données les plus récentes de I'équipe sur la
caractérisation de la forme isoAsp, un projet qui sera amené a se développer de

facon conséquente.

Dans la littérature, différentes approches ont été mises en oeuvre afin
d'accumuler des arguments en faveur de la déamidation d'un résidu précis de Bcl-x.
comme les outils de prédiction algorithmique, la génération des mutants de
déamidation par mutagenése et la migration sur gel de type Laemmli. Mais, ces
outils n'ont pas apporté une identification précise de la forme déamidée. Pour cela,
nous avons essayé d'optimiser ces approches pour accumuler plus d'arguments
prouvant une identification formelle de la forme déamidée. Pour I'heure, I'ensemble
des résultats obtenus converge vers une déamidation simple de l'asparagine 52, en
absence d'un signal génotoxique, dans différentes types de cellules cultivées,

normales et cancéreuses, et tous les tissus de souris ou Bcl-x, était détectable.

Un des objectifs de cette thése était de poursuivre la mise en évidence et la
caractérisation fonctionnelle de la forme monodéamidée de Bcl-x.. Les différentes
expériences mises en ceuvre dans ma thése ont permis d'optimiser des outils et des
approches pour améliorer la discrimination de I'état de déamidation de Bcl-x.. Bien
que des hypothéses restent encore a valider, I'ensemble des résultats obtenus nous
confirme que la modification post-traductionnelle de Bcl-x. est vraisemblablement

une simple déamidation sur le résidu Asn52.
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Un autre objectif de cette thése était également la poursuite de la caractérisation
des fonctions oncogéniques de Bcl-x. indépendantes de son activité anti-
apoptotique ainsi que I'étude de I'effet de la forme monodéamidée (N52D NGGA) sur
ces fonctions par des approches moléculaires et des analyses physio-pathologiques

in vitro et in vivo.

Cette monodéamidation qui n'affecte pas ses fonctions anti-apoptotiques,
renforce cependant ses fonctions autophagiques, et diminue ses propriétés
oncogéniques et tumorigénes (Beaumatin et al. 2016), les mécanismes sous-jacents

ont été explorés durant ma these.

La suite de ce manuscrit a pour objectif de discuter toutes les observations, les

hypothéses émises, et présente les différents modeles proposées dans cette étude.

A. Migration sur gel SDS-PAGE: Est-ce la meilleure
stratégie pour discriminer I'état de déamidation de Bcl-x,.?

Dans la littérature, les travaux réalisés sur les mutants récapitulant la déamidation
de Bcl-x. (par mutagenése dirigée) montrent que I'outil le plus utilisé pour évaluer
I'état de déamidation de Bcl-xL est la migration sur gel SDS-PAGE de type Laemmli.
Dans la littérature, les expériences prouvent une double déamidation sur ces 2
résidus en réponse a des stress génotoxiques (Deverman et al., 2002). Aucune
étude ne mentionne une déamidation de Bcl-x. en condition normale de culture. Par
contre, l'ensemble des résultats obtenus au laboratoire durant la thése de F.
Beaumatin par différents outils (électrophorése bi-dimensionnelle, test de
phosphorylation/déphosphorylation, les distances de migration des déamido-
mimétiques en SDS-PAGE de type Laemmli) étaient des arguments suggérant
I'existence d'une simple déamidation sur le résidu Asn52 de Bcl-x. en condition
normale. Suite a ces observations, nous avons pensé qu'il était souhaitable de
mettre au point d'autres outils afin d'optimiser les profils de migration et confirmer
notre hypothése. Durant notre étude, nous avons montré que différents paramétres
comme la dimension du gel, sa composition et la durée de migration pouvaient

affecter les profils électrophorétiques de Bcl-x. et de ses mutants de déamidation.

La migration sur gel de type Laemmli montre que le mutant N52D N66A co-migre

avec la forme modifiée, tandis que la migration sur gel Tris-Taurine/Glycine montre
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que ce mutant migre de facon intermédiaire entre la forme native et la forme

modifiée, et que le mutant N52A N66A migre plus vite que la forme native.

Ces différents résultats pourraient suggérer que l'identité de la forme modifiée de
Bcl-x. est ambigué. Les hypothéses que nous envisageons sont que soit la nouvelle
composition du gel, soit que l'introduction des alanines par mutagenése pourrait étre

responsable de la plus grande distance de migration.

Pour I'neure, nos résultats permettent seulement d'écarter la premiére hypothése,
puisque nous avons observé les mémes profils de migration en utilisant un gel SDS-
PAGE de type Laemmli de 26 cm et en étirant au maximum la distance de migration
(figure 20). Pour répondre a la deuxiéme hypothése, nous avons généré un mutant
Bcel-x. N52D sans remplacer le résidu N66, et réalisé une électrophorése sur un gel
Tris-Taurine/Glycine. Nous avons montré que ce mutant N52D co-migre avec la
forme modifiée. Cela confirme que l'introduction de I'alanine était responsable de la

grande distance de migration.

En effet, le mutant non déamidable (N52A NG66A) utilisé au cours de notre étude
représente une forme de la protéine pour laquelle les résidus asparagines sont
substitués par alanine. Or, ce mutant non déamidable, d'aprés ces résultats
observés, nous montre que la substitution par l'alanine n'est pas aussi silencieuse,
et nous incite a réfléchir a un autre choix que l'alanine pour rendre I'Asn66 non

déamidable.

Bien que les outils utilisés durant notre étude supportent le fait que cette
modification est vraisemblablement une simple déamidation de ['Asn52,
I'identification formelle de cette modification n'est pas réalisée et constitue une des
perspectives a ce travail. Il nous manque une preuve directe irréfutable de l'identité
de la forme modifiée de Bcl-x.. Il faudra réaliser une purification de la protéine totale
Bcl-x. suivie d'une analyse par spectrométrie de masse pour détecter tous les acides
aminés modifiés. Donc, la migration sur gel SDS-PAGE reste pour I'heure I'outil le
plus utilisé pour discriminer I'état de déamidation de Bcl-x., mais ne peut pas étre le
meilleur outil pour tirer des conclusions irréfutables et précises sur l'identification de

la forme déamidée de Bcl-x..
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B. Forme monodéamidée N52D NG66A: Réorganisation

structurale de Bcl-x.
Les prédictions algorithmiques faites par Robinson et al. sur la probabilité de la
déamidation se sont basées sur la structure tri-dimensionnelle de Bcl-x.. Si cette

structure est fausse, la probabilité de la déamidation serait encore fausse.

La détection de la forme monodéamidée (N52D N66A) a mis en évidence que le
résidu Asn66 semblait réfractaire a la déamidation (Beaumatin et al., 2016). Cela a
soulevé un point qui s'oppose aux prédictions in silico, et suggére que les résidus
Asn52 et 66 n'ont pas une équiprobabilité a étre déamidés dans les cellules. Notre
hypothése est que la région décrite par la cristallographie aux rayons X et les
données RMN (sur la protéine isolée ou purifiee) (Muchmore et al. 1996) comme
une grande boucle non structurée contenant Asn52 et Asn66, pourrait bien adopter
une structure définie dans les cellules, due soit a l'insertion des protéines dans la
membrane, soit a son interaction avec des partenaires spécifiques, ou les deux.
Suite a ces observations, nous avons suggéré que Bcl-x. déamidée (N52D NGGA)
puisse adopter une structure différente que celle de Bcl-x. native. Pour prouver cette
hypothése, il faudrait visualiser par cristallographie la structure tri-dimensionnelle de

Bcl-x. déamidée et la comparer avec celle de Bcl-x, native.

C. Déamidation et cancer:

Nous avons montré que la forme monodéamidée N52D N66A stimule
l'autophagie de survie dans les cellules HCT 116 cultivées en condition de stress
nutritif, et diminue les propriétés oncogéniques et tumorigénes de Bcl-x. in vitro et in
vivo. Lorsque les cellules sont greffées sur CAM, nous avons observé une tumeur
de taille plus petite avec les cellules surexprimant la forme monodéamidée par
rapport a celles surexprimant Bcl-x.. De plus, les analyses histologiques sur les
coupes de tumeurs prélevées sur CAM montrent que la forme monodéamidée
diminue l'effet prolifératif de I'oncogéne Bcl-x.. Ce résultat nous a permis d'élargir
notre thématique de recherche en étudiant des aspects particuliers, spécifiquement
liés aux caractéristiques des cellules cancéreuses. Ces études permettent de lier la
déamidation au cancer. Par observation macroscopique des tumeurs prélevées,

nous avons constaté que le nombre des vaisseaux sanguins dans la tumeur dérivée

114



des cellules surexprimant la forme monodéamidée est moins important que celles
surexprimant Bcl-x. (donnée non présentée). Un des processus responsable de
recrutement des vaisseaux sanguins vers la tumeur est la néo-angiogenése. Elle est
activée par différents facteurs, y compris I'hypoxie ou encore les oncogénes
(Mukhopadhyay D et al., 1995). Dans ce cadre , il serait possible que la petite taille
de tumeur dérivée des cellules surexprimant la forme monodéamidée soit due a un
défaut de vascularisation suggeérant que la déamidation pourrait empécher le
recrutement des vaisseaux sanguins. Cette hypothése est étayée par des études
faites sur le role de Bcl-x. dans I'angiogenése. Il a été montré que Bcl-x. augmente
in vitro la prolifération des cellules endothéliales et la formation des vaisseaux
sanguins in vivo. En outre, la surexpression de Bcl-x,. induit une augmentation de
I'expression de l'interleukine pro-angiogénique (CXCL8) (Giorgini S et al., 2007)
(Donatella Del Bufalo et al., 2013). Dans le contexte de notre travail, pour savoir si la
déamidation de Bcl-xL modifie le processus d'angiogenése, il serait intéressant
d'analyser l'expression de cette interleukine dans des extraits protéiques issus de
cultures cellulaires et de tumeurs dérivées des cellules surexprimant Bcl-x. et sa
forme monodéamidée N52 D N66A. Le marquage de facteurs angiogéniques
comme le couple VEGF/VEGFR pourra étre envisagé par des analyses immuno-
histologiques sur les coupes de tumeur (obtenues sur CAM ou sur souris). Puisque
I’hypoxie peut induire la transcription du facteur HIF-1 qui induit de nombreux génes
impliqués dans I'angiogenése comme le VEGF A et B (Pouyssegur et al. 2004), il
serait intéressant de jouer sur le facteur HIF-1 soit en l'inhibant, soit en le stabilisant
dans les différentes lignées cellulaires HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x. et HCT 116 Bcl-x.
N52D N66A, puis les greffer de nouveau sur CAM afin de vérifier si l'effet de

déamidation sur la fonction de Bcl-x. est dépendant de la pression d'O,.

La baisse des capacités tumorigénes de la forme monodéamidée de Bcl-x.
pourrait étre due a une variation quantitative et/ou qualitative du compartiment des
cellules souches cancéreuses. Ces cellules sont caractérisées par leur capacité
d'initier une nouvelle tumeur, et par la résistance aux thérapies qui constitue une
cause fréquente de récidive de cancers. Nous avons souhaité étudier I'effet de la
forme monodéamidée de Bcl-x. sur les différents parameétres des CSC dans le cadre
du cancer colorectal. Pour tester cette hypothése, des premiers tris des lignées
cellulaires HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x. et HCT 116 Bcl-x. N52D N66A ont été initiés
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par une technique appelée sdFFF (sedimentation field flow fractionnation),
permettant de récolter différentes sous-populations (PT, F1 et F3). Cet ouitil
représente une technique de tri efficace, rapide, et n’interférant pas avec la
physiologie initiale des cellules (Bégaud-Grimaud G et al., 2006). De nombreux
travaux de I'équipe de Limoges ont permis de proposer des champs d’application a
la sdFFF, que ce soit dans le tri cellulaire (Cailleteau C et al., 2010) ou dans le suivi

d’événements biologiques tels que l'autophagie (Naves T et al., 2012).

De plus, les analyses phénotypiques réalisées sur les fractions triées par sdFFF a
partir des lignées HCT 116 révélent une expression augmentée des marqueurs de
CS (CD44, CD 166, ...) dans la fraction F1, validant I'efficacité de cette technique
pour I'enrichissement en CSC (Mélin et al., 2012). Dans cette étude, les cellules de
la F1 des HCT116 possédaient une capacité a former des colonies in vitro (tests de
clonogénicité) supérieure a la population originale, confirmant donc leur propriété

d’auto-renouvellement (Mélin et al., 2012).

D'autres travaux réalisés sur des cultures cellulaires de glioblastome (Bertrand J
et al., 2009) ont montré que la fraction de cellules ayant les caractéristiques les plus
indifférenciées sont les plus résistantes a l'apoptose induite par Fas, pouvant

expliquer, au moins en partie, la chimio résistance de ces cellules.

En effet, une caractéristique fonctionnelle des CSC repose sur leur capacité a
résister aux traitements anti-cancéreux (Bao et al.,2006). Un des plus utilisés dans
le cas des CCR (cancer colorectal) est le 5-FU. L'évaluation de sa toxicité montre
que la surexpression de Bcl-x. entraine une meilleure résistance au traitement qu'il
soit mono-déamidé ou non. Cela semble indiquer que la déamidation n’aurait pas
d'impact sur la survie cellulaire, confirmant encore une fois que la déamidation

conserve la fonction anti-apoptotique de Bcl-x. (Beaumatin et al. 2016).

L'intérét de cette étude était de déterminer I'impact oncogénique et tumorigénique
de la déamidation de Bcl-x,. sur le compartiment des cellules souches dans une
culture de cellules de cancer colorectal, ce qui permettrait in fine de définir Bcl-x.
déamidée comme une nouvelle cible thérapeutique. Bien que nous n'ayons pas
détecté de variations d'expression et localisation de 2 facteurs de transcription (oct 4
et BMI1) associés aux CSC dans les populations cellulaires totales, les résultats

préliminaires, obtenus aprés sdFFF, montrent des profils d'élution différents entre les
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3 lignées avec une augmentation de la fraction F1 pour la lignée exprimant la forme
monodéamidée de Bcl-x.. Cela laisse supposer la présence plus importante de CSC
dans cette lignée. Cette hypothése est renforcée par la plus forte expression de la
forme Bcl-x. monodéamidée dans la fraction F1 de la lignée parentale. Ces
premiers essais doivent étre complétés par des tests phénotypiques (expression et
localisation des marqueurs des CSC) et fonctionnels (test de clonogénécité,
évaluation de la mort cellulaire, de la prolifération, résistance aux traitements)
réalisés sur les différentes fractions sub-cellulaire. De cette facon, nous chercherons
a savoir si la surexpression de Bcl-x. et sa forme monodéamidée modifient les
caractéristiques fonctionnelles de la lignée HCT 116 et particulierement dans la
fraction des CSC.

C.1. Monodéamidation de Bcl-x.: Effet métabolique ?

En paralléle, toujours dans le souci de relier les observations faites avec Bcl-x.
N52D N66A in vitro (augmentation de l'activité autophagique, diminution de
clonogénicité en milieu semi-solide) et in vivo (formation de tumeurs de petites
tailles), nous avons cherché des modifications métaboliques qui pourraient expliquer
que lorsque les cellules sont xénogreffées en modéle de CAM ou dans la souris,
elles proliferent moins vite que les cellules exprimant Bcl-x, native. Nous avons testé
en collaboration avec le Dr Arnaud Mourier, a I''BGC, les activités respiratoires
endogénes, stimulées ou découplées des cellules cultivées dans diverses conditions
(nature et concentration du substrat carboné). L'ensemble de nos résultats a montré
que ni la surexpression de Bcl-x., ni sa déamidation ne modifient les performances
de la chaine respiratoire lorsque les cellules sont cultivées en forte glycémie. La
surexpression de Bcl-x, stimule la vitesse de la respiration mitochondriale couplée
lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu supplémenté des substrats
respiratoires, mais aucune difféerence n'est observée concernant l'effet de
déamidation sur le réle métabolique de Bcl-x.. Dans la littérature, des études ont
montré que Bcl-x. stimule la respiration mitochondriale en interagissant avec la
sous-unité B de la pompe F1 FoATP synthase et augmente le transport net des ions
H* par F1 Fo pendant l'activité F1 FO ATP synthase (Elizabeth A. Jonas et al., 2011).
Ces données semblent cohérentes avec nos résultats et nous incitent a envisager

d'autres expériences (interaction avec la pompe ATP synthase, transport des ions
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H*...) pour comprendre, dans nos conditions, les mécanismes sous-jacents par
lequel Bcl-x. et sa forme monodéamidée stimulent la respiration couplée. D'autre
part, nous avons aussi analysé en collaboration avec le Dr Anne Devin l'activité
glycolytique des cellules. Pour I'heure, le réle de Bcl-x. et sa forme monodéamidée
dans l'activité glycolytique n'est pas étudié dans la littérature. Les résultats obtenus
semblent encourageants puisque nous avons observé des différences de flux
glycolytique dans les lignées surexprimant Bcl-x. et sa forme monodéamidée, mais
ces données sont encore trop variables pour tirer des conclusions. Afin de diminuer
les barres d'erreurs observées et d'avoir des différences significatives, il faudra
répéter ces expériences de fagon reproductible pour améliorer les résultats et tirer
des conclusions définitives. En effet, les conditions expérimentales in vitro (pression
en O,, adhérence sur des boites en plastiques,...) ne récapitulent pas les conditions
de croissance in vivo (nutrition, vascularisation). Ceci nous incite a envisager des
expériences in vitro en modifiant les conditions de culture pour s'approcher au mieux
des conditions présentes in vivo. Les pistes que nous souhaitons développer
reposent sur la culture en hypoxie (pour se rapprocher de la pression d'O; présente
in vivo), ou encore la culture en suspension afin de perdre I'adhérence et de se

rapprocher des conditions présentes dans le test de clonogénicité.

D. Relations entre la monodéamidation de Bcl-x. et la
stimulation de I'autophagie:

La régulation de l'autophagie est une des fonctions identifiée de Bcl-xL (Maiuri et
al., 2007). Alors que la majorité des études publiées ont montré que Bcl-2 et Bel-x.
inhibent I'autophagie (Pattingre et al., 2005) notamment en interagissant avec Beclin
1 pour bloquer la stimulation du complexe initiateur PI3K (Levine, Sinha and
Kroemer, 2008), les études faites par notre laboratoire sont en désaccord et
montrent que Bcl-x. joue un réle pro-autophagique dans les lignées HCT 116
cultivées dans un milieu carencé en nutriments (Priault et al., 2010; Beaumatin et
al., 2016). L'ensemble de ces données nous incitent a comprendre comment Bcl-x.
stimule l'autophagie. De plus, ayant observé que la forme monodéamidée de Bcl-x,.
exercait une stimulation de I'autophagie plus forte que la forme native, nous avons
tenté de caractériser les voies de signalisation sous-jacentes. En collaboration avec

le Dr Raul Duran (IECB, Bordeaux) nous avons exploré les voies dépendantes de
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mTor. L'activité du complexe mTorC1 est régulée par différents signaux comme la
disponibilité en nutriments et I'nypoxie. En condition de carence nutritive, mTor est

inhibée et I'autophagie est stimulée (Corcelle, Puustinen, and Jaattela 2009).

La vitesse d'inhibition de Tor est comparée dans les lignées HCT 116 en réponse
a une carence en nutriments. L'activité de mTor est plus fortement réprimée par la
carence lorsque les cellules surexpriment Bcl-x. ou sa forme monodéamidée, ce qui
suggére l'implication de la voie mTor dans le réle autophagique de Bcl-x..
Néanmoins, ces données n'apportent pas d'arguments en faveur de ['effet
stimulateur de l'autophagie par la monodéamidation de Bcl-x.. Récemment, des
études ont montré que l'ajout de la leucine et la glutamine suffisent a réactiver la
voie mTor malgré la carence nutritive; c'est le cas de la voie de glutaminolyse (Duran
and Hall 2012). La question posée était de savoir si la monodéamidation de Bcl-x.
modifiait cette voie non conventionnelle de la réactivation de mTor. Le méme effet de
Bcl-x, est observé sur l'activitt de mTor (diminution de 38%), tandis qu'une
diminution moins forte de cette activité est visible en cas de déamidation. Dans le
sens ou l'activation de mTor inhibe l'autophagie, ce résultat semble contradictoire
avec l'effet stimulateur de la monodéamidation sur le réle autophagique de Bcl-x.. Il
est connu que lorsque mTor est activée, elle est transloquée du cytosol vers les
lysosomes pour inhiber I'autophagie par interaction avec le complexe ULK/ATG13.
Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents, la prochaine étape sera de
vérifier la localisation subcellulaire de mTOR lorsque les cellules surexpriment Bcl-x.
et la forme monodéamidée. De plus, l'activité de mTor peut étre régulée par
plusieurs voies de signalisation. L'activation de mTorC1 par la voie Wnt/B-caténine
inhibe l'autophagie, tandis que son inhibition par la voie AMPK augmente
I'autophagie (Inoki et al. 2006). Dans le but de clarifier I'effet de la monodéamidation
sur l'activité de mTor, il serait intéressant d'aller plus loin pour étudier les voies
régulatrices de mTor en cas de surexpression de Bcl-x, et de sa forme

monodéamidée.

En paralléle, toujours dans le but de comprendre I'effet de la monodeamidation
sur l'autophagie, nous avons exploré en collaboration avec le Dr Phiippe Juin
(Nantes) les voies dépendantes de Ras. La protéine Ras joue un rdle dans la
régulation de l'autophagie, et il a été montré l'existence d'interactions physiques

entre les oncogénes K-Ras et Bcl-x. (Bivona et al. 2006). Aprés analyse des
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immunoprécipitations, il apparait que la forme monodéamidée de Bcl-x. entrainerait
la perte d'interaction avec son partenaire K-Ras sauvage. En revanche, lorsque K-
Ras est mutée, la déamidation de Bcl-x. ne modifierait pas cette interaction.
Cependant, pour confirmer ces résultats, il faudrait répéter I'expérience en effectuant
cette fois-ci des IP contre Bcl-x. pour vérifier que les résultats de cette expérience
restent valides dans les deux sens. Une méthode alternative, la BRET, est utilisée
pour confirmer l'existence de ces interactions dans les cellules vivantes. Les
résultats préliminaires montrent le méme effet de la forme monodéamidée (N52D
N66A) avec K-Ras WT. L'étude des interactions avec les mutants de K-Ras est en
cours d'analyse. On pourrait donc dire que dans les cellules normales, la proportion
de Bcl-x. monodéamidée serait capable de réguler l'interaction avec son partenaire
K-Ras. En revanche, dans les cellules cancéreuses ou K-Ras est mutée, cette
modification post-traductionnelle de Bcl-x. perdait son rdle régulateur dans cette

interaction.

Il est connu que Ras peut stimuler l'autophagie en activant la RAF/ERK, ou
l'inhiber en activant la voie AKT/PI3K (Guo et al. 2011). Une fois les résultats
confirmés, la prochaine question a laquelle il faudrait apporter une réponse serait de
savoir si cette perte d'interaction pourrait avoir des répercutions sur les voies de

signalisations dans lesquelles ces deux protéines sont impliquées.

E. Partenaires moléculaires de Bcl-x. N52D N66A:

Dans notre laboratoire, nous avons analysé sur gel de polyacrylamide non
dénaturant les profils de migration d'extraits mitochondriaux exprimant Bcl-x. ou Bcl-
XL N52D N66A. Une deuxiéme dimension en condition dénaturantes a permis de
montrer que Bcl-x. s'assemble dans les complexes qui ne contiennent pas la forme
mono-déamidée, et vice versa. Ces données indiquent que les protéines déamidées
s'assemblent entre elles, sans qu'il y ait de complexes mixtes avec les protéines
natives, suggérant l'existence des partenaires spécifiques de deux formes. Nous
avons initié des expériences de TAP-tag différentiel entre TAP- Bcl-x. et TAP- Bcl-x.
N52D NG6A pour tenter les identifier. L'analyse par spectrométrie de masse nous a
déja permis de valider le protocole et le modéle cellulaire puisque parmi les
partenaires solubles de Bcl-x, figurent Rab, Ras..., comme dans I'étude d'l. laccarino
(Vento et al. 2010). A travers les partenaires identifiés, nous voulons étudier les

fonctions exercées par la forme déamidée de Bcl-x. seulement.
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Parmi les partenaires identifiés spécifiques pour Bcl-x. N52DA NG66A, on retrouve
les protéines nucléaires MCM4 et la nucléoine (croissance cellulaire et la réplication
du génome), la protéine ribosomale ARF1 (trafic cellulaire) et la protéine
mitochondriale CPSM (cycle de l'urée). La sélection des partenaires nécessite
d'étudier leurs fonctions et de les lier avec le phénotype de la forme monodéamidée.
Par exemple, le réle de la nucléoine et CPSM dans la réplication du génome et la
croissance cellulaire pourrait étre impliqué dans le ralentissement de la croissance
cellulaire et la baisse tumorigénique observées chez le mutant N52D NG66A. Afin
d'aller plus loin, plusieurs travaux sont proposés pour la suite de ce projet. Il est tout
d'abord nécessaire de vérifier par IP l'interaction de ces partenaires avec la forme
monodéamidée. Pour comprendre si elles affectent ses fonctions, différentes
approches telles que la surexpression ou l'extinction par I'ARN interférence dans les

cellules surexprimant Bcl-x. N52D NG6A seront envisagées.

Nous avons supposé que l'identification des partenaires spécifiques pourrait étre
d'un grand intérét pour cibler de fagon spécifique la déamidation de Bcl-x..
Seulement ces données permettraient de caractériser les voies spécifiques
contrélées par Bcl-x. monodéamidée et comprendre comment cette modification
contrble la fonction oncogénique de la protéine indépendamment de son activité

anti-apoptotique.

F. Inclure I'étude des formes isoAsp:

La plus grande partie de ma thése se focalisait sur I'étude de la forme
monodéamidée en aspartate (N52D N66A). La difficulté de cette étude concernant la
déamidation de Bcl-x. est la formation d'espéces contenant des résidus Iso-
Aspartates, qui ne peuvent pas étre reproduits par mutagenéese dirigée comme les
formes déamidées en Aspartates. Les études réalisées in vivo ou méme in cellulo
sont donc vouées a n'étre que partielles puisqu'elles n'intégrent pas I'existence des
formes Iso-Asp. De plus, lorsque la déamidation est stimulée in vitro, les formes Iso-
Asp sont décrites comme étant majoritaires (70-85%). Bien sir, dans les cellules ou
dans les tissus, les proportions de protéines contenant des résidus Asp ou Iso-Asp
sont établies en fonction de l'activité de réparation de I'enzyme PCMT/PIMT, qui
convertit les Iso-Asp en Asp. Ces formes isoAsp sont considérées comme des

résidus anormaux qui modifient la structure primaire et secondaire des protéines. Il a
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été montré que les formes isoAsp52 et isoAsp66 de Bcl-x. perdent leurs interactions
avec des protéines pro-apoptotiques comme Bim (Deverman et al., 2002), tandis
que les formes Asp52 et 66 les conservent. Cependant, cet argument ne parait pas
valide pour plusieurs raisons. D'abord, la déamidation ne convertit pas totalement
I'asparagine en isoaspartate. Celle-ci est convertie en isoAsp et asp avec des
proportions variant entre 70:30 a 85:15, selon les protéines (N. E. Robinson and
Robinson 2004). Ceci signifie que 15 a 30 % de Bcl-x. déamidée resterait
susceptible d'interagir avec Bim. Or, les expériences de co-immunoprécipitation
réalisés par Zhao et al. ne montrent aucune interaction entre la protéine modifiée
qu'ils observent et Bim (Zhao et al., 2007b). La seconde raison est qu'aucune étude
n'a prouvé que la modification de la structure de Bcl-x. par les formes isoAsp peut
toucher la région par laquelle cette protéine interagit avec des partenaires pro-
apoptotiques. Comme les explications envisagées ci-dessus n'ont pas été discutées
et confirmées dans les travaux de D.R Alexander, son argument sur la perte
d'interaction de la forme isoAsp de Bcl-x. avec Bim n'est pas juste, et il manque
davantage d'arguments pour la rendre irréfutable. L'ensemble de ces observations
nous a incité a répeéter ces expériences en développant des tests in vitro pour
analyser les interactions établies par les formes de Bcl-x, déamidées en IsoAsp.
L'ensemble de nos résultats montrent que suite a un traitement alcalin, les formes
mono ou double déamidées (N52D et N66D) ne perdent pas leurs interactions avec
la protéine pro-apoptotique Bax. Ces résultats semblent contradictoires avec celles
obtenues dans la littérature (Zhao et al. 2007b). |l parait donc important d'analyser
les interactions avec d'autres partenaires pro-apoptotiques comme Bim et PUMA.
Afin de confirmer nos résultats et de conclure que les formes isoAsp52 et 66
n'affectent pas les interactions de Bcl-x. avec ses partenaires, il faut s'assurer que le
traitement alcalin induit majoritairement des formes isoAsp comme observées dans
la littérature par une quantification des formes isoAsp contenant dans la protéine
Bcl-x.. Elle sera réalisée par un transfert enzymatique des groupes méthyls
radioactifs a partir d'un substrat (*H)-S-adenosyl-L-méthionine ou (*H) AdoMet dans
une réaction catalysée par I'enzyme PIMT (Protein L-isoaspartyl-methyltransferase).
Une prochaine étape intéressante a poursuivre dans ce projet serait d'analyser in
vitro les partenaires de la forme monodéamidée en isoAsp52 et les comparer avec

celles identifiées de Bcl-x. Asp52.
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IV) Conclusion:

Pour conclure, le travail réalisé dans ma these a permis dans un premier temps
d'accumuler davantage d'arguments sur I'existence de la forme monodéamidée de
Bcel-xL (N52D N66A). Les mécanismes sous-jacents a la fonction pro-autophagique
de cette forme monodéamidée de Bcl-x. nous ont conduit a incriminer la voie mTor
et la voie de signalisation médiée par I'oncogene Ras. D'autre part, ces travaux ont
permis d'ouvrir une nouvelle piste liant de facon directe la forme monodéamidée de
Bcl-x. au cancer. La monodéamidation altére les propriétés oncogéniques et
tumorigéniques in vitro et in vivo. Ceci a apporté de nouvelles pistes intéressantes
qui nous incitent a élargir notre connaissance et aller plus loin en étudiant des
aspects particuliers liés au cancer comme les dérégulations métaboliques des
cellules cancéreuses et les cellules souches cancéreuses. Cette étude ouvre de
nouvelles perspectives a long terme comme par exemple, l'identification des
partenaires spécifiques de cette forme monodéamidée afin de cibler de fagon directe
la déamidation de Bcl-x. et élaborer de nouvelles approches thérapeutiques contre

le cancer.
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V) Matériels et méthodes:

A. Techniques de Biologie moléculaire:

Durant cette thése, des constructions plasmidiques ont été utilisées afin de
générer des mutants ponctuels pour lesquels un ou plusieurs résidus de la
séquence de la protéine d'intérét sont modifiés. Diverses techniques et protocoles

sont employés pour I'obtention de ces mutants.

A.1. Amplification bactérienne d'ADN plasmidique:
Le but est d'amplifier une grande quantité de plasmide a partir de 50 ng de
plasmide. Ce protocole comprend les étapes suivantes: la transformation des
bactéries chimio-compétentes et leur culture en milieu sélectif pour atteindre une

biomasse suffisante et extraire I'ADN plasmidique pour le purifier.

a) Transformation des bactéries compétentes par choc thermique:

La transformation des bactéries compétentes est réalisée en mettant 50 ng de
plasmide au contact des cellules. Les bactéries sont incubées sur glace avec le
plasmide durant 30 minutes avant de subir un choc thermique a 42°C pendant 20 s.
Les cellules sont refroidies sur glace quelques instants puis incubées 1h a 37°C
dans du milieu LB (1% extrait de levures, 1,6% bacto-tryptone, 1% NaCl ajusté a
pH=7,5, et pouvant étre additionné de 1% d'agar pour culture sur milieu solide).
Finalement, les bactéries sont centrifugées puis étalées sur des boites de LB solide
contenant un antibiotique permettant la sélection des bactéries transformées et
incubées durant une nuit a 37 °C. La souche E.Coli STBL2 est utilisée pour amplifier

les plasmides lentiviraux et la souche DH5a est utilisée pour les autres plasmides.

b) Amplification, extraction et purification d'ADN plasmidique:

La premiere étape consiste a transférer un clone du milieu solide dans 3 mL de
milieu LB sélectif liquide et a placer le tube a 37 °C. Lorsque les bactéries sont en
phase stationnaire de croissance, elles sont récoltées et 'ADN plasmidique est
extrait en utilisant le Kit "GenedJet plasmid miniprep" (Fermentas). Le principe repose
sur la lyse alcaline de la paroi bactérienne, I'élimination des deébris cellulaires,

I'adsorption de I'ADN sur colonne échangeuse d'anions suivie de son élution dans
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un volume final d'environ 30 a 50 L.

Pour disposer d'une plus grande quantité de plasmide, il est possible
d'ensemencer 100 mL de milieu LB sélectif a partir de 3 mL de la culture bactérienne
de 3 mL. Cette nouvelle culture est incubée a 37°C jusqu'a atteindre la phase
stationnaire de croissance. Les bactéries sont récoltées par centrifugation et 'ADN
plasmidique est extrait et purifié a I'aide du Kit "Midiprep NucleoBond" (Machery

Nagel). Ce protocole permet de récupérer entre 500 et 1000 ng/pL de plasmide.

Le dosage des préparations d'ADN est effectué par mesure de l'absorbance a
260 nm a l'aide du spectrophotométre Nanodrop (Thermo scientific). La pureté est

estimée par le rapport des absorbances lues a 260 nm et 280 nm.

A.2. Mutageneése dirigée par PCR:

La matrice utilisée pour toutes les mutagenéses a été un plasmide contenant
pRc-CMV Bcl-xL shR (shR signifie que nous avons introduit dans le géne codant
Bcl-xL une mutation silencieuse rendant son ARN messager résistant aux
séquences de shARN ciblant le nucléotide 58 de la protéine native). Le mode
d'obtention des différents mutants générés durant cette étude est décrit dans le

tableau V.1 (Kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene)).

Mélange réactionnel Mélange réactionnel
- Plasmide matriciel (50 ng) 94°C 5 minutes
- Oligonucléotides sens et anti-sens (125 ng de 94°C 30 secondes
chaque) \ 20 X

45°C 1 minute
- Tampon de réaction
72°C 8 minutes
- Taq polymérase (1X)
7 °C 10 minutes
- H.O (50 pL)

Tableau V.1: Mode d'obtention des différents mutants générés durant I'étude.

Pour finir, le produit de cette PCR est incubé pendant 1h 30 min a 37°C en
présence d'1 pL d'enzyme de restriction Dpn1, afin de digérer le plasmide matriciel
méthylé par les bactéries qui ont permis son amplification. Cette étape permet de
dégrader 'ADN matrice non muté avant de procéder a I'amplification bactérienne du

plasmide muté néosynthétisé.
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Les différentes constructions plasmidiques générées par mutagenése dirigée au

cours de cette étude sont citées dans le tableau V.2 suivant.

Constructions plasmidiques

pRc-CMV-Bcl-xL ShR N52D N66D

pRc-CMV-Bcel-xL ShR N52D NG66A

pRc-CMV-Bcl-xL ShR N52A N66D

pRc-CMV-Bcel-xL ShR N52A N66A

pcDNA EF1 TAP- Bcl-xL ShR N52D N66D

pcDNA EF1 TAP- Bcl-xL ShR N52D N66A

pcDNA EF1 TAP- Bcl-xL ShR N52A N66D

pcDNA EF1 TAP- Bcl-xL ShR N52A N66A

Tableau V.2: Liste des constructions plasmidiques générées par mutagenése dirigée au cours de cette

étude.

Les séquences des oligonucléotides utilisés pour générer ces mutants sont listées

dans le tableau V.3.

Nom de I'oligonucléotide

Séquence

N52D 5'- CCCAGTGCCATCGATGGCAACCCATCCTG-3'

N52A 5'- GAGACCCCCAGTGCCATCGCCGGCAACCCATCCTG-3'
N66D 5'- CAGCCCCGCGGTGGATGGAGCCACTG-3'

NG6A 5'- CAGCCCCGCGGTGGCCGGAGCCACTGGCC-3'

Tableau V.3: Listes des séquences des oligonucléotides utilisés durant cette étude.

A.3. Clonage des génes dans les plasmides lentiviraux:

Deux types de plasmides ont été utilisés au cours de notre étude: des plasmides

classiques d'expression mammiferes (pCMV) et des plasmides lentiviraux (pCDH).

Dans le plasmide classique, I'ADN est transfecté par une méthode chimique

(phosphate au calcium), tandis que dans les plasmides lentiviraux, le géne contenu

est dans le plasmide transcrit et 'ARNm est vectorisé par des particules lentivirales

de type HIV-1 qui permettent de contréler précisément le niveau d'expression de la

protéine codée.

Pour faire des expériences de transduction lentivirale, il est nécessaire de sous-

cloner des génes d'intérét dans le plasmide pCDH permettant I'expression du

lentitransgéne souhaité. Les sous-clonages des génes se déroulent comme décrit
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ci-aprées:

Deux enzymes de restriction sont utilisées pour exciser le géne d'intérét du
plasmide d'origine. Les produits de digestion sont purifiés du gel d'agarose a l'aide
du Kit QlAquick (QIAGEN™). Le vecteur devant recevoir l'insert est ouvert par
digestion enzymatique selon des sites de restriction compatibles avec les enzymes
bordant l'insert. La seconde étape consiste a lier l'insert au vecteur. L'insert et le
vecteur sont mélangés généralement dans un rapport molaire insert/vecteur compris
entre 2 et 4 ligués par I'ADN ligase (Invitrogen) puis amplifiés par transformation
bactérienne. Les constructions plasmidiques obtenues sont décrites dans le tableau
V4.

Constructions plasmidiques Enzymes de restrictions utilisées

pRRL Sin Flag 3X K-RAS WT Nhel et Pstl

pRRL Sin Flag 3X K-RAS G12D Nhel et Pstl

pRRL Sin Flag 3X K-RAS G 12V Nhel et Pstl

pRRL Sin Flag 3X K-RAS G 13D Nhel et Pstl

pEYFP-C1- Bcl-xL Laboratoire de P.Juin Nantes
pEYFP-C1- Bcl-xL DD Kpnl et Hindlll

pEYFP-C1- Bcl-xL DA Kpnl et Hindlll

pEYFP-C1- Bcl-xL AD Kpnl et Hindlll

pEYFP-C1- Bcl-xL AA Kpnl et HindllI

pCDH-Bcl-xL ShR N52D N66D Nhel et EcoRlI

pCDH-Bcl-xL ShR N52D N66A Nhel et EcoRI

pCDH-Bcl-xL ShR N52A N66D Nhel et EcoRl

pCDH-Bcl-xL ShR N52A N66A Nhel et EcoRlI

pCDH- EF1- TAP-Bcl-xL XBa1 et Sma1
pCDH-EF1-TAP-Bcl-xL N52D N66D XBa1 et Sma1

pCDH- EF1- TAP-Bcl-xL N52D N66A XBa1 et Sma

pCDH- EF1- TAP-Bcl-xL N52A N66A XBa1 et Sma1

pCDH- EF1- TAP-Bcl-xL N52A N66D XBa1 et Sma1

Tableau V.4: Liste des constructions plasmidiques utilisées et/ou générées durant cette étude par sous-
clonage.

A.4. Vérification de la séquence nucléotidique d'un plasmide:
Cette étape est réalisée afin de vérifier l'intégrité des séquences nucléotidiques

des plasmides générés. Nous avons recours au séquengage par une société privée
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(Eurofins MWG Operon), et nous nous conformons aux recommandations pour

fournir la quantité de plasmide nécessaires au séquengage.

A.5. Etude transcriptomique:

Cette approche a été utilisée pour quantifier les transcrits de LGR5 et BMI1,
marqueurs de cellules souches, dans les lignées exprimant les différentes formes de
Bcl-x, et dans les sous-populations cellulaires triees par sdFFF. Pour cette
quantification, deux génes de ménages, la GADPH et ’ACTB, ont servi de référence
d'expression. La technologie utilisée est celle de la PCR quantitative par sonde
Tagman (Perkin-Elmer) ou plus l'intensité de fluorescence est élevée, plus la

quantité relative du transcrit d’intérét est importante (figure 54).
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Figure 54: Représentation de la réaction Tagman:

La sonde Tagman est marquée en 5’ par une molécule fluorescente appelée « Reporter R » et en 3’
par une autre molécule fluorescente appelée « Quencher Q ». De par sa proximité, le Quencher
absorbe la fluorescence du Reporter. Au cours de la polymérisation, I'activité exonucléase 5’-3’ de la
Taq Polymérase dégrade la sonde Tagman libérant ainsi le Reporter qui augmente son émission de
fluorescence. La dégradation de la sonde est proportionnelle a 'augmentation de la fluorescence, au
nombre de copies d’ADN effectué et a la quantité d’ADN matrice présente au début de la réaction.

a) Extraction des ARN totaux:

L'extraction d’ARN est réalisée sur des culots cellulaires stockés a - 80°C a partir
des fractions cellulaires triées par sdFFF. Le kit Qiagen (RNAeasy kit, Qiagen) a été
utilisé pour cette extraction effectuée par transfert sur colonne. A la derniére étape
d’extraction, les ARNs sont élués dans 30 pL d’eau « RNase free » et dosés par

spectrophotomeétrie (Nanodrop, Thermoscientist) a 260 nm.

b) Transcription inverse des ARNSs:

Les ARN; ainsi extraits sont transformés et amplifié<s en ADN complémentaire
(ADNc) par RT-PCR. La rétro transcription est faite sur 2ug d’ARN grace au kit «
Hight Capacity cDNA Reverse transcription » (Applied Biosystems). Les échantillons
d’ARN sont incubés avec un mix de tampon RT contenant I'enzyme «Multiscribe

Reverse Transcriptase», un meélange de dNTP et les RT Random primer puis placés
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dans le thermocycleur qui va effectuer différentes étapes: dénaturation du brin
d’ARN, hybridation des amorces, synthése d’ADNc (polymérisation) et dégradation
du brin d’ARN par la RNase.

c) PCR quantitative:

Avec les ADNc obtenus, la réaction de gPCR est réalisée en plaque de 96 puits.
Chaque puits contient 100 ng d’ADNc additionné du master mix Tagman rapide
(TagMan® Fast Advanced Master Mix, Life Technologies) contenant la Taq
polymérase (AmpliTagq® Fast DNA Polymerase), des dNTP avec des dUTP ainsi
gu’'un tampon de réaction. 0,4 uM du mélange amorces sens/anti-sens et des

sondes sont rajoutés au mix.

Dans notre travail, toutes les sondes Tagman utilisées sont couplées en 5’ avec le
6- CarboxyFluorescien ou 6FAM (Reporter) et en 3’ par le Minor groove Binder-Non
Fluorescent Quencher ou MGBNFQ (Quencher). Les mélanges amorces/ sondes
pour les genes d’intéerét BMI1 et LGRS et pour les génes de référence GAPDH et
ACTB proviennent de ThermoScientific (ref: Hs00995536_m1, Hs00969422 m1 et
Hs02758991 g1, Hs99999903 m1, respectivement).

La réaction de Q-PCR est réalisée a laide du StepOne™ System (Life
Technologies). Le programme d’amplification commence par une premiére
dénaturation a 95°C pendant 12 s, cette étape sert également a activer la Taq
polymérase. Elle est suivie de 40 cycles comprenant chacun une dénaturation a

95°C de 2 s, suivie d’'une hybridation des amorces et sondes a 60°C pendant 20s.

Au cours de la réaction, l'appareil va mesurer la fluorescence émise par la
dégradation des sondes au fur et a mesure des cycles de qPCR. Lorsqu’elle
dépasse le seuil établi par I'appareil, un nombre de cycle est déterminé, c’est le
«Cycle Threshold» ou «Ct». On calcule ensuite le dCt = Ct (géne d’intérét) — Ct

(géne de référence).
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B. Techniques de Biologie cellulaire:

B.1. Lignées cellulaires, matériels et milieux de culture:

Les différentes lignées cellulaires utilisées ainsi que les milieux de culture utilisés

durant cette étude sont décrits dans le tableau V.5.

Type cellulaire

Milieu

Composition

HCT116 (Cancer colorectal humain)

OptiMem (Invitrogen)

5 % SVF (sérum veau foetal), pénicilline
(100 U/mL), streptomycine (100 pug/mL)

HelLa (Cancer du col d'utérus)

RPMI

10% SVF (sérum veau foetal), penicilline
(100 U/mL), streptomycine (100 pug/mL)

HEK 293 (Human Embryonic Kidney)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), pénicilline (100 U/mL),
streptomycine (100 pg/mL)

SAOS-2 (ostéosarcome humain)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), pénicilline (100 U/mL),
streptomycine (100 pg/mL)

U20S (ostéosarcome humain)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), penicilline (100 U/mL),
streptomycine (100 pg/mL)

RKO (Cancer du colon)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), (100 U/mL), streptomycine (100
pg/mL)

HT-29 (adénocarcinome de I'épithélium
colique)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), penicilline (100 U/mL),
streptomycine (100 pg/mL)

LN18 ( Gliome humaine)

DMEM

4,5 g/L glucose, 10 % SVF (sérum veau
foetal), penicilline (100 U/mL),
streptomycine (100 pg/mL)

Tableau V.5: Types cellulaires, milieux et leurs compositions utilisés durant cette étude.

Le milieu utilisé pour induire une carence nutritive est le milieu HBSS (Invitrogen)

complémenté a 2,2 g/L NaHCOs. Ces cellules adhérentes sont cultivées dans un

incubateur a 37°C, 5% de CO; et environ 98 % d'hygrométrie relative.

B.2. Entretien des cellules en culture :

Les cellules sont cultivées en boites de 10 cm de diamétre et sont diluées et

changées de boites dés que leur confluence excéde 80 %. Pour ce faire, le milieu de

culture est retiré, les cellules sont lavées avec 2 mL de DPBS (Invitrogen) puis

incubées 5 minutes a 37 °C en présence de 2 mL de trypsine/EDTA (Invitrogen). Les

133




cellules ainsi "dissociées" sont reprises dans leur ancien milieu de culture et
centrifugées 5 min a 80 x g. Le surnageant est par la suite éliminé, le culot cellulaire
repris par 10 mL de milieu neuf et 1 mL sert a ensemencer une nouvelle boite

contenant 9 mL de milieu neuf.

B.3. Expression ectopique d'une protéine:
a) Transfection transitoire:
La transfection par "phosphate de calcium" est utilisée pour la réalisation de
production de particules lentivirales et des expériences de co-immunoprécipitation

dans les cellules de la lignée HEK 293.

Le protocole suivant est un exemple pour la transfection de cellules cultivées

dans une boite de 10 cm de diamétre.

Autant de boites de cellules sont ensemencées, que de combinaisons de

plasmides a transfecter.

Dans un premier temps, le milieu OptiMEM est remplacé par 7 mL de milieu
DMEM environ 30 minutes avant la transfection. 50 mL de solution de HBS 2X (NaCl
280 mM, KCI 10 mM, Na,HPO, 1,5mM, HEPES 50 mM, pH= 7,12) sont préparés et
filtrés a travers un filtre 0,2 p, puis un mélange décrit dans le tableau V.6 est

effectué.
Expérience production lentivirale Co-Immunoprécipitation
ADN plasmidique - 6 ug pLP1 - 6 ug pBcl-xL
-6 ug pLp2 - 6 ug p Flag K-Ras
-5 ug pVSVG
- 12 pg pLentitransgéne

H.O gsp 450 uL 450 pL
CaCl; 2,5 M 50 yL 50 uL

HBS 2X 500 pL 500 yL

Tableau V.6: Protocole pour transfection de cellules au phosphate de calcium.

Le contenu du tube est réparti sur les cellules pour une incubation de 8 heures,

avant de renouveler le milieu de culture.
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b) Production des particules lentivirales

Ce protocole permet de délivrer (transduire) un gene d'intérét par l'intermédiaire
d'une particule lentivirale afin de produire des lignées cellulaires réfractaires aux
meéthodes chimiques. La production consiste a ensemencer, le premier jour, 4 boites
de 10 cm de diamétre avec environ 3.10° cellules de la lignée HEK 293. La
transfection des cellules a l'aide du phosphate de calcium est effectuée le
lendemain. Le troisieme jour, les cellules produisent les particules lentivirales. Cette
production est associée a la sécrétion de particules virales qui sont alors libérées
dans le surnageant de culture. C'est pourquoi le milieu DMEM est supplémenté de
20 mM HEPES, permettant ainsi de maintenir le pH extracellulaire proche de la
neutralité afin de ne pas endommager les particules dont l'infectiosité est diminuée
par des pH acides ou alcalins. Aprés 24 a 48h dans ce milieu, les particules sont
récoltées en déposant le surnageant de culture sur un coussin de saccharose; le
tout est alors soumis a une ultracentrifugation de 1h30 a 100 000 x g. Les particules

retrouvées dans le culot, sont finalement reprises dans 400 uL de DPBS.

Le titre des suspensions lentivirales est déterminé par un test ELISA détectant la
protéine virale p24: il a été effectué par la plateforme lentivirale de l'université de
Bordeaux. Puis les productions sont utilisées pour infecter des cellules et générer
des lignées cellulaires stables. Les différentes lignées générées sont décrites dans

le tableau V.7 suivant.

Lignées cellulaires Constructions utilisées
HCT 116 TAP Bcl-xL shR pCDH- EF1 TAP Bcl-xL shR
HCT 116 TAP Bcl-xL DD shR pCDH- EF1 TAP Bcl-xL N 52D N66D shR
HCT 116 TAP Bcl-xL DA shR pCDH- EF1 TAP Bcl-xL N 52D N66A shR
HCT 116 TAP Bcl-xL AD shR pCDH- EF1 TAP Bcl-xL N 52A N66D shR
HCT 116 TAP Bcl-xL AA shR pCDH- EF1 TAP Bcl-xL N 52A N66A shR
HelLa Bcl-xL pCDH- EF1 Bcl-xL shR
HelLa Bcl-xL DA pCDH- EF1 Bcl-xL N52D N66A shR
U20S Bcl-xL pCDH- EF1 Bcl-xL shR
U20S Bcl-xL DA pCDH- EF1 Bcl-xL N52d N66A shR
SAOS-2 Bcl-xL pCDH- EF1 Bcl-xL shR
SAOS-2 Bcl-xL DA pCDH- EF1 Bcl-xL N52D N66A shR

Tableau V.7: Liste des lignées cellulaires générées par sous-clonage au cours de cette étude.
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B.4. Immunofluorescence sur cellules adhérentes:

Les cellules sont cultivées jusqu'a 50 % de confluence dans des boites contenant
des lamelles de verre stériles. La fixation des cellules est effectuée dans un bain de
PBS contenant 4 % de paraformaldhéyde durant 20 minutes a température
ambiante. Aprés 2 lavages avec du PBS, les cellules sont perméabilisées 10
minutes dans une solution de PBS contenant 0,1 % de triton X100 et de nouveau
lavées avec 3 bains de PBS. L'étape de saturation est assurée en placant les
lamelles dans une solution de PBS-BSA 3 % durant 30 minutes au terme desquelles
3 lavages en PBS sont effectués. Les cellules sont ensuite incubées en présence de
I'anticorps primaire (anti-Oct4/POUSF1, Thermofisher), dilué dans du PBS-BSA 0,1
% durant 2 heures a température ambiante. 3 lavages sont opérés avant l'incubation
durant 30 minutes avec l'anticorps secondaire couplé a I'Alexa 488 (Molecular
probes) dilué avec PBS-BSA 0,1 %. Finalement, les lamelles sont de nouveau
lavées et montées sur une lame, avec une goutte de milieu de montage contenant
du DAPI (Fluoroshield mounting Medium, Sigma Aldrich). La polymérisation est

terminée aprés 24h a 4°C.

B.5. Test de croissance en milieu semi-solide:

Ce test de croissance évalue la capacité des cellules a reformer une colonie (un
clone) en milieu semi-solide. Il est le reflet des propriétés de cellules souches mais
également de I'agressivité cellulaire pour des cellules tumorales. Il peut se faire sur
une matrice de type Agar/Agarose ou Collagéne. Nous avons utilisé le collagéne

extrait du queue des rats dgés de 10 semaines.

Tous les réactifs utilisés pour ce test ont été maintenus sur glace pour éviter la
polymérisation trop rapide du collagéne. 500 cellules sont cultivées en triplicat dans
des plaques de 6 puits. Un mélange des solutions décrit dans le tableau suivant est
effectué dans l'ordre dans un erlenmeyer stérile de 25 mL (conservé a -20 °C depuis
la veille) en homogénisant par rotation a chaque fois et sans faire de bulles (tableau
V.8).
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Milieu de culture 8,25 mL
Collagéne 4,5 mL

NaOH 0,1N 0,75 mL
Suspension cellulaire (1000cell/mL) 1,5mL
Total 15 mL

Tableau V.8: Mélange réactionnel pour le test de croissance en milieu semi-solide.

C’est l'addition de la soude qui déclenche la polymérisation. Dés que la
préparation est réalisée, 5 mL sont répartis dans chaque puits. Quand la
polymérisation est faite, 2 mL du milieu OptiMem frais sont versés pour recouvrir le

milieu semi-polymérisé. Ce milieu sera changé chaque 2/3 jours.

Au bout de 20 jours, le milieu de culture est enlevé complétement, et une fixation
des disques de collagéne est faite en PFA 4 % pendant 15 min a 4 °C. Les colonies
sont ensuite marquées avec du cristal violet, puis rincées par des bains successifs

de PBS jusqu'a ce qu'elles soient clairement visibles pour le comptage.

B.6. Tri cellulaire par sdFFF (sedimentation field flow
fractionnation) :

La sdFFF est une méthode de séparation par couplage flux-force, apparentée a la
chromatographie liquide, ou la colonne de chromatographie est remplacée par un
canal creux en forme de ruban. La séparation des éléments est basée sur leur
élution différentielle dans une phase mobile passant dans le canal, lui-méme soumis
a un champ externe gravitationnel perpendiculaire, généré par la rotation du bol
contenant le canal. Les fractions cellulaires sont séparées en fonction de plusieurs
criteres physiques de taille, et de densité (ainsi que de rigidité, déformabilité...) sans

aucun marquage préalable.

Cette technique est applicable a de nombreux domaines tels que la microbiologie
ou la cancérologie. Nous l'avons utilisée dans mon projet dans le but d'isoler des
sous-populations enrichies en cellules souches cancéreuses a partir des lignées

cellulaires HCT 116 exprimant les différents variants de déamidation de Bcl-x,.

Les cellules en culture sont dissociées de fagon classique par la trypsine/EDTA.

Elles sont comptées sur une lame de Malassez et finalement re-suspendues dans la

137



phase mobile (PBS, pH=7,4 et Milieu de culture, 70/30, vol/vol) a une densité de
2.5x10%mL, pour une quantité injectée de 2.5x10° cellules. Au cours du tri, 3
fractions sont récoltées: le pic total (PT), correspondant a Il'ensemble de la
suspension cellulaire, la fraction F1, regroupant les cellules les moins retenues et la

fraction F3, regroupant les cellules les plus retenues par le canal.

B.7. Mesure de la taille des cellules par le coulter counter:

La grande majorité des compteurs automatiques de cellules intégrent cette
technologie, appelée le principe coulter. Les systemes Beckman coulter qui utilisent
ce principe sont appelés des instruments «coulter» Cette méthode peut servir a
mesurer toute matiére particulaire pouvant étre mise en suspension dans une
solution électrolytique. Durant cette étude, le volume des cellules a été mesuré a

I'aide de cette technique.

Les cellules sont ensemencées avec une confluence de 70% dans des plaques
12 puits, rincées au PBS, puis décollées par le trypsine. Ensuite, les cellules sont
remises en suspension dans un milieu OptiMem pour les compter et mesurer leur

volume par le "coulter counter".

B.8. Test de cytotoxicité:

Pour évaluer la résistance a la chimiothérapie, reflet de Il'activité des cellules
souches, un traitement au 5-Fluoro-uracile (5-FU) a été réalisé et la cytotoxicité a
été analysée par un test XTT. Il permet la détection de l'activité enzymatique de la
succinate déshydrogénase mitochondriale, reflet de la viabilité cellulaire. Dans le
test, I'enzyme va réduire les sels de Tétrazolium en formazan, causant une

coloration mesurable en spectrophotométrie UV/Visible.

Pour cela, les cellules sont cultivées en plaque 96 puits et le traitement par le 5-FU
est réalisé a différentes concentrations (allant de 0 a 20 uM) en tripliquat pour une
durée de 48H. A l'issue du traitement, le milieu est remplaceé par le milieu réactionnel
contenant le XTT. Aprés 3h30 d’incubation, I'absorbance du formazan est quantifiée

a 450 nm avec une longueur d’onde de référence supérieure a 650 nm.
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C. Techniques biochimiques:

C.1. Analyse de I'expression protéique:
a) Extraction et dosage des protéines totales:

L'extrait protéique total est obtenu en solubilisant un culot cellulaire avec du
tampon d'extraction dit "RIPA" ou bien dans du tampon dit "CHAPS" dans le cas des
expériences de co-immunoprécipitation. L'extraction se fait pendant 20 min sur la
glace et est suivie par une centrifugation a 12000 xg pendant 20 min. La

composition de ces tampons d'extraction est décrite dans le tableau V.9.

Tampon d'extraction protéique Composition
RIPA 100 mM Tris (pH=7,4), 0,5 % Nonidet P-40, 0,1 % SDS, 0,5 %
déoxycholate de sodium, inhibiteurs de protéases Mini (Roche).
CHAPS 1% CHAPS, 10 mM Hepes pH= 7,4,150mM NaCl, inhibiteurs de
protéases Mini (Roche).

Tableau V.9: Tampons d'extraction des protéines utilisées au cours de cette étude.

b) Dosage des protéines par la méthode dite BCA:

Cette méthode colorométrique est basée sur la réduction des ions Cu?" en ions
Cu® par les protéines en milieu alcalin. Le complexe formé par I'acide bicinchonique
avec les ions Cu* posséde un maximum d'absorbance a 562 nm. Le dosage des
protéines est réalisé en diluant 1 pyL de I'échantillon a doser dans 5 pL d'eau distillée
auxquels sont ajoutés 100 uL du mélange A et B (50:1 Kit BCA, (Thermo scientific)).
Le lecteur spectrophotométrique de microplaque Polarstar Omega (OMG Lactech)
mesure l'absorbance a 562 nm et la concentration de l'extrait protéique est
déterminée contre une gamme d'étalon de BSA (0-20 pg) réalisée simultanément et

traitée de facon identique.

C.2. Immunoprécipitation:

Des cellules HEK 293 co-transfectées avec Flag-Ras WT, Bax et Bcl-x. ou des
mutants de Bcl-x, sont cultivées jusqu'a confluence de 80 % dans des boites de 10
cm de diameétre, puis décollées mécaniquement, lavées par du DPBS, puis
centrifugées 5 min a 450 xg. Les protéines sont extraites avec le tampon CHAPS.
Aprés dosage des protéines totales par BCA, chaque IP est réalisée sur 1 mg

d'extraits protéiques totaux, mis en présence de 2 ug d'anticorps de souris anti Flag
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pendant 2 heures a +4 °C sous agitation.

Ensuite, pour chaque réaction d'IP 50 pyL de résine d'agarose greffée avec la
protéine G sont équilibrés dans 500 uL de tampon CHAPS pendant 2h, puis mis en
contact avec les extraits protéiques et remis sous agitation en chambre froide
pendant 5 heures. La fraction de protéines n'ayant pas été retenues sur la résine
(Flow Through) est récupérée aprés centrifugation pour étre analysée. Les billes de
résines, sur lesquelles sont fixés les anticorps et les complexes protéiques retenus,
sont lavées 5 fois par 500 yL du tampon CHAPS. Les complexes sont élués dans 30
uL de tampon de Laemmli 1X (30 mM Tris pH=6,7, 5 % Glycérol, 1 % SDS et du
bleu de bromophénol) et sont dénaturés pendant 5 minutes a 95°C. Le surnageant,
contenant les complexes de protéines dissociées, est récupéré pour étre analysé

par western-blots.

C.3. Western blot:
C'est une technique qui permet d'identifier et détecter des protéines spécifiques

dans un échantillon biologique.

a) Electrophorése de type Tris-Glycine-SDS-PAGE:
En SDS-PAGE, les protéines sont séparées par migration dans un gel de
polyacrylamide soumis a un champs électrique (tableau V.10). La séparation des

différentes protéines se fait en fonction de leur poids moléculaire.

Le SDS-PAGE est une technique consistant a faire migrer des protéines dans un
gel, sous linfluence d’'un champ électrique, permettant ainsi leur séparation. La

séparation est réalisée en conditions dénaturantes en raison de I'ajout de SDS.

Le protocole de ce type d'électrophorése dérive du protocole original mis au point

dans les années 1970 par U.K Laemmli (Laemmli 1970).

Tampon de migration Composition

Gel de concentration (Tris-Glycine-SDS-PAGE) | 5% Acrylamide-BisAcrylamide (30;0,8), 0,1% SDS,125

mM Tris pH=6,8 ,0,1% TEMED,0,13 % APS

Gel de séparation (Tris-Glycine-SDS-PAGE) |12% Acrylamide-BisAcrylamide (30;0,8), 0,1% SDS,125

mM Tris pH=8,8 ,0,1% TEMED,0,13 % APS

Tableau V.10: Composition du gel Tris-Glycine-SDS-PAGE de type Laemmli.
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b) Electrophorése de type Tris-taurine/Glycine:
Dans ce type de gel, des ampholytes tels que la taurine ont été ajouté dans la
composition du gel qui ne contient pas de SDS. Ces ampholytes permettent, par
interaction avec les protéines, une meilleure séparation des bandes protéiques.

Cette technique est donc adaptée a la séparation des différentes formes de Bcl-x..

Les échantillons sont déposés dans un gel de 6 cm, 16 cm et 26 cm dont la
composition est donnée dans le tableau V.11 et une intensité de 25 mA constante
par gel est appliquée. La migration des protéines dure de 1h 30 min pour les gels de
6 cm et de 24 a 30 heures pour les gels de 16 et 26 cm. Des marqueurs de masse
moléculaire (PageRuler, Invitrogen) sont déposés dans un puits afin de suivre la
migration et d'apprécier la masse moléculaire apparente des bandes protéiques qui

seront révélées par la suite.

Tampon Composition

Gel de concentration (Tris-Taurine/Glycine) |5% Acrylamide-BisAcrylamide (30;0,8), Tris Hcl 75 mM non
ajusté, Taurine 200 mM, Glycine 125 mM, Hcl 23 mM,
TEMED 0,1%, APS 0,13%

Gel de séparation (Tris-Taurine/Glycine) 12% Acrylamide-BisAcrylamide (30;0,8), Tris Hcl 75 mM non
ajusté, Taurine 200 mM, Glycine 125 mM, Hcl 23 mM,
TEMED 0,1%, APS 0,13%

Tableau V.11: Composition du gel de type Tris-Taurine/Glycine.

Remarque: Au cours des expériences, il a parfois été nécessaire de réaliser des
gels de séparation dont la quantité d'Acrylamide-BisAcrylamide était de 8%, 10% ou

16% en fonction de la taille des protéines a séparer.

A la fin de la migration, les protéines contenues dans le gel sont transférées sur

membrane de nitrocellulose (Amersham™ Protran™).

c) Le transfert sur membrane de nitrocellulose:
Le transfert des protéines est réalisé en disposant le gel de polyacrylamide au
contact d'une membrane de nitrocellulose. L'ensemble est disposé entre des feuilles

de papiers Whatman. Les protéines sont transférées en milieu liquide dans un
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tampon de transfert 1X sur une membrane de nitrocellulose 0,2 u. Le générateur est

réglé a 350 mA pour le transfert d'une durée 1h30.

d) Immuno-buvardage:

Suite au transfert des protéines, I'immuno-buvardage de la membrane débute par

une étape de saturation de 30 minutes a température ambiante dans un bain de lait

(3%) ou BSA (3%) (Bovine serum albumin) solubilisés dans une solution de PBS-

tween ou TBS-tween (tableau V.12).

Tampon

Composition

Tampon de migration 5X

246 g Glycine, 60 g Tris, 15 g SDS

Tampon de transfert 10X

144 g Glycine, 30 g Tris

PBS -Tween 20 X

NaCl 180 g, Na, HPO..2H,0 26,7 g, NaH.PO,.2H,0 7,7g, Tween 20
11g,pH 7,4

TBS-Tween

NaCl 180 g, Tris 122g, Tween 0,1% 11g, pH 8,4

Tableau V.12: Composition des tampons de transfert et de lavage.

L'incubation de I'anticorps primaire, dilué dans la solution de PBS-tween ou TBS-
tween, a lieu durant 2 h a température ambiante (ou une nuit a 4 °C). Aprés lavages,
I'anticorps secondaire spécifique, couplé a la peroxydase de raifort diluée a 1/5000

eme est incubé pendant 1 heure a température ambiante.

e) Immunodétection par chimioluminescence:

L'immunodétection des protéines est réalisée en incubant la membrane dans une
solution de révélation ECL Plus (PerkinElmer). La chimioluminescence est détectée
par des acquisitions de durées fixes a la caméra Gbox® (Syngene), puis les images
sont analysées a l'aide du logiciel image J. Tous les anticorps utilisés dans cette

étude sont décrits dans le tableau V.13.
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Anticorps Expérience Dilution/Quantité Source Fournisseur

Bcl-x. WB/IP 2500 eme/2ug Lapin Ab32370 Abcam

Flag WB/IP 2500 eme/2ug Souris SIGMA

K-Ras WB/IP 2500 eme/2ug Souris Santa Cruz

4-EBP1 WB 1000 éme Lapin Cell signaling

phospho 4-EBP1 WB 1000 éme Lapin Cell signaling

s6 WB 1000 éme Lapin Cell signaling

phospho s6 WB 1000 éme Lapin Cell signaling

s6 Kinase WB 1000 éme Lapin Cell signaling

phospho s6 Kinase WB 1000 éme Lapin Cell signaling

PARP 1 WB 2500 éme Lapin Roche

Hsp60 WB 2500 éme Chévre SANTA CRUZ

GAPDH WB 2500 éme Souris SIGMA

Mcl-1 WB 1000 éme Lapin Santa Cruz

Oct-4 IF 500 eme Lapin Santa Cruz

Ki67 IHC 200 éme Souris Santa Cruz

[1™ anti-chévre WB 5000 éme Lapin Jackson
ImmunoResearch

e anti-lapin wB 5000 eme Chevre Jackson
ImmunoResearch

[15™ anti-souris WB 5000 éme Chévre Jackson
ImmunoResearch

Alexa Fluor 488 IF 1000 éme Lapin Invitrogen

Alexa Fluor 568 IF 1000 éme souris Invitrogen

Tableau V.13: Récapitulatif des anticorps utilisés pour cette étude.

immunoprécipitation/ IF: Immunofluorescence/ IHC: Immunohistochimie.

WB: western blot/

C.4. Carence en acides aminées et test de glutaminolyse:

Les cellules sont ensemencées dans des boites de 6 cm de diamétre au jour 1 en

ajoutant la quantité de cellules nécessaire pour avoir une confluence au dessous de

50% le lendemain. Au jour 2, le milieu de culture est enlevé, et les cellules sont

lavées 2 fois avec 2 mL du PBS. Elles sont ensuite incubées pendant 4 heures dans

2 mL de milieu HBSS pour induire la carence en acides aminées et en sérum. Afin

de garantir que la régulation de I'activité de mTOR n'est contrélée que par le retrait

ou l'ajout d'acides aminés, le milieu HBSS est supplémenté avec 100 nM d'insuline.

Puis, ces cellules sont re-stimulées par l'addition de leucine (0,8 mM) et de

glutamine (2 mM) durant 30 min. Les cellules sont récoltées, les protéines sont

extraites avec du tampon RIPA contenant des inhibiteurs de phosphatases (P0044

et P5726 Sigma) , et les échantillons sont préparés pour analyse par western blot.

143

IP:




C.5. Test d'induction d'apoptose

Les cellules HelLa sont cultivées jusqu'a 80 % de confluence, puis elles sont
lavées avec du DPBS et placées dans un milieu RPMI supplémenté de 0,4 uM de

staurosporine et laissées en culture durant 6h.

A la fin du traitement, les cellules sont lavées au DPBS, décollées
mécaniquement puis centrifugées 5 min a 450 xg. Finalement, une extraction
protéique est réalisée en tampon RIPA, et 25 ug de protéines totales sont soumises
a une électrophorése de type Tris-Glycine SDS-PAGE 8 %. Des western blots
dirigés contre la protéine PARP | et Hsp60 sont utilisés pour détecter spécifiquement
les bandes correspondant a la protéine PARP et au produit de son clivage induit au
cours de l'apoptose. Les signaux correspondant a Hsp60 servent de témoins de
charge pour la normalisation des résultats L'intensité des différentes bandes est

quantifiée a l'aide du logiciel image J.

C.6. BRET ( Bioluminescence resonnance energy transfer)

Le BRET (Bioluminescence resonnance energy transfer) est une technique de
mise en évidence des interactions entre les protéines. Elle est fondée sur le principe
du transfert d'énergie entre un donneur bioluminescent et un accepteur fluorescent.
L'énergie du donneur provient d'une molécule bioluminescente la coelenterazine H
DeepBlue C (DBC), qui va émettre des photons en présence de I'enzyme luciférase
ou (R-Luc). Ces photons permettront d'exciter une molécule de type YFP qui va
émettre une fluorescence si les conditions de proximité et de géométrie pour un
transfert sont remplies. Les plasmides exprimant Rluc ont été construits par un
sous-clonage des séquences codants KRas dans le vecteur pR-Luc-C2 ( Biosignal
Packard). Les plasmides exprimant eYFP ont été construits par un sous-clonage de
Bel-x. et ses différents mutants (N52D N66A, N52D N66D, N52A N66D, N52A
N66A) dans le vecteur p-EYFP-C1. Tous ces étiquetages avec les séquences de
KRas et Bcl-x. ont été effectués en leurs cotés N-terminal, cela pour conserver le

réle du coté C-terminal dans lI'ancrage membranaire de ces 2 protéines.
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Tests de courbes de saturation du BRET: 24 heures avant la transfection, les
cellules sont ensemencées dans des plaques de 12 puits. Les cellules sont
transfectées avec des quantités croissantes (50 a 1500 ng/puits) de plasmides
codants pour l'accepteur de BRET (e-YFP Bcl-xL et les mutants), et des quantités
constantes (50 ng/puits) de plasmides exprimant le donneur BRET (R-Luc KRas) en
utilisant le lipofectamine 2000 comme agent de transfection (Life technologies).
Apres 24 heures, les cellules sont collectées et cultivées en duplicat dans des
plaques de 96 puits. Apres 24 h, ces cellules sont traitées durant 16h. Avant les
mesures de BRET, les cellules sont lavées 1 fois avec le PBS. Le substrat
coelenterenzine H (Interchim) est injecté dans les plagques a une molarité de 5 uM,
et le BRET est mesuré immédiatement et successivement encore 5 autres fois. Le
BRET est contrélé en utilisant le lumino/fluorometer Mithras (Berthold Technologies,
France). En principe, Rluc catalyse la transformation du substrat DBC en
coelenteramide avec une émission concomitante de la lumiére bleue. Lorsqu'un
accepteur adéquat est en proximité suffisante, il va capturer I'énergie de la lumiére
bleue émise par la réaction R-Luc/DBC, et son excitation permettra une émission
d'un signal lumineux jaune. Les valeurs d'émission du signal obtenues a 530 nm ont
été divisées par les valeurs obtenues a 480 nm. Le ratio BRET a été calculé par la
soustraction des valeurs du signal BRET obtenues avec la co-expression donneur et

récepteur par celles obtenues avec la protéine donneur exprimée seule (Figure 55)
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Figure 55: Principe de la technique du BRET développée pour étudier les interactions
protéine-protéine.

Pour une étude d'interaction entre protéine A et B par BRET, les protéines de fusion avec Rluc et
YFP sont co-exprimées, les signaux luminescents sont mesurés a 480 nM (RLuc) et a 530 nM
(YFP) en présence du substrat coelentérazine.

C.7. Test de protéolyse par les calpaines :

Des lignées cellulaires sont cultivées dans des boites de 6 cm avec une
confluence de 80 %, les cellules sont traitées avec l'inhibiteur de calpaines (Sigma)
a des concentrations de 10 et 25 uM pendant 24h. Les cellules sont récoltées, les
protéines sont extraites avec du tampon RIPA puis analysées par un western blot

avec des anticorps dirigés contre Bcl-x, et Mcl-1.

C.8. Test de déamidation in vitro:

Les expériences de déamidation in vitro de Bcl-x. et de ses différents mutants
sont réalisées sur des extraits totaux et des protéines recombinantes purifiées en
incubant dans un tampon alcalin (25 mM du glycine tamponnée a pH=10 avec la
soude) pendant 24h a 37 °C. Ce mélange est neutralisé par la suite avec 3 N HCI,
afin de revenir a un pH=7.4, puis additionné de tampon de charge avant d'étre

soumis a une électrophorese de type SDS-PAGE et un western blot dirigé contre

BC'-XL.
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C.9. Condition d'obtention de stress génotoxique:

Deux types de traitement ont été utilisés pour induire un stress génotoxique:

- Une combinaison d'irradiation UV et d'exposition au 5-FU: les cellules HCT 116
sont cultivées dans du milieu OptiMem jusqu'a 80 % de confluence, puis le milieu
est retiré et les cellules sont irradiées sous une lampe a UV réglée a 450 pj durant
45 s. Par la suite, les cellules sont incubées durant 24 h a 37 °C dans du milieu

additionné de 40 uM de 5- FluoroUracile.

- Un traitement par étoposide: les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM

supplémenté avec 10 uM d'étoposide durant 24h et 48h.

- Un traitement par cisplatine: les cellules sont cultivées dans du milieu

supplémenté avec 10 uM de cisplatine durant 48 heures.

A la suite du stress, les cellules sont récoltées, les protéines sont extraites avec
du tampon RIPA, puis analysées par un western blot utilisant un anticorps dirigé

contre Bcl-x..

C.10. Test de respiration mitochondriale
Des lignées cellulaires HCT116 P, HCT116 Bcl-x., et HCT116 Bcl-x. N52D NG66A
sont cultivées dans 3 milieux différents décrits ci-aprés en prenant soin a chaque
fois que la confluence des cellules ne dépassent pas 50 % pour que le couplage

chaine respiratoire/ATP synthase soit optimal:

1) Dans un milieu classique OptiMem a une forte concentration de glucose (4.5
g/L) : Dans ce cas, 750000 cellules sont ensemencées dans 5 boites de culture de
10 cm de diameétre au jour 1 pour avoir le lendemain une quantité suffisante de

cellules et avec une confluence au dessous de 50 %.

2) Dans un milieu DMEM a une faible concentration de glucose (1g/L)
supplémenté de pyruvate (1 mM) et de glutamine (2 mM). Dans ce cas, 1 million de
cellules sont ensemencées dans 4 boites de 10 cm de diamétre au jour 1 pour avoir

une quantité suffisante de cellules au jour 4.

3) Dans un milieu sans glucose supplémenté de glutamine (2 mM), pyruvate (1
mM), et galactose (5 mM) comme source de carbone. Dans ce cas, 1 million de

cellules sont ensemencées dans 6 boites de 10 cm de diamétre pour récolter 4
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millions de cellules apres 4 jours.

Les cellules sont dissociées par la trypsine et comptées en utilisant un compteur
automatique (Scepter™). La consommation d'oxygéne des cellules est déterminée
en utilisant I'oxygraphe 2K (Oroboros instrument). Environ 4 millions de cellules sont
resuspendues dans 100 yL de milieu de culture puis diluées dans 2,1 mL du méme
milieu déja ajouté dans chaque chambre de la machine. La consommation
d'oxygene est évaluée sous différentes conditions: d'abord, la respiration endogéene
des cellules est évaluée 15 minutes apres la reprise des cellules dans le milieu de
culture. Puis, la respiration non phosphorylante est mesurée aprés I'addition
d'oligomycine (91 ng/mL), inhibiteur de la pompe ATP synthase. Ensuite, la
respiration découplée est déterminée par la titration CCCP (45 nM) , cela pour une
stimulation maximale de la respiration mitochondriale. Finalement, la respiration non
mitochondriale est déterminée par I'ajout de I'antimycine A (227 nM), un inhibiteur du
complexe Ill de la chaine respiratoire. La mesure de la respiration est normalisée a
la quantité de protéines en mg.

C.11. Purification des partenaires protéiques par Tandem affinity
purification:

Cette approche, appelée Tandem Affinity Purification (TAP), a été initialement
utilisée dans la levure, mais, plus récemment, a été adaptée pour les cellules de
mammiféres. Elle permet de purifier des complexes protéiques dans leur forme
native, en réalisant une protéine recombinante ou la molécule d'intérét est étiquetée
avec un module utilisé pour la purification du complexe. La composition de I'étiquette

TAP est représentée dans la (Figure 56).

TAP Bcel-xL
Figure 56: Composition de la protéine TAP étiquetée avec la séquence Bcl-x,
CBD: Calmodulin Binding Buffer
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Les étapes expérimentales de la purification par TAP sont résumées dans la

(Figure 57), et les différents tampons sont décrits dans le (Tableau V.14).

Les cellules sont lysées mécaniquement dans 10 mL de tampon de lyse HS buffer
a l'aide d'un homogéniseur de Dounce par une cinquantaine de coups. La lyse est
controlée sous microscope. Le volume est réparti en 8 tubes eppendorf. Puis, une
centrifugation de 16 000 x g pendant 30 min sépare la fraction membranaire (culot
1) de la fraction cytosolique (S1). Le surnageant est dialysé 2 fois dans 450 mL de
tampon de dialyse pendant 1 h. Les lysats membranaires sont repris dans 850 L de
tampon d’extraction CAM (Calmodulin binding buffer) pour chaque tube eppendorf
placé sur glace pendant 20 min. Les extraits protéiques (S2) sont obtenus par
centrifugation 20 min a 12000 x g. Aprés une équilibration de la colonne de
calmoduline, l'extrait total (S2) et le surnageant S1 sont incubés séparément a 4 °C
pour toute la nuit sous agitation avec les billes de calmoduline sepharose 4B
ajoutées avec 1mM de CaCl,. Une premiére élution (E1) est faite sous agitation
pendant 15 min dans du tampon d'élution de calmoduline contenant 5 mM d'EGTA et
elle est suivie d'une second élution (E2) avec du tampon d'élution de la calmoduline.
Ensuite, une équilibration de la colonne d'lgG est effectuée pendant 30 min aprés un
lavage avec le méme tampon. Les élutions E1 et E2 sont combinées avant
l'incubation sur la colonne de billes liees a I''gG pendant la nuit a 4 °C sous
agitation. Cette incubation est suivie de 2 lavages successifs, I'un avec le tampon

d'élution du calmoduline et l'autre dans du tampon du clivage de TEV.

Apres les centrifugations, la matrice des billes d'agarose est incubée dans 950 pL
de tampon de clivage et 500 U de la protéase TEV (Invitrogen) pendant 2h a

température ambiante, suivie d'une rotation toute la nuit a 4 °C.

Les protéines éluées sont collectées (E'1). La matrice d'lgG est incubée dans 1

mL du tampon du clivage contenant 500 mM de NaCl.
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Cellules resuspendues dans 10 ml HS buffer
et cassées
16000 x g (30min)

culot 1 S1: cytosoliques
( lysats membranaires)

Extraction dans CAM buffer Dialyse 2X 1h
12 000 x g (20 min)

Equilibration du colonne CAM 4B

S2
(extrait total)

\

S1
(incubation 15 min CAM 4B+ 1mM Cacl2)
E1 1000Xg 1 min
Elution dans CEB (5 mM EGTA)
E2

Elution dans CEB (50 ul EGTA 0.5 M)
Equilibration colonne 1gG i

E1 Incubation IgG 24h 4 C
\ =
Lavages dans tampon d'elution de calmoduline+ tampon du clivage de TEV
¢Clivage de la proteine TEV

Incubation des billes d'agarise ( 950 ul tampon du clivage+ 500 U protease TEV)

¢

Collection des eluats
E"1

Figure 57: Protocole de purification des partenaires par Tandem Affinity Purification.

150



Tampons utilisés pour la purification TAP

Compostion

Tampon de lyse HS ( homogénisation)

10 mM HEPES, 250 mM sucrose, inhibiteurs des protéases

Tampon Calmodplin extraction buffer CAM

10 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1% CHAPS,
1 mM Mg acetate, 1 mM imidazole, 2 mM CaCl, et
inhibiteurs des protéases

Tampon Calmodulin elution buffer CEB

10 mM Tris/Hcl pH 8, 150 mM NaCl, 0,1% CHAPS,
1 mM Mg acetate, 1 mM imidazole et 2 mM EGTA

Tampon de clivage TEV

10 mM Tris/HCI pH8, 150 mM NaCl,
0,1% CHAPS, 0,5 mM EDTAet 1 mM DTT

Tampon de dialyse

10 mM Tris/HCI pH8, 150 mM NaCl, 0,1% CHAPS,
1 mM Mg acetate, 1 mM imidazole et 2 mM Cacl2

Tableau V.14: Composition des tampons utilisés pour la "Tandem Affinity purification".

C.12. Détermination de la quantité de lactate dans les milieux:

Des lignées cellulaires HCT 116 sont ensemencées dans un milieu OptiMem en
réplicats afin de faire une cinétiqgue de mesure du lactate en fonction de la
confluence des cellules. Les milieux de culture sont récoltés a J2, J4 pour une
confluence qui augmente de 30 a 80 %. Ces surnageants cellulaires sont

centrifugés pendant 5 minutes puis maintenus a - 20 °C jusqu'au jour des mesures.

L'enzyme lactate déshydrogénase ou L-LDH (Sigma) transforme le L-lactate en
pyruvate en réduisant le NAD en NADH. Le NADH produit par la réaction, est

fluorescent et son apparition est suivie a 340 nm dans le spectrophotomeétre.

Le dosage est réalisé dans un tampon glycine 0,2 M, hydrazine hydrate pH 9,2,
contenant 0,75 mM de NAD" et 2500 U/I de L-LDH. Le mélange est ensuite dilué a
1/200 dans le tampon et la lecture spectrophotométrique est réalisée aprés 90

minutes contre un contréle qui ne contient pas de lactate déshydrogénase.

C.13. Mesure du ratio ATP/ADP par le HPLC ( chromatographie
en phase liquide a haute performance):

Des cellules HCT 116 P, HCT 116 Bcl-x. et HCT 116 Bcl-x. N52D N66A sont
cultivées en triplicat dans des plaques de 6 puits de fagon a avoir une confluence de
40 % le lendemain. Le milieu est enlevé et les cellules sont lavées par 2 mL de PBS.
Les cellules sont lysées et extraites par I'ajout successif de 3 mL d'éthanol 70%
supplémenté par 10 mM d'HEPES a pH 7,4. Aprés une incubation de 5 minutes a
température ambiante, les extraits cellulaires sont transférés dans des tubes en

verre, puis incubés a 80 °C pendant 3 minutes afin d'inhiber les enzymes et d'arréter
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toutes les réactions métaboliques. Ensuite, ces extraits sont évaporés a 80 °C
pendant 5 minutes par un rotavator. Les extraits cellulaires sont re-suspendus dans
500-1000 pL d'eau selon le nombre de cellules, puis centrifugés a 15000 x g
pendant 30 minutes. Environ 150000 cellules sont injectées sur HPLC a 10 °C.
L'aire des pics ATP et ADP est déterminée par le logiciel "Chromeleon", la
concentration est calculée en se référant a une gamme étalon d'ATP et ADP de

concentration connue.

D. Techniques de greffe des cellules ex-vivo et in vivo :

D.1. Greffe cellulaire sur membrane chorio-allantoidienne
d'‘embryon de poulet:

Ce test est utilisé pour étudier la tumorigénicité des lignées cellulaires HCT 116
greffées sur une membrane chorio-allantoique du poulet. L'intérét de ce modéle est
de visualiser rapidement la formation de tumeurs (en 3 a 4 jours) grace une
membrane richement vascularisée qui permet un développement rapide de la

tumeur.

Les ceufs fécondés proviennent d’'un élevage commercial (Ferme avicole Haas,
Strasbourg, France) et sont stockés pendant 24h apres réception, a température de
16°C. Pour les expériences, ils sont ensuite incubés a 38°C dans une couveuse,en
atmosphére humide. Apres 2,5 jours d'incubation, 7 a 8 mL d’albumine sont retirés a
'aide d’'une seringue puis le contenu de chaque ceuf est extrait de sa coquille et
placé dans des nacelles de pesée. Elles sont ensuite placées dans des boites de
Pétri préalablement remplies a moitié d’eau distillée afin d’assurer le maintien d’une

hygrométrie correcte.

Les ceufs ainsi ouverts sont ensuite incubés 1 semaine a 38 °C sous une
atmosphére humide. Au 9°™/10°™ jour du développement embryonnaire, la
vascularisation de la CAM commence a apparaitre. Un anneau en silicone de 1 cm
de diametre et d'1 mm d'épaisseur est déposé sur la membrane. 3 millions de
cellules (reprises dans le volume de milieu le plus faible possible, environ 10uL) sont
greffées au centre de I'anneau et incubées pendant 3 jours. La masse tumorale qui
s'est développée est observée sous un stéréomicroscope (Leica), excisée et

aussitét incluse dans I'OCT (Optimal cutting temperature) a -20°C puis conservée a
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-80°C pour les analyses histologiques ultérieures.

D.2. Greffe sur souris «xnudes»

La souris «nude» est un modéle d’animal immunodéprimé, déplété en
lymphocytes T. Ce modéle permet de réaliser des greffes de cellules humaines sans
rejet. De plus, étant dépourvues de pelage ces animaux présentent 'avantage de
permettre une trés bonne visibilité du point d’injection ainsi qu’'un suivi aisé de la
croissance tumorale lors de greffes sous-cutanées. Les souris sont hébergées dans
la zone SOPF (Specific and Opportunistic Pathogen Free) de I'animalerie de type A1
+ de I'Université de Limoges. Elles sont placées dans des cages filtrées, sur portoirs
ventilés, dans des locaux maintenus en surpression atmosphérique et leur
alimentation est stérilisée au préalable. Lensemble des manipulations des animaux

s’effectue sous une hotte a flux laminaire.

Pour les greffes, les souris sont anesthésiées par injection en intra péritonéal de
80ul d’'un mélange Kétamine (4%), xylazine (0.02%) dans du sérum physiologique.
Une greffe de 1 million de cellules (dans un volume de 50 yl maximum) est effectuée
en sous-cutané dans la patte antérieure de la souris. L'évolution de la tumeur est
suivie pendant un mois environ et mesurée régulierement au pied a coulisses
jusqu'a ce que les souris soient sacrifiées. Le calcul du volume de la tumeur prend
en compte la longueur (L) et la largeur (I) selon la formule (LxI (L+l)) 1/12. Les
tumeurs sont excisées, fixées dans du formol 10% pendant une nuit avant I'inclusion

en paraffine le lendemain.

D.3. Immunohistochimie sur coupes histologiques:

L'immunohistochimie est une technique qui permet la détection, a l'intérieur d'une
cellule ou d'un tissu, d'un antigéne donné.
Dans le cas des greffes réalisées sur CAM, des sections fines de tumeur (7 um)
préalablement fixées en OCT, sont coupées a l'aide du cryostat (Leica CM 3050).
Les coupes sont ensuite fixées dans du paraformaldhéyde 4% a 4 °C pendant 20
min. Aprés 3 lavages dans du PBS, ces coupes sont perméabilisées pendant 10 min
dans du PBS/triton X-100 0.1% puis saturées dans une solution tampon de PBS

contenant 3 % de BSA pendant 30 min a température ambiante. Ensuite, l'incubation
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avec l'anticorps primaire anti-Ki67 (M7240, clone MIB-1, Dako) est réalisée pendant
2h a température ambiante. Apres 3 lavages en PBS, la révélation a été réalisée en
utilisant le kit EnVision (Dako), qui fournit I'anticorps secondaire, couplé a un
polymére marqué a I'HRP, ce qui amplifie la réaction. L'incubation est effectuée
pendant 1h a température ambiante. Aprés 3 lavages en PBS, l'incubation avec le
chromogéne DAB (3,3'- Diaminobenzidine) (10 min a température ambiante) permet
la révélation en provoquant une coloration brune. Les coupes sont ensuite lavées
dans du PBS, et contre-colorées pendant 30 secondes dans de I'hématoxyline
(permettant de colorer les noyaux). Les coupes sont ensuite observées au

microscope Leica DM-RX.
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ABSTRACT

Bcl-x, is a member of the Bcl-2 family, playing a critical role in the survival of
tumor cells. Here, we show that Bcl-x, oncogenic function can be uncoupled from its
anti-apoptotic activity when it is regulated by the post-translational deamidation of
its Asn52.

Bcl-x, activity can be regulated by post-translational modifications: deamidation
of Asn52 and 66 into Asp residues was reported to occur exclusively in response to
DNA damage, and to cripple its anti-apoptotic activity. Our work reports for the first
time the spontaneous occurrence of monodeamidated Asp>?Bcl-x, in control conditions,
in vivo and in vitro. In the normal and cancer cell lines tested, no less than 30% and
up to 56% of Bcl-x, was singly deamidated on Asn®2. Functional analyses revealed
that singly deamidated Bcl-x, retains anti-apoptotic functions, and exhibits enhanced
autophagic activity while harboring impaired clonogenic and tumorigenic properties
compared to native Bcl-x,. Additionally, Asp5?Bcl-x, remains phosphorylatable,
and thus is still an eligible target of anti-neoplasic agents. Altogether our results
complement the existing data on Bcl-x, deamidation: they challenge the common
acceptance that Asn52 and Asn66 are equally eligible for deamidation, and provide
a valuable improvement of our knowledge on the regulation of Bcl-x; oncogenic
functions by deamidation.

INTRODUCTION

Bel-x is an oncogene whose over-expression
is largely documented in cancers like colorectal
adenocarcinoma [1], breast [2] and prostate cancer [3] and
multiple myeloma [4]. Bcel-x, was initially characterized
as a Bcl-2 family member [5] displaying anti-apoptotic
functions similar to Bcl-2 through its ability to prevent
Bax-induced cytochrome ¢ release from mitochondria.
In spite of their 43% amino acid identity, their structural
similarity, and their critical roles in cancer development
and resistance to chemotherapy treatments, Bcl-2 and
Bcl-x, are not redundant proteins: loss of function studies

in mice knocked-out for either gene allowed to discern
their respective physiologic roles, Bcl-2 being required for
the survival of kidney, melanocytes, stem cells and mature
lymphocytes [6], and Bel-x, for neuronal and erythroid
cells [7]. A comparison of the two proteins carried out in
a single cellular context further highlighted (i) that Bcl-2
and Bel-x, exhibit functional differences in their inhibition
of apoptosis depending on the death inducer and the
pertaining signaling pathway, and (ii) that Bcl-x, is more
potent than Bcl-2 to warrant cell survival [8].

Another noticeable difference is the unique
susceptibility of Bel-x; to undergo a post-translational
modification (PTM) called deamidation in cells exposed
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to DNA damaging agents, [9, 10]. Deamidation is the
transformation of eligible glutamine and asparagine
residues into glutamate and aspartate/isoaspartate.
Susceptibility for deamidation is conditioned by the
primary sequence (notably if glycine is the flanking residue
on the a-carboxyl side), by the lack of three-dimensional
structure, and is facilitated by high temperatures, extreme
pH or high ionic strength [11]. Deamidation affects a
great number of proteins (human growth hormone [12],
calmodulin [13], tissue plasminogen activator [14], tubulin
[15], synapsin [16], Alzheimer’s B-amyloid [17], histone
H2B [18], protein kinase A [19], cytochrome c... [11]), and
has therefore wide biological repercussions because it can
lead to structural changes and/or modify their life-span.

Bel-x; was shown directly [20] or indirectly [21-
23] to undergo a double deamidation of Asn** and Asn®.
Predictive algorithms calculate an equally probable
deamidation for both residues [11] given their location
in what is referred to as the flexible loop of Bel-x, (this
region fails to adopt a defined structure according to X-ray
crystallography and NMR data [24]), and the fact that they
are both followed by a glycine residue. That cancer cells
contain less deamidated Bel-x than normal cells, was a
first indication that deamidated Bcl-x, harbors impaired
anti-apoptotic functions; [20, 22, 23] in vitro studies
further showed that Bel-x; deamidation inhibited binding
to BH3-containing partners. But because deamidation
produces a mixture of Asp and isoAsp, the question
raised was which of the two species triggered the loss of
function? Work from the Alexander lab clarified the debate
opened by Deverman et al [20, 21, 25]. and showed that
the prevalent occurrence of B-linked isoaspartyl residues
(is0Asp*/isoAsp®), which causes more significant
alterations in the structure of the protein than conversion
into Asp [26], was responsible for disabling Bcl-x,
binding to pro-apoptotic BH3-only partners like Bim
and Puma [20]. They also defined the pathway through
which DNA-damage leads to NHE-1-induced intracellular
alkalinization and entails Bcl-x;, deamidation [20].
Additionally, deamidation was also recently shown to be
instrumental in the control of Bel-x, cellular amount since
the deamidated protein is targeted for calpain-mediated
degradation in response to cytosolic alkalinization [27].
In fine, Bel-x; deamidation would act both on the function
and on the amount of Bel-x, to limit its pro-survival
activity; as a corollary, suppression of Bel-x; deamidation
would be another mechanism, unique to this member of
the Bcl-2 family, implemented by tumor cells to acquire
resistance to apoptosis.

Despite all these insights into deamidation-induced
Bel-x, loss of function and cancer progression, three
important arguments add up and highlight that the matter
still deserves thriving attention: (1) cells resort to a repair
enzyme called isoaspartyl methyltransferase to convert
isoAsp into Asp residues, and thus eliminate the isopeptide
bond which alters the conformation of proteins. Knocked

out mice for such an enzyme accumulate 4-8 times more
isomerized proteins than wild-type mice [28], suggesting
that the restoration of isoAsp into Asp residues is potent
enough to prevent the accumulation of damaged proteins
and restore normal functions. More specifically regarding
deamidated Bcl-x, , two studies showed that an isoaspartyl
methyltransferase called Pimt [29] or PCMT [30] restored
its anti-apoptotic functions since cells reacquired
protection against stress-induced apoptosis. Therefore, the
functional modifications brought by deamidation into Asp
residues, and not only isoAsp should be considered. (2)
Another important parameter causing a stir in the debate
is that both Bcl-2 and Bel-x| are involved in the regulation
of autophagy,[31, 32] a self-degradation pathway routing
cellular components in vesicles called autophagosomes
toward lysosomes for degradation and recycling.
Autophagy is used by cells to deal with various stresses,
and can be instrumental in cancer progression (reviewed
in ref [33]). However, consistent with the idea that the
two proteins are not interchangeable, we brought evidence
of mechanistic differences in their control of autophagy,
and showed that stimulation of autophagy was yet another
asset allowing Bcl-x; to keep death at bay [34, 35].
The functional outcome of Bcl-x, deamidation on its
autophagic functions has never been addressed so far. (3)
Finally, to the best of our knowledge, studies investigating
Bcl-x, deamidation have only focused on the complete
deamidation of the two Asn®? and Asn® residues, but never
on single deamidation of either residue. We therefore set
out to investigate those three points. We addressed the
relevance of the occurrence of single deamidation in
cultured cells and in vivo, and report for the first time the
existence of N52-monodeamidated Bcl-x, ; we further
performed an exhaustive functional characterization of
this newly identified form of Bel-x, in cultured cells and
in vivo.

RESULTS

Monodeamidated Asp*Bcl-x is readily detected in
control-grown HCT116 colorectal cancer cells.

A pioneering work by the Weintraub lab [21]
combining SDS-PAGE of Bel-x; deamidation mutants
and tandem mass spectrometry, established that
deamidation can be appraised by differences in the SDS-
PAGE migration profiles. Works published thereafter
and reporting Bcl-x; deamidation in various cell lines
show western blots with the native protein at ~30 kDa
and either one [21, 22, 36] or two additional bands
[20, 21, 23] migrating at shorter distances. However only
the uppermost migrating band, resulting from the double
deamidation of Asn* and Asn® of Bel-x was functionally
characterized, leaving partial deamidation of either
Asn®? or Asn® unexplored. Unlike these works, where
deamidation was always induced by treatments like various
DNA-damaging agents or incubation of protein extracts in
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an alkaline buffer, we asked whether Bel-x; could exist
under partially deamidated forms in the absence of any
stimulation of deamidation. In control-grown HCT116
cells, we observed that endogenous Bcl-x migrates as a
doublet. The slower migrating band was not removed by
A-phosphatase treatment, and therefore did not correspond
to phosphorylated Bel-x, . That lambda phosphatase was
active in these conditions was checked in Supplementary
Figure S1. This band did not co-migrate with doubly
deamidated Bel-x; contained in samples exposed to alkaline
conditions (Figure 1A). We next compared the migration
profiles of mutants of Bcl-x, recapitulating either complete
(N52D/N66D) or single deamidation (NS2D/N66A and
N52A/N66D) or an undeamidable form of Bcl-x; (note
that substitution of Asn by Asp produces a constitutively
deamidated form on the position chosen, while substitution
of the second Asn residue by non-deamidable Ala ensures
that the protein generated will not be eligible for complete
deamidation). In the stable cell lines used for this whole
study, we ensured that ectopic proteins were expressed
at comparable levels (Supplementary Figure S2A). The
upper band in cells expressing Bel-x; unambiguously
co-migrated with the singly deamidated N52D/N66A form
of Bel-x, (Figure 1B), supporting that the protein undergoes
the single deamidation on the residue Asn52. Those results
were corroborated by two-dimensional electrophoresis
coupling isoelectric focusing (IEF) experiments to SDS-
PAGE, in which this modified form exhibited a more
acidic pl than native Bel-x; and the non deamidable mutant
NS52A/N66A (as can be anticipated when Asn residues are
converted into Asp), and co-migrated with deamidation

mutants (Supplementary Figure S2B). From all this, we
infer that Bel-x; deamidation is not always complete, and
that partial deamidation of the protein exists in the absence
of any DNA-damaging treatment.

Monodeamidated Asp¥Bcl-x, is ubiquitously
found in cultured cells

We next performed an SDS-PAGE analysis of the
migration profile of Bel-x, extracted from nine different
cancer cell lines and two normal cell lines, all grown
under control conditions. Bel-x; unvaryingly migrated
as a doublet in all the cell lines tested (Figure 2). The
slower band consistently co-migrated with the singly
deamidated Bel-x, characterizedin HCT116. An accurate
quantification was performed applying a Gaussian fit on
the densitometric profiles from Figure 2 to discriminate
native from deamidated Bcl-x, . Regardless of the level of
expression of Bel-x , deamidated Bcel-x, accounted for no
less than 31% and up to 56% of total Bcl-x , which further
underscores the need to address the biological relevance
and the function of this singly deamidated form.

Monodeamidated Asp¥Bcl-x, is ubiquitously
found in vivo

We analyzed the SDS-PAGE migration profile of
Bel-x, extracted from tissues of young (4 weeks) and
aged mice (> 32 weeks). Extracts from leg muscles and
intestine essentially showed barely detectable levels of
Bel-x, regardless of the age of the mice (not shown)
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Figure 1: Spontaneous occurrence of monodeamidated Asp*Bel-x, in HCT116 colorectal cells. (A) Total protein extracts
from HCT116 cells were separated on SDS-PAGE in parallel with cell extracts submitted to alkaline treatment, or A-phosphatase treatment.
Immunodetection was performed against Bel-x. (B) Total protein extracts from HCT116 cells transduced to express Bel-xL deamidation
mutants were separated on SDS-PAGE. Immunodetection was performed against Bcl-x.
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but Bel-x; was readily detected in brain, heart and liver
tissues. It systematically migrated as a doublet or a triplet
(Figure 3). The slow migrating bands (labeled *and **)
were not affected upon A-phosphatase treatment, and the
highest band co-migrated with the doubly deamidated
form found in alkaline treated samples. Thus, brain
extracts from aged mice accumulate mono- and doubly
deamidated Bel-x , while young mice present the native
and monodeamidated forms. Heart extracts displayed
all 3 forms of Bel-x regardless of the age of mice
(not shown). Finally, liver extracts only displayed the
native and monodeamidated forms regardless of the age
(Figure 3).

These results extend what we observed in cultured
cells, namely that Asp*> momodeamidated Bcl-x is readily
produced in untreated animal tissues. All the experiments
above lead us to conclude that the single deamidation
of Bel-x, is a widely observed process, occurring in
the absence of any DNA-damaging treatment, and its
abundance highlights that its functional aftermaths deserve
to be thoroughly addressed.

N52 Bel-x, deamidation does not modify the half-
life of the protein

In silico calculation predicts equivalent deamidation
rates for Asn®* and Asn® in Bel-x, [21]. Our observation
that only Asn®* Bel-x, is deamidated in untreated cells
and tissues prompted us to question why neither Asp®
Bcel-x, nor the double deamidated form of Bel-x; were
detected. Because deamidation times the degradation of
some proteins [37, 38], and because the cellular content of
Bcl-x, was shown to decrease in response to DNA damage
[27], we hypothesized that the deamidation of Asn® would
shorten the half-life of Bcl-x; proteins, justifying that
neither Asp® Bcl-x, nor Asp**/Asp® Bel-x; accumulate in
untreated cells.

The degradation rate of native Bcl-x, and mutants
producing singly deamidated Bcl-x, (N52D/N66A and
N52A/N66D), double deamidated Bel-x; (N52D/N66D)
and non-deamidable Bcl-x; (NS2A/N66A) was traced
over time in the presence of cycloheximide (CHX). Mcl-1,
another member of the Bcl-2 family, was used as a
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Figure 2: Quantification of monodeamidated Asp*”Bcl-x, in normal and cancer cell lines. Total proteins were extracted from
8 cancer cell lines originating from different tissues, one transformed cell line and 2 normal cell lines derived from colon epithelium. 25 pg
of proteins were separated by SDS-PAGE and an immunodetection of Bcl-x; was performed. In order to resolve the signal corresponding
respectively to native and to deamidated Bel-x,, a Gaussian fit was applied to the densitometric profiles obtained by western blot, and the
areas were measured to calculate the percentage of deamidated Bcel-x; measured in each cell line. An example of the treatment is shown on

HCT116 signal.
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positive control for rapid degradation. No change in the
kinetics of degradation could be observed between Bel-x
endogenous or ectopic native form, and the deamidation
mutants (Figure 4A). Likewise, when we assayed whether
calpain inhibition would prevent the degradation of Bel-x
deamidation mutants, as was described in cells exposed to
DNA damage [27], we found no accumulation of either
form of Bcl-x, in control-grown cells, indicating that
none of the deamidation mutants is targeted for calpain
degradation (Figure 4B). From all these data, we conclude
that deamidation does not alter Bel-x; half-life in cultured
cells that are not challenged by DNA-damaging agents.
Most interestingly, these data also provide grounding to
surmise that opposite to in silico predictions, Asn*? and
Asn® are not equally prone to deamidation since only
Asp”Bcl-x, is observed in HCT116, and not Asp* Bel-x
or Asp*/Asp* Bel-x, .

Monodeamidated Asp¥Bcl-x; retains anti-
apoptotic function

Bcl-x, double deamidation into isoAsp**/isoAsp®,

but not into Asp’*/Asp® is responsible for its loss of
interaction with BH3-only partners like Bim and Puma
[20]. We complemented this analysis by testing the anti-
apoptotic function of the singly deamidated N52D/N66A
Bel-x in cells exposed to DNA-damage (etoposide/S-
FluoroUracile (5-FU) in Figure 5A or UV-irradiation/5-
FU in Supplementary Figure S3A) or treated with
staurosporine (Figure 5B). Monodeamidation of N52 did
neither prevent binding to Bim or Bax (Supplementary
Figure S3A and S3B), nor alter its anti-apoptotic functions
as assayed by FACS analysis (Figure 5A) or by PARP
cleavage (Figure 5B). We also confirmed that fully
deamidated Bcl-x retained anti-apoptotic functions, in
keeping with the literature.

Monodeamidation of N52 enhances Bcl—xL
survival autophagic functions

Ectopic expression of Bcl-x; was described as
of 2003 to extend survival of cells confronted to serum
starvation [39], a treatment known to induce autophagy.
We corroborated this finding and showed that Bel-x,
exhibits pro-autophagic activity in different cell lines
[34, 35]. To the best of our knowledge, the impact of
Bcl-x; deamidation on autophagy remains unexplored to
date. We thus assessed the starvation-induced autophagic
activity of HCT116 cells expressing Bel-x, N52D/N66D
and N52D/N66A. The autophagic degradation of L-[*C]
valine-labeled proteins was measured in cells starved
for 6 hours (Figure 6A). Consistent with our previous
findings [34], we observed that ectopic expression of
Bel-x, stimulates autophagic proteolysis compared to
control cells, and so did the two deamidation mutants;
interestingly, Bel-x; N52D/N66A displayed a significantly
greater stimulation than native Bcl-x . These data were
confirmed by conversion of LC3-I into its lipidated
LC3-II form to measure the autophagic flux (Figure 6B),
and transmission electron micrographs (Supplementary
Figure S4 quantified in Figure 6C) where degradative
autophagic vesicles were counted. Finally, FACS analysis
of plasma membrane integrity showed that autophagy
served as a cytoprotective mechanism and was not
converted into a death process (Figure 6D).

Cells expressing monodeamidated Asp*’Bel-x
display restricted clonogenic growth and
impaired tumorogenicity

We next assayed the clonogenic and tumorigenic
potential of singly deamidated Bcl-x;. Anchorage-
independent growth of cells in a semi-polymerized
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Figure 3: Detection of deamidated forms of Bel-x; in vivo. (A) Total proteins extracts were performed from brain and liver of
4 week- or > 32 week-old mice. Samples were submitted (+) or not (—) to A-phosphatase treatment, or submitted (+) to alkaline treatment or
left at pH =7 (-), and separated on SDS-PAGE. Immunodetection was performed against Bcl-x. The amount of proteins loaded was adjusted
to obtain equivalent signals for Bel-x, . Results are representative of analyses conducted with at least 3 different animals for each age.
(B) The same tissue extracts as in panel A were loaded in parallel with total protein extracts from HCT116 cells transduced to express Bel-x;
deamidation mutants. Extracts from cells expressing Bel-x, N52D/N66A, N52A/N66D and N52D/N66D were mixed with N52A/N66A to
use the non deamidable form as a reference for comparisons of the migration profiles. The amount of proteins loaded was adjusted to obtain
equivalent signals for Bel-x, .(2 native undeamidated/undeamidable Bcl-x,, *singly deamidated Bcl-x, ; **doubly deamidated Bel-x, )
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medium showed that the number of colonies formed
by HCT116-Asp*Bcl-x, was significantly lower than
HCT116-Bcl-x, (Figure 7A). Hence, monodeamidation
of Bel-x, on Asn™ restricts the clonogenic properties of
Belx, in vitro.

We finally used chick embryo chorioallantoic
membrane (CAM) as an in vivo model to study tumor
formation upon implantation of HCT116 cells. Three
days after inoculation, tumors xenografts were visible and
were excised from the CAMs. Tumors implanted with
HCT116-Bcl-x, were conspicuously bigger than those
derived from non transduced cells, validating CAM as

a relevant model to assay Bcl-x; tumorogenic potential.
Interestingly, tumors derived from HCT116-Asp*”Bcel-x,
were smaller than those derived from HCT116-Bel-x
(Figure 7B), indicating that monodeamidation impairs
Bcl-x, tumorogenic properties.

This result was substantiated by immuno-
histochemistry analyses of the mitotic index with
Ki67 labeling (Figure 7C). More than 90% of the tumor
cells derived from HCT116-Bcl-x, were Ki67 positive,
but the labeling was dramatically decreased in those
originating from cells expressing monodeamidated
Asp>*Bcel-x,, indicating a much lower proliferation index.
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Figure 4: Bel-x; deamidation does not alter its half-life. (A) Non transduced HCT116 cells (NT) and HCT116 cells transduced
to express Bcl-x, or the deamidation mutants were incubated with CHX for the indicated time. Total protein extracts were performed
and 25 ug of proteins separated on SDS-PAGE. Immunodetection was performed against Bcl-x, actin as a loading control, and Mcl-1
as a positive control for short-lived proteins. Results are representative of 3 independent experiments. (B) Non transduced HCT116
cells (NT) and HCT116 cells transduced to express Bcl-x, or the deamidation mutants were incubated with calpain inhibitor for 24 h.
Total protein extracts were performed and 25 pg of proteins separated on SDS-PAGE. Immunodetection was performed against Bel-x,
HSP60 as a loading control, and Mcl-1 as a positive control for inhibition of calpain-mediated degradation. Results are representative

of 3 independent experiments.
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Altogether, both in vitro and in vivo tests showed
that monodeamidation of Asn® impairs Bcl-x, clonogenic
and tumorigenic properties.

Monodeamidated Asp¥Bcl-x, remains a target
for a selective class of anti-neoplasic agents

We demonstrated so far that monodeamidated
Asp¥Bcl-x, has decreased clonogenic and tumorigenic
activities, but retains unscathed anti-apoptotic functions.
Therefore we last asked whether this modified form
would still be an eligible target for anti-neoplasic
treatments that prove toxic for cancer cells because they
trigger Bel-2/Bel-x| phosphorylation and hence abrogate
their anti-apoptotic activity. Taxol and vinblastin
are such compounds, that alter the architecture of
microtubules and initiate pathways leading to Bcl-
2/Bcl-x, phosphorylation [10]. In HCT116 cells,
vinblastin treatment triggered the phosphorylation
of native Bel-x, (endogenous or ectopic) and also of
the singly deamidated mutant Bel-x, N52D/N66A
(Figure 8). Therefore we conclude that monodeamidated
Asp*¥Bel-x, is still susceptible to phosphorylation in
response to microtubule-targeting anti-neoplasic agents.

Such a result fosters the idea that the concerted use
of drugs can be envisaged to target the anti-apoptotic
activity of singly deamidated Asp*’Bcl-x, and further
limit its oncogenic properties.

DISCUSSION

A growing body of evidence supports the fact
that Bcl-2 family members are not only key regulators
of cell apoptosis, but also actively participate in the
regulation of vital cellular functions. As a consequence,
restricting the oncogenic properties of the anti-
apoptotic proteins of this family to their ability to
oppose apoptosis is now dated. The work presented here
brings further support to this concept, as we identified a
novel PTM-modified form of Bel-x, which retains full
anti-apoptotic functions, but shows impaired oncogenic
properties.

Monodeamidated Asp¥Bcl-x, is ubiquitously
found

The confrontation of several articles dealing
with the PTM of Bel-x; led us to elaborate on the
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Figure 5: Singly and doubly deamidated forms of Bel-x; retain full anti-apoptotic activity. (A) HCT116 cells NT or transduced
to express the indicated proteins were submitted or not to DNA-damaging treatment (UV+5-FU) for the indicated times, and labeled with PI
and/or Alexa Fluor® 488 Annexin V. A minimum of 10 000 cells were counted, and dead cells (labeled by both dyes) or cells dying by apoptosis
(labeled by Alexa Fluor® 488 Annexin V) were quantified. Results are the mean of at least 3 independent experiments. Error bars show the
SD. Student’s test was used for statistical analysis vs NT cells. In control conditions, all p value are > 0,5 ; at 24 h of treatments, & p < 0,1 and
8p < 0,05 ; at 32 h of treatments, 'p < 0,01 and p < 0,05. (B) (Top) Untreated NT HCT116 cells were used to show intact PARP, while HCT116
cells NT or transduced to express the indicated proteins were treated with staurosporine prior to extraction of total proteins. 50 pg of proteins
were separated on SDS-PAGE, and immunodetection was performed against PARP and actin. (Bottom) Quantification of the densitometric
analysis was performed on 3 independent experiments. Error bars show the SD. Student’s test was used for statistical analysis vs NT cells

*p <0,05.
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Figure 6: Singly and doubly deamidated forms of Bcl-x, display increased autophagic activity. (A) Relative stimulation of
starvation-induced bafilomycine A1l-sensitive degradation of long-lived proteins in HCT116 cells non transduced or transduced to express
the indicated proteins. “C-Valine-labeled cells were chased for 6 hours in HBSS or HBSS + BafAl, and proteolysis measured. Results
represent the bafA 1-sensitive proteolytic activities of each cell line relative to that found in NT cells. Results are the mean of 3 independent
experiments. Error bars show the S.D. Normality was checked with a Shapiro-Wilk’s test. One way ANOVA test followed by Tukey’s test vs
NT cells calculated *p < 0.05 and & p < 0.05 vs pBcl-x, cells. (B) Autophagic flux was measured in HEK293FT cells transiently transfected
to express the indicated forms of Bel-x,. Immunoblot analysis of endogenous LC3-I and LC3-1II levels was performed on total proteins
extracted from cells incubated in HBSS or HBSS + Baf + E64d for 60 min. HSP90 was used as a loading control to normalize the ratio
LC3-II/total LC3 using the Image J software. The results are representative of 5 independent experiments. (C) Quantification of autophagic
vesicles counted per cell on transmission electron micrographs of HCT116 cells non transduced or transduced to express Bcl-x, or the
deamidation mutants: cells were incubated for 6 hours in HBSS + BafAl to measure the accumulation of autophagosomes, and samples
prepared for TEM analysis. A minimum of 50 cells was analyzed for each cell line. Results are presented as box plots, with the bottom and
top of the box representing respectively the first and the 3rd quartile, and the red mark indicating the mean (Student test was used to calculate
*p values < 0.05 compared to NT cells). (D) HCT116 cells non transduced or transduced to express the indicated proteins were transferred
into HBSS for the indicated time, and plasma membrane permeability was assessed by PI exclusion. A minimum of 10 000 events were
quantified by FACS analysis. Results are the mean of 5 independent experiments. Error bars show the SD (Student test was used to calculate
*p values < 0,002 compared to NT cells).
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occurrence of monodeamidated Bel-x, . To the best of
our knowledge, articles reporting on Bel-x; deamidation
only envisage this modification in the context of DNA
damage, and led to the characterization of the doubly
deamidated protein on Asn*? and Asn®. We found that
in the absence of any genotoxic cue, a monodeamidated
form of Bel-x, on Asn® was readily observed in various
types of normal and cancer cultured cells (Figures 1
and 2), and all the mouse tissues where Bcl-x; was
detectable (Figure 3).

Deamidation of Asn*? as a telltale of structural
reorganization

The detection of AspBcl-x_highlighted that Asn®
seemed refractory to deamidation; this raised the salient
point that opposite to in silico predictions, Asn* and
Asn® are not equally prone to deamidation in cells. One
plausible hypothesis is that the region described by X-ray
crystallography and NMR data (on the isolated, purified
protein) as a large unstructured loop containing Asn*? and
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Figure 7: Clonogenic and tumorogenic potential of the singly deamidated form of Bel-x, (A) HCT116 cells non
transduced or transduced to express the indicated proteins were plated in semi-polymerized collagen medium (500
cells per well in 6-well plates). The colonies were stained and counted 21 days later. Results are the mean of 3 independent experiments.
Normality was checked with a Shapiro-Wilk’s test. One way ANOVA test followed by PLSD Fisher test was used for statistical analysis
(*p values < 0,0001); error bars show the standard error. (B) Macroscopic features of the chick chorioallantoic membranes at day 3 after
implantation of the indicated HCT116 cells. Scale bar = 0, 2 cm. (C) Sections of the tumors originating from the indicated HCT116 cells
were labeled with antibodies directed against Ki67 proliferation marker. Scale bar is 50 pM.
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Asn®, could well adopt a defined structure in cells, due to
the protein insertion into membranes, or to its interaction
with a binding partner, or both. As a result, deamidation
of Asn® could become improbable while leaving
Asn** unaffected. To our knowledge, this is the first time that
a set of experiments portends the structuring of Bel-x, large
loop, and could designate this region as a site of intervention
for drug design to abolish its oncogenic functions.

Deamidation and Bcl-x, half-life

The literature shows that cells resort to Bel-x; double
deamidation to regulate both its function and cellular
amount under conditions of DNA damage (Figure 9). In
keeping with this observation, the fact that Asp*Bel-x
was never detected could have been a consequence of an
extremely rapid degradation. We refuted this hypothesis
when we analyzed the half-life of the deamidation mutants
(Figure 4A). These experiments revealed instead that in
control-grown cells, all the deamidation mutants proved
extremely stable. Further, the cellular amount of all the
deamidation mutants remained unchanged when calpain
was inhibited (Figure 4B). Therefore, our work nicely
complements the data reported by Dho et al. and show
that the regulation of Bcl-x, observed under acute stress
does not apply to control-grown cells. Deamidation
(either single or double) is not a sufficient cue to trigger
calpain-mediated degradation; instead the process seems
to require the peculiar cellular context of DNA damage
and the ensuing cytoplasmic alkalinization [27].

Drawing the inventory of monodeamidated
Asp¥Bcl-x, functions

We found that monodeamidated Asp**Bcl-x; opposes
apoptosis with the same efficiency as native Bel-x, or

the double deamidated N52D/N66D Bcl-x,, the latter
observation corroborating others’ works [20, 21, 25]. Indeed,
both the protection against apoptosis induced by metabolic
inhibitors or DNA-damaging agents and the interaction with
pro-apoptotic partners like Bim and Bax were unchanged
(Figure 5, Supplementary Figure S3). However Asp*Bel-x,
gains increased autophagic activity compared to native
Bel-x,, and as a result improves the ability of cells to endure
nutrient/serum starvation (Figure 6).

Consequently, although the literature on deamidation
casts special emphasis on the conversion of Asn into
isoAsp residues due to the structural modification entailed,
our results show that deamidation into Asp residues
can generate gain of function proteins. The legitimate
speculation stemming from this is that cells exposed
to moderate stress (thus generating singly deamidated
Bcl-x, ), and containing an active repair enzyme PCMT/
PIMT that converts isoAsp into Asp residues might not
only be more efficiently protected against apoptosis
because they restore the structure of Asp*Bcl-x,, but may
also be more prone, as they produce Asp*’Bcl-x , to induce
cytoprotective autophagy as a mechanism opposing the
stresses accompanying cellular transformation.

Monodeamidation and anti-cancer treatments

That monodeamidated Asp™Bcl-x, was ubiquitously
found and accounts for such high proportions compared
to native Bel-x (Figure 2) proves that it can no longer be
legitimately ignored. Our finding that monodeamidation
of Asn52 acted as an intra-molecular safeguard that
limits Bel-x, oncogenic properties (Figure 7) and that it
could still be phosphorylated in response to microtubule-
targeting anti-neoplasic agents (Figure 8) leads us to
elaborate the following rationale: in the early stages of
tumorigenesis, intracellular stresses, although intense,
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Figure 8: Monodeamidated Asp¥Bcl-x, can be phosphorylated in response to anti-neoplasic agents. HCT116 cells non
transduced or transduced to express the indicated proteins were treated or not with 100 nM vinblastin for 24 h, a treatment known to
destabilize micro-tubules and induce Bel-x; phosphorylation (arrow). Total proteins were extracted and separated on SDS-PAGE. The
amount of proteins loaded was adjusted (especially for NT cells) to obtain detectable signals for Bel-x, , after immunodetection with anti-

Bcl-x antibody. Results are representative of 5 independent experiments.
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do not qualify to trigger Bel-x; deamidation; hence the
stimulation of monodeamidation in combination with
microtubule-targeting anti-neoplasic agents could prove
an interesting point of intervention to efficiently abrogate
Bel-x, contribution to cellular transformation (Figure 9).
Future work in this direction still awaits the avenue of
chemical compounds driving the selective deamidation
of Bel-x,, or pending that, the identification of specific
binding partners and private pathways controlled by
monodeamidated Bel-x .

CONCLUSIONS

In light of the conservation of the deamidation-
prone asparagines in Bcl-x throughout evolution
[27], this PTM clearly stands as a multifaceted process
modifying proteins structure and sequence: in concert
with repair enzymes, deamidation acts as a fine tuning

system partitioning Bel-x, proteins in two sub-populations
harboring different functions and depending on different
regulation pathways (Figure 9).

Shortly after its discovery 20 years ago® Bel-x,
was identified as one powerful obstacle to successful
chemotherapy [40] because it acts at multiple steps of the
process of drug resistance acquisition. Our findings that (1)
Bcl-x, large loop is likely to adopt a defined structure in
cells, (2) that monodeamidation acts as an internal safeguard
for Bel-x, oncogenic properties, and (3) that Asp*”Bel-x,
remains a target for anti-neoplasic agents inducing its
phosphorylation, are of particular importance for therapies
designed to limit the survival means cancer cells can
resort to. Bel-x could prove a valuable key to provide at
once several points of intervention to kill malignant cells.
Our work contributes to characterize such a multi-modal
action, and indicates the future directions to enable the
identification of new compounds targeting Bel-x, .
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Figure 9: Proposed contribution of Bel-x; deamidation to cell survival/death balance. Cells grown under normal conditions
(confronted to a moderate stress corresponding to steady state metabolism) produce both native and monodeamidated Bel-x, . The literature
indicates that deamidation produces 70-85% isoAsp residues [15] which are then very efficiently converted into Asp residues by the
repair enzyme PIMT/PCMT. Whether the structural alteration of isoAsp**Bcl-x entails functional alterations is currently unknown. We
described here that Asp™Bcl-x; provides efficient protection against apoptosis and stimulated autophagic activity compared to the native
protein in vitro, while displaying restricted clonogenic and tumorigenic properties in vivo. As cells constantly express a mixture of native
and Asp*? monodeamidated Bel-x,, it appears that they deal with a net outcome of balanced oncogenic species. When cells are exposed to
protracted/acute stress, the complete deamidation of Bel-x, is stimulated, leading to the preponderant formation of isoAsp**/isoAsp®Bel-x, .
Because deamidation targets many proteins, repair enzymes are overwhelmed and the restoration of active conformation of deamidated
proteins is less efficient. As a result, cells deal with species of Bel-x, that have either lost their ability to provide protection against apoptosis
(isoAsp*/isoAsp®Bel-x, ) and/or are targeted for degradation by calpain (whether calpain targets the isoAsp or the Asp forms of doubly
deamidated Bel-x; was not investigated [27]) ; as a result, cells can no longer resort to Bel-x, anti-apoptotic functions, and either trigger
cell death or engage on the muti-step process leading to cellular transformation. Cells that are prone to undertake the later modifications are
reported to suppress Bel-x; double deamidation in order to still resort to the oncogenic properties of the native protein.
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MATERIALS AND METHODS

All cell culture material was from Invitrogen. All
chemicals were from Sigma Aldrich. Vinblastin was from
MP Biomedical. Staurosporine (S-9300) and Bafilomycin
Al (B-1080) were from LC Laboratories.

Cell lines and cultures

HCT116 cells were obtained from Dr Vogelstein
(Baltimore, USA) and grown in Opti-MEM®
supplemented with 5% fetal calf serum (FCS). HEK293FT
cells were grown in DMEM containing 4, 5 g/L glucose
supplemented 10% FCS. Growth media contained
penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL).
NCM460 and NCM356 cells [41] were received through
a Material Transfer Agreement with INCELL Corporation,
San Antonio, Texas, USA. These cells were grown in
M3Base medium (INCELL) supplemented with 10% FCS.

Deamidation mutants of Bcl-x, were generated by
site-directed mutagenesis: N52A: 5'- GAGACCCCC
AGTGCCATCGCCGGCAACCCATCCTG-3"; N66A:
5'- CAGCCCCGCGGTGGCCGGAGCCACTGGCC-3
N52D: 5'- CCCAGTGCCATCGATGGCAACCCATCCT
G-3'; N66D: 5'- CAGCCCCGCGGTGGATGGAGCCA
CTG-3'.

The template used for the mutagenesis was a
plasmid containing a cDNA of Bcl-x, resistant to short
hairpin RNA (shRNA) interference owing to four silent
point mutations in the region targeted by Bel-x, shRNA
(5'- AGG AUA CAG CUG GAG UCA G -3).

Recombinant lentiviruses were engineered,
produced, and titrated as previously described [34]. A
multiplicity of infection of 4 was used to generate stable
cell lines from HCT116 cells.

Animals

Wild type BALB/c (BALB/c WT) were purchased
from Charles Rivers Laboratories and euthanized at
University Bordeaux animal facilities in strict accordance
with European legal and ethical rules. Organs were
collected, and the powder resulting from cryogenic
grinding was solubilized in RIPA buffer (100 mM Tris,
0,5% NP-40, 0,5% sodium-deoxycholate, 0,1% SDS
supplemented with proteases inhibitor Mini® (Roche
Diagnostics)).

Western blot

Total proteins were extracted in RIPA buffer, were
separated on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE), transferred onto polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane (Millipore) and western-blots revealed
with ECL (Perkin Elmer). Antibodies used are: rabbit
anti-LC3 (#L7543, Sigma Aldrich), rabbit Anti-Bcl-x

(#610213, BD Transduction Laboratories), rabbit anti-
Mcl-1 (S-19), goat anti-HSP60 (K-19) and mouse anti-
HSP90 (sc-69703) (Santa Cruz Biotechnology), mouse
anti-actin (#¥MAB1501R, Millipore) and rabbit anti-
PARP (#11835238001, Roche Diagnostics). Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies were from
Jackson Immunoresearch. Densitometric profiles were
analyzed either with ImageJ] when the peaks were separate,
or with QtiPlot software when the peaks were overlapping.

A-Phosphatase treatment

Total proteins were extracted in the presence of
phosphatase inhibitors (10 mM NaF, 1 mM Na,VO,,
1 mM phenylmethanesulfonylfluoride). The extracts were
then diluted 10 times in the dephosphorylation buffer.
Dephosphorylation used 200 units of A-phosphatase
(#P07538S, Biolabs) for 2 h at 37°C. The reaction was
stopped by 4% SDS, 125 mM Tris pH = 6.8, 20% glycerol,
0.002% (w/v) bromophenol blue.

In vitro deamidation reaction

Total protein extracts were incubated with 25 mM
glycine-NaOH, pH = 10 for 24 h at 37°C.

Fluorescence-activated cell-sorting analysis

Apoptosis was induced by 100 uM 5-FU and
50 uM etoposide for 24 and 32 h. Cells were labeled with
propidium iodide (PI) and/or Alexa Fluor® 488 Annexin
V according to the manufacturer’s instructions (Dead
Cell Apoptosis Kit, Invitrogen). Proper compensation
values were applied prior to quantification. For survival
under autophagic conditions, cells were transferred into
HBSS for 8 h and 16 h, harvested and labeled with PI.
Quantifications were made using Accuri flow cytometer
and the C-flow software.

PARP detection

Cells were treated for 8 h with 50 uM staurosporine.
Immunodetection of intact and cleaved PARP was
performed after protein extracts were separated on 10%
SDS-PAGE.

Autophagic proteolysis assay

The degradation of radioactive L-[*C]valine-labeled
proteins was measured as previously described [34].
Briefly, cells were incubated for 24 hours in complete
medium with 0.1 nCi L-["C]valine to label total proteins.
Radioactivity was further pre-chased for 1 hour in
complete medium in the presence of an excess of L-valine
(10 mM) to remove the contribution of short-lived protein
degradation. Finally, cells were incubated for 6 hours either
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in complete medium or in Hank’s Buffered Salts Solution
(HBSS) (autophagy was induced by amino acids and serum
starvation in Hank’s Buffered Salts Solution buffered with
2.2 g/ NaHCO,) in the presence or in the absence of the
lysosomal inhibitor Bafilomycin-A1 and with an excess
of L-valine. Supernatants were collected and free amino
acids precipitated with 80% trichloroacetic acid (TCA),
while proteins in adherent cells were precipitated with
10% TCA. Radioactivity was quantified in a scintillation
liquid analyser Tri-carb 2100TR (Packard). Proteolysis is
expressed as the percentage of free radio-activity released
in the supernatant relative to the total radioactivity.

Autophagic flux assay

HEK293FT cells were transfected with a calcium
phosphate method. 48 h later, they were incubated
under control conditions or washed and transferred for
60 minutes into starvation medium (HBSS) or starvation
medium supplemented with the lysosomal ATPase
inhibitor Bafilomycin Al (0.1 puM) and the cysteine
protease inhibitor E64d (10 pg/mL) which inhibits
cathepsins B, H and L. Total proteins were immediately
extracted and separated by SDS-PAGE.

Protein half-life determination

Sub-confluent cells were treated with CHX (25 pg/
mL) for 024 h to inhibit cytosolic protein synthesis. Cell
lysates were then separated on 12% SDS-PAGE.

Anchorage-independent growth assay

HCTI116 cells were resuspended in OptiMEM
medium and mixed with collagene type I extracted from
10-week old rat tails; 500 cells were plated in triplicate in
6-well plates, and fresh OptiMEM was layered over the
semi-polymerized medium. The medium was refreshed
every 3 days, and 21 days after plating, colonies were
fixed with paraformaldehyde, satined with crystal violet
and counted. Normality was assayed with a Shapiro test,
and statistical difference was assayed by a Fisher test.

In vivo tumorogenic assays in chick
chorioallantoic membranes

Embryonated eggs were purchased from a local
hatchery (HAAS, Kaltenhouse) and incubated 2, 5 days
in a 65% humidified chamber at 38°C, before opening.
The incubation of chick chorioallantoic membranes
was prolonged for 1 more week. At day 9, three million
cells were deposited after gentle scratching of the
CAM surface, into a 1 cm @ Teflon ring. Three days
after inoculation, tumor were excised, imaged under
a MZFL3 stereomicroscope (Leica), and submitted to
immunohistochemistry analyses.

Histological analyses

Tumors were immediately frozen and embedded
in OCT compound. They were left at —80°C until
sectioning. 7 pm-thick tumor sections were cut with
a cryo-microtome (Leica CM 3050). Samples were
fixed in 4% paraformaldehyde, and saturated in 1%
BSA before incubation with Ki67 antibody (M7240,
clone MIB-1, Dako). Detection was performed with
the EnVision System-HRP-DAB (K4010) from Dako,
according to the manufacturer’s instructions. Finally,
sections were counter-stained with hematoxylin (Merck)
before mounting on slides with the Coverquick mounting
medium (Labonord). The observation was done under the
Leica DM-RX microscope.
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Bcl-2 family proteins control programmed cell death through a complex network of interactions within and
Bel-x, outside of this family, that are modulated by post-translational modifications (PTM). Bcl-xy,
member of this family, is overexpressed in a number of cancers, plays an important role in tumorigenesis and is
correlated with drug resistance. Bcl-x;, is susceptible to a number of different PTMs. Here, we focus on deami-
dation. We will first provide an overview of protein deamidation. We will then review how the apoptotic and
autophagic functions of Bcl-x;, are modified by this PTM, and how this impacts on its oncogenic properties.
Possible therapeutic outcomes will also be discussed. Finally, we will highlight how the specific case of Bcl-x;,

an anti-apoptotic

deamidation provides groundings to revisit some concepts related to protein deamidation in general.

1. Introduction

Post-translational modification (PTM) is a major mechanism cells
make use of to modulate the structure, activity, localization and life-
span of proteins. PTMs allow to control and modulate, on the cellular
level, a variety of functions (e.g. proliferation, protein synthesis, glucose
metabolism, angiogenesis and apoptosis...). Addition of new functional
groups (e.g. phosphorylation, acetylation, nitrosylation, glycosyla-
tion...), hydrophobic groups (e.g. prenylation, palmitoylation...) or
peptides (e.g. ubiquitination, SUMOylation...) are certainly the most
commonly studied. However, deamidation affects a remarkably large
percentage of proteins across species (a list of experimentally observed
deamidation in biological peptides and proteins can be found in [1,2],
and the deamidation rates of the entire Brookhaven 3D protein data-
base have been scored in [3]). Deamidation degrades asparaginyl and
glutaminyl residues within proteins by removing the amino group of
their side chain, to produce aspartyl and glutamyl residues respectively.
To provide a comparison between phosphorylation and deamidation,
assuming ~ 10,000 different proteins in a typical eukaryotic cell, with
an average length of 400 residues, the occurrence given by the Biolo-
gical Magnetic Resonance Data Bank of Ser (6.8%) Thr (5.9%) and Tyr
(3.2%) allows one to calculate ~640,000 potential sites of phosphor-
ylation [4]; the same calculation for Asn (4,3%) and Gln (4,2%)

predicts ~400,000 deamidation sites.
1.1. Chemistry of deamidation

Fig. 1A shows the deamidation reaction of asparaginyl residues,
which generates a succinimide ring intermediate, the hydrolysis of
which produces a mixture of aspartyl and isoaspartyl residues in a 1:3
ratio. Aspartyl residues can subsequently undergo isomerisation,
leading again to the same succinimide intermediate producing the same
mixture of Asp and IsoAsp products; this explains the ultimate pre-
ponderance of isoaspartyl residues [5]. Isoaspartyl residues are potent
structural modifiers because the main chain of the protein has been
rerouted to incorporate the Cg of the Asp side chain, thus increasing the
length of the protein backbone by one carbon atom (Fig. 1A). Experi-
ments carried out in mice showed that immunization with the iso-
aspartyl form of a peptide from murine cytochrome c resulted in strong
B and T cell autoimmune responses, indicating that the structural
modification due to isoAsp is potent enough to brake the tolerance of
the immune system for self-proteins and trigger autoimmune responses
[6]. However, ubiquitous repair enzymes, which are called Protein
Carboxyl Methyl Transferases or Protein Isoaspartate Methyl Trans-
ferases (PCMT/PIMT), exist and regenerate normal r-aspartyl from 1~
isoaspartyl residues (Fig. 1B). These enzymes eliminate the isopeptide
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Fig. 1. Mechanism of deamidation of asparaginyl
residues in peptides. A - When the flexibility of
the polypeptide chain in the vicinity of the as-
paraginyl residue allows, the peptide bond ni-
trogen atom of the following residue (in ma-
genta) can rotate to attack the side chain
carbonyl (Cy) in a nucleophilic attack. A succi-
nimide ring intermediate can form, which is
unstable and can decompose in two ways (da-
shed green lines) upon hydrolysis to form a
mixture of aspartyl and isoaspartyl residues (-
isoAsp is the main byproduct). The succinimide
is also prone to racemisation, generating the p-
succinimidyl, p-aspartyl and p-isoaspartyl re-
sidues. B - PCMT catalyzes the transfer of the
methyl group of S-adenosyl-L-methionine onto
the alpha-carboxyl group of an L-isoAsp residue,

which initiates the conversion of this residue to
an r-aspartyl residue.
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bond and mitigate the impact of the structural remodeling caused by
isoAsp. Knockout mice for PCMT/PIMT die at a younger age and ac-
cumulate 4-8 times more isomerized proteins than wild-type mice [7],
suggesting that the restoration of isoAsp into Asp residues helps in-
crease the useful lifetime of deamidated proteins.

In fine, Asn deamidation into Asp and isoAsp results in an irrever-
sible edition of the information that was initially genetically encoded
and translated into proteins at the time of their synthesis: it alters the
primary structure of the protein, introduces a negative charge, and may
modify the secondary and tertiary structures of proteins.

1.2. Rates of deamidation

Deamidation is a peculiar PTM in that it can either occur sponta-
neously in vitro and in cellulo, as a result of a chemical reaction, or be
catalyzed by deamidases. Enzymatically catalyzed deamidation in in-
fected eukaryotic cells has been documented in studies investigating
innate immune signaling triggered by certain viruses or bacteria.
Deamidation of host proteins, in these cases, is catalyzed by microbial
enzymes. However, such enzymes or pseudo-enzymes have yet to be
identified in higher eukaryotes, and deamidation in metazoans is still
considered a spontaneous, non-catalyzed chemical reaction.

1.2.1. Virus deamidases

Recent studies from the Fen lab reviewed elsewhere [8,9] have
identified founding members of the protein deamidase family used by
gamma herpes viruses (yHV) [10] and alpha herpes viruses (aHV) [11]
to deflect cellular surveillance and facilitate their infection. yHV
(human KSHV and murine yHV68) and aHV (HSV-1) have evolved
different deamidation-based mechanisms to target RIG-I, a cellular RNA
sensor that triggers antiviral cytokine production when it detects
double-stranded RNA in the cytoplasm.

yYHV deploy a pseudoenzyme called vGAT (Glutamine Amido
Transferase) that lacks intrinsic enzymatic activity, but recruits a cel-
lular homolog called PFAS (phosphoribosylformyglycinamidine syn-
thetase) to form a complex which is able to bind and deamidate two Asn

residues and one GIn residue of RIG-1 [10]. Deamidation, in this case,
results in a constitutive but “harnessed” activation of RIG-I which
blunts the antiviral signaling pathway. It is still unclear whether PFAS
can deamidate cellular proteins in the absence of gamma-herpes vGAT
protein, since RIG-1 deamidation is not observed in cells infected with a
deficient counterpart of the virus [8].

aHV, on the other hand, deploy a proper viral protein deamidase
called UL37, that has no sequence homology with vGAT. UL37 origi-
nates from the viral matrix (or tegument) and deamidates in vitro and in
cells two Asn residues of RIG-I that reside in a domain specialized in
duplex RNA recognition [11]. UL37-catalyzed deamidation blunts the
ability of RIG-I to sense viral dsRNA. Notably, in contrast to VGAT,
UL37 deamidase activity toward RIG-I occurs exclusively on Asn re-
sidues, and results in RIG-I inhibition.

Hence two herpesviruses use different tegument proteins with op-
posite deamidation-based strategies to suppress RIG-I-mediated anti-
viral cytokine production.

1.2.2. Bacterial deamidases

Pathogenic bacteria like certain strains of Escherichia coli [12,13],
the closely related Shigella flexineri [14] or Bordetella bronchiseptica [13]
were shown to produce virulence factors with intrinsic deamidase ac-
tivity toward Gln residues of host signaling molecules. In all cases,
deamidation was instrumental in subversion of immune responses by
the bacteria.

In the case of E. coli two toxins called Cytotoxic Necrotizing Factors
CNF1 and CNF2 share the same catalytic activity but have distinct
substrate specificity toward three host Rho GTPases: RhoA, Racl and
Cdc42 [12,13,15,16]. Deamidation invariably leads to the constitutive
activation of these Rho GTPases which regulate the cell cytoskeleton
architecture and dynamics. The consequences are not only to affect host
cell motility but also to confer higher invasive properties to bacteria
[17,18].

In the case of Shigella flexineri, the virulence factor Ospl deamidates
GIn100 of UBC13 in infected cells, and thereby impairs the E2 ubi-
quitin-conjugating  activity required for TRAF6 activation.
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Consequently, TNF-alpha mediated acute inflammatory response is
blunted during bacterial invasion [14].

Information about catalyzed deamidation rates could be culled from
the literature: Flatau and colleagues report that CNF1-catalyzed Rho
deamidation in vitro is relatively slow, with only 60% of GIn63 being
converted after 1h [13]. Sanada and colleagues report that Ospl-
mediated deamidation of UBC13 occurs 10 min after infection by Shi-
gella flexineri [14]. Finally, Schmidt and colleagues measured a rate
constant of 0.32 * 0.07/min for CNF1 mediated deamidation of RhoA
[19]. Structural studies have determined that CNF1 shares a catalytic
dyad of cysteine and histidine residues with eukaryotic transglutami-
nases and cysteine proteases [19] while a putative catalytic triad of
cysteine, histidine and aspartate was identified in OspI [14].

These examples of the use of deamidation by microbes highlight
that this PTM functions as an active process used to regulate signal
transduction in fundamental biological processes such as innate im-
mune response.

1.2.3. Deamidation in eukaryotes

In higher eukaryotes, enzymatic deamidation of free glutamine and
of glutaminyl residues in proteins exists. Free glutamine deamidation is
catalyzed by glutaminase, an enzyme responsible for the production of
glutamate as the main source for the neurotransmitter GABA in the
brain [20]. Deamidation of glutaminyl residues in proteins is possible
and can, in principle, be catalyzed by transglutaminases when primary
amines are not available and water reacts as acyl acceptor, which is a
rare situation [21].

When it comes to asparaginyl residues, the field still awaits the
discovery of naturally existing enzymes that deamidate Asn within
peptides or proteins in eukaryotes.

Demonstrating that something does not exist is virtually impossible.
This is why, pending the discovery and characterization of functional
protein deamidases in eukaryotes, deamidation is still considered
nowadays to essentially proceed from a spontaneous chemical reaction,
at much slower rates than those enzymatically catalyzed reactions in
cells infected by pathogens.

The Robinson lab has released a substantial body of data on the
spontaneous chemical deamidation of Asn and Gln in proteins from
higher eukaryotes. Their work helped to determine that deamidation
rates of Asn and GIn residues depend on the primary sequence of a
given peptide or protein, its three-dimensional structure, and also on
the pH, temperature, ionic strength, and buffer ions of the solution
used. Half-times of spontaneous deamidation at neutral pH and 37 °C
are in the range of < 1-500 days for Asn, and > 100-500 days for Gln
[22]. However, calculated or measured half-times of deamidation must
be considered in relation to the biological half-life of proteins within
cells and tissues. Deamidation is a slow process accompanying cellular
and molecular aging, but it can be noticeably accelerated by chemical
stresses applied in cellulo and in vitro.

In the end, cells can resort to a wide array of PTMs to modify and
control protein functions. Some PTMs, like phosphorylation for ex-
ample, are best suited to respond to highly dynamic commands because
they occur in a matter of seconds, and they can be finely tuned by the
reverse reaction catalyzed by phosphatases. Deamidation on the other
hand is a much slower process (even when it is catalyzed), and the
reaction is irreversible. The only mechanism cells can resort to, to mi-
tigate its action on protein structure/function, is the neosynthesis of
native proteins. In this respect, deamidation really stand apart from
other PTMs, and can be looked at as a very different way of modifying
proteins with time.

1.3. Biological functions of protein deamidation: the concept of molecular
clock and beyond

Initially, the concept of molecular clock was put forward in 1962 by
Linus Pauling and Emile Zuckerkandl, to report on the rate of
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evolutionary change that genetic mutations account for, and how it can
be used to estimate the time of divergence of life forms throughout
evolution. In the 70's, the concept was transposed to deamidation, on
the premise that evolution might have distributed Asn and Gln in
proteins to modify their structure and function with time. Once again,
with respect to the half-time of protein deamidation and the lifespan of
proteins in cells/tissues, essentially Asn deamidation status changes
with time in proteins, meaning that Asn are unstable residues under
physiological conditions. Deamidation has been conjectured to be a
prominent factor limiting the useful lifetime of proteins because of the
following observations: (1) deamidation sometimes leads to protein
degradation [18,23]; (2) deamidated proteins build up with age not
only because the chemical reaction takes time, but also because (3) the
PCMT/PIMT repair system decreases with age [24,25] and IsoAsp ac-
cumulation modifies the structure of proteins. It is conceivable that
such structural modifications are more likely to hamper former func-
tions than to unveil new ones, simply because age is associated with the
decay of cellular functions. If a molecular clock does tell time, then
deamidation could be used as a tool to calculate the decay of protein
activity/function in cells and tissues. Accordingly, to name but a few
examples, calmodulin deamidation was shown to impair its ability to
activate a Ca2 +/calmodulin-dependent protein kinase from rat brain:
the IsoAsp and Asp deamidated forms only retained 10% and 40% re-
spectively of the activity of native calmodulin [26]. Deamidation was
also shown to cause a 50% decrease in the enzyme activity of muscle
aldolase in old mice compared to young mice [27,28]. Lastly, deami-
dation of human triosephosphate isomerase was shown to significantly
affect substrate binding and catalytic activity of the enzyme [29].

Milestones that completely overhauled the vision of deamidation as
an unregulated, spontaneous process that only disrupts the function of
proteins with time, through the nonspecific alteration of their structure,
were the original works by the Weintraub and the Alexander labs.
Indeed, they unraveled that deamidation could be triggered in living
cells as an integrated response to DNA damage. By altering the survival
function of an oncogene, namely Bcl-x;, deamidation became a bona
fide part of the arsenal of mechanisms cells can deploy to regulate
apoptosis execution.

1.4. The specific case of Bcl-x;,

Bcl-x;, is an oncogene that was characterized in 1993 as a member of
the Bcl-2 family (for B-cell lymphoma 2) [30]. This family of proteins
regulates apoptosis and more precisely the implementation of the mi-
tochondrial step, which culminates in the permeabilization of the or-
ganelle's outer membrane and the release of apoptogenic factors into
the cytosol [31]. From the functional point of view, this family is di-
vided into pro- and anti-apoptotic proteins. The latter neutralize the
former through interfaces that have been relatively well characterized,
and breaking of this interaction to allow cells to reacquire the ability to
execute apoptosis has been a therapeutic target in several diseases in-
cluding cancer [32]. From the structural perspective, Bcl-2 family
proteins are small globular proteins essentially composed of alpha he-
lices, which share sequence homology that define the “BH domains”
(for Bcl-2 Homology domains) engaged in interactions within the fa-
mily (Fig. 2A). Anti-apoptotic members like Bcl-2 and Bel-x;, partition
between the cytoplasm and the nuclear-ER-mitochondria membrane
continuum, owing to a remodeling that exposes the C-terminal hydro-
phobic helix [33]. Within this family, Bcl-2 and Bcl-x;, display the re-
markable feature of a flexible and natively disordered loop (aa 35-89 in
human Bcl-2 and aa 21-85 in human Bcl-x;) that bridges helices al-a2,
which respectively define the BH4 and BH3 domains [34,35] (Fig. 2B).
This loop is a hotspot for PTMs, but Bcl-x;, harbors some unique fea-
tures. Table 1 recapitulates the sites of known PTMs (phosphorylation,
caspase cleavage, ubiquitylation, as well as deamidation). Of note, the
sequence of the disordered loop in Bcl-2 does not contain any Asn re-
sidue, making deamidation an exclusive characteristic of Bel-x;
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BH1 (yellow) 129-149
BH2 (red) 180-195
BH3 (green) 86-100
BH4 (blue) 4-24

21 85

Bcl-xL: GYSWSQFSDVEENRTEAPEGTESEMETPSAINGNPSWHLADSPAVNGATGHSSSLDAREVIPMAA
Bcl-2: %AAPPGAAPAPGI FSSQPGHTPHPAASRDPVARTSPLQTPAAPGAAAGPALSPVP
90

Fig. 2. A - Ribbons representation of human Bcl-x;, structure (PDB 1LXL). Residues modified in the human sequence, or modified in other species but conserved in the human sequence are
shown (Cf Table 1 for details). Residues eligible for phosphorylation (cyan), deamidation (magenta), cleavage (red) and ubiquitylation (orange); BH motives are colored: BH1 = yellow
(residues 129-149), BH2 = red (residues 180-195), BH3 = green (residues 86-100), BH4 = blue (residues 4-24). The molecular vizualisation system PyMOL was used. B - Sequences of
the disordered loop in Bel-x;, (UniProtKB/Swiss-Prot Q07817) and Bcl-2 (UniProtKB/Swiss-Prot P10415).

(Fig. 2B).

All the PTMs targeting this loop are reported to weaken Bcl-x;,
binding to pro-apoptotic Bcl-2 proteins, and consequently affect its anti-
apoptotic function (Table 1): this fact is all the more intriguing that the
loop does not define the BH3-binding site of the protein, and that its
deletion rather increases Bcl-x;, anti-apoptotic function [36]. How could
PTM of this region alter Bcl-x; anti-apoptotic functions? (1) Could
modified Bcl-x;, undergo a dramatic subcellular relocalization?

Table 1
Post-translational modifications of Bel-xy..

However, neither deamidation (our unpublished data) nor phosphor-
ylation [37] alter Bcl-xy, cellular distribution. (2) Modified Bcl-x;, could
perhaps undergo massive structural remodeling? This is unlikely be-
cause, although procedures for protein purification and structural
analysis are known to increase the rate of protein deamidation, struc-
tural comparisons between Bcl-2 (which does not undergo deamida-
tion) and Bcl-x;, show remarkable similarities [34,38], indicating that
deamidation does not induce a massive conformational change in Bcl-

Type of PTM Residue Reference
Phosphorylation Ser14 (mouse) (63, 64]
Ser28 [65]*
Thr47 (human) [66-68]
Ser49 (human) [69, 70]
Ser62 (human, mouse, rat) [63,67-79]
Ser73 (mouse) [80]
Ser106 (rat) [76]
Thr115 (human) (66, 68]
Ser228 (rat) [76]
Ubiquitylation Lys16 (human) [81-84]*
Lys87 [81-84]*
Cleavage Asp61 [85]
Asp76 [85-88]
Deamidation Asn52 [38, 39, 41]
Asn66 [38,39,41]

Legend: * modification site was assigned using only proteomic discovery-mode mass
spectrometry Color code: grey background: PTM in the “unstructured loop” (aa 21-85 in
human Bel xL). PTM include phosphorylation [63-80], unibuitinylation [81-84], cleavage

[85-88] and deamidation [38,39,41].
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Xr. (3) Could modified Bcl-x;, exhibit altered life-span? Deamidation has
indeed been proposed to be instrumental in the control of the cellular
amount of Bel-xy, [23], even though, as discussed later, this seems to be
dependent on the experimental paradigm. (4) Another explanation to
account for the decreased anti-apoptotic function is that the PTMs re-
veal new binding partners, for which Bcl-x;, exhibits a greater affinity as
compared to BH3-containing proteins. Interaction with these partners
would divert Bel-x;, from binding Bcl-2 pro-apoptotic proteins.

The rate of Asn deamidation is predicted to be higher when the
residue is located in a poorly structured environment, and when the n
+ 1 residue is small (e.g. a glycine). In human Bcl-x;, out of 11 Asn
residues, 4 are located in the unstructured loop (Asn33, Asn52, Asn54
and Asn66), and 3 are followed by a glycine residue (Asn52, 66 and
185) but only Asn52 and Asn66 are predicted to exhibit the highest
susceptibility to deamidation. Although Asn deamidation confers a
mass increase of 1Da, and an additional negative charge, it is note-
worthy that Bcl-x;, deamidation states can be resolved and dis-
criminated by SDS-PAGE thanks to differences in the electrophoretic
mobility of the different species [39,40]. Evolution has maintained
these deamidation sites remarkably conserved throughout species
[23,39], which could be an indication of a conserved function as a
result of a selection pressure.

Various PTMs of Bcl-x;, have been characterized since its discovery,
and deamidation is the most recent. A whole body of literature has been
devoted to characterizing how Bcl-x;, deamidation modifies its func-
tions. The present paper is intended to highlight how deamidation is
connected to cancer through the specific case of Bel-x;. We will review
how deamidation modifies Bcl-x;, functions in apoptosis and autophagy;
we will examine the state-of-the-art of signaling pathways known to
regulate Bcl-x;, deamidation, and how they might open new therapeutic
avenues. Finally, we will discuss how data about Bcl-x;, deamidation
overhauled some concepts related to protein deamidation in general,
and how it has widened the current knowledge on Bcl-x;, oncogenic
properties. We will conclude with the questions that are still un-
answered and deserve to be further investigated.

2. State of the art on BCL-X; deamidation
2.1. Bcl-x;, undergoes deamidation in vitro

The first report mentioning the susceptibility of Bcl-x, to deamida-
tion was by Aritomi et al. [38] in 1997 with their description of the
crystal structure of rat Bel-x;. Bacterial synthesis of rat Bcl-x;, yielded
two forms of the protein that could be separated by anion exchange
chromatography: one that was not deamidated, and the other which
contained Asp/IsoAsp residues (it was unsure whether Asn52 and/or 66
had undergone deamidation). Comparison of the electrophoretic pro-
files of the recombinant protein and Bcl-x;, from tissue samples led the
authors to surmise that different degrees of deamidation might occur in
vivo. In light of what was known about deamidated proteins losing their
functions and/or being degraded, the authors concluded that it was
worth exploring how Bcl-x;, deamidation relates to apoptosis regulation.
This remark paved the way for the subsequent research led by the
Weintraub and Alexander labs.

2.2. Bcl-x;, double deamidation on Asn52 and Asn66 occurs in response to
DNA-damage in cultured cells

In 2002, the Weintraub lab conducted the pioneering experiment
providing indirect evidence that Bcl-x;, was susceptible to deamidation
at residues Asn52 and Asn66, in response to various DNA-damaging
agents (Table 2). Modified Bcl-x;, showed a retardation in SDS-PAGE
migration, and co-migrated with Asp deamidation mimetic mutants
(N52D/N66A, N52D/N66D) while the faster band (likely corresponding
to native Bcl-xL) co-migrated with the non deamidable mutant
(N52AN66A). Exposure of cell extracts to alkaline pH accelerated Bel-x;,
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double deamidation, and tandem mass spectrometry analysis of peptide
64-68 exposed to alkaline pH confirmed deamidation of Asn66. Using
the formula developed by Robinson [3] to compute the data from Bel-x;,
X-ray structure determined by Muchmore et al. [36], deamidation half-
lives of 9 Asn residues in Bcl-x;, were predicted: N52 and N66 were
calculated to have the same half-life, indicating equal probability to
undergo deamidation. The evidence that deamidation of Bcl-x;, pro-
duced mainly Iso-Asp deamidated species after DNA damage was
brought by Zhao et al. [41]. Recombinant His-tagged Bcl-x;, exposed to
alkaline pH separated into 3 peaks after anion-exchange chromato-
graphy, and optimized LC-MS analysis showed a 1 Da increase between
each peak, the difference expected in the case of deamidation. Con-
sistent with the well-established biochemistry of Asn deamidation, the
ratio of Iso-Asp/Asp was 10:1 for Asn52 and 5:1 for Asn66. These ratios
were determined on samples that had been exposed to accelerated
deamidation in vitro, and it is worth underscoring that in vivo, these
ratios will necessarily depend on the activity of the PCMT/PIMT repair
enzyme.

2.3. Doubly deamidated Bcl-x;, exhibits decreased anti-apoptotic functions

Both the Weintraub and the Alexander labs concur on the fact that
deamidation decreases Bcl-x;, pro-survival activity in cells exposed to
DNA damage. The Weintraub lab showed that Bcl-x;, double deamida-
tion mimetic N52D/N66D lost the ability to sequester pro-apoptotic
BH3-containing partners like Bim, while undeamidable Bcl-x;, N52A/
N66A retained binding. However, a doubt was cast by the erratum
mentioning that the ectopic Bcl-x;, N52D/N66D carried an additional
unwanted mutation, the reversion of which restored interaction with
Bim [42]. Further work allowed this same lab to later propose that Bcl-
x., deamidation in fact exposed a PEST sequence that targeted Bcl-xy, for
calpain-mediated degradation; deamidation was no longer proposed to
alter Bcl-x;, binding to pro-apoptotic Bcl-2 family proteins, but to di-
rectly decrease Bcl-x, cellular amount. Bcl-x; deamidation was pre-
sented as an integral component of the rheostat that controls the ratio
between pro- and anti-apoptotic Bcl-2 proteins. Of note, the decreased
life-span of deamidated Bcl-x;, is not consistently reported in the lit-
erature: despite using the same cell line (mainly osteosarcoma SAOS-2
cells) exposed to the same treatments, the seminal paper by Deverman
et al. does not show the degradation of deamidated Bcl-x, that was later
reported in the Dho et al. paper (Table 2). Neither was this degradation
observed in studies run by other labs, monitoring Bcl-x; deamidation in
lymphocytes [41,43] in response to other DNA-damaging drugs, or in
hepatoma cell lines exposed to GSH-DXR [44]. In the absence of stress
[40], the stability of Bcl-x;, and its deamidation mimetic mutants also
remained constant. One article investigating Bcl-x;, deamidation in
myeloid cells actually showed a decrease in deamidated Bcl-xy, in re-
sponse to etoposide, but not with other DNA-damaging drugs [45].
Therefore, calpain-mediated degradation of deamidated Bcl-x;, might be
context dependent, and might hypothetically be a trait restricted to
cells with high calpain activity. Hence, the control of Bcl-x, stability by
deamidation would not be a general feature shared by all cells.

The Alexander lab proposed a whole different explanation for the
loss of the anti-apoptotic function of deamidated Bcl-x; based on the
following rationale: 1) IP experiments on thymocytes exposed to DNA
damage showed that Bcl-x;, binding to Bim or Puma was ablated, 2) the
prevalent species generated in vitro by alkaline treatment of purified
Bcl-x;, are N52 and N66 IsoAsp species, and 3) the N52N66 IsoAsp
species completely lost interaction in vitro with Bim or Puma while
undeamidable Bcl-x;, retained binding. These observations were corre-
lated together, and the Alexander lab proposed that the major Bel-x;,
species generated by deamidation in situ is not Asp52/Asp66 but Iso-
Asp52/IsoAsp66, the inability of which to sequester pro-apoptotic Bcl-2
proteins explained the decreased pro-survival activity of deamidated
Bcl-x;, [41]. The ability of ectopically expressed Bcl-x;, N52DN66D to
interact with Bim was a further confirmation that the Asp deamidation
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Treatments and cell lines used for the monitoring of DNA-damage induced deamidation of Bcl-x..

DNA damaging agent Reference Cell type
Cisplatin, etoposide, gamma irradiation [39] p53 null with inducible RB paradigm, osteosarcoma SAOS-2,
Ovarian cancer cells C33A, primary ovarian cells, bladder cancer cells HTB-9
GSH conjugated to doxorubicin [44] Human hepatoma HepG2
Etoposide, doxycyclin, minocycline [45] Chronic myeloid K562, human myeloid HL-60, lymphoblastic Jurkat
Etoposide [58] Human erythroleukemia cells (HEL), JAK2V617F knock-in mice,
MPN patients with essential thrombocythemia or polycythemia vera
Etoposide, cisplatin, gamma irradiation [23] SAOS-2, HTB-9, C33a, MEFs
Etoposide, gamma irradiation [41] Murine CD45 =/~ p561ck™°¥ T cell lymphoma,
Murine C57BL/6 normal thymocytes
Human primary human B lineage CLL
[43] Murine CD45 /™ p56Ick™°¥ T cell lymphoma,
Murine C57BL/6 normal thymocytes
[48,58] Primary cells from patients with Chronic Myeloid Leukemia or polycythemia vera
Human hematopoietic cancer-cell lines K562, HEL, Daudi, DU528, Jum2, T lymphoma Karpas299, OPM2, and DOHH2
Murine BaF3 cells
H,0, [56] Human umbilical vein endothelial cells
Camptothecin [67] Human Namalwa Burkitt lymphoma cell line,
U937 lymphoma cell line
Cisplatin [46] Ovarian carcinoma cell line SKOV3.ip1

mimetic did not recapitulate the deamidated form (inferred to be
IsoAsp) produced in thymocytes exposed to DNA damage. It is, how-
ever, puzzling that thymocytes exposed to DNA damage produce so
little Asp deamidated forms of Bcl-x;, that IPs with Bim or Puma com-
pletely fail to pull down the slightest amount of Asp-deamidated Bcl-x;..
This result can only be explained by an extremely low activity of
PCMT/PIMT in these cells.

The absence of a consensus to explain how deamidation causes a
loss of anti-apoptotic activity in cells only underlines how multifaceted
Bcl-x;, deamidation might be; it is very possible that different cues and
different experimental paradigms resort to different mechanisms, and
that both calpain and PCMT/PIMT activity might be important para-
meters for cells to implement Bcl-x; deamidation.

2.4. Mechanisms regulating Bcl-x; deamidation in the context of DNA-
damage

At least two different pathways have been proposed to regulate Bcl-
x. deamidation in cells in the context of DNA damage. The Weintraub
lab described that Bel-x;, deamidation was negatively controlled by the
retinoblastoma protein (Rb), which is essentially known as a tumor
suppressor. This activity of Rb resides mainly in its ability to restrict
growth by blocking the G1-S transition until cells are ready to divide.
Rb function is regulated by its phosphorylation state: when a cell is
ready to divide, Rb is phosphorylated and loses its ability to sequester
(and suppress) the E2F transcription factor, thus allowing cell cycle
progression. Expression of Rb was reported to suppress both Bcl-x;,
deamidation and its calpain-mediated degradation in response to DNA
damage. Inhibition of Bcl-x;, deamidation was dependent on the phos-
phorylation status of Rb: inhibition of Rb phosphorylation by olomou-
cine, a cyclin-dependent kinase inhibitor, suppressed Bcl-x;, deamida-
tion (Fig. 3). Chang et al. reinforced this concept in an article where the
role of the adenoviral E1A protein, an Rb inhibitor, was studied [46]: in
ovarian cancer cells containing normal Rb activity, E1A expression was
shown to stimulate Bcl-x; deamidation upon exposure to cisplatin.
Conversely, expression of E1A mutant lacking Rb-binding domain
suppressed Bcl-x;, deamidation. The precise mechanism by which Rb
suppresses Bcl-x;, deamidation has not been further elucidated. Of note,
Rb was shown to be ineffective in inhibiting Bcl-x;, deamidation in the
thymocyte model used by the Alexander lab [43]. It is thus reasonable
to assume that Rb-regulated Bcl-x;, deamidation is probably cell-type
dependent. Besides cell cycle arrest, Rb performs many other functions
including regulation of apoptosis, differentiation, chromosomal stabi-
lity, and senescence [47]. Rb-mediated regulation of Becl-xp
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Fig. 3. Pathway regulating Bcl-x;, double deamidation according to the Weintraub lab.
Upon DNA damage, p53 expression is induced, leading to CDK inhibition, and keeping Rb
under an hypo-phosphorylated form able to sequester the transcription factor E2F away
from the promoters of its target genes. Conditions where Rb is hypo-phosphorylated are
conducive to Bel-x;, deamidation on Asn52 and 66 [39], which leads to the exposure of a
PEST sequence that targets doubly deamidated Bcl-x;, for degradation by calpains [23].
The subsequent decrease in the anti-apoptotic defenses of the cell shifts the balance in
favor of free pro-apoptotic BH3-containing Bcl-2 family members. DNA damage-exposed
cells are thus sensitized to apoptosis induction.

While Rb overexpression successfully suppresses Bcl-x; deamidation, two CDK inhibitors
leC"" and p27Km fail to recapitulate this effect (pathway between brackets) [39],
opening the question that the levels at which Rb is expressed might be an important
component in its anti-apoptotic function.

deamidation was reported in SAOS-2 cells exposed to DNA damage, a
very peculiar paradigm in which Rb displays antiapoptotic functions.
However, fathoming the exact conditions and signaling pathways
linking Rb, Bcl-x;, deamidation and the coupling between proliferation
and apoptosis will be a long term endeavor, given the diversity of post-
translational modifications Rb can undergo in response to environ-
mental cues [47].
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Fig. 4. Pathway regulating Bcl-x;, double deamidation according to the Alexander and
Green labs in the specific context of hematological malignancies. A subset of activated
oncogenic tyrosine kinases (resulting from JAK2V617F mutation, or p56'*-Y505F mu-
tation in a CD45~/~ context or BCR-ABL fusion) qualify to suppress NHE-1 expression
and downstream signaling, but the dependence on aberrant PI3K signaling was only
shown for the JAK2V617F pathway. Unknown events further lead to the cytoplasmic
sequestration of the transcription factor FOXO3 and the subsequent decrease in catalase
expression, which allows a build up of intracellular ROS. By unknown molecular me-
chanisms, this results in inhibition of the NHE-1 driven Bcl-x;, double deamidation, and
cells survive despite increased DNA damage. Enforced NHE-1 expression bypasses the
upstream inhibitory events and restores Bcl-x;, deamidation. The Alexander and Green
labs propose that essentially IsoAsp-containing Bcl-x; is produced by NHE-1-driven
deamidation; the inability of Iso-Asp Bcl-x;, to sequester BH3-containing partners con-
tributes to restore an operational apoptotic program.

The Alexander lab showed that a subset of oncogenic tyrosine ki-
nases (OTK) inhibited Bcl-x;, deamidation in response to DNA damage.
A comprehensive investigation led to the characterization of the un-
derlying mechanism. A first series of articles relied on a mouse model of
T-cell lymphoma producing hyperactive p56'-Y505F tyrosine kinase
in a CD45~/~ context to explore inhibition of Bcl-x; deamidation
(Fig. 4). Mouse thymocytes harboring the p56'°*-Y505F mutation dis-
played intermediate, but not tumorigenic tyrosine kinase activity due to
the mutation of inhibitory Tyr505 into Phe. Importation of this active
tyrosine kinase in a CD45~/~ context further enhanced its activity to
an oncogenic level, potentially because the absence of the phosphatase
CD45 prevents inhibitory dephosphorylation of Tyr394 in p56. CD45~/
~ p56'°“-Y505F thymocytes thus harbor oncogenic tyrosine kinase ac-
tivity: they display inhibited DNA damage repair leading to genomic
instability, and stimulate a survival pathway that prevents DNA-da-
mage-induced apoptosis (inhibition of Bcl-x;, deamidation preserves
Bim sequestering and thus prevents Bax activation) [43]. In WT thy-
mocytes, DNA damage was shown to result in a 2-3 fold increased
expression of the plasma membrane NHE-1 Na+/H+ antiporter,
which proved both necessary and sufficient to induce an intracellular
alkalinization (pH increases from 7.1 to 7.55) conducive to Bcl-xy,
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deamidation and apoptosis; this OTK was shown to suppress NHE-1
expression and all further signaling events in pre-tumorigenic thymo-
cytes. Thus, in pre-tumorogenic thymocytes, the p56 OTK reduced the
cancer protection pathway that normally eliminates cells with damaged
DNA, due to both inhibition of DNA repair and protection from DNA-
damage-induced apoptosis [41].

In a second series of articles, the Alexander and the Green labs
broadened the question of the relevance of Bcl-x; deamidation to
myeloproliferative disorders with other activated TKs: BCR-ABL fusion
kinase (in Chronic Myeloid Leukemia patients) and activated
JAK2V617F (in polycythemia vera patients) were found to efficiently
inhibit the NHE-1/Bcl-x;, deamidation pathway and the apoptotic re-
sponse to DNA damage [48] (Fig. 4). The activated JAK2 signaling
pathway was further elucidated by the Green lab: as a result of aberrant
PI3K signaling, JAK2V617F was found to increase FOXO3A inhibitory
phosphorylation on Ser253, thus leading to the cytoplasmic seques-
tration of the transcription factor. Catalase being a transcriptional
target of FOXO proteins, JAK2V617F decreased catalase expression,
and increased intracellular ROS levels. How this contributes to the in-
hibition of the NHE-1/Bcl-x;, pathway remains unknown.

It is noteworthy that inhibition of the Bcl-x; deamidation pathway is
not a general feature of hematological cancers because other types of
OTK (namely NPM-ALK and FGFR3 TK) appeared ineffective in re-
pressing this pathway. Thus, only a subgroup of tyrosine kinases qua-
lifies for inhibition of the NHE-1/Bcl-x; pathway. More generally, al-
though inactivation of FOXO proteins and high intracellular ROS are a
common trait in many cancers, it is unlikely that inhibition of the NHE-
1/Bcl-x;, pathway is a general feature of cancer, since Bcl-x; deamida-
tion is efficiently induced by DNA damage in osteosarcoma and cer-
vical, bladder and ovarian cancer [39,46]. The sound amount of data
collected in the context of myeloproliferative disorders has significantly
contributed to the characterization of DNA-damage-induced Bcl-x;,
deamidation, and the therapeutic applications will be discussed later.
Nevertheless, further work is needed to explore Bcl-x;, deamidation
outside the context of hematological malignancies.

2.5. Monodeamidation of Bcl-x;: evidence and consequences

It is intriguing that studies investigating Bcl-x;, deamidation have
essentially focused on the double deamidation of Asn52 and Asn66
residues, although the data collected indicate that several levels of
deamidation exist in most of the cell lines tested, either grown under
normal conditions or exposed to DNA damage. Deverman et al. noted
that the slower migrating form of Bcl-x;, detected in untreated SAOS-2
cells co-migrated with the monodeamidation mimetic mutant Bel-x;,
N52DN66A [39], but they neglected the existence of this mono-
deamidated form. Zhao et al. found that Bcl-x; in untreated mouse
thymocytes migrated as a doublet, and Bcl-x;, from cells exposed to
DNA-damage showed a third and even slower migrating band. They
also showed in vitro the existence of a monodeamidated species [41],
but no further exploration was made. Finally, Zhao et al. observed
(mono)deamidated Bcl-x;, in granulocytes from control patients as well
as in granulocytes from patients with CML and polycythemia vera [48]
but did not pursue its characterization. Several reasons might account
for the lack of study of monodeamidated Bcl-x;, species: 1) insufficient
resolution in the SDS-PAGE analyses precluded the identification of
monodeamidated Bcl-x;, in many publications, and 2) the founding
paper by Deverman et al. probably unintentionally swayed subsequent
analyses with the statement that Asn52 and Asn66 display equal
probability to undergo deamidation [39].

Only recently was published a study of Bcl-x;, deamidation in the
absence of DNA damage, where consistent monodeamidation of Bcl-x;,
Asn52 was observed while leaving Asn66 intact in an array of cancer
and normal cell lines, as well as in mouse tissues [40]. This study
provided the first evidence that Asn52 and Asn66 are not equally prone
to deamidation. The fact that Asn66 is refractory to deamidation
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Subsequent deamidation of N66 occurs under stress conditions
(mainly DNA damage), and produces Asp and Iso-Asp doubly
deamidated forms. Asp deamidated Bcl-x, retains the ability to
sequester BH3-containing pro-apoptotic partners; anti-neoplasic
agents that drive Bcl-x;, phosphorylation and thereby impair its
anti-apoptotic function, or BH3-mimetics that abolish the se-
questration of pro-apoptotic partners by Bcl-x;, are of potential
interest to antagonize the Asp deamidated forms that are restored
by PCMT/PIMT.

IsoAsp deamidated forms of Bcl-xy, lose the ability to bind BH3-
containing pro-apoptotic partners and addition of BH3-mimetics
is not necessary to restore functional apoptosis; in hematological
malignancies, two therapeutic routes have been suggested to re-
activate Bcl-x;, deamidation, which concur to stimulate the NHE-
1 pathway: both the use of tyrosine kinase inhibitors (TKI) and
the reversion of ROS increase restores the response of NHE-1/Bcl-
x;, pathway to DNA damage.

Idelalisib

NAC

suggests that its structural environment may differ from that of Asn52,
and therefore portends that the loop X-ray crystallography and NMR
data qualify as disordered, could well adopt a defined structure in cells
due to potential interaction with a binding partner. This study also
emphasized that Bcl-x; deamidation is not restricted to the DNA-da-
mage paradigm, and showed that monodeamidation of Bcl-x;, differed
significantly from double deamidation with regards to both its occur-
rence and functional outcomes. Monodeamidated Bcl-x;, displayed in-
tact anti-apoptotic properties and improved cellular stress tolerance by
further stimulating autophagy after nutrient starvation. Moreover,
monodeamidated Bcl-x;, cellular level was not controlled by calpain
degradation. Finally, ex vivo, Bcl-x; monodeamidation impaired onco-
genic and tumorigenic potential [40]. Deamidation was proposed to
provide a regulation of Bcl-x; that uncouples oncogenic and anti-
apoptotic properties of the protein. As monodeamidation appears to be
ubiquitous and to affect an important proportion of the protein, these
data might be particularly important from a therapeutic point of view.
In keeping with this, an interesting observation was that deamidated
Bcl-x;, can still undergo phosphorylation, meaning that anti-neaoplastic
agents targeting microtubules (which inhibit Bcl-x;, by phosphoryla-
tion) might be combined with treatments inducing deamidation, to
achieve a more efficient inhibition of Bcl-x;, survival functions.

3. Therapeutic applications

Bcl-x;, has been known to play a crucial role in tumorigenesis and
drug resistance since the anti-drug screen performed on 60 cell lines of
the National Cancer Institute (NCI-ADS). This study aimed at deli-
neating a correlation between the expression of a number of cancer-
related genes and resistance to a panel of standard chemotherapy
agents [49], and Bcl-x;, showed the strongest score. Targeting Bcl-xy,
therefore appeared a logical strategy for therapeutic approaches,
especially in cases of cancers in which Bcl-x;, plays an important role in
genotoxic resistance. Bcl-2/Bcl-x;, inhibitors called “BH3-mimetics”
have been developed: navitoclax (ABT-263) inhibits both Bcl-2 and Bcl-
x;, while venetoclax (ABT-199) inhibits selectively Bcl-2, and WEHI-539
is specific for Bcl-x;, inhibition. These inhibitors efficiently prevent
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sequestration of BH3-containing pro-apoptotic Bcl-2 family members by
Bcl-2 or Bel-x;, [50-52]. ABT-199 and ABT-263 have been used as single
agents in clinical trials, with promising anti-tumor activity on a few
cancers [53,54]. However, platelets rely on Bcl-x;, for their survival and
the clinical use of ABT-263 has been limited by the occurrence of severe
thrombocytopenia in patients. The challenge is now to determine if the
on-target Bcl-x;-dependent toxicity can be alleviated by the design of
proper therapeutic combinations. Alternatively, identifying survival
pathways controlled by Bcl-x;, independent of its BH3-binding activity
might help identify new therapeutic targets. In this regard, future stu-
dies on Bcl-x;, deamidation might open promising avenues: as men-
tioned previously, deamidated Bcl-x;, is reported to lose its interaction
with BH3-binding partners, although these data lack molecular
grounding because Asn52 and Asn66 do not line the BH3-interacting
zone. More work is definitely needed to tackle this conundrum.

The first indirect observation linking deamidation, Bcl-2 proteins
and apoptosis was the paper by Huebscher et al. in 1999, showing that
PCMT/PIMT overexpression protected from Bax-induced apoptosis in
cells deprived of trophic factors (PCMT/PIMT was proposed to operate
not through Bcl-xy, but through its ability to repair tubulin and there-
fore preserve the polymerization state of microtubules) [55]. It took a
few more years to learn that Bcl-x;, could be deamidated [39] and that a
Caspase-3 cleaved form of Bcl-x; deprived of its 75 first residues (aa 76-
233) was a substrate for PCMT/PIMT [56], providing a more complete
explanation in retrospect. Takehara et al. later reported that tumor cells
repress Bcl-x;, deamidation as a mean to maintain high anti-apoptotic
activity [57]. Reactivation of Bcl-x; deamidation could therefore be
instrumental to restore the ability of cancer cells to undergo apoptosis.

3.1. The PCMT/PIMT axis

Bcl-x;, deamidated into Asp was consistently found to retain anti-
apoptotic activity [40-42] while deamidation into isoAsp species
erodes its ability to sequester BH3-containing binding partners [41].
Therefore, the repair enzyme PCMT/PIMT can be envisaged as a critical
checkpoint in the balance between Asp/Iso-Asp Bcl-x;, species (Fig. 5).
Two studies showed that PCMT/PIMT indeed restored Bcl-x; anti-
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apoptotic functions and helped cells reacquire protection against stress-
induced apoptosis [55,56]. Therefore, PCMT/PIMT inhibition would
lock deamidated Bcl-x;, in a form that releases pro-apoptotic partners
and would sensitize cancer cells to apoptosis. The main caveat of this
strategy is that 1) the pathway leading to Bcl-x;, deamidation into Asp
must be operative, and 2) that inhibiting the repair enzyme might
generate a general build up of structurally altered proteins, and it is not
clear what type of death would entail.

3.2. The Rb axis

Rb and p53 stand among the relatively small number of essential
alterations that are shared by most, and perhaps all tumors. Mutations
in the Rb pathway are so frequent that its disruption was speculated to
be essential for the formation of cancer. Therefore, Rb is considered
mostly as a tumor suppressor gene. Yet, as discussed previously, Rb can
also display anti-apoptotic properties as part of the differentiation
program of certain cell types (during development, lens cells lacking Rb
fail to exit cell cycle for differentiation, and exhibit increased apop-
tosis). Rb was found to suppress Bcl-x;, deamidation as a means to re-
press apoptosis in response to DNA damage in SAOS-2 osteosarcoma
cells that lack p53. In that specific context, Rb inactivation was pro-
posed to increase susceptibility of tumor cells to DNA damage because
Rb inactivation is permissive for Bcl-x;, deamidation. Cyclin dependent
kinases (CDK) mediate Rb inactivation by promoting its hyper-phos-
phorylation (Fig. 3). Interestingly, Deverman et al. found that in SAOS-
2 cells exposed to cisplatin, two upstream inhibitors of cdk (p27KIP1
and p21CIP1) were ineffective in blocking Bcl-x; deamidation, while
CDK inhibition by olomoucine efficiently prevented Bcl-x;, deamidation
in p53 null MEFs [39].

It thus seems that, depending on the cellular context, CDK inhibition
does not trigger a unanimous effect on Bcl-x;, deamidation. Since the
signaling pathway(s) leading to the tumor suppressive or anti-apoptotic
role of Rb are still not well defined, additional work is needed to gain
insight into the regulation of Bcl-x; by Rb, in order to envisage potential
therapeutic applications.

3.3. The OTK axis

Cytoplasmic tyrosine kinases such as Abl, JAK2 and Lck can lead to
oncogenic activation through diverse mechanisms, but one noticeable
common outcome is how cells expressing OTK are rendered exquisitely
resistant to DNA damage. From a clinical standpoint, the related can-
cers are typically resistant to administration of conventional treatments
with antineoplastic agents. Therefore, elucidating the mechanisms used
by OTK to promote oncogenesis is essential to identify new combina-
torial therapies.

The discovery that the suppression of Bcl-x; deamidation was a
downstream target of OTK activation (specifically BRC-ABL, p56lck and
JAK2V617F) (Fig. 4) opened new therapeutic strategies: Zhao et al.
reported that CD34 + cells from patients with CML reacquired the
ability to induce Bcl-x;, deamidation upon DNA damage when they were
exposed to imatinib or to three different JAK2 inhibitors: Jak inhibitor
1, Targagen and Astex; in addition, PBMCs isolated from a patient who
had become resistant to imatinib as a consequence of an E255V mu-
tation in the BCR-ABL kinase domain, triggered efficient apoptosis in
response to imatinib and etoposide following expression of NHE-1,
which restored Bcl-x; deamidation [48]. These data showed that re-
activating the Bcl-x; deamidation pathway in CML cells was sufficient
to bypass imatinib resistance. Work by Zhao et al. hence provided the
molecular basis for the effectiveness in increasing apoptosis when anti-
leukemic chemotherapy was combined with imatinib in patients with
BRC-ABL: restoration of Bcl-x;, deamidation minimized sequestration of
pro-apoptotic BH3 proteins and maximized apoptosis in response to
DNA-damaging agents.

These studies highlight how promising the use of tyrosine kinase
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inhibitors (TKI) can be (Fig. 5). However, TKI are notorious for having
two main drawbacks, that will need to be circumvented for efficient
cancer therapy: 1) further mutation of the kinase domain of BCR-ABL
triggers acquired resistance to imatinib and leads to relapse of the
disease, and 2), persistence of residual disease is commonly observed in
CML patients treated with TKI, and the current hypothesis is that TKI-
resistant quiescent BCR-ABL-positive stem cells are responsible.
Remarkably, Ahn et al. provided insights into this specific point
while investigating mutant JAK2-FOXO3A signaling in patients with
myeloproliferative neoplasms that were JAK2V617F-positive.
Comparison of FOXO3 localization in HSC-enriched population (Lin —
CD34 + CD38 — CD45RA — CD90 +) and more mature progenitors
(Lin — CD34 + CD38 +) revealed that the JAK2-FOXO3A signaling was
different in stem cells when compared to the progenitors: while
FOXO3A was sequestered in the cytoplasm of the hematopoietic pro-
genitors, FOXO3A nuclear localization was not altered in the nuclei of
primitive HSCs [58]. The fact that a 2-3 fold increase in NHE-1 ex-
pression is sufficient to markedly enhance the level of apoptosis in
imatinib-resistant CML cells, implicates that stimulation of Bcl-x;, dea-
midation as a potential route for eradicating leukemic stem cells.

3.4. The NHE-1 axis

The NHE is a family of Na +/H + antiporters that distribute in Golgi
and post-Golgi membranes and function to maintain acidic pH. Ten
isoforms have been identified, and NHE-1 is the ubiquitous subtype
[59]. NHE-1 is a large protein with 12 transmembrane-spanning seg-
ments that mediate proton extrusion, and a hydrophilic cytoplasmic
carboxy-terminal domain which contains regulatory sites. Its regulation
is complex and involves variations in its expression level, as well as
phosphorylation and binding to regulatory proteins.

Bcl-x;, deamidation requires the activation of NHE-1. From a ther-
apeutic standpoint, it is very appealing to know that the activation of
the NHE-1/Bcl-x, signaling pathway successfully bypasses resistance to
apoptosis in patients with CML and polycythemia vera. However, the
possibility of targeting NHE-1 will require circumventing one main
drawback: NHE proteins are known to be instrumental in cardiac pa-
thology, and NHE-1 inhibitors have been developed to protect myo-
cardium against heart failure. Logically, agonists have not been devel-
oped.

Tuning of NHE-1 activity (either directly through agonists or in-
directly through its regulators) will require very careful and calculated
monitoring to prevent any undesirable cardiotoxic effects.

3.5. The PI3K axis

The PI3K pathway is critical for maintaining resistance to apoptosis
in malignant cells. A number of PI3K inhibitors are under clinical in-
vestigation: some are pan-PI3K inhibitors targeting all four isoforms of
class I PI3K, others are isoform-selective inhibitors [60]. Idelalisib was
the first PI3K inhibitor licensed for the treatment of cancer; it is a se-
lective PI3KS$ inhibitor and was approved in the USA for treatment of
various hematologic malignancies (chronic lymphocytic leukemia, re-
lapsed follicular B-cell non-Hodgkin's lymphoma, and relapsed small
lymphocytic lymphoma).

The report by Ahn et al. [58] suggests that PI3K inhibitors could be
used in combination with an antioxidant to effectively kill drug-re-
sistant tumors. N-Acetyl-cysteine is the most commonly used anti-
oxidant, and its combination with chemotherapeutic agents has already
proven effective in killing lymphoblastoma (Fig. 5).
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4. Conclusion and future prospects

4.1. Deamidation is not just a deleterious process that sets an expiry date on
proteins

Bcl-x;, proved particularly instrumental in the demonstration that
deamidation is not a passive modification that alters protein functions
with age. Indeed, Bcl-x;, stands as a perfect example of a protein har-
boring two sites of (alleged) spontaneous deamidation with 2 different
susceptibilities, and the fact that deamidation on Asn52 is readily ob-
served at steady state whatever the age [40] while Asn66 undergoes
deamidation in response to DNA damage or in aged tissues is a strong
argument in favor of a controlled mechanism.

The notion that deamidation might generate altered proteins with
useful function emerged in 2003 by Reissner and Aswad [61] when they
discussed a report mentioning that deamidation of PKA modified its
intracellular distribution thereby introducing additional heterogeneity
into the protein. Here again, Bcl-x;, elegantly illustrated that deamida-
tion is not idiosyncratic of a loss of function: Beaumatin et al. showed
that ectopic expression of a monodeamidated mimetic of Bcl-x; im-
proved autophagy-mediated stress tolerance of starved cells [40],
which was in marked contrast to the inhibitory effect previously
documented for shRNA-mediated downregulation of Bcl-x;, on the au-
tophagic response [62]. Therefore, monodeamidated Bcl-x; did not
phenocopy the loss of Bel-x;, in cells, but rather enhanced the properties
of the native protein. These data shed new light on the array of cellular
functions that are potentially affected by deamidation, given the
amount of proteins susceptible to this process.

What makes the study of deamidation particularly challenging is the
production of IsoAsp residues, which cannot be recapitulated by site
directed mutagenesis, and considerably restricts their analysis to in vitro
experiments on isolated proteins. Although a significant body of data
has been accumulated since the discovery of Bcl-x;, deamidation, a lot
more work is still needed to complete the analyses of the mechanism of
this reaction, and functional aftermaths of this post-translational
modification.

4.2. Open question: is there a eukaryotic Asn deamidase?

The existence of a monodeamidated form of Bcl-x; has been over-
looked for almost 15 years, and its occurrence raises an interesting
question (Fig. 5): could the fact that the amount of endogenous
monodeamidated Bcl-x;, varies in cells at steady state be a telltale sign
of a eukaryotic deamidase operating at various rates, or does it simply
reflect the tissue specific expression of partners that bind the dis-
organized loop of Bcl-x;, providing a different structural environment
for N52 and N66? Answering this question requires identification of the
partners that specifically bind monodeamidated Bcl-x;. Only these data
will help characterize the specific pathways controlled by mono-
deamidated Bel-x;, and understand how this PTM controls the oncogenic
function of the protein independently of its anti-apoptotic activity.

4.3. Deamidation adds a weapon in the armamentarium against cancer

The fact that Bcl-x; deamidation can be regulated by different sig-
naling pathways underlines how versatile yet controlled the process is.
And the demonstration that reacquisition of apoptosis execution is al-
lowed by restoring Bcl-x;, deamidation in patients cells is a proof of
concept that the process is tractable. There is an exciting avenue now
open to include the therapeutic manipulation of Bcl-x;, deamidation in
clinical trials. Only the IsoAsp deamidated forms of Bcl-x;, were shown
to lose their anti-apoptotic activity, but the Asp deamidated forms that
are restored by PCMT/PIMT can still be antagonized by BH3-mimetics
or anti-neoplastic agents that drive Bcl-x; phosphorylation (Fig. 5). In
specific contexts (exemplified by certain OTK) where the balance is
largely in favor of IsoAsp species, therapeutic treatments will not
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include BH3-mimetics, but rather TKIs and DNA damaging agents, or
PI3K inhibitors combined with anti-oxidants.
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