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Introduction




Introduction

L’existence d’une protéine au sein de la cellule est régulée par deux mécanismes
antagonistes : sa synthese et sa dégradation. Les mécanismes gouvernant la vie ou la mort des
protéines sont maintenant bien connus et sont schématisés sur la figure 1. Lorsque la protéine
vient d’étre synthétisée, sa bonne mise en conformation, lui conférant son activité biologique,
va étre assurée par I’intervention de chaperons moléculaires. Ces protéines sont capables de
reconnaitre des segments hydrophobes présents a la surface de la protéine non conformée.
Cette capacité est également utilisée pour remettre en conformation des protéines dénaturées a
la suite d’un stress (niveau 1). Si ce processus de (re)mise en conformation est efficace, la
protéine est (re)mise en circulation pour effectuer son réle cellulaire. Par contre, si ce
mécanisme échoue, alors le processus de dégradation protéasomale se met en place. Ce
mécanisme appelé UPS "ubiquitin proteasome system" peut étre divisé en deux grandes
étapes : d’une part 1’"étiquetage" de la protéine & dégrader par I’ubiquitine, grace a
I’intervention des enzymes d’ubiquitination (niveau 2) et d’autre part, la reconnaissance et la
dégradation de cette protéine ubiquitinée par le protéasome 26S (niveau 3). Ces trois niveaux

sont schématisés en figure 1.

Les protéines sont rarement actives seules, elles sont souvent modifiées de fagon post-
traductionnelle. Parmi toutes ces modifications post-traductionnelles connues, la
glycosylation en général et la O-N-acétylglucosaminylation, O-GlcNAc, en particulier
semblent jouer un role majeur dans le contrdle de la demi-vie des protéines.

Nos généralités se découperons en trois parties : 1’étude de la O-GlcNAc, I’étude des
chaperons moléculaires (niveau 1 de la figure 1) et enfin 1’étude du processus UPS (niveaux 2
et 3 de la figure 1). A chaque niveau, 1’accent sera porté sur I’influence de la O-GlcNAc sur

toutes les étapes étudiées.

16



Synthése protéique

STRESS

3 26S
°:.o + DDEI

C chaperonne

VIE MORT ® ubiquitine
O polypeptide

] protéine mal conformée
(O protéine bien conformée

Figure 1 : Destinée d’une protéine nouvellement synthétisée ou ayant subie un stress.
La mauvaise conformation d’une protéine a la suite de sa traduction ou d’un stress, est rétablie par Iintervention

de chaperonnes (nivean 1). Si ce processus échoue, la protéine est ubiquitinée (niveau 2) et dégradée par le

rotéasome (niveau 3).
p
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L’ensemble des travaux accomplis au cours de la thése a fait I’objet des publications et
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Généralités




Partie 1

La O-N-acétylglucosaminylation

O-GIcNAc
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I. Introduction : La glycosylation chez les eucaryotes

La glycosylation chez les eucaryotes a longtemps été exclusivement restreinte a la
surface cellulaire ou & la lumiére de compartiments tels que le réticulum endoplasmique,
I’appareil de Golgi ou le lysosome. Cette glycosylation a été comprise grace a la localisation
précise d’enzymes, les glycosyltransférases, greffant de maniére spécifique un
monosaccharide particulier sur un accepteur donné. La présence de glycosylation au sein des
compartiments cytosoliques et nucléaires est longtemps restée énigmatique puisque aucun
modele de biosynthése glycoprotéique ou de transport dans ces compartiments n’avait été
validé. Par des expériences de reconnaissance lectinique ou de radiomarquage métabolique
avec des sucres précurseurs, des glycosylations particuliéres ont pu étre découvertes: les
phospho-mannosyles O-liés, les oligosaccharides O-liés contenant du fucose, les
protéoglycannes a4 mannose, I’alpha-glucosyl li€¢ sur une tyrosine de la glycogénine, la N-
acétylglucosamine sur 1’hydroxyproline dans le cytosol, les glycoaminoglycannes (GAG)
dans le noyau et la C-mannosylation. Il est maintenant admis que la glycosylation majoritaire

dans le cytosol et le noyau est la O-N-acétylglucosaminylation, abrégé par O-GlcNAc.

II. La O-N-acétylglucosaminylation : O-GlcNAc¢

1) Les caractéristiques générales de la O-GlcNAc

1.1- La découverte de la O-GlcNAc

En 1984, ’équipe de G.W. Hart a mis en évidence ce nouveau type de glycosylation
(Torres et Hart, 1984). A cette époque, il était clairement établi que la glycosylation des
protéines membranaires intervenait dans les processus de reconnaissances antigéniques. C’est
en s’intéressant a la distribution des oligosaccharides a résidus de N-acétylglucosamine
terminaux que cette équipe a démontré un nouveau type de glycosylation différente de celles
connues jusqu’alors puisqu’elle consiste en l’addition d’un seul monosaccharide, la N-
acétylglucosamine (GIcNAc), sur des résidus de sérine ou de thréonine de I’axe peptidique
des protéines. Ce résidu de GlcNAc est lié par une liaison de type béta a la protéine. Par la
suite, il n’est ni épimérisé, ni le substrat d’autre glycosyltransférase (figure 2). Depuis ’idée
selon laquelle les protéines glycosylées sont uniquement secrétées ou associées aux
membranes biologiques est complétement réfutée.
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Figure 2 : Structure schématique d’une séquence peptidique modifiée par la O-GlcNAc.

1.2- L’aspect dynamique

Contrairement aux autres glycosylations caractérisées par leur aspect stable, la
O-GlcNAc est une modification post-traductionnelle dynamique. En 1992, Chou et al.
démontrent que les cytokératines 8 et 18 humaines sont glycosylées sur différents sites avec
un résidu de O-GIcNAc et que cette glycosylation est un processus dynamique puisque la
demi-vie de la partie saccharidique est plus courte que celle de la protéine en elle-méme
(Chou et al., 1992). En étudiant les effets de 1’activation des lymphocytes T murins par un
mitogéne (concanavaline A ou esters de phorbol) sur les protéines O-GlcNAc, Kearse et Hart
ont également observé cet aspect dynamique de la glycosylation (Kearse et Hart, 1991a). En
effet, ils ont montré que le taux global de glycosylation varie de fagon trés rapide aprés
’activation et que cette variation est transitoire. Ces niveaux de glycosylation changent

également en réponse a de nombreux stress cellulaires (Zachara et al., 2004).

1.3- Lalocalisation

En 1986, Holt et Hart montrent que la O-GlcNAc est localisée principalement dans le
cytosol et le noyau des cellules de foie de rat mais qu’elle se trouve également dans les autres
compartiments cellulaires sauf dans la mitochondrie (Holt et Hart, 1986). Ils émettent alors
I’hypothése que les glycoprotéines entrent dans le compartiment golgien pour étre maturées
puis retournent dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER), puis dans le cytosol et le
noyau. Ils montrent également que 7 % de la O-GIcNAc totale se retrouve a la surface
cellulaire. Mais une étude ultérieure de la topologie de la O-GlcNAc au sein de cellules
primaires de lymphocytes a permis de montrer que la O-GlcNAc est une glycosylation

majoritairement retrouvée dans le cytosol et le noyau (Kearse et Hart, 1991). La présence de
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motifs O-GIcNAc au niveau de la mitochondrie a récemment été mise en évidence par
P'utilisation d’anticorps reconnaissant spécifiquement le résidu O-GlcNAc de I’antigéne H
(Arvanitis et al., 2005). Cependant 1’équipe de Hanover, qui a découvert la forme
mitochondriale de I’enzyme responsable de la O-GlcNAc, n’a jamais pu démontrer la

présence de tels motifs dans cet organite.
1.4- Distribution phylogénétique

La O-GlcNAc est une modification post-traductionnelle phylogénétiquement conservée
puisqu’elle a été décrite chez de nombreux organismes incluant les mammiféres, les virus
(SV40 : Medina et al., 1998 ; Plum pox virus : Chen et al., 2005), les insectes (drosophile :
Kelly et Hart, 1989), les plantes (4Arabidopsis thaliana : Swain et al., 2001), les invertébrés
(Caenorhabditis elegans : Hanover et al., 2005) et les bactéries (Listeria monocytogenes :
Schirm et al., 2004). La préseﬁce de la O-GIcNAc a été mise en évidence chez les parasites
mais dans une conformation de type alpha (Plasmodium falciparum : Dieckmann-Schuppert
et al., 1993). Enfin, la O-N-acétylglucosaminylation chez la levure est, & I’heure actuelle, un
sujet contreversé puisque aucune étude n’a permis de confirmer la présence de la modification

dans cet organisme.
1.5- Sites de O-GIcNAc

L’étude des séquences glycosylées a permis de constater qu’il n’existe pas de séquence
peptidique consensus réelle, contrairement & d’autres types de glycosylation comme la N-
glycosylation qui nécessite la présence d’une séquence Asn-X-Ser/Thr (X étant n’importe
quel acide aminé, sauf la proline). Toutefois, des séquences telles que proline-sérine-sérine
(PSS), proline-valine-sérine (PVS) ou de sites riches en acides aminés hydroxylés est

privilégiée pour cette glycosylation (Haltiwanger ef al., 1990).

2) Les enzymes de la O-GlcNAc

Deux enzymes trés fortement conservées au cours de I’évolution sont responsables
respectivement de 1’addition ou de I’hydrolyse du résidu de GlcNAc sur les résidus de sérine
ou de thréonine des protéines substrats. Ces enzymes ont ét¢ identifiées, clonées et

caractérisées. L’uridine diphospho-N-acétylglucosamine : polypeptide B-N-
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acétylglucosaminyltransférase (ou OGT) est responsable du transfert de GIcNAc en B sur les

protéines et la N-acétyl-B-D glucosaminidase (ou GlcNAcase) hydrolyse ce dernier (figure 3).

GH,0H

1]
HO I}IH \
COCH;

Ser

B-N-acétylglucosaminyl N-acétyl-3-D glucosaminidase
transférase GlcNAcase
OGT

Ser

Figure 3 : Les enzymes responsables du dynamisme de la O-GlcNAc.

2.1- L' uridine diphospho-N-acétylglucosamine : polypeptide [5-N-
acétylglucosaminyltransférase (OGT), EC 2.4.1.94

2.1.0 : Caractéristiques générales

Il s’agit d’une glycosyltransférase qui greffe des résidus de GIcNAc a partir du
nucléotide sucre donneur, ’UDP-GlcNAc, sur des résidus de sérine ou de thréonine, ceci dans
une conformation béta. Cette activité a été caractérisée pour la premiére fois en 1990
(Haltiwanger ef al., 1990) et I’enzyme a été purifiée pour la premiére fois a partir de cytosol
de foie de rat par chromatographie d’affinité (Haltiwanger et al, 1992). Il s’agit d’un
hétérotrimére de masse apparente de 340 kDa, formé de deux sous-unités o de 110 kDa
(p110) et d’une sous-unité¢ § de 78 kDa (p78). Cependant il a été suggéré qu’elle pourrait
exister sous la forme d’un homotrimere constitué de trois sous-unités identiques (p110 x3). La
forme homotrimérique posséde la méme activité que la forme hétérotrimérique, la sous-unité
considérée comme la sous-unité régulatrice n’est vraisemblablement pas essentielle pour
’activité catalytique de I’OGT. Les deux sous-unités sont immunologiquement révélées par le

méme anticorps, laissant penser que la sous-unité de 78 kDa correspondrait & un fragment
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protéolytique ou & un produit d’épissage de ’ARN messager de la sous-unité de 110 kDa

(Kreppel et al., 1997).

La sous-unité¢ de 110 kDa de I’OGT nucléocytoplasmique humaine est structurellement
composée de 3 domaines : un domaine N-terminal possédant des tétratricopeptides (TPR) qui
forme une super-hélice, une partie centrale flexible et qui représente le domaine de liaison a la
partie C-terminale qui porte I’activité catalytique et adopte une topologie de type "Rossman
fold". Ces critéres ont été obtenus en se basant sur 1’analyse d’enzymes qui utilisent I"UDP-
GlcNAc ou des nucléotides apparentés (Wrabl et Grishin, 2001). Cependant, des méthodes de
détermination de structures 3D comme la RMN ou la cristallographie aux rayons X
permettraient de confirmer ces données obtenues in silico. La présence de ces motifs permet
le classement de cette enzyme dans la superfamille des enzymes glycogéne
phosphorylase/glycosyltransférase (GPGT) (Wrabl et Grishin, 2001).

Le domaine de liaison est une région flexible qui représente la partie la moins bien
conservée entre espéces en terme de longueur et de séquence en acides aminés. Chez le
Nématode, cette partie présente parfois une séquence NLS ("Nuclear Localisation Signal")
qui est une séquence de transport au noyau. Cependant, il n’y a peut-étre pas d’implication de
cette séquence dans le transport nucléaire de I’enzyme. Cette séquence NLS est absente chez
le rat et ’homme.

La partie C-terminale qui porte ’activité catalytique est extrémement conservée. La
délétion de cette région abolit completement 1’activité de I’enzyme (Lubas et Hanover, 2000).

L’OGT porte elle méme des modifications post-traductionnelles. Elle est phosphorylée
sur le résidu de tyrosine 979 ; une tyrosine kinase pourrait donc jouer un rdle dans la
modulation de I’activité de I’OGT, reliant ainsi la O-N-acétylglucosaminylation a la cascade
des signaux de transduction. Elle porte également un résidu de O-GIcNAc au niveau de sa

sous-unité catalytique de 110 kDa.

2.1.8 : Localisations sub-cellulaire et tissulaire

La partie N-terminale de ’OGT semble importante pour son adressage. Une isoforme
est adressée a la mitochondrie par la présence d’une courte séquence peptidique MTS
("Mitochondrial Targeting Sequence"). Les autre formes qui ne possedent pas cette séquence
sont présentes dans le cytosol et le noyau (Love et Hanover, 2005). Des expériences
d’immunofluorescence et de fractionnements cellulaires ont montré que la majorité de la

protéine OGT et de son activité sont localisées au niveau du noyau (Kreppel et al., 1997).
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Chez I’humain, le géne de ’OGT code quatre transcrits de 3 & 10 kilobases générant les
deux sous-unités (p110 et p78) (figure 4) (Kreppel et al., 1997). Ces transcrits se trouvent
dans tous les tissus mais sont particuliérement enrichis dans le pancréas avec une trés forte
concentration dans les cellules des ilots de Langherhans (Hanover et al., 1999). D’autres
tissus comme les muscles squelettiques, le cerveau, le muscle cardiaque, les adipocytes
possédent de hauts niveaux de ces ARNm. L’OGT est donc retrouvée dans plusieurs tissus

mais plus particuliérement dans le pancréas et le cerveau (Nolte et Muller, 2002).

XX OO OO XXX ADN OGT

Transcription

Forme nucléaire ou| N term (((((((()
_ll]:> Cytop]asmique

110 kDa
12 TPR
Forme
B '™ mitochondriale MTS
103 kDa
9 TPR
I i——> Forme tronquée O
78 kDa
3 TPR

Figure 4 : Le géne de ’OGT humaine code quatre transcrits a ’origine des sous-unités

p110 et p78.

2.1.v: Les TPR ou tétratricopeptides-partenaires de ’OGT

Le domaine N-terminal posseéde des TPR correspondants a des répétitions de 34 acides
aminés. Le nombre de répétitions de ces TPR varie en fonction de I’espéce : il en existe 9
chez I'humain, 11 chez le rat (Kreppel et al., 1997) et 13 chez le nématode (Lubas et al.,
1997). L’alignement des séquences de ces domaines TPR révéle qu’il existe une séquence
consensus WLGYAFAP. Les TPR interviennent dans une grande variété de processus
biologiques dont la régulation du cycle cellulaire (Hirano ef al., 1990 ; Lamb et al., 1995), le

controle transcriptionnel (Schultz ef al., 1990 ; Rameau ef al., 1994), le transport des protéines
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mitochondriales et péroxysomales (Haucke et al, 1996), la mise en conformation des
protéines, la réponse au choc thermique et aux stress cellulaires. Ces TPR permettent la
trimérisation de 1I’enzyme et sont impliqués dans son activité. Cependant tous les TPR ne sont
pas essentiels pour ’activité intrinséque de I’enzyme. La délétion des trois premiers TPR n’a
pas d’effet sur la reconnaissance de substrats de petite taille mais elle abolit la reconnaissance
de protéine de pleine longueur. Les TPR participent donc a la spécificité de substrat (Lubas et
Hanover, 2000 ; Kreppel et al., 1997). Par contre les six premiers TPR sont indispensables a
I’association entre les différentes sous-unités de 1’enzyme.

Ces TPR permettent également les interactions protéine-protéine. La présence de ces TPR au
niveau de la séquence protéique de I’OGT suggére que ’enzyme est capable d’interagir avec
d’autres protéines via ces domaines. En effet, ’"OGT possede différents partenaires parmi
lesquels on retrouve mSin3 A (Yang et al., 2002), Grif-1 et OIP 106 (Iyer et al., 2003). Ces
deux derniéres protéines interagissent avec le domaine TPR de I’OGT de fagon
stoechiométrique. Ces interactions pourraient étre a I’origine de la distribution précise de
I’OGT au sein de la cellule et I’interaction avec OIP106 apparait importante pour 1’adressage
de I’OGT au niveau des sites de transcription. De plus ces deux protéines sont modifiées par
la O-GlcNAc, indiquant qu’elles sont les substrats de ’OGT. Enfin, la phosphatase PP1 est
également partenaire de I’OGT, confortant ’hypothése selon laquelle la O-GlcNAc¢ pourrait
réguler de nombreux processus cellulaires en modulant la phosphorylation des protéines : ce
complexe aurait un role majeur dans la modification des protéines O-GIcNAc en assurant au
préalable la déphosphorylation des protéines (Wells et al., 2004).

L’activité de ’OGT pourrait donc étre régulée par ses modifications post-traductionnelles, ses

interactions avec différents partenaires et sa localisation au niveau de la cellule.

2.1.5 : Données cinétiques et inhibiteurs

Contrairement aux autres glycosyltransférases résidantes du compartiment golgien ou du
réticulum endoplasmique dont le Km est de ’ordre du micromolaire (uM), ’OGT est une
enzyme qui posséde une trés forte affinité pour I'UDP-GIcNAc (Km=545nM), ceci étant di a
la concentration faible du substrat dans le cytosol. L’activité de I’OGT est dépendante de sa
concentration, de celle du substrat (UDP-GIcNAc) et du temps d’incubation. Les données
cinétiques montrent que I’OGT est capable de répondre & une grande variété de concentrations
en UDP-GlcNAc en modulant son Km (Kreppel et Hart, 1999). La concentration en

UDP-GIcNAc peut varier de 'ordre de la nanomole & la micromole en fonction du type
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cellulaire et du tissu. Une explication possible pour la grande variabilité de réponse de ’OGT
serait un mécanisme bibi-aléatoire méme si cette hypothése n’a pas encore été prouvée.
L’OGT présente un pH optimum de 6,0. Cette enzyme n’est pas inhibée par I’UDP-GalNAc
ni par 'UMP, ni par 'EDTA suggérant que son activité¢ n’est pas dépendante de cations
divalents contrairement aux autres glycosyltransférases. Par contre elle est inhibée par I'UTP,
les sels (NaCl et KCl1) et ’'UDP-GIcNAc suggérant un mécanisme de rétro-contréle. L’UDP
est également un puissant inhibiteur (Ki=200nM).

Il n’existe pas d’inhibiteurs spécifiques pour cette enzyme. L’alloxane, un analogue de
'uracile peut inhiber I’OGT in vitro mais cet inhibiteur n’est pas spécifique in vivo (Konrad et
al., 2001). Gross et al. ont testé 102 composés sur I’activité de I’OGT produite chez E. coli.
Ils ont établi que 19 de ces 102 composés inhibent I’OGT avec un rendement d’inhibition
supérieur a 40 % et deux d’entre eux entrent en compétition avec I"UDP-GlecNAc (Gross et
al., 2005). Les structures de ces inhibiteurs ne sont pas connues et les études sur les niveaux

de glycosylation dans un systéme cellulaire sont & mener pour juger de leur efficacité.

2.1.¢: Le géne codant ’OGT

Le géne codant I’OGT a été caractérisé des bactéries & ’homme, mais pas chez les
levures. L’absence de cette modification chez la levure pourrait s’expliquer par sa grande
dépendance vis-a-vis de I"'UDP-GIcNAc utilisé pour la production de la chitine responsable de
la rigidité de la paroi cellulaire. Les ADN complémentaires de 1’humain, du rat et du
nématode codent une protéine de masse moléculaire de 103, 116 et 128 kDa respectivement
(Kreppel et al., 1997 ; Lubas et al.,, 1997). Le géne codant la sous-unité de 110 kDa est
conservé au cours de 1’évolution suggérant qu’elle a une fonction cellulaire importante. Ce
géne se trouve en simple copie sur le chromosome X chez ’humain et la souris.

Nolte et Muller ont entrepris en 2001 la recherche du géne de I’OGT humaine pour en avoir la
séquence entiére. Ils ont montré que les séquences humaines (en position Xq13) et du rat (en
position X, région D) possédent quasiment 100 % d’identité et il existe 80 % d’identité entre
la séquence protéique de I’OGT humaine et de C.elegans (Nolte et Muller, 2001).

L’importance de I’OGT a été confirmée par des expériences de "knock-out" de son géne dans
des cellules embryonnaires de souris. L’extinction du géne entraine une mortalité des cellules
au bout de 6.5 jours. Ceci suggére que ’OGT est unique et indispensable chez les

mammiféres. De plus la délétion dirigée du gene de I’OGT dans des tissus cibles induit I’arrét
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du développement des organes cibles. Cette expérience montre I’importance de I’OGT et de la

O-GlcNAc dans le développement (O’Donnell et al., 2004).

2.1. : Homologues de I’OGT chez les plantes : SPY et SEC

Alors qu’il n’y a qu’un seul géne codant I’OGT découvert chez les mammiféres, deux
génes ont été identifiés chez les plantes. La protéine Spindly (SPY) chez Arabidopsis thaliana
est une molécule importante de la voie de signalisation de la girébelline GA (une hormone)
(Jacobsen et Olszewski, 1993). Elle présente un pourcentage d’identité avec I’OGT
significatif. Des mutants SPY présentent une diminution des protéines modifiées par la
O-GlcNAc suggérant qu’il pourrait y avoir d’autres OGT chez les plantes (Thornton ef al.,
1999). Cette réflexion a mené a la purification et au clonage d’un autre géne appelé "secret
agent" (SEC) qui présente de grandes similitudes avec le géne de I’OGT et de SPY. La
mutation seule de SEC ne montre pas de phénotype particulier alors que les mutations
simultanées de SEC et SPY entrainent la mort des plantes (Hartweck ef al., 2002). Les deux
protéines ont donc des fonctions semblables et complémentaires et sont toutes deux

indispensables pour la vie végétale.

2.2- La N-Acétyl-B-D glucosaminidase (GlcNAcase), EC 3.2.1.52
Les informations sur I’enzyme qui hydrolyse les résidus de GlcNAc présents au niveau
de résidus hydroxylés de sérine ou de thréonine, la O-GlcNAcase, sont moins nombreuses par

rapport a celles de I’OGT méme si ces études sont en plein essor depuis ces derniéres années.

2.2.0.: La O-GleNAcase : mise en évidence et composition

Les caractéristiques de la O-GlcNAcase ont été dévoilées pour la premiére fois sous la
forme d’une hyaluronidase associée au méningiome et donc appelée MGAES ("meningioma
expressed antigen 5"). Heckel er al. démontrent qu'un des génes impliqués dans le
méningiome et localisé sur le chromosome 10 en position q24-1_q24-3, code au moins deux
variants fortement exprimés dans les tissus de mammiféres (Heckel et al., 1998). La plus
longue des protéines correspondantes a été par la suite désignée comme étant la O-
GlcNAcase. Elle a été caractérisée pour la premiére fois a partir de cytosol de foie de rat

(Dong et Hart, 1994). Il s’agit d’une protéine de 916 acides aminés, de masse moléculaire
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apparente de 106 kDa. Elle existe sous la forme d’un hétérodimeére constitué¢ d’une sous-unité

a de 54 kDa et d’une sous-unité B de 51 kDa.

2.2.B : Le géne codant la O-GlcNAcase

La purification de la O-GlcNAcase a partir de cerveau a permis son séquencage et son
clonage chez I’homme. L’alignement de séquences des variants de mammiféres a montré que
cette enzyme est bien conservée (= 80 %) mais le pourcentage d’identité entre ’homme et C.
elegans, d’une part, et la drosophile, d’autre part, est moins importante (55 % et 43 %
respectivement) (Gao et al., 2001). Contrairement a I’OGT qui se trouve sur le chromosome
X, le géne de la O-GlcNAcase est localis€ sur le chromosome 10q24, ce qui suggére, a I’instar
de I’OGT, que la O-GlcNAcase pourrait étre directement impliquée dans les désordres
neurologiques (puisque ce géne est proche de celui responsable de la maladie d’Alzheimer)

(Farook et al., 2002).

2.2.v : Localisations sub-cellulaire et tissulaire

La O-GlcNAcase est présente essentiellement dans le compartiment cytoplasmique (90
%) mais également dans le noyau (10 %) (Gao et al., 2001 ; Wells et al., 2002a). Le transcrit
correspondant de 5.5 kb est exprimé dans tous les tissus, mais est plus prépondérant dans le
cerveau, le placenta et le pancréas, de la méme fagon que I’OGT. La O-GlcNAcase est
exprimée sous la forme de deux variants, la protéine de pleine longueur (p130) et une protéine
plus courte (p75) avec une extrémité C-terminale différente puisqu’elle ne posséde pas le tiers
C-terminal de la protéine de pleine longueur. La forme p75 est exprimée préférentiellement

dans le noyau et ne posséde pas d’activité catalytique.

2.2.8 : Comparaison aux autres hexosaminidases

La cellule eucaryote posséde deux types d’hexosaminidases (HEX) :
- le premier groupe est constitué des HEX A, B, I et S qui sont exclusivement localisées dans
le lysosome, présentent un pH optimum acide (3,5-5,5) et sont fortement inhibées par la
GalNAc.
- le second groupe est constitué de deux HEX neutres: une "GlcNAc-specific
glucosaminidase” (Hex C) et une "GalNAc specific galactosaminidase" (Hex D) qui sont
localisées dans le cytosol, présentent un pH optimum neutre et sont plus thermolabiles.
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Contrairement aux hexosaminidases lysosomales qui possédent un pH acide, la O-
GlcNAcase présente un pH optimum neutre (5,7-7,0) en accord avec sa localisation dans les
compartiments nucléaires et cytoplasmiques. Néanmoins, les similitudes de leurs
compositions en sous unités et de leurs masses moléculaires suggérent que ces enzymes
pourraient dériver d’un géne ancestral commun ou présenter des homologies de séquence,
mais la O-GlcNAcase n’est pas reconnue par les anticorps dirigés contre ces hexosaminidases
lysosomales. Ceci suggére que les deux enzymes posseédent des différences structurales. Les
caractéristiques de la O-GlcNAcase sont communes a celle de I’hexosaminidase C (pH neutre,

localisation nucléocytoplasmique, thermolabilité accrue).

2.2.¢ : Les partenaires

Des études réalisées avec 1’enzyme recombinante exprimée chez E. coli ont montré que
I’enzyme est monomérique, avec une sous-unité de masse apparente de 130 kDa. C’est
I’analyse de ’enzyme native qui a permis de montrer que celle-ci existe dans la cellule sous la
forme complexée a d’autres protéines puisqu’elle migre & 600 kDa en conditions non
dénaturantes. Plusieurs partenaires de la O-GlcNAcase ont ensuite été identifiés (Wells et al.,
2002b) : il s’agit des protéines de stress (Hspl10 et Hsc70) d’une part, et des protéines
associées aux maladies neurologiques (amphiphysine, DRP-2) d’autre part. Ces protéines

pourraient donc intervenir dans la régulation de I’activité de la O-GlcNAcase.

2.2.& : NCOAT : "Nuclear Cytoplasmic O-GlcNAcase and Acetyltransferase"

Depuis peu, la O-GlcNAcase est appelée NCOAT pour "Nuclear Cytoplasmic O-
GlcNAcase and Acetyltransferase” car il s’agit en réalité d’une enzyme bi-fonctionnelle avec
deux domaines catalytiques, le premier, en partie N-terminale, étant homologue aux
hyaluronidases bactériennes et le second, en partie C-terminale, appartenant a la famille des
acétyltransférases GCNS ("GenS-related N-acetyltransferases") (GNATs) (Heckel et al.,
1998 ; Schultz et Pils, 2002). Les études relatives au domaine catalytique de 1’enzyme sont
contreversées. En effet, en utilisant des informations de séquence et de structure, il a été prédit
que I’activité catalytique de I’enzyme est portée par le domaine C-terminal homologue aux
GNATs. Par ailleurs ce domaine possede une activité intrinseque d’histone acétyltransférase
(HAT) mais il n’est pas complet et nécessite la présence de protéines accessoires pour
acquérir sa pleine activité (Toleman et al., 2004). Cette activité est importante puisque ’OGT

interagit également avec le complexe de répression transcriptionnel mSin3A (Yang ef al.,
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2002). L’OGT et la NCOAT pourraient participer au processus de remodelage de la
chromatine associé a la répression transcriptionnelle. D’ailleurs, Whisenhunt et al. ont montré
que la NCOAT et I’OGT sont associées de fagon trés forte de maniére a ce que la NCOAT
accompagne I’OGT, avec les histones désacétylases dans les complexes de co-répression
transcriptionnelle (Whisenhunt et al., 2006).

Cependant, les travaux de Toleman et al. d’une part, et ceux de Cetinbas et al. d’autre part,
ont montré que le site actif de la NCOAT se trouve au niveau du domaine N-terminal dont les
résidus essentiels a la catalyse seraient les résidus d’acide aspartique 175 et 177 chez la souris
suivant le motif Asp-N-Asp (N étant un acide aminé hydrophobe) retrouvé chez I’humain. La
réaction se ferait selon un mécanisme acide-base qui requiert un donneur de proton et un
nucléophile (mécanisme retrouvé chez les enzymes de la famille 84 des glycosides hydrolases
dont font partie les chitinases, les PB-hexosaminidases et les hyaluronidases). Dans ce
mécanisme, le groupement 2-acétamido du substrat est impliqué dans le mécanisme

catalytique (Toleman et al., 2006 ; Cetinbas et al., 2006).

2.2.1 : Les inhibiteurs

La surexpression de cette enzyme entraine une chute globale du taux de O-GlcNAc. Par
contre, le O-(2-acétamido-2-déoxy-D-glucopyranosylidéne) amino-N-phénylcarbamate
(PUGNAC) qui est un composant non toxique pour la cellule inhibe cette enzyme (Ki=54nM,
Haltiwanger er al., 1998) et conduit & ’accumulation des protéines O-GIcNAc mais induit
également une résistance a I’insuline des adipocytes (Vosseler et al., 2002). Néanmoins, ces
effets ne peuvent pas étre exclusivement reliés a I’inhibition de la O-GlcNAcase puisque le
PUGNAC inhibe également les hexosaminidases A et B. Ce probléme a été résolu par I’équipe
de Hanover qui est parvenue & inhiber spécifiquement la O-GlcNAcase par un dérivé du
PUGNAc possédant une extension de sa partie N-acétyl (Kim et al, 2006). La
streptozotocine, un inhibiteur moins puissant mais irréversible, peut conduire a une
accumulation dramatique des protéines O-GlcNAc (Konrad et al, 2001 ; Toleman et al.,
2006). Cet inhibiteur a des effets toxiques sur la cellule puisqu’il engendre notamment

I’alkylation de I’ ADN.
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Tableau I : Récapitulatif des caractéristiques des enzymes de la O-GlcNAc.

OGT

O-GlcNAcase

Année de mise en évidence

1990

1991

Année de clonage de ’ADNc

1997

2002

Masse apparente en SDS- | Hétérotrimére a,f de 340 kDa | Hétérodimére off de 106 kDa
PAGE Sous unité a : 110 Sous unité a : 54
Sous unité f : 78 Sous unité B : 51
Expression tissulaire Tous les tissus et plus| Tous les tissus et plus
particuliérement  dans  le | particuliérement dans le
pancréas et le cerveau placenta et le cerveau
Localisation cellulaire Noyau et cytosol Noyau et cytosol
Inhibiteurs Alloxane PUGNAc et dérivés
Streptozotocine
Modification post- Phosphate sur tyrosine Substrat pour la caspase-3
traductionnelle O-GlcNAc

Caractéristiques structurales

Posseéde 11 tétratricopeptides

Posséde deux domaines

en N-terminal et [Dactivité | Nt : hyaluronidase
catalytique est portée par | Ct: histone acétyltransférases
I’unité a

3) La voie de biosynthése des hexosamines : source de Ia O-GlcNAc

L’uridine-diphospho N-acétylglucosamine ou UDP-GIcNAc est le nucléotide sucre
donneur pour ’addition de GlcNAc sur les protéines. La synthése d’UDP-GIcNAc a partir du
glucose se fait par la voie des hexosamine-6-phosphate (HBP, "hexosamine biosynthetic
pathway") selon un processus extrémement régulé (figure 5). Le glucose extracellulaire
pénétre dans la cellule via des transporteurs spécifiques GLUT. Une fois entré dans la cellule,
le glucose est immédiatement phosphorylé par la glucokinase, générant ainsi du glucose-6-
phosphate qui pourra entrer dans la voie des pentoses phosphates, participer a la synthése du
glycogeéne ou étre épimérisé en fructose-6-phosphate par I’intervention de la glucose-6-
phosphate isomérase. Le fructose-6-phosphate ainsi formé va pouvoir fournir de 1’énergie par
son entrée dans la voie de la glycolyse ou étre le substrat d’une enzyme-clef de la synthése de
la O-GlcNAc, la glutamine : fructose-6-phosphate amido transférase ou GFAT. Cette enzyme
permet la synthése de la glucosamine-6-phosphate qui permettra a son tour la synthése d’un
I’UDP-GIcNAc de la GlcNH,
acétyltransférase ou EMeg-32. L’UDP-GIcNAc ainsi formé participe a la glycosylation

nucléotide sucre, aprés l’intervention notamment

complexe des lipides et des protéines, a la synthése d’autres nucléotides et a la modification

des protéines nucléaires et cytosoliques par la O-GlcNAc. Cette voie de biosyntheése est
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extrémement régulée par deux enzymes clefs, la GFAT et EMeg-32. La GFAT est considérée
comme ’enzyme limitante a la formation de la O-GleNAc puisque I’'UDP-GlcNAc, qui est le
nucléotide sucre donneur pour la formation de la O-GIcNAc, est un inhibiteur de cette enzyme
par un mécanisme de rétrocontrdle. Elle est également inhibée par phosphorylation.
Cependant EMeg-32 est également une enzyme importante puisqu’elle gouverne le maintien
correct des concentrations intracellulaires en UDP-GIcNAc. La GFAT est une enzyme
cytosolique contrairement &8 EMeg-32 qui est une enzyme associée a la membrane.

Deux & 5 % du glucose extracellulaire sont dirigés vers la synthése de ce nucléotide
(Zhivkov et al., 1975). Les niveaux de O-GlcNAc sur les protéines cellulaires peuvent donc
étre modulés en altérant les niveaux de glucose extracellulaires. La surexpression de I’enzyme
limitante de cette voie, la GFAT, résulte en une augmentation de I"'UDP-GIlcNAc responsable
d’une hyper-insulinémie et d’une résistance a I’insuline (cf partie O-GIcNAc et pathologies).
La glucosamine permet d’augmenter artificiellement le taux de O-GlcNAc, dans le sens ou
elle est transformée en glucosamine-6-phosphate et entre directement dans la voie de
biosyntheése des hexosamines en contournant la GFAT, I’enzyme limitante de cette réaction.
De la méme fagon, il a été démontré que 1’administration de glucosamine induit rapidement

une résistance a I’insuline (Robinson ef al., 1995).

4) Les protéines modifiées par la O-GlcNAc. Fonctions supposées de la O-

GleNAc

Depuis 1984, les travaux relatifs a cette glycosylation atypique n’ont cessé
d’augmenter. A I'heure actuelle, prés de deux cents protéines O-GIcNAc ont été identifiées.
Plusieurs protéines connues sont répertoriées dans le tableau II. Cette glycosylation affecte
toutes les catégories de protéines : enzymes et facteurs de transcription, protéines structurales,
protéines du pore nucléaire, phosphatases et kinases, enzymes métaboliques etc...Malgré les
nombreuses ¢tudes effectuées sur la O-GIlcNAc, le ou les roles associées a cette glycosylation
ne sont pas clairement établis. Cependant, d’aprés la connaissance des protéines modifiées,
certains roles émergent. De nombreux travaux tendent a attribuer a 1’addition de la O-GIcNAc
un effet antagoniste a la phosphorylation. De plus, la modification des niveaux de O-GIcNAc
a permis de montrer qu’elle pouvait jouer un rdle sur le comportement des protéines en
modulant : les interactions protéine-protéine, les activités enzymatiques proprement dites ou

leur régulation, la fixation a I’ADN, la localisation cellulaire et la demie-vie des protéines.

Tableau II : Exemples de protéines de mammiféres identifiées comme étant O-GlcNAc.
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Protéines Exemples Références
Protéines intervenant e Enzymes

dans la transcription

RNA pol II

Elongation factor 1-a®

408 ribosomal protein s24°
RNA-binding protein eukaryotic
initiation factor 4A1°

e Facteurs de transcription
c-myc
Spl
EIF 1
Pax-6
Stat5
Plakoglobin
CREB

NF-xB
f-catenin

ER-a,p
e suppresseurs de tumeurs

P53
Hicl

Kelly et al., 1993

Wells et al., 2002b
Wells et al., 2002b
Wells et al., 2002b

Chou et al., 1995
Jackson et Tiang, 1988
Juang et al., 2002
Lefebvre et al., 2002
Gewinner et al., 2004
Hatsell et al., 2003
Lamarre-Vincent et
Wilson, 2003

James et al., 2002

Zhu et al., 2001

Hsieh-

Cheng et al., 2000 ; Cheng et
Hart, 1997, 2001 ; Jiang et Hart,
1997

Shaw et al., 1996
Lefebvre et al., 2004

Protéines de structure

e Protéines de structure
Kératine k8/18/13

Alpha-crystalline

Chaine lourde de la myosine
Myosine

a-tubuline

e Protéines neuronales
Neurofilament
Tau
Synapsine
Amyloid Protein Precursor
Ankyrine

Chou et al., 1992 ; Ku et Omary,
1995 ; King et al., 1989
Roquemore ef al., 1992
Cieniewski-Bernard ef al., 2004
Pol-Rodriguez et al., 2001
Walgren et al., 2003

Dong et al., 1996, 1993
Armnold et al., 1996
Cole et Hart, 1999
Griffith et al., 1995
Zhang et Bennett, 1996

Enzymes

e De la glycolyse
Enolase
Pyruvate kinase
Phospho glycérate Kinase (PGK)
Créatine kinase
Glycéraldehyde-3-phosphate
deshydrogénase

Wells et al., 2002b
Wells et al., 2002b
Wells et al., 2002b
Cieniewski-Bernard et al., 2004
Wells et al., 2002b
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Figure 6 : Le "ying-yang" : une protéine peut exister sous 4 formes par la balance
phosphorylation/O-GlcNAc.



Protéines Exemples Références

e Du métabolisme du glucose
Enzymes Glycogéne synthase Parker et al., 2003
UDP-glucose pyrophosphorylase Wells et al., 2002b

Chaperonnes Hsp27 Roquemore et al., 1996, 1992
Hsc70 Lefebvre et al., 2001
Hsp70 Walgren et al., 2003
Hsp90 Wells et al., 2002b

Protéines du pore P62 Holt et al., 1987

nucléaire Nup 54, 155 Wells et al., 2002b

4.1- La O-GIlcNAc : une modification post-traductionnelle analogue a la

phosphorylation/Théorie du "ying-yang"

Par le fait que la O-GlcNAc soit une modification dynamique qui affecte des résidus
de sérine ou de thréonine, un parallele a trés vite été établi entre la O-N-
acétylglucosaminylation et la phosphorylation. A I’instar de la phosphorylation, la O-GlcNAc
interviendrait dans la régulation de nombreux processus cellulaires par la régulation méme de
la phosphorylation des protéines. En effet, de nombreuses études ont montré que les niveaux
de O-GlcNAc varient sous I’effet de mitogenes (Kearse et Hart, 1991a), de signaux cellulaires
(Kneass et Marchase, 2004), de facteurs de croissance (Gandy et al., 2006) et du
développement cellulaire (Slawson et al., 2002).

L’analyse précise des sites modifiés par la O-GlcNAc au niveau des protéines a montré
que ces sites sont similaires a ceux affectés par les protéines kinases. Toutes ces données ont
permis d’établir I’hypothése du "ying-yang", selon laquelle la phosphorylation et la
O-GlcNAc pourrait entrer en compétition pour des sites identiques de la protéine. Autrement
dit, la phosphorylation d’un acide aminé empécherait la fixation de O-GIcNAc et inversement
(figure 6). Un systéme quaternaire ou une protéine A pourrait étre soit O-GlcNAc (état B),
soit phosphorylée (avec une exclusion des deux modifications au niveau d’un méme site) (état

C) soit les deux a la fois (état D) serait le point de départ de nombreuses régulations.

Ceci a été démontré pour le récepteur aux estrogénes béta (ER-B) ou la balance
O-GlcNAc/phosphorylation s’applique sur un résidu de sérine 16 se trouvant a proximité de

son domaine de transactivation, ce qui laisse supposer un réle de ces modifications post-
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traductionnelles dans la régulation de la transactivation. De plus, cette sérine se trouvant dans
un motif PEST, responsable de la dégradation du récepteur lorsque ce motif est phosphorylé,
imputerait a la O-GlcNAc un effet sur le "turn-over”" du récepteur (Jiang et Hart, 1997).

Medina et al. ont montré que I’antigéne large T du SV40 est modifié par la O-GIcNAc
sur un site connu comme étant phosphorylé (sérines 111 et 113) et impliqué dans I’efficacité
de réplication du SV40. De plus, ces résidus de sérine se trouvent dans une région permettant
la fixation du produit du géne du rétinoblastome, suggérant que la modification par la
O-GleNAc pourrait jouer un role dans la modulation de ces interactions (Medina et al., 1998).

La phosphorylation de c-myc par la caséine kinase II ou la GSK3 ("glycogen synthase
kinase") au niveau d’un résidu de thréonine 58 et de sérine 62, module la transactivation et la
transformation cellulaire (Albert ef al., 1994 ; Pulverer et al., 1994). La mutation de cette
thréonine 58 est associée alors a une augmentation de [’activité de transformation et engendre
I’apparition de tumeurs. 11 a été¢ montré que c-myc existe sous trois formes au niveau de ce
résidu de thréonine 58 : une forme phosphorylée, une forme O-GlcNAc et une forme non
modifiée (Chou et al., 1995). La phosphorylation de la thréonine 58 nécessite au préalable la
phosphorylation de la sérine 62 et la mutation de cette sérine entraine une diminution de
phosphorylation de la thréonine 58 avec, par contre, une augmentation de sa glycosylation.
Ces données montrent que la balance O-GlcNAc/phosphorylation au niveau du résidu de
thréonine 58 régule les fonctions de c-myc dans la cellule.

Cette relation entre la O-GlcNAc et la phosphorylation a pu étre clairement montrée en
comparant les niveaux de ces deux modifications post-traductionnelles avant et apres
I’utilisation d’inhibiteurs de kinases et de phosphatases. Lefebvre et al., d’une part, et Griffith
et al., d’autre part, ont montré que le traitement de cellules avec des inhibiteurs de
phosphatases, comme [’acide okadaique, provoque une augmentation des formes
phosphorylées des protéines en association & une diminution du taux global de glycosylation
(Lefebvre et al., 1999 ; Griffith et al., 1999).

D’ailleurs I’OGT se trouve complexée a la phosphatase 2 (PP2A), validant ’idée selon
laquelle les deux modifications post traductionnelles, O-GlcNAc et phosphorylation,
s’excluraient mutuellement pour un méme site, ou que la modification d’un résidu

nécessiterait au préalable la modification d’un autre résidu.

4.2- Modulation des interactions protéine-protéine

Etant donné que le résidu de phosphate est anionique alors que le résidu de GicNAc est

neutre, 1’addition de 1'une ou I’autre de ces modifications post-traductionnelles sur une
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protéine pourrait engendrer une conformation différente de celle-ci, ce qui aurait une
incidence sur ses interactions avec d’autres protéines. De plus, la glycosylation favoriserait un
type supplémentaire d’interaction, I’interaction lectinique.

De nombreuses protéines modifiées par la O-GIcNAc jouent un réle essentiel dans
I’organisation et 1’assemblage du cytosquelette. Parmi ces protéines sont retrouvées les
cytokératines (8, 18 et 13) (Chou et al., 1992 ; Ku et Omary, 1995), I’ankyrine (Zhang et
Bennett, 1996), la taline (Hagmann et al., 1992), la crystalline (Roquemore ef al., 1992,
1996), la bande 4.1 (Inaba et Maede, 1989) mais également les neurofilaments (H, L et M)
(Dong et al., 1993), les protéines associées aux microtubules (MAP 1, 2 et 4) (Ding et
Vandré, 1996) et enfin la synapsine 1. Toutes ces protéines O-GlcNAc sont connues comme
étant des phosphoprotéines impliquées dans des complexes multiprotéiques dont I’assemblage
ou le désassemblage est souvent dépendant de I’état de phosphorylation de ces protéines et
donc peut-étre de leur état de glycosylation.

Nous prendrons I’exemple de la synapSine, une protéine concentrée au niveau des
terminaisons présynaptiques ou elle permet I’ancrage des vésicules synaptiques au
cytosquelette. Ce processus est dépendant de sa phosphorylation, la synapsine I étant une des
phosphoprotéines les plus abondantes dans le cerveau. Les travaux de Cole et Hart ont révélé
que les sites phosphorylés et O-GlcNAc sont voisins (éloignés de 10 acides aminés) et que la
glycosylation d’un site peut moduler la phosphorylation du site voisin (Cole et Hart, 1999).
Ces sites de phosphorylation ou de O-GlcNAc sont particuliérement regroupés dans les

domaines B et D, régions régulatrices importantes de la synapsine.
4.3- Régulation de la transcription

La transcription des génes est un processus extrémement régulé d’une fagon spatiale et
temporelle par une relation dynamique entre 1’activation de la transcription et sa répression.
Une liste récente des facteurs de transcription modifiés par la O-GlcNAc a été publiée, on
peut y compter 25 membres ; il est fortement probable que ce chiffre ne cessera d’augmenter

avec les recherches effectuées sur cette glycosylation (Zachara et Hart, 2004).

Le cas le mieux connu et le mieux étudié est celui de I’ARN polymérase II qui contient
dans sa partie C-terminale un domaine contenant 52 répétitions de la séquence suivante,
Y-S-P-T-S-P. Ce domaine, désigné "COOH-Terminal-Domain” (CTD) permet, lorsqu’il est
phosphorylé, de passer d’une phase d’initiation de la transcription & une phase d’élongation :

on parle de clairance du promoteur. Kelly ef al. ont montré que ce CTD est glycosylé sur des

39



sites similaires a ceux phosphorylés et que la forme glycosylée n’est pas phosphorylée (Kelly
et al., 1993). La glycosylation aurait alors un autre role : elle permettrait de garder I’enzyme
en phase d’initiation, afin de recruter les facteurs de transcription permettant ainsi le bon
positionnement de I’ARN polymérase II (ARN pol IIA). Puis la déglycosylation suivie d’une
phosphorylation autoriserait alors son entrée en phase d’élongation (ARN pol I1O) (figure 7).
Ce systeme O-GlcNAc/phosphorylation apporterait un niveau de régulation encore plus

élaboré pour contrdler la transcription des génes de classe 1.

O-GlcNAc

—=—> Phase d’initiation

ARN pol 11O

E> Phase d’élongation

Figure 7 : L’état de modification du CTD de PARN polymérase II module son activité

transcriptionnelle.

La répression de la transcription par la O-GlcNAc de I’ ARN polymérase II pourrait étre
établie en amont par l’interaction de I’OGT avec le co-répresseur mSin3A. La répression
transcriptionnelle responsable du "gene silencing" est assurée par un remodelage de la
chromatine qui, une fois désacétylée par les histone désacétylases (HDACs), provoque une
condensation de la chromatine, responsable de 1’état transcriptionnel inactif. L’OGT interagit
avec le complexe des histones désacétylases en fixant le co-répresseur mSin3A. Ce complexe
réprime coopérativement la transcription en paralléle a la désacétylation des histones. mSin3A
dirige alors ’OGT sur les promoteurs pour inactiver, par la O-GlcNAc, les facteurs de
transcription et ’ARN polymérase II, et agit synergiquement avec la désacétylation des
histones pour promouvoir le "gene silencing" de fagon efficace et spécifique (Yang et al.,
2002).

La régulation de la transcription par la O-GlcNAc a également ét€ montrée pour le

facteur de transcription Sp1 (Jackson et Tjian,1988). La forme O-GlcNAc est capable de fixer
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I’ADN et d’induire la transcription. Cependant la présence de la glycosylation au niveau du
domaine riche en glutamine de Sp1l empéche son interaction avec la protéine "TATA-binding-
protein-associated factor" TAF;;110 et holoSpl, ce qui a pour conséquence une diminution de
’activité transactivatrice (Ross et al., 1997). L’inhibition de ces interactions hydrophobes
permettrait de prévenir les interactions protéine-protéine non spécifiques ou prématurées entre
les facteurs de transcription et les TAFs avant que ces facteurs de transcription ne soient
associés correctement au niveau de Spl. Yang er al. ont également montré qu’une
augmentation de glycosylation au niveau de ce domaine de Spl cause une réduction de son
activité transcriptionnelle (Yang et al., 2001).

Enfin, le suppresseur de tumeur p53 a été identifié comme étant modifié par la
O-GlcNAc et cette glycosylation, qui inhibe son interaction avec Spl, stimule la fixation de
p53 sur I’ADN et inhibe par conséquent la transcription de génes impliqués dans I’arrét du
cycle cellulaire et dans I’apoptose (Shaw et al., 1996). Les auteurs en ont conclu que le motif
O-GlecNAc cacherait une région de la partie C-terminale de p53 impliquée dans la fixation a
I’ADN et responsable de la répression, et par conséquent permettrait ’activation

transcriptionnelle.

4.4- O-GlcNAc et cycle cellulaire

Plusieurs études ont permis de montrer le rdle de la O-GlcNAc dans la régulation des
processus cellulaires.

= Pour étudier le réle possible de la O-GlcNAc dans la régulation des processus
cellulaires, Kearse et Hart ont étudié les effets de P’activation des lymphocytes murins par un
mitogéne, la concanavaline A (Con A). Ils ont montré que cette activation s’accompagne
d’une baisse des taux de O-GIcNAc au niveau des protéines cytosoliques et d’une
augmentation des taux de O-GlcNAc au niveau des protéines nucléaires. Ces niveaux de

glycosylation sont rétablis apres quelques heures (Kearse et Hart, 1991a).

» Les travaux de Chou et al. ont montré une augmentation des niveaux de O-GlcNAc
des cytokératines 8 et 18 lors de I’arrét mitotique lors de la transition G2/M du cycle cellulaire
des cellules HT29. Cette augmentation de glycosylation est également associée a une
augmentation de phosphorylation, mais les protéines affectées par ces deux modifications
post-traductionnelles ne sont pas les mémes: avec ’arrét mitotique, 1’augmentation de
phosphorylation des kératines intervient préférentiellement sur les cytokératines K8 alors que

les K18 montrent une glycosylation plus importante. Cette modulation de glycosylation n’est
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pas retrouvée aux autres points du cycle (G0/G1, G1/S, S). L’arrét du cycle par le nocodazole
a permis de montrer que ’arrét mitotique et 1’augmentation de glycosylation sont réversibles
(Chou et al., 1992).

* Cependant, I’étude de la glycosylation des extraits cellulaires totaux ou de protéines
spécifiques comme les kératines, des protéines du pore nucléaire ou le facteur de transcription
Spl, dans des cellules HT29 traitées au nocodazole, a permis d’établir qu’il n’y a pas de
changements majeurs des niveaux de O-GlcNAc sur ces protéines en particulier, et que les
modifications de glycosylation sur les kératines sont un événement spécifique, mais qu’il y a
cependant bien une augmentation globale des résidus de GlcNAc terminaux. En fait, cette
augmentation est largement due a une accumulation de N-glycannes dont la glycosylation est
incompléte dans les cellules traitées au nocodazole (Haltiwanger et Philipsberg, 1997).

* Des expériences par micro-injection de galactosyltranférase dans des ovocytes de
Xénope de stade VI ont permis de montrer I’influence de la O-GleNAc dans la progression du
cycle cellulaire. La galactosyltransférase est une enzyme qui catalyse 1’addition de galactose
sur des résidus de GlcNAc terminaux, empéchant la déglycosylation et la reconnaissance
spécifique par des lectines. La stimulation de la maturation de ces ovocytes par la
progestérone est accompagnée d’un effet toxique, phénomeéne lié au "capping" par le
galactose. Ce "capping" semble perturber la formation des asters durant la phase M (Fang et
Miller, 2001).

* Dans une autre étude, les ovocytes de Xénope de stade VI ont été incubés avec des
composés qui modulent le flux de la voie de biosynthése des hexosamines-6-phosphate et
maturent en présence de progestérone. Le glucose, la glucosamine et le PUGNAc (I’inhibiteur
de la O-GlcNAcase) ralentissent le temps de maturation de ces ovocytes. Cet effet provoqué
par le glucose a pu étre aboli par I’incubation simultanée de DON (6-diazonorleucine), un
inhibiteur de la GFAT, I’enzyme limitante de cette voie. De plus, les auteurs ont montré que
les niveaux de la O-GlcNAcase augmentent a chaque étape de 1’ovogénése des ovocytes alors
que les niveaux de O-GIcNAc diminuent (Slawson ef al., 2002).

» L’implication directe de la voie de biosynthése des hexosamines-6-phosphate a été
démontrée par des expériences utilisant des cellules ou des embryons dont le géne codant
I'autre enzyme clef de cette voie, EMeg32, est inactivé par recombinaison homologue. De tels
embryons meurent au bout de 7,5 jours avec un retard général du développement. In vitro, des
cellules ES différenciées mutées au niveau du géne EMeg32 montrent une réduction de
prolifération. Enfin, des fibroblastes embryonnaires de souris déficientes en EMeg32

montrent également des défauts de prolifération et une perte des capacités d’adhésion. Ces
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capacités peuvent étre rétablies par une ré-expression stable de EMeg32 ou par la restauration
nutritionnelle des niveaux intracellulaires d’UDP-GlcNAc (Boehmelt et al., 2000).

* Des études du cancer mammaire humain ont démontré une diminution globale des
niveaux de O-GlcNAc avec une augmentation significative de I’activité de la O-GlcNAcase.
Cette étude suggere fortement que, lors de la transformation maligne des cellules, la
régulation des niveaux de O-GIcNAc est perturbée, conduisant & une diminution des taux de
O-GlcNAc et & la croissance aberrante des cellules (Slawson ef al., 2001).

» Enfin, la progression correcte dans le cycle cellulaire et la division cellulaire sont
effectivement sensibles aux variations de glycosylation puisque 1’équipe de Hart a montré
qu'une augmentation artificielle de la O-GlcNAc était accompagnée de "défauts de
croissance", ceci étant lié au retard dans la progression G2/M, dii a une modulation de la

phosphorylation mitotique et de I’expression des cyclines (Slawson et al., 2005).

4.5- La O-GlcNAc : un signal de rétention nucléaire

Ce point a fait I’objet d’une revue, jointe en annexe, intitulée :

"O-GIcNAc glycosylation: a signal for the nuclear transport of cytosolic proteins?" Int J.
Biochem. Cell. Biol. 2005;37(4):765-74.

Partant de 1’observation qu’un grand nombre de protéines O-GIcNAc sont nucléaires,
plusieurs chercheurs se sont interrogés sur la possibilité que la O-GlcNAc soit un nouveau
signal de transport nucléaire, différent du signal connu pour cette fonction, le "Nuclear
Localization Signal" ou NLS (qui se distingue par une séquence riche en acides aminés
basiques). D’apres toutes les données de la littérature, la O-GIcNAc devrait plut6t étre
considérée comme un signal de rétention nucléaire et non pas un nouveau type de signal de

translocation nucléaire, a ’instar de la séquence NLS.

4.6- Réle de la O-GlcNAc dans la stabilité protéique

L’ homéostasie cellulaire est assurée par un maintien correct des taux de protéines : le
niveau de nombreuses protéines-clefs est controlé par deux processus: la synthése et la
dégradation protéique. L’un des mécanismes permettant & une protéine d’étre dégradée
rapidement est la présence d’une région spécifique appelée PEST, région riche en résidus de
Pro (P), Glu (E), Ser (S) et Thr (T). La présence de ces régions au niveau d’une protéine
permet son adressage au protéasome (ce point sera détaillé dans la partie ubiquitination et

dégradation protéasomale). Mais dans la majorité des cas, cette séquence PEST nécessite une
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activation par un mécanisme de phosphorylation. Etant donné que la O-GlcNAc jouerait un
role antagoniste a la phosphorylation, il a été suggéré que la O-GlcNAc pourrait contrecarrer
les effets de la phosphorylation au niveau des séquences PEST et ainsi empécher la
dégradation des protéines. Il est d’ailleurs intéressant de souligner que ces régions PEST sont
trés similaires aux sites requis pour la O-GlcNAc. En effet, cette glycosylation se fait au
niveau de sites proline-sérine-sérine (PSS), proline-valine-sérine (PVS) ou de sites riches en
acides aminés hydroxylés.

La régulation de la dégradation des protéines par la O-GlcNAc se fait a deux niveaux :
d’une part, la glycosylation des protéines elles-mémes augmente leur demi-vie et d’autre part

la glycosylation du protéasome inhibe son activité de dégradation des protéines.

4.6.0. : La glycosylation des protéines augmente leur demi-vie

Une corrélation entre 1’état de glycosylation de Spl et sa dégradation a pu étre établie :
lorsque Sp1 se trouve sous une forme hypo-glycosylée, induit par une carence en glucose, il
est rapidement dégradé par les voies du protéasome 26S. Par contre, la culture de cellules en
présence de glucose ou de glucosamine protége Spl de cette dégradation, suggérant ainsi le
lien entre la O-GlcNAc et la stabilité protéique. Ces expériences ont permis d’établir une
bonne relation entre 1’état de glycosylation de Spl, sa capacité de fixation a I’ADN et surtout
sa susceptibilité a étre dégradé par le protéasome (Han et Kudlow, 1997).

Le cas du récepteur murin aux oestrogenes béta (mER-B) est similaire. Ce récepteur aux
oestrogénes nucléaire est modifié & la fois par phosphorylation et par la O-GIcNAc
majoritairement sur la sérine 16 qui se trouve dans une région riche en séquences PEST
(Cheng et al., 2000). I1 a donc été suggéré que la phosphorylation de cette séquence serait a
’origine de la dégradation de ce récepteur alors que sa modification par la O-GlcNAc lui
assurerait une durée de vie plus longue. Des expériences ont permis de montrer que le
"turnover” d’un mutant contenant un résidu d’acide glutamique au niveau de la Ser 16, acide
aminé mimant une phosphorylation constitutive & cet endroit, est plus rapide que la protéine
sauvage. Le mutant ne possédant pas d'acide aminé hydroxylé & cet endroit est dégradé a une
vitesse plus lente que la protéine sauvage, indiquant que la balance O-GlcNAc/O-phosphate
au niveau du résidu de Ser16 module la stabilité du récepteur aux oestrogenes.

La régulation du taux de protéines par la O-GlcNAc a été¢ montré au niveau méme des
mécanismes de la traduction des protéines. Le facteur d’initiation eucaryotique de la
traduction (eIF) autorise la traduction des protéines lorsqu’il n’est pas phosphorylé. La

régulation de la phosphorylation de elF-2 est assurée par une protéine, p67 qui s’associe a
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elF-2 et empéche sa phosphorylation, ce qui a pour conséquence de stimuler la traduction.
p67 est une protéine qui a été identifiée comme étant O-GlcNAc (Datta et al.,1989). Les
auteurs ont montré que la glycosylation de p67 est requise pour I’inactivation de la kinase. Par
contre, la carence en sérum induisant la déglycosylation de p67 conduit & sa dégradation et
par conséquent & la phosphorylation de eIF-2, donc a I'inhibition de la synthése protéique
(Ray et al., 1992). Le facteur elF-2 lui-méme a ét¢ identifiée comme étant modifié par la
O-GlcNAc.

La plakoglobine est une protéine qui joue un role capital dans le maintien de I’intégrité
tissulaire. Hatsell ef al. ont découvert que la plakoglobine est modifiée par la O-GlcNAc au
niveau du domaine N-terminal, et plus spécifiquement au niveau du résidu Thr14. Ce résidu
est trés proche de la "destruction box" dont la phosphorylation induit la dégradation de la
protéine. La glycosylation de ce résidu de la plakoglobine est associée a une durée de vie plus
longue, ce qui suggére une fois de plus I’effet antagoniste a la phosphorylation, a savoir que la

O-GlcNAc assurerait une stabilité protéique (Hatsell ef al., 2003).

4.6.8 : Le protéasome est lui-méme O-GlcNAc

Enfin, le protéasome, complexe catalytique impliqué dans la dégradation rapide des
protéines intracellulaires, est également modifi¢ et régulé par la O-GlcNAc.
Pour évaluer le r6le potentiel de la O-GlcNAc dans la régulation de 1’activité du protéasome
268, I’équipe de Siimegi a entrepris 1’étude de la glycosylation des unités de ce complexe
chez la drosophile par reconnaissance lectinique et immuno-détection. IIs ont montré que cing
sous-unités de la partie régulatrice du protéasome et au moins neuf sous-unités de sa partie
catalytique sont modifiées par la O-GlcNAc (Stimegi et al., 2003).
La relation entre la modification du protéasome par la O-GlcNAc et sa régulation semble
évidente par le fait que le protéasome est également modifié par phosphorylation. L’analyse
des composants du protéasome isolés de foie de rat et de cellules a permis I’identification de
sous-unités régulatrices phosphorylées. Mason et al. ont ainsi montré que trois sous-unités
régulatrices du protéasome sont phosphorylées (Mason et al., 1998). Ces trois sous-unités
présentent une activité ATPasique, activité nécessaire & 1’action protéasomale puisque la
protéine a dégrader, doit au préalable étre dénaturée pour pouvoir entrer dans la chambre
catalytique du protéasome. Ces auteurs suggérent que la phosphorylation permettrait de
réguler 1’activité du protéasome en favorisant son activité protéolytique. Il est intéressant de
souligner que ces sous-unités ont été retrouvées comme étant modifiées par la O-GlcNAc

dans les travaux de Stimegi et al.
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La relation directe entre la glycosylation du protéasome et son activité a été démontrée
par les travaux de Zhang er al. L’utilisation de peptides fluorescents ne pouvant étre ni
phosphorylés, ni O-GIcNAc, a permis de tester I’activité catalytique du protéasome en
fonction de son état de glycosylation. Ces auteurs ont montré que les activités ATPasiques des
sous-unités régulatrices sont également inhibées par la O-GlcNAc. Enfin "I’extinction” du
géne de ’OGT par la méthode d’ARN interférentiel a montré une augmentation de la
dégradation d’une protéine rapportrice et cette inhibition d’activité protéolytique peut étre
levée par I’ajout de la O-GlcNAcase (Zhang et al., 2003).

Ces travaux montrent que la O-GIcNAc peut moduler la dégradation protéasomale des

protéines par la modification méme du protéasome.

4.7- La O-GleNAc comme senseur du stress cellulaire

En réponse a de nombreux types de stress, les cellules augmentent rapidement leur
concentration intracellulaire en glucose. Pour cela, ’augmentation du transport en glucose est
assurée par la modification des Km et Vm des transporteurs de glucose, présents au niveau de
la membrane cellulaire et dont le nombre augmente en cas de stress. De nombreuses études
ont montré que I’inhibition de la glycolyse ou de la voie de biosynthése des hexosamines-6-
phosphate (HBP) est a I’origine d’une baisse de la viabilité cellulaire (Boehmelt et al., 2000).
Etant donné que 2 & 5 % du glucose importé dans la cellule est utilisé pour la formation de
I’UDP-GIcNAc, le nucléotide-sucre donneur pour la synthése de la O-GlcNAc, a travers la
HBP, les niveaux de O-GlcNAc de protéines cellulaires-clefs peuvent étre directement
modulés en altérant les niveaux de glucose extracellulaire. Zachara et al. ont étudié le lien
possible entre la tolérance au stress et la O-GlcNAc présente au niveau de protéines
cytonucléoplasmiques en étudiant les niveaux de O-GlcNAc en réponse & de nombreux stress
infligés a la cellule. Ils ont montré que la réponse & de multiples stress (peroxyde
d’hydrogéne, cobalt, UVg, éthanol, NaCl, stress thermique et arsenic) se traduit, quelque soit
le type cellulaire, par une modulation des niveaux de O-GlcNAc : les taux de O-GlcNAc au
niveau des protéines nucléaires et cytoplasmiques augmentent rapidement et de fagon
dynamique en réponse a chacun de ces stress. Cette augmentation de glycosylation est dose-
dépendante. Ces données montrent que la O-GlcNAc est un effecteur de la voie de réponse au
stress. Cette hyper-glycosylation est due en fait & une augmentation de I’activité de ’OGT qui
ne nécessite pas la synthése de nouvelles enzymes et n’est pas due a une diminution du taux
de la O-GlcNAcase. La délétion de I’OGT entraine une sensibilité accrue des cellules au

stress thermique, ce qui suggere que ’OGT est nécessaire aux cellules pour tempérer un stress
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cellulaire. A D'inverse, |’augmentation des taux de O-GlcNAc par linhibition de la
O-GlcNAcase par le PUGNAc augmente la thermotolérance. Pour évaluer le rdle joué par la
O-GlcNAc dans la protection des cellules au stress, ils ont également étudié 1’induction des
protéines de choc thermique. Ils montrent une induction rapide des Hsp70 et Hsp40 dont la
surexpression est connue pour augmenter la tolérance au stress. La réduction des niveaux de
Hsp70 et Hsp40 est observée dans les lignées céllulaires dans lesquelles ’OGT est également
inhibée (Zachara et al., 2004). Ces données permettent de conclure que la O-GlcNAc apporte
une thermotolérance au stress en altérant, entre autres, les niveaux des Hsp70.

Ces observations sont en accord avec celles de 1’équipe de Sohn ef al. qui ont montré
que les niveaux de O-GIcNAc sont élevés lors d’un stress thermique et que cette
augmentation de O-GIcNAc est accompagnée d’une thermotolérance, directement liée a
I’OGT a travers ’atténuation de I’agrégation des protéines. Pendant ce traitement thermique,
ni les niveaux d’ARNm, ni Pactivité catalytique de I’OGT ne sont augmentés de fagon
significative. De la méme fagon il n’y a pas de modification des niveaux d’UDP-GlcNAc ni
de Dactivit¢ enzymatique de la O-GlcNAcase lors du stress. Ils proposent alors que
I’augmentation de O-GlcNAc serait due & une augmentation de 1’accessibilité des protéines
substrats de 1’OGT, qui lors du stress thermique subiraient des modifications
conformationnelles démasquant des séquences hydrophobes substrats pour I’OGT : ils

définissent I’OGT comme une chaperonne (Sohn ef al., 2004).

III. La O-GlcNAc et pathologies associées

1) O-GIcNAc et diabéte de type 2

Cliniquement, la résistance a I’insuline se traduit par une diminution de la capacité de
’insuline & réduire les taux de glucose plasmatique. L hyperglycémie induit une résistance a
Pinsuline chez les humains et des modeéles animaux qui conduit au concept de « toxicité du
glucose». La résistance a l’'insuline se produit & trois niveaux différents: les cellules B
pancréatiques, au niveau du foie et des tissus périphériques (adipocytes et muscles
squelettiques). De nombreuses données permettent d’établir un lien entre la disponibilité des
nutriments et 1’action de I’insuline. Cependant le débat sur les mécanismes par lesquels la
disponibilité des nutriments module la signalisation de I’insuline et comment les excés de

nutrition conduisent & la résistance a I’insuline reste d’actualité.
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Une des voies les mieux caractérisées pour discerner I’état de nutrition est la voie de

biosynthése des hexosamines (HBP) qui permet la synthése de "UDP-GIcNAc, nucléotide
sucre essentiel a la formation de la O-GlcNAc. En partant de ces observations, et du fait que
I’OGT est particuliérement enrichie dans le pancréas, I’idée selon laquelle cette modification
post-traductionnelle puisse étre considérée comme un senseur nutritionnel est vite apparue.
La premiére preuve en faveur de cette hypothese a été établi par Marshall et al. qui ont montré
que la résistance a I’insuline nécessite trois composés : I’insuline, le glucose et la glutamine
(Marshall et al., 1991). Si un seul de ces composés est absent, alors peu ou pas de désordre est
observé. Ils mentionnent alors le réle de I’insuline tendant & favoriser I’entrée du glucose dans
la cellule en augmentant le nombre de transporteurs de glucose a la surface cellulaire.

La glutamine a ét¢ utilisée pour induire une résistance a l’insuline dans une grande
variété de cellules, tissus et organismes. D’ailleurs, I’inhibition de I’activité ou la suppression
de D’expression de la GFAT bloque les effets de résistance a l’insuline causés par
I’hyperglycémie, ce qui démontre I’implication de la HBP dans cette pathologie. Chez la
souris, la surexpression de la GFAT dans les muscles squelettiques ou les tissus adipeux
conduit a une résistance a I’insuline (Hebert ef al., 1996). Yki-Jarvinen et al. ont montré que
I’induction d’une résistance a 1’insuline chez des rats par la glucosamine et I’hyperinsulinémie
sont associées & une augmentation des niveaux de O-GlcNAc sur des protéines squelettiques
(Yki-Jarvinen et al., 1998). IRS-1, la protéine kinase B, la glycogéne synthase kinase 3 et la
glycogene synthase font parties de la cascade qui permet, une fois I’insuline libérée, de
stocker le glucose sous forme de glycogéne (Parker ez al., 2003, 2004). Toutes ces protéines
ont €t¢ identifiées comme étant O-GIcNAc en réponse & une augmentation du flux de HBP.
Dans plusieurs études, la streptozotocine (STZ) et le PUGNAc ont été utilisés pour inhiber
’activité de la O-GIcNAcase afin d’augmenter les niveaux des protéines O-GIcNAc dans les
cellules (revue de Zachara et Hart, 2004). Dans les adipocytes, ces composés réduisent
dramatiquement la sensibilité & ’insuline. La STZ est sélectivement toxique pour les cellules
B pancréatiques et a ét¢ utilisée pendant de nombreuses années pour générer des modéles de
souris diabétiques (Konrad et al., 2001).

La signalisation de I’insuline est souvent étudiée dans les adipocytes ou dans les lignées
cellulaires 3T3 L1. Quand elles sont différenciées, les cellules 3T3 L1 qui expriment les
transporteurs GLUT4 sont un modéle bien caractérisé pour 1’étude de la résistance a
I'insuline. Vosseler et al. ont étudié la relation entre I’augmentation des niveaux de
O-GlcNAc et I’activation des effecteurs en amont des récepteurs a I’insuline. Ils se sont
également intéressés & I’état de modification par la O-GlcNAc de chacun des membres de la

cascade de signalisation de I’insuline dans des adipocytes 3T3-L1 sensibles et résistants a
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I’insuline. Ils ont ainsi montré que 1’augmentation de la glycosylation nucléocytoplasmique
par la O-GlcNAc résulte en une résistance a I’insuline associée a des défauts d’activation de
Akt (Vosseler et al., 2002).

Les résultats qui associent la O-GlcNAc au diabéte de type 2 semblent prometteurs et
permettront de comprendre, du moins en partie, les mécanismes aboutissant & une résistance a

P’insuline.

2) La O-GlcNAc et les maladies neurodégénératives

De nombreuses protéines neuronales sont modifiées par la O-GIcNAc, en relation avec

la prépondérance des transcrits codant I’OGT et la O-GlcNAcase dans le cerveau. En rapport
avec cette localisation et par 1’observation d’une diminution des taux de glucose dans les
neurones malades, I’implication du métabolisme de la O-GlcNAc dans les fonctions du
systtme nerveux et dans les maladies humaines, en particulier les maladies
neurodégénératives, semble évidente.
Parmi les protéines neurcnales modifiées par la O-GIcNAc, certaines ont un role prépondérant
dans les maladies neurodégénératives : il s’agit en particulier de la protéine Tau et de la
protéine béta-amyloide impliquées dans la maladie d’Alzheimer et des neurofilaments
impliqués dans la sclérose latérale amyotrophique et dans la maladie d’ Alzheimer.

La protéine Tau ("tubulin associated unit") est une phosphoprotéine appartenant a la
famille des protéines associées aux microtubules. Elle est trés fortement exprimée dans les
neurones ou elle joue un réle important dans 1’assemblage, la stabilité et 1’orientation des
monomeéres de tubuline dans les microtubules pour constituer le réseau axonal microtubulaire.
Dans la maladie d’Alzheimer (AD), les protéines Tau sont anormalement hyper-
phosphorylées, ne fixent plus les microtubules et s’associent entre elles pour former des paires
de filaments hélicoidaux responsables de la mort des neurones. Cette phosphoprotéine est
également modifiée par la O-GlcNAc. Cette glycosylation est retrouvée chez la protéine
normale bovine (Arnold et al., 1996) et humaine (Lefebvre ef al., 2003). Lefebvre et al. ont
montré que I’hyper-phosphorylation de Tau induite par 1’acide okadaique s’accompagne
d’une diminution des niveaux de O-GlcNAc au niveau de ces protéines. De plus, une carence
en glucose induit une hyper-phosphorylation de Tau dans le cerveau de souris, hyper-
phosphorylation qui ne semble étre possible dans des conditions riches en nutriments,
certainement par la compétition sur ces sites phosphorylés par la O-GIcNAc (Yanagisawa et
al., 1999). Enfin 1’étude comparative de la glycosylation des fractions cytosquelettiques

enrichies en protéines Tau provenant de cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer et de
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cerveaux sains a montré qu’il existe une relation inverse entre la phosphorylation et la
O-GlcNAc : les cerveaux sains sont enrichis en Tau sous la forme O-GlcNAc alors que les
formes phosphorylées de Tau sont préférentiellement retrouvées dans les cerveaux malades.
Des cellules transfectées avec I’ADN codant ’OGT présentent des niveaux de Tau
phosphorylés altérés, suggérant que les changements de glycosylation de Tau peuvent
influencer son état de phosphorylation (Robertson et al., 2004).

Les protéines MAP ("Microtubule Assiocated Protein") sont des protéines qui appartiennent a
la famille des protéines associées aux microtubules de haute masse moléculaire. De la méme
facon que Tau, la phosphorylation de ces protéines réduit leur capacité a promouvoir
I’assemblage des microtubules. Les protéines MAP2 et MAP4 sont des protéines modifiées
par la O-GlcNAc et cette glycosylation pourrait avoir le méme effet au niveau de la
phosphorylation avec le méme effet pathologique pour les maladies neurodégénératives.

L’autre protéine dont le rdle est majeur dans la maladie d’Alzheimer est la protéine
bétd-amyloide. Une des caractéristiques majeures de cette maladie est ’accumulation
progressive de fibrilles amyloides formant les plaques séniles constituées de la protéine
bétd-amyloide. Cette protéine est obtenue par clivage de la protéine APP ("beta-amyloid
precursor protein"). APP est également modifiée par la O-GlcNAc (c’est la premiére et unique
protéine plasmatique identifiée comme étant O-GlcNAc) (Griffith et Schmitz, 1995).

Les neurofilaments représentant les composants les plus abondants des axones larges
myélinisés, sont O-GlcNAc (Dong et al., 1993, 1996). IIs jouent un réle important dans le
controle du potentiel d’action par leur implication dans le calibre de [’axone. La
phosphorylation de ces neurofilaments interviendrait dans la modulation de la flexibilité de la
protéine. La perte de ces neurofilaments est associée & une diminution du diamétre axonal, de
la diminution de vitesse du potentiel d’action et de 1’atrophie 4ge-dépendante de certains
tissus neuronaux. Les formes hypo-phosphorylées de ces neurofilaments sont concentrées au
niveau du corps cellulaire, des dendrites et des nceuds de Ranvier. Les résidus de O-GleNAc
des neurofilaments sont retrouvés au niveau de domaines responsables du macro-assemblage
des filaments, ce qui suggere que la O-GlcNAc pourrait agir comme un potentiel régulateur
du processus d’assemblage.

Enfin bien d’autres protéines importantes pour le bon fonctionnement des neurones ont
été identifiées comme étant O-GlcNAc : la synapsine I, la protéine AP-3 (Assembly Protein),
I’ankyrine...Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que le géne codant ’OGT se trouve sur
le chromosome X dans une région "responsable” de la maladie de Parkinson et que le géne
codant la O-GlcNAcase est proche du locus "responsable” de la maladie d’Alzheimer sur le

chromosome 10.
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Partie 2

Les protéines de choc thermique

Heat shock proteins

HSP
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I. Introduction : les protéines de choc thermique

1) Induction des protéines de choc thermique

Les protéines de choc thermique ou HSP (Heat Shock Protein) sont des protéines qui,
comme leur nom l’indique, sont induites lorsque les cellules sont exposées & un stress
thermique sublétal. Elles ont été¢ découvertes pour la premicre fois en 1962 en plagant des
glandes salivaires de drosophile a 37°C pendant 30 minutes. Ritossa a observé qu’apres le
retour de ces cellules & une température normale de croissance (27°C), un groupe de génes est
activé, accompagné par une augmentation de I’expression de protéines de masses
moléculaires de 70 kDa et 27 kDa (Ritossa, 1962). Ces protéines ont donc été appelées
protéines de choc thermique. Depuis un grand nombre d’autres protéines de ce genre ont été
découvertes : elles constituent la famille des HSP et sont également dénommées "protéines de
stress". De nombreux stimuli, autres que le choc thermique, sont également capables d’induire
P’expression de telles protéines : des stimuli physiologiques tels que les hormones (Lu ef al.,
2002), les facteurs de croissance (Takenaka et hightower, 1992), les antibiotiques (Takumida
et Anniko, 2005). L’expression est également augmentée lors de certaines étapes du cycle
cellulaire et en cas de cancérisation (Zhao et Shen, 2005) et lors de I’exposition des cellules
aux analogues d’acides aminés (Kelley et Schlesinger, 1978). Des stimuli
physiopathologiques tels que les phénoménes inflammatoires (Svensson et al., 2006), les
infections (Liao et al., 2005), I’hypoglycémie (Shyu et al., 2005), I’hypoxie (De Jond ef al.,
2006) ou encore de nombreux autres stress comme les métaux lourds, le chlorure de sodium
(Lee et Seo, 2002), les radiations aux ultra-violets (Trautinger et al., 1999) induisent ces

protéines.

2) Distribution phylogénétique et sub-cellulaire/classification

Les HSP forment une famille de protéines remarquablement conservée au cours de
Pévolution. Ce sont des protéines retrouvées dans tous les organismes, chez les bactéries
(Bardwell et Craig, 1983), les levures (Brazzell et Ingolia, 1984), jusqu’aux humains (pour
revue, Fleshner et Johnson, 2005). Elles sont localisées dans le cytosol, le réticulum
endoplasmique, le chloroplaste, la mitochondrie et le noyau. Leur dénomination sera

différente en fonction de leur masse moléculaire et de leur localisation cellulaire (tableau III).

52



Tableau III : Nomenclature des protéines de choc thermique en fonction de leur

localisation cellulaire.

Eucaryote Homologue procaryote Localisation cellulaire
Hsp110 Clp Cytosol/noyau
Hsp90 Hip G Cytosol/noyau
Grp78 (Bip) Dna K Réticulum endoplasmique
Hsp73 Dna K Cytosol/noyau
Hsp72 Dna K Cytosol/noyau
Grp75 Dna K Mitochondrie/chloroplaste
Hsp60 GroEL Mitochondrie/chloroplaste
Hsp56 ? Cytosol
Hsp47 ? Réticulum endoplasmique
Hsp20 ? Cytosol/noyau
Hsp10 GroES Mitochondrie/chloroplaste
Ubiquitine ? Cytosol/noyau

La plupart des HSP sont exprimées a 37°C, c’est a dire méme en absence de choc
thermique : ce sont les formes constitutives Hsc ("Heat shock cognate protein") alors que les
protéines induites lors d’un choc thermique sont appelées Hsp ("Heat shock protein").
Cependant certaines Hsp sont exprimées méme en absence de choc thermique. Les HSP ont
une durée de vie relativement longue (environ 48h) dans des cellules épidermiques humaines.
Les protéines de choc thermique peuvent étre classées en trois groupes :

- un premier groupe est constitué des HSP de haute masse moléculaire : ce sont les Hsp110,
90, 70 et 60,

- le second groupe, référencé comme les protéines de choc thermique mineures, est induit
dans des conditions de déprivation en glucose et inclut les Grp ("glucose-regulated
proteins") : ce sont les Grp34, 47, 56, 75, 78 et 174 (Sciandra et Subjeck, 1983),

- le troisiéme groupe constitué par les HSP ayant une masse moléculaire d’environ 20 kDa
qui sont exprimées de fagon importante dans des cellules de drosophile soumises a un choc
thermique (Vitek et Berger, 1984) et lors de I’ischémie des cardiomyocytes (Mestril ef al.,
1994).
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3) Concept du chaperon moléculaire

Tous les stress impliquant la transcription préférentielle du groupe de génes codant les
HSP n’ont & priori pas de point commun. Cependant ces inducteurs agissent en déstabilisant le
repliement des protéines ou en détruisant des structures protéiques déja présentes. D’ailleurs,
I’exposition des cellules aux analogues d’acides aminés en est une preuve puisqu’ils induisent
directement une dénaturation (méme partielle) des protéines. De méme, la micro-injection de
protéines dénaturées dans la cellule induit la synthése des HSP (Ananthan et al., 1986). Ces
stress générent ainsi ’apparition de protéines mal conformées laissant apparaitre des zones
hydrophobes qui, en conditions physiologiques normales, sont enfouies au cceur de la
macromolécule. Cet état correspond a un état de conformation du type globule fondu ou
"molten globule". Or ces zones hydrophobes sont toxiques pour la cellule puisqu’elles
peuvent interagir entre elles et ainsi former des agrégats résistants a la protéolyse (on parle
d’état lipofuscine). Ces agrégats peuvent étre délétéres pour la cellule en favorisant

I’apparition de pathologies d’agrégation du type maladie d’Alzheimer (figure 8).

ﬁm%tw

native globule fondu lipofuscine

Fixation des HSP plaques insolubles

Figure 8: Représentation des différents états conformationnels d’une protéine.

Intervention des HSP pour la remise en conformation.
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La mauvaise conformation due & un stress est dépendante de I’intensité de ce stress et
peut, dans certains cas, étre irréversible et entrainer la mort cellulaire. Cependant elle peut étre
rétablie par I’intervention des HSP. En 1989, Ellis et al. ont proposé que les protéines de choc
thermique agissent comme des chaperons moléculaires dont le r0le est d’aider au repliement
et a ’assemblage des polypeptides formant des structures oligomériques et ainsi de prévenir
P’apparition de structures protéiques incorrectes engendrées par 1’exposition de surfaces
hydrophobes ou de zones impliquées dans les interactions inter-polypeptidiques (Ellis et al.,
1989). Elles vont donc lier les peptides, les protéines en cours de synthése ou a fort risque
d’agrégation, pour permettre leur repliement correct et leur translocation dans les
compartiments sub-cellulaires (Gething et Sambrook, 1992 ;Young et al., 2004). Elles fixent
des protéines dénaturées afin de rétablir leurs fonctions (Parsell et Lindquist, 1993). Ces
phénoménes ont lieu dans des conditions physiologiques normales tel que la synthése des
polypeptides et leur translocation au travers des membranes, lors des changements structuraux
engendrés pour le fonctionnement des complexes protéiques, mais également a la suite d’un
stress thermique. La majeure partie des HSP est impliquée dans le repliement des protéines.

Toutefois elles occupent aussi d’autres roles dans la cellule (tableau IV).

Tableau IV : Les différentes fonctions associées aux HSP.

HSP Fonctions
HSP110 Nécessaire pour estomper les effets de stress sévéres chez la levure
HSP90 Se lie aux récepteurs des stéroides pour les stabiliser dans le cytoplasme et

empécher leur action

Grp-78 (Bip)  Chaperon moléculaire et cytoprotection

Hsp73 Chaperon moléculaire

Hsp72 Chaperon moléculaire

Grp75 Chaperon moléculaire

Hsp60 Chaperon moléculaire

Hsp56 Fixe les récepteurs des glucocorticoides

Hsp47 Chaperon des collageénes

Hsp20 Controle la polymérisation de [’actine, chaperon moléculaire et
cytoprotection

Hspl0 Co-chaperonne de Hsp60

Ubiquitine Voie de dégradation ATP-dépendante non lysosomale des protéines

55




II. Chaperons moléculaires et mise en conformation dans le réticulum

endoplasmique

1) Bip "Immunoglobulin binding protein"

Le contrdle qualité est un processus cellulaire essentiel survenant tout au long de la vie.
Bip ou Grp78, représente I’homologue de Hsc70 cytosolique et nucléaire. Bip permet
d’assister le transfert des protéines au niveau du translocon (Lyman et Schekman, 1997). Elle
va permettre, de la méme fagon que Hsc70, la mise en conformation des protéines réticulaires
par un cycle ATP/ADP nécessitant la présence de Grp94, I’homologue réticulaire de Hsp90,
ceci en reconnaissant des segments hydrophobes. Ce mécanisme a lieu dans des conditions
normales (Hammond et Helenius, 1995). Enfin, Bip permet également I’occlusion du
translocon quand il n’y a pas de ribosome associé a la membrane (Hamman ef al., 1998).
Dans certaines conditions cellulaires, des protéines de conformation anormale s'accumulent
dans le réticulum endoplasmique et induisent la réponse UPR ("unfolded protein response").
Chez les mammiferes, la réponse UPR inclut une activation de la transcription de génes cibles
et une profonde inhibition de la traduction, ce qui augmente les capacités de repliement et de
dégradation et limite l'arrivée de nouvelles protéines dans le réticulum endoplasmique (RE)
(Urano et al., 2000). Le mécanisme de remise en conformation est particuliérement actif lors
d’un tel stress. Bip agit alors en tant que chaperon moléculaire (Morris ef al., 1997) et en tant

qu’élément de détection de I"'UPR (Giilow ef al., 2002).

2) Le controle qualité dans le réticulum endoplasmique

1.1- Transfert en bloc du tétra-déca-oligosaccharide

Les protéines synthétisées au niveau des ribosomes vont subir des modifications co- et
post-traductionnelles au niveau du (RE) et de I’appareil de Golgi de fagon a acquérir leurs
structures finales et fonctionnelles. La majorité des protéines synthétisées dans le RE sont des
N-glycoprotéines, c’est & dire des protéines portant un oligosaccharide au niveau d’un résidu
d’asparagine. Le RE est le lieu de synthése d’un oligosaccharide constitué de 14
monosaccharides, le Glc;-Mang-GIcNAc;, qui sera transféré en bloc au niveau de la protéine
grice a la reconnaissance de la séquence peptidique de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr, X
étant n’importe quel acide aminé sauf la proline). Ce transfert est effectué par un complexe

protéique, ’oligosaccharyltransférase (OST). Cet oligosaccharide sera ensuite modifié lors de
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son cheminement au sein des différents compartiments réticulaires et golgiens. L’addition de
ce noyau oligosaccharidique permet, d’une part, de stabiliser la protéine en augmentant sa
solubilit¢ au sein du compartiment réticulaire, et d’autre part, de permettre la mise en
conformation de la protéine. En effet, une fois les deux derniers résidus de glucose retirés par
les glucosidases I et I, le glucose terminant la structure saccharidique sera 1’élément clef du
contrdle qualité permettant la mise en conformation correcte des protéines par la calnexine ou

la calréticuline et le cycle gluco/dégluco.

1.2- Le cycle gluco/dégluco

Les chaperonnes résidentes du RE, Bip (ou Grp78) et Erp57 reconnaissent et retiennent
les protéines présentant des séquences hydrophobes. Ces chaperonnes agissent de concert
avec la calnexine et la calréticuline, la premiére étant membranaire et la seconde soluble. Ces
chaperonnes s’associent aux protéines monoglucosylées (Glc;ManyGlcNAc,) permettant leur
remise en bonne conformation par Erp57. Les glycoprotéines mal conformées restent fixées a
ces chaperonnes jusqu’a ce qu’elles soient déglucosylées par la glucosidase II dont le role est
de détacher le dernier résidu de glucose du noyau oligosaccharidique, libérant ainsi les
protéines substrats. Puis si les protéines sont toutefois encore mal conformées, elles sont re-
glucosylées par 1'UGGT ("UDP-glucose : glycoprotein glucosyltransferase"), enzyme qui a
pour unique rble de reconnaitre a la fois la partie saccharidique (dépourvue de glucose) et des
segments hydrophobes de 20-30 résidus, typiques des protéines presque définitivement
repliées. Les protéines imparfaitement repli€es sont alors re-glucosylées et ré-associées a la
calnexine ou & la calréticuline qui permettront de leur donner leur forme native par
I’association avec Erp57. L’ensemble de ces réactions constitue le cycle gluco/dégluco
assurant le contrdle qualité des glycoprotéines (figure 9). Le résidu de glucose terminal et
I’intervention des chaperons reconnaissant ce monosaccharide sont primordiaux dans le

contrdle qualité des glycoprotéines.

2) Calnexine et calréticuline

La calnexine et la calréticuline sont des chaperonnes résidentes du RE. Elles sont
primordiales dans le processus de remise en conformation des protéines synthétisées au
niveau du RE. Ces deux protéines sont trés similaires avec des différences apparaissant
principalement au niveau de leur partie C-terminale. La calréticuline est une protéine de

masse moléculaire de 46.5 kDa constituée de 400 acides aminés. Il s’agit d’une lectine de type
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C (elle nécessite la présence d’ions Ca’ pour permettre la mise en conformation des protéines
nouvellement synthétisées et des glycoprotéines) soluble alors que la calnexine est une
protéine membranaire de type I composée d’un domaine luminal fortement similaire a la
calréticuline et d’une région membranaire située au niveau de sa partie C-terminale. Cette

protéine de 572 acides aminés a une masse moléculaire de 65.4 kDa.

Ces chaperonnes présentent des points communs aux HSP70. En effet, elles préviennent
de I’export de protéines dont la conformation est incorrecte ou incompléte (Rajagopalan et
Brenner, 1994). Elles aident également a prévenir de la dégradation rapide des protéines
(Kearse et al., 1994). La fonction de chaperons de ces deux protéines a clairement été
démontrée en étudiant la fixation prolongée de celles-ci sur des mutants de glycosylation qui
ne peuvent acquérir une conformation correcte (Peterson et al., 1995). Enfin, I’interaction
prolongée du substrat avec la calnexine résulte en I’envoi de ces protéines au niveau de la
dégradation protéasomale. Un autre point commun entre les chaperonnes résidentes du RE et
les HSP70 est la fixation et I’hydrolyse de I’ATP. La calnexine et la calréticuline sont
capables de fixer I’ATP in vitro (Ou et al., 1995). L’activité ATPasique de ces deux protéines

est certes faible, mais existe néanmoins in vivo (Thara et al., 1999).

III. La famille des protéines de choc thermique de 70 kDa : HSP70

1) Caractéristiques générales

Les protéines de choc thermique de 70 kDa (HSP70) représentent certainement Ila
famille de HSP la plus conservée, la plus abondante et la plus étudiée. Elle regroupe plusieurs
membres présentant une forte homologie: par exemple, il existe 40 & 60 % d’identité entre les
génes eucaryotiques et DnaK, son homologue chez E. coli et 60 & 96 % d’identité entre les
génes codant les HSP70 chez les eucaryotes (Bardwelle et Craig, 1983 ; Lindquist, 1986).

La famille des HSP70 peut étre sub-divisée en deux grands groupes:

- les Hsc70 qui sont les formes constitutives, exprimées principalement dans des conditions
normales, et faiblement induites lors d’un stress (I’augmentation observée de sa synthése
résulte plus de la stabilisation de son ARNm que de son induction). Elles sont localisées dans
le cytosol et le noyau. On les retrouve également sous le nom de Hsp73.

- les Hsp70 qui existent en faible quantité dans la cellule non stressée mais dont I’expression

est induite lors d’un stress thermique en particulier. On parle également d’Hsp72. Ce sont les
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protéines les plus sensibles au stress thermique, c’est-a-dire que lorsque la cellule subit un
stress, les Hsp70 sont les protéines les plus abondamment produites par rapport aux autres
HSP. Elles sont localisées dans le cytosol et le noyau.

Chez la souris il existe cinq protéines constitutives : Hsp70.2, Hsc70 et Hsc70t, Grp78,
Grp75 et deux protéines inductibles : Hsp70.1 et Hsp70.3. Le niveau d’expression basal de
Hsp70 in vivo est hautement dépendant du tissu et de 1’4ge : la peau, le tube digestif, les
poumons et les reins expriment un niveau de base relativement plus élevé que le cceur, le
muscle et le foie (Tanguay ef al., 1993 ; Blake 1990, 1993). Or ces tissus sont en contact
permanent avec 1’environnement extérieur, ce qui expliquerait que ces organes soient adaptés

a un éventuel stress exogene.

2) Structure des HSP70

Toutes les HSP70 sont capables de fixer ’ATP (Chappell et al., 1987 ; Milarski et
Morimoto, 1989). Chez I’humain, Hsc70 est constituée de 646 acides aminés et Hsp70 en
posséde 640 (il existe 86 % d’identité entre les protéines). Des études analytiques ont permis
de déterminer la structure de la forme bactérienne (E. coli), bovine et humaine de cette
protéine: elles possedent toutes trois domaines plus ou moins conservés et des études
biochimiques ont permis d’assigner a chacun de ces domaines une fonction. Les HSP70 sont
constituées :

- d’un domaine N-terminal de 44 kDa (des résidus 1 a 386) hautement conservé et
présentant une activit¢ ATPasique. Ce domaine a été caractérisé par diffraction des rayons X :
il est constitué de quatre domaines formant deux lobes. Deux sous-domaines larges
globulaires I et II, chacun divisé en deux petits sous-domaines A et B. Ces sous-domaines
sont séparés par le domaine de fixation du nucléotide complexé & un ion magnésium (Mg*) et
4 deux ions potassium (K) (figure 10).

- d’un domaine de fixation des peptides de 18 kDa (acides aminés 386 a 543). Ce
domaine est extrémement conservé au sein de la famille des HSP70. La grande majorité des
informations sur ce domaine existe chez E. coli, DnaK (Zhu et al., 1996 ; Morshauser et al.,
1995). La RMN a permis de définir sa structure : ce domaine est formé d’un sandwich de
deux ensembles de feuillets  anti-paralléles et d’une hélice o (Morshauser ez al., 1999). 11 est
responsable de la reconnaissance et de la fixation de peptides conformés et de peptides mal
conformés par le biais de la reconnaissance de séquences hydrophobes (figure 10).

- d’un domaine C-terminal de 10 kDa (acides aminés 543 a 646) moins bien conservé

puisque celui d’Hsp70 différe de 26 acides aminés par rapport & celui d’Hsc70 et est plus
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Hsc70 rat SAGGMPGGMPGGFPGGGAPPSGGASSGPTIEEVD

Hsc70 xénope ~ GGVPGGVPGGMPGSSCGAQARQGGNSGPTIEEYVD
Hsc70 levure (Ssal) GGAPGGAAGGAPGGFPGGAPPAPEAEGPTVEEVD
Hsc70 Trypanosome = PGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPEVEEVD
Hsc70 humain SAGGMPGGMPGGFPGGGAPPSGGASSGPTIEEVD

Figure 11 : Le domaine C-terminal des Hsc70 présente une séquence conservée EEVD et
des séquences riches en glycine (GGMP).



court de 6 acides aminés. Il a été¢ déterminé in silico en utilisant 1’algorithme Garnier. Il
s’agirait d’une hélice o suivie par un segment apériodique riche en glycine et en proline
(GGMP) proche de la partie extréme C-terminale qui contient une séquence particuliérement
conservée : la séquence EEVD (Freeman et al., 1996) (figure 11). Ces quatre derniers acides
aminés, présents chez Hsc70 mais absents chez Hsp70, auraient plusieurs roles: cette
séquence agirait sur le taux d’ARNm transcrit lors d’un choc thermique (Denisenko et
Yarchuk, 1990), elle serait essentielle pour la protection cellulaire vis-a-vis de ce méme stress
(Li et al., 1991) et enfin elle permettrait la reconnaissance d’Hsc70 au niveau de la membrane
externe de la mitochondrie, permettant ainsi le transport de protéines "cargo" au niveau de ce
compartiment cellulaire.

Ce domaine est impliqué dans la fixation des co-chaperonnes (Hsp40 et Hop) permettant ainsi
de moduler I’activité ATPasique de HSP70 via cette séquence EEVD et les tétratricopeptides
(Demand ef al., 1998 ; Boice et Hightower, 1997 ; Liu et al., 1999). La fixation de I’ATP sur
le domaine ATPasique altére la conformation du domaine de 18 kDa et les cinétiques de
fixation des peptides mais le mécanisme de la communication inter-domaine n’a été comprise
que grice a 1’élaboration de la structure cristalline de la chaperonne bovine entiére et
fonctionnelle, possédant les deux principaux domaines (Jiang et al., 2005 et 2006). Des
expériences de mutation ont permis d’établir que les interactions inter-domaines sont critiques

pour la fonction de chaperonne et ces analyses sont en faveur d’un mécanisme allostérique.

3) Séquences peptidiques reconnues

Gragerov et Gottesman ont démontré en 1994 que des peptides du type NRLLLTG contenant
des résidus internes aliphatiques sont les substrats préférentiellement reconnus par les HSP70.
La présence de résidus basiques favorise la fixation alors que les résidus acides la
défavorisent (Gragerov et Gottesman, 1994). Dans la cellule eucaryote, HSP70 fixe deux
motifs peptidiques différents. Le premier motif riche en acides aminés hydrophobes et
aromatiques comme FYQLALT est un bon stimulateur de 1’activit¢ ATPasique et représente
certainement les sites utilisés par HSP70 pour distinguer la forme native bien conformée de la
forme mal conformée de la protéine (Fourie ef al., 1994). Le second motif, riche en acides
aminés hydrophobes et basiques et du type NIVRKKK, induit quant & lui faiblement ’activité
ATPasique et serait plutdt utilisé pour le transport des protéines vers les organelles cibles ou

pour la fixation de certaines protéines mal conformées (Takenaka et al., 1995).
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4) Régulation du géne codant les HSP70 - HSF et HSE

4.1- Le géne codant les HSP70

La famille multigénique HSP70 humaine contient au moins dix génes dont huit ont été
localisés sur cinq chromosomes différents : trois de ces génes sont localisés & proximité du
complexe d’histocompatibilité présent sur le chromosome 6 (Milner et Campbell, 1990 ;
Sargent et al., 1989), deux sont localisés sur le chromosome 1 (Leung et al., 1992), un sur le
chromosome 5 (Fathallah et al., 1993), un sur le chromosome 9 (Hendershot et al., 1994) et
un sur le chromosome 14 (Bonnycastle et al., 1994 ). La forme constitutive, Hsc70, est codée
par un géne situé sur le chromosome 11 (Tavaria ef al., 1995). Le géne codant Hsp70 humaine
est un géne de 2440 pb contenant une séquence "leader" de 212 pb et une région 3’ non
transcrite de 242 pb (Wu et al., 1986). Il présente au moins deux €éléments régulateurs dans la
région 5°. Chez la souris, Hsp70 est codée par deux genes localisés a proximité du complexe
d’histocompatibilité présent sur le chromosome 17 (Lee et Seo, 2002). L’identité des génes
codant Hsp70.1 et Hsp70.3 est d’environ 98 %. Le géne codant Hsp70.2 qui n’est pourtant pas
induite mais bien constitutive est exprimé uniquement dans les spermatocytes. Sa régulation
positive durant la phase méiotique de la spermatogenése est nécessaire pour la progression de
la méiose dans les cellules germinales des souris maéles, puisque des souris n’exprimant plus

ce géne ne produisent plus de spermatides et sont donc stériles (Eddy, 1998, 1999).

4.2- Structure des HSF

Chez les eucaryotes, les génes codant les Hsp70 sont sous le controle de facteurs de
transcription, activés lors d’un stress. Ces facteurs sont communément appelés facteurs de
choc thermique ou HSF ("Heat Shock Factor"). Ces HSF se fixent sur des régions spécifiques
du promoteur composées de la répétition de cing séquences (nGAAn), les éléments de
réponse ou HRE ("Heat Shock Response Element"). Ces HSF se fixent sur les HRE lors d’un
stress et suffisent a induire la transcription des Hsp70. Quatre HSFs ont été identifiés chez les
vertébrés : HSF1, HSF2, HSF3 et HSF4. Chacun de ces facteurs de transcription est stimulé
par des stress différents et posséde une localisation tissulaire spécifique (Ding et al., 1998).
HSF1 représente ’homologue fonctionnel de HSF décrit chez les procaryotes (Satyal et al.,
1998). La structure de ces facteurs de transcription est représentée sur la figure 12. Ils

possedent :
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- un domaine de liaison a ’ADN formé par un motif "helix turn helix" avec trois hélices a
autour d’un feuillet B anti-paralléle & quatre brins se trouvant en position N-terminale,

- une surface de trimérisation avec des motifs "leucine Zipper" impliquée dans la formation
du trimére,

- une courte séquence conservée, CE-2 chez les levures et SuA chez les eucaryotes supérieurs.

HSF de levure

Domaine de  Trimérisation CE2
liaison
aPADN

HSF de mammifeére

Domaine de  Trimérisation SuT
laison
a PADN

Figure 12 : Structure des facteurs de choc thermique ou HSF de levure et de

mammifére.

4.3- Régulation des génes codant les HSP70 par les HSF

La figure 13 est une représentation schématique du mécanisme d’induction des HSP70
par les HSF lors d’un stress. La régulation de la transcription de la forme induite Hsp70 est
bien connue. Par contre, celle de la forme constitutive (niveau basal de Hsp70) est moins bien
comprise. Il semblerait que les HSF ne soient pas impliqués.

Dans la cellule non stressée, Hsp70, en faible quantité, est complexée a son facteur de
transcription, HSF. Lorsqu’un stress survient au niveau de la cellule, les protéines qui étaient
dans leur état natif sont malmenées et laissent apparaitre des segments hydrophobes & leur
surface. Cet état, du type globule fondu, est préférentiellement reconnu par les HSP70 qui se
détachent alors de HSF. Ce systeme permet a la cellule de répondre immédiatement a un
stress, en empéchant 1’agrégation des protéines mal conformées par la fixation des HSP70
présentes dans la cellule. La dissociation de HSP70 de HSF va permettre la phosphorylation
par une PKC (sérine/thréonine kinase) de ce facteur de transcription. Cet état phosphorylé
autorise la trimérisation de HSF, le trimére est alors transporté dans le noyau pour aller

ensuite se fixer sur les éléments de réponse (HRE) du promoteur des génes codant les Hsp70.
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La trimérisation permet d’accroitre I’affinité¢ de liaison a I’ADN. La forme monomérique de
HSF, présente dans le cas de la cellule non stressée, se lie trés mal sur son élément de réponse.
L’induction de la transcription va permettre une augmentation du taux de Hsp70 au niveau du
cytoplasme. Ces Hsp70 vont venir en renfort des Hsp70 déja présentes et permettent, grice a
I’interaction avec des co-chaperonnes comme Hsp40, de remettre en conformation les
protéines dénaturées ou le cas échéant, par I’interaction avec d’autres co-chaperonnes comme
CHIP ("carboxyl-terminus of Hsc70-interacting protein"), d’adresser les protéines au
protéasome pour leur dégradation. Ce systéme d’amplification est géré par un mécanisme de
rétro-contrble : quand le taux de Hsp70 est suffisant dans la cellule pour palier les effets
causés par le stress, les Hsp70 libres vont fixer de nouveau les HSF, empéchant ainsi leur
phosphorylation et I’induction conséquente de la transcription (Li e al., 1995).

STRESS

Qﬂspm
/ \ @ <:j native
. dissociation mal conformée

Remise en conformation

000 %/_ép

P, Pﬂ’ P/‘ O@ &.

<[>‘PIP YW ‘:@:’ O dégradation

noyau

Figure 13 : Représentation schématique du mécanisme d’induction des Hsp70 lors d’un

stress.

Chez Saccharomyces cerevisiae, le systéme semble différent puisque HSF est toujours
fixé sur I’élément de réponse HRE mais Halladay et Craig ont proposé qu’une protéine

dénommeée "suppresseur extragénique” permettrait d’inactiver HSF (Halladay et Craig, 1995).
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Hoj et Jakobsen ont suggéré que ce serait la phosphorylation du résidu de sérine 460 du

facteur de transcription qui causerait son inactivation (Hoj et Jakobsen, 1994).

4.4- Aurtres facteurs régulant la transcription des Hsp70

Des protéines kinases sont impliquées dans la modulation de P’activité des HSF. Les

MAP kinases ("Mitogen activated proteins"), ERK1 et ERK2 ("extracellular signal-regulated
kinase") modulent I’expression génique de Hsp70. Ces kinases sont parfois induites par des
facteurs générant des espéces activées de I’oxygeéne comme 1’H,0,, les radiations ionisantes
(UV) et le choc thermique. ERK1 régule de facon positive le géne Hsp70 : la surexpression de
ERK1 dans des cellules subissant un choc thermique conduit & une augmentation de la
phosphorylation de HSF1 (Mivechi et Giaccia, 1995).
Le processus seul de phosphorylation, de trimérisation et de transport au noyau ne permet pas
la transcription des génes codant les Hsp70 : d’autres facteurs sont nécessaires a ce processus.
Par exemple, le CHBF ("constitutive heat shock element binding factor") est un élément
régulateur de I’ADN qui joue un réle dans la réparation de I’ADN (Gottlieb et Jackson, 1993).
Il serait nécessaire a I’activité génique de Hsp70. Cette régulation "multi-factorielle" est
retrouvée pour la régulation de I’expression de Grp78 et Grp94 (Cao et al., 1998 ;
Ramakrishnan, 1995).

IV. Les fonctions des Hsp70

De nombreuses recherches ont démontré que les HSP ont un réle cytoprotecteur,
qu’elles sont impliquées dans de nombreuses voies de régulations et se comportent comme
des chaperons moléculaires vis-a-vis d’autres protéines cellulaires. La mise en conformation
des protéines et I’assemblage des structures multimériques in vivo ne sont pas spontanées
mais nécessitent I’intervention de chaperons moléculaires, notamment des Hsc70 qui facilitent
ces processus. Hsc70 se fixe d’une maniere transitoire et non covalente aux polypeptides
naissants et aux protéines mal conformées et mal assemblées. Elles bloquent les interactions
protéine-protéine indésirables et permettent la mise en conformation de ces protéines dans
leur état natif et fonctionnel en séquestrant les états intermédiaires susceptibles de s’agréger,
permettant ainsi la bonne mise en conformation de chacune des chaines polypeptidiques et le
bon assemblage des structures oligomériques.

Pour exercer leurs fonctions lors de divers processus cellulaires, les Hsc70 coopérent avec une
multitude de co-facteurs chaperons. Ces co-facteurs vont permettrent soit de moduler
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I’activité ATPasique et les cycles de fixation du peptide de Hsc70, soit de permettre leur
adressage vers des compartiments sub-cellulaires.

La multitude de fonctions de Hsc70 montre I’importance de cette protéine pour la survie de la
cellule en condition normale et lors d’un stress protéotoxique. Elles permettent, entre autre, le
maintien des formes non encore conformées ou dénaturées dans le cytosol, ’adressage des
protéines au niveau de la mitochondrie, du lysosome ou du noyau et la dégradation des

protéines.

1) Mise en conformation des protéines

1.1- Maintien des formes non conformées ou dénaturées dans le cytosol

Une protéine nouvellement synthétisée doit étre protégée contre les interactions
indésirables a au moins quatre étapes de son processus de mise en conformation :
- au moment de la traduction,
- lorsqu’elle est dans un état non conformé, a la suite de son décrochage du ribosome,
- lorsqu’elle est dans un état intermédiaire compact qui expose des fragments hydrophobes,
normalement enfouis sous sa forme native,

- quand elle est sous une forme mal conformée.

Deux catégories de réactions intracellulaires sont effectuées par les HSP : la fixation des
protéines ou "protein holding" et la mise en conformation ou "protein folding". La premiére
catégorie est assurée par la famille des Hsp70 et Hsp90 qui fixent des séquences mal
conformées de polypeptides avec une préférence pour les zones hydrophobes (Wegele et al.,
2004 ; Mayer et Bukau, 2005). Ces interactions s’effectuent :

- lors de la traduction de I’ARN messager, c’est & dire lorsque les Hsp70 fixent le
polypeptide naissant au niveau du ribosome pour empécher des associations prématurées.

- lors d’un choc thermique générant I’apparition de séquences hydrophobes au niveau de la
protéine affectée et reconnues par les Hsp70.

- dans la cellule normale, lorsque les Hsp90 fixent les protéines contenant des structures

tertiaires instables.
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Figure 14 : Remise en conformation des protéines par les HSP70 via le cycle ATP/ADP.




1.2- Hop (Hsc70/Hsp90 organizing protein)

La mise en conformation des protéines est assurée par l’association de plusieurs
chaperonnes (Hsc70 et Hsp40 ou Hsc70 et Hsp90). L’interaction entre Hsc70 et Hsp90 est
coordinée par une troisiéme co-chaperonne : Hop. Hop est composée de trois domaines TPR
distincts (TPR1, TPR2a, TPR2b). Ces domaines TPR sont typiquement composés de
répétitions de motifs conservés de 34 acides aminés (Smith, 2004). Ces TPR sont des sites de
fixation pour la séquence conservée EEVD de Hsp70 et de Hsp90. Hop assure ainsi un lien
important entre Hsp70 et Hsp90 puisqu’elle peut fixer simultanément les deux chaperonnes et
envole Hsp90 aux complexes pré-existants entre Hsp70 et les protéines substrats (Chen et
Smith, 1998). Hop s'associe préférentiellement avec les formes ADP des deux chaperonnes
(Wegele et al., 2005).

Une fois que les Hsp70 et Hsp90 ont joué leur role de chaperons moléculaires, elles se

détachent de leur substrat au moyen de leur domaine intrinseque ATPasique.

1.3- Le cycle ATP/ADP

Le cycle ATP/ADP de fixation et de relarguage des peptides est mieux connu pour la
forme bactérienne de Hsp70, DnaK (Bukau et Horwich 1998). La figure 14 est une
représentation schématique de ce cycle (adapté de Morishima, 2005).

Les polypeptides présentant des séquences hydrophobes interagissent avec le domaine de
liaison aux peptides de DnaK (Hsp70), ce qui stimule I’hydrolyse de I’ATP et méne 4 un
changement de conformation de DnaK, augmentant son affinit¢ pour le peptide. Le
changement de statut de DnaK, sous sa forme ATP ou ADP est régulé par I’intervention de
divers co-facteurs Dnal (Hsp40) et GrpE (qui existe uniquement chez les bactéries). Dnal
stimule ’activité ATPasique de DnakK, facilitant la capture et la rétention du peptide substrat.
Dnal est également capable de reconnaitre des peptides hydrophobes et de les présenter a
DnaK. GrpE, un facteur d’échange de nucléotide spécifique des bactéries induit la
dissociation de I’ADP de DnaK. Le peptide li€ est ensuite relaché lors de I’échange de I’ADP
avec une nouvelle molécule d’ATP. Le peptide entrera plusieurs fois dans ce cycle, jusqu’a

I’obtention de sa conformation native (Minami et al., 1996).
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Figure 15 : Les domaines TPR des co-chaperonnes Hop et CHIP permettent leurs

interactions avec les chaperonnes Hsc70 et Hsp90.




2) Dégradation des protéines

Lorsque la remise en conformation des protéines nouvellement synthétisées ou mal
conformées échoue, les processus de dégradation sont enclenchés. Les chaperons
moléculaires Hsp70 sont alors capables d’acheminer les protéines au systéme de dégradation.
Ce phénomeéne est possible par un changement de partenaires: la fixation d’autres co-
chaperonnes telles que Bag-1 ("Bcl-2-associated athanogenel") et CHIP (carboxyl-terminus

of Hsc70-interacting protein) va induire la dégradation de ces protéines indésirables.

3.1- Bag-1: "Bcl-2- associated athanogene 1"

Bag-1 est une protéine multi-fonctionnelle qui interagit avec de nombreuses protéines
cibles pour réguler la croissance cellulaire de cellules normales et malignes : elle régule
I’apoptose, la prolifération, la transcription et la mobilité cellulaire (Townsend et al., 2003).
Cependant un autre role a été décrit dans la modulation de I’activité de chaperon de Hsp70 par
cette protéine (Takayama et al., 2001; Zeiner et al., 1997). BAG-1 se fixe sur le domaine
ATPasique de Hsp70 de fagon a réguler ’activité de remise en conformation des protéines :
elle stimule la libération du peptide mal conformé en entrant en compétition avec la
co-chaperonne Hip. Cette protéine contient un domaine "ubiquitin-like" dans sa partie
C-terminale, qui sert de signal d’adressage au protéasome et permet &8 BAG-1 de recruter

Hsc70 ou Hsp70 au protéasome (Liiders ef al., 2000). Bag-1 coopére avec CHIP.

3.2- CHIP : "carboxyl-terminus of Hsc70-interacting protein”

CHIP est une co-chaperonne de Hsp70 et de Hsp90. Elle présente des TPR dans sa
partie N-terminale qui lui permettent une interaction avec Hsc70 et Hsp90 : elle se fixe au
niveau du domaine C-terminal de ces deux protéines (Figure 15). CHIP inhibe les fonctions
de remise en conformation des chaperonnes en permettant 1’ubiquitination et la dégradation
protéasomale de protéines fixées par Hsp70. La partie C-terminale de CHIP est un domaine
U-box responsable de I’activité d’"ubiquitine ligase" (Jiang et al., 2001). Complémentaire
avec des enzymes de conjugaison (E2), CHIP gouverne la poly-ubiquitination des protéines
substrats présentées par les HSP70 et Hsp90. CHIP induit la dégradation de substrats connus
de ces chaperonnes comme le récepteur aux hormones glucocorticoides ou les formes
immatures du RE du CFTR ("cystic fibrosis transmembrane conductance regulator") (Connell
et al., 2001; Meacham et al., 2001). Le facteur d’ubiquitination CHIP permet donc le
relarguage des protéines sélectionnées par les chaperonnes dans la voie de mise en

conformation et les dirige vers la dégradation protéasomale.
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Partie 3

La dégradation protéasomale

Le systéme ubiquitine protéasome

"Ubiquitin Proteasome System'' (UPS)
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I. Introduction : la dégradation des protéines

L’équilibre entre la synthése des protéines et leur dégradation assure le maintien de
I’homéostasie cellulaire. Cette dynamique permet également a la cellule de s'adapter aux
changements de l'environnement. Les protéines sont continuellement renouvelées, ce qui
implique des processus permanents de synthése et de dégradation. Le "turnover" d’une
protéine est trés différent d’une protéine a une autre. Effectivement, les protéines de la
matrice extracellulaire ont une demi-vie de l'ordre de quelques jours et méme de quelques
mois alors que la majorité des enzymes ont une demi-vie de quelques heures, et certains

facteurs de transcription de quelques minutes.

La cellule dispose de trois systemes pour la dégradation de ses protéines, ayant chacun un jeu
spécifique d'enzymes de dégradation (ou protéases) :

v’ dégradation d'une protéine par le protéasome,

v’ dégradation d'une protéine donnée ou d'un organite entier par le lysosome,

v’ autodestruction de la cellule entiére par des caspases (phénomeéne de 1'apoptose).

Des mécanismes spécifiques de controle sont attachés a chaque systeme protéolytique, de
maniére a éviter les dégradations indésirables. Les protéases sont synthétisées comme
précurseurs inactifs (pro-enzymes) qui seront rendus fonctionnels par des modifications post-
traductionnelles survenant dans le site cellulaire approprié. Les protéases actives sont
contr6lées par des facteurs tels que des inhibiteurs (comme la pepstatine), le pH local ou

l'acces au substrat (pore d'entrée du protéasome).

II. L’ubiquitination

1) Introduction

Dans les cellules eucaryotes, la voie principale responsable de la protéolyse spécifique
des protéines intracellulaires est le systtme UPS ("ubiquitin-proteasome system"). Dans ce
systeéme, les protéines devant étre dégradées sont marquées par une modification post-

traductionnelle, 1’ubiquitine (du latin ubique : partout).
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Aujourd’hui, il est évident que la régulation de la dégradation protéique par la voie UPS
affecte tous les processus cellulaires.

En 2004, Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose se sont vus décerner le prix
Nobel de chimie. La découverte de 1’'ubiquitine dans les années 1970 et 1’élucidation de son
role dans la chaine de dégradation a permis de montrer que la dégradation est un processus
capital régulé et extrémement sélectif : une protéine mal conformée ou inutile (parce que la
tache pour laquelle elle a été synthétisée est accomplie) est détectée puis "étiquetée”. Les
lauréats parle du "baiser de la mort". En effet, la protéine ainsi marquée est alors reconnue par
le protéasome, structure dédiée a la dégradation, qui la découpe alors en courtes chaines

polypeptidiques de 10 a 25 acides aminés.

2) Modification des protéines par ’'ubiquitine : polyubiquitination

2.1- Ubiquitine et dégradation des protéines

Le role de I’ubiquitine dans la dégradation des protéines a été découverte par une étude
portant sur le mode d’action d’un systeme protéolytique ATP-dépendant dans les réticulocytes
(Hershko et al., 1979). Ces expériences ont montré que la présence d’un polypeptide
thermostable est essentiel pour I’activité de ce systéme. Hershko et Rose ont ensuite montré
que le polypeptide est attaché de facon covalente & la protéine substrat par une réaction
nécessitant de I’ATP (Hershko et al., 1980 ; Ciechanover et al., 1980). L’introduction
d’ubiquitine marquée et d’hémoglobine oxydée par micro-injection dans des cellules a montré
que le niveau d’hémoglobine couplée a I’ubiquitine est directement proportionnel aux taux de
dégradation des chaines d’hémoglobine (Chin et al., 1982). Ces premiéres expériences ont

ensuite permis d’établir le mécanisme d’ubiquitination et d’en élucider ses fonctions.
2.2- Réaction d’ubiquitination
L’ubiquitine est un polypeptide extrémement conservé de 76 acides aminés et posséde
une masse moléculaire de 8,5 kDa. Il permet la modification post-traductionnelle des

protéines par la formation d’une liaison entre le résidu de glycine terminal de I’ubiquitine et la

fonction € NH-, d’un résidu de lysine (K) de la protéine cible (figure 16).
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Figure 16 : Etiquetage des protéines par ’ubiquitine.

Cette réaction d’ubiquitination nécessite 1’intervention successive de plusieurs enzymes : une
enzyme activatrice El, une enzyme de conjugaison E2 et une ligase E3. Les réactions
principales de ce systéme ont été élucidées par des études biochimiques in vitro, dans des
réticulocytes. Ces étapes successives conduisant a I’ubiquitination des protéines sont illustrées
sur la figure 17.

Le résidu terminal de glycine de 1’ubiquitine est activé lors d’une étape ATP-dépendante par
une enzyme activatrice E1. Cette étape permet la formation d’un intermédiaire de I’ubiquitine
sous une forme adénylate, suivie par la formation d’une liaison thioester entre la fonction
carboxyle du résidu de glycine terminal de l’ubiquitine et le résidu thiol d’une cystéine
constituant le site actif de E1. Il y a alors libération d’adénosine mono-phosphate (AMP) et de
pyrophosphate (PPi). L’ubiquitine activée est ensuite transférée sur la fonction thiol d’une
cystéine du site actif d’une seconde enzyme, E2. La troisiéme étape est catalysée par une
ligase, E3, ou I’ubiquitine est lie par son extrémité C-terminale a une fonction € NH-, d’une
lysine présente sur la protéine substrat. Il y a formation d’une liaison isopeptidique. Les
enzymes E3 jouent un réle essentiel dans cette voie de I’ubiquitine. En effet, elles sont
responsables de la reconnaissance sélective des protéines substrats. Dans le cas ou ce sont des
ligases contenant des domaines HECT (homologous to E6-asssociated protein C-terminus), il
y a d’abord la fixation de I’'ubiquitine provenant de E2 par leur résidu de cystéine C-terminal

avant la fixation de la protéine cible.

ATP +Ub -/ E1-SH £2-5¢Ub ~
X X .
AMP + PPi E1-5&Ub B2 <« \. Ub

Figure 17 : Les réactions successives permettant ubiquitination des protéines.
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La dégradation des protéines par le protéasome 26S nécessite la présence d’une chaine
de poly-ubiquitine sur la protéine cible. La fixation de plusieurs résidus d’ubiquitine pour
former une chaine de poly-ubiquitine a longtemps été assignée aux mémes enzymes E2 et E3.
Pourtant de récentes études ont montré 1’existence d’une protéine E4 qui permet la catalyse de
la chaine sur des substrats particuliers (Koegl et al., 1999 ; Grossman et al., 2003). Dans tous
les cas, les chaines de poly-ubiquitine résultent de la polymérisation des résidus d’ubiquitine.
Un résidu spécifique de lysine de chaque molécule d’ubiquitine formant la chaine sert de site
pour ’extension par un autre résidu d’ubiquitine. L ubiquitine contient plusieurs résidus de
lysines internes : les lysines en position 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63. Il a été¢ montré que chacun
de ces résidus peut étre utilisé pour la formation de la chaine in vivo (Peng et al., 2003). La
plupart des substrats poly-ubiquitinés dont la polymérisation se fait par les résidus K48 et
possédant au moins quatre résidus d’ubiquitine sont adressés a la dégradation protéasomale.
Cependant d’autres types de liaison peuvent intervenir, notamment au niveau des résidus de

lysine 29 et 63 et les fonctions associées a chacune de ces liaisons ne sont pas les mémes.

2.3- Les signaux d’adressage des substrats pour la poly-ubiquitination et

la dégradation

2.3.a.: Les signaux constitutifs

La nature de 1’acide aminé N-terminal de la protéine peut définir son taux de poly-
ubiquitination et sa dégradation. Il s’agit de la régle du N-terminal ou "N-end rule"
(Varshavsky, 1995). Les acides amin€s concernés se combinent avec une lysine située
légérement en aval pour former une cassette appelée "N-degron”. Le "N-degron" est reconnu
par un complexe protéique E2-E3 qui ajoute des résidus d’ubiquitine a la lysine. La protéine
est ensuite détruite par le protéasome. Les acides aminés R, K, F, L, W, Y situés en position

N-terminale de la protéine induisent sa dégradation rapide.

La "destruction box" est un motif partiellement conservé de 9 acides aminés (I’arginine
ou la leucine sont des acides aminés en position invariables 1 et 4 alors que le reste est
représenté par des acides aminés dégénérés), généralement localisés approximativement a 40-
50 acides aminés de la partie N-terminale des cyclines mitotiques. Ce motif est nécessaire
pour I’ubiquitination des cyclines et leur dégradation dans les extraits d’ceufs de Xénope
(Glotzer et al., 1991). La "destruction box" en elle méme n’est pas un site d’ubiquitination

mais est un signal de dégradation. Des protéines rapporteurs contenant de tels motifs sont
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rapidement dégradées de fagon cycle cellulaire dépendante : ce signal est essentiel pour
I’ubiquitination et le dégradation des cyclines mitotiques et des autres régulateurs du cycle

cellulaire, ceci "in vivo" (King et al., 1996) et "in vitro" (Yamano et al., 1996).

2.3.a : Les signaux inductibles

De récentes études ont montré que la plupart des protéines sont dirigées vers le
protéasome par la phosphorylation. C’est le cas de la protéine STATI (Kim et Maniatis,
1996), de IxkBa (I’inhibiteur du régulateur de transcription NF-xB) (Chen et al., 1996), des
cycline E et D1 régulatrices de la phase G1 chez les mammiféres (Won et Reed, 1996 ; Diehl
et al., 1997), etc... La phosphorylation s’établie au niveau de régions PEST, régions riches en
proline, acide glutamique, sérine et thréonine (Rogers ef al., 1986 ; Rechsteiner et Rogers,
1996). Le rdle de certaines ubiquitine ligases dans la reconnaissance des formes
phosphorylées des protéines substrats a été vérifié pour les enzymes E3 PULC/SCF ("Skpl-
cullin~F-box (SCF)-class ubiquitin-protein ligase") (Hershko et Ciechanover, 1998). Ces
motifs PEST sont caractéristiques de la dégradation rapide des protéines et sont en sorte des

sites consensus de phosphorylation pour plusieurs protéines kinases.
Finalement, les protéines anormales (mal conformées, oxydées ou mutées) sont de bons
substrats pour la voie de ’'UPS par I’apparition de segments hydrophobes. Cette voie sera

assurée par les chaperons moléculaires dont fait partie Hsp70.

3) Les enzymes de la poly-ubiquitination

Des études récentes ont montré D’existence de plus de 40 enzymes de conjugaison
différentes E2 et de 500 ligases E3 chez les eucaryotes supérieurs. Le nombre élevé de ces
enzymes montre que ’ubiquitination joue un rdle important au niveau des voies de

signalisation.

3.1- El : enzyme d’activation de 1'ubiquitine

Dans la plupart des organismes, incluant I’homme et la levure S. cerevisiae, une unique
enzyme E1 active ’ubiquitine (Zacksenhaus et Sheinin, 1990). La réaction commence par la
fixation du nucléotide couplé au magnésium (MgATP) puis de I’ubiquitine et conduit a la

formation d’un intermédiaire ubiquitine sous forme adénylate qui est reconnu par un résidu de
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cystéine du site actif de E1. Chaque molécule de E1 porte deux molécules d’ubiquitine
activées, ’une sous forme thiol-ester et 1’autre sous forme adénylate. L’efficacité de El
permet la production de suffisamment de molécules d’ubiquitine activées pour I’ensemble des
réactions de conjugaison, méme si les concentrations en E1 sont généralement plus faibles
que les concentrations totales des E2 (Hershko ef al., 1983). La relation structure-fonction de
El n’est pas bien caractérisée. E1 posséde une affinité minimale pour I’ubiquitine avant la
fixation de I’ATP, ce qui suggére que les changements de conformation ATP-dépendants
permettent d’augmenter 1’accessibilité du site de fixation de 1’ubiquitine (Hershko et al.,
1983). Les interactions entre ’enzyme et 1’ubiquitine couplée a I’AMP sont importantes. E1
est une enzyme essentielle mais un nombre de lignées cellulaires de mammiferes portent une
mutation sensible a la température dans le géne de E1 (Zacksenhaus et Shernin, 1990). De
telles cellules permettent de démontrer que I'ubiquitine permet la protéolyse de la majorité
des protéines & demi-vie courtes. Ces lignées sont utilisées pour savoir si un processus est

ubiquitine—dépendant.

3.2- E2 : enzyme de conjugaison

Ces enzymes sont caractérisées par un domaine trés conserve, adjacent au résidu de
cystéine qui forme la liaison thioester avec 1'ubiquitine. Il y a une enzyme E1, un nombre
signifiant mais limité de E2, chacune d’entre elles pouvant servir plusieurs E3 et un nombre
considérable de E3. Il existe 11 enzymes E2 chez S.cerevisiae. Chaque E3 reconnait des
substrats portant un ou plusieurs signaux d’ubiquitination et coopére avec une ou plusieurs E2
(Hershko et Ciechanover, 1998 ; Hochstrasser, 1996).

La structure de cette famille est bien caractérisée : 5 structures cristallines et une structure en
milieu aqueux ont été publiées (Huang ef al., 1999 ; Zheng et al., 2000 ; Cook et al., 1992 ;
Worthylake et al., 1998). Chaque E2 présente un domaine conservé de 150 acides aminés
formé par quatre hélices, une hélice courte et un sandwich de quatre feuillets anti-paralléles.
Certains membres de cette famille présentent spécifiquement des extensions C- ou N-
terminales pouvant faciliter les interactions spécifiques.

Par I’étude des effets spécifiques de mutations de certains geénes codant E2, il a été proposé
que E2 pourrait participer & la reconnaissance de protéines substrats soit directement, soit en
association avec une enzyme E3 (Hochstrasser, 1996). Toutefois il n’y a pas eu d’expériences
prouvant I’interaction directe de E2 avec le substrat, & I’exception de I’interaction de Ubc9 et
de E2 avec ’huntingtine, le produit du géne affecté dans la maladie d’Huntington (Kalchman

et al., 1996).
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3.3- E3 : enzyme de ligation

Les enzymes E3 constituent un groupe divers et riche en protéines, caractérisées par un ou
plusieurs motifs définis. Ces motifs sont trouvés dans plusieurs centaines de séquences
génomiques chez les mammiferes, plantes et virus, suggérant que certaines de ces séquences
pourraient coder des enzymes E3.

E3 constitue un groupe diverse de protéines en terme de taille et de structure de domaines :
elles peuvent présenter des domaines HECT ("homologous to E6-asssociated protein
C-terminus"), RING ("really interesting new gene") ou U-box (motif RING modifié). Alors
que la famille E3/HECT a un réle direct dans la catalyse au cours de I’ubiquitination, les
familles E3/RING et E3/U-box facilitent I’'ubiquitination des protéines. Ces trois types de E3
interviennent comme des molécules adaptatrices : elles fixent E2 et le substrat, les interactions
étant suffisamment proches dans 1’espace pour promouvoir I’ubiquitination du substrat. Méme
si certaines E3/RING comme MDM?2 ("murine double minute clone 2 oncoprotein") agissent
apparemment seules, d’autres enzymes de cette classe sont retrouvées associées dans des
complexes multiprotéiques comme le complexe APC ("anaphase promoting complex").

Cette multitude de propriétés et d’interactions permettent a E3 d’assurer un mécanisme

spécifique pour la clairance des protéines dans toutes les cellules eucaryotiques.

3.3.a : E3 avec un domaine HECT

Ces enzymes E3/HECT fonctionnent de la méme fagon que E1 et E2. Chacune contient
un résidu de cystéine central prés d’un domaine HECT qui sert d’accepteur pour 1’ubiquitine.
L’enzyme E3/HECT fixe le substrat, puis il y formation d’une liaison thioester entre le
groupement thiol de la cystéine de E3 et la fonction carboxyle du résidu de glycine C-terminal
de I’ubiquitine (apporté par E2). Puis I’enzyme va réaliser le transfert de 1’ubiquitine sur le
substrat (figure 18, partie A). La partie C-terminale des E3/HECT confére leur activité de
fixation de 1’ubiquitine sur la protéine substrat alors que le domaine N-terminal est impliqué

dans la fixation de ce substrat.

3.3.8 : E3 avec un domaine RING

Elles représentent le groupe le plus important de la famille des enzymes E3 avec

plusieurs centaines de protéines contenant des domaines & doigt de zinc. Méme si leur
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structure suggere une fonction dans la fixation de I’ubiquitine, une telle activité n’a pas été
prouvée in vivo. Contrairement aux protéines E3/HECT, les enzymes E3/RING semblent ne
pas avoir de rble catalytique direct dans I’ubiquitination des protéines. En fait, les E3/RING
serviraient de partenaires facilitant I’interaction entre I’enzyme E2 et le substrat (Borden et

Freemont 1996) (Figure 18, partie B).

Adressage au protéasome 26S

(B)

Figure 18 : Mécanismes de transfert de ’ubiquitine par E3/HECT et E3/RING

3.3.y: E3 avec U-box

U-box est un domaine de 74 acides aminés, similaire au domaine a doigt de zinc.
Pourtant il manque le résidu-clef requis pour la chélation du métal. Il a été¢ proposé que ce
serait la présence de ponts salins qui permettraient de maintenir cette structure. Ces protéines
peuvent agir en tant que E3 ou E4, ceci dépend de la nature des constituants de I’'UPS présents
et de la nature du substrat. De part leurs similitudes en terme de structure, E3/U-box
présentent des modes d’action similaires aux E3/RING en agissant parfois seules et parfois
sous la forme d’un complexe.

CHIP est la protéine U-box la mieux caractérisée (Cyr et al., 2002 ; Hatakeyama ef al., 2004).
Elle a d’abord été caractérisée comme co-chaperonne interagissant avec Hsp70 et Hsp90 au
travers de ces motifs TPR présents dans sa partie N-terminale. Elle est impliquée dans le
contrdle qualité en permettant soit la remise en conformation de la protéine par les

chaperonnes soit la dégradation via la voie de I’'UPS.
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Récemment CHIP a été caractérisée comme étant une E3. Parmi ses substrats connus, on
retrouve le CFTR (Meacham ef al., 2001), 1a protéine Tau (Sahara et al., 2005), les récepteurs
aux glucocorticoides (He et al., 2004). Hsp70 et Hsp90 semblent diriger la spécificité de
substrat de CHIP. Analogue aux E3/RING, CHIP interagit avec d’autres protéines contenant
une U-box.

En conclusion, les protéines E3, avec la multitude d’associations et leur nécessité de
modifications post-traductionnelles et/ou de protéines supplémentaires, assurent 1’adressage

spatio-temporel précis et 1a dégradation de substrats dans la cellule.
3.4- E4 : enzyme de la poly-ubiquitination
Une nouvelle famille d’enzyme de conjugaison a €té identifiée. Cette famille régule la
poly-ubiquitination au niveau de I’élongation de la chaine d’ubiquitine. Ces enzymes sont

capables de catalyser I’extension de la chalne poly-ubiquitinée en collaborant avec E1, E2 et

E3 (Koegl et al., 1999 ; Grossman et al., 2003).

4) Les roles de Pubiquitine

4.1~ La mono-ubiquitination

Certaines protéines sont modifiées par un seul résidu d’ubiquitine sur un seul ou
plusieurs résidus de lysine. Cette mono-ubiquitination peut servir de signal de dégradation
lysosomale ou peroxisomale de protéines de la membrane plasmique ou moduler les fonctions
des protéines en absence de protéolyse (export nucléaire, régulation des histones). Il faut noter
que, bien que ’'ubiquitine soit une modification covalente, ce processus est réversible grace a
la présence d’isopeptidases ou d’enzymes dé-ubiquitinantes (Hochstrasser et al., 1996). Ces

protéines sont capables de relarguer ’ubiquitine d’elles-mémes ou de protéines substrats.
4.2- La poly-ubiquitination
Au commencement des recherches sur I’ubiquitination, la poly-ubiquitination des

protéines semblait exclusivement dédiée a la dégradation par le protéasome 26S. Mais de

récentes études ont montré que le signal de poly-ubiquitination pouvait avoir plusieurs
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fonctions (réparation de I’ADN et régulation de la transcription), ceci par le fait que différents
résidus de lysine de 1’ubiquitine sont utilisés pour la formation de chaines poly-ubiquitinées.
Deux types de chaines poly-ubiquitinées peuvent étre générées :

- des chaines d’ubiquitine homopolymériques c’est a dire que plusieurs molécules
d’ubiquitine sont li€es les unes aux autres en utilisant le méme résidu de lysine donneur : K48,
K63, K6.

- des chalnes d’ubiquitine hétéropolymériques qui contiennent plus d’un type de liaison.
Cependant il n’a pas encore ét¢ montré de fonction spécifique a ce type de chaines (Koegl et
al., 1999).

Le role de ces différents résidus de lysine dans 1’assemblage des chaines a été étudié par des

approches génétiques chez la levure (Pickart et Fushman, 2004).

La poly-ubiquitination par les résidus K48, 29 et 11 vont engendrer la dégradation
protéasomale des protéines. Les expériences de Pickart et Fushman ont montré que la lysine
K48 de I'ubiquitine est essentiel pour la croissance, ceci étant directement 1ié & son réble
central dans la protéolyse (Pickart et Fushman, 2004).

Dans les cellules eucaryotes, le systtme UPS est la voie majeure pour I’élimination de
protéines mal conformées (Hershko et Ciechanover, 1998). Le fait de bloquer I"UPS
pharmacologiquement ou génétiquement inhibe I’¢limination des protéines mal conformées et
peut éventuellement conduire & la formation d’agrégats intracellulaires. Les chaperons
moléculaires sont les facteurs-clefs dans 1’adressage des protéines mal conformées au
protéasome.

Comme nous 'avons vu dans le chapitre précédent, les chaperons moléculaires sont capables
de reconnaitre les protéines mal conformées. Elles vont d’abord les séquestrer pour éviter des
interactions toxiques puis essayer de les remettre en conformation de fagon a ce qu’elles
retrouvent leurs conformations natives et fonctionnelles. Enfin, si le processus de remise en
conformation échoue, les chaperons vont promouvoir la dégradation de ces protéines
indésirables par une étroite collaboration avec le systeme UPS. En effet, Hsp70 interagit avec
CHIP, une ubiquitine ligase (de la famille E3). Cette interaction se fait via les motifs TPR de
CHIP. CHIP possede dans sa partie C-terminale une "U-box" qu’elle utilise pour sa fixation a
Penzyme E2 (figure 19). Il a été¢ montré qu’une augmentation des concentrations cellulaires
en CHIP résulte en une augmentation de la dégradation protéasomale des substrats portés par
les chaperons (Meacham et al., 2001 ; Connell et al., 2001).

Un autre élément permettant de relier la dégradation protéasomale ubiquitine-dépendante et

Iimplication des chaperonnes est BAG-1. BAG-1 favorise la fixation du peptide mal
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conformé sur Hsp70 et stimule la remise en conformation. BAG-1 posséde également un
domaine "ubiquitin-like" qui permet de la classer dans une famille appelée UDPs ("ubiquitin
domain proteins") (Jentsch et Pyrowolakis, 2000). BAG-1 utilise ce domaine pour sa fixation
sur le protéasome. Une interaction directe entre BAG-1 et CHIP a ét€ observée "in vitro" et le
complexe ternaire entre BAG-1, CHIP et Hsp70 a été isolé chez les mammiféres (Demand et
al., 2003). Les différentes co-chaperonnes de Hsp70 constituent donc le lien entre les
protéines a dégrader et le systéme UPS.

Cependant les travaux de Flick ef al. ont démontré que les chaines d’ubiquitine liées entre
elles par la lysine 48 avaient également un role indépendant de la protéolyse : la poly-
ubiquitination de Met 4 (un activateur transcriptionnel du métabolisme sulfurique) est a
I’origine de son activation. Ce facteur de transcription est impliqué dans la biosynthése
d’acides aminés sulfurés. La fixation d’une chaine de poly-ubiquitination sur Met 4 stabilise

la protéine sans induire sa dégradation protéasomale (Flick et al., 2004).

Les résidus de lysine 11 et 29 sont associ¢s indirectement a la dégradation protéasomale
car ils permettent ’interaction avec le protéasome et la régulation de la transcription. Il est
évident que la dégradation protéasomale de nombreuses protéines va avoir des conséquences
sur les fonctions cellulaires. Par exemple, un grand nombre de facteurs de transcription sont
dégradés par cette voie (p53, c-jun, c-myc, NF-xB....). Ceci permet également de coordiner

les événements de signalisation du cycle cellulaire par la dégradation des Cdk.

III. Le protéasome

1) Introduction

La deuxieéme étape majeure dans la voie UPS est la dégradation des protéines poly-
ubiquitinées par le protéasome 26S souvent appelé protéasome. Il s’agit d’un complexe
enzymatique multi-catalytique présent dans le cytosol et le noyau de toutes les cellules
eucaryotes. Comme la dégradation des protéines est irréversible, ce processus devient
dévastateur pour la cellule s’il se fait d’une fagon incontrdlée. Pour cela, la plupart des
enzymes protéolytiques sont régulées par des activateurs et des inhibiteurs de protéases ou
sont spatiallement séparés de leurs substrats potentiels. Par conséquent, le protéasome forme
une chambre hermétique ou seules les protéines devant étre dégradées seront reconnues par ce

complexe. Ce systéme permet a toutes les cellules eucaryotes, eubactériennes ou certaines
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cellules archéales, d’éliminer sélectivement des protéines qui ne sont plus utiles, ceci afin de

maintenir I"homéostasie cellulaire.

2) Structure du protéasome

Il existe une grande diversité¢ dans la composition du protéasome étant donné que ce
complexe est constitué¢ de nombreux composants différents et de plusieurs sous-unités
interchangeables. En effet, le protéasome est composé de deux types de complexe : un
complexe régulateur 19S et un complexe catalytique 20S. En fonction de I’association de ces
domaines, le protéasome sera différent : les protéasomes 208, 26S et 30S sont retrouvés dans
la cellule (figure 20).

Le protéasome 20S seul n’est pas capable de reconnaitre ni de fixer les protéines poly-
ubiquitinées : il nécessite la présence du domaine régulateur 19S qui se fixe & un ou deux
anneaux o du protéasome 20S pour former les protéasomes 26S ou le 30S respectivement.
Dans la cellule eucaryote, la forme la plus courante est le protéasome 26S. On ne sait pas si le

protéasome 30S existe in vivo ou s’il est du a la perte d’un des deux domaines 19S lors de la

purification.
19S
<>
< 208 >
< 268 >
< 268 >
< 308 >

Figure 20 : Les protéasomes 20S, 26S et 30S.
Le protéasome 26S est un complexe de 2,5MDa de taille 11lnm x 15nm qui catalyse la

dégradation des protéines poly-ubiquitinées de fagon ATP-dépendante (figure 21) (Voges et
al., 1999).
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Figure 21 : Protéasome 20S et 26S de Xenopus laevis, coloration négative (photos extraites

du site http://www.biochem.mpg.de/baumeister/image/detection.html).

2.1- Le complexe catalytique : 208

Le noyau protéolytique du protéasome ou protéasome 20S est un complexe catalytique
formé de 28 sous-unités arrangées de facon a former 4 anneaux chacun composé de 7
sous-unités. Les deux anneaux extérieurs sont formés de 7 sous-unités a et les deux anneaux
intérieurs sont constitués de 7 sous-unités B (a7B7B7a7). 3 des 7 sous-unités de type B
présentes dans chaque anneau (soit au total 6 sous-unités) confinent I’activité catalytique au
protéasome (figure 22).

Les sous-unités § 1, 2 et 5 possédent respectivement des activités "peptidylglutamyl-
peptide hydrolysing" (PGPH), trypsine-like et chymotrypsine-like (Kissevel et al., 1999).
Certains sites régulent de fagon allostérique chacune des autres activités. Ceci suggére qu’il y
a un mécanisme ordonné, cyclique pour la dégradation protéique : le site chymotrypsine-like
commencerait le clivage du polypeptide et stimulerait les autres sites. Leur activation
accélérerait la fragmentation des protéines, alors que l’activité chymotrypsine-like serait
temporairement inhibée. Quand la coupure par la PGPH serait impossible, le site
chymotrypsine-like serait réactivé et le cycle répété (Kisselev er al., 2003). Le confinement de
plusieurs sites actifs dans un nano-compartiment a un autre avantage: le protéasome

hydrolyse la plupart des liaisons peptidiques et générent des peptides qui sont typiquement
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longs de 10 a 25 acides aminés et ne conservent donc pas de propriétés biologiques, excepté

pour la présentation des peptides antigéniques.

Figure 22 : Organisation des sous-unités du protéasome 20S (A) et 19S (B).

La majeure différence structurale entre les sous-unités o et 8 se trouve au niveau de leur
partie N-terminale : le N-terminal de la sous-unit€¢ o forme une superhélice qui remplie la
fente entre les deux couches de sous-unités f. Les acides aminés de la partie N-terminale de la
sous-unité o forme une barriére qui cloture le pore central a proximité de I’anneau a. Bien
que dans les protéasomes 20S des archées ce pore est assez ouvert pour permettre ’entrée des
petits peptides substrats mais pas de protéines (Benaroudy et al., 2003), le protéasome 20S
eucaryotique libre est inactif vis-a-vis de la dégradation des peptides et des protéines. Cette
barriére peut étre ouverte in vitro par de faibles concentrations en SDS, par de longues
chaines d’acides gras, des peptides hydrophobes (Coux et al., 1996).

Les sous-unités B ne possédent pas cette hélice en partie N-terminale. Par contre leur résidu
de thréonine en position N-terminale est positionné juste a 'ouverture de la fente entre les
deux couches de sous-unités [ et est exposé a la surface externe de la chambre centrale. Le
résidu de thréonine constitue le site actif protéolytique car il sert de nucléophile catalytique et
comme accepteur primaire de proton. Par conséquent, le protéasome appartient au groupe des
Ntn (N-terminal nucleophile) hydrolases.

Pour atteindre cette activité, le substrat dénaturé doit traverser une distance de 8nm de long du
pore o jusqu’a I’antichambre par un mécanisme inconnu. Toutes les sous-unités B 1, 2, 5
contiennent un site actif fonctionnel. Elles utilisent toutes leur résidu de thréonine N-terminal
pour une attaque nucléophile sur la liaison peptidique mais la spécificité du substrat est
déterminée par des canaux de fixation du peptide différents, contenant des sites de fixation
pour les peptides longs de 10 acides aminés. Le protéasome produit donc des fragments longs

en moyenne de 10 acides aminés mais ces fragments peuvent atteindre 25 acides aminés.

82



2.2- Le complexe régulateur : 195 (PA 700)

2.2.a : Constitution

Le complexe régulateur 19S, appelé également "cap" ou "lid", est composé de 17
sous-unités (Voges et al., 1999). Il est subdivisé en deux sub-complexes. Le premier constitue
la base et est composé de six protéines présentant une activité ATPasique : ce sont les Rptl a
Rpt6 (figure 22). Ces protéines appartiennent & une famille constituée de 100 ATPases
cellulaires différentes contenant une ou deux copies d’un motif d’acides aminés conservés
appelé AAA ("ATPase associated with various cellular activities") (Patel et Latterich, 1998).
Rpt1-Rpt6 sont essentiels pour la survie des levures et forme un anneau hexamérique qui
s’associe avec les anneaux a externes du protéasome 20S. Deux composés supplémentaires
de la base sont des sous-unités non-ATPasiques, Rpnl et Rpn2, et constituent les protéines les
plus grandes du domaine 19S.

Le second sub-complexe appelé "lid" est ajouté sur le haut de la base et est composé de 8
sous-unités différentes non ATPasique (Rpn3, 5-9, 11 et 12). Cette partie est ancrée a la base

par Rpn10 (figure 22).

2.2.B : Activité de fixation des peptides

La sous-unité Rpnl0 est capable de fixer les protéines poly-ubiquitinées. Les protéines
qui escortent les substrats au protéasome doivent avoir deux propriétés essentielles : elles
doivent étre capables de reconnaitre le substrat, par exemple en fixant la poly-ubiquitine via
un domaine UIM ("ubiquitin-interacting motif") ou UBA ("ubiquitin associated") et doivent
étre capables de fixer le noyau 19S par un domaine UBL ("ubiquitin like").

Plusieurs protéines interagissant avec le protéasome (protéines qui ne font pas partie de la
composition du protéasome 26S ou 30S mais qui sont connues comme interagissant
transitoirement avec eux) possédent des domaines UBA et UBL : ce sont les protéines Rad23,
Dsk2 et Ddil. Ces protéines peuvent apporter le substrat poly-ubiquitin€ a la sous-unité 19S
par la fixation sur les sous-unités Rpnl et Rpn2 ou les deux a la fois (Hartmann-Petersen et
al., 2003). Un autre site accepteur du 19S est Rpn6 qui interagit par exemple avec le

profacteur de la transcription ubiquitiné NF-xB (p100).
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2.2y : Dénaturation des substrats et translocation

La dégradation des protéines se fait au niveau de la chambre catalytique. Le substrat doit
étre dénaturé avant de pouvoir traverser le pore étroit. Il est connu que le protéasome de
certaines archées interagit avec le complexe PAN ("proteasome-activating nucleotidase") qui
est homologue au PA700 présent dans le complexe 26S (Zwickl et al., 1999). PAN est un
complexe oligomérique (650kDa) qui augmente la capacité de dégradation des peptides du
protéasome. La fixation du substrat & PAN active son activité¢ nucléotidasique utilisé pour la
dénaturation du substrat, pour ouvrir le pore terminal du 20S et pour permettre la translocation
de la protéine (Benaroudj et al., 2003). PAN inhibe I’agrégation des protéines et facilite la
dénaturation des protéines de fagon ATP-dépendante : PAN sert de "chaperonne reverse"

(Benaroudj et Golberg, 2000).

2.2.8 : Dé-ubiquitination

Pour de nombreux substrats, la chaine poly-ubiquitinée sert non seulement de
reconnaissance par la sous-unité Rpnl0 du 19S mais peut également servir de support lors des
processus de dénaturation et de translocation. Les sous-unités Rpnll du complexe 19S
catalysent alors la dé-ubiquitination de la protéine substrat. Rpnll présente une activité
intrinséque métallo-peptidasique Zn®* dépendante qui hydrolyse la liaison isopeptidique entre
le substrat et I’ubiquitine et permet ainsi le relarguage de la chaine polypeptidique entiére. Ce
processus est ATP-dépendant (Yao et Cohen, 2002). D’autres enzymes, les DUBs
("deubiquitin-enzyme") comme Ubp6 ("ubiquitine binding protéine 6") et UCH37
("ubiquitine C-terminal hydrolase 37") peuvent avoir des fonctions similaires et
supplémentaires : par exemple, la dé-ubiquitination de certaines protéines conjuguées a
I’ubiquitine pour prévenir leur dégradation ou la dépolymérisation des chaines poly-
ubiquitinées relarguées pour régénérer le "pool" d’ubiquitine dans la cellule (Amerik et

Hochstrasser, 2004).
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Conclusion

Nous venons de voir que trois partenaires sont importants dans la régulation de la demi-
vie des protéines : la modification post-traductionnelle O-GlcNAc, les chaperons du type
Hsp70 et le systtme UPS. Des relations ont €té clairement établies entre Hsp70 et le
protéasome et entre le protéasome et la O-GIcNAc. Nous nous sommes interrogés sur

I’existence, in vivo, d’ une relation entre les trois partenaires comme le suggére la figure 23.

protéasome

Figure 23 : Inter-relation entre la O-GlcNAc, le protéasome et Hsp70.

Partant des relations existantes entre chacun de ces trois domaines (1, 2 et 3), nous avons émis
I’hypothése du role protecteur de la O-GlcNAc vis-a-vis de la dégradation protéasomale, ceci
par I’interaction avec les Hsp70. Un processus similaire & celui observé dans le réticulum
endoplasmique avec le cycle gluco/dégluco pourrait avoir lieu dans le cytosol avec la

O-GlcNAc et Hsp70 (figure 24).
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Figure 24 : Le cycle glyco/déglyco : un acteur fondamental dans la destinée des protéines
cellulaires.

La glycosylation des protéines, soit par le glucose dans le réticulum endoplasmique soit par la

O-GlcNAc dans le cytosol, permettrait un contréle qualité favorisant "la vie" des protéines

contrairement a un état non glycosylé.
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Travaux personnels
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I. Introduction/travaux antérieurs

En 2001, les travaux de I’équipe de Jean-Claude Michalski portaient, entre autres, sur
I'impact de la glycosylation des protéines par la O-GlcNAc sur leur transport nucléaire. En
effet, a cette époque, un des réles supposés de la O-GlcNAc était le transport des protéines
modifiées au noyau. La O-GlcNACc était peut-étre un nouveau signal de transport nucléaire, un
nouveau NLS ("nuclear localization signal").

Partant de cette hypothése, I’idée selon laquelle des transporteurs permettraient de faire la
navette entre le cytosol et le noyau pour véhiculer ces protéines O-GlcNAc a été émise.
Lefebvre et al. ont mis en évidence 1’existence de telles lectines reconnaissant spécifiquement
les résidus de GlcNAc présents sur les protéines par des expériences de chromatographie
d’affinité sur GIcNAc immobilisée et de spectrométrie de masse (Lefebvre e al., 2001).

Le passage d’extraits nucléaires et cytosoliques de foie de rat sur colonne de GlcNAc
immobilisée a permis de piéger les protéines affines pour ce monosaccharide. L’analyse
ultérieure de ces lectines par spectrométrie de masse a permis d’identifier une protéine
intéressante : la protéine de choc thermique de 70 kDa, Hsc70. Des expériences
supplémentaires ont permis de confirmer que Hsc70 était effectivement une lectine
reconnaissant spécifiquement les résidus de GIcNAc présents sur les protéines et qu’elle était
elle-méme modifiée par la O-GlcNAc. Cette observation a été & la base de notre travail

expérimental.

II. Résultats

e Nos travaux ont donc d’abord consisté a vérifier si la forme induite, Hsp70,
présentait également une activité lectinique vis-a-vis de ces résidus de GlcNAc et si elle était
elle-méme modifiée par la O-GlcNAc. Puisque Hsp70 est une protéine dont I’expression est
accrue en cas de stress, notamment en cas d’hyperthermie, et puisque 2 a 5 % du glucose
extracellulaire permet la formation de la O-GlcNAc, I’étude de I’expression, de la
glycosylation et de 1’activité biologique de Hsp70 en cas de stress thermique et de carence
nutritionnelle notamment en glucose semblait appropriée. Ces résultats ont fait I’objet de la

publication suivante :
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70-kDa-heat shock protein presents an adjustable lectinic activity towards O-linked N-
acetylglucosamine.

Céline Guinez, Jérome Lemoine, Jean-Claude Michalski, and Tony Lefebvre.

2004 Biochem Biophys Res Commun. 319(1):21-6.

Voir annexe

Ces travaux ont permis de démontrer que Hsp70 est dotée d’une activité lectinique vis-

a-vis des résidus de GlcNAc, a I’instar de la forme constitutive Hsc70.
Hsp70 est également modifiée par la O-GIlcNAc, allongeant ainsi la liste grandissante des
protéines affectées par cette modification post-traductionnelle. L’étude des niveaux de
glycosylation des extraits totaux de cellules HepG,, d’une part, et de Hsp70, d’autre part, a
permis de montrer que cette glycosylation est directement corrélée au taux de glucose
disponible dans la cellule.

De facon inattendue, nous avons montré que cette diminution des taux de O-GIcNAc
modifiant les protéines est associée a une trés forte activité lectinique des Hsp70. Lorsque la
cellule est stressée, plus particulierement lors d’une carence en glucose, les niveaux de
glycosylation diminuent mais I’activité lectinique de Hsp70 est accrue.

Ces données nous ont permis d’émettre I’hypothése selon laquelle la O-GIcNAc pourrait
protéger les protéines de la dégradation protéasomale, d’une part en contrecarrant 1’effet pro-
dégradatif de la phosphorylation de séquence PEST, mais surtout par 1’interaction lectinique
avec Hsp70. Les Hsp70 permettraient alors leur remise en conformation et favoriseraient ainsi

leur protection vis-a-vis d’une dégradation prématurée par le protéasome (figure 25).

.~ﬂ

>( io:: glycosylation \

f* ubiquitination |I"

® (O-GlcNAc Protéasome

* ubiquitine

Figure 25 : Hypothése de la protection des protéines par la O-GlcNAc vis-a-vis de la

dégradation protéasomale.
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e La suite de cette étude consistait & savoir si une relation linéaire existait entre la
diminution de I’activité lectinique d’une part et I’augmentation du taux de O-GlcNAc d’autre
part ou s’il existait un seuil critique en glucose donc en O-GlcNAc pour laquelle la réponse de
la cellule, en terme d’activité lectinique de Hsp70, était complétement différente.

Hsp70 présentant une trés forte activité lectinique lors d’une carence en glucose alors qu’elle
est faiblement glycosylée et, au contraire montrant une faible activité lectinique en présence
de glucose, alors qu’elle-méme est glycosylée, nous avons émis I’hypothése d’une auto-
régulation : I’absence d’activité lectinique en condition normale serait due a une occupation
du site lectinique par ses propres résidus de GlcNAc. Cette activité serait alors disponible en

absence de glucose par la faible glycosylation de Hsp70 (figure 26).

Hsp70

Glycosylation -- Glycosylation ++
Activité lectinique +++ Activité lectinique +/-
Auto-régulation????

Figure 26 : Hypothése de D’auto-régulation de D’activité lectinique de Hsp70 par la
O-GleNAc.

Ces résultats ont donné lieu & la publication suivante :

Modulation of HSP70 GlcNAc-directed lectin activity by glucose availability and
utilization

Céline Guinez, Marie-Estelle Losfeld, René Cacan, Jean-Claude Michalski and Tony
Lefebvre.

2006 Glycobiology. 16(1):22-28.

Voir annexe
Par cette étude nous avons montré que Hsc70 et Hsp70, bien que trés similaires,

présentent des comportements différents dans la cellule vis-a-vis du glucose et en terme

d’activité lectinique.
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En effet, ’activité lectinique de Hsp70 est trés forte lors d’une carence en glucose (jusqu’a 5
mM en glucose) et est perdue au dela. Par contre, Hsc70 présente un maximum d’activité a 5
mM en glucose mais posséde tout de méme une activité plus faible pour des concentrations
comprises entre 5 et 12.5 mM. Cette activité est ensuite fortement augmentée a partir de 25
mM en glucose.

Dans les deux cas, la concentration clef est 5 mM, donnée intéressante puisqu’il s’agit de la
concentration physiologique sanguine. En dessous de 5 mM en glucose, une diminution des
taux de O-GlcNAc pourrait donc étre compensée par une augmentation de I’activité lectinique
des Hsp70. Une hypothése possible est que la O-GlcNAc est un moyen utilisé par la cellule
comme réserve de glucose utilisable lorsque la concentration de celui-ci vient a baisser.

La seconde partie de ce travail a permis de démontrer que 1’activité lectinique de Hsp70
est directement liée & la carence méme en glucose. En effet, I’inhibition soit de I’entrée, soit
de I'utilisation du glucose dans la cellule par deux drogues, la cytochalasine B et le 2-déoxy-
glucose, entraine une trés forte activité lectinique de Hsp70 alors méme que la cellule est
cultivée en présence de 25 mM de glucose. Par ces expériences, nous avons donc démontré la
relation directe entre 1’accessibilité du glucose et la réponse de la cellule par I’activité
lectinique des Hsp70.

Enfin, des expériences de cinétiques de glycosylation et d’activité lectinique de Hsp70
ont permis de montrer que ces deux paramétres évoluaient de la méme fagon lors d’un stress
thermique, réfutant ainsi 1’hypothése de I’auto-régulation. Ce résultat a été confirmé par
I'utilisation de la B-hexosaminidase qui hydrolyse les résidus de GlcNAc terminaux. En
condition normale en glucose, I’hydrolyse des résidus de O-GlcNAc ne perturbe ni

I’expression ni I’activité lectinique de Hsp70.

e Sachant que le stress induit la dégradation des protéines par la voie de I’'UPS
("ubiquitin proteasome system"), et partant de notre hypothése d’une éventuelle protection
des protéines O-GIcNAc via 'interaction avec Hsp70, nous nous sommes donc poser la
question d’une compétition possible entre les deux modifications post-traductionnelles,

ubiquitine et O-GlcNAc.
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Nous avons I’intention de soumettre ces résultats sous le titre suivant:

Crosstalk between O-GlcNAc glycosylation, ubiquitination and Hsp70 GlcNA c-binding
activity during cell injury.
Céline GUINEZ, René CACAN, Jean-Claude MICHALSKI and Tony LEFEBVRE

voir annexe

Dans ces travaux, nous avons montré que les deux modifications post-traductionnelles,
ubiquitine et O-GlcNAc, ne sont pas "exclusives"”, a savoir qu’une protéine O-GIcNAc peut
également étre ubiquitinée. Ces deux modifications augmentent lors d’un stress thermique
avec des cinétiques différentes.

Nous avons également montré que la O-GlcNAc n’est pas accumulée lors de

’inhibition du protéasome contrairement aux formes ubiquitinées, ce qui suggére que les
protéines O-GIcNAc ne seraient pas dégradées par le protéasome et par conséquent que la
O-GlcNAc pourrait étre un signal de protection.
A la suite de ces expériences, nous avons émis ’hypothése que, lors d’un stress, une protéine
pourrait étre soit O-GIcNAc soit ubiquitinée et que la glycosylation assurerait la protection de
cette protéine. Puisqu’une protéine O-GlcNAc peut €tre également ubiquitinée, nous avons
tenter de comprendre comment elle pourrait étre protéger de la dégradation et pourquoi, par la
suite, serait elle ubiquitinée et dégradée?

Nous avons montré que ’activité lectinique de Hsp70 était augmentée immédiatement
aprés un stress thermique (2,5 minutes), sans la synthése de novo de Hsp70. Cette activité
lectinique diminue par la suite rapidement, ce qui suggere une saturation rapide de Hsp70 par
les protéines O-GlcNAc.

Pour comprendre comment les protéines peuvent étre immédiatement reconnue par ’activité
lectinique de Hsp70, nous avons émis I’hypothése d’une interaction lectinique entre Hsp70 et
un facteur inconnu, facteur qui se dissocierait de Hsp70 & la suite d’un stress, ce qui libérerait
le site lectinique de Hsp70 (figure 27). Nous nous sommes penchés sur le cas du facteur de
transcription Hsfl, facteur qui permet I’induction des Hsp70 lors d’un stress et dont
’interaction avec Hsp70 est largement connue. Cependant nos expériences ne nous ont pas

permis de démontrer que ce facteur était glycosylé.
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Nous avons pu par contre montré que la mal conformation des protéines est a ’origine d’une
activité lectinique accrue des Hsp70. Nous pouvons alors supposer que lors d’un stress
thermique, ’apparition de protéines mal conformées induirait I’activité lectinique des Hsp70.
Cette activité est corrélée a une augmentation des niveaux de O-GIcNAc présents sur les

protéines.
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Figure 27 : Hypothése de Pinteraction lectinique de Hsp70 avec un facteur inconnu.

Le stress agirait & deux niveaux : il engendrerait ’apparition de segments hydrophobes a la
surface de protéines et permettrait la dissociation du complexe Hsp70-facteur inconnu. Les
segments hydrophobes seraient glycosylés par I’OGT et la protéine O-GlcNAc formée serait

ainsi reconnue par Hsp70 pour sa protection.

De nombreuses études ont déja montré I’induction des Hsp70 lors de I'inhibition du
protéasome. Par exemple, Kim ef al. ont montré que le MG132 et la lactacystine, deux
inhibiteurs du protéasome, induisent 1’hyperphosphorylation et la trimérisation de Hsfl et
activent par conséquent la transcription des génes de choc thermique & 37°C (Kim et al.,

1999). Dans nos expériences nous avons non seulement montré que Hsp70 est induite a 37°C
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et a 42°C, contrairement & Hsc70, mais surtout que son activité lectinique augmente avec
I’inhibition du protéasome. Cette activité pourrait étre engendrée pour éviter une agrégation
délétére des protéines.

L’autre lien qui pourrait exister entre la O-GlcNAc et le systtme d’ubiquitination est la
glycosylation méme des enzymes du processus de I’ubiquitination. En effet, UCH-L1
(ubiquitin carboxyl hydrolase-L1), une enzyme de dé-ubiquitination, est également modifiée
par la O-GlcNAc (Cole et Hart, 2001). Nous avons montré que El est modifiée par la
O-GlcNAc et que cette glycosylation est dépendante des conditions de culture et de stress.
Hsp70 interagit avec E1, interaction qui est également dépendante des conditions de culture et
de stress. Nous avons donc émis I’hypothése que cette interaction pourrait étre d’ordre
lectinique puisqu’elle est plus importante dans les conditions ol E1 est fortement glycosylée.
Puisque la glycosylation de E1 par la O-GIcNAc et I’interaction avec Hsp70 sont modulées
par les conditions de culture et de stress, ’idée d’un contrdle du processus d’ubiquitination
par la O-GlcNAc est renforcée.

Enfin, la mise en place de la technique d’ARN interférentiel pour réduire I’expression de
I’OGT a permis de montrer qu’une diminution des niveaux de O-GlcNAc est corrélée a une
diminution des niveaux d’ubiquitine et de la viabilité cellulaire. Des expériences d’ARN
interférentiel lors d’un stress thermique ont permis de supposer que la O-GlcNAc
interviendrait directement sur la viabilité des cellules. L’équipe de Zachara ef al. a obtenue
des résultats similaires (Zachara ef al., 2004). L’hypothése de la protection cellulaire par la

O-GlcNACc est alors renforcée.

e Dans tous ces travaux, nous avons €tudié I’expression et 1’activité lectinique
des Hsp70 lors d’un stress thermique ou nutritionnel. Or ces protéines, appelées autrement
protéines de stress, peuvent également €tre induites par de nombreux autres stimuli.

Naturellement, nous nous sommes proposés d’étudier I’expression mais surtout 1’activité
lectinique des Hsp70 suite a ces différents stress. Nos travaux ont donc consisté en 1’étude de
ces divers stress : le choc thermique (HS), éthanolique (EtOH), oxydatif (H,0;), osmotique
(NaCl), aux métaux lourds (arsenic, AsNa et mercure, HgCl,) et la carence en glucose (Glc-)
sur la fonction lectinique de Hsp70 et sur les niveaux de glycosylation des extraits cellulaires
totaux. Cette étude a ¢té réalisée sur deux types cellulaires : les cellules d’hépatocarcinome

humain (HepG;) et les cellules d’adénocarcinome humains (HeLa) afin de savoir si les
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différences observées étaient spécifiques au type cellulaire ou non. Nous nous sommes ensuite
plus particulierement focalisés sur deux stress : le stress éthanolique et la carence en glucose.

Afin de savoir si les modifications observées étaient liées & une modulation de la charge
énergétique, nous avons mis au point une technique de dosage des nucléotides ATP, ADP et
AMP, basée sur des méthodes chromatographiques. Cette technique permet également le
dosage de 'UDP-GIcNAc permettant d’évaluer les niveaux du nucléotide-sucre donneur
nécessaire a la formation de la O-GlcNAc. Ce travail a été réalisé en collaboration avec

Monsieur Yves Leroy.

Ces résultats sont présentés dans la partie "Etude de P’activité lectinique des Hsp70 et de la
glycosylation des protéines lors de différents stress. Mise en place d’une technique de

dosage de PATP/ADP/AMP et de PUDP-GIcNAc"

Chacun des stress testés entraine une de modification des niveaux de O-GlcNAc que ce
soit dans les cellules HepG; ou HeLa. Cependant, les évolutions ne sont pas les mémes d’un
stress a un autre et, pour un méme stress, d’un type cellulaire a un autre. Nous avons montré
une augmentation des niveaux de O-GlcNAc lors des stress par les métaux lourds pour les
cellules HepG; et lors des stress éthanolique, osmotique, aux métaux lourds et méme lors de
la carence en glucose pour les cellules HeLa.

Pour les HepG,, I’induction de I’activité lectinique des Hsp70 est indépendante de la qualité
du stress alors que cette induction est moins évidente dans les cellules HeLa. Dans tous les
cas, les viabilités cellulaires restent correctes, ce qui suggére un rdle efficace des Hsp70 lors
de ces stress.

L’étude plus précise d’un stress éthanolique a permis d’observer que les cellules Hel a étaient
plus résistantes & ce type de stress comparées aux cellules HepG, (qui sont peut-étre déja
sensibilisées & ce type de stress). Il est d’ailleurs intéressant de noter que, dans ce cas,
activité lectinique des Hsp70 dans les cellules HeLa est plus importante que dans les cellules
HepGs,. Cette activité lectinique pourrait en partie expliquer la meilleure tolérance des cellules
HeLa au stress a 1’éthanol.

Le calcul des charges énergétiques a la suite des divers stress subi par les HeL.a montre qu’il
n’y a pas de modification de ces valeurs, suggérant ainsi que l’induction de [’activité
lectinique des Hsp70 est directement activée par ces stress et non par une modification de la
charge énergétique. Par contre, les niveaux d’'UDP-GlcNAc sont modulables en fonction des

stress mais la glycosylation des protéines n’évolue pas toujours dans le méme sens que ces
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valeurs. Cette observation démontre que la seule modulation des niveaux d’UDP-GIcNAc

n’est pas suffisante pour moduler I’activité de I’'OGT.

En conclusion, ces travaux nous ont permis d’observer des différences au sein de deux
types cellulaires. Ceci pourrait expliquer les résultats différents observés par Zachara et al. qui
démontre un augmentation systématique des niveaux de O-GlcNAc quelque soit le stress et le
type cellulaire puisque ces stress ont été effectués sur une période de 7 heures et les lignées
cellulaires testées ne sont pas les mémes.

Les cellules sont donc capables de répondre spécifiquement et différemment aux stress,
réponse qui se fait en terme de modulation des niveaux d’UDP-GIcNAc modifiant ainsi les

niveaux de glycosylation et ’activité lectinique des Hsp70.

e A ce stade de nos recherches, I’hypothése selon laquelle les protéines
O-GIcNAc seraient protégées de la dégradation protéasomale lors d’un stress, via leur
interaction avec la famille des protéines de choc thermique de 70 kDa (HSP70) est renforcée.

Nous avons ensuite entrepris la construction d’un mutant d’Hsc70 ou Hsp70 qui ne soit
plus capable de reconnaitre les protéines O-GIcNAc. Ne connaissant pas la localisation du site
d’activité lectinique de HSP70, nous nous sommes orientés vers des expériences de
modélisation moléculaire ("docking" entre Hsc70 avec un peptide sérine-O-GlcNAc ou
thréonine-O-GlcNAc) en espérant trouver la région d’interaction de Hsc70 avec ce motif.

Ce travail, effectué en collaboration avec le Pr Gérard Vergoten, a permis ’identification de
deux acides aminés (R469 et Y431) potentiellement impliqués dans cette interaction. Ces
résultats sont présentés dans la partie "Mutation du site d’activité lectinique d’Hsc70".

Ce résultat nous a conduit a la construction de Hsc70 mutée au niveau de ces acides
aminés. Ce travail a fait ’objet d’une collaboration avec le Dr Dominique Leprince (UMR
8526 CNRS) de I'Institut de biologie de Lille. Pour assurer I’'immuno-détection et I’immuno-
purification de la protéine en systéme cellulaire, nous avons commencé par ajouter un "flag" a
P’extrémité N-terminale de la forme sauvage. La construction de Hsc70-Flag ainsi terminée, a
permis 1’élaboration de la protéine mutée sur 'un des acides aminés potentiellement
impliqués dans D’interaction lectinique, I’arginine 469. L’analyse in vivo de ces clones a
révélée I’'implication de cet acide aminé dans I’interaction lectinique de Hsc70.

L’ensemble des travaux de recherche effectués au cours du DEA et de la thése sont

récapitulés en figure 28.
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Figure 28 : Vue chronologique des travaux effectués au cours du troisiéme cycle.
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A/ Matériels et méthodes

1) Culture cellulaire
Des cellules HepG, ou HeLa sont mises en culture dans un milieu Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Gibco) supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal (v/v), 2
mM de L-glutamine, 5 [U/ml de pénicilline et 50 pg/ml de streptomycine dans une étuve avec
5 % de CO, a 37°C. Les boites de Pétri (diamétre 100mm) sont préalablement traitées avec

0.1 % de gélatine porcine (Sigma) pour les HepGo.

2) Traitements par le stress

Les cellules sont mises en culture 24 heures avant le début du stress. Une fois le milieu
renouvelé, les drogues sont ajoutées et les cellules replacées 4 37°C. Le stress thermique est
induit en plagant les cellules pendant 24h a 42°C. Pour les autres stress, les cellules sont
traitées comme suit : 0 4 4% d’éthanol (v/v), 1 mm de H,0,, 75 pmd’arsenite de sodium, 50 pm
d’HgCl,, 100 mm de NaCl, et placées dans un milieu déplété en glucose pour la carence
nutritionnelle. Les traitements sont établis pendant 24h ou pendant les périodes de temps
indiquées. Les tests de viabilités cellulaires ont été établis en utilisant la méthode d’exclusion

au bleu Trypan.

3) Enrichissements sur billes de GIcNAc

Les cellules sont d’abord rincées avec 10 ml de PBS froid et lysées sur la glace avec un
« scrapper » dans un tampon hypotonique (10 mM Tris/HCl, 10 mM NaCl, 15 mM 2-
mercaptoethanol, 1 mM MgCl, et inhibiteurs de protéases, pH 7.2). Les extraits cellulaires
sont ensuite centrifugés a 20,000 g pendant 30 min a 4°C. Pour tester les activités lectiniques,
les surnageants sont incubés avec 30 pl de billes de GlcNAc (N-acetyl-D-glucosamine
immobilisée sur de 1’agarose avec un bras espaceur de cinq carbones, Sigma) a 4°C pendant
1h. Les billes sont ensuite lavées 4 fois avec le tampon « binding buffer » (20 mM Tris/HCI,
200 mM KCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, et inhibiteurs de protéases, pH 7.4) et resuspendues

dans 50ul de tampon Laemmli et bouillies.
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4) SDS-PAGE, western blot et anticorps

Un volume identique de chaque extrait cellulaire est déposé et migré sur SDS-PAGE (gel 10
% de réticulation). L’équicharge est alors vérifiée par une coloration au bleu de Coomassie
“Coomassie Brillant Blue” (CBB). La méme quantité¢ de protéines pour chacun des points
testés est ensuite a nouveau déposée sur SDS-PAGE. L’électrophorése est suivie par un
transfert sur membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences). Les membranes sont
saturées pendant 45 min avec 5 % de lait écrémé dans un tampon TBS-Tween (20 mM
Tris/HCI, 150 mM NaCl et 0.05 % Tween (v/v), pH 8.0). L’anticorps monoclonal anti-
O-GlcNAc (RL-2) est utilisé a une dilution finale de 1:1,000 et 1’anticorps polyclonal anti-
Hsp70 (Santa Cruz Biotechnologies) a une dilution finale de 1:30,000. Les membranes sont
incubées toute la nuit a 4°C, puis lavées trois fois avec du TBS-Tween pendant 10 min et
incubées avec un anticorps secondaire, soit anti-souris, soit anti-lapin, marqué a la peroxydase
a une dilution finale de 1:10,000 pendant 1h. Finalement, trois lavages de 10 min chacun sont
réalisés avec du TBS-Tween. La détection est effectuée par chimiluminescence (ECL,

solution Amersham Biosciences).

5) Mesures des taux d’UDP-GlcNAc, AMP, ADP et ATP par HPAEC (High PH Anion

Exchange Chromatography)

Les cellules sont lysées dans 1 mL de tampon hypotonique (10 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl,
15 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM MgCl, et inhibiteurs de protéases pH 7.2). 50 uL d’une
solution de HC1 1M sont ajoutés au lysat. La solution est déposée sur une colonne contenant
1.5 mL de Dowex 50WX2-400 sous une forme H+. La colonne est lavée avec 10 mL d’eau
mQ (18 méga-ohms). La fraction non retenue et les lavages sont collectés sur la glace et
additionnés de 500 uL de Tris/HCI pour obtenir un pH 8.0. 250 pL de cette fraction diluée est
injectée en utilisant une colonne ProPAC-PA1 (4X250 mm) et un systtme HPLC Dionex. Le
programme d’élution est le suivant: Tris/HC1 20 mM, pH 9.2 (solution A) pendant 1 minute ;
gradient d’élution pendant 29 min avec 85% de A et 15 % de NaCl 2M (solution B) ; puis un
plateau de 5 min dans ces conditions ; un gradient d’élution de 10 min jusqu’a 100% de B; un
plateau a 100% de B est appliqué pendant 5 min. La colonne est ensuite ré-équilibrée avec
100 % de A. Le débit est de 1 mL.min"'. La détection est réalisée en utilisant un Spectroflow

757 (KRATOS) a une longueur d’onde de 256 nm.
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B/ Résultats

* Les niveaux de O-GlcNAc d’une part, et I’activité lectinique de Hsp70 d’autre part,

sont différents en fonction du type de stress et du type cellulaire.

Pour étudier le rble possible de I’activité lectinique de Hsp70 dans la protection des protéines
lors d’un stress, les niveaux de O-GIcNAc et les activités lectiniques des Hsp70 ont été
déterminés aprés que les cellules aient été soumises a différentes formes de stress. Les cellules
ont été traitées comme suit : aucun traitement (ctrl), en les plagant pendant 24h & 42°C pour
induire un stress thermique (HS), 2 % d’éthanol (v/v) (EtOH), 1 mM H,0, (H,0,), 75 uM
d’arsenite de sodium (AsNa), 50 uM d’ HgCl, (HgCl,), 100 mM de NaCl (NaCl), et placées
dans un milieu déplété en glucose pour des traitements de déprivation nutritionnelle (Glc-).
Les traitements ont été réalisés pendant 24 h. Nous avons examiné deux types cellulaires,

HepG, et HeLa, afin de savoir si les cellules répondent de la méme fagon (figure 29).

La réponse a tous ces agents induisant un stress n'est pas identique : les niveaux de
O-GlcNAc sont €levés quand les cellules HepG; sont traitées a 1'arsenic et au mercure (figure
29B, gauche) et quand les cellules HeLa sont traitées a 1'éthanol, a I’arsenic, au mercure, au
chlorure de sodium et lors d’une déprivation en glucose (figure 29B, droite). Dans tous les
autres cas, les niveaux de O-GIcNAc sont diminués en comparaison aux conditions controles.
Les niveaux et les activités lectiniques de Hsp70 ont été également examinés (figure 29C,
29D) et le rapport entre ces deux données a été calculé par des mesures de densitométrie
optiques (figure 29E). Tous les stress, en particulier I’hyperthermie, induisent une activité
lectinique de Hsp70. Cette activité lectinique est davantage induite dans les cellules HepG»

comparé aux cellules HeLa.
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Figure 29 : Les niveaux de O-GlcNAc et I’activité lectinique de Hsp70 sont modulables

avec le type de stress et le type cellulaire.
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*» Les cellules HeL.a sont plus résistantes au stress comparé aux cellules HepG;

Nous avons ensuite déterminé 1’effet de différents stress infligés aux cellules pendant 24
heures sur la viabilité cellulaire (figure 30). Les cellules traitées avec chacun des stress ne
montrent pas une mortalit¢ dramatique en comparaison aux cellules non stressées. Ceci est
particuliérement vrai pour les cellules HeLa qui semblent plus résistantes au stress que les
cellules HepG,. En effet certains stress comme ceux causés par 1’arsenic, le mercure, le NaCl
ou I’H,0, causent une plus grande mortalité des cellules HepGs.

Ces viabilités élevées pourraient étre corrélées a l'activité lectinique élevée de Hsp70 dans les

deux types cellulaires.
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Figure 30 : Les cellules HeLa sont plus résistantes au stress par rapport aux cellules HepG..

* Les niveaux de O-GlcNAc diminuent et I’activité lectinique des Hsp70 augmente en

réponse a des concentrations croissantes en éthanol.

L’analyse des niveaux de Hsp70 et de leur activité lectinique apres culture des cellules avec
des concentrations croissantes en éthanol (0 & 4%) pendant 24 heures est représentée en figure

31. Alors que ces concentrations n’augmentent pas vraiment les niveaux de Hsp70 dans les
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deux types cellulaires (figure 31A), D'activité¢ lectinique de Hsp70 est induite plus

particuliérement dans les cellules HeLa (figure 31B, droite). Nous avons ensuite examiné les

niveaux de O-GlcNAc dans les deux types de cellules. Les cellules HepGy traitées avec des

doses croissantes en éthanol montrent une diminution des niveaux de O-GlcNAc (figure 31C,

gauche) tandis que ces niveaux de O-GlcNAc augmentent dans les cellules HeLa excepté a 2

et 4 % en éthanol avec une perte totale de la glycosylation dans le dernier cas (figure 31C,

droite) (cette perte n'est pas due a une perte globale de protéines si I’on compare la coloration

CBB, figure 31D). 4 % en éthanol semble étre un stress trop sévére pour les cellules HepG,

puisque toutes les cellules sont mortes a cette concentration. Ces données suggérent que les

cellules HepG, pourraient étre plus sensibles au stress éthanolique par rapport aux cellules

Hela.
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Figure 31 : Effet de I’éthanol sur I’expression et I’activité lectinique de Hsp70 et sur le

taux de protéines O-GlcNAc.
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= Expression et activité lectinique de Hsp70 et niveaux de O-GlcNAc lors d’une cinétique
de stress par 2 % d’éthanol.

Sachant que 2 % en éthanol étaient suffisants et nécessaires pour induire des changements des
niveaux de O-GlcNAc, nous avons traitées les cellules de cette facon mais pendant différents
temps, entre 0 et 4 heures. De la méme maniére, l'expression de Hsp70 n’est pas induite dans
les deux types cellulaires et est, au contraire, diminuée a partir de 120 min de stress dans les
cellules HepG; (figure 32A). Par contre, 1’activité lectinique de Hsp70 est induite avec le
temps de stress (figure 32B, le manque d’activité lectinique au temps 60 min semble étre
plut6t un probléme de révélation plutdt qu'une réelle absence de celle-ci). Le profil différent
des niveaux de O-GlcNAc entre les deux types cellulaires est démontré une fois de plus avec
cette expérience : les taux de O-GIcNAc diminuent au cours de la cinétique de stress a
I’éthanol pour les cellules HepG, (figure 32C, gauche) tandis qu'ils augmentent dans les

cellules HeLa (figure 32C, droite).
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Figure 32 : Expression et activité lectinique des Hsp70 et niveaux de O-GlcNAc¢ au cours

d’une cinétique de stress a 2 % en éthanol.
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» Séparation chromatographique des nucléotides ATP, ADP, AMP et UDP-GlcNAc.

Pour tenter de comprendre si l'activité lectinique de Hsp70 est induite par une modification de
la charge énergétique a la suite d’un stress ou si elle est induite directement par le stress, nous
avons mis au point une technique basée sur des méthodes chromatographiques pour séparer
les nucléotides (ATP, ADP et AMP) et les glycosyl-nucléotides (UDP-GIcNAc) d'un extrait
cellulaire brut. Les nucléotides étant des molécules chargées négativement, l'acidification des
protéines en ajoutant 1M de HCI dans D’extrait cellulaire et le passage de cet extrait sur une
colonne d'échange anionique permettent de ne pas retenir les nucléotides. Cette fraction
épurée contenant les nucléotides a été injectée en utilisant une colonne ProPAC-PA1 (4X250
millimétre) sur un systtme HPLC Dionex. La figure 33A représente la séparation des
standards : 500 nmole de chaque nucléotide ont ét¢ mélangés et injectés dans le systéme.
L'extrait brut HeLa a alors été analysé par cette méthode (figure 33B). Cette méthode nous a
permis une bonne séparation de I’ATP, I'ADP, ’AMP, et de 'UDP-GIcNAc et d'apprécier
leur abondance relative. Selon ces données, les charges €nergétiques ont été alors obtenues en
calculant le rapport : ([ATP] + 1/2 [ADP]) / ([ATP] + [ADP] + [AMP]). Lors de conditions

normales de croissance cette donnée physiologique est comprise entre 0.7 et 0.8.
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Figure 33 : Séparation de PATP, ADP, AMP et UDP-GIcNAc.

106



Energy charge

* Les stress ne modifient pas la charge énergétique mais modulent les niveaux d’UDP-

GlcNAc.

Pour déterminer si le stress induit des changements de charge énergétique, les cellules HeLa
ont été traitées avec les multiples agents stressants, les extraits bruts ont été passés sur
colonne d’échange anionique et les nucléotides séparés par HPAEC. L'évaluation de toutes les
charges énergétiques et les valeurs d'UDP-GlcNAc apres chaque stress montre clairement que
le stress ne modifie pas significativement la charge énergétique, démontrant ainsi que
’activité lectinique de Hsp70 n’est pas induite par une variation de ce paramétre mais est
induite certainement directement par le stress (notamment par la mauvaise conformation des
protéines) (figure 34A). Par contre les niveaux d'UDP-GIcNAc sont modulés avec le stress
(figure 29B). Or si I’on compare ces niveaux d’UDP-GIcNAc aux niveaux de O-GlcNAc des
cellules Hel.a traitées par les mémes conditions (figure 29B, droite), on peut remarquer qu’il
n’y a pas nécessairement une corrélation entre le taux d’UDP-GlcNAc et la O-GleNAc. Cette
observation montre que la modulation seule des niveaux du nucléotide-sucre nécessaire a la
formation de la O-GlcNAc, n’est pas suffisante pour expliquer les modifications des niveaux
de cette glycosylation. L’activité¢ de I’enzyme responsable de sa formation, ’OGT, doit étre

certainement modulée par d’autres parametres comme ses modifications post-traductionnelles,

ses interactions...
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Figure 34 : Dosage des charges énergétiques et des niveaux d’UDP-GIcNAc 2 la suite de

différents stress sur les cellules HeLa.
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Mutation du site d’activite lectinique d’Hsc70
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I/ Modélisation moléculaire de Hsc70

Dans nos précédents travaux nous avons montré que Hsc70 et Hsp70 possédent une
activité lectinique vis-a-vis des résidus de GIcNAc. L’analyse de ces protéines n’a pas révélé
la présence de motifs spécifiques aux classes connues de lectines. Nous sommes donc en
présence d’un nouveau type de lectine.

Le but de ce travail était d’évaluer la partie de Hsc70 capable d’interagir avec le
monosaccharide GIcNAc par des techniques de modélisation moléculaire. Ces expériences
ont donc été réalisées a partir de la séquence de Hsc70 utilisée pour le clonage, plus
particuliérement du domaine de fixation des peptides et d’un motif sérine-O-GlcNAc ou

thréonine-O-GlcNAc.

Figure 35 : Modélisation moléculaire du domaine de fixation des peptides de Hsc70 humaine.

Les feuillets B sont représentés en jaune, les hélices a en rose.

L’étude de la protéine avec le peptide sé€rine-O-GlcNAc a aboutit au modele présenté sur la figure

36. Les résultats avec le peptide thréonine-O-GlcNAc sont similaires.
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Figure 36 : Modélisation moléculaire du domaine de fixation des peptides de Hsc70

humaine avec le peptide Ser-O-GIlcNAc.

Ce modéle montre ’existence d’une interaction entre 1’arginine 469 d’Hsc70 humaine et le

peptide glycosylé (interaction représentée en rose).
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I1/ Construction de Hsc70 flaggée et mutée

A/ Matériels et méthodes

1) Matériel : Vecteur d’expression et clone Hsc70

Le travail a été réalisé sur Hsc70 humaine dont le numéro d’accession NCBI est :
NM_006597, HSPAS (gi 24234684) homo sapiens heat shock 70 kDa protein 8 (2221bp) dont
la séquence est donnée en figure 39. Les différents domaines, domaine ATPasique, domaine de
fixation des peptides et le domaine C-terminal sont réprésentés respectivement en bleu, rouge
et vert. Les encadrés représentent les deux acides aminés ciblés pour mutation et la séquence
conservée EEVD. Ce clone est présent dans le vecteur d’expression pCMV.SPORT6 sous le
promoteur Sp6 (invitrogen) (figure 37 et 38).

4386 nucleotides

T7 promoterpriming site: bases 16-35

atiB2: bases 36-60

attBl: bases 153177

Spé promotaripriming site {¢): bases 177-106

CMV promoter {c): bases 265-859

pUC origin: bases 1236-1908

Ampiciliin {bla) resistance gene (¢): bases 2112-20977
bla promater (c). bases 2872-3024

f1 origin (c}. bases 32530-3720

SV4Q sarly polyadenylation signal {c): bases 3847-4 113
{¢) = complementary strand

pCMV+SPORT6
4.4 kb

Figure 37: Carte du vecteur d’expression pCMV.SPORTS6.
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Figure 38 : Site multiple de clonage de pCMV.SPORT6.
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ctcattgaactcgcctgcagctcttgggttttttgtggettecttegttattggageccaggectacacccca 72

M S K G P A v G i D L G T T Y S 16
gcaacc ATG TCC AAG GGA CCT GCA GTT GGT ATT GAT CTT GGC ACC ACC TAC TCT 126
(& v G v F Q H G K v E I I A N D Q G 34

TGT GTG GGT GTT TTC CAG CAC GGA AARA GTC GAG ATA ATT GCC AAT GAT CAG GGA 180

N R T T P S p 4 v A F T D T E R L I G 52
AAC CGA ACC ACT CCA AGC TAT GTC GCC TTT ACG GAC ACT GAA CGG TTG ATC GGT 234

GAT GCC GCA AAG AAT CAA GTT GCA ATG AAC CCC ACC AAC ACA GTT TTT GAT GCC 288

AAA CGT CTG ATT GGA CGC AGA TTT GAT GAT GCT GTT GTC CAG TCT GAT ATG AAA 342

H w P F M \Y v N D A G R P K v Q v E 106
CAT TGG CCC TTT ATG GTG GTG AAT GAT GCT GGC AGG CCC AAG GTC CAA GTA GAA 396

4 K G E i K S F Y P E E A% S S M v L 124
TAC AAG GGA GAG ACC AAA AGC TTC TAT CCA GAG GAG GTG TCT TCT ATG GTT CTG 450

T K M K E I A E A Y L G K T v T N A 142
ACA AAG ATG AAG GAA ATT GCA GAA GCC TAC CTT GGG AAG ACT GTT ACC AAT GCT 504

v Nz T v P A Y F N D S Q R Q A T K D 160
GTG GTC ACA GTG CCA GCT TAC TTT AAT GAC TCT CAG CGT CAG GCT ACC AAA GAT 558

A G T T A G L N \Y% L R X I N E P i A 178
GCT GGA ACT ATT GCT GGT CTC AAT GTA CTT AGA ATT ATT AAT GAG CCA ACT GCT 612

A A I A ¥ G L D K K v G A E R N v L 196
GCT GCT ATT GCT TAC GGC TTA GAC AAA AAG GTT GGA GCA GAA AGA AAC GTG CTC 666

I F D L G G G T F D v S I L T I E D 214
ATC TTT GAC CTG GGA GGT GGC ACT TTT GAT GTG TCA ATC CTC ACT ATT GAG GAT 720

G i F E v K S T A G D T H L G G E D 232
GGA ATC TTT GAG GTC AAG TCT ACA GCT GGA GAC ACC CAC TTG GGT GGA GAA GAT 774

F D N R M v N H F 1 A E F K R K H K 250
TTT GAC AAC CGA ATG GTC AAC CAT TTT ATT GCT GAG TTT AAG CGC AAG CAT AAG 828

K D I S E N K R A v R R L R T A Cc E 268
AAG GAC ATC AGT GAG AAC AAG AGA GCT GTA AGA CGC CTC CGT ACT GCT TGT GAA 882

R A K R T L S S S T Q A S I E i D S 286
CGT GCT AAG CGT ACC CTC TCT TCC AGC ACC CAG GCC AGT ATT GAG ATC GAT TCT 936

L ¥ E G I D F 4 T S I T R A R F E E 304
CTC TAT GAA GGA ATC GAC TTC TAT ACC TCC ATT ACC CGT GCC CGA TTT GAA GAA 990

L N A D L F R G T L D P v E K A L R 322
CTG AAT GCT GAC CTG TTC CGT GGC ACC CTG GAC CCA GTA GAG AAA GCC CTT CGA 1044

D A K L D K S Q I H D i v L v G G S 340
GAT GCC AAA CTA GAC AAG TCA CAG ATT CAT GAT ATT GTC CTG GTT GGT GGT TCT 1098

112



ACT

CTG

GCA

GAT

C1E

CGT

AAT

GCC

GTC

ATC

TAT

TCT

ATG

GCA

ATA

ATC

GAA

AAT

GAA

TAC

GGA

*

ACA

ATC

AAG

ATC

ACT

AAG

GAC

AAG

cee

AGC

TTG

CET

CGT

AAC

GAT

CcC

CGA

GGT

CTC

ACT

GCT

AAT

CIE

GAA

CAT

CAG

GCT

AAT

AAT

GAG

TCA

CAA

ATT

CAA

AGT

CCT

GTC

GAC

AAG

GTT

GGC

ATC

CAG

GCA

cce

AAG

ATC

TCT

CTT

AAT

CAG

AAC

GTT

TCT

AAG

TAC

GAG

AAG

AAC

GGA

TCT

ATT

AAC

GGA

TEE

ACC

CCcT

AAC

CCET

GCT

GGC

TCCE

ATT

TGG

GAG

GGC

GGT

CAG

CCT

GAC

G

ACC

GGT

CTG

CAG

GTG

CGT

GCT

TAT

N

AAC

CTT

CTG

ATG

GGT

AAG

GAT

AAG

GGT

ATT

GTG

CIT

ATT

GAC

TTG

GAA

GCC

GAT

GAT

GAG

CCA

GCT

CTT

GAA

TCT

ATT

CCT

cIT

GGC

GAA

AAG

AGC

GAT

TTC

GAG

AAG

GGA

TCE

CTe

GCT

GAG

GAA

ACC

ATT

AAG

GTC

AGT

AAG

GAG

AAC

GAC

AAT

GTT

GGA

TCA

CAA

GTT

AAT

ACT

AAG

CAG

TIT

ACT

ACG

GAA

AAG

ATG

CAG

TGC

ATG

GGG

GAC

GCT

GTT

GCT

CAG

GTT

GAA

TR

GGA

GAC

CAG

CAG

ACT

AAC

CCT

Cee

TTC

TAT

CAA

GGT

ACA

TAT

CTC

GAC

ATT

AGG

GCA

AAG

GCT

Ccc

GGG

ACC

TIC

GGT

GAT

GGA

CAG

GAA

ACA

ATT

GAG

GAA

GAC

ACT

ATT

GAG

ATC

GGA

ATT

AAT

GCA

TG

GTC

ACC

GGC

GGC

GAT

AAC

CGT

AAG

GTT

CTG

AAG

ATC

TTT

GGA

GCT

CTG

ATG

TTC

GAG

ATA

GCC

AAG

ATG

GTG

GAA

GAC

GAA

ACC

CCT

K

GTC

CTC

ACT

ACT

CGT

CCT

AAT

ATT

GTC

TCA

GAT

AAG

GAA

AAG

GGT

E
GAA

CAG

TTG

GTC

ACC

GCC

G

GGT

ACT

CAG

TCC

GAG

TGT

TTT

CTG

GGT

358
1152

37%6
1206

394
1260

412
1314

430
1368

448
1422

466
1476

484
1530

502
1584

520
1638

538
1692

556
1746

574
1800

592
1854

610
1908

628
1962

GAA

GAG

GTT

GAT

646

2016

647

TAA gccaaccaagtgtagatgtagcattgttccacacatttaaaacatttgaaggacctaaattcgtagc2086

aaattctgtggcagttttaaaaagttaagctgctatagtaagttactgggcattctcaatacttgaatatgg2158

aacatatgcacaggggaaggaaataacattgcactttataaacactgtattgtaagtggaaaatgcaatgtc2230
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V iguw 39: Séqgeqw m; Hsc70 sauvage humaine.
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2) Souches bactériennes et conditions de croissance

2.1- Souches bactériennes

Les clonages ont été effectués dans deux souches d’ Escherichia coli présentées au tableau V.

Tableau V : Souches de bactéries E. coli

Souche Génotype

DHSw FlendAl, hsdRi7, (nomy*), supB44, thi-1, recAl, gyrA, (Nallr), relAl,
AflacZYA-argF)UL69, deoR, (S80diacA lacZ) M1 5)

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdRi7, supE44, relAl lac (F, proAB,
lacBZAMIS, Tnil( (Tett))

2.2- Conditions de croissance
Le milieu de culture utilisé pour toutes les souches de bactéries de cette étude se nomme LB
(Luria-Bertani). Il est composé de 1 % de bactotryptone, de 0.5 % de NaCl et de 0,5 %
d’extrait de levure, ajusté au pH 7.0. Pour un milieu solide, on ajoute de I’agar a une
concentration de 1,5 %. Les différentes cultures sont incubées 4 37°C et sous agitation pour
les bouillons. Le temps d’incubation est habituellement d’une nuit. Les bactéries qui
contiennent des plasmides sont sélectionnées grice a la présence du géne conférant la
résistance a I’ampicilline ou & la kanamycine. Pour ce faire, on ajoute 100 pg/ml de I’'un ou

’autre de ces antibiotiques au milieu LB.

3) Transformation bactérienne

3.1- Transformation dans pCR ®_Blunt II-TOPO ® ou pCR® 2.1-TOPO®
Un produit de PCR donnant la bande attendue et pur peut étre directement cloné dans pCR ®-
Blunt II-TOPO ® ou pCR ® 2.1-TOPO ® sans extraction du gel au préalable. 1 ul de solution
saline et 1 ul du vecteur Topo (kit invitrogen) sont ajoutés a 4 pl de produit de PCR pendant

30 minutes a température ambiante.

3.2- Transformation des bactéries
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v Lasouche E. coli X1.1-Blue

Tout d’abord, 25/50 ml de milieu LB sont inoculés avec 2 ml d’une culture en phase
stationnaire. La culture est incubée a 37°C sous agitation rapide jusqu’a P’obtention d’une
D.O. 00nm Située entre 0,4 et 0,6. 6 ml de culture sont par la suite centrifugés a 4°C, pendant 5
minutes a 3500 tr/min. Les manipulations sont toujours effectuées avec des solutions stériles
et préalablement refroidies sur la glace. Les cellules sont remises en suspension dans 1/10 de
volume de TSB soit 600 pl (LB 80%, PEG 10%, Mg®* 20 mM, DMSO 5%) puis maintenues
sur la glace ou aliquotées en tube de 100pl et rapidement congelées a -80°C. Elles peuvent

étre conservées plusieurs mois dans ces conditions.

Lors de la transformation des bactéries, ajouter dans le tube de « topo » 20 ul de KCM
5X (0.5M KCl, 0.15 M CaCl,, 0.25M MgCly), gsp 100 pl HyO et 100ul de bactéries
compétentes. L’incubation se fait pendant 20 minutes sur la glace puis 5 minutes a
température ambiante. 300 pl de LB sont ensuite ajoutés et les bactéries sont alors incubées a
37°C sous agitation pendant 45 minutes. Les bactéries sont ensuite étalées sur un milieu LB
solide contenant de la kanamycine ou de I’ampicilline & une concentration de 100 pg/ml. Si
le plasmide utilisé est pBluescript, on peut sélectionner les colonies blanches en étalant sur le
milieu 50 pl de X-gal 2% et 50 pl &’ TPTG 100 mM. Les boites sont finalement incubées pour
24 heures a 37°C.

v" La souche DH5a

La souche E. coli DH5a a été traitée au chlorure de rubidium et congelée a -80°C
(Utermohlen, 1994). Lorsque les bactéries sont décongelées, 2 ul de Topo transformés sont
ajoutés et incubés 20 minutes sur la glace puis les bactéries subissent un choc thermique de
45 secondes a 42°C. Les bactéries sont mises & pousser sous agitation a 37°C aprés 1’addition
de 500 pl de LB, pendant 1h a 1h30. Les bactéries sont centrifugées puis étalées sur un
milieu LB solide contenant de I’ampicilline. Les boites sont finalement incubées pour 24

heures a 37°C.

4) Isolement de I’ADN plasmidique
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La méthode est celle de la colonne QIAGEN : tous les plasmides utilisés pour les clonages et
qui ont été séquencés ont été isolés & I’aide de colonne QIAGEN provenant du QIAprep®
Spin Miniprep Kit. Le protocole suivi est celui décrit dans le manuel d’utilisation du

manufacturier.

5) Manipulations de ’ADN

5.1- Réaction de PCR
L’amplification de ’ADN a été réalisé¢ avec ’enzyme Pfu (Proméga) qui est une DNA

polymérase trés fideéle dans la réplication des acides nucléiques. Les réactions sont les

suivantes :
Mix Pour 50pl (1 PCR)
Tp Pfu 10X : 5x 5ul
DMSO 100 % : 5x Sul
DNTP (mix 100 mM) : 0.2x 0.2 pl
BSA (1Img/ml) : 0.5x 0.5ul
Oligo1 (100 ng/pl) : 1x 1 pl
Oligo2 (100 ng/ul) : 1x 1pl
Enzyme Pfu:0.5a 1x 1ul
ADN 1 ul
H20 : gsp [50 — volume ADN]x 353 ul

Le programme de PCR est donné dans le tableau suivant :

Température (°C)  Temps (minutes)

95 5
95 1
35 1 40 fois
72 2
72 5
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5.2- Electrophorése de I’ADN sur gel d’agarose
Les produits de PCR sont déposés sur gel d’agarose 1 ou 2 % (p/v) (1 ou 2 g d’agarose +
10 ml tampon TBE (TBE 10X; Tris 0,89 M, acide borique 0,89 M et 0,02 M d’EDTA), qsp
100 ml H,0). 10 pl de bromure d’éthidium 0,5 pg/ml sont ajoutés a 1’agarose juste avant sa
solidification afin de visualiser I’ADN sur une plaque UV. Les marqueurs de taille utilisés sont
I’ADN du bactériophage A digéré par les enzymes EcoRI et Hind III et celui du bactériophage
pHA digéré par Hinfl. La migration se fait a 100V pendant environ 50 minutes. La

visualisation des produits de PCR se fait sous une lampe UV (A_254 nm).

5.3- Isolement d’ADN sur gel d’agarose
La bande d’intérét est découpée avec un scalpel sous lampe UV et la purification de I’ADN se

fait suivant le protocole QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN.

5.4- Digestion de I’ADN
Au volume d’ADN a digérer, on ajoute 10 pl de tampon approprié a ’enzyme utilisée, 10 ul de
BSA, 1 unité de ’enzyme par pug d’ADN a digérer et de I’eau distillée stérile pour un volume
total de 100 pl. La digestion s’effectue a 37°C, selon I’enzyme de restriction utilisée pendant
une a deux heures. Lors d’une digestion par plus d’une enzyme, il y a digestion séquentielle

suivie d’un isolement sur gel afin de s’assurer de la réussite du clonage.

3.5- Ligation
La réaction de ligation demande la présence de quantités équimolaires du fragment inséré et du
plasmide (environ 50 & 100 ng d’ADN plasmidique). Il y a donc quantification de I’ADN sur
gel d’agarose a ’aide des marqueurs de taille. Par la suite, les fragments et les plasmides sont
mis en présence de 1.5 pl du tampon de ligation, de 1 pl de la Fast-Link™ DNA Ligase
(epicentre biotechnologies) et d’eau distillée stérile pour un volume total de 15 pl. La réaction
se produit 15 minutes & température ambiante puis 15 minutes a 70°C pour dénaturer la ligase.

Finalement, 7 pul de cette réaction sont utilisés pour transformer la souche de bactérie voulue.

6) Construction plasmidique/oligonucléotides utilisés
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6.1- clonage de Hsc70 avec un "flag"
Le "flag" est une séquence trés immunogénique facilitant la purification et I’immuno-détection
g q g |y

de toute protéine la possédant.

Nous avons décidé de remplacer le codon codant le résidu de sérine suivant I’ATG par
les codons codant cette séquence. L’insertion d’un site de restriction pour I’enzyme Kpnl
(GGTACC) nous permet d’insérer le fragment amplifié dans le site multiple de clonage du
vecteur d’expression, pPCMV.SPORT6. Enfin nous avons également inséré une séquence de
Kozak (CCACC) de fagon a optimiser la traduction de Hsc70-Flag. Pour pouvoir amplifier le
fragment possédant I’extrémité N-terminale et le ré-insérer dans le vecteur de départ une fois
les modifications établies, nous avons utilisé le site unique de restriction pour EcoRI présent au
niveau des codons 539 a 541 (GAATTC) de Hsc70 sauvage. Les oligonucléotides pour la

production de ce clone étaient donc les suivants :

NMHSCFlagS

5 GGGGTACCACCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGGACCTGCAGTTGG

Kpnl Kozak Flag
TATTGATCTTGGC 3’

NMHSCFlagAS

5’CTCAAGTGAATTCTTGGATGACACCTTGTCCCTCTGC 3°
EcoRI

6.2- Mutagénése dirigée
La mutagenése dirigée fait intervenir [’utilisation d’oligonucléotides qui doivent étre
judicieusement choisis. Le couple d’oligonucléotides doit avoir la mutation désirée et la méme
température d’appariement pour chaque brin d’ADN opposé. Ils doivent avoir une longueur
comprise entre 25 et 45 bases. La mutation désirée doit étre au centre de 1’oligonucléotide et

avoir 10 & 15 bases de séquence correcte de chaque coté. Les oligonucléotides doivent
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également avoir un contenu en GC de 40% et se terminer par au moins une base G ou C. Les

oligonucléotides utilisés pour la mutagenése dirigée sont présentés ci-dessous :

*NMMutHSCS
5" GCACCTGCAGGTGTTCCTCAGATTGAAGTC 3’

*NMMutHSCAS
5" CTGAGGAACACCTGCAGGTGCAGGAGGTATGC 3’

7) Etude de la traduction de la protéine d’intérét

7.1- Transfection dans les cellules Cos-7

Les cellules sont divisées la veille de la transfection de fagon 4 étre 4 20 % de confluence.

Le plasmide est utilisé a une concentration de 100 ng/pul. Dans un tube & transfection, 2.5 pg de
plasmide dilué¢ dans 250 pl final d’eau physiologique sont incubés avec 10 pl de PEI (1’agent
transfectant) dilué dans 250 pl final d’eau physiologique. La fixation de ’ADN sur 1’agent
transfectant se fait a température ambiante pendant 20 minutes. Les cellules sont rincées 2 fois
avec 5 ml de milieu opti-MEM (Gibco). Puis 2.5 ml de ce milieu sont ajoutés et les 500 pl de
solution & transfecter sont clairsemés sur les cellules. L’incubation dure 6 heures puis 10 ml de
milieu normal (DMEM (Gibco)+ 10 %SVF+ 2 mM L-glutamine, 5 [U/ml penicillin, 50 pg/ml

streptomycin) sont ajoutés. Apres 48 heures, les cellules sont lysées.

7.2- Enrichissement des protéines sur billes de Flag
Les cellules Cos-7 transfectées sont rincées deux fois avec 10 ml de PBS puis lysées avec le
tampon IPH de lyse doux suivant (20 mM Tris/HC], 150 mM NaCl, 0.5% NP-40 (v/v) et
inhibiteurs de protéases, pH 8.0). Les extraits cellulaires sont ensuite centrifugés a 20,000 g
pendant 30 min & 4°C. Les surnageants sont incubés avec 1’anticorps anti-Flag (M2) a une
concentration de 1:500 toute la nuit & 4°C puis avec de la protéine G couplée a des billes de
Sépharose (Amersham Biosciences) pendant 1h a 4°C. Les billes sont ensuite lavées quatre fois
avec le tampon [PH et sont ensuite reprises par 50 pl de tampon Laemmli puis bouillies a 100

°C pendant 10 minutes. Les extraits sont analysés en SDS-PAGE.
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7.3- Enrichissement des protéines sur billes de GlcNAc
Les cellules Cos-7 transfectées sont rincées deux fois avec 10 ml de PBS puis lysées avec le
tampon de lyse suivant (10 mM Tris/HC], 10 mM NaCl, 15 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM
MgCl, et inhibiteurs de protéases, pH 7.2). Les extraits cellulaires sont ensuite centrifugés a
20,000 g pendant 30 min a 4°C. Les surnageants sont incubés avec 30 pL de billes de GlcNAc
(N-acétyl-D-glucosamine immobilisée sur agarose avec un bras constitué de carbones, Sigma)
a 4°C pendant 1h. Les billes sont ensuite lavées quatre fois avec le tampon suivant (20 mM
Tris/HCI, 200 mM KCl, 1 mM CaCl,, ImM MgCl, et inhibiteurs de protéases, pH 7.4). Les
billes sont ensuite reprises par 50 pl de tampon Laemmli puis bouillies & 100°C pendant 10

minutes. Les extraits sont analysés en SDS-PAGE.

7.4- SDS-PAGE, western blot et immuno-révélation
L’analyse en SDS-PAGE est réalisée sur un gel a 10 % de réticulation dans le tampon de
composition (Gly 0.2 M ; Tris 25 mM ; SDS 4 mM) a ampérage constant (15 mA pour le gel
de concentration et 25 mA pour le gel de séparation). Les protéines du gel sont transférées sur
membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences) & un ampérage de 200 mA pendant 2h ou
une tension de 20V pendant 15h dans le tampon de transfert de composition suivante : Tris
20mM ; Gly 150mM ; MeOH 20% (v/v). L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration
des protéines totales au rouge ponceau (acide acétique 3% ; rouge ponceau 0.2%). La
membrane est ensuite décolorée avec du TBS-Tween (Tris 15mM ; NaCl 140mM ; Tween
0.05%), puis saturée avec une solution de lait écrémé 5% (m/v) dans le TBS-Tween pendant
45min. La membrane est ensuite incubée avec 1’anticorps anti-Flag (M2) utilisé a la dilution
1:5000 dans le lait/TBS-tween a 4°C pendant la nuit. La membrane est ensuite lavée par trois
fois 10 minutes au TBS-tween et incubée avec un anticorps secondaire anti-souris couplé a la
peroxidase a une dilution 1:10000°™ dans le lait/TBS-tween 1 heure 4 température ambiante.
La membrane est de nouveau lavée au TBS-tween. Les détections s’effectuent a 1’aide du kit

ECL (Amersham) et la révélation se fait sur un film photographique (Kodak Biomax MR).
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B/ Résultats : Obtention des clones Hsc70-Flag et Hsc70-Flag R469A

La stratégie de clonage est récapitulée sur la figure 40 et a conduit 4 ’obtention des deux

construction suivante : Hsc70-Flag (2) et Hc70-Flag R469A (3) a partir du clone sauvage (1).

Spé6 1 647
1 - gmsmp——— ADNcHsc70wt |
Kpnl 540
EcoRI

Spb

Sp6 1 647
2 HADNc Hsc70-Flag | J—-
Kpnl 540
Flag EcoRI
Sp6 1 647
3 - mmmPp——JADNC Hsc70 mute] | |-
P e R469A

Figure 40 : Stratégie de clonage sur la protéine Hsc70.

C/ Résultats : Analyse de P’activité lectinique des clones de Hsc70 in vivo

Le séquengage des deux protéines, Hsc70-Flag et Hsc70-Flag R469A a montré la
présence de la mutation R469A uniquement. Nous avons ensuite testé ces deux protéines dans
un systéme cellulaire. La transfection des cellules Cos-7 avec un plasmide vide ou avec le

vecteur d’expression contenant Hsc70-Flag ou Hsc70-Flag R469A a permis la purification de
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ces deux clones (figure 41). La détection des protéines possédant le flag est visible sur des

extraits totaux (ctrl) ou aprés immuno-précipitation par I’anticorps anti-Flag (IP M2).

ctrl IP M2

Flag Hsc R469A

()

Flag Hsc
Flag Hsc

Q

Flag Hsc R469A

kDa

83 ===

= aw w= | 4—— Hsc70-Flag
62

o | —
47- N
IgG

iy punid

— A

WB : Anti-flag (M2)

Figure 41 : Mise en évidence de la protéine '"flaggée" produite en Cos-7 par immuno-

détection.

Aprés avoir vérifié la présence du Flag sur Hsc70, nous avons testé leur activité lectinique vis-
a-vis des résidus de GlcNAc. Apreés transfection des cellules Cos-7, les extraits totaux ont été
incubés avec des billes de GlcNAc et les protéines retenues sur les billes ont été séparées par
SDS-PAGE puis transférées sur membrane. Nous avons testé I’activité lectinique des Hsc70
endogénes provenant de HepG, comme contréle positif.

La révélation avec un anticorps anti-Flag montre une diminution d’activité lectinique de la
protéine mutée au niveau du résidu d’arginine 469 (figure 42). Cette diminution a été

quantifiée par densitométrie optique (figure 43).
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Figure 42 : Activité lectinique des clones de Hsc70.
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Figure 43 : Mise en évidence de la perte d’activité lectinique de la protéine clonée par

mutation. (Données représentatives de trois expériences indépendantes).

Ces expériences montrent une diminution d’environ 70 % de activité lectinique de Hsc70-

Flag par mutation de 1’arginine 469 en alanine.
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Conclusion générale
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La figure 24 (page 86) résume notre hypotheése de départ c'est-a-dire une analogie

entre le glucose et la O-GlcNAc dans leur role sur la destinée des glycoprotéines. Ce schéma

S
/@\
e @
NN 7

NCOAT

est précisé de nouveau sur la figure 44.

S %

N

Réticulum endoplasmique Cytoplasme

/

Figure 44 : Paralléle entre le cycle gluco/dégluco du RE et la reconnaissance des

protéines O-GlecNAc par les Hsp70 dans le cytoplasme.

Nos travaux montrent que ce schéma est plus complexe :

- P’ubiquitine et la O-GlcNAc ne s’excluent pas mutuellement,

- Hsp70 est elle-méme modifiée par la O-GlcNAc (fleche 2 de la figure 45) bien que
I’on ne sache pas encore I’importance de cette modification sur son activité,

- le taux de glycosylation est modifié par le stress (fleche 1 de la figure 45),

- Les partenaires de la dégradation sont également modifiés par la O-GlcNAc: El
(fléche 3 de la figure 45) et le protéasome (fleche 4 de la figure 45).

Nos travaux peuvent donc étre résumés par le schéma hypothétique suivant (figure 45).
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Figure 45 : Schéma hypothétique par lequel la O-GIcNAc protégerait les protéines lors
d’un stress via ’interaction avec les Hsp70.

Lors d’un stress thermique, les protéines mal conformées laisseraient apparaitre des

séquences PEST, qui pourraient étre ubiquitinées, dirigeant ainsi la protéine au protéasome. A

’opposé, ces segments hydrophobes pourraient étre reconnus par I’OGT, qui d’aprés Sohn et
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al., agirait en tant que chaperonne en reconnaissant ces zones et permettrait leur
glycosylation, ce qui expliquerait I’augmentation des niveaux de O-GlcNAc a la suite d’un
stress (Sohn et al., 2004). Dans un méme temps, Hsp70 qui était complexée a un facteur
inconnu, s’en dissocierait pour reconnaitre préférentiellement les protéines mal conformées.
Hsp70 tenterait alors de remettre en conformation ces protéines O-GlcNAc en collaborant
avec des co-chaperonnes comme Hsp40. Si ce processus de remise en conformation est
efficace, la protéine retournerait alors dans la voie normale, par contre si ce processus échoue,
I’association de Hsp70 avec d’autres co-chaperonnes comme CHIP ou BAG-1 induirait

I’'ubiquitination de cette protéine O-GlcNAc et par la suite sa dégradation par le protéasome.

De nombreux travaux restent a réaliser concernant I'implication de I’activité lectinique
des Hsp70 d’une part, et de la glycosylation par la O-GlcNAc d’autre part, vis-a-vis de la
dégradation protéasomale. Pour cela il apparait nécessaire de réaliser des tests de dégradation
protéasomale in vitro. Les comportements de deux peptides issus de séquences PEST,
provenant des protéines c-myc et du récepteur aux oestrogénes f3, seront étudiés par rapport a
leur dégradation par le protéasome 20S purifié. La synthése des formes non-modifiées ou O-
GlcNAc de ces séquences PEST, permettra de juger I’'impact de la glycosylation sur une telle
activité. Une purification sur colonne d’anti-Flag immobilisé de Hsc70-Flag et de sa forme
mutée R469A, aprés transfection et production en cellules Cos-7, permettra d’étudier I'impact
de I’activité lectinique de cette protéine de choc thermique dans la protection des protéines O-
GlcNAc vis-a-vis de la dégradation protéasomale.

La construction du double mutant Hsc70-Flag R469A/Y431A montrera si ce deuxiéme
acide aminé identifié par modélisation moléculaire est également impliqué dans le site
lectinique. Si cela est vrai, alors les capacités de fixation de Hsc70 sur billes de GlcNAc
devraient étre abolit.

Hsc70-Flag et Hsc70-Flag mutées purifiées, seront ensuite utilisées pour des études sur
"biosensor" afin de trouver les partenaires de Hsc70. Le passage d’extraits cytosoliques et
nucléaires de cellules HepG,, par exemple, sur Hsc70-Flag immobilisée permettra la fixation
des partenaires de Hsc70 et les interactions d’ordre lectinique mettant en jeu le résidu de
GlIcNAc seront discriminées. La comparaison des interactions lectiniques pour la protéine
sauvage avec les protéines mutées sera un moyen de vérifier la pertinence de ces interactions.
Cette étude sur BIAcore peut étre couplée directement a la spectrométrie de masse permettant

ainsi 1’identification de ces partenaires. Deux autres moyens pourront étre utilisés pour isoler
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et identifier les partenaires de Hsc70 : la co-immunoprécipitation (par une identification par
analyse protéomique des partenaires associés) et la purification sur colonne (par le passage
d’extraits cellulaires sur une colonne de Hsc70-Flag immobilisée). Notre choix se tournerait
alors vers un partenaire qui est connu comme étant O-GlcNAc et possédant une séquence

PEST permettant sa dégradation par le protéasome.

Une fois le partenaire de Hsc70 identifié, ’étude en systeéme cellulaire permettra, par des
expériences utilisant la radioactivité, d’estimer la durée de demi-vie de ce partenaire, en
conditions normales, en conditions de stress thermique, dans des conditions augmentant ou
inhibant sa glycosylation et aprés transfection des différentes formes de Hsc70. Ainsi, nous
espérons montrer que 1’activité lectinique des protéines de choc thermique de 70 kDa joue un
role efficace et primordial dans la prévention de I’agrégation et la protection des protéines O-
GlcNAc vis-a-vis de leur dégradation protéasomale prématurée en cas de stress; deux

symptomes de nombreuses pathologies.
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