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RESUME

Le récepteur du facteur autocrine de motilité (AMF-R) est un récepteur couplé
aux protéines G impliqué dans la motilité cellulaire et la formation des
métastases. 1l est également une ubiquitine ligase (E3) liée a la dégradation des

protéines via le protéasome.

Le facteur autocrine de motilit¢ (AMF) est une protéine multifonctionnelle
identique a la phosphoglucose isomérase, a la neuroleukine et au facteur de
maturation. L’AMF-R est impliqué via son ligand dans divers processus
cellulaires tels que I’arthrite rhumatoide et I’apoptose. L’internalisation du
complexe ligand-récepteur via la voie des cavéoles dirige le récepteur au
réticulum endoplasmique lisse tandis que la voie des vésicules de clathrine lui
permet d’étre recyclé vers les fibrilles de fibronectine. Les domaines Cue et RING
régissent 1’implication de I’AMF-R dans I’ubiquitination. L’étroite association

AMF-R/mitochondries a été démontrée et sa fonction est encore a I’étude.

Afin de mieux caractériser les effets de sa surexpression, le récepteur fut étiquetté
avec les épitopes connus FLAG (FLAG-AMF-R) ou GFP (AMF-R-GFP) et
exprimé dans plusieurs types cellulaires. En immunofluorescence (IF), un fort
marquage des cellules transfectées démontra leur surexpression, quoiqu’une
distribution atypique du marquage d’AMF-R fut détectée comparativement aux
cellules non-transfectées. La surexpression de I’AMF-R inhibe son association

avec les mitochondries.
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En immunobuvardage, la protéine FLAG-AMF-R comigre avec I’AMF-R
endogéne. La  monoubiquitination  de la protéine FIAG-AMF-R,
immunoprécipitée au moyen de 1’anticorps anti-FLAG, est démontrée, révélée par
un anticorps dirigé contre I’ubiquitine (Ub). D’autres bandes révélées en
immunobuvardage par I’anti-Ub pourraient étre des substrats de ’AMF-R, co-
immunoprécipitant avec celui-ci. Le réle du protéasome dans la dégradation de
’AMF-R fut confirmé. En effet, un traitement a la lactacystine, inhibiteur du
protéasome, prévient la dégradation de I’AMF-R, et en IF, augmente la
colocalisation de FLAG-AMF-R avec les structures marquées par I’anticorps

anti-AMF-R.

Ce travail ouvre la voie a plusieurs avenues de recherche dont I’identification des
substrats d’AMF-R via la protéomique et le mécanisme de la dissociation
mitochondries/AMF-R entrainée par la surexpression de ce dernier. L’€lucidation
de ces voies aura certainement d’importantes implications thérapeutiques vu le

role important de I’AMF-R dans le cancer.

Mots-clés : AMF-R. ubiquitine ligase, monoubiquitination, surexpression,

protéasome, lactacystine, mitochondries.
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SUMMARY

Autocrine motility factor receptor (AMF-R) is a G protein coupled receptor
(GPCR) involved in cell motility and metastasis. It is also an E3 ubiquitin ligase

with an important role in proteasome-mediated protein degradation.

Autocrine motility factor (AMF) is a multifonctional protein identical to
phosphoglucose isomerase, neuroleukin and maturation factor. AMF-R is
implicated through its ligand in many cellular processes such as rheumatoid
arthritis and apoptosis. Internalization of the receptor-ligand complex through the
caveolae pathway aims the receptor to smooth endoplasmic reticulum tubules
whereas with the clathrin pathway, AMF-R is recycled to fibronectin fibrils. Cue
and RING finger are important domains for AMF-R’s role in ubiquitination.
AMEF-R is also closely associated with the mitochondria and the significance of

this is still under study.

In order to better study the effects of AMF-R’s overexpression, tagged versions
of AMF-R with FLAG (FLAG-AMF-R) or GFP (AMF-R-GFP) epitopes were
expressed in different cell types. Immunofluorescence (IF) studies show a strong
labeling of AMF-R in transfected cells, revealing overexpression of the protein.
However, the strong AMF-R labeling shows an atypical distribution when
compared with untransfected cells. Overexpression of AMF-R disrupts the AMF-

R/mitochondria association.
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In western blotting studies, FLAG-AMF-R co-migrates with endogenous AMF-
R. The monoubiquitination of the FLAG-immunoprecipitated protein is also
demonstrated as revealed by anti-ubiquitin (anti-Ub) antibodies. The anti-Ub blot
shows different bands at different molecular weigths that could represent
potential substrate proteins co-immunoprecipitating with the receptor. Our study
confirms the proteasome’s role in AMF-R degradation; Treatment with a
proteasome inhibitor (lactacystin) prevents AMF -R degradation. Furthermore, IF
studies reveal an increase of colocalization of FLAG-AMF-R with structures

labeled by anti-AMF-R antibody following cell treatment with lactacystin.

This study paves the way to many research avenues including identification of
AMF-R’s substrates through proteomics and understanding the mechanism of
AMF-R/mitochondria dissociation caused by overexpression of AMF-R. These
will certainly have crucial therapeutic implications because of AMF-R’s role in

cancer.

Key words: AMF-R, ubiquitin ligase, monoubiquitination, overexpression,

proteasome, lactacystin, mitochondria.
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INTRODUCTION

1-Récepteurs membranaires couplés aux protéines G.

La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) reconnait
plusieurs types de stimuli extracellulaires. Parmi ceux-ci, on compte les acides
aminés, les neurotransmetteurs, les hormones, les chimiokines, les protéinases,
les médiateurs d’inflammation, les substances odorantes et la lumiére (Gether,
2000; Lombardi et al., 2002; Wong, 2003). 1l existe également des RCPG
responsables de la transmission de I’information sensorielle reliée au gofit qui ont
&té clonés et caractérisés (Hoon et al., 1999). Le nombre des membres de cette
famille de récepteurs membranaires est estimeé a 1000 dans le génome humain.
(Gether, 2000; Wong, 2003). Le schéma 1 (page suivante) illustre la relation

phylogénétique entre les différentes familles de RCPG dans le génome humain.

Les RCPG sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires dont 1’
extrémité N-terminale se situe du c6té extracellulaire, et I’extrémité C-terminale,
du c6té intracellulaire. L activation des RCPG est initiée par la liaison du ligand
agoniste a la molécule réceptrice. Un changement de conformation s’opére a la
suite de cette liaison et induit I’activation de la protéine G associée a la

stimulation de diverses voies de signalisation (Gether et al., 2002).
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Schéma 1. Relation phylogénétique entre les différentes familles de RCPG dans le génome
humain (Fredriksson et al., 2003). On voit ici les 5 familles principales de RCPG formant le
systéme de classification GRAFS (premiére lettre de chaque famille). Cette figure illustre la
théorie selon laquelle les RCPG de la famille GRAFS auraient un ancétre commun. Ces familles
auraient évolué grdace aux processus de duplication génique de redistribution des exons.

1.1 Les RCPG et I’endocytose

L’endocytose est intimement couplée aux processus de signalisation a la
surface cellulaire via les divers réseaux d’interactions protéiques et les
modifications post-traductionnelles (Cavalli et al., 2001). Des études récentes
semblent proposer que la signalisation associée aux RCPG est plus spécifique que
ce que ’on croyait auparavant et suggére 1’existence d’un systéme d’exécution
plus organisé permettant la propagation rapide et spécifique des stimuli

extracellulaires aux molécules de signalisation intracellulaires (Hur and Kim,



2002). De plus, les protéines G ne sont pas localisées de maniére aléatoire a la
surface intracellulaire de la membrane plasmique, mais sont plutét concentrées
dans des micro-domaines spécialisés. Les cavéoles et les radeaux lipidiques sont
des micro-domaines de la membrane plasmique contenant des molécules de
signalisation dont les RCPG, les protéines G hétérotrimériques et les petites
protéines G, I’adénylate cyclase, la PKC et plusieurs autres (Lisanti et al., 1994;
Shaul and Anderson, 1998). Une théorie suggére que les cavéoles serviraient
d’ancrage pour recruter ces composantes dans la voie de signalisation afin
d’augmenter le couplage efficace et rapide des récepteurs a plus d’un systéme
effecteur. L’interaction dans ces micro-domaines aurait donc pour but de
compartimenter, moduler et intégrer les processus de signalisation a la surface
cellulaire (Anderson, 1998). Une théorie alternative percoit la structure cavéolaire
comme membrane retenant les molécules signalisatrices dans un état inactif
jusqu’a ce qu’elles deviennent activées pour transmettre un message ou attirer
d’autres composantes signalisatrices pour terminer le signal du récepteur
(Schlegel et al., 1998). Des expériences effectuées avec les RCPG soutiennent ces
deux théories, et confirment donc un rdle capital des cavéoles a la régulation de la

transduction du signal des RCPG.

1.2 Les RCPG et la signalisation

Les RCPG existent sous les formes actives et inactives, la derniére étant la

conformation favorisée dans la plupart des cas. La liaison du ligand



extracellulaire entraine des changements conformationnels et active le récepteur
qui par la suite s’associe avec des classes distinctes de protéines G
hétérotrimériques composées de 3 sous-unités : la sous-unité alpha (a), contenant
le site de liaison & la guanine et les sous-unités béta (B) et gamma (y) formant un
dimére (Hur and Kim, 2002). Les protéines G sont divisées en quatre classes : Gs,
Gi/o, Gq/11 et G12/13. La sous-famille Gs active ’adénylate cyclase, par
opposition a la sous-famille Gi qui I’inhibe. La phospholipase C (PLC) est activée
par la sous-famille Gq, et finalement la sous-famille G12 régule les protéines liant
les petites GTP (Cabrera-Vera et al., 2003). La diversité des sous-unités de
protéines G et de leurs molécules effectrices est responsable de la complexité
potentielle des réponses induites suite a la stimulation d’'un RCPG donné. La
spécificité dépend donc entierement des hétérotriméres de protéines G reconnus
par le récepteur, des molécules effectrices exprimées dans la cellule ou le tissu en
question, et des concentrations relatives des divers composantes dans la voie de
signalisation (Hur and Kim, 2002).

Il serait incomplet de parler de la signalisation des RCPG sans parler de
croisement d’interactions (crosstalk) a I’intérieur méme d’un RCPG donné, et/ou
entre différents RCPG (Breitwieser, 2004). L homo- et ’hétérodimérisation des
récepteurs impliqués dans la signalisation et I’activation des RCPG entraineraient
des effets synergiques et complexes. Il a longtemps été assumé que les RCPG
¢taient des récepteurs monomeériques interagissant de maniére allostérique avec
une protéine G hétérotrimérique. Des études récentes démontrent que la

dimérisation ou I’oligomérisation des récepteurs est nécessaire a la transduction



du signal pour plusieurs RCPG tout comme pour les récepteurs tyrosine kinase et
la famille des récepteurs de 1’hormone de croissance (Hur and Kim, 2002; Lee et
al., 2000). En effet, cette dimérisation/oligomérisation serait importante dans
plusieurs aspects tels que la biogenése de ces récepteurs, leur activation et leur
fonction (Bouvier, 2001; Hur and Kim, 2002; Lee et al., 2003; Xie et al., 1999).
Les RCPG interagissent également avec d’autres voies de signalisation.
Par exemple, les canaux calciques et potassiques sont régulés par une voie de
signalisation médiée par un second messager, ou alternativement par une voie de
signalisation impliquant les protéines G excluant les seconds messagers (Hille,
1994; Wickman and Clapham, 1995). 1l existe plusieurs sous-familles de RCPG :
Les récepteurs reliés a la rhodopsine et au récepteur B-adrénergique constituent la
sous-famille A ; les récepteurs reliés aux récepteurs du glucagon et de la
calcitonine constituent la sous-famille B; et la sous-famille C inclut les
récepteurs des neurotransmetteurs métabotropiques (Gether, 2000). Ces sous-
familles constituent les principales des RCPG. D’autres sous-familles incluent les
familles D, E et F. La section suivante décrit deux prototypes connus de deux de

ces familles.

1.3 Exemples de RCPG

1.3.1 La rhodopsine

La vision est médiée entre autres par les RCPG. 1l existe deux types de

cellules photoréceptrices a fonctions différentes. Les batonnets sont extrémement



sensibles a de faibles niveaux de lumiére, contribuant largement a la sensibilité de
Iceil au noir et blanc. Les cones, quant a eux, sont 100 fois moins sensibles, mais
ont pour fonction de permettre la vision des couleurs et des détails (Albert and
Yeagle, 2002). La rhodopsine est le prototype de la famille A des RCPG, et est le
récepteur responsable pour Iinitiation de la transduction du signal visuel (Gether,
2000). Le 11-cis rétinal est le ligand dont la photosensibilité confére au récepteur
sa sensibilité a la lumiére. La rhodopsine est le mieux étudié de tous les RCPG
vus son abondance naturelle dans I’eil et I’élucidation de sa structure
tridimensionnelle & haute résolution (Albert and Yeagle, 2002; Filipek et al.,

2003; Liang et al., 2003b).

1.3.2 Le récepteur de la calcitonine

Le clonage moléculaire a permis I’identification des récepteurs de la
calcitonine, de I’hormone parathyroidienne et de la sécrétine comme membres
des récepteurs heptahélicaux couplés aux protéines G. Le récepteur de la
calcitonine, appartenant a la famille B des RCPG, active les voies de signalisation
couplées a I’adénylate cyclase, aux phospholipases C, D, A2 et aux MAP kinases
(Fluhmann et al., 1995; Komarova et al., 2003; Mould and Pondel, 2003). Son
ligand, la calcitonine, est une hormone de 32 acides aminés sécrétée par la glande
thyroide en réponse a une élévation des niveaux de calcium plasmiques. L’effet
direct de cette hormone sur les ostéoclastes, inhibant leur motilité et leur activité

de résorption, lui permet d’étre utilisée comme traitement dans les maladies



meétaboliques de I’os telles que I’ostéoporose et la maladie de Paget (Komarova et
al., 2003). Plusieurs tissus tels que le muscle squelettique, le rein, les ostéoclastes
et la spermatozoide expriment le CTR. On le retrouve également a haut niveau
dans les lignées cancéreuses et les tumeurs prirﬁaires mammaires (Mould and

Pondel, 2003).

2. Le récepteur du facteur autocrine de motilité (AMF-R)

La premiére indication que I’AMF-R soit un RCPG a été la démonstration
que ’augmentation de la motilité des cellules de mélanome B16-F1, induite par
I’ AMF ou I’anticorps monoclonal anti-gp78, est inhibée par la toxine de pertussis,
qui inhibe les protéines G (Nabi et al., 1990). De plus, aprés avoir cloné les
ADNc complets des génes d’AMF-R de souris et d’humain, une équipe a montré
que ces genes codaient pour un récepteur a 7 domaines transmembranaires,
remplissant donc les critéres requis pour étre identifié comme étant un RCPG

(Shimizu et al., 1999).

2.1 Définition

L’AMF-R est une glycoprotéine de 78 kDa exprimé a la surface
membranaire et jouant un rdle dans la motilité cellulaire in vitro et dans la
formation de métastases in vivo. 1l a été démontré qu’un anticorps monoclonal ou
polyclonal dirigé contre une protéine de 78 kD, nommée gp78, pouvait stimuler
la motilité cellulaire, tout comme I’ AMF, via une voie de signalisation impliquant

les protéines G (Nabi and Raz, 1987; Nabi et al., 1990). De plus, la liaison de



I"anticorps anti-gp78 a son récepteur était inhibée lorsque les cellules étaient pré-
incubées dans du milieu contenant de I’AMF, indiquant que anti-gp78 et AMF
faisaient compétition pour la liaison au récepteur (Nabi et al., 1990). Une autre
expérience a démontré que 1’AMF purifié de ces cellules de mélanome B16-F1 se
liait directement 4 son récepteur gp78 (Silletti et al., 1991). Gp78 a alors été

désigné AMF-R.

2.2 Génétique et signalisation

Le géne codant pour I’AMF-R/gp78 a été cloné a partir de cellules
HT-1080, en utilisant une librairie d’ADNc. La séquence déduite codait pour un
polypeptide de 323 acides aminés et démontrait une forte homologie avec la
protéine suppresseur de tumeur p53 (Watanabe et al., 1991). Il a plus tard été
démontré que cette séquence était incompléte, ne représentant qu’une partie 3° du
gene. Les ADNc complets des génes AMF-R d’humain et de souris codent pour
une protéine & 7 domaines transmembranaires et ont 94.7% d’homologie entre
eux (Shimizu et al., 1999). La séquence de 643 acides aminés code pour une
protéine a 7 domaines transmembranaires et contient un motif spécialisé RING-
H2 a doigts de zinc (Shimizu et al., 1999). Une analyse détaillée de cette
séquence porte a croire que ce serait plutdt une protéine a 5 domaines
transmembranaires (Fang et al., 2001; Ponting, 2000). La possession de 7
domaines transmembranaires n’est plus un critére nécessaire a la fonctionnalité
des RCPG comme I’ont démontré certaines études. En effet, ces expériences ont

illustré que des récepteurs de la chimiokine a4 5 domaines transmembranaires se



comportaient comme des RCPG quant a leur expression, leur signalisation, leur
internalisation et leur désensibilisation (Ling et al., 1999). Les activations de la
PKC, de la lipoxygénase et une activité tyrosine kinase sont caractéristiques de la
voie de signalisation de I’AMF-R, résultant a la migration cellulaire (Timar et al.,
1999).

Des analyses d’hybridation in situ en fluorescence ont révélé que la localisation
du geéne codant pour I’AMF-R se retrouvait au niveau du chromosome 16, au
locus q21. Les genes situés sur le long bras du chromosome 16 sont
potentiellement intéressants relativement a leur implication dans la leucémie et
les tumeurs épithéliales (Silletti and Raz, 1996). Une cartographie que j’ai
réalisée a partir de la séquence en acides aminés de ’AMF-R (Schéma 2, page
suivante), a partir des banques de données de séquence protéiques Swissprot et
Expasy, illustre les différents domaines d’interactions protéiques de la protéine

ainsi que ses multiples sites de phosphorylation.

2.3 Localisation de I’AMF-R au niveau du REI

Le réticulum endoplasmique est un organite dynamique régulant plusieurs
processus cellulaires. Une de ses fonctions majeures consiste en la synthése et
I’assemblage des protéines. Le RE joue également un réle central dans plusieurs
processus de signalisation (Berridge, 2002). Morphologiquement, le RE a une
structure hétérogéne et se divise en 3 parties :
1) Le RE rugueux, parsemé de ribosomes, qui est trés actif dans la synthése des

protéines.
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2) Le RE lisse, dépourvu de ribosomes, a plusieurs réles tout dépendant du type
cellulaire auquel il est associé. Dans le foie, il est important pour la
détoxication des substances hydrophobes. Dans les cellules synthétisant les
stéroides, le RE lisse est un site requis pour plusieurs des étapes de synthése
d’hormones. Dans le muscle et les neurones, il est principalement responsable
pour la signalisation liée au calcium (Voeltz et al., 2002).

3) La membrane nucléaire, en continuité avec le réseau de tubules et de citernes
du réticulum.

L’AMF-R est exprimé & la surface cellulaire et se retrouve dans un
compartiment intracellulaire tubulaire pouvant étre extrait au moyen de Triton X-
100. En IF, les tubules d’AMF-R se distinguent aisément des endosomes marqués
avec le récepteur de la Tfr, des lysosomes marqués avec LAMP-2, et de ’appareil
de Golgi marqué avec B-COP. Suite a une centrifugation différentielle des
cellules MDCK, il se retrouve dans le culot membranaire a 100 000 g
(Benlimame et al., 1995). En microscopie électronique, ’AMF-R est localisé
principalement dans des organites membranaires tubulaires lisses, et de fagon
moindre, 4 la membrane plasmique et dans le réticulum endoplasmique rugueux
(Benlimame et al., 1995). C’est donc un marqueur pour un sous-domaine du
réticulum endoplasmique lisse. Ce compartiment a été caractérisé plus en
profondeur lorsque sa sensibilité & 1’ilimaquinone (IQ) a été démontrée. Cette
drogue est un métabolite naturel de 1’éponge de mer induisant une vésiculation
compléte de I’appareil de Golgi (Takizawa et al., 1993). L’effet de I'IQ est

similaire, quoique distinct, sur les tubules d’AMF-R. En IF, le marquage AMF-R
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ponctuel des cellules MDCK traitées a 1’IQ rappelle la vésiculation du réseau
frans-golgien induite par I’IQ. Une étude en microscopie électronique révéle des
fenestrations dans les tubules fragmentés d’ AMF-R, marquage tout a fait différent
des vésicules dérivées du Golgi suite & un traitement par la drogue (Wang et al.,

1997).

2.4 AMF-R et la progression tumorale/métastase

La motilité est établie comme une étape importante a la formation de
néoplasmes secondaires par les cellules invasives. En effet, la métastase implique
I’invasion, par les cellules cancéreuses, des tissus normaux environnants et leur
passage a travers les barriéres vasculaires et lymphatiques (Fidler 1J, 1990). Le
role de ’AMF-R a été directement démontré dans ce processus lorsque des
cellules traitées avec un anticorps monoclonal dirigé contre I’AMF-R ont subi
une augmentation de leur motilité in vitro par rapport a des cellules traitées avec
des anticorps controles. De plus ces mémes cellules ont démontré une
augmentation de leur motilité in vivo, mesurée par leur capacité de colonisation
du poumon (Nabi et al., 1990; Watanabe et al., 1991a). Des cellules de
choriocarcinome humain répondent & une stimulation d’AMF-R en augmentant
leur motilité, suggérant I’importance du récepteur dans la motilité des cellules
cancéreuses (Yelian et al., 1996). Une augmentation de I’expression de I’AMF-R
est associ€e a plusieurs types de néoplasmes incluant les cancers de I’estomac

(Hirono et al., 1996), de la vessie (Otto et al., 1997), de la peau (Timar et al.,
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2002), du poumon (Kara et al., 2001; Takanami et al., 2002) et de I’cesophage
(Maruyama et al., 1995). Ces résultats font de I’AMF-R un marqueur excellent
pour le pronostic de ces néoplasmes (Takanami et al., 2001; Tamura et al., 2003).
Récemment, une association directe AMF-R/cancer a été établie au niveau
cellulaire lorsqu’une équipe a démontré que la surexpression d’AMF-R dans les

fibroblastes NIH-3T?3 induisait la transformation cellulaire (Onishi et al., 2003).

3- Le facteur autocrine de motilité (AMF)

L’AMF, la PGI, la NLK et le facteur de maturation sont identiques et ces
diverses appellations sont révélatrices des diverses fonctions glycolytiques,
intracellulaires et cytokines exercées par cette molécule (Chaput et al., 1988; Faik
et al., 1988; Watanabe et al., 1996; Xu et al., 1996). Les sections suivantes
définiront les diverses appellations de la méme molécule, et passeront en revue

les résultats particuliers associés aux diverses fonctions de celle-ci.

3.1 Définitions

3.1.1 Phosphoglucose isomérase (PGI)

La PGI catalyse I’interconversion du fructose-6-phosphate et du glucose-
6-phosphate. Une déficience de cette enzyme chez ’homme entraine une anémie
hémolytique congénitale associée 4 des dysfonctions neurologiques. De plus, les

niveaux €levés de PGI dans le sérum sont utilisés comme marqueurs chez les
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patients atteints de carcinomes colorectaux, mammaires, pulmonaires, rénaux et
gastrointestinaux (Baumann et al., 1988; Baumann et al.,, 1990; Filella et al.,
1991; Patel et al., 1995). 11 existe aussi une corrélation entre I’activité de la PGI et
le développement des métastases. Récemment, une équipe a montré cette
association au niveau cellulaire en transfectant la PGI dans des fibroblastes NIH-
3T3 de maniére stable (Tsutsumi et al., 2003b). En effet, les cellules transfectées
ont acquis un phénotype transformé, sont devenues plus motiles et résistantes a

I’induction de I’apoptose.

3.1.2 Facteur autocrine de motilité (AMF)

L’AMF est décrite comme une cytokine de 55 kDa sécrétée par diverses
cellules tumorales qui stimule leur motilité in vitro et leur capacité a coloniser les
poumons in vivo (Nabi et al., 1990; Nabi et al., 1991). La motilité cellulaire est
concrétisée via une transduction de signal (voir section 2.2) suite a la liaison de

I’ AMF 4 son récepteur I’ AMF-R (Nabi et al., 1992).

3.1.3 Neuroleukine (NLK)

La NLK est un facteur de croissance de 56 kDa initialement identifié dans
les glandes salivaires de souris (Gurney et al., 1986b) et homologue 4 I’enzyme
musculaire phosphohexose isomérase (PHI) (Chaput et al., 1988; Faik et al.,

1988). Ce facteur neurologique est responsable de la survie neuronale et de la
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ramification du neurone a la jonction neuromusculaire (Gurney, 1984; Gurney et
al., 1984; Gurney et al., 1986b). Une fonction lymphokine est aussi associée a
cette molécule qui induit la sécrétion d’immunoglobulines par les cellules
sanguines mononucléaires (Gurney et al., 1986a). Dans certains cas, une
déficience de la PHI est associée a des dysfonctions neurologiques (Kugler et al.,

1998; Leclerc et al., 2000).

3.1.4 Facteur de maturation (MF)

MF médie la différentiation des cellules myéloides leucémiques en
cellules terminales monocytiques. MF diminue le nombre des cellules en phase S
et G2M prolifératives, le récepteur complémentaire acquis de la cellule
monocytique mature, la capacité phagocytaire et la morphologie adhérente (Haga

et al., 2000; Xu et al., 1996).

3.2 Une protéine multifonctionnelle

La double fonction de la PGI en tant qu’enzyme glycolytique et cytokine
extracellulaire souléve la question essentielle de la relation entre ces deux
fonctions. Les structures cristallographiques des formes de mammifére et
bactérienne ont été déterminées et démontrent la conservation totale des résidus
composant le site actif entre les espéces (Chou et al., 2000). Néanmoins, notre
laboratoire a démontré que la PGI de forme bactérienne n’est pas internalisée par

les cellules NIH-3T3 et que les PGI de levure et PGI bactérienne ne font pas
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compétition avec la PGI de mammifére pour la liaison au récepteur et
I’internalisation (Amraei and Nabi, 2002). Ces résultats démontrent que 1’activité
cytokine de la PGI est spécifique 4 la PGI de mammifére et que le site actif est
insuffisant pour ’endocytose du récepteur et I’activité cytokine. Ces résultats ont
été renforcés lorsqu’une autre équipe a démontré récemment, par mutagenése
spécifique, que I’activité cytokine de la PGI était indépendante de son activité
enzymatique (Tsutsumi et al., 2003a). En effet, des formes mutantes a simple et
double délétions ont été créées (CXC,CC) a partir du motif CXXC que contient la
PGI en utilisant les acides aminés 331 et 332 de la forme humaine. Ce motif s’est
avéré essentiel en ce qui concerne I’activité enzymatique de la protéine puisque
les protéines mutées ont perdu leur activité d’isomérase, sans toutefois perdre leur
activité cytokine, ni leur capacité de lier I’ AMF-R. Toutefois, malgré la richesse
des connaissances concernant les domaines spécifiques responsables de activité
enzymatique de la PGI, la voie reste ouverte par rapport a I’étude des régions

régulant son activité cytokine et sa liaison a son récepteur.

3.3 Implication dans divers processus cellulaires

3.3.1 Métastase

Comme mentionné précédemment, I’implication de I’AMF dans les

processus meétastasiques est bien documenté. La motilité des cellules tumorales
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régule I’invasion locale et la métastase a distance des Iésions tumorales. L.’ AMF
sert de marqueur de la progression tumorale de cancers malins tels que les
meélanomes, les cancers rénaux, colorectaux, gastrointestinaux, de 1’cesophage et
des poumons (Haga et al., 2000). La surexpression de I’AMF dans les cellules
NIH-3T3 entraine un phénotype transformé se caractérisant par une motilité

accrue et une résistance a 1’apoptose (Tsutsumi et al., 2003b).

3.3.2 Angiogenése

Des études in vivo ont demontré qu’une quantité physiologique d’ AMF
¢tait suffisante pour induire une néovascularisation (Funasaka et al., 2001).
L’angiogenése est un processus cellulaire impliquant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. La croissance des tumeurs solides et la métastase dépendent
de ce processus. Il a été démontré que I’AMF, sécrété par les cellules tumorales
exercait une régulation positive sur les récepteurs du VEGF, protéine impliquée
de maniére importante dans ’angiogenése tumorale. Ces études confirment donc

"implication de I’AMF dans I’angiogenése (Funasaka et al., 2002).

3.3.3 Apprentissage et mémoire

Les niveaux d’ARNm de la NLK et de son récepteur, la gp78, ont été

augmentés de maniére significative dans I’hippocampe de rats males de type

Fischer-344, suite 4 des exercices d’apprentissage du labyrinthe Stone-T et du



17

labyrinthe d’eau Morris (Luo et al., 2002). Une augmentation a également été
observée au niveau de l’expression protéique. Les niveaux d’ARNm et de
protéines sont réduits comparativement aux contrdles (jeunes rats) lorsqu’on
effectue les mémes expériences avec des rats 4gés démontrant plus de difficultés

lors de I’apprentissage des mémes tches (Luo et al., 2002).

3.3.4 Hypoxie

Une étude des genes activés par I’hypoxie a identifié I’AMF comme étant
un produit de I’un de ces génes dans un modéle de cancer pancréatique humain
(Yoon et al., 2001). Les régions tumorales hypoxiques sont généralement
résistantes a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Cela identifie donc I’AMF
comme €tant une cible potentielle pour le diagnostic et le traitement du cancer
dont celui du pancréas.

-»

3.3.5 Arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide est une maladie inflammatoire chronique des
jointures menant a la destruction de I’architecture de celles-ci. Des études ont
demontré que les autoanticorps a la PGI jouent un réle actif de maintien de

'inflammation chez les patients atteints de cette maladie (Schaller et al., 2001).

3.3.6 Anémie hémolytique non sphérolytique
L’anémie hémolytique non sphérolytique est associée a une déficience de

la PG/AMF/NLK causée par une hétérogénéité de mutations (Beutler et al.,
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1997). Cette maladie peut parfois étre associée a des problémes neurologiques
lorsque ces mutations causent un repliage incorrect de la protéine, affectant ses

activités catalytiques et neurotrophiques (Kugler et al., 1998).

3.3.7 Développement et régénération osseuse

La neuroleukine a été isolée en tant que molécule importante exprimée
lors de la différentiation des ostéoblastes. Des analyses d’ARNm ont demontré
une expression temporelle de la NLK 3.5 fois plus grande relativement au
contrdle lors de la formation de la matrice et de la minéralisation. Un haut niveau
d’expression est également observé dans les ostéoblastes et les chondrocytes
articulaires superficiels des os des souris normales agées de un, quatre et huit
mois. L’inhibition de ’AMF par I’acide 6-phosphogluconique a réduit la
minéralisation des cellules MC3T3-El. Ces résultats démontrent I’expression
spécifique de la NLK dans certaines populations osseuses et impliquent un réle

de I’ AMF dans le développement et la régénération osseuse (Zhi et al., 2001).

3.3.8 Apoptose

Récemment, une étude a démontré I’implication de I’AMF dans
I"apoptose. En effet, 'AMF régulerait ’expression des genes d’Apaf-1 et
caspase-9, contribuant ainsi, de maniére indirecte 4 la formation de I’apoptosome
(Haga et al., 2003). Des études antérieures ont prédit cette fonction de I’ AMF en

montrant que des fibroblastes NIH-3T3 surexprimant AMF avaient acquis un
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phénotype transformé et étaient devenues résistantes & 1’apoptose (Tsutsumi et

al., 2003b).

4- Endocytose du complexe AMF/AMF-R

L’internalisation des récepteurs et autres composantes de la surface
cellulaire via la voie médiée par les vésicules de clathrine est bien connue. Les
récepteurs internalisés sont acheminés aux endosomes précoces o ils sont triés
soit pour étre recyclés a4 la membrane plasmique, soit pour étre ciblés aux
endosomes tardifs et lysosomes pour fin de dégradation (Cavalli et al., 2001). Ity
a de plus en plus de démonstrations que I’internalisation des récepteurs peut se
faire via des voies indépendantes des clathrines. Des radeaux lipidiques formant
des invaginations associées a la cavéoline, les cavéoles, médient I’endocytose de
plusieurs sphingolipides et toxines liant les sphingolipides, de protéines ancrées
au glycosylphosphatidylinositol, de I’AMF, de I’endothéline, de I’hormone de
croissance, des récepteurs de I'IL-2, des virus et des bactéries (Nabi and Le,
2003). 11 existe également une voie indépendante de la clathrine qui est la voie
pinocytotique constitutive. Cette voie, contrairement a la voie des cavéoles, ne

dépend pas de I’intégrité de la dynamine (Sabharanjak et al., 2002).

L’AMF-R li€ a son ligand est internalisé via 2 voies différentes : celle des

cavéoles et celle des vésicules de clathrine.
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4.1 Internalisation via la voie des cavéoles

La localisation de ’AMF-R au niveau des vésicules plasmalemmales,
communément appelées cavéoles, a été démontrée dans les fibroblastes NIH-3T3
et dans les cellules Hela. En microscopie confocale, une colocalisation partielle
est observée suite 4 un double marquage de ’AMF-R en surface a 4°C et de la
cavéoline (Benlimame et al., 1998). Suite 4 une acidification du cytoplasme, qui
inhibe la voie d’internalisation dépendante de la clathrine, bAMF internalisé se
retrouve dans les structures tubulaires du REl marqués par I’AMF-R. De plus, la
voie d’endocytose de I’AMF-R vers les tubules via les cavéoles est inhibée par la
méthyl B-cyclodextrine (mBCD), une drogue qui extrait le cholestérol et défait les
cavéoles ou stuctures cavéolaires (Le et al., 2000; Rodal et al., 1999). Un
marqueur reconnu des cavéoles pour les fibroblastes est la cavéoline-1 (Mundy et
al., 2002). Toutefois, notre laboratoire a démontré que malgré les niveaux réduits
ou pratiquement nuls de cavéoline, les cavéoles sont rapidement invaginées a la
surface pour former des vésicules cavéolaires internalisant I’AMF-R destiné au
réticulum endoplasmique lisse (Le et al., 2002). De plus, la fonction de Ia
cavéoline-1 est de stabiliser les cavéoles a la surface, ralentissant de ce fait
I’internalisation des vésicules cavéolaires contenant ’AMF-R. D’autres études
ont démontré que des voies distinctes médiées par les cavéoles ciblent 1’appareil
de Golgi et le réticulum endoplasmique (Le and Nabi, 2003). En effet,

I’endocytose de la choléra toxine (CTX) est inhibée par plusieurs traitements,
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notamment la bréfeldine A, le nocodazole et une incubation a 20°C, sans
toutefois que ces mémes traitements affectent I’internalisation de I’AMF au
réticulum endoplasmique. L’effet de I’inhibiteur de I’activité tyrosine kinase, la
génistéine, sur les 2 voies confirment leur nature cavéolaire, étant donné que

I’internalisation via les cavéoles est associée a I’activation de la tyrosine kinase.

4.2 Internalisation dépendante de la clathrine

L’acidification cytoplasmique a pH 5.5, mentionnée précédemment, n’a
aucun effet sur I’internalisation de bAMF vers les tubules lisses d’AMF-R.
Toutefois, I’endocytose de bAMF vers des structures ponctuelles périnucléaires
est inhibée. Inversement, un traitement des cellules NIH-3T3 a la mBCD, inhibe
internalisation de bAMF vers les tubules lisses d’AMF-R sans affecter le
marquage des structures ponctuelles périnucléaires. Ces expériences établissent
une seconde voie d’endocytose médiée par les clathrines pour le complexe
AMF/AMF-R (Le et al., 2000). Les structures ponctuelles dans lesquelles se
retrouvent bAMF ne sont pas marquées par Tfr, un marqueur des endosomes
précoces, ni par LAMP-1, un marqueur des endosomes tardifs et des lysosomes.
Ces structures ont subséquemment été identifiées comme étant des CMV, un
intermédiaire entre les endosomes précoces et tardifs. Le complexe est ensuite
recyclé vers des structures fibrillaires a la surface cellulaire colocalisant avec la

fibronectine. Ce recyclage vers les fibrilles de fibronectine pourrait étre impliqué
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dans la formation de novo des contacts focaux et le remodelage de la matrice

extracellulaire nécessaires a la motilité.

5- Implication de ’AMF-R dans Pubiquitination

5.1 Dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD)

Le contréle de qualité des protéines résultant a 1’élimination des protéines
mal repliées ou des sous-unités protéiques mal assemblées est un processus vital a
la fonction cellulaire (Taxis et al., 2002). L ubiquitination est caractérisée comme
étant un joueur clé dans la dégradation protéosomale (Fang et al., 2003). 1l est de
plus en plus démontré que I’ubiquitination des protéines régule d’autres processus
cellulaires, tels que : I’endocytose et le ciblage lysosomal, I’exportation nucléaire,
la réparation de I’ADN, le remodelage de I’histone, 1’activation de kinases et de
facteurs de transcription, et les divers stages de la progression du cycle cellulaire
et de la prolifération cellulaire (Pray et al., 2002). L’action séquentielle des
enzymes activant (E1), conjuguant 1’Ub (E2) et des ligases d’Ub (E3) assure le
bon déroulement de ce processus cellulaire. Il existe 2 sous-classes protéiques de
ligases E3 : les protéines contenant un motif particulier en forme de doigt appelés
RING finger, et les protéines a domaine HECT (homologous to E6-AP carboxy

terminus) (Pickart, 2001).
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5.2 Role des protéines RING finger

Une astuce a été utilisée afin d’identifier les protéines E3 et de mieux
caractériser leur role. La protéine E2 UbcHSB a été utilisée dans un test de
dépistage hybride de la levure, afin d’identifier les protéines E3 qui pourraient
potentiellement s’y lier. Une nouvelle protéine a fonction inconnue, AO7, fut
identifiée. Elle contenait une séquence RING finger constituée de huit cystéines et
histidines conservées responsables de la coordination de deux ions Zn. AO7 lie
E2 in vitro et médie également sa propre ubiquitination. Si la séquence RING
Jinger est mutée, cette fonction est perdue. Suite a cette expérience, plusieurs
protéines contenant un motif RING finger ont été testées pour leur role dans
’ubiquitination. Le motif RING finger définit donc une famille de protéines

médiant 1’ubiquitination (Freemont, 2000).

5.2.1 Exemples de protéines RING finger

La banque de données protéiques indique plus de 300 protéines & motif
RING finger (Fang et al., 2003). La protéine Cbl est reconnue pour jouer un role
important dans la régulation par ubiquitination du récepteur de I'EGF (epidermal
growth factor) (Haglund et al., 2002), du PDGF (platelet derived growth factor)
(Miyake et al., 1999) et du CSF (colony stimulating factor) (Lee et al., 1999). Elle

contient un domaine RING finger qui, lorsque muté ou délété, rend la protéine



24

oncogénique. Cbl fonctionne donc en médiant la polyubiquitination des

récepteurs a activité tyrosine kinase.

L’extrémité N-terminale de la protéine suppresseur de tumeur BRCAL1
contient un domaine RING finger. Les mutations dans ce domaine sont associées
au cancer du sein et révélent I’importance de I’activité E3 de cette protéine. Cette
protéine forme un dimére avec BARDI, le complexe ubiquitinant d’autres
substrats dont I’histone H2A(X) (Fang et al., 2003). CHIP (carboxy! terminus of
the Hsc70-interacting protein) et Parkin sont deux exemples de ligases E3
cytoplasmiques jouant un role dans la dégradation des protéines non-
membranaires. Ils sont responsables du ciblage des protéines spécifiques au
ERAD (Fang et al., 2001). L’AMF-R est le seul exemple connu de ligase E3

présente dans le réticulum endoplasmique de mammifére.

5.2.2 Substrats ubiquitinés via AMF-R

L’AMF-R est une ligase E3 ayant pour substrat CD3-3, la sous-unité du
récepteur des cellules T qui est un substrat de la dégradation associée au RE bien
caractérisé in vitro (Fang et al., 2001). L’AMF-R est aussi responsable de sa
propre ubiquitination. De plus, des études récentes ont démontré que la
surexpression d’AMF-R dans les cellules HepG2 entrainait une augmentation de
I’ubiquitination ainsi qu’une diminution de la sécrétion de ’apolipoprotéine B100

(Liang et al., 2003a).
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6- Interaction du RE lisse avec la mitochondrie

6.1 Association réticulum endoplasmique/mitochondrie

L’association du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie a été
observée dans plusieurs types cellulaires, notamment en microscopie électronique
et en fractionnement cellulaire ou une fraction contenant les deux organites a été
identifiée (Franke and Kartenbeck, 1971; Montisano et al., 1982; Morre et al.,
1971). De plus, des fractions nommées MAM (membranes associées aux
mitochondries) dérivant du RE sont impliquées dans le transfert des lipides entre
les deux organites (Vance, 1990). Ces contacts étroits ont également été observés

in vivo en fluorescence dans les cellules Hela (Rizzuto et al., 1998).

6.2 Réle du calcium dans les processus mitochondriaux.

L’interaction du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie s’avére
nécessaire par rapport a la régulation et la séquestration du calcium cytosolique
(Berridge, 2002). L’activation des récepteurs de 1’IP3 relache le calcium qui par
la suite se concentre aux sites de contact RE/mitochondrie, ce qui par conséquent
augmente le niveau de calcium mitochondrial. La mitochondrie peut ensuite
procéder a ses diverses fonctions telles que le contrdle de 1’énergie métabolique
via la synthése d’ ATP, I’apoptose et la formation des signaux calciques (Pacher et
al., 2000). Par exemple, des études ont demontré que la surexpression de Bcl-2,

une protéine mitochondriale oncogénique anti-apoptotique, réduit la
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concentration du calcium du RE (Pinton et al., 2001). D’autres études ont révélé
que BAX et BAK, des protéines mitochondriales pro-apoptotiques, exercent leur
mécanisme d’action via la régulation du niveau de calcium dans le RE (Scorrano
et al., 2003). Ces résultats soulignent la relation étroite du calcium dans les

rapports entre RE et mitochondrie.

6.3 AMF-R et la mitochondrie

Il a été démontré en IF que les tubules lisses d’AMF-R et la mitochondrie
sont étroitement associés. De plus, cette association est régulée par le niveau de
calcium cytosolique, un haut niveau facilitant I’association des deux organites et
subséquemment ’emmagasinage de calcium dans la mitochondrie (Wang et al.,
2000). Des études récentes ont établi une régulation de protéines mitochondriales
impliquées dans 1’apoptose, Apaf-1 et caspase-9, par I’AMF et suggérent une

fonction nouvelle a 1’association AMF-R/mitochondrie (Haga et al., 2003).



27

OBJECTIFS DE RECHERCHE

L’AMF-R et son ligand étant surexprimés dans plusieurs types de cancer,
le but premier de cette étude était de mimer les conditions de surexpression dans
la cellule et de caractériser ses effets. Pour ce, nous avons ajouté un épitope
FLAG dans un plasmide contenant un promoteur CMV pour assurer la
surexpression. De plus, étant capable de le différencier de la protéine endogéne,
ce FLAG-AMF-R allait s’avérer étre un outil important pour d’autres études
telles que la biosynthese du récepteur, sa glycosylation etc.

La distribution cellulaire de ’AMF-R exogéne différant de I’AMF-R
endogéne nous a menés a entamer une étude plus poussée afin de caractériser
I’association AMF-R/mitochondries (cette association étant maintenue dans les
cellules non-transfectées) et sa localisation intracellulaire ainsi qu’a la membrane

plasmique.

Nous avons également voulu vérifier I’état d’ubiquitination de la protéine,
sachant que I’AMF-R est exprimé aux niveaux de la membrane plasmique et du
réticulum endoplasmique. De plus, nous avons voulu vérifier le role du
protéasome dans la distribution cellulaire et [’expression de la protéine
transfectée, grice a des traitements utilisant la lactacystine, un inhibiteur du
protéasome.

Divers témoins ont été utilisés, notamment 1’'usage de diverses lignées

cellulaires afin d’assurer la fiabilité des résultats.
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Abstract

AMF-R (autocrine motility factor receptor) is a 78 kD heterotrimeric,
seven-transmembrane domain G-protein coupled receptor for the autocrine
motility factor/phosphoglucose isomerase cytokine that has been identified as a
ubiquitin E3 ligase. Immunofluorescence labeling of Cos-7 cells transiently
transfected with FLAG-AMF-R shows increased labeling with anti-AMF-R
antibodies and partial colocalization of the anti-FLAG and anti-AMF-R labels to
a calnexin-negative compartment apparently equivalent to the smooth
endoplasmic reticulum (ER). FLAG-AMF-R is also localized to the calnexin-
positive  AMF-R-negative rough ER, reflecting perhaps the expression of a
misfolded form of the protein retained in the rough ER. FLAG-tagged AMF-R is
expressed as a 78 kD protein that comigrates with endogenous AMF-R and is
recognized by anti-AMF-R antibody. A high molecular weight 250 kD protein is
also detected with anti-FLAG antibody at longer transfection times but is not
labeled with anti-AMF-R antibody. FLAG-AMF-R is labeled for ubiquitin as a
smear of proteins corresponding either to polyubiquitinated forms of AMF-R or
co-immunoprecipitated ubiquitinated AMF-R substrates. Cell treatment with
lactacystin, a proteasome inhibitor, resulted in increased expression of the 78 kD
band of FLAG-AMF-R and prevented FLAG-AMF-R degradation in the presence
of the protein synthesis inhibitor cycloheximide. Lactacystin treatment also
resulted in the increased colocalization of anti-FLAG and anti-AMF-R labels to
smooth ER tubules. These results therefore demonstrate the important role of

ubiquitination and proteasome-mediated degradation in expression of AMF-R.



Introduction

The specific degradation via ubiquitination of regulatory proteins is
crucial to many processes, including receptor down-regulation, signal
transduction and cell-cycle progression (Hershko and Ciechanover, 1998).
Ubiquitination occurs through the actions of 3 categories of proteins: Ub
activating enzymes (E1); Ub conjugating enzymes (E2), and Ub protein ligases
(E3) (Fang et al, 2003; Pray et al, 2002). It is generally accepted that
ubiquitination of cytosolic proteins and endoplasmic reticulum membrane
proteins serves as a recognition tag for degradation by the proteasome, as
opposed to a targeting role in the endocytic pathway when it is done at the plasma
membrane (Shih et al., 2000). Several cell surface proteins in mammalian cells
have been shown to depend on ubiquitin for their internalization. Many growth
factor receptors require the Cbl protooncogene, a ubiquitin ligase in order to
properly carry their ubiquitination and subsequent internalization. Many growth
factor receptors require the Cbl protooncogene, a ubiquitin ligase in order to
properly carry their ubiquitination and subsequent internalization. The function of
mono-ubiquitination in the cell is not totally understood but studies have shown it
to play roles in endocytosis and trafficking, particularly in the transfer of proteins
to internal vesicles of the multivesicular body from which they are targeted for
lysosomal degradation (Polo et al., 2002; Sachse et al., 2001; Shih et al., 2000).

The cytoplasmic domain of autocrine motility factor receptor, AMF-R,
contains Cue and RING-finger domains (Biederer et al., 1997 Ponting, 2000) and

AMF-R has been identified as an E3 ubiquitin protein ligase (Fang et al., 2001;
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Fang et al, 2003). The E3 function of AMF-R has been shown to regulate
expression of the T cell receptor and apolipoprotein B (Fang et al., 2001).
Expression of AMF-R is associated with acquisition of metastatic and motile
attributes in tumor cells of various origins (Hirono et al., 1996; Kara et al., 2001;
Maruyama et al., 1995; Nabi et al., 1992; Otto et al., 1997; Silletti and Raz, 1996;
Tamura et al., 2003; Timar et al., 2002). Overexpression of AMF-R in NIH-3T3
cells has been shown to induce cellular transformation and tumorigenicity (Onishi
et al., 2003). Curiously, AMF-R is expressed at the cell surface but also within a
mitochondria-associated smooth subdomain of the endoplasmic reticulum
(Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997; Wang et al., 2000). AMF-R is
localized to cell surface caveolae and upon AMF activation, a caveolae/raft-
dependent pathway internalizes the AMF/AMF-R complex directly to the ER
(Benlimame et al., 1998; Le et al., 2002; Le and Nabi, 2003). Clathrin-mediated
endocytosis of AMF targets it to multivesicular bodies and recycling to
fibronectin fibrils, a process that might be involved in remodeling of the
extracellular matrix during cell motility (Le et al., 2000; Silletti et al., 1998).

In order to better study the complex cell biology of AMF-R, we expressed
a FLAG-tagged version of the protein. We show here that the full-length AMF-R
is monoubiquitinated and that its overexpression disrupts the mitochondrial
association of the smooth ER. These results support a role for ubiquitination and
the E3 ligase function of AMF-R in regulating the expression of this receptor and

its function in tumorigenesis.
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Materials and Methods

Antibodies and reagents

A rat monoclonal antibody anti-AMF-R antibody was used in the form of
concentrated hybridoma supernatant (Nabi et al., 1990). Mouse anti-FLAG and
rabbit anti-calnexin antibodies were purchased from Sigma (Oakville, ON). Other
antibodies: anti-hsp70 mitochondrial antibody (Affinity Bioreagents Inc), anti-
caveolin (Sigma), anti-gfp (Clontech), anti-tubuline (Sigma). Alexa-488- and
647-conjugated secondary antibodies were purchased from Molecular Probes
(Eugene, OR) and rhodamine-red-X anti-rat IgM secondary antibody from
Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA). Lactacystin was
purchased from Sigma (Oakville, ON). Tris and glycine reagents were purchased
from ICN Biomedicals (Aurora, OH). Complete-Mini protease inhibitor tablets
were purchased from Roche Diagnostics, Airvol from Air Products and
Chemicals (Allentown, PA) and Prestained Kaleidoscope molecular weight

markers from BioRad.

Constructions

The 1.9-kb open reading frame of mouse AMFR, kindly provided by
Avraham Raz (Karmanos Cancer Institute, Detroit), was inserted into pcDNA 3.1
via the vector’s EcoR1 restriction site. To generate N-terminal FLAG-tagged
AMFR, oligonucleotides, containing the FLAG sequence (gac tac aag gac gac gat
gac aag) and the first amino acids of the AMFR coding sequence, were inserted

into the plasmid using BamH1 (upstream of the start codon of AMFR) and
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Eco4711I (downstream of start codon of AMFR) restriction sites to generate an N-
terminally FLAG-tagged AMFR sequence. The AMF-R sequence , inserted into a
C-terminal GFP plasmid (Clontech) was kindly provided by Hao Pang.

Constructs were confirmed by sequencing.

Cell culture and transfection

Cos-7, MDCK and HT-1080 cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum, vitamins, non-
essential amino acids, glutamine and penicillin-streptomycin antibiotics
(Canadian Life Technologies) at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2.
NIH-3T3 cells were grown in same conditions except for the replacement of 10%
fetal bovine serum with 10% calf serum. 2 and 10 pg of FLAG-AMF-R were
transfected respectively into Cos-7 cells using 7 and 28 ul of Perfectin Reagent
(Interscience) for 35 mm dishes (immunofluorescence, IF) and 100 mm dishes
(Western blot, WB and immunoprecipitation, IP). Same conditions were used for
other cell lines. 50 000 cells were plated for 24 hours on coverslips in 35 mm
dishes. Cells were then transfected, and 24 hours later, new media containing 10
1M lactacystin and/or 100 ug/ml cycloheximide, was added to the cells. For WB,
250 000 cells were plated with duration of treatments with lactacystin and/or

cycloheximide indicated. For IP, 250 000 cells were plated as well.



Immunofluorescence labeling

Following treatment, cells were fixed and permeabilized with precooled (-
80°C) methanol/acetone (MeOH/Ac) for 15 minutes at -20°C . The cells were
then labeled for AMF-R, calnexin, and the FLAG tag with appropriate primary
antibodies and Alexa-488, rhodamine red-X or Alexa-647-conjuguated secondary
antibodies, as indicated. Other labelings with other antibodies were performed
under the same conditions. All washings and incubations with both primary and
secondary antibodies were done with PBS/CM/BSA. After labeling the coverslips
were mounted in Airvol. Fluorescently labeled cells were visualized with a Leica

TCS-SP1 confocal microscope using 63x or 100x planapochromat objectives.

Cell lysates and Western Blots

For preparation of cell lysates, cell monolayers were washed three times
with ice-cold PBS/CM and harvested by scraping. Cell pellets were resuspended
in 200 ul of lysis buffer consisting of PBS containing 1% SDS, 1mM EDTA and
Complete-Mini protease inhibitor tablets. Cells were lysed for 20 min on ice and
DNA was then broken by sonication. The cell lysates were then centrifuged at
15,000 rpm for 5 minutes and the recovered supernatant assayed for protein
concentration using the BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL). 30 ug of
protein were analyzed by SDS-PAGE.

Samples were separated on 9% SDS-PAGE gels and blotted to
nitrocellulose membranes using a Mini-Protean apparatus (BioRad Labs,

Mississuaga, ON). The blots were blocked with 5% skim milk in PBS, incubated
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with the appropriate primary antibodies and secondary antibodies. conjugated to
horseradish peroxidase. The labeled bands were revealed by chemiluminescence

using preflashed Kodak X-Omat film.

FLAG immunoprecipitation

Cos-7 cells were washed with ice-cold PBS buffer, sonicated in 25 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 2mM EDTA, Complete-Mini tablets and centrifuged for 30
min at 20K at 4°C. Pellets were washed twice ( 20 min, 20K), solubilized in 25
mM Tris-HCI, pH 7.4, 2mM EDTA, Complete-Mini tablets, 0.5% DDM, 140
mM NaCl using a syringe and 26G needle for resuspension, and put on a rotating
platform for 60 min at 4°C. Samples were then cleared by centrifugation for 60
min at 40 K and supernatants added to the anti-FLAG resin (Sigma) that was pre-
washed in 0.1 M glycine pH 3.5 and 0.25 M Tris pH 7.4. After overnight
incubation at 4°C on a mixer, the beads were washed two times in solubilization
buffer, four times in same buffer containing 0.1% DDM and once without
detergent. Immunocomplexes were removed from beads by adding Laemmli
sample buffer at room temperature. Samples were then heated at 95°C for 3 min

prior to separation on a 9% SDS-PAGE
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Results

Expression and ubiquitination of FLAG-AMF-R

Transient transfection of Cos-7 cells with FLAG-AMF-R resulted in an
increase of labeling with anti-AMF-R antibody 24 hours post-transfection when
compared to adjacent untransfected cells (Fig.1). The anti-AMF-R is a
conformational specific antibody capable of stimulating cell motility and
competing with AMF for receptor binding (Nabi et al., 1990). Increased
recognition of transfected cells with the anti-AMF-R monoclonal therefore
indicates that AMF-R-FLAG expression is associated with increased expression
of AMF-R.

Immunoprecipitation of the FLAG-AMF-R protein from transfected Cos-7
cells also revealed that FLAG-AMF-R is recognized by the anti-AMF-R
antibody, and that it co-migrates with the endogenous protein at the appropriate
molecular weight of ~78 kD (Fig.2). The bands are specific as they are not seen
in untransfected cells where the minimal exposure due to the high expression
levels of transfected AMF-R limits detection of the endogenous protein. The
FLAG-IP and AMF-R probed blots also shows a specific band that migrates
slightly slower than the characteristic ~78 kD band and that might correspond to a
phosphorylated form of AMF-R (Watanabe et al., 1991). Higher molecular
weight bands (~200 kD) recognized by anti-FLAG immunoblotting are not
recognized by the AMF-R antibodies and might represent misfolded complexes

of AMF-R. When probed with antibodies to ubiquitin, the 78 kD band is
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distinctly labeled suggestive of monoubiquitination of the protein. Multiple
higher and lower MW bands that are not labeled with anti-FLAG or anti-AMF-R
are also labeled with anti-ubiquitin antibodies and might represent substrates of
the AMF-R E3 ligase that co-immunoprecipitate with FLAG-AMF-R.

Treatment of the FLAG-AMF-R transfected cells with cycloheximide, a
protein synthesis inhibitor, at different time points, resulted in the reduced
amount of the 78 kD FLAG-AMF-R protein over a period of 8 hours (Fig. 3).
Expression levels measured from multiple experiments show that FLAG-AMF-R
expression was reduced by approximately 50% after 8 hours of cycloheximide
treatment suggesting that half-life of AMF-R is in the order of 6-8 hours.
Treatment of cells with the proteasome inhibitor, lactacystin alone, had no
significant effect on the degradation of the protein (protein synthesis accountable
for the increase). However, incubation of the cells with both cycloheximide and
lactacystin prevented the degradation of FLAG-AMF-R indicating that inhibition
of the proteasome impacts on AMF-R expression levels. In the untreated
conditions, we observe a steady-state level for the amount of protein of FLAG-
AMF-R because of its more rapid degradation compensating for the increased
protein synthesis with time. B-actin increases because protein synthesis is not
inhibited. When treating the transfected cells with cycloheximide, a protein
synthesis inhibitor, both proteins show decreased amount with increasing times,
as one would expect. When the cells are treated with lactacystin, a proteasome
inhibitor, AMF-R degradation is stopped , therefore allowing to see the increase

of the amount of protein with time as protein synthesis goes along. Finally, when
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treating the cells with both a protein synthesis inhibitor and a proteasome
inhibitor, AMF-R comes back to a steady-state level because of the competing
effects of protein synthesis inhibition and degradation inhibition.
Overexpression of AMF-R disrupts the integrity of the smooth ER

Further analysis of FLAG-AMF-R distribution by immunofluroescence
showed that the intense perinuclear labeling labeled detected by anti-FLAG
antibodies but not anti-AMF-R antibodies is also labeled with antibodies to the
rough ER marker calnexin and likely corresponds to incompletely folded protein
stuck in the ER. Furthermore, eventhough the AMF-R labeling was definitely
more intense in transfected cells than in adjacent non-transfected cells, it no
longer presented the typical mitochondria-associated tubular distribution and only
partially colocalized with anti-FLAG labeling. However, the pattern of FLAG
labeling changed when transfected cells are treated with 10 UM lactacystin for 10
hours (Fig. 4). The extent of colocalization of FLAG and AMF-R labels increases
and presents a tubular pattern that more closely resembles the smooth ER AMF-R
distribution in untransfected cells (see Figure 1). Inhibition of proteasome
degradation therefore appears to affect the distribution of the FLAG-AMF-R in
the smooth ER and accessibility of the protein to labeling with anti-FLAG
antibodies.

To better study the influence of the expression of FLAG-AMF-R and its
distribution to the smooth ER, untransfected and transfected cells were labeled for
AMF-R and mitochondrial Hsp70. As seen in Figure 5A, the extensive overlap of

the AMF-R label with mitochondria observed in untransfected cells is completely



disrupted in transfected cells The same result is also seen with AMF-R-GFP
(Fig.5B, bottom). AMF-R is normally localized to cell surface caveolae,
(Benlimame et al., 1998) but the redistributed FLAG-AMF-R label does not
colocalize with caveolin (Fig. 5B). It does however align with microtubules
labeled with antibodies to tubulin indicating that the altered AMF-R distribution
is cytoplasmic (Fig.5B). Overexpression of AMF-R therefore disrupts the
association of AMF-R-labeled smooth ER with mitochondria and facilitates its
extension along microtubules.

In order to ensure that the effect was specific and not due to the COS-7
expression system or the FLAG epitope or the position of the epitope (N-terminal
vs C-terminal), we transfected NIH-3T3, MDCK and HT-1080 cells with AMF-
R-GFP. In all cases, the transfected cells presented a dispersal of the smooth ER
that no longer presented the mitochondria-associated tubular distribution seen in
untransfected cells (Fig. 6). The altered distribution of AMF-R in transfected cells

is therefore specific and due to overexpression of AMF-R.
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Discussion

This study suggests the monoubiquitination of AMF-R as well as a role
for the proteasome in expression and distribution of the protein. Antibodies to
AMF-R recognize primarily a single band of 78 kD (gp78) and the demonstration
here that this band is recognized by antibodies to ubiquitin argues that it
corresponds to a monoubiquitinated form of the protein. The 78 kD band
corresponds to the major form of endogenous AMF-R and of exogenous FLAG-
tagged AMF-R arguing strongly that AMF-R may be constitutively ubiquitinated
and likely monoubiquitinated. Monoubiquitination usually increases the MW of a
protein by 8.6 kD (Klapisz et al., 2002), which is not what we observe with the
data. Monoubiquitination was therefore assessed based only upon the labeling
with anti-ubiquitin of the 80 kD band. To consolidate this result, we could
perform experiments with transfected cells where immunoprecipitation is done
with anti-ubiquitin and then blots would be revealed with anti-AMF-R and anti-
FLAG antibodies. Immunoprecipitating with anti-AMF-R is not possible for the
moment because of the lack of a polyclonal antibody. Also, another experiment
could be done where co-transfection of tagged ubiquitin (with a different epitope)
and FLAG-AMF-R would more easily allow for detection of mono and
polyubiquitinated forms of AMF-R that are easily degraded. AMF-R cytoplasmic
domain contains both RING finger and Cue domains and expresses ubiquitin E3
ligase activity that may be responsible for its self-ubiquitination (Fang et al.,

2001).
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FLAG-AMF-R is expressed and folds as native AMF-R based on the
ability of the anti-AMF-R antibody (Nabi et al., 1990) to recognize
immunoprecipitated FLAG-AMF-R and on the increased AMF-R labeling
observed in transfected cells. Higher molecular weight forms of transfected
FLAG-AMF-R were detected with anti-FLAG antibodies, as previously reported
(Fang et al., 2001), but not with anti-AMF-R antibodies. Furthermore, extensive
FLAG labeling colocalized with calnexin in the rough ER that was not
recognized by anti-AMF-R. This labeling may represent the high molecular
weight forms of AMF-R recognized by anti-FLAG antibodies, particularly in
cells cultured for 48 hours, and that correspond to misfolded oligomers unable to
exit the ER following overexpression due to transfection. Similarly,
overexpression of AMF-R following tumorigenesis may also result in the
accumulation of large amounts of misfolded AMF-R in the rough ER. It is
however important to note that the anti-AMF-R antibody, used extensively for the
study of AMF-R expression and as a marker for tumor malignancy (Hirono et al.,
1996; Otto et al., 1997), selectively recognizes correctly folded forms of AMF-R.
The increased expression of AMF-R detected with this antibody that correlates
with malignancy of various tumors corresponds specifically to the expression of
correctly folded, and presumably active forms of the receptor.

Fang and al. (2001) reported that the distribution of transfected AMF-R
was localized to the endoplasmic reticulum because of its extensive colocalization
with 2 different E2s, MmUBC6 and MmUBC7, that associate with the ER

membrane and were unable to detect a smooth ER distribution of the protein.
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Considering the inability shown here of anti-AMF-R antibody to recognize rough
ER localized FLAG-AMF-R and the extensive rough ER distribution of FLAG-
AMF-R, transfected AMF-R constructs will necessarily exhibit a predominantly
rough ER distribution. Only correctly folded forms of the receptor appear to be
localized to the smooth ER. The extensive previous studies that have used the
anti-AMF-R antibody to characterize the mitochondria-associated smooth ER
(Benlimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997) are therefore
detecting only correctly folded and, potentially, active forms of the receptor.
Interaction of the AMF-R labeled smooth ER and mitochondria is regulated by
calcium and may play a role in cellular calcium homeostasis (Wang et al., 2000).
The demonstration here that overexpression of AMF-R disrupts this interaction
argues that increased expression of AMF-R during tumor progression may impact
on the ability of the cell to regulate its cytosolic calcium and contribute to tumor
progression by deregulating calcium based intracellular signaling.

Interestingly, although transfection of FLAG-AMF-R resulted in
increased labeling with the anti-AMF-R antibody and disruption of the
distribution of the endogenous AMF-R labeled smooth ER, antibodies to the N-
terminal FLAG were unable to detect part of the redistributed FLAG-AMF-R.
The lack of colocalization between the FLAG and AMF-R suggests that the
AMEF-R that is associated with the smooth ER undergoes conformational changes
that limits accessibility of its N-terminal extracellular domain. The lack of

colocalization of the FLAG and AMF-R labels could be rectified by treatment
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with lactacystin implicating proteasome mediated degradation in the regulation of
AMEF-R expression.

The ability shown here of lactacystin to prevent AMF-R degradation
confirms previous results with MG132 (Fang et al., 2001) and argues that AMF-R
delivery to the smooth ER may function to target the protein for degradation via
ERAD. It will be interesting to investigate in the future whether
monoubiquitination of AMF-R occurs at the plasma membrane, and if so,
determine its role in determining the endocytic pathway followed by AMF-R and
potentially its fate upon arrival to the multivesicular body. Fig.2 also shows a
smear of ubiquitinated proteins that might represent coimmunoprecipitating
AMF-R substrates. Future directions will certainly involve identifying these
various interacting molecules, through proteomics as they might be potential E2
targets for anticancer therapy (Pray et al., 2002). These data demonstrate that
AMF-R is ubiquitinated and regulated by the proteasome and future perspectives
will include better understanding of how its ubiquitination affects its behavior

with regards to metastasis and its trafficking in the cell.
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Figure 1: The FLAG-AMF-R transfected cell is more strongly labeled with
anti-AMF-R antibody than the untransfected cells surrounding it. Cos-7 cells
were transfected with 2ug FLAG-AMF-R plasmid per dish. Cells were
MeOH/Acetone fixed 24 hours post-transfection and were labeled with mouse
anti-FLAG and rat 3F3A (anti-AMF-R) antibodies, and Alexa488-conjuguated
anti-mouse and Alexa594 anti-rat [gM antibodies. AMF-R distribution and FLAG

labeling were visualized by confocal microscopy.

XVI



Figure 1



Figure 2: FLAG-AMF-R co-migrates with endogenous AMF-R and the full-
length protein is ubiquitinated. FLAG-AMF-R was immunoprecipitated from
36 hours transfected and untransfected cells, using an antibody against the FLAG
epitope. Cells were lysed and Western blots were labeled with anti-FLAG, anti-

AMF-R and anti-Ubiquitin antibodies.
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Figure 3: Lactacystin, a proteasome inhibitor, prevents AMF-R degradation.
Cells were transfected with FLAG-AMF-R for 30 hours, condition in which the
high MW band expression is minimal. They were then treated with either 100
pg/ml of CHX or 10 pM of lactacystin alone or with a combination of both drugs
for the indicated times. Total cell lysates were run on SDS-PAGE and blots were

probed with anti-FLAG antibody. B-actin was used as a control.
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Figure 4: Lactacystin treatment increases colocalisation of FLAG-AMF-R
with structures labeled by anti-AMF-R antibody, confirming proteasomal
involvement in AMF-R degradation. Transfected cells were untreated, or
treated with lactacystin 10 uM for 10 hours, fixed and triple-labeled for FLAG or
GFP, AMF-R and calnexin. Control cells show partial colocalisation (yellow

merge) of the tag (FLAG or GFP) in green with AMF-R in red.
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Figure 5: Overexpression of intracellular AMF-R disrupts the mitochondria-
smooth ER association. A. Cos-7 cells untransfected, or transfected were fixed
and double-labeled for mitochondrial hsp-70 (mito) and AMF-R. Control cells
show complete colocalization (yellow merge) of mitochondria in green with
AMF-R in red whereas lack of colocalization is observed in transfected cells. B.
Untransfected and FLAG-AMF-R transfected cells were fixed and double-labeled
for tubulin and AMF-R. Control cells show no colocalization whereas transfected
cells exhibit partial colocalization of the two labels suggesting an intracellular
labeling. FLAG-AMF-R transfected cells were fixed and triple-labeled for FLAG,
caveolin and AMF-R. Lack of colocalization of AMF-R with caveolin confirms
results obtained with tubulin. Bottom series of images show similar results for a
GFP tag compared to a FLAG tag with respect to mitochondria-smooth ER

association. A dissociation is observed.
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Figure 6: Overexpression of AMF-R disrupts the smooth ER distribution in
other cell lines. A. NIH-3T3, MDCK and HT-1080 untransfected, or AMF-R-
GFP transfected cells were fixed and double-labeled for GFP and AMF-R.
Control cells display a tubular distribution typical of what is seen in AMF-R
labeled cells whereas transfected cells show an atypical distribution. The yellow
merge shows partial or absent colocalization of the GFP and AMF-R labels

similarly to previous results obtained with the FLAG tag.
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Discussion

1. Sommaire des résultats

Nous avons montré que FLAG-AMF-R colocalisait partiellement en
immunofluorescence avec le marquage AMF-R. De plus, la protéine semble étre
mono-ubiquitinée tel qu’illustré en immunobuvardage, et nous avons confirmé
que le protéasome jouait un réle dans la dégradation de la protéine. Nous avons
également démontré que la surexpression d’AMF-R entrainait une dissociation de
I’AMF-R des mitochondries. La section suivante s’attardera a analyser la véracité

de ce résultat.

2. Distribution de FLAG-AMF-R

2.1 Dissociation avec la mitochondrie

Nos résultats illustrent clairement la dissociation de la mitochondrie
d’avec ’AMF-R, causée par une surexpression de cette derniére. En effet, les
cellules non-transfectées démontrent une association de I’AMF-R avec la
mitochondrie. Ceci s’illustre en immunofluorescence par la colocalisation
compléte des marquages AMF-R et hsp-70 (protéine mitochondriale), et concorde
avec les résultats antérieurs obtenus selon d’autres études (Wang et al., 2000). La
dissociation drastique obtenue suite 4 la transfection de FLAG-AMF-R améne a
poser 2 questions essentielles. L’épitope FLAG, en tant que tel, serait-il la cause

de cette dissociation? La lignée cellulaire y serait-elle pour quelque chose? Ces
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deux sujets seront abordés dans les prochains paragraphes afin de s’assurer de la

véracité de nos conclusions.

2.1.1  Ajout d’épitope

L’ajout d’épitopes aux protéines est un moyen génétique standard rapide
et efficace pour la caractérisation, la purification et la localisation in vivo des
produits protéiques de génes clonés (Jarvik and Telmer, 1998). L’ajout de
I’épitope FLAG au coté N-terminal de la protéine souléve des questions
intéressantes, entre autres, ’effet potentiel de cet épitope sur la fonction de la
protéine en général, et plus particuliérement sur I’association de I’AMF-R
endogéne avec la mitochondrie. En effet, I’association des tubules d’AMF-R avec
les mitochondries a été largement étudié et caractérisé (Wang et al., 2000).
Plusieurs observations portent a croire que I’épitope en tant que tel n’altére en
rien la fonction de I’AMF-R, et que ce serait plut6t la surexpression de la protéine
qui entrainerait une dissociation avec la mitochondrie. Notons tout d’abord que
I’épitope FLAG ne se compose que de 8 acides aminés (DYKDDDDK)
comparativement aux 643 acides aminés de I’AMF-R et que certaines études
utilisant une version minimale de cet épitope composé de 7 acides aminés ont
démontré que I’épitope n’altérait pas les fonctions des protéines étudiées (Jarvik
and Telmer, 1998; Johnson et al., 2002). D’autres chercheurs sont méme éllés
Jjusqu’a marquer leur protéine de maniére multiple utilisant plus d’un épitope afin
d’augmenter la capacité de détection de la protéine exprimée. (Atkin et al., 1995;

Hernan et al., 2000; Srivastava and Jones, 1998). De plus, cet épitope a été
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largement utilisé dans des études impliquant diverses protéines sans pour autant
compromettre leurs fonctions (Jawhari et al., 2002; Kim et al., 2003; Wolfraim et
al., 2002). Troisiémement, I’utilisation de 1’épitope GFP (green Sluorescent
protein) au coté C-terminal de ’AMF-R a abouti a des résultats similaires
notamment par rapport a la dissociation d’avec les mitochondries. En effet, des
cellules Cos-7 transfectées avec AMF-R-GFP ont démontré une dissociation de
PAMF-R avec les mitochondries, tels qu'illustrés par les marquages en
immunofluorescence montrant un manque de colocalisation d’AMF-R et de hsp-
70 (voir Fig.5 de la section Article). Donc, I’ajout d’un épitope, indépendamment
de sa position N-terminale ou C-terminale, n’a, dans ce cas-ci, en rien influencé
les résultats obtenus. Il est & noter que la GFP posséde une masse de 30 kDa, et de
ce fait, serait un candidat beaucoup plus potent & altérer la fonction d’une
protéine donnée, et du méme coup, altérer sa distribution cellulaire tel qu’on

pourrait le voir en immunofluorescence.

2.1.2  Lignée cellulaire

La lignée cellulaire COS-7 est reconnue pour son efficacité dans les
techniques d’expression génique, de clénage, de production de petites quantités
de protéines recombinantes et de test d’efficacité des constructions (Edwards and
Aruffo, 1993). Elle a été principalement utilisée dans ces études pour son haut
taux de transfection et d’expression protéique transitoire. Tout au long de nos

travaux, les distributions de FLAG-AMF-R et d’AMF-R-GFP ont été similaires,
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et la question a savoir si la lignée cellulaire en est responsable se pose forcément.
Pour vérifier cette hypothése, les expériences ont été reproduites avec d’autres
lignées cellulaires, a savoir les cellules NIH-3T3, les cellules MDCK et les
cellules HT-1080, en utilisant AMF-R-GFP. Les résultats obtenus sont similaires
et présentent une distribution atypique de I’AMF-R dans les cellules transfectées,
ne semblant pas colocaliser avec la mitochondrie (voir Fig.6 section Article). Les
raisons pour le choix des deux premiéres lignées portent principalement sur leurs
utilisations antérieures relativement aux études effectuées sur I’ AMF-R. En effet,
les tubules d’AMF-R dans les NIH-3T3 sont trés bien caractérisés et ces cellules
ont permis I’identification de deux voies d’endocytose du complexe AMF/AMF-
R (Benlimame et al., 1998; Le et al.,, 2000). Quant aux cellules MDCK, elles
présentent de trés beaux tubules d’AMF-R et elles ont permis I’avancement dans
les études relatives a D’association de ’AMF-R avec la mitochondrie et
I’implication du calcium dans ce processus (Wang et al., 2000). Les résultats avec
les différentes lignées cellulaires, utilisant les épitopes FLAG ou GFP se
confirment entre eux, et n’attribuent pas la distribution particuliére de I’AMF-R

exogene a la lignée cellulaire.

2.1.3 Réle du domaine cytoplasmique

Le domaine cytoplasmique de I’AMF-R comporte des motifs importants

dont les domaines RING finger, CUE et plusieurs sites de phosphorylation

propres aux protéines dont la signalisation est capitale & leur fonction. Tout porte
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a croire que la surexpression est responsable de la distribution caractéristique de
"AMF-R et de sa dissociation des mitochondries. La surexpression couplée a la
multiplicité des domaines de I’AMF-R pourrait de maniére synergique favoriser
I’oligomérisation du récepteur. En effet, des études ont démontré que les
récepteurs couplés aux protéines G peuvent exister en tant que complexes
oligomériques (Milligan, 2001). La surexpression de I’AMF-R pourrait causer
une perturbation dans la fonction de cette oligomérisation déja existante, causant
une espéce de « sur-oligomérisation » se réflétant par la distribution

caractéristique de FLAG-AMF-R et sa dissociation des mitochondries.

2.2 Manque de colocalisation des marquages FLAG et AMF-R

Nos études ont démontré que les marquages FLAG et AMF-R ne
colocalisaient que partiellement et que la distribution d’AMF-R était différente de
celle attribuable 4 I’AMF-R endogene. En effet, lors de transfections transitoires
utilisant des lignées cellulaires telles que les Cos-7, ’on s’attend a obtenir une
colocalisation compléte entre la protéine endogéne et la protéine exogéne
marquée par un épitope. Les paragraphes suivants s’attarderont a expliciter les

raisons possibles pour lesquelles cela n’a pas été le cas dans nos expériences.

2.2.1 Epitope FLAG voilé
Les protéines sont reconnues pour prendre diverses conformations

dépendamment de plusieurs facteurs. Dans le cas présent, I’ajout de 1’épitope
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FLAG ou GFP aurait possiblement altéré la conformation du récepteur de sorte
que I’épitope ne soit pas accessible aux anticorps. Cela serait une explication

possible au manque de colocalisation des marquages FLAG et AMF-R.

2.2.2 Effet de la lactacystine sur la conformation

La lactacystine est un inhibiteur du protéasome aux effets cellulaires
connus. Toutefois, I’on pourrait spéculer sur ses effets sur la conformation de
I’AMF-R. En effet, les resultats démontrent une augmentation de la colocalisation
des marquages FLAG et AMF-R suite a un traitement prolongé a la lactacystine
(voir Fig.4 section Article). Il y a deux interprétations aux résultats de cette
expérience. La premiére étant que les sites ot 1’on observe une augmentation de
la colocalisation des marquages anti-FLAG et anti-AMF-R, suite au traitement a
la lactacystine, sont des sites responsables de 1’ubiquitination de ’AMF-R. Le
protéasome étant inactif, le FLAG-AMF-R normalement destiné a la dégradation
devient visible en immunofluorescence. Une seconde explication impliquerait un
effet possible de la lactacystine sur la conformation de I’ AMF-R. Cela signifierait
que le traitement a la lactacystine favoriserait une conformation ol I’épitope ne
serait plus caché a Ianticorps anti-FLAG. Toutefois, cette supposition reste a étre
vérifie, notamment par I’utilisation de d’autres inhibiteurs du protéasome tels

que le MG132.
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2.3 Bande de haut poids moléculaire en immunobuvardage

Le marquage en immunobuvardage révéle une bande a un haut poids
moléculaire révélée par I’anticorps dirigé contre 1’épitope FLAG sans pour autant
étre reconnue par I’anticorps monoclonal dirigé contre I’AMF-R. Ceci souléve
une question intéressante relativement aux diverses causes de I’absence de
reconnaissance de cette forme « lourde » par I’anticorps anti-AMF-R. L’ AMF-R
est un récepteur couplé aux protéines G, quoiqu’il soit atypique. Il n’en est pas
moins sujet a I’oligomérisation de cette sorte de récepteurs. En effet, des études
de co-immunoprécipitation démontrent de plus en plus I’existence des RCPGs
sous formes d’homo ou d’hétérodiméres, ou tout simplement d’oligoméres
(Milligan, 2001). La formation de ces oligomeéres stables pourrait masquer le site
de reconnaisance de I’anticorps anti-AMF-R. Il serait évidemment intéressant
d’avoir acceés a des anticorps anti-AMF-R autres que celui dont nous disposons
pour le moment, notamment des anticorps polyclonaux pouvant détecter ces
oligomeres. Il est & noter qu’une équipe a utilisé un anticorps polyclonal dirigé
contre ’AMF-R et n’a pu détecter ’AMF-R dans le RE lisse en
immunofluorescence (Fang et al., 2001). Leur marquage d’AMF-R réflétait un
marquage typique du réticulum sans voir de structures tubulaires lisses. Ces
résultats renforcent la théorie selon laquelle I’anticorps monoclonal reconnait les
formes correctement repliées et fonctionnelles de I’AMF-R. Pour pouvoir
confirmer que ces bandes de haut poids moléculaire sont bien des oligomeres, il
serait intéressant de tenter de les dissocier avec des conditions de SDS (détergent)

plus élevées.
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Une autre explication, serait la migration ralentie de formes mal repliées du
récepteur FLAG-AMF-R. La forme incorrectement repliée masquerait également
le site de reconnaissance de I’anticorps contre I’ AMF-R, et expliquerait I’absence
de bande de haut poids moléculaire dans Pimmunobuvardage contre I’AMF-R.
L’anticorps monoclonal dirigé contre I’AMF-R reconnait non seulement les
formes correctement repliées du récepteur mais €galement les formes
fonctionnelles (Nabi et al., 1990). Les études démontrent que dans les cellules de
mélanome B16-F1, I’ajout de I’anticorps monoclonal aux cellules avait pour effet
d’induire la motilité de celles-ci, de maniére similaire au facteur autocrine de
motilité (AMF) lui-méme (Nabi et al., 1990). Cette augmentation de motilité est
inhibée par la toxine de pertussis indiquant que cette motilité induite par
I"anticorps se fait également via la voie des protéines G sensible a la toxine de
pertussis. De plus cette motilité est inhibée lorsqu’on pré-incube les cellules avec
du milieu contenant de I’AMF, démontrant ainsi la compétition entre le ligand et
I’anticorps. Nous avons donc des raisons de croire que I’anticorps reconnait une
forme fonctionnelle, motile, correctement repliée de ’AMF-R, et que le FLAG-
AMF-R reconnu par cet anticorps a de fortes chances d’étre €galement
fonctionnel. L’absence de reconnaissance de la bande a haut poids moléculaire
par I’anticorps anti-AMF-R pourrait donc signifier la non-fonctionnalité des
agglomérats de récepteurs ou des récepteurs incorrectement repliés.

Un autre critére de fonctionnalité des récepteurs est leur déploiement 3 la
membrane plasmique. En ce qui a trait 4 ceci, nous avons essayé de faire un

marquage a 4°C sans pour autant y parvenir. Une des raisons de cet échec
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pourrait €tre qu’il y a une endocytose rapide, laissant donc peu de récepteurs
FLAG-AMF-R détectables en surface. Pour mieux approfondir cette voie, nous
avons effectué une endocytose de 30 minutes, et aprés un marquage avec
I"anticorps anti-FLAG, I’on pouvait voir en effet une endocytose du récepteur.
Des études plus approfondies, notamment par FACS (fluorescence-activated cell
sorter), méritent d’étre effectuées afin d’élucider la question du déploiement de

FLAG-AMF-R a la membrane plasmique.

3. Implications pour la fonction d’AMF-R

3.1 Monoubiquitination de I’AMF-R et relation avec Pendocytose

La monoubiquitination est un processus cellulaire de plus en plus étudié,
et est impliqué dans I’endocytose de protéines membranaires, le tri des protéines
dans les corps multivésiculaires, le bourgeonnement des rétrovirus, la réparation
de I’ADN, I’activité des histones et la régulation de la transcription (Haglund et
al., 2003a). Ces fonctions font contraste avec la polyubiquitination via la lysine
48 qui a un role bien caractérisé; celui-ci étant le ciblage des protéines au
protéasome 26S pour leur dégradation. Il est rapporté dans la littérature que la
polyubiquitination peut servir 4 d’autres fins que la dégradation lorsqu’elle
s’effectue via la lysine 29 ou la lysine 63 (Haglund et al., 2003a). Ces roles

incluent la réparation de I’ADN et I’endocytose.
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L’AMF-R est une E3 ubiquitine ligase qui pourrait médier autant sa
polyubiquitination que sa monoubiquitination dépendamment du contexte
cellulaire (localisation cellulaire et effecteurs protéiques) dans lequel il se trouve.
Un exemple classique de ceci est la protéine ubiquitine ligase Cbl. En effet, Cbl
meédie la polyubiquitination et la dégradation subséquente de plusieurs protéines
cytoplasmiques dont Sprouty et les tyrosines kinases src et abl (Rubin et al.,
2003; Soubeyran et al., 2003; Yokouchi et al., 2001). D’un autre c6té, cette méme
protéine est responsable de la monoubiquitination de plusieurs récepteurs a
activité tyrosine kinase et de la protéine adaptatrice CIN85 dans la voie
endocytotique (Haglund et al., 2002; Haglund et al., 2003b). Nos résultats
confirment ceux de Fang et al. (Fang et al., 2001), c’est-a-dire une sensibilité de
la dégradation de PAMF-R A la lactacystine, ce qui semble démontrer une
régulation de ’AMF-R par le protéasome via sa polyubiquitination pour sa
dégradation (Fang et al., 2001). Par ailleurs, nous avons détecté par
immunobuvardage, une forme de I’AMF-R reconnue par ’anticorps dirigé contre
Pubiquitine, qui semble étre une forme mono-ubiquitinée de ’AMF-R (voir
Fig.2, Article). L’ubiquitine pourrait ainsi s’avérer étre un commutateur (switch)
moléculaire intéressant régulant les diverses fonctions de I’AMF-R. 1l est connu
que ’AMF-R emprunte diverses voies d’endocytose dans la cellule. L’état
d’ubiquitination de PAMF-R pourrait potentiellement déterminer la voie

d’endocytose empruntée par la protéine et cela reste une voie d’étude 4 explorer.
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3.2 Surexpression d’AMF-R et implications

3.2.1 Cancer

Le role de ’AMF-R dans la motilité et la formation des métastases étant
bien établi, il importe de se pencher sur les mécanismes par lesquels la protéine
accomplit ces fonctions. Les études récentes ayant identifié ’AMF-R comme
étant une ubiquitine ligase (Fang et al., 2001) souléve des questions par rapport a
'implication de cette fonction relativement a la métastase. L’adhésion
intercellulaire, dans un modéle métastasique, est affectée et les molécules qui la
médient, telles que I’E-cadhérine, se trouvent a étre diminuées. La cadhérine E est
un suppresseur de tumeur empéchant I’invasion des cellules tumorales & partir de
la tumeur primaire (Guilford, 1999; Semb and Christofori, 1998). Des études ont
montré qu’une diminution de I’expression de la cadhérine E corrélait & une
augmentation du niveau d’AMF-R et une augmentation de la motilité (Otto et al.,
1994; Simard and Nabi, 1996). La possibilité que I’AMF-R régule cette protéine
via son activité d’ubiquitine ligase demeure et reste une avenue a explorer. De
plus, I’auto-ubiquitination de I’AMF-R pourrait étre un des mécanismes affectés
dans des conditions métastasiques.

Une autre protéine associée a8 I’AMF-R est la cavéoline-1. Notre équipe a
démontré que le taux d’endocytose de I’ AMF-R au réticulum endoplasmique lisse
est augmenté dans les cellules transformées par les oncogénes ras et abl et que
ces cellules exprimaient des niveaux réduits de cavéoline, et peu de cavéoles (Le

et al., 2002). La cavéoline est également un géne suppresseur de tumeur, et
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pourrait étre régulée par I’AMF-R via sa fonction d’ubiquitine ligase, directement

ou indirectement au niveau de la membrane plasmique.
3.2.2 Apoptose

L’apoptose, ou mort programmée, est un processus cellulaire essentiel a
I’embryogenése, la morphogenése des organes et I’homéostasie des tissus (Steller
1995; Jacobson et al., 1997). Un des mécanismes de I’apoptose mitochondriale
peut se resumer ainsi: pour que la pro-caspase 9 soit activée, les cofacteurs
cytochrome c et dATP doivent interagir avec Apaf-1 pour qu’ensuite la caspase-9
Initiatrice puisse activer la caspase-3 effectrice qui tuera la cellule par protéolyse
(Haga et al., 2003; Perkins et al., 2000). La dérégulation de plusieurs facteurs
associés a la mitochondrie, tels que Bcl-2, cytochrome ¢, Bax, Bik, Mn SOD,
Apaf-1 et caspase-9 est observée dans les cellules cancéreuses. La relache de la
protéine mitochondriale cytochrome ¢ chez les mammiferes entraine donc
’assemblage de ce que I’on appelle I’apoptosome, un complexe protéique
impliquant les protéines Apaf-1 et caspase-9, crucial au processus d’apoptose
(Joza et al, 2001). Des études récentes ont démontré une fonction anti-
apoptotique du complexe AMF/AMF-R dans des cellules humaines de
fibrosarcome HT-1080 surexprimant I’AMF (Haga et al., 2003). En effet, les
cellules transfectées n’exprimaient pas les protéines Apaf-1 et caspase-9 de
I’apoptosome et étaient résistantes au traitement a la mitomycine C, drogue

induisant I’apoptose et anti-cancéreuse, comparativement aux cellules témoins
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(Haga et al., 2003). Ces études ont donc mis en évidence une régulation de
I’expression des geénes Apaf-1 et caspase-9 par I’AMF via une voie de
signalisation complexe et donc, une régulation indirecte de la formation de
I’apoptosome par AMF/AMF-R.

On voit donc que la surexpression de I’AMF-R cause une perturbation au
niveau de la signalisation, influengant directement la régulation de molécules
apoptotiques telles que caspase-9 et Apaf-1. Notre étude illustre une perturbation
au niveau cellulaire représentée par la dissociation AMF-R/mitochondrie causée
par la surexpression d’AMF-R et incite dans de perspectives futures, 4 mieux
comprendre la nature de cette dissociation au niveau moléculaire et sa
contribution aux phénomenes métastasiques et apoptotiques.

Par ailleurs, I’identification des substrats d’AMF-R (Fig.2) par la
protéomique (immunoprécipitation, séquencage, spectroscopie de masse, etc..)
apportera certainement de nouvelles lumiéres, en permettant de découvrir si des
molécules apoptotiques se font dégrader par I’AMF-R a laquelle est conférée une

fonction d’ubiquitine ligase.

3.3 Corps multivésiculaires et ubiquitine pour dégradation

L’AMF-R en empruntant la voie dépendante de la clathrine, se retrouve
dans les corps multivésiculaires avant d’étre recyclé vers les fibrilles de
fibronectine (Le et al., 2000). L ubiqutine pourrait potentiellement jouer un réle
dans ce ciblage. Le sort des récepteurs de I’EGF est régulé par I’ubiquitination,

qui empéche leur recyclage a la surface et permet leur dégradation par les
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lysosomes (Levkowitz et al., 1998). De la méme maniére, le transport des
récepteurs de I'IL-2 des endosomes précoces aux endosomes tardifs est
dépendant de I’ubiquitine (Rocca et al,, 2001). De plus, I'ubiquitine est
responsable du ciblage de la perméase du tryptophane et d’autres acides aminés
du réseau trans-golgien aux endosomes (Beck et al., 1999; Helliwell et al., 2001).
Quoique le ciblage des protéines dans les corps multivésiculaires se fait autant de
maniére dépendante de |’ubiquitine qu’indépendante (Reggiori and Pelham,
2001), il existe une possibilité que ’ubiquitination pourrait étre tenue responsable
du ciblage de I’AMF-R dans les corps multivésiculaires et cette hypothese reste a

étre vérifiée.

3.4 Perspectives

Ces études démontrent clairement que 1’ubiquitination a un réle de pivot
dans la régulation de I’AMF-R. II sera intéressant de déterminer jusqu'a quel
point ce processus est impliqué dans la fonction de la protéine. Il semble difficile
de croire que la monoubiquitination de I’AMF-R se fasse au niveau du réticulum
endoplasmique, car tel n’est pas le cas pour plusieurs autres protéines dont
IEGF-R (Haglund et al., 2003a). La monoubiquitination au niveau de Ia
membrane plasmique pourrait déterminer laquelle des deux voies d’endocytose
empruntera I’AMF-R. Ces avenues restent a étre explorées. Des études effectuées
avec des protéines mutantes pour les domaines importants pour 1’ubiquitination
(RING et Cue) pourraient s’avérer utiles a cet effet. En effet, des études avec des

délétions de ces domaines ont été effectuées a des fins d’analyse du potentiel de
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dégradation avec le protéasome, mais pas dans un contexte d’endocytose (Fang et
al., 2001). De plus, I’identification par la protéomique de tous les effecteurs
contribuant a I’ubiquitination de I’AMF-R reste également une avenue a explorer.
L’AMF-R contient plusieurs domaines d’associations protéiques ; 1’identification
de ces protéines par des études de co-immunoprécipitation pourrait €claircir les
diverses fonctions de cette protéine et mieux cerner la nature de son implication
dans la formation des métastases.

En ce qui concerne 1’association mitochondriale de I’AMF-R, des études
plus poussées permettront de mieux cerner la nature de cette association dans des
systémes ou cette association est perturbée. Notre étude démontrant la
dissociation de ces deux organites causée par la surexpression de I’AMF-R ne fait
qu’entamer cette avenue de recherche. Des études similaires effectuées avec des
lignées cellulaires transfectées de maniére stable, ainsi qu’avec diverses lignées
métastasiques apporteront d’autres lumicres sur le sujet. De plus, des études
permettant de contréler le niveau calcique de ces cellules permettra également de
mieux comprendre la fonction du calcium dans la régulation de ’association
AMF-R/mitochondrie. Il va de soi que les travaux futurs se doivent de ne pas

négliger I’implication de tout ceci relativement a la motilité.
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