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Plusieurs études ont suggéré une implication des glycogène synthase
kinases 3 (GSK3) dans la carcinogenèse, notamment du pancréas. Des études ont
rapporté des résultats contradictoires quant à l’impact des GSK3 sur la survie
cellulaire. Au niveau du pancréas, il a été observé que l’inhibition des GSK3 inhibe
la croissance entre autres via la régulation de la voie JNK ou NFB. Les inhibiteurs
des GSK3 sont présentement à l’étude comme traitement de différentes
pathologies, notamment pour le cancer pancréatique. Une meilleure
compréhension des voies de signalisation régulées par les GSK3 sera donc
nécessaire. Nous avons entrepris ces travaux afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans la régulation de la survie des cellules pancréatiques
tumorales par les GSK3.

Nous avons démontré que l’inhibition des GSK3 induit l’apoptose et
l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. L’inhibition des
GSK3 stimule l’autophagie autant dans les cellules pancréatiques tumorales que
non tumorales, alors que l’apoptose est induite spécifiquement dans les cellules
tumorales. Contrairement à l’apoptose, l’autophagie est induite indépendamment
de la voie JNK-cJUN suite à l’inhibition des GSK3. Nos résultats démontrent que
l’inhibition des GSK3 mène à l’inactivation de la voie mTORC1 qui pourrait
contribuer à l’induction de l’autophagie. D’autre part, nos travaux ont démontré
pour la première fois que les GSK3 régulent le facteur de transcription EB (TFEB)
dans les cellules pancréatiques tumorales. En effet, l’inhibition des GSK3 entraîne
la déphosphorylation de TFEB, notamment sur la Ser211, la dissociation des 14-3-
3 et sa translocation nucléaire. Nos résultats suggèrent que la régulation de TFEB
par les GSK3 impliquerait des Ser/Thr phosphatases et pourrait être indépendante
de l’activité mTORC1. L’inhibition de l’autophagie ou la déplétion de l’expression
de TFEB sensibilise les cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose induite suite
à l’inhibition des GSK3 suggérant un rôle pro-survie de l’autophagie et de TFEB
dans ces cellules. Enfin, l’inhibition des GSK3 semble mener à l’inhibition de la
glycolyse qui contribuerait à l’induction de l’apoptose. En résumé, nos résultats
démontrent que l’inhibition des GSK3 induit à la fois des signaux pro-apoptotiques
et pro-survie suggérant que l’équilibre entre ces signaux dicterait l’impact des
GSK3 sur la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines.

Mots clés : GSK3, cancer pancréatique, autophagie, TFEB, mTOR, 14-3-3, JNK
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I- Introduction
1. Le Pancréas

1.1 Anatomie et physiologie

Le pancréas se développe au niveau du tube digestif primitif dans une région

de l’endoderme antérieur prédestinée à se différencier en duodénum lors de

l’embryogenèse (F. C. Pan & Wright, 2011; Slack, 1995). Cet organe est issu de la

fusion de deux bourgeonnements, dorsal et ventral, de l’endoderme antérieur. Le

pancréas est un organe glandulaire mixte du système digestif assurant à la fois

des fonctions exocrines et endocrines. Les composantes exocrine et endocrine

représentent environ 95% et 1-2% respectivement de la masse du tissu

pancréatique. Premièrement, la fonction exocrine du pancréas est responsable de

la production, de la sécrétion et du déversement du suc pancréatique dans le

duodénum, via le canal pancréatique principal (Wirsung) (Figure 1A). La synthèse

des composantes du suc pancréatique implique trois types cellulaires, les cellules

acinaires, centroacinaires et ductales (Figure 1C). Les cellules acinaires

synthétisent et sécrètent les enzymes pancréatiques nécessaires pour la digestion

des nutriments. Ces cellules forment des acini regroupés en lobules qui sont reliés

à un réseau de canaux composés des cellules ductales. Les cellules ductales,

ainsi que les cellules centroacinaires, sécrètent des composantes non

enzymatiques du suc pancréatique telles que du bicarbonate, de l’eau et des sels.

Cette sécrétion favorise le déversement des enzymes pancréatiques, ainsi que

leur activité optimale en neutralisant l’acidité du suc gastrique au niveau du

duodénum.

Les îlots de Langerhans assurent la fonction endocrine du pancréas via la

production et la libération d’hormones impliquées dans le contrôle de la glycémie.

Ces îlots regroupent cinq principaux types de cellules endocrines, les cellules ,

 et PP, à proximité d’une forte vascularisation (Figure 1B). Les sécrétions de

l’insuline par les cellules et du glucagon par les cellules  sont respectivement
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Figure 1: Anatomie du pancréas
A) Le pancréas se sépare en trois régions : la tête située adjacente au duodénum
qui est suivie du corps et de la queue. Le suc pancréatique se déverse dans le
duodénum à partir du canal pancréatique principal (canal de Wirsung) au niveau
de la tête du pancréas. Le pancréas assure des fonctions endocrine et exocrine.
B) L’îlot de Langerhans représente la composante endocrine du pancréas. Un
certain nombre d’îlots sont disséminés au sein du tissu exocrine. Ces îlots sont des
agrégats de cellules composés de 4 types cellulaires sécrétrices. Chez la souris,
les cellules (insuline) sont localisées au centre et les cellules (glucagon),
(somatostatine),  (ghréline) et PP (polypeptide pancréatique) en périphérie.
L’architecture des îlots de Langerhans diffère légèrement chez l’humain en
présentant une localisation dispersé des cellules  et . C) La fonction exocrine est
assurée grâce à des acini reliés à un réseau de canaux. Les cellules acinaires
formant l’acinus, ainsi que les cellules centroacinaires et ductales sont
responsables de la production du suc pancréatique. Le suc pancréatique est
composé d’enzymes pancréatiques synthétisées et sécrétées par les cellules
acinaires ainsi que du bicarbonate, de l’eau et des sels libérés par les cellules
centroacinaires et ductales. Adapté de Bardeesy & DePinho, 2002
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hypoglycémiante et hyperglycémiante. De plus, la somatostatine, la ghréline et le

polypeptide pancréatique synthétisés par les cellules   et PP respectivement

sont impliqués dans la régulation des sécrétions pancréatiques.

1.2 Le cancer pancréatique

1.2.1 Épidémiologie et caractéristiques moléculaires

Les différentes tumeurs pancréatiques, dont les cystadénocarcinomes, les

carcinomes à cellules acinaires et l’adénocarcinome ductale, sont majoritairement

retrouvées au niveau de la composante exocrine du pancréas, alors que les

tumeurs d’origine endocrine constituent que 5% des tumeurs pancréatiques. Au

Canada, 4 700 nouveaux cas de cancer pancréatique et 4 400 décès associés à

ce cancer sont estimés pour l’année 2014 ce qui le place à la 4e cause de décès

par cancer. Le taux de survie des patients atteints d’un cancer pancréatique 5 ans

suivant le diagnostic est de seulement 5%. Le diagnostic de ce cancer est

généralement tardif; ainsi sa détection à un stade avancé où le carcinome s’est

étendu vers d’autres organes est fréquente. Le seul traitement curatif possible à ce

jour, la résection chirurgicale de la tumeur, n’est possible que chez 15-20% des

patients expliquant en partie le faible taux de survie des patients atteints. Afin

d’accélérer et d’améliorer le diagnostic ainsi que le traitement du cancer

pancréatique, plusieurs études ont été entreprises pour identifier les

caractéristiques moléculaires des tumeurs pancréatiques. Ces études s’intéressent

principalement à l’adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC) qui représente

plus de 90% des cas de cancer pancréatique.

Les altérations génétiques les plus fréquentes associées aux

adénocarcinomes pancréatiques ductaux sont celles de l’oncogène KRAS, ainsi

que des gènes suppresseurs de tumeur CDKN2A, TP53 et SMAD4 (Figure 2)

(Hezel et al., 2006; Koorstra et al., 2008). Tout d’abord, une mutation de

l’oncogène KRAS est retrouvée dans plus de 95% des adénocarcinomes

pancréatiques et confère entre autres un avantage prolifératif (Hruban et al., 1993).
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Figure 2: Modèle de carcinogenèse pancréatique
A) Histologie des différents stades de la progression des lésions précurseurs
PanIN vers l’adénocarcinome pancréatique. Adapté de MacGregor-Das &
Iacobuzio-Donahue, 2013 B) Schématisation du modèle de progression des
lésions PanIN en adénocarcinome et les principales caractéristiques moléculaires
associées à celui-ci. Adapté de Rui Kang & Tang, 2012
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Quant aux altérations des suppresseurs de tumeur, la délétion homozygote, la

mutation intragénique ou l’hyperméthylation de CDKN2A sont observées dans

environ 90% des cancers pancréatiques (Caldas et al., 1994; Schutte et al., 1997).

Toutes ces modifications conduisent à la perte de fonction de la protéine P16INK4A

bloquant les signaux d’arrêt de prolifération ce qui favorise la transition G1-S du

cycle cellulaire. Le suppresseur de tumeur TP53, considéré comme le gardien du

génome, est muté dans 50-75% des PDAC (Redston et al., 1994). Un rôle

important de P53 est le contrôle de l’intégrité génétique particulièrement lors de

stress cytotoxiques, tels les dommages à l’ADN. D’une part, P53 permet la

réparation de l’ADN en induisant l’expression de l’inhibiteur du cycle cellulaire p21

et l’arrêt de la prolifération, tandis qu’il induit la mort cellulaire programmée

(apoptose) lors de dommages excessifs. Ainsi, l’altération de TP53 contribuerait à

la tumorigenèse en favorisant la prolifération, la survie cellulaire et une instabilité

génétique (Kirsch & Kastan, 1998). La mutation ou la délétion homozygote de

SMAD4 dans 55% des carcinomes pancréatiques sont responsables d’une

altération des signaux anti-prolifératifs de la voie de signalisation du TGF(Hahn

et al., 1996; Wilentz et al., 2000). Enfin, les études des adénocarcinomes

pancréatiques suggèrent que seulement 10% des cas de cancer pancréatique

seraient dus à des prédispositions héréditaires des patients.

La néoplasie intraépithéliale pancréatique (PanIN) est une lésion précurseur

observée au niveau du tissu pancréatique qui présente certaines caractéristiques

de l’épithélium ductal pancréatique. Celle-ci peut progresser vers

l’adénocarcinome invasif et elle représente la lésion la plus fréquemment

observée. Les lésions PanIN de grade 1 sont caractérisées par un allongement

cellulaire et peuvent progresser vers un état de dysplasie plus avancé où des

noyaux atypiques et une perte de polarité sont observés (PanIN-2 et 3) (Figure

2A). L’étude de la progression des lésions PanIN vers l’adénocarcinome a permis

d’associer les altérations génétiques observées aux différents stades (Figure 2B).

D’abord, la mutation de l’oncogène KRAS est parmi les premiers évènements

observés dès les lésions PanIN-1. L’altération de CDKN2A est ensuite rapidement
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observée, tandis que les mutations des gènes suppresseur de tumeur TP53 et

SMAD4 surviennent plus tardivement (PanIN-3). Comme dans plusieurs autres

organes, la tumorigenèse pancréatique résulte d’une séquence d’évènements, la

mutation de KRAS est un évènement initiateur alors que la progression

nécessiterait d’autres altérations. Enfin, il existe deux autres types de lésions

pancréatiques, la tumeur kystique mucineuse (MCN) et la tumeur intracanalaire

papillaire mucineuse (IPMN), qui peuvent également progresser vers

l’adénocarcinome. Malgré qu’elles présentent des différences histologiques et

génétiques, ces lésions possèdent plusieurs des altérations observées dans les

PanIN (KRAS, TP53 et SMAD4) suggérant que la progression des différentes

lésions vers l’adénocarcinome pourrait impliquer des mécanismes communs

(MacGregor-Das & Iacobuzio-Donahue, 2013).

1.2.2 Modèles animaux de cancer pancréatique

L’utilisation du promoteur de l’élastase, un gène spécifiquement exprimé

dans les cellules acinaires, a permis l’établissement des premiers modèles murins

de cancer pancréatique dans les années 80. En effet, l’expression de l’antigène T

de SV40 (Ornitz et al., 1987) ou de l’oncogène Hras (Quaife et al., 1987) sous le

contrôle du promoteur de l’élastase entraîne le développement de carcinomes de

type acineux chez la souris. Plus récemment, l’expression du mutant KrasG12D,

fréquemment observé dans le cancer pancréatique, spécifiquement dans les

cellules acinaires à l’aide du promoteur de Mist1 a également été rapportée

comme favorisant le développement de carcinomes de type acineux (Tuveson et

al., 2006).

Par contre, ces modèles d’expression de transgènes spécifiquement au

niveau des cellules acinaires chez la souris n’induisent pas la formation

d’adénocarcinome pancréatique (PDAC) qui représente plus de 90% des cancers

pancréatiques. Les promoteurs Pdx-1 ou p48 (Ptf1A), spécifiques aux cellules

précurseurs pancréatiques ont permis la génération de souris transgéniques
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développant des adénocarcinomes ductaux. D’abord, les souris Pdx-1-Cre;LoxP-

Stop-LoxP(LSL)-KrasG12D (aussi nommées KC) ou p48-Cre;LSL-KrasG12D

expriment le mutant de l’oncogène Kras le plus fréquemment observé dans le

cancer pancréatique suite à l’excision de la séquence « Stop » par la

recombinaison des sites LoxP d’un allèle LSL-KrasG12D à l’aide de la Cre

recombinase sous le contrôle des promoteurs Pdx-1 ou p48. Ces souris

développent toutes des lésions PanIN qui progressent, en fonction de l’âge, vers

les stades plus avancés, toutefois la progression de celles-ci en adénocarcinome

invasif est observée chez seulement 10% des animaux âgés d’un an (Hingorani et

al., 2003). Ces résultats suggèrent que la mutation de Kras est un évènement

précoce de la carcinogenèse pancréatique et que d’autres altérations sont

nécessaires pour la progression des lésions PanIN en adénocarcinomes. À cet

égard, le croisement des souris Pdx-1-Cre;LSL-KrasG12D (KC) avec les souris

Cdkn2Alox/lox (Aguirre et al., 2003) ou LSL-Trp53R172H/+ (Hingorani et al., 2005)

accélère la progression tumorale, les adénocarcinomes pancréatiques étant

respectivement observés dès l’âge de 8 ou 10 semaines. Ces résultats suggèrent

que la délétion de Cdkn2A ou l’expression du mutant Trp53R172H, spécifiquement

au niveau des cellules pancréatiques précurseurs, favorisent la progression des

lésions PanIN en adénocarcinomes. Les souris Pdx-1-Cre;Cdkn2Alox/lox ne

développent pas d’adénocarcinomes pancréatiques suggérant que la perte

d’expression de P16INK4A n’est pas suffisante pour induire la carcinogenèse

pancréatique. Ces modèles possèdent toutefois une limite puisque les différents

transgènes sont exprimés à l’état embryonnaire et conjointement, ce qui ne

représente pas la progression observée chez les patients (Guerra & Barbacid,

2013).

Récemment, une équipe a généré les souris Elas-tTA/Tet-Off-Cre;LSL-

KrasG12Vgeo exprimant une Cre recombinase inductible à la tétracycline (« Tet-

Off ») sous le promoteur de l’élastase qui contrôle l’expression d’un allèle LSL-

KrasG12V (Guerra et al., 2007). Ces animaux ont été maintenus en présence de

doxycycline jusqu’à l’âge de 2 mois, temps où l’expression de l’oncogène KrasG12V
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a été induite par le retrait de la doxycycline. L’induction de l’expression de KrasG12V

à l’âge adulte chez ces souris induit la formation de lésions PanIN et

d’adénocarcinomes seulement lorsque combiné à l’induction d’une pancréatite

(inflammation). Des résultats similaires ont été obtenu à l’aide des souris p48-

Cre;R26-rtTa-IRES-EGFP;Tet-On-KrasG12D, un autre modèle inductible de

l’expression de l’oncogène KrasG12D spécifiquement au niveau des cellules

épithéliales pancréatiques (Collins et al., 2012). Les auteurs ont observé que

l’induction d’une pancréatite favorise la progression tumorale induite par

l’expression de KrasG12D à l’âge adulte (4 à 6 semaines). Il a été suggéré que les

dommages induits au niveau du pancréas suite à une pancréatite pourraient

sensibiliser les cellules épithéliales pancréatiques à leur transformation induite par

l’oncogène Kras. Ces résultats suggèrent que le microenvironnement, notamment

l’inflammation, contribue à la progression de la carcinogenèse pancréatique induite

par un Kras oncogénique. De façon intéressante, Collins M.A. et collaborateurs ont

observé que l’inactivation de l’expression de KrasG12D entraîne la régression des

lésions PanIN et des adénocarcinomes formés, ainsi que le remodelage du stroma

des tumeurs (Collins et al., 2012). L’oncogène KrasG12D est donc requis autant pour

l’initiation que le maintien du cancer pancréatique.

1.2.3 Le cancer pancréatique chez l’humain

Malgré la caractérisation et la reconstitution d’un modèle de tumorigenèse

pancréatique, le taux de survie de ce cancer n’a pas été amélioré depuis les 30

dernières années. Jusqu’à présent le seul traitement curatif du cancer

pancréatique est la résection de la tumeur, possible chez seulement 15-20% des

patients. Depuis les années 90, la gemcitabine un analogue de la déoxycytidine ou

le 5-Fluorouracil, deux agents antimétabolites, sont utilisés comme traitements

standards du cancer pancréatique, toutefois leur efficacité est limitée (Valsecchi et

al., 2014). Afin d’améliorer l’efficacité de ces traitements, différentes combinaisons

avec d’autres agents chimiothérapeutiques ont été testées. Une étude clinique de

phase III a démontré pour la première fois une augmentation significative de
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l’efficacité de la gemcitabine par la combinaison avec l’Erlotinib un inhibiteur

d’EGFR (Moore et al., 2007). La gemcitabine seule demeure le traitement standard

du cancer pancréatique due au faible bénéfice de cette combinaison, augmentant

la survie moyenne de 5,91 à 6,24 mois. Récemment, les combinaisons de la

gemcitabine avec le nab-Paclitaxel (Von Hoff et al., 2013) ou le FOLFIRINOX

(Conroy et al., 2011) comparativement à la gemcitabine seule ont amélioré la

survie moyenne des patients, passant respectivement de 6,7 à 8,5 ou de 6,8 à

11,1 mois. Il est à noter que ces combinaisons démontrent une plus grande toxicité

et n’offrent qu’un prolongement de la survie des patients, donc l’identification de

nouvelles cibles thérapeutiques demeure primordiale.

Afin d’identifier de nouvelles caractéristiques génétiques du cancer

pancréatique, une équipe a récemment entrepris le séquençage de 24

adénocarcinomes pancréatiques (Jones et al., 2008). L’analyse a identifié en

moyenne 63 altérations génétiques par adénocarcinome dont plusieurs distinctes

selon les tumeurs. Celles-ci ont été associées à 12 voies de signalisation ou

processus cellulaires : les voies de signalisation du TGF, des JNK, des intégrines,

des Hedgehog, de KRAS, des petites GTPases et de WNT/Notch, ainsi qu’aux

processus d’invasion, d’apoptose, du contrôle des dommages à l’ADN, du contrôle

de la transition G1-S et de l’adhésion cellulaire. Ces résultats appuient

l’hétérogénéité des tumeurs pancréatiques suggérant qu’il serait bénéfique de

cibler les voies identifiées plutôt qu’une altération génétique spécifique. D’autre

part, le séquençage de différentes populations de cellules normales ou issues de

la tumeur primaire ou des métastases a été réalisé sur 7 patients atteints du

cancer pancréatique (Yachida et al., 2010). Les auteurs ont analysé l’évolution des

différentes altérations génétiques retrouvées au niveau de ces populations de

cellules. À l’aide d’un modèle mathématique, ils ont estimé chez l’humain la durée

entre l’initiation et l’apparition de la cellule parentale de la tumeur primaire (11,7

années), puis vers la cellule métastasique (6,8 années) et enfin jusqu’à la mort (2,7

années). Le dépistage tardif de la maladie laissait jusqu’alors croire que le cancer

pancréatique se développait très rapidement. Or, cette étude suggère qu’une
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intervention plus rapide pourrait être possible à condition d’identifier des

biomarqueurs précoces et d’acquérir une meilleure compréhension des

mécanismes de régulation impliqués dans la progression et croissance tumorale

pancréatique.

2. L’autophagie

L’autophagie est un processus de dégradation du contenu intracellulaire

ayant été conservé au cours de l’évolution. Ce processus cellulaire permet la

dégradation et le recyclage de contenu cytoplasmique, particulièrement les

protéines à longue demi-vie et les organites endommagés. Différents types

d’autophagie ont été décrits, soit la macroautophagie, la microautophagie et

l’autophagie associée aux protéines chaperonnes (Ravikumar et al., 2009).

D’abord, la microautophagie consiste à l’incorporation et la dégradation non-

sélective de composantes du cytosol au niveau des lysosomes via invagination.

Contrairement à la microautophagie, l’autophagie associée aux protéines

chaperonnes permettrait le transport sélectif de contenu cytosolique vers l’intérieur

des lysosomes. Ce type d’autophagie impliquerait la reconnaissance d’un motif par

les protéines chaperonnes et des récepteurs à la surface des lysosomes,

possiblement la protéine LAMP2A. Enfin, la macroautophagie est caractérisée par

la formation de vésicules à membrane phospholipidique double, autophagosomes,

qui séquestrent du contenu cytosolique. Ces autophagosomes fusionneront

ensuite avec les lysosomes ce qui permettra la dégradation et le recyclage de leur

contenu. La section suivante s’attardera à la macroautophagie et dorénavant le

terme « autophagie » désignera ce processus au cours de cet ouvrage.

Le processus d’autophagie comporte plusieurs étapes : 1- l’induction, 2- la

nucléation, 3- l’élongation des phagophores/autophagosomes, 4- la maturation des

autophagosomes et leur fusion avec les lysosomes et 5- la dégradation du contenu

des autolysosomes (Figure 3A). L’induction de la formation des autophagosomes

est caractérisée par la formation d’un site d’assemblage d’une structure de
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Figure 3: L’autophagie et les complexes protéiques régulant ses principales
étapes. A) L’autophagie débute par l’induction (1) d’un site de pré-assemblage
(PAS) qui sera le lieu de formation des phagophores qui deviendront les
autophagosomes. Ces structures à membrane phospholipidique double recourbée,
les phagophores, sont formés par nucléation (2). L’élongation (3) des phagophores
entraîne la séquestration du contenu cellulaire à l’intérieur des autophagosomes
nouvellement formés. La maturation et la fusion de ces autophagosomes avec des
lysosomes permettent la dégradation (5) et le recyclage de leur contenu. Adapté
de Xie & Klionsky, 2007. B) L’induction (1) de l’autophagie est régulée par le
complexe ULK composé des protéines ULK1/2, ATG13, FIP200 et ATG101. Le
rôle de ce complexe demeure à être clarifié, toutefois il régulerait la localisation de
la protéine ATG9 au site PAS ainsi que l’activité du complexe VPS34. C) Le
complexe VPS34 est nécessaire pour la nucléation (2) des phagophores et les
protéines VPS34, p150 et BÉCLINE 1 composent son noyau. Plusieurs protéines
peuvent s’associer à BÉCLINE 1 et réguler l’activité du complexe VPS34
positivement (ATG14; UVRAG-BIF1) ou négativement (BCL-2; UVRAG-
RUBICON). D) Deux systèmes de conjugaison similaires à l’ubiquitine régulent
l’élongation (3) des phagophores. Brièvement, ils permettent la conjugaison de la
protéine LC3 à un phosphatidyléthaolamine (PE) ainsi que de la protéine ATG12 à
ATG5. Dans ces systèmes, la protéine ATG7 est équivalente à une E1, alors
qu’ATG3 et ATG10 sont similaires à une protéine E2. La protéine ATG12
conjuguée à ATG5 forme un complexe multimérique avec la protéine ATG16.
Enfin, le clivage de LC3 par ATG4 est requis pour sa conjugaison et la forme
conjugée au PE, LC3 II, sert de marqueur d’autophagie puisqu’elle est localisée à
la membrane des vésicules autophagiques (A).



12

pré-autophagosome (PAS) aussi nommée « phagophore ». La nucléation et

l’élongation du phagophore, qui consiste en une structure à membrane

phospholipidique double recourbée, permettront la formation de la vésicule

autophagique nommée autophagosome. La source lipidique composant la

membrane des phagophores/autophagosomes demeure inconnue, toutefois les

membranes du réticulum endoplasmique, du réseau trans-golgi, des mitochondries

ainsi que la membrane plasmique ont été suggérées comme sources possibles. La

maturation du phagophore en autophagosome entraîne la séquestration de

contenu cytosolique à l’intérieur de ces vésicules. Par la suite, la fusion de ces

autophagosomes avec les lysosomes, formant des autolysosomes, mène à

l’acidification de ces vésicules ce qui permet la dégradation et le recyclage du

contenu. L’autophagie permet le recyclage d’acides aminés, de lipides, de

nucléotides et de glucides ce qui favorise la survie cellulaire particulièrement lors

d’un stress métabolique (Rabinowitz & White, 2010). De plus, l’autophagie peut

aussi protéger les cellules contre le stress oxydatif via l’élimination des

mitochondries endommagées.

2.1 Mécanismes moléculaires

L’étude de l’autophagie chez la levure Saccharomyces cerevisiae a mené à

l’identification d’une trentaine de gènes ATG (« Autophagy related ») impliqués

dans la régulation de ce processus (Klionsky et al., 2003; Xie & Klionsky, 2007).

Jusqu’à présent, des orthologues pour plus de la moitié de ces gènes ATG ont été

décrits chez les mammifères. Il existe un ensemble de gènes ATG nécessaires

pour la formation des autophagosomes et communs à tous les sous-types

d’autophagie (Xie & Klionsky, 2007). Ces gènes forment le noyau de la machinerie

moléculaire de l’autophagie. Lors de l’induction de l’autophagie, la protéine

transmembranaire ATG9 est retrouvée localisée au niveau des phagophores.

L’initiation de l’autophagie semble impliquer la translocation de ATG9 entre le site

d’assemblage des phagophores et un site périphérique, correspondant chez les

mammifères au réseau trans-Golgi et les endosomes tardifs (Young et al., 2006).
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Toutefois, les mécanismes régulant la localisation d’ATG9 et son rôle précis dans

l’induction de l’autophagie demeurent à être identifiés.

De plus, un complexe protéique composé des protéines ULK1/2 (ATG1),

ATG13, ATG101 et FIP200 est requis pour l’induction de l’autophagie (Figure 3B).

Les protéines « unc-51-like kinase » (ULK1 et ULK2), l’orthologue d’ATG1 chez les

mammifères, sont des sérine/thréonine kinases, alors qu’ATG13, ATG101 et

FIP200 régulent l’activité du complexe ULK. Chez les mammifères, la « 200-kDa

focal adhesion kinase family-interacting protein » (FIP200) semble l’équivalent

d’ATG17, alors qu’ATG101 a été identifié comme un nouveau gène ATG non

conservé chez Saccharomyces cerevisiae (Hosokawa et al., 2009; Mercer et al.,

2009). L’association d’ATG101 avec la protéine ATG13 protège cette dernière de

la dégradation ce qui stabilise son expression. Les phosphorylations observées au

niveau du complexe ULK régulent principalement son activité, puisque chez les

mammifères le complexe ULK est particulièrement stable. L’activité du complexe

ULK est régulée par la phosphorylation d’ULK, d’ATG13 et de FIP200 et sera

discutée à la section 2.2.1.1. La fonction précise de l’activation du complexe ULK

dans l’induction de l’autophagie demeure à être clarifiée. Le complexe ULK

favoriserait la translocation d’ATG9 vers le phagophore, mais peut aussi

phosphoryler BÉCLINE 1 sur la sérine 14 ce qui active le complexe VPS34 qui

régule la nucléation des phagophores (Russell et al., 2013; Weerasekara et al.,

2014; Young et al., 2006).

Ce complexe VPS34 (PI3K de classe III) est requis pour la nucléation des

phagophores, toutefois son rôle précis demeure inconnu. Les protéines VPS34,

p150 (VPS15), et BÉCLINE 1 (ATG6) forment le noyau de ce complexe, alors que

de nombreuses protéines s’associent avec BÉCLINE 1 régulant l’activité du

complexe VPS34 (R Kang et al., 2011) (Figure 3C). D’abord, les associations

d’ATG14L et de RUBICON avec BÉCLINE 1 sont mutuellement exclusives.

L’expression d’ATG14L est requise pour l’autophagie, alors que l’association de

RUBICON à BÉCLINE 1 via la protéine « UV radiation resistance-associated
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gene » (UVRAG) régule négativement l’autophagie (Matsunaga et al., 2009). À

l’inverse, l’interaction de la protéine « Endophilin B1/Bax-interacting factor 1 »

(BIF1) avec UVRAG au niveau du complexe VPS34 favorise l’induction de

l’autophagie (Takahashi et al., 2007). La présence d’un domaine BH3 de la

protéine BÉCLINE 1 permet l’interaction de cette dernière avec les homologues

anti-apoptotiques, BCL-2 et BCL-XL, ce qui entraîne sa dissociation du complexe

VPS34 et l’inhibition de l’autophagie (Sinha & B, 2009). Bref, les différentes

interactions de la protéine BÉCLINE 1 régulent l’activité du complexe VPS34 et

selon les protéines impliquées peuvent soit induire ou inhiber l’autophagie.

D’autre part, l’élongation des phagophores requiert deux systèmes de

conjugaison similaires à celui de l’ubiquitine. Les protéines LC3 (ATG8) et ATG12

possèdent une structure similaire à celle de l’ubiquitine et elles sont conjuguées

respectivement avec un phosphatidyléthanolamine (PE) ou la protéine ATG5

(Figure 3D). La protéine LC3 doit d’abord subir un clivage protéolytique par la

cystéine protéase ATG4 ce qui génère LC3 I. Ce clivage en C-terminal de LC3

expose la glycine nécessaire à la conjugaison du PE. La protéine ATG7 est

responsable de l’activité équivalente à celle d’une protéine activatrice E1 pour les

protéines LC3 I et ATG12. Ensuite, les protéines similaires aux protéines E2 sont

ATG3 pour LC3 et ATG10 pour ATG12. La liaison de la glycine en c-terminal

d’ATG12 s’effectue de façon covalente avec une lysine d’ATG5. La protéine ATG5

conjuguée se lie également à la protéine ATG16L formant un complexe

multimérique avec ATG12. Les complexes ATG12-ATG5-ATG16L se retrouvent

localisés au niveau de la membrane extérieure des phagophores et ils sont

relâchés dans le cytosol une fois l’autophagosome formé. Ces complexes

possèderaient une activité équivalente à une enzyme E3 et seraient impliqués

dans la conjugaison de LC3 I au PE (Hanada et al., 2007; Xie & Klionsky, 2007).

Enfin, la protéine LC3 conjuguée au PE (LC3 II) sert de marqueur d’autophagie

puisqu’elle est localisée au niveau des membranes des phagophores, des

autophagosomes ainsi que des autolysosomes (Figure 3A).
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Plusieurs des autres protéines ATG seraient également impliquées dans la

formation des autophagosomes de façon plus spécifique selon le contexte ou le

type d’autophagie (Xie & Klionsky, 2007). Quelques protéines ont été identifiées

comme récepteur pour différents cargos ciblés pour la dégradation sélective par

l’autophagie. La protéine p62/SQSTM1 reconnaît plusieurs protéines ou agrégats

de protéines polyubiquitinylées et les ciblent vers les autophagosomes en

formation. Le récepteur de cargo p62/SQSTM1 semble commun à plusieurs voies

de dégradation sélective par autophagie, alors que l’implication des protéines NIX

(mitophagie), NBR1 (agréphagie et pexophagie), NPD52 et OPTN (xénophagie)

est plus spécifique (Stolz et al., 2014). L’étude des voies d’autophagie sélective

permettra de définir les différents mécanismes moléculaires impliqués afin de

mieux comprendre la régulation et le rôle de ces processus.

2.2 Régulation de l’autophagie :

2.2.1 La voie de signalisation mTOR

La voie de signalisation « mammalian Target Of Rapamycin » (mTOR) a été

décrite pour jouer un rôle central dans le contrôle de l’homéostasie du

métabolisme et la croissance cellulaire en régulant la prolifération, la survie

cellulaire, la synthèse protéique, le métabolisme et l’autophagie. La

sérine/thréonine kinase mTOR est la sous-unité catalytique de 2 complexes,

mTORC1 et mTORC2 (Figure 4) (Zoncu et al., 2011). Les protéines « regulatory-

associated protein of mTOR » (RAPTOR) et « rapamycin-insensitive companion of

mTOR » (RICTOR) servent d’échafaudage pour la formation des complexes

mTORC1 et mTORC2 respectivement. La protéine PRAS40, unique au complexe

mTORC1, se lie à RAPTOR et agit comme un régulateur négatif de l’activité de ce

complexe. Au niveau du complexe mTORC2, les protéines PROTOR et mSIN1 se

lient à RICTOR. L’association de PROTOR favoriserait l’assemblage du complexe,

tandis que mSIN1 permettrait la localisation de mTORC2 au niveau des

membranes. Enfin, deux autres protéines, DEPTOR et mLST8, sont communes

aux deux complexes et se lient à mTOR agissant respectivement comme
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régulateur négatif et positif. La phosphorylation de DEPTOR par la « Casein

kinase 1 » (CK1 et par mTOR entraîne sa dégradation protéasomale via un

mécanisme dépendant de la TrCP ce qui amplifie l’activation de la signalisation

mTOR (Duan et al., 2011; Gao et al., 2011).

2.2.1.1 Régulation de la signalisation mTOR

La voie de signalisation mTOR intègre un grand nombre de signaux incluant

ceux médiés par les facteurs de croissance, ainsi que les stress associés à une

privation en acides aminés, en oxygène ou d’énergie. Le complexe « Tuberous

sclerosis complex » formé des protéines TSC1 et TSC2 est important pour la

régulation de l’activité du complexe mTORC1 en réponse à plusieurs signaux. Le

complexe TSC1/2, via l’activité GTPase activatrice de TSC2, convertit la forme

active de la protéine RHEB couplée au GTP en sa forme inactive couplée au GDP

(Figure 4). La protéine RHEB-GTP interagit avec la protéine mTOR activant le

complexe mTORC1, toutefois le mécanisme précis demeure à être élucidé (Long

et al., 2005). Il a été suggéré que l’interaction de RHEB avec mTOR pourrait

favoriser l’association de RAPTOR avec ses substrats (T. Sato et al., 2009). Le

complexe TSC1/2 est donc un régulateur négatif de l’activité du complexe

mTORC1.

L’activation de la voie mTOR en réponse aux facteurs de croissance

s’effectue via l’activation de récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK), qui

activent les voies de signalisation PI3K/AKT et RAS/MAPK (Figure 4a). La voie de

signalisation RAS entraîne l’activation de la voie MAPK, RAF-MEK-ERK, qui peut

aussi menée à la phosphorylation et l’activation de RSK par ERK. Les kinases

AKT, ERK et RSK peuvent phosphoryler plusieurs résidus de TSC2 ce qui inhibe

son activité GTPase et permet l’accumulation de la forme active RHEB-GTP

activant mTORC1. La protéine AKT peut également phosphoryler le régulateur

négatif du complexe mTORC1 PRAS40 ce qui favorise son interaction avec les

protéines 14-3-3 et empêche l’inhibition de la voie mTOR. D’autres kinases, dont
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Figure 4: Régulation de la voie de signalisation mTOR
La protéine mTOR forme deux complexes mTORC1 et mTORC2, dont l’activité est
régulée en réponse à de nombreux signaux. Tout d’abord, les facteurs de
croissance (a.) activent des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) qui
induisent à leur tour les voies de signalisation RAS-RAF-MEK-ERK et IRS-PI3K-
PDK1-AKT. La phosphorylation du complexe TSC1/2 par les kinases ERK, AKT et
RSK inhibe son activité GTPase entraînant l’accumulation de RHEB-GTP actif qui
active mTORC1. À l’inverse, l’activité du complexe TSC1/2 peut être favorisée par
sa phosphorylation par GSK3, qui est inhibée par AKT et la voie WNT. D’autre
part, la déplétion d’ATP lors d’un stress métabolique active LKB1 qui phosphoryle
et active l’AMPK (b.). L’AMPK inhibe la voie mTORC1 via la phosphorylation et
l’activation du complexe TSC1/2, ainsi qu’en phosphorylant RAPTOR. L’hypoxie
(c.) entraîne l’activation de REDD1 qui active le complexe TSC1/2 inhibant
mTORC1. Enfin, l’hétérodimère RAG(A/B)GTP-RAG(C/D)GDP actif est contrôlé par
les acides aminés et il favorise l’activation de mTORC1 via RHEB-GTP (d.). Les
complexes Ragulator et Gator1 agissent respectivement comme GEF et GAP des
RAG A/B, alors que le complexe Folliculine-FNIP est la GAP des RAG C/D. De
plus, l’activité GAP de Gator1 est inhibée par le complexe Gator2.
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GSK3, peuvent également phosphoryler le complexe TSC1/2 pour réguler

négativement l’activité de mTOR. Les GSK3, qui sont en aval entre autres de la

voie PI3K/AKT et des WNT, peuvent phosphoryler TSC2 sur des sites activateurs

menant à l’inhibition de la voie mTORC1 (Inoki et al., 2006) (Voir section 3.1).

En réponse à une baisse en ATP, la protéine AMPK est activée et peut

phosphoryler TSC2 sur la Thr1227 et la Ser1345 (Inoki et al., 2003) (Figure 4b).

Contrairement aux phosphorylations inactivatrices par AKT, ERK et RSK, la

phosphorylation de TSC2 par l’AMPK favorise l’activité GTPase du complexe

TSC1/2 qui inhibe mTORC1. De plus, l’AMPK peut également phosphoryler

Raptor, un membre du complexe mTORC1, ce qui favorise son interaction avec les

protéines 14-3-3 et contribue à l’inhibition de mTORC1 (Gwinn et al., 2008). Par

ailleurs, la privation en oxygène (hypoxie) régule également l’activité du complexe

mTORC1 via l’activation de TSC1/2 (Figure 4c). L’hypoxie active la protéine

« Regulated in development and DNA damage responses 1 » (REDD1), qui

favorise l’activité du complexe TSC1/2 en libérant TSC2 de son interaction

inhibitrice avec les 14-3-3 (Brugarolas et al., 2004; Deyoung et al., 2008).

La régulation de mTOR lors d’une privation en acides aminés ne s’effectue

pas via le complexe TSC1/2, mais plutôt via la famille de petites protéines

GTPases RAG (Efeyan et al., 2012). Les « Ras-related GTP binding protein »

(RAG) sont retrouvées sous forme d’hétérodimère d’une protéine RAG A ou B

avec une protéine RAG C ou D. En présence d’acides aminés, l’hétérodimère RAG

se retrouve sous sa forme active où RAG (A ou B) est lié au GTP et RAG (C ou D)

est lié au GDP (Figure 4d). Cet hétérodimère RAG actif, RAG(A/B)GTP-

RAG(C/D)GDP, recrute le complexe mTORC1 à la surface des lysosomes et

favorise son activation par RHEB. Récemment, l’équipe de D.M. Sabatini a

identifié le complexe responsable de l’activité « Guanine nucleotide exchange

factor » (GEF) pour RAG A et B nommé « Ragulator » (Bar-Peled et al., 2012). Ce

complexe composé des protéines p18, p14, Mp1, C7orf59 et HBXIP,

respectivement renommées LAMTOR 1 à 5, permet le recrutement des RAG à la
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surface des lysosomes et active l’hétérodimère RAG via son activité GEF.

L’interaction du complexe RAG-Ragulator avec les v-ATPases a été observée

suggérant qu’en plus de leur rôle dans l’acidification des lysosomes, les v-

ATPases seraient impliquées dans la régulation de mTORC1. Le complexe

Gator1, formé des protéines NPRL2, NPRL3 et DEPDC5, est responsable de

l’activité « GTPase-activating protein » (GAP) pour RAG A et B et contre-balance

l’activité GEF de Ragulator. L’activité GAP de GATOR1, qui induit le transfert d’un

GDP à RAG A ou B et inactive l’hétérodimère RAG, est inhibée par Gator2. Ce

deuxième complexe Gator2 est composé des protéines Mios, SEH1L, WDR23,

WDR59 et SEC13. Enfin, la Folliculine et la « Folliculin-interacting protein » (FNIP)

forment un autre complexe, qui démontre une activité GAP pour les RAG C et D, et

contribuent à l’activation des RAG en réponse aux acides aminés (Tsun et al.,

2013). Bref, la régulation des hétérodimères RAG et du complexe TSC1/2 joue un

rôle central dans l’intégration des signaux contrôlant la signalisation mTORC1.

2.2.1.2 Régulation de l’autophagie par les voies de signalisation mTOR et AMPK

Tout d’abord, les voies de signalisation mTOR et AMPK régulent l’activité du

complexe ULK impliqué dans l’induction de l’autophagie (Figure 3A-B). À l’état

basal, le complexe mTORC1 phosphoryle ULK1 sur la Ser757 et ATG13 ce qui

inhibe l’activité du complexe ULK (Hosokawa et al., 2009; J. Kim et al., 2011). Lors

d’une privation en glucose, la phosphorylation d’ULK1 est modulée par l’activation

de l’AMPK et l’inhibition de mTORC1. La réduction de la phosphorylation

mTORC1-dépendante de ULK1 sur la Ser757 favorise l’association de l’AMPK

avec ULK1 ce qui contribue à l’activation du complexe ULK. L’AMPK peut

phosphoryler ULK1 sur les sérines 317 et 777 favorisant l’activité du complexe

ULK ce qui mène à l’induction de l’autophagie. Quelques études ont également

observé la phosphorylation d’ULK1 sur d’autres résidus, notamment la Ser555, qui

permet l’association d’ULK1 avec les protéines 14-3-3 (Bach et al., 2011; Egan et

al., 2011). Chez les mammifères, les phosphorylations au niveau du complexe

ULK semblent principalement réguler son activité, puisque sa formation est peu
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affectée. De nouvelles études permettront d’améliorer notre compréhension des

mécanismes de régulation du complexe ULK et de l’autophagie.

Récemment, des études ont mis en évidence l’importance du facteur de

transcription EB (TFEB), en aval de mTORC1, dans la régulation de l’autophagie

induite suite à une privation en nutriments. Ce facteur de transcription a été

identifié comme un régulateur majeur de gènes impliqués dans la biogenèse des

lysosomes ainsi que dans l’autophagie (Settembre, Fraldi, et al., 2013). En effet,

TFEB reconnaît une séquence consensus (GTCACGTGAC) nommée

« Coordinated Lysosomal Expression And Regulation » (CLEAR) qui est présente

sur le promoteur de la majorité des gènes associés aux lysosomes (Sardiello et al.,

2009).

La protéine TFEB appartient à la famille des facteurs de transcription à motif

basique hélice-boucle-hélice (bHLH) et plus particulièrement elle est un membre,

avec TFE3, MiTF et TFEC, de la sous-famille « Microphthalmia-associated

Transcriptor Factor » (MiTF/TFE). La surexpression de TFEB dans les cellules

HeLa augmente la biogenèse des lysosomes et induit l’autophagie (Sardiello et al.,

2009; Settembre et al., 2011). L’étude de Settembre et al. a démontré la

translocation de TFEB du cytosol vers le noyau suite à la privation des cellules en

facteurs de croissance et en nutriments suggérant la contribution de TFEB dans

l’induction de l’autophagie en réponse à ce stress. Les auteurs ont observé des

changements au niveau de la phosphorylation de la protéine TFEB suite à la

privation en nutriments. De façon intéressante, ils ont démontré qu’un mutant de

TFEB où le résidu Ser142 a été changé en alanine, bloquant sa phosphorylation,

est plus fortement localisé au noyau comparativement à la localisation

majoritairement cytosolique de TFEB de type sauvage. De façon similaire,

l’expression d’un mutant TFEBS211A est localisée au noyau tandis que le TFEB de

type sauvage est localisé au cytosol ce qui suggère que la phosphorylation de la

Ser211, comme celle de la Ser142, de TFEB maintient sa localisation au cytosol

(Settembre et al., 2012). Quelques études ont démontré l’implication d’ERK2 dans
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la phosphorylation de TFEB sur la sérine 142 (Settembre et al., 2011), ainsi que la

phosphorylation des sérines 142 et 211 par mTORC1 (Jose a. Martina et al., 2012;

Roczniak-Ferguson et al., 2012; Settembre et al., 2012). La phosphorylation de

TFEB sur sa sérine 211 favoriserait son interaction avec les protéines 14-3-3 ce

qui séquestre TFEB au niveau de cytosol (Jose a. Martina et al., 2012; Roczniak-

Ferguson et al., 2012). La phosphorylation de TFEB par mTORC1 semble donc

maintenir sa localisation cytosolique. Une étude a également démontré la

phosphorylation de trois sérines de TFEB, en C-terminal, par la protéine kinase C

(PKC) ce qui entraîne une augmentation de l’expression de la protéine TFEB.

Ces résultats suggèrent que certaines kinases peuvent phosphoryler différents

résidus de TFEB et que ces modifications post-traductionnelles régulent sa

localisation, mais influencent également sa stabilité. De nouvelles études seront

donc nécessaires afin d’élargir notre compréhension des mécanismes de

régulation de TFEB.

Récemment, le facteur de transcription ZKSCAN3, membre de la famille à

doigts de zinc, a été identifié comme un régulateur négatif de l’autophagie qui

semble s’opposer au rôle de TFEB (Chauhan et al., 2013). L’expression de

ZKSCAN3 réprime la transcription de plusieurs gènes associés à l’autophagie et à

la biogenèse des lysosomes. De façon intéressante, ZKSCAN3 et TFEB sont

inversement régulés suite à la privation en nutriments ou l’inhibition de mTOR;

c’est-à-dire que ZKSCAN3 transloque du noyau vers le cytosol. Les mécanismes

de régulation de ZKSCAN3 et sa possible coopération avec TFEB dans le contrôle

de l’autophagie demeurent à être étudiés.

2.2.1.3 Autres régulateurs

L’aspect transcriptionnel de la régulation de l’autophagie est un sujet d’étude

assez récent et l’implication de plusieurs facteurs de transcription a été proposée.

Une étude a démontré que la privation en nutriments peut mener à l’activation de

« cAMP response element-binding protein » (Creb) qui induit l’autophagie
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dégradant particulièrement les lipides (Seok et al., 2014). L’activation de Creb

induit la transcription de nombreux gènes associés à l’autophagie incluant Atg7,

Ulk1 et Tfeb. À l’inverse, l’activation du récepteur nucléaire « Farnesoid X

receptor » (Fxr) par les acides biliaires réprime la transcription dépendante de

Creb et inhibe l’autophagie. La combinaison Fxr-Creb semble jouer un rôle dans la

régulation physiologique de l’autophagie lors du cycle prise de repas et de jeûne.

De plus, le stress métabolique peut également activer les facteurs de

transcription FOXO ce qui inhibe la voie mTORC1 via BNIP3 et induit l’autophagie

( a Lin et al., 2013). Les FOXO (FOXO1 et FOXO3a) peuvent également induire la

transcription de plusieurs gènes associés à l’autophagie dans différentes

conditions (Füllgrabe et al., 2014). L’implication de plusieurs autres facteurs de

transcription (dont ATF4, -CATÉNINE, C/EBP, CHOP, E2F1, HIF1, JUN, NFB,

P53, STAT 1 et 3) dans la régulation de l’autophagie a été observée dans divers

contextes cellulaires. D’ailleurs, certains de ces facteurs de transcription sont

impliqués dans l’induction de l’autophagie en réponse au stress du réticulum

endoplasmique.

2.2.2. Le stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est impliqué dans plusieurs processus cellulaires

tels que l’assemblage et la maturation des protéines, l’entreposage et la relâche de

calcium, le métabolisme des lipides et des glucides. Une perturbation de

l’homéostasie du réticulum endoplasmique engendre un déséquilibre entre la

capacité de maturation des protéines et le taux de synthèse protéique. Ce

déséquilibre entraîne l’accumulation de protéines insuffisamment ou mal repliées

dans la lumière du réticulum endoplasmique menant à un état de stress de ce

dernier. En réponse à un stress du réticulum endoplasmique plusieurs voies de

signalisation sont activées afin de rétablir l’homéostasie et favoriser la survie

cellulaire ou dans le cas d’un stress prolongé, induire l’apoptose. Ces voies

incluent l’« unfolded protein response » (UPR), l’« ER-associated degradation »
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(ERAD) et l’autophagie, qui sont toutes impliquées dans la dégradation des

protéines ayant un défaut de conformation. Le stress du réticulum endoplasmique

est détecté par les récepteurs transmembranaires PERK, ATF6 et IRE1 retrouvés

à la membrane du réticulum endoplasmique qui activent chacune des 3 voies de

signalisation associées à l’UPR (Deegan et al., 2013; Senft & Ronai, 2015). En

condition basale, la protéine chaperonne GRP78 (aussi nommé Bip) est associée

au domaine luminal de ces récepteurs transmembranaires résultant en leur

inactivation. Lors d’un stress du réticulum endoplasmique, l’accumulation de

protéines insuffisamment ou mal repliées dans la lumière du réticulum

endoplasmique mène à la dissociation de GRP78 et l’activation des protéines

PERK, ATF6 et IRE1(Figure 5).

La protéine PERK, une sérine/thréonine kinase, phosphoryle la protéine

eIF2 réduisant la traduction des protéines ce qui favorise indirectement la

traduction du facteur de transcription ATF4 via un mécanisme indépendant de la

coiffe 5’ de l’ARNm (Figure 5a). L’expression d’ATF4 induit la transcription du

facteur de transcription CHOP, ainsi qu’ATG12 et LC3 (ATG8) impliqués

respectivement dans l’apoptose et l’autophagie induite par le stress du réticulum

endoplasmique (Deegan et al., 2013). D’une part, la transcription de CHOP mène

à la répression de l’expression de l’homologue anti-apoptotique BCL-2, tandis que

l’expression d’homologues pro-apoptotiques (BIM et PUMA) est augmentée

menant à l’induction de l’apoptose. De plus, l’activation de CHOP induit également

la transcription d’ATG5 suggérant son implication dans la régulation de

l’autophagie (Rouschop et al., 2010). Par ailleurs, lors de l’induction de l’UPR la

dissociation de GRP78 entraîne la translocation d’ATF6 vers l’appareil de Golgi,

son clivage par les protéases S1P et S2P et la translocation nucléaire d’ATF6

clivée (Figure 5b). L’activation d’ATF6 induit la transcription de plusieurs gènes

dont CHOP, GRP78, XBP1 et PGC1. La protéine ATF6 serait donc impliquée

dans la régulation de l’autophagie induite par le stress du réticulum endoplasmique

en contribuant, avec ATF4, à la régulation de CHOP. De plus, le stress du

réticulum endoplasmique mène à l’activation de la protéine IRE1 une
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Figure 5: Régulation de l’autophagie par le stress du réticulum
endoplasmique via l’« unfolded protein response » (UPR).
Au niveau du réticulum endoplasmique, les trois récepteurs transmembranaires,
PERK, ATF6 et IRE1, régulent les voies composant l’UPR et leur association à la
chaperonne GRP78 les maintient inhibés. Lors d’un stress du réticulum
endoplasmique, GRP78 reconnait les protéines ayant des défauts de conformation
activant l’UPR. D’abord, PERK (a.) phosphoryle eIF2 inhibant la traduction
protéique, tout en favorisant spécifiquement celle d’ATF4. La translocation
nucléaire d’ATF4 induit la transcription de ces gènes cibles, dont ceux associés à
l’autophagie LC3 et ATG12, ainsi que d’ATG5 via l’expression de CHOP. D’autre
part, l’activation d’ATF6 s’effectue via son clivage dans l’appareil de Golgi et la
translocation nucléaire d’ATF6 clivée (b.). ATF6 induit la transcription de XBP1,
ainsi que de CHOP contribuant avec ATF4 à l’expression d’ATG5. Finalement,
l’activation d’IRE1 entraîne l’épissage de l’ARNm de XBP1 ainsi que la
phosphorylation de TRAF2. Puis, TRAF2 induit la voie ASK1-JNK qui promeut
l’autophagie par la phosphorylation de BCL-2 inhibant son interaction avec Beclin1.
L’implication directe d’XBP1s dans la l’autophagie reste à être démontrée, toutefois
XBP1 pourrait réguler négativement l’autophagie via la répression de l’expression
du facteur de transcription FOXO1. Adapté de (Deegan et al., 2013)
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sérine/thréonine kinase possédant également une activité endoribonucléase. La

protéine IRE1 phosphoryle, via son domaine sérine/thréonine kinase en C-

terminal, la protéine TRAF2 (Figure 5c). La phosphorylation de TRAF2, une

protéine adaptatrice, mène au recrutement et l’activation des protéines ASK1 et

subséquemment de JNK. Cette activation de JNK est impliquée dans la régulation

de l’autophagie (discuté à la section 2.2.3) en réponse au stress du réticulum

endoplasmique. L’activation d’IRE1 mène également à l’épissage d’un intron de

l’ARNm de XBP1 via son activité endoribonucléase et permet la traduction du

facteur de transcription XBP1s. Bien que l’implication directe de XBP1s dans la

régulation de l’autophagie n’a pas été démontrée, il a été observé que la déplétion

de l’expression de XBP1 induit l’expression du facteur de transcription

FOXO1(Vidal et al., 2012), un régulateur de l’autophagie tel que décrit

précédemment (Voir section 2.2.1.3). En résumé, l’activation de l’UPR lors d’un

stress du réticulum endoplasmique peut favoriser la survie cellulaire entre autres

via l’induction de l’autophagie. L’activation de l’UPR peut éventuellement mener à

l’induction de l’apoptose notamment via la voie JNK-cJUN supportant une étroite

régulation entre l’apoptose et l’autophagie.

2.2.3 Régulation croisée entre l’apoptose et l’autophagie

La sérine/thréonine kinase JNK est un membre de la famille des « Mitogen-

Activated Protein Kinase » (MAPK) et elle est activée par différents stress

environnementaux ou cytokines. La voie JNK est caractérisée par une cascade de

phosphorylation et d’activation à trois modules communes aux MAPK : 1- une

sérine/thréonine kinase (MAP3K), 2- une kinase à double spécificité

sérine/thréonine et tyrosine (MAP2K) et 3- une autre sérine/thréonine kinase

(MAPK) (R. J. Davis, 2000). De nombreuses protéines MAP3K, dont les MEKK(1-

4), MLK, ASK1, TAK1 et TPL2, activent les JNK via les MAP2K, MKK4/SEK1 et

MKK7. Les rôles de la signalisation JNK sont nombreux et dépendent du contexte,

ainsi que de l’intensité et la durée de l’activation. L’activation prolongée de la

signalisation JNK a été associée avec des fonctions pro-apoptotiques, tandis
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qu’une activation transitoire favorise la survie cellulaire (Chen et al., 1996;

Sánchez-Perez et al., 1998). Les JNK peuvent phosphoryler cJUN sur les sérines

63 et 73 ce qui augmente son activité transcriptionnelle (Dérijard et al., 1994;

Smeal et al., 1992), ainsi que les facteurs de transcription JUNB, JUND et ATF2

menant à l’augmentation de l’activité transcriptionnelle AP1 (R. J. Davis, 2000).

L’activation des JNK favorise l’apoptose entre autres par : 1- la transcription de

FASL et BIM, et 2- la phosphorylation des homologues BCL-2 et BCL-XL inhibant

leurs fonctions anti-apoptotiques.

La phosphorylation de BCL-2 par les JNK a également été impliquée dans la

régulation de l’autophagie en réponse à la privation en nutriments ou aux

céramides (Pattingre et al., 2009; Y. Wei et al., 2008). La phosphorylation de BCL-

2 par les JNK réduit l’association de BCL-2 avec la BÉCLINE 1 ce qui permet à

BÉCLINE 1 d’assurer sa fonction autophagique. De plus, une étude a observé une

induction de l’autophagie suite à l’activation de JNK combinée à une augmentation

de la transcription c-JUN-dépendante de BÉCLINE 1 (D.-D. Li et al., 2009). La voie

de signalisation JNK a aussi été impliquée dans la régulation de la translocation

des facteurs de transcription FOXO (notamment FOXO1 et FOXO3a) entre le

cytosol et le noyau. L’activation de FOXO et des JNK contribuent à l’apoptose en

induisant l’expression de l’homologue pro-apoptotique BIM. Quelques études ont

récemment suggéré l’implication des FOXO dans la régulation de l’autophagie

entre autres via l’expression de BNIP3 et de gènes ATG ( a Lin et al., 2013; Xu et

al., 2011). Bref, l’activité JNK pourrait contrôler l’équilibre de l’autophagie et de

l’apoptose et ainsi favoriser la survie ou bien la mort cellulaire en réponse à un

stress.

Des études ont démontré que les caspases induites lors de l’apoptose

peuvent mener au clivage de différentes protéines associées à l’autophagie

(Norman et al., 2010; Rubinstein & Kimchi, 2012). (Cho et al., 2009; Wirawan et

al., 2010; Y. Zhu et al., 2010). D’abord, le clivage de la protéine BÉCLINE 1 par

différentes caspases, notamment les caspases 3 et 6, a été observé (Cho et al.,
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2009; Wirawan et al., 2010; Y. Zhu et al., 2010). Ces études ont démontré que le

clivage de la BÉCLINE 1 par les caspases inhibe l’autophagie et favorise

l’apoptose induite par différents stimuli. De plus, il a été observé que la caspase 3

peut aussi cliver la protéine ATG4D favorisant l’induction de l’apoptose (Betin &

Lane, 2009). La protéine ATG3 peut être clivée notamment par la caspase 8

(Norman et al., 2010) et ce clivage inhibe l’autophagie et promeut l’apoptose

induite par les ligands TNF et TRAIL (Oz-Arslan et al., 2012). Enfin, il a été

observé que la protéine ATG5 peut être clivée par la calpaïne ce qui favorise

l’induction de l’apoptose (Yousefi et al., 2006). Bref, le clivage de nombreuses

protéines ATG par différentes caspases inhibe leur fonction au niveau de

l’autophagie et peut favoriser la mort cellulaire. Les mécanismes de régulation

impliqués dans le contrôle de l’apoptose et de l’autophagie sont donc étroitement

liés.

2.3 Rôle de l’autophagie dans la carcinogenèse

2.3.1 Fonctions

Le rôle de l’autophagie dans le cancer est complexe et selon le contexte ou le

stade de progression, l’autophagie peut favoriser la tumorigenèse ou agir comme

suppresseur de tumeur. L’expression de BÉCLINE 1, joueur important dans la

nucléation des autophagosomes, est diminuée dans les tissus cancéreux de

glandes mammaires comparativement aux tissus normaux (Liang et al., 1999). La

délétion d’un seul allèle de Bécline 1 chez la souris induit la formation de tumeurs

solides notamment au niveau du foie et des poumons, ainsi que des lymphomes

(Qu et al., 2003; Yue et al., 2003). De plus, la délétion du régulateur positif du

complexe Vps34, Bif1, augmente la susceptibilité des souris à développer des

lymphomes (Takahashi et al., 2007). Ces études supportent un rôle suppresseur

de tumeur, toutefois ces régulateurs de l’autophagie possèdent également des

fonctions indépendantes de l’autophagie. À cet égard, la délétion chez la souris

d’Atg4c, un gène spécifique à l’autophagie, accélère le développement de

fibrosarcomes induits par un agent carcinogène (Mariño et al., 2007). Également,
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la délétion en mosaïque d’Atg5 ou encore la délétion d’Atg7 au niveau du foie

favorise la formation de tumeurs bénignes chez la souris (Takamura et al., 2011).

La délétion d’Atg7 favorise aussi l’initiation de la tumorigenèse induite par

l’oncogène BrafV600E au niveau du poumon des souris, observé dès l’âge de 5

semaines, toutefois la progression de ces tumeurs est ensuite compromise

(Strohecker et al., 2013). L’inhibition de l’autophagie pourrait favoriser la

tumorigenèse via une augmentation des dommages à l’ADN et une instabilité du

génome (Karantza-Wadsworth et al., 2007; Mathew et al., 2007; Takahashi et al.,

2013). Ainsi, l’inhibition de l’autophagie pourrait favoriser la formation initiale de

tumeurs bénignes suggérant un rôle suppresseur de tumeur.

À l’opposé, plusieurs études supportent que l’autophagie protège les cellules

tumorales contre différents stress cellulaires ce qui favoriserait la progression

tumorale. Des niveaux élevés d’autophagie ont été observés dans certains

cancers, notamment du côlon et du pancréas (K. Sato et al., 2007; S. Yang et al.,

2011). D’ailleurs, l’autophagie semble être particulièrement importante pour la

survie des cellules transformées par l’oncogène RAS, dont la mutation est

fréquente dans le cancer du pancréas et du côlon. En effet, l’inhibition de

l’autophagie, notamment via la délétion d’Atg5 ou Atg7, réduit la transformation et

la croissance tumorale induite par HrasG12V ou KrasG12V au niveau de cellules de

rein, du sein et du poumon (Guo et al., 2011, 2013; M. J. Kim et al., 2011). La

déplétion d’Atg7 dans des modèles de cancer du poumon induits par les

oncogènes KrasG12V ou BrafV600E prévient la progression de tumeurs bénignes en

adénomes ou en carcinomes (Guo et al., 2013; Strohecker et al., 2013). Ceci

suggère que l’autophagie serait nécessaire à la progression des tumeurs vers des

stades plus avancés. Il a été suggéré que l’autophagie favoriserait la tumorigenèse

induite par RAS en supportant le métabolisme, particulièrement la phosphorylation

oxydative au niveau des mitochondries (Guo et al., 2011; Strohecker et al., 2013;

Weinberg et al., 2010). De plus, des niveaux élevés d’autophagie ont été observés

dans le cancer colorectal et ils protègent les cellules tumorales contre la privation

en nutriments (K. Sato et al., 2007). Bref, l’autophagie semble jouer un rôle double
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dans la carcinogenèse selon le contexte, c’est-à-dire une fonction suppresseur de

tumeur lors de l’initiation, tandis qu’au niveau de la progression sa fonction serait

pro-tumorale.

2.3.2 Implication de l’autophagie dans la carcinogenèse pancréatique

Récemment, quelques études se sont particulièrement intéressées aux rôles

de l’autophagie dans le cancer pancréatique. Tout d’abord, des niveaux élevés

d’autophagie ont été observés au niveau des adénocarcinomes pancréatiques

(PDAC) autant au niveau de tissus humains que dans plusieurs lignées de cellules

humaines de PDAC (S. Yang et al., 2011). Il a été démontré que l’inhibition de

l’autophagie augmente les dommages à l’ADN, altère la phosphorylation oxydative

et réduit la croissance des cellules pancréatiques tumorales. Cette étude suggère

que les cellules pancréatiques tumorales requièrent l’autophagie afin de fournir des

intermédiaires métaboliques nécessaires pour la phosphorylation oxydative et de

les protéger contre le stress oxydatif et ainsi assurer leur croissance.

Deux études, chez la souris, ont démontré que l’inhibition de l’autophagie par

la délétion d’Atg7 ou Atg5 au niveau du pancréas n’est pas létale chez l’embryon.

Cependant, une destruction des tissus endocrine et exocrine est observée vers

l’âge de 3 mois (Rosenfeldt et al., 2013; A. Yang et al., 2014). Ces souris n’ont pas

développé de lésions précurseurs (PanIN), toutefois l’analyse au niveau de souris

plus âgées n’a pas été effectuée en raison de la destruction du tissu pancréatique.

La combinaison de la délétion d’Atg7 ou Atg5 avec l’expression de l’oncogène

KrasG12V au niveau du pancréas a mené à une augmentation du nombre de lésions

prénéoplasiques PanIN de grade I. Malgré cette augmentation du nombre de

lésions PanIN de bas grade, aucun adénocarcinome pancréatique (PDAC) n’a été

observé chez ces souris âgées de 150 jours. Ceci suggère que l’autophagie est

nécessaire pour la progression des lésions PanIN vers l’adénocarcinome. Malgré

les résultats similaires de ces deux études, elles ont rapporté des effets

contradictoires de l’inhibition de l’autophagie lorsque combinée avec une délétion
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de Trp53. D’une part, l’étude de Rosenfeldt et al. a démontré que la délétion d’Atg7

accélère le développement de PDAC et la mort chez les souris exprimant le

KrasG12V combinée avec la délétion homozygote de Trp53 (Rosenfeldt et al.,

2013). Par contre, les résultats de Yang et al. ont démontré que la délétion d’Atg5

chez les souris exprimant le KrasG12V combiné avec la délétion hétérozygote de

Trp53 réduit la progression de PanIN vers les stades avancés (PDAC) (A. Yang et

al., 2014). Les résultats contradictoires obtenus par ces deux études pourraient

s’expliquer par un rôle distinct d’Atg7 ou d’Atg5, indépendant de l’autophagie. Une

autre différence de ces deux modèles murins de cancer pancréatique est la perte

de Trp53 par délétion homozygote (Rosenfeldt et al., 2013) ou par la perte

d’hétérozygotie (LOH) (A. Yang et al., 2014), cette dernière représentant

l’évènement observé chez l’humain. De plus, le groupe de Kimmelman a observé

que l’inhibition de l’autophagie dans plusieurs cellules pancréatiques tumorales

ayant différents génotypes pour Trp53 réduit la croissance cellulaire (A. Yang et

al., 2014). L’inhibition de l’autophagie semble favoriser la formation des lésions

précurseurs PanIN alors que le rôle de l’autophagie dans la progression et le

maintien des tumeurs pancréatiques reste à être clairement défini, mais les études

chez l’humain tendent à démontrer un rôle positif dans la progression tumorale.

2.4 Potentiel thérapeutique de l’autophagie

Le consensus général semble appuyer un rôle positif de l’autophagie dans la

progression tumorale ce qui suggère un potentiel thérapeutique de l’inhibition de

l’autophagie pour le traitement du cancer. D’ailleurs, l’inhibition de l’autophagie

sensibilise les cellules cancéreuses colorectales à la privation en nutriments, au 5-

FU, à la radiothérapie et à des drogues anti-angiogéniques (J. Li et al., 2009; K.

Sato et al., 2007; Schonewolf et al., 2014; Selvakumaran et al., 2013). La

sensibilisation à différents traitements par l’inhibition de l’autophagie est observée

dans plusieurs types de cancer, incluant les cellules de neuroblastomes, de

lymphomes, de cancer de la prostate, de carcinomes hépatiques et de myélomes

multiples (Amaravadi et al., 2007; Palacios et al., 2010; H. Pan et al., 2014; Wang
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et al., 2014; Wu et al., 2010). De façon intéressante, les agents

chimiothérapeutiques, notamment le 5-FU et la gemcitabine, induisent l’autophagie

dans les cellules pancréatiques tumorales et leur effet cytotoxique est augmenté

par l’inhibition de l’autophagie (Donohue et al., 2013; Hashimoto et al., 2014;

Papademetrio et al., 2014). L’inhibition de l’autophagie sensibilise également les

cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose induite par l’inhibition combinée de

la PI3K et mTOR (Mirzoeva et al., 2011). L’hydroxychloroquine, un agent

lysosomotrope inhibant l’autophagie, est présentement utilisé en clinique comme

agent anti-malaria. Plusieurs essais cliniques ont donc été rapidement débutés afin

de tester l’inhibition de l’autophagie seule ou en combinaison avec différents

agents chimiothérapeutiques comme traitement contre le cancer (Amaravadi et al.,

2011; White & DiPaola, 2009; Z. J. Yang et al., 2011). Les premiers résultats de

ces études démontrent que le traitement à l’hydroxychloroquine est toléré par les

patients et qu’il mène à une inhibition de l’autophagie, malgré une efficacité

variable, appuyant son utilité pour inhiber l’autophagie chez les patients

(Rangwala, Chang, et al., 2014; Rangwala, Leone, et al., 2014; Rosenfeld et al.,

2014).

Sommairement, la voie de dégradation de l’autophagie possède un rôle à

double sens dans la carcinogenèse, elle est suppresseur de tumeur au niveau de

l’initiation, tandis qu’elle favorise la progression une fois la tumeur établie. La voie

de signalisation mTOR joue un rôle central dans la régulation de ce processus en

intégrant de nombreux signaux. Afin de mieux comprendre le rôle complexe de

l’autophagie, une meilleure connaissance des voies de signalisation régulant ce

processus, mis à part la voie mTORC1, est nécessaire.

3. Les Glycogène synthase kinases 3

3.1 Caractérisation et fonctions

Les glycogène synthase kinases 3 (GSK3) sont des sérine/thréonine kinases

ubiquitaires initialement découvertes pour leur rôle dans le métabolisme du
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glycogène. Il existe deux isoformes, GSK3 et GSK3, chez les mammifères et

leur séquence possèdent un niveau élevé d’homologie, particulièrement dans le

domaine kinase (93%) (Ali et al., 2001). L’isoforme GSK3 (51kDa) possède une

région riche en glycine en N-terminale, absente au niveau de GSK3 (47kDa),

distinguant ces deux isoformes. La délétion homozygote de Gsk3 chez la souris

induit la mort embryonnaire au jour E13,5 suggérant que l’isoforme GSK3 ne

compense pas l’activité de GSK3(Hoeflich et al., 2000). Quant a Gsk3 sa

délétion homozygote chez la souris est viables et augmente la tolérance au

glucose ainsi que la sensibilité à l’insuline de ces animaux (MacAulay et al., 2007).

Cette étude a observé que la déplétion de GSK3 affecte le métabolisme du

glycogène au niveau du foie, mais pas des muscles suggérant un rôle tissu-

spécifique des isoformes GSK3 et GSK3. Donc, l’activité de ces deux isoformes,

codées par deux gènes indépendants, n’est pas redondante dans leurs fonctions

malgré leur très forte homologie. Toutefois, le rôle isoformes spécifiques des GSK3

demeure à être clarifié. Le motif de phosphorylation des substrats des GSK3

consiste en un résidu sérine ou thréonine suivi de trois acides aminés et d’une

autre sérine ou thréonine en position +4 (Ser/Thr-X-X-X-Ser/Thr). La

phosphorylation initiale de la Ser/Thr située en C-terminale est nécessaire pour

plusieurs substrats des GSK3 afin de permettre leur phosphorylation GSK3-

dépendante (Cohen & Frame, 2001). Ainsi, l’état initial de phosphorylation de ses

substrats peut influencer la capacité des GSK3 à les phosphoryler et donc réguler

leurs fonctions (Jope & Johnson, 2004).

L’activité des GSK3 est également influencée par son état de phosphorylation

où la phosphorylation de la Ser21 ou Ser9 (GSK3 et GSK3 respectivement)

inhibe son activité. Il a été décrit que l’autophosphorylation de la Tyr279 ou Tyr216

augmenterait l’activité des GSK3 et GSK3 respectivement, cependant l’impact

exact de la phosphorylation de ces résidus sur l’activité des GSK3 demeure à être

clarifié (Cohen & Frame, 2001; Jope & Johnson, 2004). Les GSK3 sont

majoritairement localisées au cytosol. Néanmoins, des fractions de GSK3 ont été
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observées dans les mitochondries et le noyau où les GSK3 démontreraient une

activité particulièrement élevée (Bijur & Jope, 2003).

La première fonction décrite pour les GSK3 est l’inhibition de la synthèse du

glycogène, et elles ont été découvertes parmi les kinases qui phosphorylent la

glycogène synthase et inhibent son activité (Embi et al., 1980). L’activité des GSK3

a également été impliquée dans la régulation de la survie cellulaire via plusieurs de

ses cibles. D’une part, la phosphorylation du facteur de transcription cJun par les

GSK3 peut inhiber sa liaison à l’ADN (Boyle et al., 1991), ainsi que favoriser sa

dégradation (W. Wei et al., 2005) régulant négativement la survie cellulaire. Les

GSK3 peuvent également inhiber la survie cellulaire via la phosphorylation des

facteurs de transcription CREB (Grimes & Jope, 2001) et HSF1 (Xavier et al.,

2000) inhibant leur liaison à l’ADN. De plus, il a été observé que les GSK3 peuvent

interagir avec P53 et promouvoir sa fonction apoptotique (Watcharasit et al., 2003).

D’ailleurs, la surexpression de GSK3 induit l’apoptose des cellules PC12 et des

fibroblastes de rat (Pap & Cooper, 1998). Contradictoirement, l’activité de GSK3

est essentielle à la survie cellulaire dans certains contextes. Par exemple, une

apoptose massive des hépatocytes est observée chez les souris ayant une

délétion de Gsk3, causée principalement par une hypersensibilité au TNF

(Hoeflich et al., 2000). D’ailleurs, plusieurs études ont démontré que l’inhibition des

GSK3 promeut l’apoptose induite par différents ligands tels FAS, TNF et TRAIL

(Eléonore Beurel & Jope, 2006; Hoeflich et al., 2000; Liao et al., 2003; Song et al.,

2004). Les GSK3 peuvent également favoriser la survie cellulaire en phosphorylant

et stabilisant NFB/p105 (Demarchi et al., 2003). Bref, les nombreux substrats des

GSK3 sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires pouvant soit

favoriser la survie ou induire la mort cellulaire, ce qui suggère que la régulation des

GSK3 est cruciale pour le maintien de l’homéostasie cellulaire.
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3.2 Les mécanismes de régulation des GSK3

Contrairement à la plupart des kinases, les GSK3 ont la particularité d’être

constitutivement actives puis inactivées suite à différents stimuli. Les GSK3 sont

en aval de plusieurs voies de signalisation, entre autres celle de l’insuline

(PI3K/AKT) et des WNT, dont l’activation mène à l’inhibition de l’activité des GSK3

(Figure 6). Différents mécanismes interviennent dans la régulation des GSK3 afin

d’assurer le contrôle de leurs nombreux substrats et des fonctions cellulaires

associées. L’activité des GSK3 est principalement régulée par leur phosphorylation

par différentes kinases ou leur interaction avec d’autres protéines et leur

séquestration. La localisation cellulaire des GSK3 pourrait également influencer

leur activité ainsi que la disponibilité de leurs différents substrats.

3.2.1 Phosphorylation et régulation des GSK3 par la voie PI3K/AKT

Il a été démontré qu’un traitement à l’insuline mène à l’inhibition de l’activité

des GSK3 dans des cellules ovariennes suggérant que ces kinases sont en aval

de la signalisation de l’insuline (Welsh & Proud, 1993). En effet, l’activation de la

signalisation de l’insuline induit la phosphorylation inhibitrice des GSK3 sur la

sérine 21 ou 9 de l’isoforme GSK3 et GSK3 respectivement par la kinase AKT

(Cross et al., 1995). Brièvement, la liaison de l’insuline à son récepteur à activité

tyrosine kinase (RTK) induit son autophosphorylation, activant ce dernier (Figure

6A). L’activation des RTK permet leur interaction avec les protéines « Insulin

Receptor Substrate » (IRS1 et IRS2) au niveau de leur domaine « Phospho-

Tyrosine Binding » (PTB) qui lie une tyrosine phosphorylée du récepteur. Suite à

leur recrutement à la membrane plasmique, les IRS sont phosphorylés par les RTK

menant à leur association avec les domaines SH2 de la sous-unité p85 de la PI3K.

Ceci entraîne la phosphorylation de phospholipides PIP2 de la membrane

plasmique en PIP3 par la PI3K permettant le recrutement des kinases PDK1 et

AKT. Ceci permet à la kinase PDK1 de phosphoryler AKT ce qui active celle-ci
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menant à l’inactivation des GSK3 via la phosphorylation des Ser21 (GSK3) et

Ser9 (GSK3) (Cohen & Frame, 2001).

Les GSK3, constitutivement actives, sont inactivées via la phosphorylation de

leur sérine 21() ou 9() par la protéine AKT, toutefois cette phosphorylation peut

également être effectuée par d’autres kinases. En réponse à différents stimuli, la

PKA, la PKC et la p90RSK peuvent phosphoryler la sérine inhibitrice des GSK3

(Eleonore Beurel et al., 2015; Jope & Johnson, 2004). Par ailleurs, la

phosphorylation d’un autre résidu des GSK3, la tyrosine 279(GSK3) ou

216(GSK3), favoriserait l’activité maximale des GSK3 (Hughes et al., 1993; Jope

& Johnson, 2004). La phosphorylation des tyrosines 279/216 des GSK3

s’effectuerait via une autophosphorylation suite à leur traduction lors de leur

maturation (A. Cole et al., 2004; Lochhead et al., 2006).

3.2.2 Régulation de l’activité des GSK3 par la voie de signalisation des WNT

Les GSK3 sont également associées à la voie de signalisation WNT/-

CATÉNINE (voie canonique) qui est cruciale lors du développement embryonnaire

et est fréquemment altérée dans la tumorigenèse. Un complexe de dégradation

formé des protéines GSK3, « Adenomatous Polyposis Coli » (APC), AXINE et -

CATÉNINE est impliqué dans la dégradation de cette dernière (Figure 6B). Ce

complexe de dégradation est formé en absence de ligands WNT et permet aux

GSK3 de phosphoryler la -CATÉNINE. Cette phosphorylation entraîne

l’ubiquitination et la dégradation de la -CATÉNINE via -TrCP et le protéasome

ce qui maintien un faible niveau cytoplasmique de celle-ci (Cohen & Frame, 2001;

Doble & Woodgett, 2003). La phosphorylation de la -CATÉNINE par les GSK3,

comme celle de nombreux de ses substrats, requiert qu’elle soit initialement

phosphorylée par la CK1. De façon intéressante, les GSK3 peuvent également

phosphoryler l’AXINE (Yamamoto et al., 1999) et APC (Rubinfeld et al., 1996)

influençant leur fonction d’échafaudage pour la formation du complexe de

dégradation. L’activité des GSK3 contribue à l’assemblage de ce complexe en
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Figure 6: Mécanismes de régulation de l’activité des GSK3 par les voies de
l’insuline et des WNT.
A) La liaison de l’insuline à son récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) induit
son autophosphorylation qui permet le recrutement d’IRS1 sur une tyrosine
phosphorylée. Puis, IRS1 est phosphorylé sur tyrosines par le RTK menant au
recrutement de la PI3K à la membrane plasmique permettant à celle-ci de
phosphoryler le PIP2 en PIP3 assurant l’activation de PDK1. La PDK1 active
phosphoryle AKT. Enfin, AKT peut phosphoryler les GSK3  et  respectivement
sur la Ser21 et Ser9 inhibant leur activité. B) En absence de ligand WNT, les
GSK3 forment un complexe avec APC, AXINE et la -CATÉNINE favorisant la
phosphorylation de cette dernière par les GSK3 menant à sa dégradation. C) La
liaison du ligand WNT au récepteur FRIZZLED et co-récepteurs LRP5/6 induit le
recrutement de Dishevelled (DVL). La protéine DVL ainsi que FRAT s’associent
avec les GSK3 entraînant la dissolution du complexe de dégradation de la -
CATÉNINE permettant à celle-ci de s’accumuler, transloquer au noyau et induire la
transcription de ses gènes cibles. Adapté de P Cohen & Frame, 2001
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stabilisant l’AXINE et favorisant l’association d’APC avec la -CATÉNINE. La

régulation de l’activité des GSK3 par la signalisation WNT diffère de celle

précédemment décrite par l’insuline, c’est-à-dire qu’elle n’implique pas la

phosphorylation de GSK3.

Suite à l’interaction d’un ligand WNT avec le récepteur FRIZZLED et co-

récepteurs LRP5/6, le complexe de dégradation formé de GSK3-AXINE-APC--

CATÉNINE se dissocie (Figure 6C). L’activation par les WNT entraîne le

recrutement de la protéine « Dishevelled » (DVL), qui interagit avec l’AXINE, à la

membrane plasmique (Cliffe et al., 2003; L. Li et al., 1999). La dissociation des

GSK3 du complexe de dégradation implique DVL, mais également la protéine

« Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas » (FRAT) (L. Li et al.,

1999). L’association de l’AXINE avec les GSK3 est inhibée suite à la liaison de ces

dernières à FRAT1 empêchant la phosphorylation de l’AXINE et de la -

CATÉNINE par les GSK3 (Thomas et al., 1999). Par contre, les souris ayant une

délétion des Frat se développent normalement et ne présentent pas de défaut

d’activation de la voie WNT suggérant qu’elles ne sont pas essentielles à la

régulation de la voie WNT (Van Amerongen et al., 2005). Tout comme FRAT, la

« GSK3 interaction protein » (GSKIP) se lie avec GSK3 ce qui bloque l’interaction

avec l’AXINE et permet l’accumulation de la -CATÉNINE (Chou et al., 2006). Ces

protéines s’associant aux GSK3, FRAT et GSKIP, agiraient comme inhibiteurs

endogènes des GSK3. D’autre part, DVL permet le recrutement des complexes

AXINE-GSK3 à la membrane plasmique ce qui les séquestre et permet

l’accumulation de la -CATÉNINE (Cliffe et al., 2003; L. Li et al., 1999).

Récemment, le système endosomal a été impliqué dans la séquestration des

GSK3 à l’intérieur de vésicules régulant l’activité des GSK3 dans la signalisation

WNT. Une relocalisation de GSK3 au niveau des corps multivésiculaires (MVB) a

été observée suite à l’activation de la signalisation WNT et elle dépendrait du

complexe « Endosomal sorting complexes required for transport » (ESCRT)

(Dobrowolski et al., 2012; Taelman et al., 2010). Ceci suggère que la régulation du
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système endosomal pourrait jouer un rôle important dans le contrôle de l’activité

des GSK3 au niveau de la voie des WNT. Il a également été démontré que

l’activation de la voie de signalisation WNT entraîne la dissociation de p120-

CATÉNINE/E-CADHÉRINE des co-récepteurs LRP5/6, qui serait requise pour

permettre l’internalisation des GSK3 dans les MVB (Vinyoles et al., 2014). Le

mécanisme de régulation de l’activité des GSK3 via leur séquestration dans les

MVB demeure à être clarifié, mais il est fort probable que ce mode de régulation

coexiste avec celui de l’interaction protéique.

Des études ont suggéré que les mécanismes d’inhibition de l’activité des

GSK3 par les voies signalisation WNT et PI3K/AKT sont indépendants.

L’inactivation des GSK3 via la phosphorylation inhibitrice des sérines 21 et 9 de

GSK3  et  respectivement peut être bloquée en mutant ces résidus en alanine

empêchant leur phosphorylation. Les souris homozygotes pour ces mutants

(Gsk321A/21A9A/9A) ont été générées et se développent normalement (McManus et

al., 2005). Or, la voie de signalisation des WNT est cruciale pour l’embryogenèse

et l’altération de celle-ci mène à d’importants défauts de développement (Klaus &

Birchmeier, 2008). Ceci suggère donc que la régulation de l’activité de ces mutants

Gsk3 par la voie WNT demeure possible chez les souris Gsk321A/21A9A/9A. À cet

égard, l’ajout de ligand Wnt3A réduit les niveaux de phosphorylation de la -

CATÉNINE et induit une augmentation de son expression totale dans les cellules

souches embryonnaires issues des souris Gsk321A/21A9A/9A suggérant

l’inactivation des mutants Gsk3 (McManus et al., 2005). De plus, cette activation

de la voie WNT induit l’activité transcriptionnelle -CATÉNINE-dépendante de

façon similaire dans les cellules souches d’embryons des souris Gsk321A/21A9A/9A

et de type sauvage. Il a également été observé que la phosphorylation des GSK3

 et  sur les sérines 21 et 9 respectivement n’est pas modulée suite aux

traitements avec les ligands WNT (Ding et al., 2000; McManus et al., 2005).

L’inhibition de la voie PI3K/AKT n’influence pas l’augmentation de l’activité

transcriptionnelle -CATÉNINE-dépendante induite par le traitements aux ligands

Wnt1 ou Wnt3a (Ng et al., 2009). Ces observations démontrent que la régulation
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des GSK3 par la signalisation WNT s’effectue indépendamment de la régulation

par la phosphorylation des Ser21/9 (notamment via la voie PI3K/AKT).

D’autre part, une réduction de seulement environ 40% de l’activité des GSK3

est observée suite au traitement à l’insuline de muscles isolés des souris de type

sauvage (McManus et al., 2005). De façon similaire, le traitement des cellules

HEK293 avec l’insuline ou des ligands WNT inhibe environ 40% de l’activité totale

des GSK3 (Ding et al., 2000). De plus, l’activité du mutant GSK3S9A est inhibée

par le traitement avec des ligands WNT mais non par l’insuline suggérant que la

régulation des GSK3 par ces voies implique des mécanismes distincts. D’ailleurs,

l’augmentation de l’expression de la -CATÉNINE induite suite à l’inactivation des

GSK3 par WNT n’est pas observée suite au traitement à l’insuline. À l’inverse,

l’activation de la signalisation WNT ne module pas l’activité de la glycogène

synthase, alors qu’elle est augmentée suite à l’ajout d’insuline. Ceci suggère donc

que les voies des WNT et de PI3K/AKT réguleraient différentes populations de

GSK3 dans la cellule. À cet égard, le traitement avec l’insuline ou un inhibiteur de

PI3K/AKT n’influence pas les niveaux de phosphorylation sur Ser9 de la fraction de

GSK3 associée avec l’AXINE (Ding et al., 2000; Ng et al., 2009). Ceci suggère

que la fraction de GSK3 qui est liée à l’AXINE représente la population associée à

la voie de signalisation WNT. Les fractions de GSK3 semblent associées de façon

distincte aux différentes voies de régulation, mais leur localisation pourrait aussi

les distinguer.

Des fractions de GSK3 ayant une activité élevée ont été observées au niveau

du noyau et des mitochondries (Bijur & Jope, 2003). De plus, l’accumulation

nucléaire de GSK3 a été observée en réponse à différents signaux (Meares &

Jope, 2007; Zmijewski & Jope, 2004). La liaison de FRAT avec GSK3,

précédemment impliquée dans la voie de signalisation WNT, peut également

entraîner l’exportation de GSK3 du noyau vers le cytosol (Franca-Koh et al., 2002).

Bref, les différences de localisation et d’association avec les voies de signalisation
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au sein des distinctes fractions de GSK3 pourraient signifier une régulation

spécifique de certains substrats ou fonctions selon la fraction impliquée.

3.3 Implication des GSK3 dans la tumorigenèse

Des altérations au niveau des voies de signalisation PI3K/AKT et des WNT

sont fréquemment observées dans différents cancers. Puisque ces voies mènent à

l’inhibition des GSK3, on pourrait envisager que l’inhibition des GSK3 favorise la

carcinogenèse. Cependant, une expression accrue et une activité plus élevée des

GSK3 ont été observées au niveau de plusieurs cellules cancéreuses, dont celles

issues d’un cancer colorectal (Mai et al., 2007, 2009; Shakoori et al., 2005). De

plus, l’inhibition des GSK3 inhibe la prolifération et induit l’apoptose de différentes

cellules cancéreuses humaines, notamment les cellules de myélome, de cancer

colorectal et de cancer gastrique (Mai et al., 2007, 2009; Y. Zhou et al., 2008).

D’ailleurs, l’inhibition des GSK3 réduit la croissance des tumeurs issues de

xénogreffes de cellules de cancer de l’ovaire et du côlon suggérant que l’activité

des GSK3 contribue à la tumorigenèse (Cao et al., 2006; Mai et al., 2009; Shakoori

et al., 2007).

Plusieurs évidences suggèrent que l’activité des GSK3 pourrait également

contribuer à la carcinogenèse pancréatique. Une expression plus élevée de

GSK3 a été observée par immunohistochimie au niveau de l’adénocarcinome

pancréatique comparativement aux tissus de pancréas normaux (Ougolkov et al.,

2006). La surexpression de GSK32,4 fois, p=0,01), ainsi que la diminution de

FRAT1 (0,6 fois, p=0,013), un inhibiteur endogène de GSK3, a également été

observée dans les tissus d’adénocarcinomes pancréatiques par rapport aux tissus

normaux (Pasca di Magliano et al., 2007). Plusieurs cellules pancréatiques

tumorales et environ 51% des adénocarcinomes pancréatiques démontrent une

accumulation nucléaire de GSK3 (Ougolkov et al., 2006). Les GSK3 démontrent

une activité particulièrement élevée dans le noyau (Bijur & Jope, 2003) suggérant

une activité plus élevée des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales. Une
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activité accrue des GSK3 dans ces cellules suggèrerait un rôle potentiel des GSK3

dans la carcinogenèse pancréatique.

Mes résultats antérieurs, ainsi que ceux de d’autres groupes, ont montré que

l’inhibition de l’activité des GSK3 réduit la croissance des cellules pancréatiques

tumorales humaines et induit leur mort par apoptose (Mamaghani et al., 2009;

Marchand et al., 2012; Ougolkov et al., 2006, 2005). Plusieurs équipes ont

démontré la contribution d’une diminution de l’activité transcriptionnelle NFB dans

l’inhibition de la croissance des cellules pancréatiques tumorales suivant l’inhibition

des GSK3 (Mamaghani et al., 2009; Ougolkov et al., 2005; Wilson & Baldwin,

2008). D’ailleurs, l’expression de plusieurs cibles de la voie NFB, dont BCL-2,

BCL-XL, XIAP et la cycline D1, est diminuée suite à l’inhibition des GSK3. Quant à

mes travaux, ils ont permis d’impliquer la voie de signalisation JNK/cJUN dans la

régulation GSK3-dépendante de la survie des cellules pancréatiques tumorales.

En effet, nous avons observé une activation rapide et soutenue de la voie de

signalisation JNK/cJUN suite à l’inhibition des GSK3 dans les cellules

pancréatiques tumorales (Marchand et al., 2012). L’inhibition de la voie JNK/cJUN,

à l’aide de l’inhibiteur des JNK SP600125 ou d’un shARN ciblant cJUN, a prévenu

l’induction de l’apoptose des cellules pancréatiques tumorales induite par

l’inhibition des GSK3. Malgré que l’activation de la voie JNK/cJUN soit nécessaire

pour l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3, une activation spécifique de la

voie MEKK1/JNK/cJUN n’est pas suffisante pour mener à la mort apoptotique des

cellules pancréatiques tumorales humaines. Ceci suggère que l’inhibition des

GSK3 induit l’apoptose des cellules pancréatiques tumorales via l’activation de la

signalisation JNK/cJUN en coopération avec d’autres signaux.

3.4 Rôle des GSK3 dans la régulation de l’autophagie

Des niveaux élevés d’autophagie ont été observé dans les cellules

pancréatiques cancéreuses et ce processus est requis pour leur croissance (S.

Yang et al., 2011). Les agents chimiothérapeutiques tels le 5-FU et la gemcitabine
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induisent l’autophagie, notamment dans les cellules pancréatiques tumorales, et

l’inhibition de ce processus augmente l’effet cytotoxique de ces traitements

(Donohue et al., 2013; Hashimoto et al., 2014; Papademetrio et al., 2014). Le

potentiel thérapeutique de l’inhibition des GSK3 est présentement à l’étude,

toutefois peu d’études ont analysé l’impact des GSK3 sur l’autophagie.

Récemment, une équipe a observé que l’inhibition des GSK3 induit l’autophagie et

la mort cellulaire via l’accumulation de l’expression de BIF-1 dans les cellules de

cancer de la prostate (J. Yang et al., 2010). Il a également été observé que

l’inhibition des GSK3 peut induire l’autophagie et favoriser la dégradation de la

protéine précurseure de l’amyloïde (APP) impliquée dans la maladie d’Alzheimer

(Parr et al., 2012). De plus, l’inhibition des GSK3 peut favoriser l’autophagie induite

par une inhibition du protéasome dans les cellules mammaires tumorales MCF7

(Gavilán et al., 2013). Par contre une étude a rapporté un effet inverse, c’est-à-dire

que l’activité des GSK3 contribuent à l’induction de l’autophagie lors d’une

privation en sérum en favorisant l’activité de l’acétyltransférase TIP60 (S.-Y. S.-C.

Lin et al., 2012). L’activité d’ULK1 qui est impliquée dans l’initiation de l’autophagie

est favorisée par son acétylation via TIP60. Plusieurs évidences suggèrent que

l’inhibition des GSK3 induit l’autophagie, toutefois le rôle des GSK3 dans

l’autophagie pourrait dépendre du contexte cellulaire. L’implication des GSK3 dans

le contrôle de l’autophagie nécessite d’être étudié plus en détail afin de mieux

comprendre son impact sur la survie cellulaire.
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4. Hypothèse et objectifs

Nos travaux antérieurs démontrent que l’inhibition de l’activité des GSK3

induit un signal pro-apoptotique spécifiquement dans les cellules pancréatiques

tumorales supportant le potentiel thérapeutique de l’inhibition des GSK3 pour le

cancer pancréatique. Il a été démontré que de nombreux agents

chimiothérapeutiques induisent l’autophagie et que l’inhibition de cette autophagie

peut accroitre leur efficacité, entre autres au niveau du cancer pancréatique. Des

études ont récemment suggéré que l’inhibition des GSK3 peut activer l’autophagie,

notamment dans les cellules de cancer de la prostate.

L’hypothèse de mon projet est que l’inhibition de l’activité des GSK3 induit

l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales humaines et que l’inhibition

de l’autophagie promeut l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3.

Mes objectifs étaient de :

1) Déterminer si l’activité des GSK3 régule l’autophagie dans les cellules

pancréatiques épithéliales ductales humaines et définir le rôle de cette autophagie

dans la survie cellulaire.

2) Déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de

l’autophagie par les GSK3 dans ces cellules pancréatiques.
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II - Matériel et méthodes

1. Matériel

Les inhibiteurs pharmacologiques spécifiques des GSK3 : le SB216763

(Tocris; 1616) et le CHIR99021 (Selleckchem; S2924) ont été utilisés. Les

inhibiteurs de mTOR et de S6K ont été achetés de Selleckchem, soit la Torin1

(S2827) et le PF-4708671 (S2163) respectivement. Les inhibiteurs

pharmacologiques de JNK et des caspases, le SP600125 et l’inhibiteur I

respectivement, proviennent de Calbiochem (EMD Millipore; 420128 et 627610).

Les agents lysosomotropes suivant, la Chloroquine (Sigma-Aldrich; C6628) et la

Bafilomycine A1 (LC Laboratories; B-1080), ont été utilisés pour inhiber

l’autophagie et ont permis d’analyser le flux autophagique. L’inhibiteur de

sérine/thréonine phosphatases, la Calyculine A (9902), a été obtenu de Cell

Signaling Technology. Le solvant diméthyl sulfoxide (DMSO) (Fisher; BP231) a été

utilisé comme contrôle pour les différents traitements effectués avec les drogues

énumérées ci-haut. La thapsigargine (T9033), la tunicamycine (T7765), le méthyle

pyruvate (371173) et l’acide oxaloacétique (O7753) ont été achetés chez Sigma

Aldrich. Tous les autres produits, sauf si précisé, proviennent de chez Bio Basic

inc.

2. Culture cellulaire

Les expériences ont été effectuées à l’aide de cellules pancréatiques

tumorales humaines, de cellules épithéliales pancréatiques immortalisées

humaines, de fibroblastes d’embryons de souris ou des cellules HEK293T. Le

milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours et le passage des

cellules a été effectué tous les 4-5 jours. Toutes les lignées cellulaires ont été

cultivées dans un environnement humide (5% CO2 et 95% air) à 37°C. Lors du

traitement prolongé des cellules, le milieu de culture contenant les inhibiteurs

pharmacologiques a été changé toutes les 24h.



45

2.1 Lignées pancréatiques tumorales humaines

Les lignées BxPC3, MIA PaCa2 et PANC1 proviennent de l’American Type

Culture Collection (CRL-1687, CRL-1420 et CRL-1469) et sont toutes des cellules

pancréatiques tumorales humaines isolées de tumeurs primaires. D’abord, les

cellules BxPC3 ont la particularité d’exprimer un KRAS de type sauvage, tandis

que les gènes TP53, CDKN2A (délétion homozygote) et SMAD4 sont mutés (Sipos

et al., 2003). Quant aux cellules MIA PaCa2 et PANC1, elles ont une délétion

homozygote pour CDKN2A et expriment une forme mutée de KRAS et TP53, mais

un SMAD4 de type sauvage.

Les cellules BxPC3 ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Wisent; 350-

002-CL) supplémenté avec 10% de sérum de bovin fœtal (FBS) (Wisent; 095-150),

10mM HEPES (Wisent; 330-050-EL), 2mM glutamax (Life Technologies; 35050-

61), 1mM pyruvate de sodium (Wisent; 600-110-EL) et du glucose à une

concentration finale de 25mM (Wisent; 609-036-EL). Les cellules MIA PaCa2 et

PANC1 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s

Medium) (Wisent; 319-015-CL) supplémenté avec 10% de FBS, 10mM HEPES,

2mM glutamax et 1mM pyruvate de sodium.

2.2 HPDE

La lignée de cellules épithéliales ductales pancréatiques humaines (HPDE) a

été obtenue de Dr. Ming-Sound Tsao (Ontario Cancer Institute, Toronto, ON,

Canada). La lignée HPDE est constituée de cellules issues de l’épithélium

canalaire pancréatique qui ont été immortalisées à l’aide des gènes E6 et E7 du

virus papillome humain 16 (Furukawa et al., 1996; Ouyang et al., 2000). Les

cellules HPDE ont été cultivées dans du milieu Kératinocyte-SFM (Life

technologies; 17005-042) supplémenté avec de l’extrait bovin d’hypophyse

50g/mL (BPE) et de l’EGF 5ng/mL. Elle représente la lignée cellulaire
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pancréatique se rapprochant le plus des cellules pancréatiques ductales normales

(Ouyang et al., 2000).

2.3 HEK293T

Les HEK293T sont des cellules épithéliales de rein embryonnaire humain et

proviennent de l’American Type Culture Collection (CRL-3216). Les cellules

HEK293T ont été cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% FBS,

10mM HEPES, 2mM glutamax et 1mM pyruvate de sodium. Ces cellules expriment

l’antigène grand T du virus SV40 ce qui leur confère une efficacité élevée pour la

transfection (section 5.2) ou la production virale (section 9).

2.4 Fibroblastes d’embryon de souris

Les fibroblastes isolés à partir d’embryons de souris (MEF) possédant ou non

(Gsk3+/+) une délétion du gène Gsk3 (Gsk3-/-) nous ont été gracieusement

fournis par J.R. Woodgett (The Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute, Toronto)

(Hoeflich et al., 2000). Ces cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM

supplémenté avec 10% FBS, 10mM HEPES, 2mM glutamax et 1mM pyruvate de

sodium. Ces populations cellulaires ont été établies en tant que lignée cellulaire

immortalisée et elles sont caractérisées par une perte d’expression de P53 (S. Liu

et al., 2008).

3. Préparation des extraits protéiques

3.1 Extraction des protéines totales

3.1.1 Lyse Triton

Les cellules ont été rincées deux fois au PBS froid, puis lysées à l’aide d’un

tampon de lyse Triton (1% triton X-100, 50mM tris-HCl pH 7,5, 100mM NaCl, 5mM

EDTA pH 8,0, 40mM -glycérophosphate, 50mM NaF, 10% glycérol, 200M de

sodium orthovanadate, 1mM PMSF, 0,5g/mL aprotinine, 0,5g/mL leupeptine  et
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0,7g/mL pepstatine) pendant 10 minutes sur glace. Puis, les extraits ont été

centrifugés 10 minutes à 10 000rpm à 4°C et le surnageant a été récupéré. La

concentration des protéines a été déterminée à l’aide de la méthode BCA (Pierce;

23225) et les échantillons ont été dosés en triplicata. Une courbe standard a été

établie avec l’albumine de sérum bovin (BSA), effectuée en parallèle à chaque

dosage. Les extraits protéiques ont été conservés à -20°C.

3.1.2 Lyse avec haute concentration en sel (HS)

La lyse HS, en raison de la forte concentration en sel du tampon, favorise la

solubilisation de protéines nucléaires dans l’extrait. Cette lyse a donc été

principalement utilisée lors de l’étude du facteur de transcription EB (TFEB).

Brièvement, les cellules ont été rincées deux fois au PBS froid, puis lysées à l’aide

d’un tampon de lyse HS (1% Nonidet P-40, 50mM tris-HCl pH 7,5, 300mM NaCl,

150mM KCl, 5mM EDTA pH 8,0, 10mM NaF, 10% glycérol, 200M de sodium

orthovanadate, 1mM PMSF, 0,5g/mL aprotinine, 0,5g/mL leupeptine  et

0,7g/mL pepstatine) pendant 10 minutes sur glace avant d’être soniqué 5

secondes à 25% d’intensité. Le lysat a ensuite été centrifugé 10 minutes à

10 000rpm à 4°C et le surnageant a été récupéré. Puis, la concentration des

protéines a été déterminée à l’aide de la méthode BCA telle que décrit à la section

3.1.1. Les extraits protéiques ont été conservés à -20°C.

3.2 Fractionnement subcellulaire: protéines cytosoliques et nucléaires

Les cellules ont été rincées deux fois au PBS froid, puis lysées à l’aide du

tampon A (10mM Hepes pH 7,9, 10mM KCl, 0,1mM EDTA pH 8,0, 0,1mM EGTA,

1mM DTT, 10mM NaF, 10mM -glycérophosphate, 200M de sodium

orthovanadate, 1mM PMSF, 0,5g/mL aprotinine, 0,5g/mL leupeptine  et

0,7g/mL pepstatine) pendant 15 minutes sur glace. Puis, 0,625% de Nonidet P-40

a été ajouté aux lysats qui ont été ensuite vortexés 15sec. Les extraits ont été

centrifugés 30 secondes à 12 000g à 4°C et le surnageant, composé des protéines
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cytosoliques, a été récupéré. Par la suite, le culot a été resuspendu dans du

tampon B (20mM Hepes pH 7,9, 0,4M NaCl, 1mM EDTA pH 8,0, 1mM EGTA,

1mM DTT, 10mM NaF, 10mM -glycérophosphate, 5% glycérol, 200M de sodium

orthovanadate, 1mM PMSF, 0,5g/mL aprotinine, 0,5g/mL leupeptine  et

0,7g/mL pepstatine). L’extrait a été centrifugé 10 minutes à 10 000rpm à 4°C et le

surnageant enrichi en protéines nucléaires a été récupéré. Enfin, la concentration

des protéines a été déterminée à l’aide de la méthode BCA et les extraits

protéiques ont été conservés à -20°C.

4. Immunobuvardage

Des quantités équivalentes d’échantillons ont d’abord été préparées. De 20 à

60g d’extraits protéiques ont été utilisés. Les protéines ont été dénaturées via

l’ajout de Laemmli 4X et le volume a été ajusté uniformément afin d’obtenir une

concentration finale de Laemmli 1X (62,5mM tris-HCl  pH 6,8, 2,3% SDS, 10%

glycérol, 1mM PMSF, 0,005% bleu de bromophénol et 5% -mercaptoéthanol).

Puis, les échantillons préparés ont été chauffés 5 minutes à 95°C. Les échantillons

protéiques, ainsi qu’un marqueur de poids moléculaire maison (phosphorylase B

(94kDa) 0,35mg/mL, BSA (66kDa) 0,15mg/mL, ovalbumine (45kDa) 1mg/mL,

carbonic anhydrase (32kDa) 0,2mg/mL, trypsinogène (24kDa) 0,3mg/mL, -

lactoglobuline (18kDa) 0,2mg/mL et lysosyme (14kDa) 0,3mg/mL dans du Laemmli

2X) ont ensuite été séparés sur gel SDS-PAGE (acrylamide/bis 37,5:1 7,5, 10 ou

12,5%, 375mM tris-HCl pH 8,8, 0,1% SDS, 0,05% ammonium persulfate, 0,033%

TEMED). La migration des gels a été effectuée à 10mA/gel pendant 14 à 16h à

4°C dans un tampon de migration (25mM tris, 192mM glycine, 0,1% SDS). Par la

suite, les protéines migrées ont été transférées à 250mA pendant 4 à 6h à 4°C sur

membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) (Perkin Elmer; NEF1002) ou de

nitrocellulose (GE healthcare; 10600002) par électrotransfert dans un tampon de

transfert (25mM tris, 192mM glycine et 10% éthanol). Puis, les membranes ont été

colorées au rouge de Ponceau (0,2% Ponceau S, 3% acide trichloroacétique) afin

de visualiser les protéines et de vérifier l’efficacité et l’uniformité du transfert. Les
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membranes ont été décolorées dans l’eau avant d’être bloquées 1h à 25°C dans la

solution de blocage (PBS 1X, 0,05% Tween-20 et 5% de lait en poudre). Après le

blocage, les membranes ont été incubées toute la nuit à 4°C avec l’anticorps

primaire (Voir Tableau 1) dilué dans la solution de blocage. Les membranes ont

été lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du PBS-T (PBS 1X, 0,05% Tween-20)

avant d’être incubées 1h à 25°C avec l’anticorps secondaire (Voir Tableau 2)

conjugué à la peroxydase de raifort (HRP) dilué dans la solution de blocage. Enfin,

les membranes ont été lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du PBS-T et 10

minutes dans du PBS avant d’être incubées 1 minute dans la solution de révélation

(0,1M tris pH 8,5, 225M acide coumarique, 1,25mM luminol et 0,009% peroxide

d’hydrogène). Les protéines ont été détectées par chemiluminescence en utilisant

les films HyBlot CL (Denville scientific inc.; E3012).

Tableau 1: Anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages

Protéine reconnue anticorps dilution espèce compagnie

14-3-3 (pan) #8312 1/1000 Lapin Cell signaling

70S6K1 (49D7) #2708 1/2000 Lapin Cell signaling

ACTINE MAB1501 1/20 000 Souris Millipore

ATG5 #2630 1/1000 Lapin Cell signaling
BÉCLINE 1 #3738 1/1000 Lapin Cell signaling

CASPASE 7 clivée (Asp198) #9491 1/500 Lapin Cell signaling

c-JUN sc-1694 1/1000 Lapin Santa cruz
biotechnology

ERK1 sc-93 1/2000 Lapin Santa cruz
biotechnology

GAPDH #2118 1/10 000 Lapin Cell signaling

GFP (B-2) sc-9996 1/2000 Souris Santa cruz
biotechnology

GLYCOGEN SYNTHASE #3886 1/1000 Lapin Cell signaling

GRP78 (Bip) (C50B12) #3177 1/1000 Lapin Cell signaling

GSK3  (D75D3) XP #5676 1/5 000 Lapin Cell signaling
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GSK3 610201 1/4000 Souris BD transduction
laboratories

HISTONE H3 #9715 1/1000 Lapin Cell signaling

IRE1(14C10) #3294 1/1000 Lapin Cell signaling

LAMINE B (M-20) sc-6217 1/1000 Chèvre Santa cruz
biotechnology

LAMP1 (D2D11) XP #9091 1/15 000 Lapin Cell signaling
LC3B #2775 1/1000 Lapin Cell signaling

LC3B (D11) XP #3868 1/10 000 Lapin Cell signaling
p70S6K1 (Thr389) (108D2) #9234 1/1000 Lapin Cell signaling

PARP #9542 1/1000 Lapin Cell signaling

PARP clivée (Asp214) #9541 1/500 Lapin Cell signaling

pcJUN (Ser63) #9261 1/500 Lapin Cell signaling

pERK1/2 (Thr202/Tyr204) #9101 1/1000 Lapin Cell signaling
Phospho-(Ser) 14-3-3 binding

motif (4E2) #9606 1/750 Souris Cell signaling

pS6 (Ser235-236) XP #4858 1/4000 Lapin Cell signaling

S6 ribosomal protein (5G10) #2217 1/4000 Lapin Cell signaling

TFEB #4240 1/500 Lapin Cell signaling

Tableau 2: Anticorps secondaires utilisés pour les immunobuvardages

Protéine reconnue anticorps dilution espèce compagnie

IgG Lapin (couplé à la HRP) 111-035-003 1/2500 Chèvre Jackson
immuno-
research

laboratories
IgG Souris (couplé à la HRP) 115-035-003 1/2500 Chèvre

IgG Chèvre (couplé à la HRP) sc-2953 1/2500 Poulet Santa cruz
biotechnology
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5. Transfections transitoires

5.1 Transfection de siARN

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits et le

lendemain elles ont été transfectées à l’aide de la méthode de lipofection.

Brièvement, 3L de Lipofectamine 2000 (Life technologies; 11668027) ont été

incubés 5 minutes dans 100L d’Opti-MEM (Life technologies; 31985-070)

(Solution A). Entre-temps, 100nM/puit de siARN contrôle (Dharmacon; D-001210-

03-05) ou dirigé contre ATG5 (Santa cruz; sc-41445) ont été ajoutés à 100L

d’Opti-MEM (Solution B). Puis, les solutions A et B ont été combinées et incubées

20 minutes à température ambiante. Les cellules ont été rincées 1 fois avec de

l’Opti-MEM et 800L/puits d’Opti-MEM ont été ajoutés. Le volume final a été

complété à 1mL avec l’ajout du 200L de la solution A+B. Six heures plus tard, le

milieu a été remplacé par du DMEM contenant 10% de FBS. Enfin, 24h post-

transfection, les cellules ont été traitées avec la Bafilomycine A1 pendant 24 ou

48h avant d’être lysées (Section 3.1).

5.2 Transfection d’ADN

Les cellules ont été ensemencées soit dans des plaques de 6 puits ou des

pétris de 100mm. Le lendemain, les cellules ont été transfectées à l’aide de la

Lipofectamine 2000. Un ratio de 2:1 ou 3:1 L de Lipofectamine 2000 parg

d’ADN a été utilisé, pour les cellules HEK293T et PANC1 respectivement. La

solution A, contenant la Lipofectamine 2000, a été préparée selon le tableau 3 et

incubée 5 minutes à température ambiante. Entre-temps, la solution B a été

préparée à l’aide de l’ADN du vecteur d’expression EGFP-N1-TFEB (Tableaux 3 et

4). Puis, les solutions A et B ont été combinées et incubées 20min à température

ambiante. Les cellules ont été rincées 1 fois avec de l’Opti-MEM et du milieu Opti-

MEM a été ajouté (Tableau 3). Par la suite, le mélange de Lipofectamine+ADN

(A+B) a été ajouté. Après 4h (HEK293T) ou 6h (PANC1), le milieu de culture a été
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remplacé par du DMEM contenant 10% de FBS. Enfin, 24 à 48h post-transfection,

les cellules ont été traitées ou non, puis lysées (Section 3.1).

Tableau 3: Transfection d'ADN

6 puits 100mm

Solution A
Lipofectamine 2000 (L) 1 (2:1) ou

1,5 (3:1)
6 (2:1) ou

9 (3:1)

Opti-MEM (L) 100 500

Solution B
ADN (g) 0,5 3

Opti-MEM (L) 100 500

Volume de milieu Opti-MEM (mL) ajouté
par puit 0,8 6

5.3 Vecteurs et gènes rapporteurs

Tableau 4: Liste des vecteurs

plamide Caractéristique Provenance

EGFP-N1-TFEB Code la protéine TFEB fusionnée à l’EGFP Addgene #38119

pcDNA3-AU1-
mTOR-WT Code la protéine mTOR de type sauvage Addgene #26036

pcDNA3-AU1-
mTOR-E2419K Code la protéine mTOR mutée E2419K Addgene #19994

pLKO.1-puro-
shNonTarget shARN non ciblant Sigma; SHC-16

pLKO.1-puro-
shGSK3 shARN ciblant GSK3 Sigma;

TRCN0000040001

pLKO.1-puro-
shGSK3 shARN ciblant GSK3 Sigma;

TRCN0000039766

pLKO.1-puro-
shTFEB shARN ciblant TFEB OpenBioSystems;

TRCN0000013111

pLP1
Gènes des protéines virales gag

(nucléocapside) et pol (réplication) sous le
promoteur CMV

Life Technologies
(don du Dre Julie

Carrier,
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pLP2
Gène de la protéine virale rev (régule

l’expression de gag et pol) sous le promoteur
CMV

Département de
Médecine,

Université de
Sherbrooke, Qc,

Canada)VSV-G Gène d’une protéine d’enveloppe virale sous
le promoteur CMV

6. Immunoprécipitation

Tout d’abord, les billes GFP-Trap (Chromotek; gta) ont préalablement été

lavées 3 fois dans le tampon de lyse approprié (Section 3.1) et agitées à 4°C. Puis,

de 1 à 2mg d’extraits protéiques de cellules transfectées avec EGFP-N1-TFEB

(Section 5.2) ont été utilisés et complétés à un volume final de 600L avec le

tampon de lyse. Ensuite, 10L de billes GFP-Trap par mg de protéines ont été

ajoutés aux échantillons avant d’être incubés pendant 1-2h sous agitation à 4°C.

Par la suite, les extraits ont été centrifugés 45 secondes 3000rpm et le premier

surnageant a été conservé. Les immunocomplexes ont été lavés 3 fois dans le

tampon de lyse avant d’être resuspendus dans 40L de Laemmli 4X. Finalement,

les immunocomplexes ont été chauffés 5 minutes à 95°C et séparés par SDS-

PAGE (Section 4), avec en parallèle un extrait protéique du lysat cellulaire ayant

servi à l’immunoprécipitation.

7. Essais kinase et phosphatase

7.1 Essai phosphatase

La protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée (Section 6) à partir de 1mg

d’extrait protéique des échantillons. Pour cet essai, les lavages ont été effectués

dans du tampon de lyse sans inhibiteur de phosphatase. Suite aux lavages des

immunocomplexes, ceux-ci ont été préparés pour l’essai phosphatase c’est-à-dire

ils ont été lavés 2 fois dans le tampon phosphatase PMP (NEB; B0761) et puis

séparés en 2 fractions équivalentes. Ces dernières ont été incubées sans ou avec

200U de Lambda phosphatase (NEB; P0753) pendant 30 minutes à 30°C. Enfin,

les immunocomplexes ont été resuspendus dans 40L de Laemmli 4X, chauffés 5



54

minutes à 95°C et séparés par SDS-PAGE (Section 4), avec en parallèle un extrait

protéique du lysat cellulaire ayant servi à l’immunoprécipitation.

7.2 Essai kinase GSK3

La protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée (Section 6) à partir de 1 à

2mg d’extrait protéique des lysats cellulaires. Suite aux lavages des

immunocomplexes, ils ont été préparés pour l’essai kinase c’est-à-dire ils ont été

lavés 2 fois dans le tampon kinase pour GSK3 (NEB; B6040) et séparés en 3

fractions équivalentes. Ces dernières ont été incubées sans et avec 125U de

GSK3 active (NEB; P6040) avec ou sans l’inhibiteur des GSK3 (CHIR99021; 5M)

pendant 1h à 30°C. Les immunocomplexes ont été resuspendus dans 25L de

Laemmli 4X. Finalement, les immunocomplexes ont été chauffés 5 minutes à 95°C

avant d’être séparés par SDS-PAGE (Section 4).

8. Immunofluorescence

8.1 Marquage des autophagosomes

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles insérées dans les puits de

plaques à 6 puits. Le lendemain, les cellules ont été traitées 24h avec l’inhibiteur

des GSK3 CHIR99021 et l’inhibiteur de mTOR, Torin1. D’abord, les cellules ont été

rincées avec du PBS et fixées avec 2% paraformaldéhyde (PFA) dans du PBS

pendant 20 minutes. Ensuite, les cellules ont été lavées 3 fois 5 minutes avec du

TBS-T (50mM tris pH7,5, 150mM NaCl et 0,1% Tween20) avant d’être

perméabilisées avec du méthanol 100% pendant 10 minutes à -20°C. Suite à 3

lavages de 5 minutes avec du TBS-T, les cellules ont été bloquées pendant 15

minutes dans du PBS contenant 10% de FBS. Par la suite, les cellules ont été

incubées 2-3h avec une dilution 1/150 de l’anticorps dirigé contre LC3B (Cell

signaling; 3868) dans du TBS-T avec 0,1% Triton à température ambiante. Les

cellules ont été lavées 3 fois 5 minutes avec du TBS-T et ont été incubées pendant

1h dans la noirceur et à température ambiante avec l’anticorps secondaire
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conjugué à l’Alexa488 (Molecular probes; 21206) dilué 1/400 dans du TBS-T.

Ensuite, les cellules ont été lavées 5 minutes avec du TBS-T et incubées 5

minutes avec du 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Enfin, les lamelles ont été

montées sur des lames à l’aide d’Immu-Mount (Thermo Scientific; 9990402).

Les cellules ont été observées à l’aide d’un microscope confocal Zeiss

LSM700 équipé d’objectifs de 20x et à l’immersion à l’huile de 63x et 100x. Les

échantillons ont été excités séquentiellement avec un laser à 488nm et 405nm.

Des photos de sections (5-6 pour 20x, 7-9 pour 63x et 15-18 pour 100x) à

intervalle de 0,3m ont été prises à une résolution de 512x512 pixels en mode

d’acquisition de la moyenne de 2 balayages par ligne.

8.2 Marquage des Lysosomes

Les cellules ont été ensemencées sur lamelles insérées dans les puits de

plaques à 6 puits. Le lendemain, les cellules ont été traitées 24h avec l’inhibiteur

CHIR99021 (GSK3), la Torin1 (mTOR) et la Bafilomycine A1 (autophagie).

Pendant la dernière heure de traitements, les cellules ont été incubées avec 50nM

de lysotracker® Red DND-99 (Molecular probes; L-7528). Ensuite, les cellules ont

été rincées avec du PBS et fixées avec 2% PFA dans du PBS pendant 30 minutes

à 4°C. Puis les cellules ont été lavées avec du PBS, incubées 5 minutes avec du

DAPI et lavées à nouveau avec du PBS. Les lamelles ont été montées sur des

lames à l’aide d’Immu-Mount.

Les cellules ont été observées à l’aide d’un microscope confocal Zeiss

LSM700 avec l’objectif à l’immersion à l’huile de 63x. Les échantillons ont été

excités séquentiellement avec un laser à 555nm et 405nm. Des photos de 7-9

sections à intervalle de 0,3m ont été prises à une résolution de 512x512 pixels en

mode d’acquisition de la moyenne de 2 balayages par ligne.
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8.3 Visualisation TFEB-EGFP

Les cellules ont été ensemencées sur lamelles insérées dans les puits de

plaques à 6 puits et elles ont été transfectées le lendemain avec le plasmide

EGFP-N1-TFEB (Section 5.2). Vingt-quatre heures post-transfection, les cellules

ont été traitées 1h sans ou avec l’inhibiteur CHIR99021 et Torin1. Par la suite, les

cellules ont été rincées avec du PBS et fixées avec 2% PFA dans du PBS pendant

20 minutes. Puis les cellules ont été lavées avec du TBS-T, incubées 5 minutes

avec du DAPI et lavées à nouveau avec du TBS-T. Les lamelles ont été montées

sur des lames à l’aide d’Immu-Mount.

9. Production et infection lentivirale

Des cellules HEK293T ont été ensemencées dans des pétris 100mm pour

obtenir une confluence de 50-60% le lendemain. En résumé, 48L de

Lipofectamine 2000 ont été dilués dans 500L d’Opti-MEM et incubés pendant 5

min à température ambiante. Puis, aux 500L de lipofectamine 2000 préparés ont

été ajoutés 6g de vecteur du shARN d’intérêt ainsi que 6g des vecteurs pour les

particules virales, pLP1, pLP2 et VSVG (Tableau 4), dilués dans 500L d’Opti-

MEM. Le tout a été incubé 30 minutes à température ambiante. Ensuite, les

cellules ont été incubées 4h avec 5mL d’Opti-MEM auxquels a été ajouté le 1mL

comprenant la Lipofectamine 2000 et les ADN. Puis, le milieu a été remplacé pour

7mL de DMEM contenant 10% de FBS et 2 jours plus tard, le milieu contenant les

lentivirus a été récolté et filtré à l’aide d’un filtre 0,45m pour être ultérieurement

conservé à -80°C.

Pour l’infection lentivirale, les cellules ont été ensemencées dans des pétris

60mm de façon à obtenir une confluence de 50-60%, le lendemain. Elles ont

ensuite été incubées 1h avec 0,7mL de virus supplémenté avec du polybrène

8g/mL. Puis, 2,3mL de milieu DMEM contenant 10% de FBS supplémenté avec

du polybrène 8g/mL ont été ajoutés. Le milieu contenant les virus a été remplacé
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2 jours plus tard avec du milieu DMEM contenant 10% de FBS. Le lendemain, les

cellules ont été soit lysées (Section 3.1) ou sélectionnées afin d’établir des

populations stables. Les populations de cellules PANC1 exprimant le shTFEB ou le

shNonTarget de façon stable ont été obtenues suite à une sélection de 10 jours

avec du milieu de culture supplémenté avec 5g/mL de puromycine (Wisent; 400-

160-EM).

10. Croissance en agarose mou

Le fond des puits de plaques à 6 puits a été couvert de 1,5mL d’un mélange

(1:1) de DMEM 2x sans rouge de phénol et d’agarose de type VII 1,4% (Sigma;

A9045). Puis aux plaques préalablement préparées, 2mL/puit du même mélange

de DMEM-agarose (1:1) contenant 7 500 cellules/mL ont été ajoutés. Après

solidification, du milieu de culture DMEM 1x sans rouge de phénol supplémenté

avec 10% de FBS a été ajouté à la surface d’agarose et changé tous les 2-3 jours.

Lors de traitements, le milieu de culture contenant les inhibiteurs spécifiés a été

changé à tous les jours. Après 3 semaines, les colonies ont été colorées en

incubant les cellules pendant 3h à 37°C 5% CO2 avec 500L de PBS contenant

0,5mg/mL de MTT (Calbiochem; 475989). Des images ont été prises et les

colonies ont été dénombrées à l’aide du logiciel ImageJ version 1.47d.

11. Spectrométrie de masse

11.1 Préparation des échantillons

L’approche protéomique quantitative « Stable Isotope Labeling by Amino

acids in Cell culture » (SILAC) d’analyse par spectrométrie de masse a été utilisée.

Celle-ci repose sur l’incorporation d’acides aminés marqués avec différents

isotopes dans les protéines de cellules en culture. Une fois les acides aminés

marqués incorporés dans les protéines, elles peuvent être distinguées en fonction

des isotopes lors de l’analyse par spectrométrie de masse. Notre approche

consistait à l’utilisation d’arginine et de lysine marquées avec différents isotopes
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dans le milieu de culture afin d’obtenir 3 conditions SILAC. Les cellules HEK293T

ont été maintenues pendant au moins 6 passages dans du milieu DMEM sans

arginine et lysine (Life technologies; A14431-01) supplémenté avec 10% de sérum

dialysé (Life technologies; 26400-044), 2mM L-Glutamax, 100U/mL

pénicilline/streptomycine (Wisent; 450-201-EL), et de l’arginine et de la lysine soit

légère (L) (Arg0, Lys0; Sigma; A5006 et L5501), moyenne (M) (Arg6, Lys4;

Cambridge Isotope Laboratories; CNM-2265 et DLM-2640) ou lourde (H) (Arg10,

Lys8; Cambridge Isotope Laboratories; CNLM-539 et CNLM-291). Par la suite, les

cellules HEK293T cultivées dans le milieu léger (L), moyen (M) et lourd (H) ont été

ensemencées dans des pétris de 15cm. Le lendemain, les cellules en milieu

moyen et lourd ont été transfectées avec de l’effectene (Qiagen; 301425) en

suivant les instructions du manufacturier. Brièvement, une solution de 5g/Pétri du

plasmide EGFP-N1-TFEB dans 750L de tampon EC a été incubée avec 40L

d’enhancer pendant 5 minutes à température ambiante. Puis, 60L d’effectene ont

été ajoutés et la solution a été incubée 10 minutes à température ambiante. Entre

temps, les cellules ont été rincées avec du PBS et 10mL de milieu DMEM SILAC

(moyen ou lourd) ont été ajoutés. Enfin, 7,5mL de milieu DMEM SILAC (moyen ou

lourd) ont été ajoutés à la solution de transfection qui a ensuite été ajouté aux

cellules. Vingt-quatre heures post-transfection, les cellules en condition de milieu

lourd (H) ont été traitées 1h soit avec le CHIR99021 ou la Torin1, alors que du

DMSO a été ajouté aux cellules en milieu moyen (M). Donc, la condition L

représente les cellules contrôles non transfectées et non traitées, la condition M

les cellules exprimant TFEB-EGFP traitées avec du DMSO et la condition H les

cellules exprimant TFEB-EGFP et traitées avec le CHIR99021 ou la Torin1. Les

cellules ont été lysés dans du tampon Triton (Section 3.1.1).

11.2 Préparation et analyse des peptides

La protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée (Section 6) à l’aide de billes

GFP-Trap à partir de 5mg d’extraits protéiques des différents lysats cellulaires

préparés en 11.1. Les immunocomplexes des échantillons des conditions L, M et H
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ont été combinés dans un ratio de 1:1:1. Afin de préparer les peptides, une

digestion sur billes a été effectuée avec de la trypsine. Brièvement, les billes ont

été lavées 5 fois avec une solution de 20mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3).

Puis, les protéines ont été réduites pendant 30 minutes à 60°C dans un volume

équivalent à celui des billes à l’aide d’une solution de 10mM DTT, 20mM

NH4HCO3. Les protéines ont ensuite été alkylées en ajoutant un volume égal à

celui des billes d’une solution de 15mM iodoacetamide, 20mM NH4HCO3 pendant

1h à température ambiante. La concentration en DTT des échantillons a été

augmentée à 15mM et les protéines ont été digérées avec 1g de Trypsine Gold

(Promega; V5280) pendant 16-18h à 37°C. La digestion a été arrêtée en ajoutant

de l’acide formique 10% afin d’obtenir une concentration finale de 1%. Les

échantillons ont été centrifugés à 3000rpm pendant 1 minute et le surnageant

contenant les peptides a été transféré dans des tubes LoBind (Eppendorf; 13-698-

794). Les billes ont été rincées pendant 5 minutes avec une solution de 60%

acétonitrile, 0,1% acide formique, centrifugées et le surnageant a été combiné

avec le précédent. Les peptides ont été lyophilisés à l’aide d’un Speed Vac et

resuspendus dans 20L de 0,1% acide trifluoroacétique. Afin de réduire la

concentration en sels des échantillons, les peptides ont été passés dans des

ZipTip (Millipore; ZTC18S096) et ils ont été resuspendus dans 25L d’acide

formique 1%. Les échantillons ont été envoyés pour analyse par chromatographie

en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) à la

Plateforme de protéomique de l’Université de Sherbrooke. Brièvement, les

peptides ont été séparés à l’aide du système Easy nLC et 5L d’échantillon ont été

injectés. Les peptides ont été élués par un gradient de 10 à 60% de solvant B

(90% acétonitrile et 0,1% acide formique) à débit constant de 250nL/min pendant

240 minutes. Le système de chromatographie liquide à haute performance (HPLC)

a été couplé avec un spectromètre de masse QExactive Orbitrap via une interface

nanoscale LC (Dionex Ultimate 3000; Thermo Fisher Scientific). La vaporisation a

été effectuée à un voltage de 2kV et une température du capillaire de 270°C.

L’acquisition du spectre ratio masse/charge (m/z) de 350 à 1600 a été réalisée à

une résolution de 70 000 à une m/z de 400 en mode d’ions positifs suite à
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l’accumulation de 1 000 000 d’ions. Jusqu’à 10 ions les plus intenses ont été

séquencés par HCD « higher energy collusional dissociation » dans l’Orbitrap.

L’état de charge des ions précurseurs ont été évalués et les peptides ayant une

charge non assignée ou de 1, 7, 8 et >8 ont été exclues. La liste d’exclusion

dynamique a été limitée à un maximum de 500 entrées avec une période de

rétention maximale de 40 secondes et une fenêtre de masse relative de 10ppm.

Les mesures par l’Orbitrap ont été réalisées en mode de calibrage « lock mass »

afin d’améliorer la précision des masses. Les données ont été acquises à l’aide du

logiciel Xcalibur (version 2.1) et quantifiées à l’aide du logiciel MaxQuant (version

1.4.1.2). La recherche dans les banques de données a été effectuée dans le

répertoire Homo sapiens d’Uniprot à l’aide d’Andromeda. Les tolérances de la

masse initiale et de MS/MS ont été respectivement fixées à 20ppm et 0,5Da. La

carbamidométhylation des cystéines a été considérée comme une modification

fixe. Le taux de faux positif a été fixé à 0,01 et les peptides ayant un minimum de 7

résidus ont été analysés.

12. Mesure des niveaux intracellulaire d’ATP et d’ADP

Les cellules PANC1 ont été ensemencées dans des plaques à 96 puits à une

densité de 10 000 cellules par puit. Le lendemain, les cellules ont été traitées

pendant 24h avec les différentes drogues. Les niveaux d’ATP et d’ADP ont été

mesurés à l’aide du kit ApoSENSORTM (BioVision; K255-200) en suivant les

instructions du manufacturier. Dans une plaque à 96 puits pour lecteur

luminomètre, une solution de 5L de « ATP monitoring enzyme » et 95L de

« Nucleotide releasing buffer » (NRB) a été ajoutée par puit et une lecture du bruit

de fond a été prise. Entre temps, le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont

été incubées avec 50L/puit de la solution NRB 5 minutes à température ambiante.

Ensuite, ces 50L de NRB ont été ajoutés aux puits de la plaque à luminomètre

précédemment préparée et la plaque a été incubée 10 minutes à température

ambiante dans la noirceur. Une lecture des échantillons a été prise pour mesurer

les niveaux d’ATP (donnée A). Pour mesurer les niveaux d’ADP, une deuxième
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lecture (donnée B) a été prise 10 minutes après la lecture A puis 10L/puit de

« ADP converting enzyme » dilué 1:10 dans le tampon NRB ont été ajoutés. Après

10 minutes d’incubation à température ambiante une dernière lecture (donnée C) a

été prise. Le ratio ATP/ADP des échantillons est obtenu par le calcul

suivant :
é ( )é é ( ) .

13. Coloration à l’acide périodique de Schiff

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles insérées dans les puits

de plaques à 6 puits. Le lendemain, les cellules ont été traitées ou non (DMSO)

avec l’inhibiteur des GSK3 CHIR99021 pendant 24h. Afin d’évaluer le contenu en

glycogène des cellules, elles ont été colorées à l’aide du « Periodic acid Schiff »

(PAS) (Sigma Aldrich; 395B). Brièvement, les cellules ont été rincées avec du PBS

et fixées avec 2% PFA dans du PBS pendant 20 minutes. Ensuite, les cellules ont

été rincées avec du PBS puis incubées avec de l’acide périodique pendant 5

minutes. Par la suite, les cellules ont été rincées à l’eau pendant 2 minutes et

incubées avec le réactif de Schiff pendant 15 minutes. Enfin, les cellules ont été

rincées deux fois dans de l’eau pendant 2 minutes et les lamelles ont été montées

sur des lames à l’aide d’Immu-Mount.

14. Densitométrie et statistiques

La densitométrie a été effectuée à l’aide du logiciel ImageJ version 1.47d sur

les immunobuvardages présentés d’une expérience représentative en calculant le

ratio de l’expression de la protéine d’intérêt sur l’expression de la GAPDH.

Lorsque spécifié, la densitométrie a été effectuée sur plusieurs expériences et

cumulées.

Toutes les statistiques ont été calculées avec soit le logiciel Microsoft Excel

ou GraphPad Prism6 à l’aide du test de Student. Un p≤ 0,05 a été considéré

comme statistiquement significatif.
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III- Résultats:

1- L’inhibition de l’activité des GSK3 induit l’apoptose et l’autophagie dans les

cellules épithéliales pancréatiques tumorales

Pour supporter un rôle positif des GSK3 dans la croissance des cellules

pancréatiques tumorales humaines, nous avons évalué l’impact de l’inhibition des

GSK3 sur leur capacité de croissance en indépendance d’ancrage, une

caractéristique de cellules transformées. Les cellules pancréatiques tumorales

PANC1 ont été infectées avec des lentivirus codant soit un shARN contrôle

(shCTL) ou un shGSK3 Puis, ces cellules exprimant le shCTL ou le shGSK3 ont

été ensemencées dans du milieu de culture contenant de l’agarose (agarose mou)

et ont été cultivées pendant 3 semaines. Nous avons observé que la déplétion de

l’expression de GSK3 a réduit de 65% le nombre de colonies formées par rapport

aux cellules shCTL (Figure 7A). Ce résultat a été confirmé dans les cellules

PANC1 ensemencées en agarose mou et traitées avec l’inhibiteur des GSK3, le

SB216763. En effet, le nombre de colonies formées par les cellules PANC1 est

réduit de 76% suite à l’inhibition pharmacologique des GSK3 (Figure 7B). L’activité

des GSK3 est donc requise pour la croissance en indépendance d’ancrage des

cellules pancréatiques tumorales. De plus, nous avons démontré que l’inhibition

prolongée des GSK3 induit une réponse apoptotique dans les cellules

pancréatiques tumorales (Marchand et al., 2012). En effet, le traitement des

cellules pancréatiques tumorales PANC1 pendant 72h avec les inhibiteurs

pharmacologiques spécifiques des GSK3 (SB216763 et CHIR99021) induit le

clivage de PARP et de la caspase 7, deux marqueurs d’apoptose (Figure 8A-B).

L’induction de l’apoptose pourrait contribuer à la diminution de croissance en

agarose mou observée dans les cellules PANC1 suite à l’inhibition des GSK3

(Figure 7).

Précédemment, une étude a démontré dans les cellules de cancer de la

prostate que l’inhibition des GSK3 peut induire la mort cellulaire tout en menant à
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Figure 7 : L’inhibition de l’activité des GSK3 réduit la croissance en
indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales. A) Les
cellules PANC1 ont été infectées avec des lentivirus codant soit un shARN non
ciblant (shCTL) ou un shGSK3. Quarante-huit heures post-infection, les cellules
ont été ensemencées dans du milieu de culture contenant de l’agarose (en
agarose mou). B) Les cellules PANC1 ont été ensemencées en agarose mou et à
partir du lendemain traitées avec l’inhibiteur des GSK3, SB216763 20M (SB), ou
sans (DMSO). A-B) Les cellules ont été cultivées en agarose mou pendant 3
semaines avant la coloration des colonies à l’aide de MTT. La photo d’une
expérience représentative est montrée. Les colonies formées ont été dénombrées
à l’aide du logiciel ImageJ. Le nombre de colonies dans les cellules contrôles
(shCTL ou DMSO) a été fixé à 1. *** p<0,001. n=3-7
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une accumulation de l’expression de BIF1 associée à l’induction de l’autophagie (J.

Yang et al., 2010). Une induction de l’autophagie suite à l’inhibition de l’activité des

GSK3 a également été observé dans des cellules mammaires tumorales et de

neuroblastomes (Azoulay-Alfaguter et al., 2014; Parr et al., 2012). Afin d’évaluer

l’influence de l’activité des GSK3 sur le processus d’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales, nous avons analysé l’expression de la protéine LC3B, un

marqueur de l’autophagie. Lors de l’induction de l’autophagie, la protéine LC3 (LC3

I) est modifiée sous sa forme II permettant son association avec la membrane des

vésicules autophagiques. Tout d’abord, nous avons observé que l’expression de la

protéine LC3B II est augmentée dans les cellules PANC1 suite à l’inhibition de

l’activité des GSK3, par les traitements aux SB216763 et CHIR99021 (CHIR),

suggérant une induction de l’autophagie (Figure 8A-B). De façon intéressante,

l’augmentation de l’expression de LC3B II induite par le traitement au CHIR est

observée dès 24h et devance l’augmentation du clivage de PARP et de la caspase

7 qui sont observées qu’à partir de 48h (Figure 8B). Ceci suggère que l’autophagie

induite suite à l’inhibition de l’activité des GSK3 précèderait la réponse

apoptotique. Afin de mieux visualiser l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition

des GSK3, nous avons effectué une immunofluorescence dirigée contre la protéine

LC3B. Dans les cellules PANC1 non traitées (DMSO), un signal ponctué de LC3B

est observé, témoignant de sa localisation aux autophagosomes, et suggérant

donc un certain niveau d’autophagie à l’état basal dans les cellules PANC1 (Figure

8C). Le traitement des cellules PANC1 pendant 24h avec l’inhibiteur CHIR a

augmenté le nombre de ponctua de LC3B (autophagosomes) par cellules

comparativement aux cellules contrôles (DMSO) (Figure 8C-D). Une augmentation

similaire des ponctuas LC3B est également observée suite au traitement des

cellules avec un inducteur d’autophagie, l’inhibiteur de mTOR (Torin1).

Puisqu’un défaut de la dégradation lysosomale pourrait également entraîner

une augmentation d’expression de la protéine LC3B et fausser l’interprétation de

nos résultats, nous avons donc approfondi l’analyse de l’induction de l’autophagie.

Pour ce faire, nous avons premièrement procédé au marquage des lysosomes à
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Figure 8 : L’inhibition des GSK3 augmente les niveaux de LC3B II et sa
localisation aux autophagosomes dans les cellules PANC1. A) Les cellules
PANC1 ont été traitées pendant 72h sans (DMSO) ou avec les inhibiteurs de
GSK3 SB216763 (SB) et CHIR99021 (CHIR) aux concentrations indiquées. B) Les
cellules PANC1 ont été traitées avec le CHIR (5M) pour les périodes de temps
spécifiées. A-B) L’expression des marqueurs d’apoptose (PARP et caspase 7
clivées) et d’autophagie (LC3B) a été évaluée par immunobuvardage. La
densitométrie a été calculé à l’aide du logiciel imageJ et le ratio LC3B II/GAPDH
relatif aux contrôles DMSO est indiqué. C) Les cellules PANC1 ont été traitées
pendant 24h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR; 5M) ou de
mTOR (Torin1; 250nM). L’expression de LC3B a été visualisée par
immunofluorescence et les noyaux ont été marqués avec du DAPI. Les
autophagosomes (signal ponctué de LC3B) ont été observés par microscopie
confocale avec des objectifs de 20x et 63x. Les images correspondent à une série
de 6-7 (20x) ou de 5-11 (63x) plans focaux à intervalle de 1 ou 0,33m
respectivement. D) Les ponctuas LC3B des immunoflurorescences à 63x de
l’expérience représentée en C ont été dénombrés à l’aide du logiciel imageJ pour
10-16 cellules. Le nombre moyen de ponctuas LC3B par cellule et le SEM sont
montrés ** p<0,01, *** p<0,001.
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l’aide du lysotracker dans les cellules PANC1. Nous avons observé un marquage

plus important des lysosomes dans les cellules où les GSK3 (CHIR) ou mTOR

(Torin1) sont inhibés pendant 24h (Figure 9A). La spécificité du signal du

lysotracker a été confirmée par l’utilisation de la Bafilomycine A1 (BAF), un

inhibiteur des V-ATPases, qui bloque l’acidification des lysosomes. En effet, le

traitement avec la Bafilomycine A1 a entraîné la perte du marquage des

lysosomes. Nos résultats suggèrent que l’inhibition des GSK3 ou de mTOR

favorise la formation de lysosomes dans les cellules pancréatiques tumorales

humaines.

Jusqu’à présent, nous avons analysé l’autophagie à l’aide de mesures

statiques, c’est-à-dire nous avons évalué l’expression de LC3B à un moment

précis. Or, l’autophagie est un processus très dynamique, ce qui signifie que la

simple mesure du niveau de LC3B à un temps précis n’est pas nécessairement

représentative de l’activité autophagie. Nous avons donc mesuré le flux

autophagique, une technique qui permet l’évaluation dynamique du processus

autophagique donnant une mesure plus fiable. Le flux autophagique a été évalué

en mesurant les niveaux de LC3B II avant et après une courte inhibition de la

dégradation du contenu des autophagosomes à l’aide de la chloroquine (CQ) ou

de la Bafilomycine A1 qui bloquent l’acidification de lysosomes. Dans un premier

temps, les GSK3 ont été inhibées dans les cellules PANC1 à l’aide de l’inhibiteur

CHIR (Figure 9B) ou du shGSK3 (Figure 9C) pendant 48 et 72h respectivement.

La chloroquine a ensuite été ajoutée durant les 4 dernières heures de l’inhibition

des GSK3. Tout comme observé aux figures 8A et B, l’inhibition des GSK3, en

absence de chloroquine, a augmenté les niveaux d’expression de LC3B II. L’ajout

de la chloroquine a permis l’accumulation de la protéine LC3B II dans les cellules

contrôles (DMSO et shCTL) (Figure 9B-C). Cette accumulation de LC3B II

démontre que le processus d’autophagie est actif dans les cellules PANC1 à l’état

basal. De plus, l’ajout de chloroquine dans les cellules où les GSK3 ont été

inhibées (CHIR ou shGSK3) a augmenté l’expression de LC3B II pour atteindre

des niveaux d’expression plus élevés que ceux dans les cellules contrôles avec
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Figure 9: L’analyse du flux autophagique dans les cellules PANC1 suite à
l’inhibition des GSK3. A) Les cellules PANC1 ont été traitées 24h sans (DMSO)
ou  avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR99021; CHIR; 5M), de mTOR
(Torin1; 250nM) ou la Bafilomycine A1 (BAF; 50nM). Les lysosomes ont été
marqués à l’aide du lysotracker (50nM) et ont été visualisés par microscopie
confocale à 63x. Les noyaux ont été marqués avec du DAPI. Les images
correspondent à une série de 7-9 plans focaux à intervalle de 0,3m. L’intensité du
signal lysotracker a été mesurée à l’aide du logiciel imageJ pour 2-19 cellules.
L’intensité du signal lysotracker des cellules contrôles (DMSO) a été fixée à 1.
L’intensité du lysotracker par cellule et le SEM sont montrés. B) Les cellules
PANC1 ont été traitées 48h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur CHIR 5M. C) Les
cellules PANC1 ont été infectées avec des lentivirus codant pour un shcontrôle ou
un shGSK3. B-C) La chloroquine (CQ; 25M) a été ajoutée 4h avant la lyse des
cellules afin de mesurer l’accumulation de LC3B II (flux autophagique).
L’expression de LC3B et de la GAPDH a été évaluée par immunobuvardage. Les
niveaux d’expression de LC3B II normalisée avec la GAPDH ont été calculés par
densitométrie avec ImageJ et les valeurs relatives à la piste contrôle sont
indiquées.
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chloroquine. Ce résultat démontre que l’augmentation de LC3B II observée suite à

l’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1 provient d’une induction de

l’autophagie et non d’un problème de dégradation des autophagosomes. Nos

résultats démontrent que l’inhibition de l’activité des GSK3 induit le flux

autophagique dans les cellules pancréatiques tumorales.

2- La stimulation de l’autophagie induite suite à l’inhibition des GSK3 n’est pas

restreinte aux cellules pancréatiques tumorales humaines

Précédemment, nous n’avions pas observé de clivage de PARP ni de la caspase 7

suivant l’inhibition des GSK3 dans les cellules humaines pancréatiques ductales

épithéliales immortalisées (HPDE) suggérant que la réponse apoptotique induite

par l’inhibition des GSK3 est spécifique aux cellules pancréatiques tumorales

(Marchand et al., 2012). Donc, les niveaux d’autophagie ont été analysés suite à

l’inhibition de l’activité des GSK3 dans des cellules pancréatiques non tumorales

HPDE. D’abord, le traitement des cellules HPDE avec l’inhibiteur des GSK3

(CHIR) a induit dès 24h une augmentation de l’expression de la protéine LC3B II

par rapport aux cellules non traitées (DMSO) (Figure 10A). De plus, nous avons

observé, comme illustré en figure 10B, que le traitement des cellules HPDE

pendant 24h avec le CHIR augmente le signal ponctué de LC3B

(autophagosomes) comparativement aux cellules non traitées (DMSO), tel que

visualisé par immunofluorescence. D’ailleurs, de façon similaire au traitement

CHIR, le traitement des cellules pendant 24h avec la Torin1, un inducteur connu

de l’autophagie, a augmenté le marquage ponctué de LC3B par cellules.

L’induction de l’autophagie suite à l’inhibition des GSK3 dans les cellules HPDE

est également confirmée par une analyse du flux autophagique. En effet, l’ajout de

Bafilomycine A1 dans les cellules traitées aux inhibiteurs des GSK3 (CHIR et

SB216763) a mené à une accumulation de l’expression de LC3B II (Figure 10C).

Ceci suggère que l’augmentation de l’expression de LC3B II dans les cellules

traitées avec le CHIR99021 et le SB216763 n’est pas due à un problème de

dégradation des autophagosomes, mais plutôt liée à une induction de l’autophagie.
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Figure 10: L’inhibition des GSK3 induit l’autophagie dans les cellules non
tumorales HPDE et dans des fibroblastes d’embryons de souris, MEF. A) Les
cellules HPDE ont été traitées sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur de GSK3
CHIR99021 (CHIR; 5M) pour les périodes de temps spécifiées. L’expression de
LC3B et de la GAPDH a été évaluée par immunobuvardage. B) Les cellules HPDE
ont été traitées 24h sans (DMSO) ou avec le CHIR (5M) ou l’inhibiteur de mTOR
(Torin1; 250nM). L’expression de LC3B a été visualisée par immunofluorescence
et les noyaux ont été marqués avec du DAPI. Les autophagosomes (signal
ponctué de LC3B) ont été observés par microscopie confocale à 63x. Les images
correspondent à une série 7-9 (63x) plans focaux à intervalle de 0,3m. Les
ponctuas LC3B des immunoflurorescences de l’expérience représentée ont été
dénombrés à l’aide du logiciel imageJ pour 7-30 cellules. Le nombre moyen de
ponctuas LC3B par cellule et le SEM sont montrés * p<0,05, ** p<0,01. C) Les
cellules HPDE ont été traitées 24h sans (DMSO) ou avec les inhibiteurs de GSK3
SB216763 (SB; 20M) et CHIR (5M). La Bafilomycine A1 (BAF; 50nM) a été
ajoutée 5h avant la lyse des cellules afin de mesurer l’accumulation de LC3B II
(flux autophagique). D) Les MEF Gsk3 +/+ et -/- ont été lysées et une quantité
équivalente de protéines a été séparée par SDS-PAGE. C-D) L’expression de
LC3B et de la GAPDH a été évaluée par immunobuvardage. A,C-D) La
densitométrie a été calculé à l’aide du logiciel imageJ et normalisé par rapport à la
GAPDH. Les valeurs du ratio LC3B II/GAPDH relatif aux contrôles (DMSO ou
Gsk3 +/+) sont indiquées.
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Afin d’évaluer l’effet de la délétion spécifique de Gsk3 sur l’autophagie dans

un autre modèle de cellules non tumorales, nous avons utilisé les fibroblastes

embryonnaires immortalisés issues des souris ayant une délétion pour Gsk3

(MEF Gsk3-/-) ou des souris de type sauvage (MEF Gsk3+/+). Les niveaux

d’expression de LC3B II dans les MEF Gsk3-/- sont plus élevés que dans les MEF

Gsk3+/+ (Figure 10D). Ces résultats suggèrent donc que l’inhibition des GSK3

mène à la stimulation de l’autophagie dans plusieurs types cellulaires différents et

que l’induction de l’autophagie, contrairement à celle de l’apoptose, ne semble pas

spécifique aux cellules pancréatiques tumorales.

3- L’inhibition de l’autophagie sensibilise les cellules pancréatiques tumorales à

l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3.

Le rôle de l’autophagie dans la carcinogenèse est complexe et ce processus

a été associé à des rôles pro- et anti-tumoraux selon le contexte (Gukovsky et al.,

2013; Rui Kang & Tang, 2012; Morselli et al., 2009; Rubinsztein et al., 2012; White

& DiPaola, 2009). Afin d’évaluer le rôle de l’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales humaines, nous avons évalué l’effet de son inhibition sur

la survie. Nous avons inhibé l’autophagie en empêchant l’acidification des

lysosomes et la dégradation du contenu des vésicules à l’aide de la Bafilomycine

A1. Pour ce faire, les cellules PANC1 ont été traitées avec l’inhibiteur des GSK3

(CHIR) pendant 24h en présence ou non de Bafilomycine A1. Un traitement de 24h

a été choisi puisque le clivage de PARP et de la caspase 7 ne sont pas observés à

ce temps dans les cellules traitées au CHIR (Marchand et al., 2012 et Figure 8B).

Nous avons observé que le traitement combiné du CHIR avec la Bafilomycine A1

induit le clivage de PARP et de la caspase 7 dans les cellules PANC1

comparativement aux traitements non combinés (Figure 11A). De façon similaire,

le traitement des cellules PANC1 avec la Bafilomycine A1 a promu le clivage de

PARP et de la caspase 7 induits par la déplétion de l’expression de GSK3

pendant 72h à l’aide d’un shARN spécifique (Figure 11B). À noter que nous avons

observé que le traitement pendant 24h avec la Bafilomycine A1 seulement induit le
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clivage de PARP et de la caspase 7 dans les cellules PANC1 infectées avec le

shARN contrôle. Donc, nos résultats suggèrent que l’inhibition de l’autophagie

sensibilise les cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose induite par l’inhibition

des GSK3.

Par la suite, nous avons inhibé l’autophagie de manière plus spécifique à

l’aide d’un siARN ciblant la protéine ATG5 qui est requise pour l’élongation des

autophagosomes. Les cellules PANC1 ont été transfectées avec le siATG5, puis

24h post-transfection elles ont été traitées 48h avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR).

L’inhibition de l’autophagie par la déplétion de l’expression d’ATG5 est confirmée

par le blocage de l’augmentation de l’expression de LC3B II induite par le CHIR

(Figure 11C). La déplétion d’ATG5 dans les cellules PANC1 a  promu le clivage de

PARP et de la caspase 7 induit par le traitement CHIR en comparaison aux

cellules exprimant un siARN contrôle. Ces résultats démontrent que l’inhibition de

l’autophagie sensibilise les cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose induite

par l’inhibition des GSK3 et suggèrent donc que dans ce contexte, l’autophagie

favorise la survie cellulaire.

Finalement, nous avons évalué l’effet de l’inhibition de l’autophagie sur la

capacité de croissance en indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques

tumorales. Les cellules PANC1 ont été ensemencées en agarose mou et elles ont

été traitées tous les jours avec l’inhibiteur CHIR, la Bafilomycine A1 ou la

combinaison des deux. Après 3 semaines de croissance, le nombre de colonies

formées a été mesuré. L’inhibition des GSK3 à l’aide du CHIR et l’inhibition de

l’autophagie par la Bafilomycine A1 ont individuellement réduit le nombre de

colonies formées par rapport aux cellules contrôles (DMSO) de 82% et 88%

respectivement (Figure 11D). Ce résultat suggère que l’autophagie est nécessaire

pour la croissance en indépendance d’ancrage des cellules PANC1. De plus, la

combinaison du traitement avec le CHIR et la Bafilomycine A1 a réduit de 99% la

formation de colonies par les cellules PANC1. Ainsi, la capacité de croissance en

indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales est davantage



72

Figure 11: L’inhibition de l’autophagie sensibilise les cellules pancréatiques
tumorales à l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3. A) Les cellules
PANC1 ont été traitées 24h sans (DMSO) et avec l’inhibiteur des GSK3
CHIR99021 (CHIR; 5M) seul ou combiné avec la Bafilomycine A1 (BAF; 50nM).
B) Les cellules PANC1 ont été infectées avec les lentivirus codant pour un shCTL
ou shGSK3. Quarante-huit heures post-infection, la Bafilomycine A1 a été ajouté
aux concentrations indiquées et les cellules ont été lysées après 24h. C) Les
cellules PANC1 ont été transfectées avec un siATG5 ou un siARN contrôle
(siCTL). Le lendemain, les cellules ont été traitées 48h sans (DMSO) et avec
l’inhibiteur CHIR aux concentrations spécifiées. A-C) L’expression protéique a été
évaluée par immunobuvardage avec les anticorps indiqués. B-C) La densitométrie
a été calculé à l’aide du logiciel imageJ et normalisé par rapport à la GAPDH. Les
valeurs du ratio LC3B II/GAPDH relatif aux contrôles sont indiquées. D) Les
cellules PANC1 ont été ensemencées en agarose mou et à partir du lendemain
traitées sans (DMSO) et avec le CHIR (5M) seul ou combiné avec la BAF (5nM).
Les cellules ont été cultivées en agarose mou pendant 3 semaines avant la
coloration des colonies à l’aide de MTT. La photo d’une expérience représentative
est montrée. Les colonies formées ont été dénombrées à l’aide du logiciel ImageJ
et le nombre de colonies dans les cellules contrôles (DMSO) a été fixé à 1. ***
p<0,001, ** p<0,01 et * p<0,05 (n=3-5)
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réduite par l’inhibition combinée de l’autophagie et des GSK3 comparativement à

leur inhibition individuelle.

4- L’inhibition des GSK3 induit l’autophagie indépendamment de la voie JNK-

cJUN

Nous nous sommes par la suite intéressés plus particulièrement aux

mécanismes moléculaires de la régulation de l’autophagie par les GSK3. Nous

avions préalablement démontré que l’inhibition des GSK3 mène à l’activation de la

voie JNK-cJUN qui est requise pour la réponse apoptotique (Marchand et al.,

2012). Nous avons donc vérifié si l’activation de la voie JNK-cJUN contribue aussi

à la stimulation de l’autophagie induite suite à l’inhibition des GSK3. Les cellules

PANC1 ont été traitées de 24 à 72h avec l’inhibiteur CHIR seul ou combiné avec

l’inhibiteur de JNK, le SP600125. L’inhibition de JNK n’a pas prévenu

l’augmentation de l’expression de LC3B II induite par le CHIR (Figure 12A). Par la

suite, nous avons évalué l’impact de l’inhibition des GSK3 dans les populations de

cellules PANC1-shCTL et PANC1-shcJUN. Le traitement des cellules avec le

CHIR a induit une augmentation de l’expression de LC3B II autant dans les

populations PANC1-shCTL que PANC1-shcJUN (Figure 12B). Ces résultats

suggèrent donc que l’autophagie est induite suite à l’inhibition des GSK3

indépendamment de la voie JNK-cJUN.

Il a été observé que la voie JNK peut être induite en réponse à un stress du

réticulum endoplasmique, notamment via la voie de l’UPR IRE1(F. Urano et al.,

2000). Lors d’un stress du réticulum endoplasmique, l’activation des voies de

l’UPR peut induire l’apoptose, ainsi que l’autophagie (Senft & Ronai, 2015). Afin

d’évaluer si l’inhibition des GSK3 menait à un stress du réticulum endoplasmique,

nous avons évalué l’expression de protéines associées à l’UPR. Nous avons

observé une augmentation de l’expression des protéines GRP78 et IRE1 suite

aux traitements de 48 et 72h avec l’inhibiteur des GSK3 (Figure 13). D’ailleurs, ces

augmentations ont été observées à des temps d’inhibition des GSK3 induisant une
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Figure 12: L’activation de la voie JNK-cJUN n’est pas nécessaire pour
l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition des GSK3. A) Les cellules
PANC1 ont été traitées sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 CHIR99021
(CHIR; 5M) seul ou combiné avec l’inhibiteur de JNK SP600125 (SP; 25M) pour
les périodes de temps indiquées. B) Les populations stables de cellules PANC1-
shCTL et PANC1-shcJUN ont été traitées 72h sans (DMSO; -) ou avec l’inhibiteur
CHIR. A-B) L’expression protéique a été évaluée par immunobuvardage en
utilisant les anticorps spécifiés. La densitométrie a été calculé à l’aide du logiciel
imageJ et normalisé par rapport à la GAPDH. Les valeurs du ratio LC3B II/GAPDH
relatif aux contrôles (DMSO ou shCTL) sont indiquées.
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Figure 13: L’inhibition des GSK3 augmente l’expression de protéines
impliquées dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique. A) Les
cellules PANC1 ont été traitées sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3
CHIR99021 (CHIR; 5M) aux temps indiqués. Les cellules PANC1 ont également
été traitées pendant 24h avec des inducteurs de stress du réticulum, la
Thapsigargine (Tg; 200nM) ou la tunicamycine (Tm; 1g/mL). L’expression
protéique a été évaluée par immunobuvardage en utilisant les anticorps spécifiés.
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augmentation du clivage de PARP. Une augmentation similaire de GRP78 et

IRE1 a aussi été observée suite aux traitements des cellules PANC1 pendant 24h

avec deux inducteurs de stress du réticulum endoplasmique, la thapsigargine et la

tunicamycine. Nos résultats suggèrent que l’inhibition prolongée (48h) de l’activité

des GSK3 pourrait induire un stress du réticulum endoplasmique. Ceci suggère

qu’il est possible que l’induction de l’autophagie observée dès 24h suite à

l’inhibition des GSK3 (Figures 8B-C et 9B) ne soit pas due à une induction d’un

stress du réticulum endoplasmique observée à 48h (Figure 13).

5- L’inhibition de l’activité des GSK3 mène à l’inhibition de la voie mTOR

La voie mTOR, plus spécifiquement mTORC1, est une voie de signalisation

connue pour jouer un rôle central dans la régulation de l’autophagie (Rabinowitz &

White, 2010). Afin d’analyser l’activité de la signalisation mTORC1, nous avons

évalué les niveaux de phosphorylation d’une cible en aval de mTORC1 la protéine

S6K ainsi que de son substrat la protéine S6. Dans un premier temps, nous avons

traité les cellules tumorales PANC1, BxPC3, MIA PaCa2 et non tumorales HPDE

pendant 24h avec le CHIR. L’inhibition des GSK3 a réduit les niveaux de

phosphorylation des protéines S6K1 et S6 (Figure 14A). De plus, la déplétion de

l’expression des GSK3 à l’aide du shGSK3/ dans les cellules PANC1 a menée

à une diminution de la phosphorylation des protéines S6K1 et S6 comparativement

aux cellules exprimant le shARN contrôle (Figure 14B). Ces résultats suggèrent

que l’inhibition des GSK3 mène à l’inhibition de la voie mTORC1 dans les cellules

épithéliales pancréatiques. Des études ont démontré que la voie mTOR peut être

régulée par la voie JNK-cJUN, notamment via la phosphorylation de Raptor par

JNK (Fujishita et al., 2011). Malgré que l’activation de la voie JNK-cJUN ne soit

pas requise pour l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition des GSK3 (Figure

12), nous avons toutefois analysé si celle-ci influence la régulation de la voie

mTOR par les GSK3. Afin d’exclure un impact de la régulation directe de cJUN par

les GSK3, l’activité
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Figure 14 : L’inhibition de l’activité des GSK3 inhibe l’axe S6K1-S6 en aval de
mTORC1. A) Les cellules PANC1, BxPC3, MIA PaCa2 (MIA) et HPDE ont été
traitées 24h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 CHIR99021 (CHIR; 5M).
B) Les cellules PANC1 ont été infectées avec des lentivirus codant pour un
shcontrôle (shCTL) ou un shGSK3un shGSK3shGSK3), puis elles ont été
lysées 72h post-infection. C) Les populations stables de cellules PANC1-shCTL et
PANC1-shcJUN ont été traitées 72h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur CHIR. A-C)
L’expression protéique a été évaluée par immunobuvardage en utilisant les
anticorps spécifiés.
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de la voie mTORC1 a été évaluée dans les cellules PANC1-shcJUN et PANC1-

shCTL suite à l’inhibition des GSK3. Nous avons observé que la réduction de la

phosphorylation des protéines S6K1 et S6 induites par le CHIR est équivalente

dans ces deux populations de cellules (Figure 14C). La régulation par les GSK3

des voies de signalisation JNK-cJUN et S6K1-S6 semble donc s’effectuer de façon

distincte.

Nous avons ensuite effectué une cinétique plus rapprochée de l’inhibition des

GSK3 à l’aide de l’inhibiteur CHIR99021 dans les cellules PANC1. Nous avons

observé une diminution de la phosphorylation de la protéine S6K1 à partir de 4h

suite à l’inhibition des GSK3 (Figure 15). Cette inhibition corrèle avec une

augmentation de l’expression de LC3B II. Il a été observé que la voie mTORC1

inhibe l’initiation de l’autophagie entre autres via la phosphorylation de la protéine

ULK1 sur la sérine 757 (J. Kim et al., 2011). À cet égard, nous avons observé une

réduction du niveau de phosphorylation d’ULK1 suite à l’inhibition des GSK3

(Figure 15). Par ailleurs, l’activité d’ULK1 peut également être favorisée par sa

phosphorylation par l’AMPK (Egan et al., 2011; J. Kim et al., 2011), toutefois nous

n’avons pas observé d’augmentation de la phosphorylation de l’AMPK suite à

l’inhibition des GSK3 (Figure 15). Nos résultats suggèrent que les GSK3 pourraient

réguler l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales humaines via la

voie mTORC1 et possiblement la phosphorylation d’ULK1.

Puisque nos résultats démontraient l’inhibition de l’activité de la protéine

S6K1 suite à l’inhibition des GSK3, nous avons évalué si l’inhibiteur de S6K1, le

PF-4708671 (PF), était suffisant pour induire l’autophagie dans les cellules

PANC1. Tel qu’observé précédemment, le traitement des cellules PANC1 pendant

48h avec le CHIR ou la Torin1 a induit une augmentation de l’expression de LC3B

II comparativement aux cellules non traitées (DMSO) (Figure 16A). Par contre,

l’inhibition de la S6K1 à l’aide du PF n’a pas induit d’augmentation de l’expression

de LC3B II. Ce résultat suggère que l’inhibition de la protéine S6K1 est insuffisante

pour induire l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales. Afin d’évaluer
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Figure 15 : L’inhibition de l’activité des GSK3 réduit la phosphorylation
d’ULK1 et de S6K1. Les cellules PANC1 ont été traitées avec l’inhibiteur des
GSK3 CHIR99021 (5M) ou sans (DMSO; 0) pour les temps indiqués.
L’expression protéique a été évaluée par immunobuvardage en utilisant les
anticorps spécifiés. La densitométrie a été calculé à l’aide du logiciel imageJ et
normalisé par rapport à la GAPDH. Les valeurs du ratio LC3B II/GAPDH relatif au
contrôle (DMSO; 0) sont indiquées.
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Figure 16: L’expression d’un mutant mTOR E2419K ne prévient pas
l’inhibition de l’axe S6K-S6 par l’inhibition des GSK3. A) Les cellules PANC1
ont été traitées 48h avec l’inhibiteur des GSK3 CHIR99021 (CHIR; C; 5M), de
mTOR la Torin1 (T; 250nM) ou de la S6K1 le PF4708671 (PF; 20M) ou sans
(DMSO; D). B) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec un vecteur vide
(VV) ou le vecteur d’expression de la protéine mTOR de type sauvage (WT) ou
mutée (E2419K). Vingt-quatre heures post-transfection, les cellules ont été traitées
24h avec l’inhibiteur CHIR99021 (CHIR; 5M; +) ou sans (DMSO; -). A-B)
L’expression protéique a été évaluée par immunobuvardage en utilisant les
anticorps spécifiés. La densitométrie a été calculé à l’aide du logiciel imageJ et
normalisé par rapport à la GAPDH. Les valeurs du ratio A) LC3B II/GAPDH ou B)
mTOR/GAPDH relatif aux contrôles sont indiquées.
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la contribution de l’axe S6K1-S6 dans la stimulation de l’autophagie induite suite à

l’inhibition des GSK3, nous avons exprimé une protéine mTOR de type sauvage ou

le mutant mTOR E2419K. Il a été observé que le mutant mTOR E2419K s’associe

aux composantes des complexes mTORC1 et mTORC2 de façon similaire au

mTOR de type sauvage (J. Urano et al., 2007). De façon intéressante, le mutant

mTOR E2419K démontre une activation constitutive du complexe mTORC1 même

lors d’une privation en nutriments qui mène généralement à l’inhibition de la voie

mTOR. De légères augmentations de l’expression de mTOR sont observées dans

les cellules transfectées avec un mTOR de type sauvage ou muté (Figure 16B).

Nous avons observé une augmentation des niveaux de phosphorylation de la

protéine S6 dans les cellules exprimant le mutant mTOR E2419K suggérant

l’activation de sa signalisation en aval. Or, l’expression d’une protéine mTOR de

type sauvage ou du mutant E2419K dans les cellules HEK293T ne prévient pas la

réduction des niveaux de phosphorylation de S6K1 et de S6 induite par l’inhibition

des GSK3 (Figure 16B). Ce résultat suggère que l’activité du mutant mTOR

E2419K, comme celle de la protéine mTOR de type sauvage, est inhibée suite à

l’inhibition des GSK3. Ainsi, l’expression de ce mutant mTOR ne permettrait pas de

prévenir l’inhibition de la voie mTORC1 suite à l’inhibition des GSK3. Toutefois, il

est a noté que la régulation de la S6K1 par les GSK3 pourrait également

s’effectuer indépendamment de la voie mTOR.

6- Les GSK3 et mTOR régulent le facteur de transcription EB (TFEB)

Récemment, quelques études ont démontré que la voie mTOR inhibe

l’activité du facteur de transcription EB (TFEB), identifié comme un régulateur

majeur de l’autophagie et de la biogenèse des lysosomes (Settembre, Fraldi, et al.,

2013). La phosphorylation de TFEB par le complexe mTORC1 maintiendrait son

expression au niveau du cytosol inhibant la transcription de ses gènes cibles

associés à l’autophagie et aux lysosomes (Jose a. Martina et al., 2012). Nous

avons donc évalué si les GSK3 régulaient TFEB puisque nos résultats suggéraient

que l’inhibition des GSK3 mène à l’inactivation de la voie mTORC1.
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6.1- Régulation de la localisation subcellulaire de TFEB par les GSK3 et mTOR

Nous avons premièrement analysé l’effet de l’inhibition des GSK3 sur la

localisation subcellulaire de TFEB. Les cellules HEK293T et PANC1 ont été

transfectées avec un vecteur d’expression d’une protéine TFEB fusionnée avec

l’EGFP. Suite aux traitements de ces cellules pendant 1h avec l’inhibiteur des

GSK3 (CHIR) et de mTOR (Torin1), la localisation de la protéine TFEB-EGFP a

été visualisée par microscopie confocale. Dans les cellules HEK293T non traitées

(DMSO), nous avons observé que la protéine TFEB-EGFP est majoritairement

localisée au cytosol. De façon intéressante, la translocation nucléaire de la

protéine TFEB-EGFP est observée suite aux traitements avec le CHIR ou la Torin1

(Figure 17A). De plus, la localisation de la protéine TFEB-EGFP observée à l’état

basal dans les cellules PANC1 (Figure 17B) est majoritairement nucléaire

contrairement aux cellules HEK293T où TFEB-EGFP est principalement retrouvée

dans le cytosol (Figure 17A). Par la suite, la localisation de la protéine TFEB

endogène a été visualisée par immunofluorescence afin de confirmer les résultats

obtenus avec la protéine TFEB-EGFP. Tout comme l’expression de TFEB-EGFP,

une expression nucléaire du TFEB endogène est observée dans la majorité des

cellules PANC1 non traitées (Figure 17C). De plus, le traitement de ces cellules

PANC1 avec le CHIR ou la Torin1 semble favoriser la localisation nucléaire de

TFEB. Nous avons ensuite évalué la localisation de la protéine TFEB endogène

dans les cellules pancréatiques non tumorales HPDE. Dans ces cellules, la

protéine TFEB est localisée majoritairement au niveau du cytosol (Figure 17D).

L’inhibition des GSK3 pendant 1h à l’aide du CHIR favorise la localisation nucléaire

de TFEB (Figure 17D). Nos résultats démontrent que la présence au noyau de

TFEB à l’état basal semble spécifique aux cellules pancréatiques tumorales

(PANC1) et suggèrent que l’activité des GSK3 régulerait la localisation de TFEB.

6.2- Régulation de la phosphorylation de la protéine TFEB par les GSK3 et mTOR

Des études ont récemment démontré que la phosphorylation du facteur de
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Figure 17: L’inhibition des GSK3 et de mTOR favorise la localisation
nucléaire de TFEB. A) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le
plasmide codant pour la protéine TFEB-EGFP. Le lendemain, ces cellules ont été
traitées 1h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR99021; CHIR; 5M)
ou l’inhibiteur de mTOR (Torin1; 250nM). B) Les cellules PANC1 ont été
transfectées avec le plasmide codant pour la protéine TFEB-EGFP et n’ont pas été
traitées. Les cellules C) PANC1 et D) HPDE ont été traitées 1h sans (DMSO) ou
avec l’inhibiteur CHIR99021 (CHIR; 5M). A-D) Les noyaux ont été marqués avec
du DAPI. La localisation de la protéine A-B) TFEB-EGFP ou C-D) TFEB endogène
(immunofluorescence) a été observée par microscopie confocale à 63X.
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transcription TFEB, entre autres par mTORC1, maintient sa localisation

cytosolique, notamment en favorisant son association avec les protéines 14-3-3,

inhibant son activité (Jose a. Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et al., 2012;

Settembre et al., 2011, 2012). Nous avons donc évalué l’effet de l’inhibition

des GSK3 sur les niveaux de phosphorylation de la protéine TFEB. Tout

d’abord, nous avons analysé le profil d’expression de la protéine TFEB dans les

cellules PANC1 traitées 1h sans (DMSO) ou avec les inhibiteurs CHIR ou Torin1

par immunobuvardage. Nous avons observé l’expression de formes de plus faibles

poids moléculaires de la protéine TFEB suite aux traitements avec le CHIR et la

Torin1 comparativement aux cellules non traitées (Figure 18A). Les niveaux de

TFEB ont aussi été évalués suite au fractionnement des protéines cytosoliques et

nucléaires des mêmes échantillons. En accord avec nos résultats

d’immunofluorescence de TFEB, la protéine TFEB est principalement détectée

dans les extraits nucléaires (Figure 18A). D’ailleurs, dans les extraits nucléaires

des cellules PANC1, un niveau élevé de TFEB est observée suite aux traitements

avec le CHIR ou la Torin1 confirmant nos résultats obtenus par

immunofluorescence suggérant une plus forte localisation nucléaire de TFEB suite

à l’inhibition des GSK3. De façon intéressante, le signal associé à TFEB observée

dans les extraits nucléaires correspond à des formes de plus faibles poids

moléculaires. Dans les cellules PANC1, l’accélération de migration de la protéine

TFEB observée suite à la déplétion des GSK3 pendant 72h à l’aide du shGSK3/

confirme les résultats obtenus avec le CHIR (Figure 18B). Enfin, les formes de plus

faibles poids moléculaires de la protéine TFEB observées suite aux traitements

avec le CHIR et la Torin1 dans les cellules PANC1 ont également été observées

dans les cellules MIA PaCa2 et HEK293T (Figure 18A et C). Il est à noter que

malgré que le CHIR et la Torin1 aient tous les deux induits une migration plus

rapide de TFEB, le profil de migration de TFEB diffère entre les deux traitements

suggérant une différence possible dans le mécanisme de régulation de TFEB

(Figure 18A et C). De plus, l’inhibition de mTOR par la Torin1 pendant 1h corrèle

avec une diminution de la phosphorylation de la S6K1, alors que le traitement de
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1h avec le CHIR ne réduit pas significativement les niveaux de phosphorylation de

la protéine S6K1 (Figure 18C). Malgré qu’une inhibition prolongée des GSK3

puisse mener à une diminution de la phosphorylation de la S6K1 (Figures 14A-B et

15), ce résultat suggère que les GSK3 pourraient réguler directement TFEB. Ces

observations suggèrent donc que la protéine TFEB subit des modifications post-

traductionnelles suite à l’inhibition des GSK3 ainsi que de mTOR.

La présence des bandes de plus faible poids moléculaire de la protéine TFEB

pourrait être associée à une diminution de son niveau de phosphorylation. Nous

avons donc effectué un essai phosphatase pour vérifier si la protéine TFEB est

phosphorylée à l’état basal. Pour ce faire, les cellules HEK293T ont été

transfectées avec le vecteur EGFP-N1-TFEB et la protéine TFEB-EGFP a été

immunoprécipitée, puis incubée avec la λ phosphatase. Suite à l’essai

phosphatase, nous avons observé l’expression d’une bande de plus faible poids

moléculaire de TFEB-EGFP confirmant qu’à l’état basal TFEB est phosphorylée

(Figure 19A). Puisqu’un anticorps phospho-spécifique pour TFEB n’était pas

disponible commercialement, nous avons exploité la présence au niveau de la

protéine TFEB d’une séquence qui constitue un motif de liaison aux protéines 14-

3-3 (Jose a. Martina et al., 2012). Les protéines 14-3-3 interagissent avec de

nombreuses protéines en se liant à un motif consensus de liaison lorsque celui-ci

est phosphorylé sur sérine (Ser) ou thréonine (Thr), qui pour TFEB correspond à

sa Ser211. Afin d’évaluer la phosphorylation de TFEB sur sa Ser211, nous avons

donc utilisé un anticorps reconnaissant le motif consensus de liaison des 14-3-3

spécifiquement lorsque phosphorylé sur sérine. La protéine TFEB-EGFP a été

exprimée dans les cellules HEK293T pendant 24h, puis les cellules ont été traitées

1h sans (DMSO) ou avec le CHIR ou la Torin1. Ensuite, la protéine TFEB-EGFP a

été immunoprécipitée et la phosphorylation de sa Ser211 a été analysée. À l’état

basal dans les cellules HEK293T non traitées, nous avons observé que la protéine

TFEB-EGFP est phosphorylée sur sa Ser211 (Figure 19B). De plus dans ces

cellules, les traitements avec le CHIR et la Torin1 ont diminué le niveau de

phosphorylation de TFEB sur sa Ser211 (Figure 19B). Nos résultats démontrent
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Figure 18: L’inhibition des GSK3 et de mTOR influence le profil de migration
de la protéine TFEB. A) Les cellules PANC1 ont été traitées 1h sans (DMSO; D)
ou avec l’inhibiteur des GSK3 CHIR99021 (C; 5M) ou l’inhibiteur de mTOR Torin1
(T; 250nM). Les cellules ont été soit lysées pour obtenir des lysats totaux (LT) ou
séparées en extraits protéiques cytosoliques et nucléaires par fractionnement. B)
Les cellules PANC1 ont été infectées avec des lentivirus codant pour un shcontrôle
(shCTL) ou pour un shGSK3unshGSK3 (shGSK3, puis elles ont été
lysées 72h post-infection. C) Les cellules HEK293T, PANC1 et MIA PaCa2 (MIA)
ont été traitées 1h sans (DMSO; D) ou avec le CHIR (C; 5M) ou la Torin1 (T;
250nM). Puis, les cellules ont été lysées par fractionnement et les extraits des
protéines nucléaires ont été analysés. A-C) L’expression protéique a été évaluée
par immunobuvardage en utilisant les anticorps spécifiés. * = formes de plus faible
poids moléculaire de la protéine TFEB
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donc que l’inhibition des GSK3 ou de mTOR mène à la déphosphorylation de

TFEB notamment sur sa sérine 211.

Puisque cette déphosphorylation de TFEB en réponse à l’inhibition des GSK3

est très rapide c’est-à-dire dès 30 à 60 minutes (Figure 19B-C), nous avons émis

l’hypothèse que des Ser/Thr phosphatases pourraient être impliquées dans la

régulation de TFEB par les GSK3. Afin de vérifier si des Ser/Thr phosphatases

sont responsables de la déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3

et de mTOR, nous avons utilisé l’inhibiteur de phosphatases (PP1 et PP2A), la

calyculine A. Les cellules PANC1 ont été pré-traitées 15 minutes avec la calyculine

A, puis traitées 30 minutes avec le CHIR ou la Torin1. Nous avons observé que la

calyculine A prévient l’accélération de migration de la protéine TFEB induite par le

traitement avec le CHIR (Figure 19C). L’inhibition des Ser/Thr phosphatases a

également prévenu les changements de migration de la protéine TFEB induits par

la Torin1. Ces résultats proposent donc la contribution de Ser/Thr phosphatases

dans la déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 et de mTOR.

L’analyse bioinformatique de la séquence d’acides aminés de la protéine

TFEB nous a suggéré la présence de plusieurs sites de phosphorylation

potentiellement phosphorylables par les GSK3. Nous avons donc effectué un essai

kinase avec une GSK3 active afin de vérifier si les GSK3 pouvaient directement

phosphoryler la protéine TFEB. Pour ce faire, la protéine TFEB-EGFP a été

immunoprécipitée à partir d’extraits de cellules HEK293T (Figure 19D) et PANC1

(Figure 19E) préalablement transfectées avec le vecteur EGFP-N1-TFEB. Nous

avons observé que l’ajout de GSK3 active induit le retard de migration de la

protéine TFEB-EGFP. Ce retard de migration est prévenu par l’ajout de l’inhibiteur

CHIR. Nos résultats démontrent que les GSK3 peuvent phosphoryler la protéine

TFEB in vitro. Les données de la littérature supportent que les processus

d’autophagie et d’apoptose sont étroitement liés. Étant donné que nos résultats

démontrent que l’inhibition des GSK3 induit à la fois l’apoptose et l’autophagie,

nous avons évalué si la modulation de ces processus influence la régulation de
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Figure 19: Les GSK3 régulent la phosphorylation du facteur de transcription
TFEB A-B) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide codant
pour la protéine TFEB-EGFP. A) Vingt-quatre heures post-transfection, la protéine
TFEB-EGFP a été immunoprécipitée à l’aide de billes GFP-Trap.
L’immunoprécipitat a été séparé en 2 fractions équivalentes et a été mis en
présence ou non de lambda phosphatase (λPP). B) Vingt-quatre heures post-
transfection, les cellules ont été traitées 1h sans (DMSO; D) ou avec l’inhibiteur
des GSK3 (CHIR; C; 5M) ou l’inhibiteur de mTOR (Torin1; T; 250nM). Les
cellules ont été lysées et la protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée à l’aide
de billes GFP-Trap. Les niveaux de phosphorylation de la protéine TFEB sur la
Ser211 ont été évalués par immunobuvardage à l’aide d’un anticorps
reconnaissant spécifiquement le motif de liaison des 14-3-3 lorsque phosphorylé
sur Ser. C) Les cellules PANC1 ont été pré-traitées 15 minutes avec l’inhibiteur de
Ser/Thr phosphatases, la calyculine A 10nM, et ensuite traitées 30 minutes sans
(DMSO) ou avec le CHIR ou la Torin1. Les niveaux d’expression protéique ont été
évalués par immunobuvardage avec les anticorps spécifiés. Les cellules D)
HEK293T et E) PANC1 ont été transfectées avec le plasmide EGFP-N1-TFEB. D)
Vingt-quatre heures post-transfection ou E) 48h post-transfection, les cellules ont
été lysées et la protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée. L’immunocomplexe
a été séparé en 3 fractions équivalentes: les fractions ont été incubées soit en
absence ou en présence d’une GSK3 active avec ou sans CHIR. Le profil de
migration de la protéine TFEB-EGFP a été analysé par immunobuvardage.
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TFEB par les GSK3. Nous avons d’abord traitées les cellules PANC1 avec

l’inhibiteur des GSK3 (CHIR) en combinaison avec un inhibiteur des caspases

(inhibiteur I). Le traitement des cellules avec l’inhibiteur des caspases a prévenu le

clivage de PARP induit par le CHIR. Toutefois, l’augmentation de l’expression de

LC3B II et l’accélération de migration de TFEB induites par le CHIR  n’ont pas été

affectées par l’inhibition des caspases (Figure 20A). Ces résultats suggèrent que la

réponse apoptotique induite par l’inhibition des GSK3 n’intervient pas dans la

régulation de TFEB et de l’autophagie par les GSK3. Par la suite, nous avons

inhibé l’autophagie dans les cellules PANC1 à l’aide du siATG5, puis traité les

cellules avec le CHIR. La déplétion de l’expression d’ATG5 n’a pas influencé

l’accélération de migration de la protéine TFEB observée suite aux traitements

avec le CHIR (Figure 20B). La régulation de TFEB par les GSK3 ne semble pas

dépendre de l’induction de l’apoptose ou de l’autophagie.

6.3- Régulation de l’association de TFEB avec ses partenaires d’interaction par les

GSK3 et mTOR

Des études ont suggéré que l’association de TFEB aux protéines 14-3-3

nécessite la phosphorylation de sa Ser211, et que cette association maintient

TFEB dans le cytosol (Jose a. Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et al.,

2012). Puisque nos résultats ont démontré la déphosphorylation de TFEB,

notamment sur la sérine 211, et sa translocation nucléaire suite à l’inhibition des

GSK3, nous avons poursuivi avec l’étude des partenaires d’interaction de TFEB.

Pour ce faire, les cellules ont été transfectées avec le vecteur EGFP-N1-TFEB et

traitées 1h sans (DMSO) ou avec le CHIR ou la Torin1, puis la protéine TFEB-

EGFP a été immunoprécipitée. Nous avons observé que dans les cellules

HEK293T et PANC1 non traitées, la protéine TFEB-EGFP est associée avec les

protéines 14-3-3 (Figure 21A-B). L’association de la protéine TFEB-EGFP avec les

protéines 14-3-3 est fortement réduite dans les cellules HEK293T et PANC1

traitées avec le CHIR ou la Torin1. À l’opposé, dans les cellules HEK293T,

l’inhibition des GSK3 (CHIR) et de mTOR (Torin1) a favorisé l’association de la
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Figure 20: L’inhibition de la réponse apoptotique ou autophagique
n’influence pas la régulation de TFEB par les GSK3. A) Les cellules PANC1 ont
été traitées pendant 48h sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR; 5M)
ou l’inhibiteur de caspases (10M), seul ou en combinaison. B) Les cellules
PANC1 ont été transfectées avec un siATG5 (100nM) ou un siARN contrôle
(siCTL; 100nM). Le lendemain, les cellules ont été traitées 24h sans (DMSO) ou
avec l’inhibiteur CHIR aux concentrations spécifiées. A-B) L’expression protéique
a été évaluée par immunobuvardage avec les anticorps indiqués. * = formes de
plus faible poids moléculaire de la protéine TFEB. A) La densitométrie a été
calculé à l’aide du logiciel imageJ et normalisé par rapport à la GAPDH. Les
valeurs du ratio LC3B II/ACTINE relatif au contrôle sont indiquées.
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protéine TFEB-EGFP avec l’histone H3 (Figure 21A).

Nous avons poursuivi l’analyse des changements d’association de TFEB-

EGFP à ses partenaires d’interaction à l’aide d’une approche protéomique

d’analyse par spectrométrie de masse SILAC. Les échantillons ont été préparés à

partir des cellules HEK293T cultivées dans 3 différents milieux de culture

contenant différentes arginine et lysine marquées (SILAC). Les cellules cultivées

dans le milieu SILAC moyen (M) et lourd (H) ont été transfectées avec EGFP-N1-

TFEB, puis non traitées (M) ou traitées (H) avec le CHIR ou la Torin1. Les cellules

cultivées dans le milieu SILAC léger (L) n’ont été ni transfectées, ni traitées

correspondant à notre condition contrôle. À partir de ces échantillons, la protéine

TFEB-EGFP a été immunoprécipitée, puis les protéines ont été digérées à la

trypsine et les peptides ont été soumis pour l’analyse par chromatographie liquide

couplé à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Nous avons conservé

la proportion de 25% des peptides ayant les plus forts ratios M/L ou H/M (Figure

21C-D et Tableau 5). Le ratio M/L représente les partenaires d’interaction de

TFEB-EGFP en conditions basales (DMSO), alors que le ratio H/M représente les

partenaires d’interaction de TFEB-EGFP dans les cellules traitées avec l’inhibiteur

des GSK3 (Figure 21C) ou de mTOR (Figure 21D). D’une part, nous avons noté

une perte de l’association de 5 protéines 14-3-3 (14-3-3, 14-3-3, 14-3-3, 14-3-

3 et 14-3-3) avec la protéine TFEB-EGFP suite au traitement avec le CHIR

(Figure 21C) ou la Torin1 (Figure 21D). À l’inverse, une augmentation de

l’association de TFEB-EGFP avec plusieurs histones a été observée suite à

l’inhibition des GSK3 ou de mTOR (Figure 21C-D). Ces résultats de spectrométrie

de masse confirment donc nos résultats précédents, c’est-à-dire une diminution de

l’association de TFEB avec les protéines 14-3-3 et une augmentation de son

association avec l’histone H3 (Figure 21A-B). D’autre part, nous avons observé

que TFEB-EGFP s’associe également avec la protéine TFE3, un membre de la

même famille de facteur de transcription que TFEB, suggérant la présence

d’hétérodimère TFEB-TFE3. Plusieurs autres protéines associées à TFEB-EGFP

ont été identifées dans notre analyse et la liste des peptides conservés (25%) est
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Figure 21 : L’inhibition des GSK3 et de mTOR module l’association de TFEB
avec ses partenaires d’interaction. Les cellules A,C-D) HEK293T et B) PANC1
ont été transfectées ou non (NT) avec le plasmide EGFP-N1-TFEB. A-D) Vingt-
quatre heures post-transfection, les cellules ont été traitées 1h sans (DMSO; D) ou
avec l’inhibiteur de GSK3 (CHIR; C; 5M) ou de mTOR (Torin1; T; 250nM). Les
cellules ont été lysées et la protéine TFEB-EGFP a été immunoprécipitée à l’aide
de billes GFP-Trap. A-B) L’expression protéique a été évaluée dans les extraits et
les immunoprécipitats par immunobuvardage avec les anticorps indiqués. C-D)
Analyse par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) des partenaires
d’interaction de TFEB. Comparaison des cellules HEK293T transfectées avec
TFEB-EGFP (M et H) aux cellules non transfectées (L). Les cellules transfectées
ont été non traitées (M) (DMSO) ou traitées (H) 1h avec le CHIR ou la Torin1. Les
peptides appartenant à la proportion de 25% de ceux ayant les plus forts ratios M/L
et/ou H/M sont représentés graphiquement ci-haut et leurs données sont affichées
au tableau 5. Les graphiques représentent les ratios M/L (peptides enrichis dans
l’immunoprécipitat de TFEB-EGFP) par rapport aux H/M (peptides enrichis dans
les cellules traitées CHIR ou Torin).
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Tableau 5: Analyse par LC-MS/MS des associations de TFEB-EGFP

Protéine
DMSO vs CHIR99021 DMSO vs Torin1

Ratio
M/L

Ratio
H/L

Ratio
H/M

Ratio
M/L

Ratio
H/L

Ratio
H/M

Famille MITF TFEB 15,184 17,134 0,823 13,402 14,353 0,888

TFE3 13,595 9,986 0,735 12,104 12,221 0,947
Protéines
14-3-3

14-3-3 beta/alpha 20,329 5,670 0,320 6,608 0,245 0,037
14-3-3 epsilon 15,649 5,844 0,399 12,899 1,798 0,120
14-3-3 gamma 8,110 4,281 0,356 7,901 3,516 0,334

14-3-3 theta 12,582 5,489 0,327 34,718 3,865 0,114

14-3-3 zeta/delta 23,520 7,323 0,341 21,797 2,488 0,108

Histones H1.2; H1.4; H1.3 2,142 11,017 5,085 2,096 7,997 3,717
H2A.V; H2A.Z; H2A 1,573 11,583 7,041 2,526 13,631 5,063

H2A1C; H2A3; H2A1B/E 1,461 8,474 6,191 1,904 6,723 4,601
H2A1J; H2A1H; H2AJ; H2A2C;

H2A2A; H2A1D; H2A1; H2A;
H2A1A; H2A.x

3,542 23,513 6,332 2,547 11,133 3,425

H2B1L; H2B1M; H2B1N; H2B1H;
H2B2F; H2B1C/E/F/G/I; H2B1D;

H2BFS; H2B1K; H2B
2,200 14,800 6,727 2,357 11,241 5,213

H2B3B; H2B2E; H2B1B; H2B1O;
H2B1J; H2B2D; H2B2C 2,749 19,866 7,596 2,246 10,648 5,079

H3; H3.2; H3.1t; H3.3; H3.1; H3.3C 2,748 16,925 5,832 2,115 9,865 4,881
H4 2,471 14,857 5,981 2,111 10,126 4,729

mH2A.1 1,717 9,541 5,558 1,533 8,825 5,756

mH2A.2 4,937 15,321 3,103 1,907 8,571 3,819
Signalisation
mTOR

LAMTOR1 19,584 9,142 0,467 9,888 11,161 1,196

Rag C; Rag D 10,083 4,172 0,513 9,838 9,229 0,972
Associé à la
transcription CBX3 2,666 10,603 3,991 1,748 5,073 3,007

CBX5 1,393 5,269 3,771 1,649 6,216 3,584
ILF3 1,921 6,299 3,373 2,985 8,049 2,739

MATR3 2,575 9,604 3,910 2,182 6,355 3,472
MCM3 1,048 1,269 1,333 0,511 1,284 2,512

RHA 1,677 7,921 4,583 1,626 5,710 3,436
SAFB1 3,355 10,022 2,528 2,548 6,444 2,502

SMCA5; SMCA1 3,412 9,447 2,883 3,843 9,484 2,465
TOP1 1,913 12,731 7,564 0,816 4,525 5,546

TOP2; TOP2B 2,239 9,874 4,409 2,114 8,188 3,607
TOP2A 1,715 8,789 3,696 2,481 9,204 3,416

UBF1 0,618 3,213 5,195 0,934 5,851 6,264
Associé à
l'ARN

DDX21 1,033 3,579 3,463 1,436 4,789 3,334
DDX39B; DDX39A 1,414 4,679 3,124 2,663 5,519 2,190

EIF4A3 2,135 6,015 3,245 2,118 6,133 3,055
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ELAV1 2,994 10,704 3,511 1,888 5,280 2,262
ERH 2,731 7,875 2,884 1,630 4,098 2,476
FBL 1,882 8,822 4,687 1,744 6,148 3,525

HEAT1 1,022 4,544 4,446 1,316 3,535 2,687
PABP2 2,317 5,011 2,163 2,229 8,201 3,510

PININ 2,257 9,022 3,944 1,288 2,936 2,279
RBM14 1,819 7,511 4,129 1,829 4,248 2,322
RBM8A 6,110 20,786 3,402 2,017 6,703 3,324

RBMY1A; RBMXL1 2,788 11,079 3,708 1,831 5,294 3,063

RNPS1 0,805 3,063 3,807 1,577 6,344 4,093

Épissage Acinus 2,152 12,490 4,069 1,828 9,187 3,874
hnRNP A/B 2,749 10,843 3,945 1,822 7,130 4,013

hnRNP A1; hnRNP A1-like 2 2,174 13,717 5,533 1,391 5,046 4,422
hnRNP A2/B1 1,772 10,327 6,819 1,207 5,212 4,022

hnRNP A3 1,906 9,125 5,384 1,647 6,682 3,870
hnRNP D0 2,956 14,377 4,550 1,555 6,596 4,061

hnRNP D-like 3,250 15,661 5,869 1,849 6,092 3,313
hnRNP H3 1,881 15,670 8,330 1,595 5,248 3,121

hnRNP K 2,891 6,678 2,919 2,621 5,127 2,147
hnRNP L 2,648 8,214 3,858 2,287 4,699 2,897

hnRNP M 2,519 11,283 4,418 1,801 6,616 3,790
hnRNP R 2,950 8,027 3,091 2,089 5,463 2,650
hnRNP U 2,742 8,559 2,869 2,080 5,232 2,376

hnRNPs C1/C2; hnRNP C-like 1 1,977 11,423 5,965 1,413 6,898 4,422
MGN;MGN2 1,196 3,990 3,919 0,952 3,509 3,686

SF3B2 7,507 6,758 0,900 9,383 7,068 0,753

SRSF3 2,552 7,325 2,999 2,049 4,927 2,375
Dommage à
l'ADN

MUTYH 19,352 14,954 0,773 47,900 54,253 1,133
PARP1 6,003 20,568 3,498 5,431 19,786 3,660
PRP19 0,702 2,728 3,573 1,898 5,541 2,919
SMC1A 3,878 11,117 3,000 9,943 24,185 2,394
SPT16 3,700 9,522 2,645 3,175 8,354 2,604
SSRP1 4,139 10,291 2,461 2,918 7,605 2,563
XRCC5 6,693 21,365 3,374 6,452 14,942 2,303

XRCC6 5,271 14,648 3,132 6,867 18,020 2,392

Ribosome FTSJ3 0,980 7,357 7,509 0,797 3,491 4,382
Nucleophosmin 1,996 5,270 3,021 2,954 6,670 2,170

RPL10 8,738 7,575 0,910 8,847 9,644 1,102
RPL17 6,107 6,319 0,944 8,278 9,183 1,109
RPL23 5,747 6,714 1,090 7,603 8,426 1,101
RPL24 9,382 7,023 0,765 8,800 8,982 1,035
RPL3 7,006 7,326 1,207 5,174 8,565 1,545

RPL7-like 1 0,984 7,125 7,243 1,106 5,137 4,644
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RPS16 6,137 4,791 0,764 5,674 5,607 0,990
RPS2 8,763 6,381 0,740 8,464 7,772 0,904

RPS24 7,137 6,699 0,974 5,921 8,247 1,386
RPS25 5,980 5,144 0,838 5,635 5,019 0,891

RPS27; RPS27-like 6,745 6,451 0,734 6,537 5,582 0,845
RPS6 6,892 7,732 1,002 7,040 9,011 1,249
RPS8 5,938 6,281 1,080 5,458 6,531 1,387

RPS9 6,728 6,411 0,974 6,933 7,847 1,189
Famille heat-
shock

CH60 10,628 6,275 0,518 7,683 6,268 0,816
GRP78 9,683 6,190 0,612 7,784 4,931 0,662
HSP71 18,286 9,719 0,504 18,812 12,347 0,652

HSP76; HSP77 11,612 5,453 0,495 7,741 5,025 0,650

HSP7C 12,896 7,360 0,611 13,737 11,489 0,875

Métabolisme ADT2 10,847 5,430 0,548 10,097 8,316 0,815
ADT3 7,523 4,356 0,567 8,443 7,086 0,855

AK6 12,113 5,545 0,565 20,560 14,770 0,633

ECHA 13,125 6,191 0,472 9,595 9,470 0,867

Transport ABCD3 6,329 4,178 0,621 8,488 6,894 0,873
RAN 1,103 2,992 2,416 0,974 2,999 2,819

SLC25A1 6,339 3,257 0,604 7,110 7,448 1,001
SLC25A10 7,933 5,182 0,635 7,942 9,375 1,124
SLC25A11 8,331 5,974 0,668 7,810 8,030 0,977
SLC25A12 5,831 3,221 0,614 5,454 5,385 0,987
SLC25A13 7,026 3,573 0,461 7,892 7,547 0,956

XPO2 2,266 15,468 6,789 2,213 9,704 4,815
Enveloppe
nucléaire

EMD 9,553 4,641 0,491 11,360 7,165 0,616
Lamin-B1 1,655 10,821 6,962 1,873 8,943 4,935

LAP2A 8,618 1,751 0,431 6,696 2,693 0,402

Cytosquelette ACTB; ACTG 0,917 7,775 8,746 0,835 3,951 4,853
ACTBL 0,398 4,819 12,108 0,345 2,426 6,904

ACTS; ACTC; ACTH; ACTA 0,762 8,295 8,715 0,707 3,991 5,211
ARP2 1,618 5,506 3,403 1,754 3,722 2,122
DBN1 0,363 0,827 2,281 0,108 0,802 7,432

MYH10 0,033 0,134 4,350 1,447 3,080 2,347
MYH9 1,352 5,008 4,183 1,354 4,086 2,714

MYL12A; MYL12B 2,411 7,598 2,814 0,475 1,242 2,589
MYL6 2,008 7,581 3,611 1,629 3,613 2,397

TBB4B; TBB4A 5,400 3,819 0,624 6,628 6,182 0,882

VIM 1,489 12,669 9,126 0,999 6,755 6,260

Autres C1QBP 10,011 8,085 0,841 8,934 9,194 1,029
DPYL5 2,596 17,558 6,279 2,190 10,478 4,785
FARSA 5,240 3,262 0,560 6,155 4,509 0,745
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GCNT4 54,902 4,475 0,082 34,019 2,833 0,083
GPC4 11,374 5,867 0,516 8,630 5,975 0,692

OR51B5 14,580 11,134 0,863 13,066 13,786 1,017
PSMD3 5,848 3,231 0,552 6,205 6,342 0,992

RCN2 6,899 4,387 0,599 9,546 7,293 0,853
RTTN 9,510 10,675 1,123 5,834 7,133 1,223

UBP2L 10,070 8,607 0,855 11,613 10,320 0,889

WDR43 0,940 11,061 11,764 1,348 6,490 4,816

affichée au Tableau 5. Brièvement, une augmentation de l’association de TFEB

avec des partenaires d’interactions associées à la transcription, à l’ARN et à

l’épissage a été observée suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. De façon

intéressante, des protéines associées aux dommages à l’ADN ont été identifiées

comme partenaires d’interaction de TFEB. D’ailleurs, l’association de TFEB avec

certaines de ces protéines, notamment PARP1, PRP19, SMC1A, SPT16, SSRP1,

XRCC5 et XRCC6, est plus élevée suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR.

Parmi les partenaires d’interaction de TFEB, on note également la présence de

plusieurs protéines associées aux ribosomes, au cytosquelette, au métabolisme,

ainsi que des chaperonnes et des transporteurs.

7- La déplétion du facteur de transcription TFEB sensibilise les cellules

pancréatiques tumorales à l’apoptose induite suite à l’inhibition des GSK3.

Le facteur de transcription TFEB a été identifié comme un régulateur majeur

de l’autophagie et de la biogenèse des lysosomes (Sardiello et al., 2009;

Settembre et al., 2011). Puisque nos résultats ont démontré que l’autophagie

régule positivement la survie des cellules pancréatiques tumorales, nous nous

sommes intéressés plus particulièrement aux rôles de TFEB dans la régulation de

l’autophagie dans ces cellules. Pour ce faire, nous avons établi des populations de

lignées PANC1 exprimant de façon stable un shTFEB (PANC1-shTFEB) ou un

shARN contrôle (PANC1-shCTL). Dans les cellules PANC1, la déplétion de TFEB

est associée à une expression moindre de BÉCLINE 1 et LAMP1, des protéines

respectivement impliquées dans la formation des autophagosomes et associés aux
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lysosomes (Figure 22A). Nous avons ensuite mesuré le flux autophagique en

réponse à l’inhibiteur des GSK3 (CHIR) dans les cellules PANC1-shCTL et

PANC1-shTFEB. D’abord, nous avons observé que l’ajout de Bafilomycine A1

induit une augmentation du ratio LC3B II/I dans les cellules PANC1-shCTL traitées

avec le CHIR (Figure 22B). De plus, en présence de CHIR les cellules PANC1-

shTFEB démontrent un ratio LC3B II/I plus élevé que celui des cellules PANC1-

shCTL. Le ratio LC3B II/I des cellules PANC1-shTFEB traitées avec le CHIR

n’augmente pas suite à l’ajout de Bafilomycine A1. Ces résultats suggèrent que la

déplétion de TFEB entraîne un défaut au niveau de la dégradation des

autophagosomes dans les cellules PANC1 en présence de CHIR.

Étant donné que l’inhibition de l’autophagie réduit la croissance en

indépendance d’ancrage des cellules PANC1 (Figure 11D) et que la déplétion de

TFEB inhibe l’autophagie (Figure 22), nous avons évalué la capacité des cellules

PANC1-shTFEB à croître en indépendance d’ancrage. Nous avons observé que

les cellules PANC1-shTFEB forment 50% moins de colonies en agarose mou que

les cellules PANC1-shCTL (Figure 23A). De plus, dans les cellules PANC1-shCTL,

le traitement avec le CHIR a réduit de 3,6x (72%) le nombre de colonies formées,

alors qu’une diminution de 8,3x (94% par rapport aux cellules PANC1-shCTL non

traitées) a été observée dans les cellules PANC1-shTFEB. Le facteur de

transcription TFEB est donc requis pour la capacité de croissance en

indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales. Ces résultats

suggèrent également que la déplétion de TFEB sensibilise les cellules PANC1 à

l’inhibition des GSK3. Par la suite, nous avons évalué l’apoptose induite suite à

l’inhibition prolongée des GSK3 dans les cellules PANC1-shCTL et PANC1-

shTFEB. Nous avons observé une augmentation plus importante du clivage de

PARP et de la caspase 7 dans les cellules PANC1-shTFEB traitées avec les

inhibiteurs des GSK3, le SB ou le CHIR, comparativement aux clivages observés

dans les PANC1-shCTL (Figure 23B). Il est à noter que l’inhibition de mTOR autant

dans les cellules PANC1-shCTL que PANC1-shTFEB par le traitement avec la

Torin1 pendant 48h n’a pas induit de clivage de PARP, ni de la caspase 7. Nos
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Figure 22: L’impact de la déplétion de l’expression de TFEB sur le flux
autophagique dans les cellules PANC1 traitées avec un inhibiteur des GSK3.
A) Les populations stables de cellules PANC1 exprimant un shCTL ou un shTFEB
ont été lysées. L’expression de marqueurs d’autophagie (BÉCLINE 1 et LC3B) et
de lysosomes (LAMP1) a été évaluée par immunobuvardage. L’expression des
protéines indiquées a été quantifiée par densitométrie et normalisée à l’expression
de l’actine. Les valeurs relatives au shCTL des niveaux d’expression pour
l’expérience illustrée sont indiquées sous les bandes. B) Les cellules PANC1-
shCTL et PANC1-shTFEB ont été traitées avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR; 5M)
sans ou avec la Bafilomycine A1 (BAF; 50nM) pendant 4h afin de mesurer le flux
autophagique. L’expression protéique a été évaluée par immunobuvardage. Les
niveaux d’expression de LC3B II et de LC3B I de 3 expériences ont été évalués
par densitométrie. Les valeurs du ratio de l’expression de LC3B II/I relative aux
cellules contrôles sans BAF (shCTL) sont montrées en graphique. *p<0,05 et **
p<0,01.
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Figure 23: La déplétion de l’expression de TFEB sensibilise les cellules
PANC1 à l’apoptose induite suite à l’inhibition des GSK3. A) Les
cellules PANC1-shCTL et PANC1-shTFEB ont été ensemencées en agarose mou
et à partir du lendemain traitées sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3
(CHIR; 5M). Les cellules ont été cultivées en agarose mou pendant 3 semaines
avant la coloration des colonies à l’aide de MTT. La photo d’une expérience
représentative est montrée. Les colonies formées ont été dénombrées à l’aide du
logiciel ImageJ et le nombre de colonies dans les cellules contrôles (DMSO) a été
fixé à 1. *** p<0,001, ** p<0,01 et * p<0,05 (n=4). B) Les cellules PANC1-shCTL et
PANC1-shTFEB ont été traitées 48h sans (DMSO; D) ou avec les inhibiteurs de
GSK3 (CHIR; C et SB216763; S; 20M) ou l’inhibiteur de mTOR (Torin1; T;
250nM). Les cellules ont été lysées et l’expression protéique a été évaluée par
immunobuvardage avec les anticorps indiqués. * = formes de plus faible poids
moléculaire de la protéine TFEB.
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résultats suggèrent donc que la déplétion de TFEB sensibilise les cellules

pancréatiques tumorales à l’apoptose induite par à l’inhibition des GSK3.

8- L’inhibition de l’activité des GSK3 et/ou la déplétion de TFEB influence le

métabolisme des cellules pancréatiques tumorales

Des études ont démontré une reprogrammation du métabolisme dans les

cellules cancéreuses, notamment du cancer du pancréas (Blum & Kloog, 2014;

Bryant et al., 2014; W. Zhou et al., 2012). Il a été observé que ces changements

entraînent entre autres une augmentation du taux de la glycolyse, toutefois peu

d’études se sont attardées au métabolisme du glycogène. Les GSK3 ont été

identifiées comme une des kinases pouvant phosphoryler et inactiver la glycogène

synthase qui est impliquée dans la synthèse du glycogène (Embi et al., 1980). Il a

été observé que la voie de dégradation autophagique/lysosomale peut dégrader le

glycogène en glucose (Singh & Singh, 2015; Zirin et al., 2013). De plus, les

facteurs de transcription TFEB et TFE3 peuvent favoriser la dégradation du

glycogène dans un modèle de la maladie de Pompe, une maladie héréditaire

associée à une accumulation de glycogène due à une anomalie de l’enzyme

lysosomale alpha-glucosidase (José a Martina et al., 2014; Spampanato et al.,

2013). Nos résultats ont démontré l’induction de l’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales humaines suite à l’inhibition des GSK3. Nous avons donc

évalué les niveaux de glycogène afin de déterminer si l’inhibition des GSK3 induit

une accumulation de glycogène dans les cellules pancréatiques tumorales

humaines et si l’inhibition de TFEB augmente cette dernière.

Tout d’abord, afin d’évaluer les niveaux de glycogène, nous avons effectué

une coloration à l’acide periodique de Schiff (PAS) sur les populations de cellules

PANC1-shCTL et PANC1-shTFEB traitées ou non avec l’inhibiteur des GSK3.

Nous avons noté un marquage PAS plus intense dans les cellules PANC1-shTFEB

par rapport aux cellules PANC1-shCTL (Figure 24A). De plus, nous avons observé

que le traitement avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR) augmente l’intensité du
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marquage PAS comparativement aux cellules non traitées, autant dans la

population PANC1-shCTL que PANC1-shTFEB. Ce résultat suggère que les GSK3

et TFEB régulent les niveaux de glycogène dans les cellules pancréatiques

tumorales. Un tel impact de l’inhibition des GSK3 sur le métabolisme du

glycogène, c’est-à-dire une accumulation de glycogène, pourrait affecter les

niveaux de glucose disponible pour alimenter la glycolyse. La conversion du

glucose en pyruvate lors de la glycolyse, ainsi que son entrée dans le cycle de

Krebs permet la production d’ATP utilisé comme source énergétique par la cellule.

Nous avons donc émis l’hypothèse qu’une régulation du métabolisme du

glycogène par les GSK3 pourrait affecter la production énergétique. Tout d’abord,

nous avons évalué l’impact de l’inhibition des GSK3 sur la production énergétique

via l’analyse des niveaux intracellulaires d’ATP et d’ADP. À l’aide du kit

ApoSENSORTM, nous avons mesuré les ratios ATP/ADP dans les cellules PANC1

traitées ou non avec l’inhibiteur de GSK3 (CHIR). Le traitement des cellules

PANC1 avec le CHIR a réduit de 24% le ratio ATP/ADP par rapport aux cellules

non traitées (Figure 24B). L’inhibition de la glycolyse dans les cellules PANC1, à

l’aide de l’analogue 2-déoxyglucose (2-DG), a diminué de 54% le ratio ATP/ADP

par rapport aux cellules non traitées. Nos résultats suggèrent que l’inhibition des

GSK3 mène à une baisse de la production d’ATP des cellules pancréatiques

tumorales. Afin d’évaluer l’impact d’une inhibition de la glycolyse dans les cellules

pancréatiques tumorales, nous avons privé en glucose ces cellules pendant 48h et

évalué l’expression de marqueurs d’apoptose et d’autophagie. Nous avons

observé que la privation en glucose induit une augmentation du clivage de PARP,

de la phosphorylation de cJUN et JNK, ainsi que de l’expression de LC3B II dans

les cellules PANC1 (Figure 24C). Ce résultat suggère que l’inhibition de la

glycolyse induit l’apoptose et l’autophagie dans les cellules pancréatiques

tumorales humaines. D’ailleurs, l’inhibition de la glycolyse à l’aide du 2-

déoxyglucose augmente également l’expression de LC3B II dans ces cellules

appuyant notre résultat précédent (Figure 24D). Ceci suggère que l’inhibition de la

glycolyse induit une réponse similaire à celle observé suite à l’inhibition des GSK3,

c’est-à-dire une induction de l’apoptose et de l’autophagie.
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Figure 24: Les GSK3 et TFEB influencent le métabolisme du glycogène et
l’inhibition de la glycolyse induit l’autophagie dans les cellules PANC1. A)
Les cellules PANC1-shCTL et PANC1-shTFEB ont été traitées 24h sans (DMSO)
ou avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR; 5M). Ensuite, les cellules ont été colorées à
l’acide périodique de Schiff’s (PAS). B) Les cellules PANC1 ont été traitées 24h
sans (DMSO) ou avec le CHIR ou le 2-Déoxyglucose (2-DG; 10mM). Les niveaux
intracellulaires d’ATP et d’ADP ont été mesurés à l’aide du kit ApoSENSOR. Les
valeurs du ratio ATP/ADP relatives aux cellules contrôles (DMSO) sont
représentées dans le graphique (n=2). C) Les cellules PANC1 ont été cultivées
pendant 48h dans du milieu complet avec glucose (25mM; glc) ou sans glucose
(0mM). D) Les cellules PANC1 ont été traitées 24h avec le 2-Déoxyglucose (2-DG)
aux concentrations indiquées. C-D) L’expression protéique a été évaluée par
immunobuvardage avec les anticorps indiqués. La densitométrie a été calculé à
l’aide du logiciel imageJ et D) normalisé par rapport à la GAPDH. Les valeurs C)
de LC3B II et D) du ratio LC3B II/GAPDH relatif aux contrôles sont indiquées.
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Par la suite, nous avons analysé si la régulation du métabolisme par les GSK3

participe à la régulation de la survie des cellules pancréatiques tumorales. Nous

avions émis l’hypothèse que l’accumulation de glycogène suite à l’inhibition des

GSK3 pourrait diminuer la quantité de glucose disponible pour la glycolyse. Ceci

pourrait limiter la production de pyruvate, un intermédiaire métabolique utilisé pour

la production d’ATP par le cycle de Krebs. Afin d’assurer le maintien d’un niveau

de pyruvate requis pour la production d’ATP par le cycle de Krebs, nous avons

supplémenté les cellules avec du méthyle pyruvate (MP). L’ajout de méthyle

pyruvate a bloqué le clivage de PARP et de la caspase 7 induit par l’inhibiteur des

GSK3 le SB216763 dans les cellules PANC1 (Figure 25A). Le traitement avec le

méthyle pyruvate a également réduit la phosphorylation de cJUN induite par le

SB216763. De plus, le traitement des cellules PANC1 préalablement infectées

avec le shGSK3 pendant 24h avec le méthyle pyruvate a réduit l’apoptose induite

par la déplétion de l’expression de GSK3 (Figure 25B). Ces résultats suggèrent

que l’inhibition des GSK3 induit l’apoptose des cellules pancréatiques tumorales

humaines via des mécanismes impliquant une régulation du métabolisme.

Puisque l’ajout de méthyle pyruvate a prévenu l’apoptose induite par

l’inhibition des GSK3, nous avons déterminé si l’ajout d’intermédiaires

métaboliques permettrait également d’empêcher la diminution de la croissance en

indépendance d’ancrage des cellules PANC1 suite à l’inhibition des GSK3. Afin de

supporter la production d’ATP au niveau des mitochondries, les intermédiaires du

cycle de Krebs, le pyruvate (méthyle pyruvate) et l’acide oxaloacétique (OXA) ont

été ajoutés. Les cellules PANC1 ont été ensemencées en agarose mou et traitées

avec le CHIR seul ou combiné avec du méthyle pyruvate ou de l’acide

oxaloacétique. Les traitements avec le méthyle pyruvate et l’acide oxaloacétique

n’ont pas empêché la baisse du nombre de colonies formées induite par le CHIR

(Figure 26). Ce résultat suggère que l’ajout d’intermédiaires métaboliques

alimentant le cycle de Krebs ne prévient pas l’effet de l’inhibition des GSK3 sur la

croissance en indépendance d’ancrage.
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Figure 25: L’ajout de méthyle pyruvate prévient l’apoptose induite par
l’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1. A) Les cellules PANC1 ont été
traitées sans (DMSO) ou avec l’inhibiteur des GSK3 (SB216763; SB; 20M), seul
ou avec un supplément de méthyle pyruvate (MP; 10mM) pendant 48h. B) Les
cellules PANC1 ont été infectées avec le shGSK3 ou le shCTL (NonTarget).
Quarante-huit heures post-infection, les cellules ont été supplémentées ou non
avec 10mM de MP pendant 24h. A-B) L’expression protéique a été évaluée par
immunobuvardage avec les anticorps indiqués. B) La densitométrie a été calculé à
l’aide du logiciel imageJ et les valeurs de LC3B II relatif au contrôle (shCTL) sont
indiquées.
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Figure 26: L’ajout d’intermédiaires métaboliques ne prévient pas la
diminution de la capacité de croissance en indépendance d’ancrage des
cellules PANC1 induite par l’inhibition des GSK3. Les cellules PANC1 ont été
ensemencées en agarose mou et à partir du lendemain traitées sans (DMSO) ou
avec l’inhibiteur des GSK3 (CHIR; 5M) seul ou combiné avec les intermédiaires
métaboliques méthyle pyruvate (MP; 10mM) ou acide oxaloacétique (OXA; 5mM).
Les cellules ont été cultivées en agarose mou pendant 3 semaines avant la
coloration des colonies à l’aide de MTT. La photo d’une expérience représentative
est montrée. Le nombre de colonies formées a été dénombré à l’aide du logiciel
ImageJ et le nombre de colonies dans les contrôles (DMSO) a été fixé à 1. ***
p<0,001 (n=3)
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Nos résultats démontrent que l’activité des GSK3 régule les niveaux de glycogène

et d’ATP dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Nos travaux

suggèrent que les GSK3 régulent la survie des cellules pancréatiques tumorales

humaines en partie via des mécanismes impliquant une régulation de voies

métaboliques associées à la production d’ATP. D’autres études seront nécessaires

afin de déterminer précisément l’impact de l’inhibition des GSK3 sur le

métabolisme de ces cellules, notamment au niveau de la glycolyse et du cycle de

Krebs.
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IV- Discussion

Des niveaux élevés d’autophagie ont été observé dans les cellules

pancréatiques cancéreuses et ce processus est requis pour leur croissance (S.

Yang et al., 2011). Différents agents chimiothérapeutiques, tels le 5-FU et la

gemcitabine, induisent l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales et

l’inhibition de ce processus augmente l’effet cytotoxique de ces traitements

(Donohue et al., 2013; Hashimoto et al., 2014; Papademetrio et al., 2014). Le

potentiel thérapeutique de l’inhibition des GSK3 est présentement à l’étude pour ce

cancer, toutefois peu d’études ont analysé l’impact des GSK3 sur l’autophagie.

Quelques évidences suggèrent que l’inhibition des GSK3 peut entraîner une

induction de l’autophagie dans différents contextes cellulaires (Azoulay-Alfaguter et

al., 2014; Gavilán et al., 2013; Parr et al., 2012; J. Yang et al., 2010).

1. L’inhibition des GSK3 induit l’apoptose et l’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales humaines

Nous avons d’abord évalué l’impact de l’inhibition de l’activité des GSK3 sur

la capacité des cellules pancréatiques tumorales à croître en indépendance

d’ancrage, une caractéristique des cellules cancéreuses. Nos résultats de

croissance en agarose mou démontrent que l’activité des GSK3 est essentielle

pour la croissance en indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques

tumorales humaines (Figure 7). L’inhibition prolongée de l’activité des GSK3 induit

également une réponse apoptotique dans les cellules pancréatiques tumorales,

telle qu’observée à la figure 8 (A et B) et dans nos résultats antérieurs (Marchand

et al., 2012). De façon intéressante, nous n’avions pas observé de réponse

apoptotique dans les cellules pancréatiques non tumorales HPDE suggérant que

celle-ci serait spécifique aux cellules tumorales. Nos observations suggèrent donc

que l’activité des GSK3 régule positivement la survie et la croissance des cellules

pancréatiques tumorales et appuient le potentiel thérapeutique de l’inhibition des

GSK3. Plusieurs études ont également démontré que l’activité des GSK3 favorise
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la survie de différentes cellules cancéreuses, notamment du cancer du pancréas,

du côlon, de la prostate, supportant le potentiel thérapeutique de leur inhibition

(Mai et al., 2007; Ougolkov et al., 2006; Shakoori et al., 2007; Q. Zhu et al., 2011).

Il est donc crucial d’étudier en profondeur l’effet de l’inhibition de l’activité des

GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales, afin d’évaluer son potentiel

comme traitement du cancer pancréatique, un cancer pour lequel aucun traitement

n’est encore curatif.

Quelques études ont proposé l’implication des GSK3 dans la régulation de

l’autophagie, toutefois son rôle semble dépendant du contexte cellulaire. D’une

part, les GSK3 réactivées suite à une privation en sérum peuvent favoriser

l’induction de l’autophagie via l’activation de TIP60 qui acétyle et active ULK1 (S.-

Y. Lin et al., 2012). D’ailleurs, l’inhibition de l’activité des GSK3 dans les cellules de

cancer colorectal HCT116 inhibe l’autophagie induite par la privation en sérum,

sans toutefois influencer celle induite par une privation en glucose. À l’opposé,

l’inhibition des GSK3 peut induire l’autophagie dans des cellules du cancer de la

prostate et du sein (Azoulay-Alfaguter et al., 2014; J. Yang et al., 2010). Nous

avons observé que l’inhibition de l’activité des GSK3 augmente l’expression de

LC3B II (Figure 8A-B), ainsi que le marquage ponctué de LC3B (Figure 8C),

représentatif des autophagosomes, dans les cellules pancréatiques tumorales

suggérant l’induction de l’autophagie. Afin d’obtenir une quantification des

vésicules autophagiques plus représentative, le dénombrement des ponctuas de

LC3B observés dans des immunofluorescences à plus fort grossissement (100x) et

dans un nombre plus élevé de cellules suite aux différents traitements sera

nécessaire. Néanmoins, un défaut de la dégradation des autophagosomes pourrait

entraîner une augmentation de l’expression et du marquage ponctué de LC3B. La

mesure du flux autophagique est donc nécessaire afin de déterminer si

l’augmentation de LC3B est due à une induction de l’autophagie. L’augmentation

du flux autophagique observée suite à l’inhibition des GSK3 (Figure 9B-C) appuie

nos résultats précédents suggérant la stimulation de l’autophagie. Nos résultats

démontrent donc pour la première fois la régulation de l’autophagie par les GSK3
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dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. De façon intéressante, nous

avons obtenu des résultats similaires dans les cellules pancréatiques épithéliales

non tumorales (HPDE), c’est-à-dire une augmentation de l’expression de LC3B II,

du marquage ponctué de LC3B et du flux autophagique suite à l’inhibition des

GSK3 (Figure10A-C). Ces observations suggèrent donc que l’activité des GSK3

régule l’autophagie autant dans les cellules épithéliales pancréatiques tumorales

que non tumorales. D’ailleurs, il a été observé que l’inhibition de l’activité des

GSK3 peut induire l’autophagie dans les cellules mammaires non tumorales MCF-

10A (Azoulay-Alfaguter et al., 2014; Gavilán et al., 2013). De plus, nous avons

observé des niveaux d’expression plus élevés de LC3B II dans les cellules MEF

Gsk3-/- comparativement aux cellules contrôle MEF Gsk3+/+ (Figure 10D)

suggérant que la régulation de l’autophagie par les GSK3 s’étend à différents types

cellulaires. De plus, l’induction de l’autophagie a été observée dès 24h suite à

l’inhibition de l’activité des GSK3, tandis que la réponse apoptotique est observée

seulement à partir de 48h (Figure 8B). Ainsi, nos résultats suggèrent que la

stimulation de l’autophagie induite par l’inhibition des GSK3 précède l’induction de

la réponse apoptotique. De plus, nos travaux se distinguent de ceux de YANG et

al. ayant démontré une induction de l’autophagie, ainsi que de la mort cellulaire

suite à l’inhibition des GSK3 dans des cellules de cancer de la prostate seulement

lorsque privées en sérum (J. Yang et al., 2010). Nous avons observé que

l’inhibition de l’activité des GSK3 peut induire l’apoptose et l’autophagie dans les

cellules pancréatiques tumorales humaines supplémentées en sérum. Des effets

similaires, c’est-à-dire une induction de l’apoptose et de l’autophagie, ont

également été observés suite à l’inhibition des GSK3 dans ces cellules en absence

de sérum (résultats non-montrés).

Nous avons aussi observé un marquage plus élevé des lysosomes suite à

l’inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales (Figure 9A)

suggérant que l’activité des GSK3 pourrait réguler négativement les lysosomes. Le

bruit de fond et le nombre élevé de ponctuas a rendu le dénombrement des

lysosomes impossible, alors l’intensité du signal du lysotracker a été quantifié. Afin
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de déterminer l’effet de l’inhibition des GSK3 sur le nombre de lysosomes,

l’optimisation de la concentration et le temps d’incubation avec le lysotracker ou

une immunofluorescence dirigée contre le marqueur de lysosome LAMP1 pourrait

permettre le dénombrement des lysosomes à fort grossissement (100x). Il a été

démontré que l’acidification des lysosomes est requise pour la dégradation et le

recyclage de leur contenu (Yoshimori et al., 1991). Ceci suggère que le lysotracker

permettrait de visualiser les lysosomes actifs, puisqu’il marque les lysosomes

ayant un pH acide tel qu’observé par la perte du signal suite à l’inhibition de

l’acidification des lysosomes à l’aide de la Bafilomycine A1 (Figure 9A). L’inhibition

de l’activité des GSK3 semble donc augmenter l’activité lysosomale dans les

cellules pancréatiques tumorales. L’analyse d’hydrolases lysosomales telles que la

cathepsine B ou D permettrait de déterminer si l’inhibition des GSK3 augmente

l’activité des lysosomes. Lors d’expériences préliminaires, nous n’avons pas

observé de différence dans l’expression de l’ARNm des cathepsines B et D, ni de

l’expression de la protéine cathepsine D suite à l’inhibition des GSK3 dans les

cellules PANC1. Il serait donc pertinent d’évaluer l’activité des cathepsines B et D

à l’aide de substrats fluorescents suite à l’inhibition des GSK3 dans les cellules

pancréatiques tumorales. Une régulation des lysosomes par les GSK3 pourrait

contribuer à leur régulation de l’autophagie puisque la fusion des lysosomes avec

les autophagosomes permet la dégradation du contenu de ces dernières. En

accord avec ces résultats, il a été observé que l’inhibition des GSK3 contribue à la

dégradation de la protéine précurseur de l’amyloïde impliquée dans la maladie

d’Alzheimer en favorisant la biogenèse des lysosomes et l’autophagie (Avrahami et

al., 2013; Parr et al., 2012). D’autre part, une étude a suggéré que l’autophagie est

nécessaire pour l’activation des lysosomes suite à une privation en nutriments ou

l’inhibition de la voie mTOR (J. Zhou et al., 2013). Il serait intéressant de

déterminer si l’inhibition de l’autophagie à l’aide d’un siATG5 prévient

l’augmentation du marquage lysotracker suite à l’inhibition des GSK3, afin de

déterminer si celles-ci peuvent réguler la dégradation lysosomale indépendamment

de son effet sur l’autophagie.
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2. L’inhibition de l’autophagie sensibilise les cellules pancréatiques tumorales

humaines à l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3

Des niveaux élevés d’autophagie ont été observés autant dans les cellules

pancréatiques tumorales que dans des tissus d’adénocarcinomes pancréatiques

humains (S. Yang et al., 2011). En accord avec cette étude, le marquage ponctué

de LC3B que nous avons observé dans les cellules pancréatiques tumorales

PANC1 à l’état basal (Figure 8C) semble plus élevé que celui observé dans les

cellules pancréatiques non tumorales HPDE (Figure 10B). Toutefois, une

quantification plus rigoureuse des ponctuas de LC3B, c’est-à-dire le

dénombrement dans un plus grand nombre de cellules (30 et plus) et à plus fort

grossissement (100x) afin de mieux distinguer les autophagosomes est

nécessaire. Il a été observé que l’autophagie est requise pour la croissance

tumorale de xénogreffes de cellules pancréatiques tumorales suggérant l’inhibition

de l’autophagie comme traitement potentiel du cancer pancréatiques (A. Yang et

al., 2014; S. Yang et al., 2011). Ces études suggèrent donc que l’autophagie

favorise la croissance des cellules pancréatiques tumorales.

Nous avons donc analysé l’impact de l’inhibition de l’autophagie sur

l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques

tumorales humaines. Nous avons observé que l’inhibition de l’autophagie à l’aide

de la Bafilomycine A1 promeut l’apoptose induite par l’inhibition de l’activité des

GSK3 à l’aide de l’inhibiteur pharmacologique CHIR99021 ou suite à la délétion

spécifique de GSK3(Figure 11A-B). Puisque la Bafilomycine A1 inhibe

l’autophagie en bloquant l’acidification des lysosomes, il est possible que les effets

de la Bafilomycine A1 impliquent des mécanismes indépendants de l’autophagie.

Nous avons donc inhibé spécifiquement l’autophagie à l’aide d’un siARN dirigé

contre ATG5, une protéine nécessaire pour l’élongation des autophagosomes. La

déplétion d’ATG5 a sensibilisé les cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose

induite par l’inhibition des GSK3 (Figure 11C) supportant les résultats obtenus

avec la Bafilomycine A1. Il a été suggéré que l’inhibition de l’acidification des
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lysosomes ou de protéases lysosomales peut promouvoir la séquestration et

l’inhibition des GSK3 en réponse aux WNT (Dobrowolski et al., 2012). Une

inhibition de l’autophagie ou des lysosomes pourrait donc réguler négativement

l’activité des GSK3 suggérant qu’une inhibition plus importante des GSK3 pourrait

contribuer à la promotion de l’apoptose observée suite à l’inhibition de l’autophagie

(Figure 11). Toutefois, Dobrowolski et ses collaborateurs n’ont pas observé une

promotion de l’inhibition de l’activité des GSK3 suite à l’inhibition des lysosomes en

absence de ligand WNT (Dobrowolski et al., 2012). De plus, les auteurs ont

démontré qu’à forte dose (>50nM) la Bafilomycine A1 ne promeut pas l’activation

de la voie WNT, mais semble plutôt l’inhiber. Il est donc peu probable que la

sensibilisation des cellules pancréatiques tumorales à l’apoptose induite par

l’inhibition des GSK3 suite à l’inhibition de l’autophagie (Figure 11) soit due à une

plus forte inhibition de l’activité des GSK3. Il serait important de vérifier si

l’inhibition de l’autophagie à l’aide de la Bafilomycine A1 ou d’un siATG5 influence

l’activité des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales. Nos résultats

suggèrent que l’inhibition de l’autophagie favorise l’induction de l’apoptose suite à

l’inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales. D’ailleurs, deux

agents chimiothérapeutiques présentement utilisés pour traiter le cancer

pancréatique, le 5-FU et la gemcitabine, induisent l’autophagie et son inhibition

permet d’augmenter l’efficacité de ces traitements à induire l’apoptose (Donohue et

al., 2013; Hashimoto et al., 2014; Papademetrio et al., 2014). Nous avons

également démontré que l’inhibition de l’autophagie, à l’aide de la Bafilomycine A1,

réduit la croissance en indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques

tumorales (Figure 11D). Ce résultat appuie les études démontrant que l’autophagie

est requise pour la croissance des cellules pancréatiques tumorales (A. Yang et

al., 2014; S. Yang et al., 2011). La croissance en indépendance d’ancrage des

cellules pancréatiques tumorales est davantage réduite suite à l’inhibition de

l’autophagie combinée à l’inhibition des GSK3 (Figure 11D). Nos résultats

suggèrent le potentiel thérapeutique de l’inhibition de l’activité des GSK3 pour le

traitement du cancer pancréatique, particulièrement en combinaison avec une

inhibition de l’autophagie qui augmenterait son efficacité. À cet égard, nous avions
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démontré que l’inhibition de l’activité des GSK3 ne mène pas à l’apoptose des

cellules épithéliales pancréatiques non tumorales HPDE suggérant qu’elles sont

moins sensibles à l’inhibition des GSK3 (Marchand et al., 2012). D’autres part, nos

résultats ainsi que ceux de l’équipe de Kimmelman démontrent que les cellules

pancréatiques tumorales (Figure 8C) ont des niveaux élevés d’autophagie à l’état

basal en comparaison aux faibles niveaux observés dans les cellules non tumorale

HPDE (Figure 10B et S. Yang et al., 2011). De plus, l’inhibition de l’autophagie

inhibe la prolifération et induit l’apoptose des cellules pancréatiques tumorales

ayant un KRAS muté isolées de patients, tandis que les cellules d’un patient

exprimant un KRAS de type sauvage et démontrant un faible niveau d’autophagie

ne sont pas affectées (A. Yang et al., 2014). Lors d’expériences préliminaires,

nous avons observé une faible augmentation du clivage de PARP dans les cellules

HPDE suite aux traitements avec un inhibiteur des GSK3 combinés à l’inhibition de

l’autophagie suggérant que ces cellules semblent peu affectées par ce traitement.

Ces observations suggèrent que les cellules pancréatiques tumorales seraient plus

sensibles à l’inhibition combinée des GSK3 et de l’autophagie appuyant le potentiel

thérapeutique d’un tel traitement pour le cancer pancréatique.

3. L’inhibition des GSK3 induit l’autophagie indépendamment de la voie JNK-

cJUN.

Nous avions démontré que l’inhibition des GSK3 induit l’activation de la voie

de signalisation JNK-cJUN et que celle-ci est requise pour l’induction de la réponse

apoptotique (Marchand et al., 2012). Des études suggèrent qu’une activation

prolongée de la voie JNK induit l’apoptose, tandis qu’une inhibition transitoire

favorise plutôt la prolifération (Chen et al., 1996; Sánchez-Perez et al., 1998). Il a

également été observé que l’activité des JNK peut contribuer à l’induction de

l’autophagie suite à un traitement aux céramides (D.-D. Li et al., 2009; Pattingre et

al., 2009) ou à une privation en nutriments (Y. Wei et al., 2008). D’ailleurs, nous

avons observé une activation de la voie JNK-cJUN, l’induction de l’apoptose et de

l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales privées en glucose (Figure
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24C). De plus, l’ajout de méthyle pyruvate prévient l’augmentation de la

phosphorylation de cJUN et l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3 (Figure

25A). Nous avons donc évalué si l’inhibition de la voie JNK-cJUN empêche

l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition des GSK3. Contrairement à la

réponse apoptotique, l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition des GSK3 n’est

pas prévenue par le traitement avec le SP600125, un inhibiteur des JNK (Figure

12A) ou par la déplétion de cJUN à l’aide d’un shARN (Figure 12B). L’inhibition des

GSK3 semble donc induire l’autophagie indépendamment de la voie de

signalisation JNK-cJUN.

Un stress au niveau du réticulum endoplasmique peut mener à l’activation de

la voie JNK via la protéine IRE1 qui est impliquée dans une voie de l’ « Unfolded

Protein Response » (UPR) (F. Urano et al., 2000). De plus, l’activation des voies

de l’UPR suite à un stress du réticulum endoplasmique peut mener à l’induction de

l’autophagie ainsi que de l’apoptose (Deegan et al., 2013). Afin d’évaluer si

l’inhibition des GSK3 mène à un stress du réticulum endoplasmique, nous avons

évalué l’expression de protéines associées à l’UPR. Nous avons observé une

augmentation de l’expression des protéines IRE1 et GRP78 à partir de 48h suite

à l’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1 (Figure 13) suggérant l’induction

d’un stress du réticulum endoplasmique. D’ailleurs, le traitement de ces cellules

pendant 24h avec deux inducteurs de stress du réticulum endoplasmique, la

thapsigargine ou la tunicamycine, a induit une augmentation similaire de

l’expression d’IRE1 et de GRP78 (Figure 13). Il est donc possible qu’une

inhibition des GSK3 mène à l’activation des voies de l’UPR qui pourraient

contribuer à l’induction de l’apoptose des cellules pancréatiques tumorales. Il serait

important d’analyser les niveaux de phosphorylation des protéines PERK et IRE1,

ainsi que l’expression des protéines ATF6 et ATF4 afin d’évaluer l’activité des

voies de l’UPR suite à l’inhibition des GSK3. Une meilleure compréhension des

mécanismes impliqués permettrait de déterminer si les voies de l’UPR contribuent

à l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3 dépendamment ou non de son

impact sur la voie JNK.
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Il a été observé que le facteur de transcription CHOP induit suite au stress du

réticulum endoplasmique entraîne la transcription du gène ATG5 ce qui contribue à

l’induction de l’autophagie (Rouschop et al., 2010). Malgré que nos résultats

suggèrent l’induction d’un stress du réticulum endoplasmique suite à l’inhibition

des GSK3, nous n’avons pas observé de modulation de l’expression d’ATG5 dans

les cellules pancréatiques tumorales traitées avec un inhibiteur des GSK3 (Figure

11C et 20B). De plus, l’induction de l’autophagie qui est observée dès 24h suite à

l’inhibition des GSK3, précède l’augmentation de l’expression des protéines

associées au stress du réticulum endoplasmique observée à partir de 48h. Il

pourrait donc être possible que des voies de signalisation autres que celles

associées aux stress du réticulum endoplasmique, soit impliquées dans l’induction

de l’autophagie par l’inhibition des GSK3. Toutefois, une analyse des évènements

précoces de l’UPR, tels la phosphorylation de PERK, IRE1, eIF2 ou les niveaux

de XBP1s sera nécessaire et permettrait également de confirmer une induction de

l’UPR suite à l’inhibition des GSK3. Nous n’excluons pas la possibilité d’une

contribution d’un stress du réticulum endoplasmique dans les effets médiés par

l’inhibition des GSK3, particulièrement au niveau de la réponse apoptotique. Ainsi,

il serait intéressant d’analyser l’expression et la phosphorylation des protéines de

la voie IRE1-TRAF2-ASK1 suite à l’inhibition des GSK3 puisqu’elle pourrait

mener à l’activation de la voie JNK. Cependant, nous avions observé une

activation de la voie JNK-cJUN dès 30 minutes d’inhibition des GSK3 (Marchand et

al., 2012) ce qui suggère qu’un autre mécanisme serait impliqué dans la régulation

rapide de cette voie. Il demeure toutefois possible qu’une activation de la voie de

l’UPR en réponse au stress du réticulum endoplasmique pourrait jouer un rôle

dans l’activation soutenue de la voie JNK favorisant l’induction de l’apoptose. La

déplétion de PERK, IRE1 ou d’ATF6 permettrait de déterminer l’impact de l’UPR

sur l’activation soutenue de la voie JNK-cJUN suite à l’inhibition des GSK3.
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4. L’inhibition des GSK3 mène à l’inactivation de la voie mTORC1 dans les

cellules pancréatiques épithéliales humaines

Des études ont suggéré l’implication des GSK3 dans la régulation de la voie

de signalisation mTOR, qui est connue pour réguler négativement l’autophagie.

D’une part, il a été démontré que les GSK3 coopèrent avec l’AMPK afin de

phosphoryler la protéine TSC2 et inactiver la voie mTOR (Inoki et al., 2006).

Contradictoirement, il a été rapporté que l’inhibition des GSK3 peut mener à

l’inactivation de la voie de signalisation mTORC1 (Azoulay-Alfaguter et al., 2014).

Puisqu’une inactivation de la voie mTORC1 peut induire l’autophagie, nous avons

évalué l’impact de l’inhibition des GSK3 sur l’expression du substrat de mTORC1,

la protéine S6K1. Nous avons observé une diminution de la phosphorylation de la

protéine S6K1 et de son substrat la protéine S6 dans les cellules pancréatiques

tumorales humaines (BxPC3, MIA PaCa2 et PANC1) traitées 24h avec un

inhibiteur des GSK3 (Figure 14A) suggérant une inactivation de la voie mTORC1

dans ces cellules. D’ailleurs, la phosphorylation des protéines S6K1 et S6 est

réduite suite à l’inhibition spécifique des GSK3 via la déplétion de l’expression de

GSK3  et  à l’aide de shARN dans les cellules PANC1 (Figure 14B). Une

diminution similaire de la phosphorylation de la S6K1 et de la S6 est également

observée dans les cellules pancréatiques épithéliales ductales non tumorales

humaines HPDE (Figure 14A) suggérant que l’inhibition de la voie mTORC1 en

réponse à l’inhibition des GSK3 n’est pas spécifique aux cellules tumorales. Nous

avons observé une diminution similaire de la phosphorylation des protéines S6K1

et S6 dans les cellules PANC1-shCTL et PANC1-shcJUN suite à l’inhibition des

GSK3 (Figure 14C). Ceci suggère que la déplétion de cJUN n’affecte pas la

régulation de la voie mTORC1 par les GSK3. Toutefois, nous ne pouvons pas

exclure que l’activation de JNK suite à l’inhibition des GSK3 influence la voie

mTOR indépendamment de cJUN. L’utilisation de l’inhibiteur des JNK (SP600125)

ou d’un shARN dirigé contre JNK permettrait de déterminer si la régulation des

voies mTOR et JNK par les GSK3 s’effectue indépendamment. Nos résultats

suggèrent que les GSK3 régulent le voie mTOR via un mécanisme distinct de la
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régulation de la voie JNK-cJUN et est en accord avec nos résultats discutés à la

section 3 démontrant que l’inhibition des GSK3 induit l’autophagie

indépendamment de la voie JNK-cJUN.

Par contre, il est à noter que des études ont récemment démontré que les

GSK3 peuvent directement réguler les protéines S6K1 et 4EBP1, deux substrats

du complexe mTORC1 (S Shin et al., 2014; Sejeong Shin et al., 2011). Ainsi, la

diminution de la phosphorylation de S6K1 et de S6 observée suite à l’inhibition des

GSK3 pourrait être indépendante de l’activité mTORC1. À la figure 15, nous

observons une diminution de la phosphorylation de la protéine S6K1 à partir de 4h

d’inhibition des GSK3 corrélant avec une augmentation de l‘expression de LC3B II.

La voie mTOR inhibe l’autophagie entre autres en phosphorylant et inactivant la

protéine ULK1 qui est impliquée dans l’initiation de l’autophagie (J. Kim et al.,

2011). Nous avons observé que l’inhibition des GSK3 pendant 16 et 24h semble

diminuer la phosphorylation mTORC1-dépendante sur la Ser757 d’ULK1 (Figure

15). L’activité d’ULK1 peut également être favorisée suite à sa phosphorylation par

la kinase AMPK (Bach et al., 2011; J. Kim et al., 2011). Puisqu’il a été observé que

l’inhibition des GSK3 peut mener à l’activation de l’AMPK (Suzuki et al., 2013),

nous avons évalué la phosphorylation de l’AMPK sur la Thr172 nécessaire à son

activité. L’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1 n’a pas augmenté la

phosphorylation de l’AMPK1(Figure 15). L’évaluation de l’expression totale des

protéines ULK1 et AMPK1 est toutefois nécessaire afin de valider ces derniers

résultats. La phosphorylation AMPK-dépendante d’ULK1 sur les sérines 317 et 555

pourrait également être évaluée suite à l’inhibition des GSK3. Cette observation

avec nos résultats précédents démontrant l’inhibition de l’axe S6K1-S6 supporte

une inactivation de la voie mTORC1 suite à l’inhibition des GSK3. Par ailleurs, le

traitement des cellules PANC1 avec l’inhibiteur de S6K1, le PF-4708671, n’est pas

suffisant pour induire l’augmentation de l’expression de LC3B II (Figure 16A). Ce

résultat suggère que l’inactivation de la S6K1 à elle seule n’induit pas l’autophagie

dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. De plus, l’augmentation de

l’expression de LC3B II induite par l’inhibition des GSK3 à la figure 15 corrèle avec
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la diminution de la phosphorylation de S6K1. La diminution de la phosphorylation

mTOR-dépendante d’ULK1 suite à l’inhibition des GSK3 (Figure 15A) suggère que

les GSK3 pourraient réguler l’activité du complexe mTORC1. Nos résultats

suggèrent que les GSK3 sont en amont de la signalisation mTORC1 et l’inhibition

de celle-ci pourrait contribuer à l’induction de l’autophagie dans les cellules

épithéliales pancréatiques. D’ailleurs, nos résultats démontrent que l’inhibition de

la voie mTOR à l’aide de la Torin1 induit l’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales (Figure 8C-D) et non tumorales (Figure 10B).

Par la suite, nous avons tenté de maintenir l’activité mTORC1 élevée afin de

déterminer si l’induction de l’autophagie par l’inhibition des GSK3 est prévenue.

Afin d’évaluer le rôle de la régulation de mTORC1 par les GSK3 dans l’induction

de l’autophagie, nous avons exprimé le mutant de mTOR E2419K qui demeure

actif malgré une privation en nutriments et en facteurs de croissance, afin de

suractiver la voie de signalisation mTOR (J. Urano et al., 2007). L’expression d’un

mTOR de type sauvage ou du mutant E2419K n’a pas permis de prévenir la

diminution de la phosphorylation de la S6K1 et de la S6 par l’inhibition des GSK3

(Figure 16B). Ce résultat pourrait s’expliquer soit par une régulation directe de la

phosphorylation de S6K1 par les GSK3 ou que le mutant mTOR E2419K demeure

sensible à une régulation par les GSK3. Une approche différente utilisant des

cellules MEF Tsc2-/- ayant un complexe TSC1/2 inactif qui maintient la voie mTOR

active pourrait permettre d’évaluer le rôle de la régulation GSK3-dépendante de la

voie mTORC1 au niveau de la régulation de l’autophagie.

5. Régulation du facteur de transcription TFEB par les GSK3

5.1 L’inhibition des GSK3 ou de mTOR induit la translocation nucléaire de TFEB

Récemment, des études ont rapporté un rôle important de la voie mTORC1

dans le contrôle du facteur de transcription TFEB, un régulateur majeur de

l’autophagie et de la biogenèse des lysosomes. Elles ont démontré que l’inhibition

de la voie mTORC1 induit la translocation nucléaire de TFEB (Jose a. Martina et
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al., 2012; Jose a. Martina & Puertollano, 2013; Roczniak-Ferguson et al., 2012;

Settembre et al., 2012). En accord avec ces études, nous avons observé que

l’inhibition de la voie mTOR pendant 1h à l’aide de la Torin1 entraîne la

translocation nucléaire de la protéine TFEB-EGFP dans les cellules HEK293T

(Figure 17A). Il est a noté que la Torin1 inhibe les complexes mTORC1 et

mTORC2 ne permettant donc pas d’exclure une contribution de mTORC2. De

façon intéressante, nos résultats démontrent aussi la translocation nucléaire de

TFEB-EGFP suite à 1h d’inhibition de l’activité des GSK3. D’ailleurs, la

translocation nucléaire de TFEB suite à l’inhibition de l’activité des GSK3 a

récemment été observée dans un modèle murin de la maladie d’Alzheimer (Parr et

al., 2012). Le traitement avec l’inhibiteur des GSK3, CHIR99021, a également

induit la translocation nucléaire de la protéine TFEB endogène dans les cellules

pancréatiques tumorales (PANC1) (Figure 17C) et non tumorales (HPDE)

humaines (Figure 17D). La translocation nucléaire de TFEB suite à l’inhibition des

GSK3 ou de mTOR dans les cellules PANC1 a été observée par fractionnement

subcellulaire (Figure 18A) appuyant nos résultats obtenus par

immunofluorescence. Ces observations suggèrent que l’activité des GSK3 régule

la localisation de TFEB dans différents types et contextes cellulaires et pourrait

représenter un mécanisme général de la régulation de TFEB. Nous avons observé

que la translocation nucléaire de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 semble

précéder son impact négatif sur la voie mTORC1 (Figure 17 et 18C). Malgré que

nous ne puissions exclure que l’inactivation de la voie mTORC1 observée suite à

l’inhibition des GSK3 contribuerait à la translocation nucléaire de TFEB, nos

résultats suggèrent que l’impact de l’inhibition des GSK3 sur la voie mTORC1 ne

représenterait pas le principal mécanisme de régulation GSK3-dépendante de la

localisation nucléaire de TFEB. Il serait donc intéressant d’évaluer l’expression et

la localisation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 dans des cellules exprimant le

mutant mTORE2419K ou des MEF Tsc2-/- ayant une activité mTORC1 élevée.
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5.2 L’activité des GSK3 et de mTOR régule la phosphorylation de TFEB

Nous avons évalué le profil de migration de la protéine TFEB, puisqu’il a été

observé que la phosphorylation de TFEB, notamment via mTORC1, régule sa

localisation cellulaire (Jose a. Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et al.,

2012). L’expression de formes de plus faibles poids moléculaire de la protéine

TFEB endogène a été observée dans les cellules où l’activité des GSK3 a été

inhibée à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques (Figure 18A et C) ou des shGSK3

et shGSK3 (Figure 18B). Ce changement de profil de migration de la protéine

TFEB suite à l’inhibition des GSK3 a été observé dans différentes cellules,

notamment les cellules pancréatiques tumorales humaines (PANC1 et MIA PaCa2)

et les cellules non tumorales HEK293T (Figure 18C). Nous avons poursuivi l’étude

de la régulation de TFEB par les GSK3 en analysant les modifications post-

traductionnelles de TFEB qui pourrait expliquer ces changements de migration

observés. La sumoylation des protéines TFEB, MITF et TFE3, des facteurs de

transcription de la famille MiTF/TFE, a été impliquée dans la régulation de leur

activité, toutefois celle-ci ne module pas leur localisation (Miller et al., 2005).

Puisque des études ont démontré la régulation de la localisation de TFEB via sa

phosphorylation, nous avons donc vérifié si les GSK3 régulent la phosphorylation

de TFEB.

D’abord, la protéine TFEB-EGFP est phosphorylée à l’état basal dans les

cellules HEK293T, tel que visualisé par notre essai phosphatase (Figure 19A). De

façon similaire, la protéine TFEB-GFP a été observée phosphorylée à l’état basal

dans les cellules HeLa (Roczniak-Ferguson et al., 2012). Il a été observé que la

phosphorylation de TFEB sur le résidu Ser211 entraîne son association avec les

protéines 14-3-3 ce qui séquestre TFEB au niveau du cytosol (Jose a. Martina et

al., 2012; Roczniak-Ferguson et al., 2012). La sérine 211 de TFEB est située au

niveau d’une séquence composant un site consensus de liaison des protéines 14-

3-3. À l’aide d’un anticorps reconnaissant la séquence consensus de liaison des

protéines 14-3-3 lorsque phosphorylée, nous avons évalué la phosphorylation de
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TFEB sur sa Ser211. Nous avons observé qu’à l’état basal la protéine TFEB-EGFP

dans les cellules HEK293T est phosphorylée sur sa sérine 211 (Figure 19B). La

phosphorylation de TFEB sur sa sérine 211 est réduite suite à l’inhibition de

l’activité des GSK3 ou de mTOR. Nos résultats supportent les études ayant

démontré la phosphorylation de la sérine 211 de TFEB par mTORC1 et suggère

pour la première fois l’implication des GSK3 dans la régulation de la

phosphorylation de ce résidu. Précédemment, nos résultats à la figure 14 ont

démontré l’inactivation de la voie mTORC1 suite à l’inhibition des GSK3 suggérant

que ces dernières pourraient réguler la phosphorylation de TFEB via mTORC1.

Suite à une analyse plus détaillée, nous avons observé l’inactivation de la voie

mTORC1 à partir de 2 à 4h suivant l’inhibition de l’activité des GSK3 (Figure 15).

La phosphorylation de TFEB sur la Ser211 diminue rapidement (1h) suite à

l’inhibition de l’activité des GSK3 (Figure 18C), alors que les niveaux de

phosphorylation de S6K1 ne sont pas modulés suite à ce court traitement

suggérant que les GSK3 pourraient réguler la phosphorylation de TFEB

indépendamment de mTORC1. L’analyse bioinformatique de la séquence de la

protéine TFEB nous a suggéré plusieurs sites potentiels de phosphorylation par les

GSK3. Nous avons donc déterminé si les GSK3 peuvent phosphoryler la protéine

TFEB. Nous avons observé qu’une kinase GSK3 recombinante peut phosphoryler

la protéine TFEB-EGFP in vitro (Figure 18D et E). Même si l’inhibition des GSK3

semble suffisante à court terme pour réduire la phosphorylation sur la Ser211 de

TFEB, nous ne pouvons exclure que l’inactivation de la voie mTORC1 observé

suite à l’inhibition des GSK3 (Figure 15A) pourrait contribuer à l’inhibition de la

phosphorylation de la Ser211 de TFEB à plus long terme. D’autres part, nos

résultats suggèrent également l’implication de phosphatases dans la régulation de

la phosphorylation de TFEB via les GSK3 (Figure 19C) qui est discuté plus en

détail au prochain paragraphe. D’autres études ont démontré que la protéine TFEB

est phosphorylée sur sa sérine 142, via notamment mTORC1 et ERK2 (Settembre

et al., 2011, 2012). La phosphorylation de la sérine 142 de TFEB maintient son

expression au niveau du cytosol, toutefois le mécanisme impliqué demeure

inconnu. La mutation de la sérine 142 en alanine de la protéine TFEB, qui
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empêche la phosphorylation de ce résidu, n’influence pas son association avec les

protéines 14-3-3 (Roczniak-Ferguson et al., 2012). La régulation de la localisation

de TFEB par la phosphorylation des sérines 142 ou 211 semble donc impliquer

des mécanismes différents. L’impact de l’inhibition des GSK3 sur la

phosphorylation de TFEB n’a pas été analysé sur la sérine 142 puisqu’il n’y a

aucun anticorps phospho-spécifique de TFEB commercialement disponible.

Puisque l’inhibition des GSK3 mène à l’inactivation de la voie mTORC1 (Figure

14), il est donc possible que les GSK3 puissent réguler la phosphorylation de la

sérine 142 de TFEB via mTORC1. Bien qu’une régulation de la phosphorylation de

TFEB par les GSK3 via sa régulation de mTORC1 soit possible, celle-ci ne

permettrait pas d’expliquer la déphosphorylation plus importante observé suite à

l’inhibition des GSK3 comparativement à l’inhibition de mTOR (Figure 18C).

D’ailleurs, il est probable que les GSK3 régulent la phosphorylation de la Ser142

de TFEB indépendamment de mTORC1 puisque la déphosphorylation de TFEB

observée suite à 1h d’inhibition des GSK3 ne corrèle pas avec une inhibition de la

voie mTORC1 (Figure 18C). Il serait possible de comparer la phosphorylation in

vitro d’un TFEB de type sauvage, mutée sur la Ser142 ou la Ser211 par une

protéine GSK3 recombinante. Bien qu’il soit probable que l’inhibition des GSK3

puisse induire la translocation nucléaire de TFEB via la déphosphorylation des

Ser142 et Ser211, la régulation de la phosphorylation de la Ser211 semble

représenter le mécanisme privilégié et sera discuté plus en détails. Ainsi, nos

résultats démontrent que les GSK3 peuvent réguler, indépendamment de

mTORC1, la phosphorylation de TFEB modulant son association avec ses

partenaires d’interaction qui sera discuté dans la prochaine section.

Les changements observés au niveau du profil de migration de la protéine

TFEB suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR étant rapide, dès 30 à 60 minutes,

nous avons émis l’hypothèse que des phosphatases seraient impliquées dans la

régulation de la phosphorylation de TFEB. Le traitement avec un inhibiteur des

Ser/Thr phosphatases PP1 et PP2A, la calyculine A, prévient les changements de

migration de la protéine TFEB induit par l’inhibition des GSK3 ou de mTOR (Figure
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19C). Ce résultat démontre d’abord que les formes de plus faible poids moléculaire

de TFEB observées dans les cellules traitées avec l’inhibiteur des GSK3 ou de

mTOR sont principalement dues à leur déphosphorylation. De plus, cela suggère

pour la première fois l’implication de sérine/thréonine phosphatases dans la

régulation de la phosphorylation de TFEB par les GSK3 et mTOR. Puisque la

calyculine A inhibe les phosphatases PP1 et PP2A, il serait intéressant de

déterminer la contribution de chacune dans la régulation de TFEB. Des essais

phosphatase à l’aide de protéines recombinantes PP1 ou PP2A permettraient de

déterminer si elles peuvent déphosphoryler in vitro la protéine TFEB-EGFP

immunoprécipitée. La déplétion de PP1 ou de PP2A à l’aide de shARN spécifiques

permettait aussi d’évaluer la contribution respective de ces phosphatases dans la

déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. Il a été

observé que la phosphorylation de la protéine I2, un inhibiteur endogène de PP1,

favorise l’activité de cette phosphatase ce qui est en défaveur d’une activation de

la PP1 suite à l’inhibition des GSK3 (T.-H. Lin et al., 2003; Picking et al., 1991). Par

contre, il a été suggéré que les GSK3 pourraient moduler d’autres régulateurs de

la phosphatase PP1, notamment la protéine AKAP220 qui peut inhiber l’activité de

la PP1, toutefois le rôle des GSK3 reste à être clarifié (Schillace et al., 2001;

Whiting et al., 2015). Le groupe de LIU et al. a observé que l’inhibition de l’activité

des GSK3 peut augmenter l’activité de PP2A via plusieurs mécanismes. D’abord,

les GSK3 peuvent réguler négativement l’activité de PP2A en favorisant sa

phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 307 en inhibant la tyrosine phosphatase

PTP1B, mais également en réduisant l’expression de sa sous-unité catalytique

PP2Ac via CREB (X.-Q. Yao et al., 2011). Les GSK3 peuvent également inhiber

l’activité de PP2A en favorisant la déméthylation de la leucine 309 via la régulation

de l’expression des protéines PME1 et PPMT1 (X. Q. Yao et al., 2012). De plus,

l’activité des GSK3 inhibe l’activité de PP2A via l’augmentation de l’expression de

la protéine I2PP2A, un inhibiteur de PP2A (G. P. Liu et al., 2008). Toutefois, il est

peu probable que la déphosphorylation rapide de TFEB observé dès 30min suivant

l’inhibition des GSK3 soit due à une régulation de l’expression d’I2PP2A ou de

PP2Ac. Il demeure que la phosphatase PP2A représente un candidat prometteur
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comme effecteur de la déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3.

D’autre part, la phosphatase PP2A peut également être inhibée par mTOR, entre

autres via sa phosphorylation (Janssens & Goris, 2001; Peterson et al., 1999).

D’ailleurs, l’activation de PP2A suite à l’inhibition de mTORC1 a été impliquée

dans la régulation de la localisation du facteur de transcription GLI3 (Krauß et al.,

2008). Récemment, une étude a suggéré l’implication de la phosphatase PP2A

dans la régulation de l’autophagie, entre autres via son inhibiteur endogène CIP2A

et mTORC1 (Puustinen et al., 2014). Ainsi, la phosphatase PP2A peut être activée

par l’inhibition des GSK3 ou de mTOR ce qui en fait un bon candidat comme

effecteur de la déphosphorylation de TFEB.

Notre analyse par spectrométrie de masse a identifiée la protéine RCN2

comme partenaire d’interaction de la protéine TFEB-EGFP (Tableau 5). Des

membres de la famille des protéines RCN, notamment RCN1, ont été impliqués

dans la régulation de l’activité de la phosphatase calcineurine (Hilioti &

Cunningham, 2003). Dernièrement, la déphosphorylation de TFEB, notamment sur

les résidus sérine 142 et 211, par la calcineurine a été démontrée (Medina et al.,

2015). Il serait donc possible que RCN2 soit impliquée dans la régulation de la

phosphorylation de TFEB. Il est à noter que la régulation de l’activité de la

calcineurine par la protéine RCN2 n’a toutefois pas encore été démontrée. D’autre

part, il a été observé que les GSK3 peuvent phosphoryler des régulateurs de la

calcineurine, les protéines RCN1 ou dSarah (homologue de RCAN1), favorisant

l’activité de cette dernière (Hilioti et al., 2004; Takeo et al., 2012). Puisque ces

études suggèrent qu’une inhibition des GSK3 diminuerait l’activité de la

calcineurine, elles sont défavorables envers une implication de la calcineurine

dans la déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3. Un traitement

avec l’inhibiteur de la calcineurine, la cyclosporin A, ou la déplétion de son

expression à l’aide d’un shARN permettrait de déterminer si cette phosphatase est

responsable de la déphosphorylation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 ou de

mTOR. Enfin, nous avons observé par spectrométrie de masse l’association de la

protéine TFEB-EGFP avec des sous-unités des phosphatases PP6 (PPP6C), PP1



125

(PPP1CA) et PP2A (PPP2R2A). Bien que ces associations ne sont pas incluses

dans l’analyse au tableau 5, elles supportent tout de même une implication des

phosphatases PP1 et PP2A dans la déphosphorylation de TFEB tel que

précédemment discuté, en plus de proposer une implication de PP6. Ces

observations suggèrent que la protéine TFEB peut interagir avec ces

phosphatases à l’état basal. Notre analyse par spectrométrie de masse révèle une

légère baisse de l’association de TFEB-EGFP avec PPP6C et PPP2R2A suite à

l’inhibition des GSK3 pendant 1h. L’inhibition de mTOR n’a pas modulé ces

associations de PPP6C et PP2R2A avec TFEB-EGFP. Ceci est en défaveur pour

une implication de PP2A et PP6 dans la déphosphorylation de TFEB suite à

l’inhibition des GSK3. Enfin, nous avons observé une plus importante association

de PPP1CA avec TFEB-EGFP suite à l’inhibition des GSK3 suggérant une

implication de la phosphatase PP1 dans la déphosphorylation de TFEB suite à

l’inhibition des GSK3. Toutefois, il sera nécessaire de valider les résultats obtenus

pour l’association de PPP1CA puisqu’aucune valeur n’a été obtenue pour

l’association de PPP1CA avec TFEB-EGFP dans l’échantillon traitée avec

l’inhibiteur de mTOR.

De façon intéressante, nos résultats soulèvent également des distinctions au

niveau de la régulation de la phosphorylation de TFEB par les GSK3 et mTOR.

Malgré que l’inhibition des GSK3, comme celle de mTOR, induit la

déphosphorylation de TFEB, le profil de migration de TFEB diffère. La présence de

formes de plus faible poids moléculaires est observée dans les cellules traitées

avec l’inhibiteur des GSK3 (Figure 18C). Il serait intéressant de déterminer les

sites de phosphorylation de la protéine TFEB respectivement déphosphorylés suite

à l’inhibition des GSK3 ou de mTORC1. Une approche protéomique SILAC

similaire à celle utilisée à la section 6.3 permettrait d’identifier les résidus de TFEB

phosphorylés et de comparer leur phosphorylation à l’état basal ou suite à

l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. Par la suite, la mutation des sites de

phosphorylation identifiés en alanine ou en acide aspartique permettrait

respectivement d’empêcher ou de mimer leur phosphorylation et ainsi d’étudier
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leurs rôles dans la régulation de TFEB. Le rôle de ces sites de phosphorylation sur

la localisation de TFEB pourrait être analysé par immunofluorescence suite à

l’expression de ces mutants TFEB. L’activité transcriptionnelle de ces mutants

TFEB pourrait être évaluée en analysant l’expression de certains gènes cibles de

TFEB (ATG9B, CTSB, CTSD, LAMP1, MAP1LC3B, etc) ou l’activité d’un gène

rapporteur TFEB-luciférase composé de 4 répétitions de sa séquence de liaison à

l’ADN (« CLEAR element »).

Il a été observé que l’induction de l’apoptose peut mener au clivage de

plusieurs protéines associées à l’autophagie entre autres via les caspases ce qui

inhibe l’autophagie (Cho et al., 2009; Rubinstein & Kimchi, 2012). Afin de

déterminer si l’induction de l’apoptose suite à l’inhibition des GSK3 module

l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales, nous avons traitées ces

cellules avec un inhibiteur de caspases. L’inhibiteur de caspases a prévenu

l’induction du clivage de PARP suite à l’inhibition des GSK3 dans les cellules

PANC1 (Figure 20A). L’inhibition des caspases n’a pas influencé la

déphosphorylation de TFEB et l’augmentation de LC3B II induite par l’inhibition des

GSK3. De plus, nous avons observé que la déplétion de l’expression d’ATG5 à

l’aide d’un siARN spécifique ne module pas la déphosphorylation de TFEB suite à

l’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1 (Figure 20B). Ces observations

suggèrent que la régulation GSK3-dépendante de la phosphorylation de TFEB

n’est pas modulée par l’apoptose ou l’inhibition de l’autophagie.

5.3 L’activité des GSK3 et de mTOR influence l’association des partenaires

d’interaction de TFEB

Tel que mentionné précédemment, la phosphorylation de TFEB sur sa sérine

211, via mTORC1, peut favoriser son association avec les protéines 14-3-3 qui

maintient son expression au cytosol. Nous avons évalué l’association de TFEB

avec les protéines 14-3-3, puisque nos résultats ont démontré une diminution de la

phosphorylation de TFEB sur sa sérine 211 suite à l’inhibition des GSK3 ou de
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mTOR (Figure 19B). D’abord, nos essais d’immunoprécipitation de la protéine

TFEB-EGFP démontrent qu’à l’état basal les protéines 14-3-3 s’associent avec

TFEB-EGFP (Figure 21 A et B). Nous avons observé que cette association est

perdue suite à l’inhibition de mTOR par la Torin1 autant dans les cellules HEK293T

(Figure 21A) que dans les PANC1 (Figure 21B). De façon intéressante, l’inhibition

des GSK3 à l’aide du CHIR99021 réduit également l’association 14-3-3/TFEB-

EGFP dans ces cellules (Figure 21A et B). Nous avons ensuite utilisé une

approche protéomique SILAC de chromatographie liquide couplée à la

spectrométrie de masse en tandem afin d’analyser les partenaires d’interaction de

TFEB. Notre analyse par spectrométrie de masse a révélé une diminution de

l’association de la protéine TFEB-EGFP avec cinq protéines 14-3-3 (14-3-314-

3-314-3-314-3-3et14-3-3) (Tableau 5) suite à l’inhibition des GSK3

(Figure 21C) ou de mTOR (Figure 21D) appuyant nos résultats précédents

obtenus par immunobuvardage (Figure 21A). Nos résultats suggèrent que les

GSK3 régulent la phosphorylation de TFEB, notamment sur sa Ser211, et son

association avec les protéines 14-3-3. Il demeure à être démontré si les GSK3

régulent l’association TFEB/14-3-3 et la localisation de TFEB via la

phosphorylation de la Ser211. L’expression d’un mutant TFEB S211D, mimant la

phosphorylation de ce résidu, permettrait d’évaluer si la déphosphorylation de

TFEB sur la Ser211 est nécessaire à la réduction de son association avec les

protéines 14-3-3 et à sa translocation nucléaire induite par l’inhibition des GSK3.

Notre analyse par spectrométrie de masse a également révélé une

augmentation de l’association de la protéine TFEB-EGFP avec de nombreuses

histones, notamment H1, H2A, H2B, H3, H4 (Tableau 5), suite à l’inhibition des

GSK3 (Figure 21C) ou de mTOR (Figure 21D). Nous avons observé un résultat

similaire à la figure 21A, c’est-à-dire une augmentation de la liaison de la protéine

TFEB-EGFP immunoprécipitée avec l’histone H3 suite à l’inhibition des GSK3 ou

de mTOR. L’inhibition des GSK3 ou de mTOR a également favorisé l’association

de la protéine TFEB-EGFP avec de nombreuses protéines impliquées dans la

transcription ou associées au niveau de l’ARN et de l’épissage (Tableau 5). Nos
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observations de la translocation nucléaire de TFEB et de l’augmentation de son

association avec plusieurs protéines impliquées dans la transcription suite à

l’inhibition des GSK3 suggèrent une augmentation de l’activité TFEB. Il sera

important d’évaluer l’impact de l’inhibition des GSK3 sur l’expression des gènes

cibles de TFEB ou sur l’activité du gène rapporteur TFEB-Luciférase, afin de

démontrer la régulation de l’activité transcriptionnelle de TFEB par les GSK3. À cet

égard, nous avons obtenu des résultats préliminaires démontrant une

augmentation de l’activité du gène rapporteur TFEB-luciférase de 1.6X et 3.2X

suite à l’inhibition respectivement des GSK3 et de mTOR dans les cellules

HEK293T (résultats non-montrés).

Parmi les partenaires d’interaction de la protéine TFEB-EGFP identifiés

(Tableau 5), nous retrouvons de nombreuses protéines associées aux dommages

à l’ADN ou aux mécanismes de réparation de l’ADN (MUTYH, PARP1, PRP19,

SMC1A, SPT16, SSRP1, XRCC5 et XRCC6). Cette observation soulève pour la

première fois une implication possible de TFEB dans les mécanismes associés

aux dommages à l’ADN. De façon intéressante, il a été observé que la déplétion

de MITF, un facteur de transcription de la même famille que TFEB, entraîne une

réponse aux dommages à l’ADN impliquant ATM, CHK2 et P53 (Giuliano et al.,

2010). Il serait intéressant de déterminer si la protéine TFEB est régulée,

particulièrement au niveau de sa phosphorylation et de sa localisation, suite à

l’induction de dommages à l’ADN, par exemple suite à un traitement avec la

doxorubicine ou l’étoposide. De plus, il a été observé que les cellules

pancréatiques tumorales démontrent des niveaux plus élevés de dommages à

l’ADN (Y. H. Li et al., 2012). Ainsi, le rôle de TFEB dans les mécanismes associés

aux dommages à l’ADN pourrait être étudié dans nos populations de cellules

PANC1-shCTL et PANC1-shTFEB. D’une part, l’évaluation de la phosphorylation

de l’histone H2AX sur la Ser139 permettrait d’analyser les dommages à l’ADN

dans ces cellules à l’état basal ou suite à l’induction de dommages par la

doxorubicine ou l’étoposide. Il serait également pertinent de déterminer si le

facteur de transcription TFEB régule les mécanismes de réparation de l’ADN
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induits en réponse à des dommages. Pour ce faire, l’expression et la

phosphorylation des protéines impliquées dans ces mécanismes, notamment ATM,

DNA-PK, XRRC5, XRRC6, P53, pourrait être évaluée dans les cellules PANC1-

shCTL et PANC1-shTFEB traitées à la doxorubicine ou l’étoposide.

La majorité des partenaires d’interaction de TFEB associés aux dommages à

l’ADN qui ont été identifiés sont retrouvés plus fortement associés avec TFEB-

EGFP suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR (Tableau 5). Il serait donc

possible de penser que l’activité des GSK3 et de mTOR, en régulant TFEB, soit

impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN. Une étude a observé que

l’inhibition des GSK3 dans les cellules neuronales peut favoriser la réparation des

dommages à l’ADN induits par une irradiation (E. S. Yang et al., 2011). Il serait

donc intéressant d’analyser l’effet de l’inhibition des GSK3 sur les dommages à

l’ADN, en évaluant la phosphorylation de l’histone H2AX, induite suite à un

traitement avec la doxorubine, l’étoposide ou la gemcitabine dans les cellules

pancréatiques tumorales. De plus, il a été observé que l’inhibition de l’autophagie,

particulièrement dans les cellules pancréatiques tumorales, entraîne une hausse

des dommages à l’ADN (S. Yang et al., 2011). Ceci pourrait suggérer que

l’autophagie induite suite à l’inhibition des GSK3 favorise la survie des cellules

pancréatiques tumorales possiblement en réduisant les dommages à l’ADN. Ainsi,

les dommages à l’ADN induits par la doxorubicine, l’étoposide ou la gemcitabine

pourraient être évalués suite à l’inhibition des GSK3 combinée avec une inhibition

de l’autophagie (Bafilomycine A1 ou siATG5) ou la déplétion de TFEB (PANC1-

shTFEB). Quelques études évaluant le potentiel thérapeutique d’une inhibition des

GSK3 combinée avec la gemcitabine dans les cellules pancréatiques tumorales

ont obtenu des résultats contradictoires (Kitano et al., 2013; Mamaghani et al.,

2009; Shimasaki et al., 2012). Le mécanisme d’action de nombreux agents

chimiothérapeutiques repose sur l’induction de dommages à l’ADN. Une meilleure

compréhension des voies de signalisation régulées par les GSK3, particulièrement

celles impliquées dans la réponse aux dommages à l’ADN, est nécessaire afin

d’évaluer le potentiel thérapeutique de l’inhibition des GSK3.
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Parmi les partenaires d’interaction de la protéine TFEB-EGFP identifiées

dans notre analyse de spectrométrie de masse, nous retrouvons également

quelques protéines impliquées au niveau du métabolisme. D’abord, nous

retrouvons associés à TFEB-EGFP des protéines impliquées dans le transport des

nucléotides au niveau des mitochondries, notamment ADT2 (SLC25A5) et ADT3

(SLC25A6), ainsi que la protéine AK6 impliquée dans le transfert de phosphate

des adénosines au niveau du noyau. L’interaction de TFEB-EGFP avec ADT2,

ADT3, AK6 semble davantage diminuée suite à l’inhibition des GSK3,

comparativement à l’inhibition de mTOR (Tableau 5). Également associé à TFEB-

EGFP (Tableau 5), les protéines SLC25A1, SLC25A10, SLC25A11, SLC25A12 et

SLC25A13 sont impliquées dans le transport de différents substrats métaboliques

au niveau des mitochondries (Palmieri, 2013). Les transporteurs SLC25A11,

SLC25A12 et SLC25A13 sont associés à la navette du malate et aspartate qui

régule le transfert de NADH issu de la glycolyse vers les mitochondries. Quant à

SLC25A1 et SLC25A10, ils régulent le transport aux mitochondries du citrate et du

malate respectivement, deux intermédiaires du cycle de Krebs. L’inhibition des

GSK3 a diminué l’association de TFEB-EGFP avec SLC25A1, SLC25A10,

SLC25A11, SLC25A12 et SLC25A13, alors que l’inhibition de mTOR semble plutôt

l’augmenter. Ceci suggère que l’association de TFEB-EGFP avec plusieurs

protéines impliquées dans le métabolisme, particulièrement au niveau des

mitochondries, serait régulée par les GSK3, indépendamment de mTOR. De plus,

TFEB-EGFP peut interagir avec les protéines ECHA et ABCD3 impliquées dans la

-oxidation, ainsi que le transporteur de citrate SLC25A1 suggérant un rôle dans le

métabolisme des lipides. D’ailleurs, une étude a démontré un rôle de TFEB dans le

catabolisme des lipides, notamment via la régulation de PGC1 et

PPAR(Settembre, De Cegli, et al., 2013). Une étude a suggéré que MITF

pourrait réguler indépendamment de la transcription la prolifération cellulaire

(Bismuth et al., 2005). Une fonction indépendante de la transcription a également

été rapportée pour c-MYC un autres facteur de transcription bHLH (M. D. Cole &

Cowling, 2008). Il est donc possible d’imaginer que TFEB pourrait réguler le

métabolisme via différents mécanismes indépendants et dépendants de la
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transcription. Nos résultats suggèrent certaines distinctions au niveau de la

régulation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR, malgré une

régulation similaire de sa localisation et de sa phosphorylation de la Ser211 telle

que discutée à la section 5.2. Bien que l’inhibition des GSK3 et de mTOR induisent

la déphosphorylation de TFEB, nous avons observé des différences au niveau du

profil de phosphorylation de TFEB (Figure 18C). Il serait donc possible d’émettre

l’hypothèse que différents ensembles de gènes sont modulés en réponse à

l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. Une immunoprécipitation de la chromatine

couplée au séquençage (ChIP-seq) pour la protéine TFEB dans les cellules

traitées avec un inhibiteur des GSK3 ou de mTOR permettrait d’identifier les gènes

cibles de TFEB régulés respectivement par les GSK3 et mTOR.

Nous avons également observé la présence d’hétérodimère de la protéine

TFEB-EGFP avec la protéine TFE3 lors de notre analyse par spectrométrie de

masse (Tableau 5). Il a été démontré que TFE3, comme TFEB, est régulé via sa

phosphorylation par mTORC1 et sa séquestration par les protéines 14-3-3 (José a

Martina et al., 2014). Le facteur de transcription MITF, comme TFEB et TFE3,

s’associe avec les protéines 14-3-3 ce qui le séquestre au niveau du cytosol

(Bronisz et al., 2006). Il a également été observé que l’inhibition de mTOR induit la

translocation nucléaire de MITF1 (Jose a. Martina & Puertollano, 2013). De plus,

les facteurs de transcription TFEB, TFE3 et MITF régulent l’expression de

plusieurs gènes associés à l’autophagie, dont ATG16L, ATG9B, UVRAG, WIPI1

(José a Martina et al., 2014). Ces études suggèrent que ces facteurs de

transcription (TFEB, TFE3 et MITF) sont régulés par un mécanisme commun

impliquant leur phosphorylation par mTORC1. Il serait donc intéressant de vérifier

si les GSK3 peuvent réguler les facteurs de transcription MITF et TFE3 puisqu’ils

ont été impliqués dans la régulation de l’autophagie. L’effet de l’inhibition des

GSK3 sur l’expression des protéines MITF et TFE3, leurs niveaux de

phosphorylation, leur association avec les protéines 14-3-3 et leur localisation

pourrait être analysé.
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Il est à préciser que notre analyse a identifiée les partenaires d’interaction de

TFEB dans les cellules HEK293T surexprimant une protéine de fusion TFEB-

EGFP. Une analyse similaire réalisée à partir de la protéine endogène TFEB

immunoprécipitée offrirait un résultat plus représentatif des associations observées

au niveau de l’expression endogène de TFEB. De plus, il est possible que

certaines associations de la protéine TFEB diffèrent selon le contexte cellulaire.

D’ailleurs, nos résultats ont suggéré une différence de localisation de TFEB dans

les cellules non tumorales par rapport aux cellules pancréatiques tumorales

humaines, c’est-à-dire une plus forte expression nucléaire de TFEB dans ces

dernières. Ceci pourrait influencer les partenaires de TFEB qui devraient donc

dans le futur être analysés dans les cellules pancréatiques tumorales.

6. La déplétion de l’expression de TFEB sensibilise les cellules pancréatiques

tumorales humaines à l’apoptose induite suite à l’inhibition des GSK3.

Notre analyse de la localisation de TFEB a également démontré qu’à l’état

basal, les protéines TFEB-EGFP et TFEB endogène sont respectivement

retrouvées majoritairement dans le cytosol des cellules non tumorales HEK293T

(Figure 17A) et HPDE (Figure 17D). De façon intéressante, les cellules

pancréatiques tumorales PANC1 démontrent une forte expression nucléaire des

protéines TFEB-EGFP et TFEB endogène à l’état basal (Figure 17B et C). Nos

résultats démontrent pour la première fois la présence d’une forte expression

nucléaire de TFEB dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Ceci

suggèrerait la présence d’une plus forte activité de TFEB dans les cellules

cancéreuses. Peu d’information existe sur la protéine TFEB au niveau du cancer.

Une protéine de fusion de TFEB, issue de la fusion des gènes de TFEB et de

MALAT1, a été identifiée chez des patients atteints du cancer du rein (Kauffman et

al., 2014). De plus, une étude a observé une augmentation de l’expression

nucléaire et de l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription TFE3 suite à

l’inactivation du gène FLCN codant pour la folliculine, un suppresseur de tumeur

impliqué dans le syndrome de Birt-Hogg-Dubé (Hong et al., 2010). L’inactivation de
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la folliculine a été impliquée dans la carcinogenèse au niveau du rein, toutefois son

statut dans le cancer pancréatique demeure inconnu. Nos résultats suggèrent

qu’une forte expression nucléaire de TFEB pourrait représenter une caractéristique

des cellules pancréatiques tumorales humaines. Toutefois, notre analyse est

limitée aux cellules PANC1, il sera donc nécessaire d’analyser l’expression et la

localisation de TFEB dans un plus grand nombre de lignées cellulaires telles que

les BxPC3, les MIA PaCa2, les AsPC1. Il est cependant à noter qu’au cours de la

rédaction de cette thèse, un manuscrit a démontré une localisation nucléaire

constitutive de TFE3 et MITF dans différentes lignées pancréatiques tumorales

(Perera et al., 2015). Les auteurs ont également observé une expression nucléaire

de TFE3 plus élevé au niveau de tissus d’adénocarcinomes pancréatiques

comparativement au tissu de pancréas normal. L’expression de la protéine TFEB

pourrait également être analysée au niveau de tissus d’adénocarcinomes

pancréatiques par immunohistochimie ou immunofluorescence. Il serait également

intéressant d’analyser l’expression de la folliculin (FLCN) au niveau des cellules

pancréatiques tumorales afin de déterminer si cette dernière pourrait expliquer

l’expression nucléaire de TFEB observée à l’état basal. Enfin, une plus forte

association de TFE3 avec l’importine 8 a été observée dans les cellules

pancréatiques tumorales ce qui pourrait expliquer l’expression nucléaire élevée de

TFE3 dans ces cellules (Perera et al., 2015). Afin de déterminer si l’importine 8

régule l’expression nucléaire de TFEB dans les cellules pancréatiques tumorales,

l’association de TFEB avec l’importine 8 dans les cellules pancréatiques tumorales

et non tumorales devrait être analysée dans le futur.

Afin d’évaluer le rôle de TFEB dans la régulation de la survie des cellules

pancréatiques tumorales par les GSK3, nous avons déplété l’expression de TFEB

à l’aide d’un shARN. L’expression de TFEB favorise l’induction de l’autophagie via

la transcription de plusieurs gènes associés à l’autophagie et aux lysosomes dont

LC3B et LAMP1 (Settembre et al., 2011). La déplétion de la protéine TFEB dans

les cellules PANC1 diminue l’expression des protéines BÉCLINE 1, LAMP1, ainsi

que les niveaux de LC3B I et moins fortement de LC3B II (Figure 22A) suggérant
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la régulation négative de l’autophagie. L’analyse du flux autophagique suggère que

le shTFEB entraîne un défaut de dégradation des autophagosomes dans les

cellules PANC1 lorsque les GSK3 sont inhibées (Figure 22B). Puisque TFE3, MITF

et TFEB peuvent réguler similairement l’expression de gènes associés à

l’autophagie (José a Martina et al., 2014), il est possible que ceux-ci compensent

leur fonction. Ainsi, l’impact d’une déplétion de TFEB pourrait être limité via une

compensation par TFE3 ou MITF, particulièrement en considérant les données

récentes suggérant que l’expression de l’ARNm de TFE3 est plus importante que

l’ARNm de TFEB dans les PANC1 (Perera et al., 2015).

La déplétion de l’expression de TFEB inhibe la croissance en indépendance

d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales (Figure 23A). Cette réduction de la

croissance pourrait être due à une inhibition de l’autophagie induite par la déplétion

de l’expression de TFEB (Figure 21) puisqu’une inhibition de l’autophagie peut

réduire la croissance en indépendance d’ancrage de ces cellules (Figure 11D). De

plus, la croissance en indépendance d’ancrage des cellules PANC1 dont

l’expression de TFEB a été déplétée par un shTFEB est plus fortement réduite

suite à l’inhibition des GSK3. Puisque l’inhibition de l’autophagie promeut

l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3 et que TFEB régule l’autophagie, nous

avons évalué l’impact de la déplétion de TFEB sur l’apoptose. L’inhibition de

l’expression de TFEB sensibilise les cellules PANC1 à l’apoptose induite par

l’inhibition des GSK3 (Figure 23B). Nous avons aussi observé que l’inhibition de

mTOR pendant 48h n’induit pas l’apoptose des cellules PANC1. Malgré que le

potentiel thérapeutique de l’inhibition de mTOR soit présentement à l’étude,

l’inhibition des GSK3 pourrait être plus prometteuse puisqu’elle induit l’apoptose en

plus de mener à l’inactivation de mTORC1. D’ailleurs, des études analysant les

inhibiteurs de mTOR comme traitement du cancer pancréatique n’ont pas observé

d’effet bénéfique de ces inhibiteurs (Garrido-Laguna et al., 2010; Wolpin et al.,

2009). Le 5-FU et la gemcitabine qui sont présentement utilisés comme traitement

du cancer pancréatique induisent l’autophagie et leur effet cytotoxique peut être

favorisé par l’inhibition de l’autophagie (Papademetrio et al., 2014). Afin de
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déterminer si la déplétion de TFEB sensibilise les cellules pancréatiques tumorales

à d’autres stimuli, l’apoptose induite par le 5-FU ou la gemcitabine pourrait être

analysée dans les cellules PANC1-shCTL et PANC1-shTFEB. Il serait aussi

intéressant de vérifier si l’expression et l’activité de TFEB sont régulées en

réponse à ces traitements. Puisque nos résultats suggèrent la présence d’un

hétérodimère TFEB-TFE3, la déplétion de l’expression de TFE3 à l’aide d’un

shARN permettrait d’évaluer son rôle dans la régulation de la survie des cellules

pancréatiques tumorales par les GSK3. Bref, nos résultats suggèrent pour la

première fois que TFEB est nécessaire au phénotype transformé des cellules

pancréatiques tumorales humaines. De façon intéressante, une étude a observé

que la déplétion de MITF inhibe la croissance de cellules de carcinome à cellules

claires (I. J. Davis et al., 2006). Les auteurs ont également observé que

l’expression de TFEB ou de TFE3 dans ces cellules peut compenser la perte

d’expression de MITF suggérant une redondance au niveau de la fonction

oncogénique de ces facteurs de transcription. Des données similaires ont

récemment été obtenues dans plusieurs lignées de cellules pancréatiques

tumorales, c’est-à-dire que la déplétion de TFE3, MITF ou TFEB inhibe la

croissance de ces cellules (Perera et al., 2015). De plus, il a été observé que

l’expression de MITF en coopération avec STAT3 (Joo et al., 2004) ou l’oncogène

BRAFV600E (Garraway et al., 2005) peut favoriser respectivement la transformation

de fibroblastes ou de mélanocytes. D’ailleurs, l’expression de MITF contribue à la

tumorigenèse induite par BRAFV600E dans un modèle de mélanomes chez le

poisson zèbre (Lister et al., 2013). En résumé, nos résultats démontrent que

l’autophagie et le facteur de transcription TFEB sont requis pour la croissance des

cellules pancréatiques tumorales. L’activation de l’autophagie et de TFEB suite

l’inhibition des GSK3 apporte un signal pro-survie qui est paradoxale à l’effet pro-

apoptotique de l’inhibition de l’activité des GSK3. Ainsi, l’équilibre entre les signaux

pro-survie et pro-apoptotique induits par l’inhibition des GSK3 dicterait l’impact des

GSK3 sur la croissance des cellules pancréatiques tumorales.
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7. Régulation du métabolisme des cellules pancréatiques tumorales humaines par

les GSK3 : implication dans l’autophagie et la survie cellulaire.

L’autophagie peut réguler la survie cellulaire entre autres en favorisant le

recyclage de macromolécules et nutriments afin de soutenir le métabolisme des

cellules pancréatiques tumorales. La protéine TFE3, un membre de la famille de

facteur de transcription de TFEB, peut favoriser l’élimination de glycogène via la

dégradation autophagique (José a Martina et al., 2014). Puisque l’activité des

GSK3 est impliquée dans la régulation du métabolisme du glycogène, nous avons

évalué les niveaux de glycogène par la coloration à l’acide périodique et au réactif

de Schiff (PAS). Nous avons observé un marquage plus intense suite à la

coloration PAS dans les cellules PANC1 suite à l’inhibition des GSK3 suggérant

une accumulation de glycogène (Figure 24A). Nous avons aussi observé une

augmentation de l’intensité du marquage PAS dans les cellules PANC1-shTFEB

suggérant l’implication de TFEB dans le contrôle du glycogène. Nous pourrions

également évaluer les niveaux de glycogène suite à l’inhibition de l’autophagie par

un siATG5, puisque nous avons observé que la déplétion de TFEB réduit

l’autophagie (Figure 22A). De plus, une étude a démontré que l’inhibition de la voie

mTORC1 à l’aide de la rapamycin peut réduire la synthèse de glycogène dans un

modèle de la maladie de Pompe (Ashe et al., 2010). Il serait donc intéressant

d’évaluer l’impact de l’inhibition de la voie mTOR à l’aide de la Torin1 sur les

niveaux de glycogène des cellules pancréatiques tumorales. Nous avons observé

que l’inhibition des GSK3 dans les cellules PANC1-shTFEB semble augmenter

plus fortement le marquage du glycogène (Figure 24A). Toutefois, l’interprétation

de ces observations est limitée car la coloration au PAS peut marquer différents

polysaccharides. Un traitement des cellules à l’amylase, une enzyme hydrolysant

le glycogène, avant leur coloration au PAS sera requis afin de s’assurer que le

marquage observé est celui du glycogène. Les niveaux de glycogène pourraient

également être évalué à l’aide d’essais colorimétrique reposant sur la mesure du

glucose suite à l’hydrolyse du glycogène par une amylase ou à l’aide de l’analogue

du glucose fluorescent le 2-NBDG qui est incorporé dans le glycogène (Louzao et
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al., 2008). Il a été observé que l’inhibition de la glycogène phosphorylase

catabolisant la dégradation du glycogène en glucose induit l’apoptose dans les

cellules pancréatiques tumorales (Lee et al., 2004). Les auteurs ont suggéré que la

dégradation du glycogène en glucose supporte les voies de biosynthèse,

notamment du ribose et des lipides, ce qui favoriserait la croissance des cellules

pancréatiques tumorales. Nos résultats suggèrent que l’inhibition des GSK3 et de

TFEB mène à une accumulation de glycogène qui pourrait être due à la stimulation

de la synthèse ou l’inhibition de la dégradation du glycogène respectivement. Ainsi,

l’activation de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 pourrait limiter l’accumulation de

glycogène due à la régulation GSK3-dépendante de sa synthèse. En limitant

l’accumulation de glycogène, TFEB pourrait minimiser l’impact de l’inhibition des

GSK3 sur les voies métaboliques associées à la glycolyse. La régulation de

l’équilibre entre la synthèse et la dégradation du glycogène par les GSK3 pourrait

dicter l’impact sur la survie cellulaire.

Nous avons émis l’hypothèse que l’inhibition des GSK3 pourrait inhiber la

glycolyse en favorisant une accumulation de glycogène. L’oncogène KRAS induit

des changements métaboliques au niveau des adénocarcinomes pancréatiques

notamment en favorisant la glycolyse anaérobique et le métabolisme de la

glutamine (Bryant et al., 2014). Ces changements favorisent la production d’ATP

en augmentant le taux de glycolyse anaérobique, ainsi que la formation

d’intermédiaires métaboliques du cycle de Krebs via le métabolisme de la

glutamine. Cette reprogrammation métabolique engendre une dépendance des

cellules pancréatiques tumorales pour la glycolyse (Blum & Kloog, 2014). Afin

d’évaluer l’impact de l’inhibition des GSK3 sur le métabolisme, nous avons mesuré

les niveaux d’ATP et d’ADP intracellulaire. Nos résultats démontrent la diminution

du ratio ATP/ADP dans les cellules pancréatique tumorales suite à l’inhibition des

GSK3 (Figure 24B). Nos résultats sont en accord avec une étude ayant rapportée

la diminution des niveaux intracellulaires de glucose et l’accumulation de

glycogène suite à l’inhibition des GSK3 dans les cellules de gliomes (Kotliarova et

al., 2008). De plus, nous avons observé qu’une inhibition de la glycolyse à l’aide de



138

l’analogue 2-déoxyglucose qui est non métabolisable par l’hexokinase réduit les

niveaux d’ATP (Figure 24B). L’ATP ne représente pas la seule source d’énergie

des cellules, les niveaux des coenzymes NADH et NADPH sont également

importants pour de nombreuses réactions. Ceux-ci pourraient être mesurés dans

les cellules pancréatiques tumorales suite à l’inhibition des GSK3 à l’aide de kits

commerciaux afin d’évaluer si les GSK3 affectent le métabolisme à d’autres

niveaux, notamment l’état rédox.

L’autophagie permet le recyclage de macromolécules qui peuvent supporter

la production d’ATP (Rabinowitz & White, 2010). D’ailleurs, une diminution des

niveaux d’ATP a été observée suite à l’inhibition de l’autophagie dans les cellules

pancréatiques tumorales (S. Yang et al., 2011). Puisque nos résultats ont

démontré que l’inhibition de l’autophagie promeut l’apoptose induite par l’inhibition

des GSK3 (Figure 11A-C), il serait intéressant de déterminer si celle-ci promeut

aussi la diminution du ratio ATP/ADP. Notre analyse de la régulation du

métabolisme par les GSK3 est limitée et une étude plus approfondie sera

nécessaire afin de mieux évaluer l’impact de l’inhibition des GSK3 sur la glycolyse.

À cet égard, les niveaux de lactate produits par la glycolyse anaérobique

pourraient être évalués dans les cellules pancréatiques tumorales suite à

l’inhibition des GSK3 à l’aide d’un kit commercial. De plus, le taux de

consommation de l’oxygène (OCR) et de l’acidification du milieu extracellulaire

(ECAR) des cellules pancréatiques tumorales traitées ou non avec un inhibiteur

des GSK3 pourraient être analysés afin d’évaluer respectivement la

phosphorylation oxydative ou la glycolyse à l’aide d’un appareil Seahorse.

Quelques études suggèrent que les GSK3 pourraient réguler la glycolyse,

toutefois des résultats contradictoires ont été rapportés. D’une part, une

augmentation du niveau intracellulaire de glucose a été observé suite à l’inhibition

des GSK3 suggérant que ces dernières pourraient moduler l’incorporation de

glucose dans les cellules (Buller et al., 2008; Pal et al., 2014). À l’opposé,

l’inhibition des GSK3 dans les cellules de gliomes réduit le niveau intracellulaire de
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glucose, induit l’accumulation de glycogène et mène à l’apoptose (Kotliarova et al.,

2008). De plus, l’inhibition des GSK3 peut également diminuer l’expression de la

glucose-6-phosphatase et de la PEPCK impliquées dans la synthèse du glucose

par la gluconéogenèse (Lochhead et al., 2001). L’activité des GSK3 semble donc

influencer la glycolyse, toutefois le rôle des GSK3 demeure à être clarifié. Il est

donc possible qu’un impact négatif de l’inhibition des GSK3 sur la glycolyse

pourrait inhiber la survie ou la croissance cellulaire. Nous avons donc évalué si

une inhibition de la glycolyse peut mener à l’induction de l’apoptose ou de

l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales. D’abord, l’inhibition de la

glycolyse via la privation en glucose des cellules PANC1 induit le clivage de PARP

et l’expression de LC3B II (Figure 24C). Ceci suggère qu’une inhibition de la

glycolyse induit l’apoptose et l’autophagie dans les cellules PANC1. La privation en

glucose semble aussi augmenter la phosphorylation de JNK et de cJUN, toutefois

l’analyse de l’expression de ces protéines est requise. Ensuite, nous avons

observé une induction de l’autophagie dans les cellules PANC1 suite à l’inhibition

de la glycolyse à l’aide du 2-déoxyglucose (Figure 24D) appuyant notre résultat

obtenu par la privation en glucose. Il a été observé que l’inhibition de la glycolyse

avec le bromopyruvate ou l’iodoacétate induit la mort des cellules PANC1

(Bhardwaj et al., 2010). Une étude a également observé que l’inhibition de la

glycolyse à l’aide du 2-déoxyglucose réduit les niveaux d’ATP et inhibe la

croissance de plusieurs lignées de cellules pancréatiques tumorales humaines

(Cheng et al., 2014). Afin d’évaluer si l’impact de l’inhibition des GSK3 sur la

production d’ATP contribue à la réponse apoptotique, nous avons supplémenté les

cellules avec un analogue d’un intermédiaire métabolique, le méthyle pyruvate.

L’ajout de méthyle pyruvate prévient le clivage de PARP induit par l’inhibition des

GSK3 à l’aide de l’inhibiteur SB216763 (Figure 25A) ou du shGSK3 (Figure 25B).

De façon intéressante, nous avons observé que l’ajout de méthyle pyruvate réduit

l’activation de la voie JNK-cJUN qui est requise pour la réponse apoptotique

(Figure 25A et Marchand et al., 2012). Afin de déterminer si l’effet du méthyle

pyruvate est dû au maintien des niveaux d’ATP, il sera nécessaire de vérifier si
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l’ajout de celui-ci prévient la baisse du ratio ATP/ADP induit suite à l’inhibition des

GSK3.

Puisque l’inhibition des GSK3 diminue la croissance en indépendance

d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales (Figure 7), nous avons ensuite

déterminé si l’ajout d’intermédiaires métaboliques prévient cette baisse. Le méthyle

pyruvate et l’acide oxaloacétique, des analogues d’intermédiaires métaboliques

associés au cycle de Krebs, ont été ajoutés aux cellules. Nous avons observé que

l’ajout de ces intermédiaires ne prévient pas la réduction de la croissance en

indépendance d’ancrage induite par l’inhibition des GSK3 (Figure 26). Ceci

suggère que l’ajout d’intermédiaires métaboliques n’est pas suffisant pour prévenir

tous les effets de l’inhibition de GSK3. Comme pour le méthyle pyruvate, il sera

nécessaire de déterminer si l’acide oxaloacétique prévient la baisse des niveaux

d’ATP induite par l’inhibition des GSK3. Nos résultats à la figure 25A suggère que

l’ajout de méthyle pyruvate peut prévenir l’activation de la voie JNK-cJUN par

l’inhibition des GSK3. Nos résultats ont démontré que l’inhibition de l’autophagie

(Figure 11D) ou la déplétion de l’expression de TFEB (Figure 23A) réduisent la

croissance en indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales. Il est

à noter que l’ajout de méthyle pyruvate semble inhiber l’autophagie dans les

cellules pancréatique tumorales (Figure 25B). Il est possible que la diminution de la

croissance en indépendance d’ancrage observé suite à l’inhibition des GSK3

malgré l’ajout de méthyle pyruvate (Figure 26) soit due à un impact négatif de ce

dernier sur l’autophagie. Il sera donc important de déterminer si le méthyle

pyruvate ou l’acide oxaloacétique préviennent l’inhibition de la voie mTORC1, la

translocation nucléaire de TFEB et l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition

des GSK3. Nos résultats suggèrent que la régulation de la survie des cellules

pancréatiques tumorales humaines par les GSK3 implique en partie une régulation

du métabolisme, particulièrement au niveau de la production d’ATP. La voie de

signalisation AMPK étant activée suite à une diminution du ratio ATP/AMP, il serait

intéressant d’étudier plus en détail l’impact de l’inhibition des GSK3 sur l’activité de

l’AMPK. D’ailleurs, l’inhibition des GSK3 peut mener à l’activation de l’AMPK (Cai
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et al., 2012; Sun et al., 2015; Suzuki et al., 2013), ainsi il serait intéressant

d’évaluer l’effet d’une déplétion d’AMPK ou d’un inhibiteur de l’AMPK sur l’impact

de l’inhibition des GSK3.

Une étude a démontré que l’augmentation du taux de la glycolyse au niveau

des cellules pancréatiques tumorales soutient leur croissance en favorisant la

synthèse de macromolécules par les voies des hexosamines et du pentose

phosphate (Ying et al., 2012). Il est donc possible que la régulation de la glycolyse

par les GSK3 influencerait ces voies de biosynthèse de macromolécules et ainsi la

croissance des cellules pancréatiques tumorales humaines. L’analyse des

métabolites par spectrométrie de masse permettrait d’analyser les changements

métaboliques induits dans les cellules pancréatiques tumorales suite à l’inhibition

des GSK3. Cette approche permettrait d’identifier les voies métaboliques régulées

par l’activité des GSK3 dans ces cellules. De plus, une étude a suggéré que TFEB

peut réguler le métabolisme des lipides via l’induction de la transcription de PGC1

et de l’autophagie (Settembre & Ballabio, 2014; Settembre, De Cegli, et al., 2013).

Puisque nous avons observé que les GSK3 régulent TFEB et l’autophagie,

l’expression de PGC1 pourrait être évaluée suite à l’inhibition des GSK3 dans les

cellules pancréatiques tumorales. Afin de mieux évaluer le potentiel thérapeutique

de l’inhibition des GSK3, une meilleure compréhension du rôle des GSK3 dans la

régulation du métabolisme de la glycolyse, du cycle de Krebs, des voies de

biosynthèse de macromolécules et des lipides est nécessaire.
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V- Conclusion

Les glycogène synthase kinases-3 (GSK3) ont été impliquées dans la

carcinogenèse, notamment du pancréas. Des résultats contradictoires ont été

rapportés quant aux rôles des GSK3, particulièrement dans la régulation de la

survie cellulaire. Selon le contexte cellulaire, l’inhibition des GSK3 peut favoriser la

survie cellulaire ou induire l’apoptose. Il a été observé dans les cellules

pancréatiques tumorales humaines que l’inhibition des GSK3 induit l’apoptose

entre autres via la régulation de la voie NFB. Nos travaux antérieurs ont démontré

que l’activation de la voie JNK-cJUN suite à l’inhibition des GSK3 contribue à

l’induction de l’apoptose dans ces cellules, toutefois à elle seule est insuffisante.

Une étude clinique de phase I/II est présentement en cours afin d’évaluer

l’efficacité d’un inhibiteur des GSK3 en combinaison avec des agents

chimiothérapeutiques pour le traitement de patients atteints d’un cancer

pancréatique métastasique (NCT01287520). Les travaux de cette thèse ont été

entrepris afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation de la survie des

cellules pancréatiques tumorales par les GSK3.

Nous avons observé l’induction de l’apoptose et de l’autophagie suite à

l’inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Nos

résultats démontrent pour la première fois que l’inhibition des GSK3 induit

l’autophagie dans les cellules pancréatiques tumorales. Contrairement à

l’apoptose, l’induction de l’autophagie par l’inhibition des GSK3 ne semble pas

spécifique aux cellules pancréatiques tumorales puisqu’elle est également

observée dans les cellules non tumorales HPDE, ainsi que dans des cellules MEF.

De façon intéressante, nous avons observé des niveaux plus élevés d’autophagie

à l’état basal dans les cellules pancréatiques tumorales comparativement aux non

tumorales. Il serait intéressant de vérifier si les cellules épithéliales pancréatiques

non tumorales sont moins dépendantes envers l’autophagie pour leur survie et

ainsi moins sensible à une inhibition de l’autophagie. Nous avons démontré que

l’inhibition de l’autophagie sensibilise les cellules pancréatiques tumorales à
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l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3. Ainsi, l’autophagie favorise la survie

de ces cellules et l’induction de cette dernière suite à l’inhibition des GSK3

représente un signal pro-survie. Donc, la combinaison de l’inhibition de

l’autophagie à celle des GSK3 offrirait un meilleur potentiel thérapeutique pour le

cancer pancréatique. Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués

dans la régulation de l’autophagie par les GSK3 est cependant nécessaire.

Nos résultats démontrent l’inactivation de la voie mTORC1 suite à l’inhibition

des GSK3 dans les cellules épithéliales pancréatiques. L’inhibition des GSK3

réduit la phosphorylation de la S6K1 et de S6 suggérant une inactivation mTORC1.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que les GSK3 régulent S6K1

indépendamment de l’activité mTORC1 puisqu’il a été observé que les GSK3

peuvent phosphoryler la S6K1. L’inhibition de S6K1 n’est pas suffisante pour

induire l’autophagie suggérant que la régulation GSK3-dépendante de l’autophagie

s’effectuerait via mTORC1. D’ailleurs, l’induction de l’autophagie observée suite à

l’inhibition des GSK3 corrèle avec une inactivation de l’axe S6K1-S6 et une

réduction de la phosphorylation mTORC1-dépendante d’ULK1. Il est donc fort

probable que l’inactivation de la voie mTORC1 suite à l’inhibition des GSK3

contribue à l’induction de l’autophagie. Une analyse plus approfondie de

l’expression et de la phosphorylation des protéines du complexe mTORC1 ou

impliquées dans la régulation de ce dernier permettrait de déterminer le

mécanisme de régulation GSK3-dépendante de la voie mTORC1 dans les cellules

épithéliales pancréatiques.

Nos travaux décrivent pour la première fois la fonction de TFEB et sa

régulation par les GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Le

complexe mTORC1 peut phosphoryler TFEB et réguler sa localisation et son

activité. Une étude a rapporté une translocation nucléaire de TFEB suite à

l’inhibition des GSK3, toutefois le mécanisme n’est pas connu. Notre étude est la

première à s’intéresser plus en détails à la régulation de TFEB par les GSK3. Nous

avons démontré que l’inhibition des GSK3, tout comme l’inhibition de mTOR, induit
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une translocation nucléaire de TFEB. D’ailleurs, nos résultats suggèrent une

augmentation de l’association de TFEB-EGFP avec plusieurs protéines associées

à la transcription, des histones, des protéines associées à l’ARN ou à l’épissage

suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. Nos résultats démontrent aussi que

l’inhibition des GSK3 ou de mTOR induit la déphosphorylation de TFEB,

notamment sur sa Ser211. La protéine TFEB est séquestrée au niveau du cytosol

par son association avec les protéines 14-3-3. La diminution de la phosphorylation

de la Ser211 de TFEB suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR corrèle avec une

perte de son association avec 5 protéines 14-3-3. Bien que l’impact de l’inhibition

des GSK3 ou de mTOR sur TFEB soit similaire, nos résultats suggèrent que les

mécanismes impliqués pourraient être différents. Malgré que l’inhibition des GSK3

inactive la voie mTORC1, le profil de migration de TFEB suite à l’inhibition des

GSK3 diffère de celui observé suite à l’inhibition de mTOR. De plus, la

déphosphorylation de TFEB, la perte d’interaction avec les 14-3-3 et sa

translocation nucléaire induite après 1h d’inhibition des GSK3 ne corrèle pas avec

une inactivation de mTORC1. Nos résultats suggèrent que les GSK3 pourraient

réguler TFEB indépendamment de l’activité mTORC1, principalement via la

phosphorylation de la Ser211.

Un aspect innovateur de nos travaux est l’implication de Ser/Thr

phosphatases, possiblement PP1 ou PP2A, dans la déphosphorylation de TFEB

suite à l’inhibition des GSK3 ou de mTOR. D’ailleurs, nous avons observé

l’association de TFEB-EGFP à l’état basal avec des sous-unités des phosphatases

PP1 (PPP1CA), PP2A (PPP2R2A) et PP6 (PPP6C). L’association de PPP1CA

avec TFEB-EGFP semble augmenter suite à l’inhibition des GSK3, toutefois ce

résultat devra être validé. Ceci propose la phosphatase PP1 comme candidat le

plus prometteur impliqué dans la régulation GSK3-dépendante de TFEB. Nous

avons également démontré que GSK3 peut phosphoryler la protéine TFEB in

vitro. Une analyse par spectrométrie de masse permettrait d’identifier les sites

phosphorylés par les GSK3 ou ceux déphosphorylés suite à l’inhibition des GSK3.

Il serait intéressant de comparer les phosphorylations de TFEB suite à l’inhibition
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des GSK3 ou de mTOR puisque des différences sont observées au niveau des

profils de migration de TFEB. Il est donc possible de penser que l’inhibition des

GSK3 ou de mTOR pourrait induire l’expression de  différents ensembles de gènes

régulés par TFEB.

Notre étude est la première à démontrer que l’activité de TFEB est requise

pour le maintien de l’état transformé des cellules pancréatiques tumorales,

conclusion qui est supportée par des travaux publiés par un autre groupe durant la

rédaction de cette thèse (Perera et al., 2015). De façon intéressante, nos résultats

démontrent une expression nucléaire accrue de TFEB dans les cellules

pancréatiques tumorales humaines par rapport aux non tumorales. Une

observation similaire a été rapportée pour tous les membres de la famille MiTF

dans plusieurs lignées de cellules pancréatiques tumorales (Perera et al., 2015). Il

est donc possible que le facteur de transcription TFEB soit impliqué dans la

carcinogenèse pancréatique. La déplétion de TFEB sensibilise les cellules

pancréatiques tumorales à l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3. Il serait

aussi intéressant de déterminer si l’inhibition de TFEB peut promouvoir la mort

cellulaire induite par d’autres stimuli, particulièrement ceux induisant des

dommages à l’ADN. En effet, parmi les partenaires d’interaction de TFEB identifiés

par notre analyse par spectrométrie de masse, nous retrouvons plusieurs protéines

associées à la réponse aux dommages à l’ADN. D’ailleurs, l’inhibition des GSK3

ou de mTOR favorise l’association de TFEB avec la plupart de ces protéines,

notamment PARP1, PRP19, SMC1A, SPT16, SSRP1, XRCC5 et XRCC6. Ceci

propose la possibilité d’une nouvelle fonction de TFEB dans la réponse aux

dommages à l’ADN qui demeure à être étudié dans le futur.

Les GSK3 et l’autophagie sont impliquées respectivement dans la régulation

de la synthèse et de la dégradation du glycogène. Nos résultats suggèrent une

accumulation de glycogène suite à l’inhibition des GSK3 ou de TFEB dans les

cellules pancréatiques tumorales. L’impact de l’activité des GSK3 sur l’équilibre

entre la synthèse et la dégradation du glycogène pourrait moduler la quantité de
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glucose disponible pour la glycolyse. Tout comme une inhibition de la glycolyse,

l’inhibition des GSK3 a réduit les niveaux d’ATP dans les cellules pancréatiques

tumorales. Une inhibition de la glycolyse dans ces cellules peut également induire

l’activation de la voie JNK-cJUN, l’apoptose et l’autophagie. L’ajout d’un

intermédiaire métabolique associé au cycle de Krebs peut prévenir l’activation de

la voie JNK-cJUN et l’apoptose induite par l’inhibition des GSK3. Ce résultat

suggère que les GSK3 régulent la survie des cellules pancréatiques tumorales en

partie via un impact sur le métabolisme. L’impact de l’inhibition des GSK3 sur le

métabolisme, particulièrement sur la glycolyse et le cycle de Krebs demeure

cependant à être démontré. L’ajout de l’intermédiaire méthyle pyruvate semble

réguler négativement l’autophagie et ne prévient pas la réduction de la croissance

en indépendance d’ancrage des cellules pancréatiques tumorales suite à

l’inhibition des GSK3. Une meilleure compréhension de l’impact de l’activité des

GSK3 sur le métabolisme des cellules pancréatiques tumorales humaines sera

importante, particulièrement au niveau du glycogène, de la glycolyse et du cycle de

Krebs.

Le potentiel thérapeutique de l’inhibition des GSK3 est présentement à

l’étude et une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de la survie

des cellules pancréatiques tumorales par les GSK3 est cruciale. Les travaux de

cette thèse ont démontré que l’autophagie et TFEB favorisent la survie et la

croissance des cellules pancréatiques tumorales humaines. Nos résultats

démontrent que l’inhibition des GSK3 induit l’apoptose, mais également des

signaux pro-survie via TFEB et l’autophagie. Donc, l’équilibre entre les différentes

voies de signalisation régulées par les GSK3 dicterait l’impact sur la survie des

cellules pancréatiques tumorales.
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