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RESUME 

La glycolyse anaerobique resulte en l'acidification du milieu extracellulaire et est 

associee a de multiples conditions physiologiques et pathologiques. La diminution du pH 

extracellulaire induit la detention de la proteine suppresseure de tumeurs VHL, une 

molecule impliquee dans la degradation du facteur induit par l'hypoxie (HIF), dans le 

nucleole jusqu'au degagement des protons. Ce processus est controle par le signal de 

detention nucleolaire regulee par H+ (NoDSH+). Nous avons observe que le NoDSH+ de 

VHL possede des arginines methylees a pH neutre qui diminuent l'affinite nucleolaire. 

Lors de l'accumulation d'ions H+ extracellulaires, la demethylation des arginines du 

NoDSH+ induit la sequestration nucleolaire de VHL. Ce processus est reverse suite a la 

neutralisation du milieu acidique par la remethylation des arginines et le relachement de 

VHL du nucleole. Cette decouverte est le premier exemple de la reversibilite de la 

methylation des arginines regulee par une constante physiologique et controlant un 

processus cellulaire, la sequestration nucleolaire. 
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1.1 LA PRODUCTION D'ENERGIE ET L'HYPOXIE 

1.1.1 Le metabolisme aerobique du glucose 

Afin d'assurer leur survie, leur developpement et leur reproduction, les 

organismes doivent constamment se procurer de l'energie au moyen de ralimentation. 

L'extraction de l'energie des aliments se fait grace au catabolisme des metabolites 

complexes tels que les proteines, les lipides et les polysaccharides. La digestion permet 

la degradation enzymatique des composes organiques polymeriques en molecules 

monomeriques, comme les acides amines, les acides gras et les sucres, qui sont ensuite 

generalement relachees dans le sang. Le glucose, un sucre compose de six carbones, est 

le carburant le plus couramment utilise par les cellules d'organismes multicellulaires 

complexes pour la production d'energie. La degradation du glucose permet aux cellules 

d'extraire l'energie emmagasinee dans les liaisons chimiques de ce monomere. Le 

catabolisme du glucose se fait en deux grandes etapes soient la glycolyse et la respiration 

cellulaire. 

La premiere etape de la degradation du glucose est la glycolyse. La glycolyse ne 

requiert pas d'oxygene moleculaire et peut done se produire en conditions ou la quantite 

d'oxygene est faible. Suite au transport du glucose du sang vers la cellule grace aux 

transporteurs de glucose, une serie de dix reactions enzymatiques prenant place dans le 

cytoplasme permet la production d'energie par la transformation d'une molecule de 

glucose en 2 molecules de pyruvate composees de trois carbones (Figure 1A). Cette 

sequence de reactions permet la production nette de deux molecules d'adenosine 

triphosphate (ATP) et la reduction de deux molecules de nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD+) en NADH. L'ATP est le transporteur d'energie le plus important 
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Figure 1: Le metabolisme aerobique du glucose. 

En conditions aerobiques, le catabolisme du glucose permet la production d'energie en 

deux grandes etapes soient la glycolyse et la respiration cellulaire. (A) La glycolyse 

degrade une molecule de glucose en 2 molecules de pyruvate et permet la production 

nette de deux molecules d'adenosine triphosphate (ATP) et de deux molecules de 

nicotinamide adenine dinucleotide reduit (NADH). La respiration cellulaire se divise en 

trois phases soient la decarboxylation du pyruvate, le cycle de l'acide citrique et la 

phosphorylation oxydative. (B) La decarboxylation oxydative du pyruvate produit 

1'acetyl-CoA, le substrat du cycle de l'acide citrique qui produit une molecule de 

guanosine triphosphate (GTP), trois molecules de NADH et une molecule de flavine 

adenine dinucleotide reduit (FADH2). (C) La phosphorylation oxydative permet la 

production de trois molecules d'ATP pour chaque molecule de NADH et de deux 

molecules d'ATP pour chaque molecule de FADH2. 
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des cellules et le NADH est un transporteur d'electrons riches en energie. 

La respiration cellulaire est la deuxieme etape du processus de degradation du 

glucose qui a lieu dans la mitochondrie. Cette etape necessite des molecules d'oxygene et 

permet d'extraire efficacement une grande quantite d'energie du glucose. La respiration 

cellulaire se divise en trois phases soient la decarboxylation du pyruvate, le cycle de 

l'acide citrique (cycle des acides tricarboxyliques (TCA) ou cycle de Krebs) et la 

phosphorylation oxydative. Tout d'abord, le produit de la glycolyse, le pyruvate, passe 

du cytosol a la mitochondrie. Durant la premiere phase de la respiration cellulaire, une 

molecule d'acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA) est produite grace a la decarboxylation 

oxydative du pyruvate (Figure IB). L'acetyl-CoA est le substrat de la deuxieme phase de 

la respiration cellulaire soit le cycle de l'acide citrique. Huit enzymes differentes sont 

impliquees dans le cycle de Krebs et les reactions organiques catalysees par celles-ci 

permettent la formation d'une molecule de guanosine triphosphate (GTP) et la reduction 

de trois molecules de NAD+ en NADH et d'une molecule de flavine adenine dinucleotide 

(FAD+) en FADH2 (Figure IB). La derniere phase de la respiration cellulaire est la 

phosphorylation oxydative qui permet la formation de plusieurs molecules d'ATP. Les 

transporteurs d'electrons riches en energie NADH et FADH2, produits lors de la glycolyse 

et du cycle de l'acide citrique, sont relocalises dans la membrane interne mitochondriale. 

A cet endroit, la reoxydation du NADH et du FADH2 en NAD+ et FAD+ respectivement 

permet de liberer leurs electrons qui sont transferee sur la chaine de transport des 

electrons. Les electrons se deplacent le long de la chaine pour produire, avec des 

molecules d'oxygene et des protons, des molecules d'eau et d'ATP (Figure 1C). Chaque 

molecule de NADH permet la production de trois molecules d'ATP tandis que deux ATP 
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sont formees pour chaque molecule de FADH2. En conditions aerobiques, le catabolisme 

d'une molecule de glucose par la glycolyse et la respiration cellulaire permet de produire 

un total de 36 molecules d'ATP. 

1.1.2 L'hypoxie et la glycolyse anaerobique 

Lorsque les quantites en oxygene moleculaire sont limitees, la respiration 

cellulaire ne peut pas se produire et done les cellules dependent de la glycolyse 

anaerobique pour la production d'energie. En conditions normoxiques, l'air 

atmospherique contient 21% d'oxygene alors qu'en conditions hypoxiques, le niveau 

d'oxygene atmospherique diminue a aussi peu que 1%. Les cellules debutent la glycolyse 

anaerobique lorsque la concentration en oxygene diminue de 50 a 70% (Gladden, 2001; 

Mekhail et al, 2004b). En conditions hypoxiques, la regeneration du cofacteur limitant 

de la glycolyse, le NAD+, est assuree par la fermentation homolactique (Figure 2). 

L'oxydation du NADH est catalysee par l'enzyme lactate dehydrogenase (LDH) et 

necessite le produit de la glycolyse, le pyruvate. Cette reaction enzymatique produit le 

NAD+ et l'acide lactique. Meme si la glycolyse anaerobique est moins efficace que la 

respiration cellulaire en ne produisant que deux molecules d'ATP par molecule de 

glucose, elle a l'avantage de rester fonctionnelle en conditions hypoxiques. Louis Pasteur 

a observe que les levures consommaient plus rapidement le glucose en conditions 

hypoxiques et que le processus de fermentation etait inhibe en conditions normoxiques, 

un phenomene nomme l'effet Pasteur (Racker, 1974). La molecule d'acide lactique, le 

produit de la fermentation, se dissocie entierement en un anion lactate et en un proton qui 

sont expulses de la cellule vers le milieu extracellulaire. L'accumulation d'ions 
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Figure 2: Le metabolisme anaerobique du glucose. 

En conditions anerobiques, une molecule de glucose est catabolisee en deux molecules de 

pyruvate par la glycolyse. Par la suite, la fermentation homolactique du pyruvate en 

lactate par l'enzyme lactate dehydrogenase (LDH) permet de regenerer le cofacteur 

limitant de la glycolyse, le NAD+. La glycolyse anaerobique permet la production nette 

de deux molecules d'ATP. 
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hydrogenes a l'exterieur de la cellule resulte en une acidification de l'environnement 

extracellulaire, un effet norame l'acidose induite par l'hypoxie. La fermentation 

homolactique a ete observee en conditions normoxiques par Otto Warburg dans les 

cellules cancereuses (effet Warburg) ce qui resulte egalement en une diminution du pH 

extracellulaire (Warburg, 1956a; Warburg, 1956b). 

1.1.3 Les consequences physiologiques de l'hypoxie 

Plusieurs conditions physiologiques et pathologiques sont associees a l'hypoxie. 

Une des conditions physiologiques les plus connues resultant en l'hypoxie est l'exercice 

musculaire. Lorsque l'activite musculaire est intense, la demande en energie augmente 

dans les fibres formant le muscle. Par contre, le systeme cardiovasculaire est limite et il 

ne peut pas delivrer du sang frais et rempli d'oxygene assez rapidement et en grande 

quantite aux fibres musculaires. Ceci resulte en une diminution du niveau d'oxygene 

offert au muscle durant l'exercice. Dans ces conditions, les fibres sont done forcees de 

synthetiser de l'ATP rapidement presque uniquement grace a la glycolyse anaerobique 

(Gladden, 2001; Allen et Westerblad, 2004). Ce changement de metabolisme du glucose 

dans les fibres musculaires en contraction resulte en une accumulation d'acide lactique 

(Hill et Lupton, 1923; Hill et al, 1924a; Hill et al, 1924b; Hill et al, 1924c; Gladden, 

2001; Allen et Westerblad, 2004). Avant, la croyance etait que l'accumulation d'acide 

lactique par les muscles provoquait une diminution de la performance musculaire, un 

phenomene appele fatigue musculaire (Hill et Kupalov, 1929; Fabiato et Fabiato, 1978). 

Par contre, quelques etudes sont venues opposer cette croyance en demontrant que 

l'acidification par l'accumulation d'acide lactique ne cause pas la fatigue musculaire mais 
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plutot protege les muscles contre ce phenomene (Nielsen et al, 2001; Pedersen et al, 

2004). 

Les premieres etapes du developpement embryonnaire chez les mammiferes se 

font dans un environnement avec des concentrations en oxygene tres faibles (Maltepe et 

Simon, 1998). La glycolyse anaerobique est le processus metabolique du glucose le plus 

utilise par l'embryon au debut de son developpement avant la formation d'un systeme 

vasculaire capable de transporter l'oxygene et les nutriments provenant de la mere 

(Akazawa et al, 1994; Maltepe et Simon, 1998). Les conditions hypoxiques auxquels est 

expose l'embryon agissent comme un stimulus et activent l'expression des genes 

responsables de la vascularisation (Maltepe et Simon, 1998). Suite a la formation du 

systeme vasculaire, l'embryon est expose a des niveaux d'oxygene et de glucose plus 

eleves provenant de la circulation de la mere. La phosphorylation oxydative devient le 

processus metabolique du glucose le plus convenable a ce stade du developpement 

(Akazawa et al, 1994; Maltepe et Simon, 1998). La production d'energie est plus 

efficace et plus importante ce qui augmente la vitesse de croissance de l'embryon 

(Maltepe et Simon, 1998). Des etudes ont demontre que le developpement embryonnaire 

des mammiferes est plus favorable dans un environnement d'environ 5% d'oxygene 

comparativement a 20% d'oxygene (Quinn et Harlow, 1978; Pabon et al, 1989; 

Thompson et al, 1990; Bernardi et al, 1996). De plus, l'exposition d'un embryon a un 

environnement de 20% d'oxygene diminue le nombre de divisions cellulaires et affecte 

son developpement. L'exposition a des conditions hypoxiques est done cruciale pour le 

developpement embryonnaire des mammiferes. 
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1.1.4 Les consequence pathologiques de l'hypoxie 

Une des conditions pathologiques les plus etudiees ou l'hypoxie est presente est le 

cancer. Les cellules cancereuses sont frequemment exposees a un environnement sans 

vascularisation et done a une faible concentration en oxygene (Maltepe et Simon, 1998; 

Gatenby et Gillies, 2004; Gatenby et Gillies, 2007). Ces cellules s'adaptent a l'hypoxie en 

s'engageant dans la glycolyse anaerobique du glucose pour subvenir a leur besoin 

energetique (Gatenby et Gillies, 2004). L'environnement hypoxique favorise les cellules 

capables de s'adaptees a cette condition et dans lesquelles la voie glycolytique est 

augmentee. Meme si les cellules sont par la suite exposees a une plus grande 

concentration en oxygene, la glycolyse du glucose persiste. La voie glycolytique est 

done continuellement augmentee dans les cellules cancereuses et permet l'adaptation aux 

conditions hypoxiques intermittentes. Ce phenotype glycolytique a ete observe en 

premier par Otto Warburg qui avait remarque que les tumeurs consommaient plus de 

glucose que les tissus normaux (Warburg, 1956a; Warburg, 1956b). La glycolyse 

aerobique du glucose, egalement appele l'effet Warburg, est uniquement observee dans 

les cellules cancereuses et est presente dans la plupart des cancers. En plus d'augmenter 

la glycolyse du glucose, le manque d'oxygene active l'expression des genes impliques 

dans la vascularisation pour stimuler la formation de vaisseaux sanguins autour de la 

tumeur (Maltepe et Simon, 1998). Ceci permettra le transport abondant du glucose 

necessaire a la glycolyse et a la croissance des cellules cancereuses et consequemment de 

la tumeur. Le metabolisme glycolytique du glucose resulte en une accumulation d'acide 

lactique dans l'environnement tumoral (Warburg, 1956a; Warburg, 1956b; Gatenby et 

Gillies, 2004; Gatenby et Gillies, 2007). II a ete demontre que l'acidification du milieu 
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extracellulaire confere un avantage aux cellules cancereuses en facilitant l'invasion 

(Gatenby et Gawlinski, 2003; Gatenby et Gillies, 2004; Smallbone et al, 2005; Gatenby 

et Gillies, 2007). L'acidification du milieu tumoral induit la degradation de la matrice 

extracellulaire, detruit les tissus normaux adjacents et stimule done l'invasion et la 

migration des cellules cancereuse ainsi que la metastase. 

1.2 LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION INDUIT PAR L'HYPOXIE 

1.2.1 Le complexe HIF et sa fonction 

Le facteur induit par l'hypoxie (HIF) est un facteur de transcription jouant un role 

critique dans le maintien de l'homeostasie oxygenique de la cellule (Semenza, 1999). 

Lorsque le niveau d'oxygene diminue dans la cellule, HIF active la transcription de plus 

de 100 genes codants pour des proteines impliquees dans les reponses cellulaires a 

l'hypoxie. Ces proteines incluent le facteur de croissance vasculaire endothelial (VEGF) 

qui declenche l'angiogenese, l'erythropoietine (EPO) qui stimule la production de 

globules rouges, le transporteur de glucose 1 (Glut-1) qui fait penetrer le glucose dans la 

cellule et l'enzyme lactate dehydrogenase (LDH) qui produit le lactate et le NAD+ avec 

les substrats NADH et pyruvate (Semenza et al, 1991; Semenza et Wang, 1992; Iyer et 

al, 1998; Semenza, 1999). HIF permet done de maintenir l'homeostasie oxygenique en 

augmentant la livraison d'oxygene aux cellules (VEGF et EPO) et en permettant 

l'adaptation, au niveau metabolique, des cellules a la baisse d'oxygene (Glut-1 et LDH). 

HIF est un heterodimere compose des sous-unites alpha (HIF-a) et beta (HIF-0 ou 

ARNT) (Hoffman et al, 1991; Wang et Semenza, 1995). HIF-P est exprime de maniere 

continuelle dans la cellule. Par contre, le taux intracellulaire de HIFa varie en en 
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fonction de la concentration en oxygene (Semenza, 1999). En conditions normoxiques, 

HIF-a est degrade par le proteasome mais en hypoxie, HIF-a est plutot stabilise. 

Quelques isoformes existent de la sous-unite alpha soient HIFla, HIF2a et HIF3a (Tian 

et al, 1997; Gu et al, 1998; Semenza, 1999). HIF-lot et HIF-2a sont les isoformes les 

plus etudies et ils ont des genes cibles communs ainsi que differents. Chaque sous-unite 

de HIF contient un domaine basique helice-boucle-helice (bHLH) qui permet la liaison a 

l'ADN (Hoffman et al, 1991; Wang et al, 1995; Jiang et al, 1996a; Semenza, 1999) 

(Figure 3A). HIF contient egalement un domaine PAS (Per-ARNT-Sim) qui, avec le 

domaine bHLH, permet l'heterodimerisation de HIF-a et p. La sous-unite alpha de HIF 

comporte deux signaux de localisation nucleaire (NLS), deux domaines de transactivation 

(TAD) et un domaine de regulation appele domaine de degradation dependant de 

l'oxygene (ODDD) (Jiang et al, 1996a; Huang et al, 1998; Kallio et al, 1998; Semenza, 

1999). Les TAD de HIF-a interagissent avec des co-activateurs pour induire la 

transcription des genes cibles (Jiang et al, 1996a; Kallio et al, 1998; Semenza, 1999). 

La transcription est activee par la liaison de HIF sur l'ADN aux elements de reponse a 

l'hypoxie (HRE) de sequence RCGTG (ou R est un G ou un A) se situant dans la region 

regulatrice des genes (Semenza et al, 1991; Semenza et Wang, 1992). 

1.2.2 La regulation de la stabilite de HIF par l'oxygene 

En conditions normoxiques, deux residus prolines se retrouvant dans l'ODDD de 

HIF-a sont modifiees post-traductionnellement, soient hydroxylees, par les enzymes 

nominees HIF prolyles hydroxylases (PHD) (Huang et al, 1998; Bruick et McKnight, 

2001; Epstein et al, 2001; Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001) (Figure 3B). Cette 
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Figure 3: Le complexe HIF et la regulation de sa stabilite. 

(A) Les sous-unites alpha et beta du facteur de transcription HIF sont presentees avec le 

domaine basique helice-boucle-helice (bHLH) ainsi que le domaine Per-ARNT-Sim 

(PAS). HIF-a contient egalement deux signaux de localisation nucleaire (NLS), deux 

domaines de transactivation (TAD) et un domaine de degradation dependant de l'oxygene 

(ODDD). (B) En conditions normoxiques, HIF-a est hydroxyle par les enzymes HIF 

prolyles hydroxylases (PHD). HIF-a hydroxyle est reconnu par la proteine suppresseure 

de tumeurs von Hippel Lindau (VHL) du complexe VBC-Cul2. Des residus ubiquitines 

sont ensuite ajoutes sur HIF-a par le complexe VBC-Cul2/ E3 ubiquitine ligase qui 

exporte le facteur dans le cytoplasme ou HIF-a est degrade par le proteasome 26S. (C) 

En conditions hypoxiques, les enzymes PHD sont inactives et HIF-a n'est pas hydroxyle 

ce qui resulte en une stabilisation et une accumulation du facteur. La dimerisation des 

deux sous-unites de HIF permet de former le facteur de transcription actif qui active la 

transcription des genes induit par l'hypoxie. 
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reaction enzymatique peut seulement se produire en presence d'oxygene puisque les PHD 

utilisent l'oxygene moleculaire comme substrat pour former les groupes hydroxyles 

(Bruick et McKnight, 2001; Epstein et al, 2001; Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001; 

Berra et al, 2006; Kaelin et Ratcliffe, 2008). HIF-a dans l'etat hydroxyle est reconnu par 

la proteine suppresseure de tumeurs von Hippel Lindau (VHL) (Maxwell et al, 1999; 

Ohh et al, 2000; Tanimoto et al, 2000; Min et al, 2002). VHL est une des composantes 

d'un complexe nomme VBC-Cul2 qui forme une E3 ubiquitine ligase (Kibel et al, 1995; 

Pause et al, 1997; Lonergan et al, 1998; Iwai et al, 1999; Kamura et al, 1999; Lisztwan 

et al, 1999). Par la suite, le complexe VBC-Cul2 catalyse le transfert de plusieurs 

residus ubiquitines sur HIF-a et exporte le facteur de transcription du noyau vers le 

cytoplasme ou a lieu la degradation de HIF-a par le proteasome 26S (Huang et al, 1998; 

Maxwell et al, 1999; Ohh et al, 2000; Groulx et Lee, 2002; Khacho et al, 2008b). 

En conditions hypoxiques, HIF-a n'est pas hydroxyle par les enzymes PHD du au 

manque d'oxygene moleculaire (Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001) (Figure 3C). Ces 

enzymes sont inactivees habituellement lorsque le niveau d'oxygene est inferieur a 5% 

(Jiang et al, 1996b; Berra et al, 2006; Kaelin et Ratcliffe, 2008). Les PHD agissent 

done comme des senseurs d'oxygene. Dans ces conditions, HIF-a est stabilise, accumule 

dans la cellule et se dimerise avec HIF-P formant le facteur de transcription HIF actif. 

L'heterodimere HIF se lie aux HRE et active la transcription des genes cibles. 
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1.3 LA PROTEINE SUPPRESSEURE DE TUMEURS VON HIPPEL LINDAU 

1.3.1 La structure de VHL 

Le gene VHL se retrouve sur le chromosome 3p25 et contient trois exons 

(Seizinger et al, 1988) (Figure 4A). Le gene VHL est transcrit en un ARN messager 

(ARNm) de 4.4 kb qui est exprime dans toutes les cellules et les tissus humains testes a 

ce jour (Latif et al, 1993; Los et al, 1996). L'ARNm VHL produit une proteine de 213 

acides amines (Iliopoulos et al, 1995). Un deuxieme codon d'initiation se retrouve sur 

l'ARNm de VHL au codon 54 et produit une proteine de 160 acides amines (Iliopoulos et 

al, 1998; Schoenfeld et al, 1998). Les deux isoformes de la proteine VHL ont des 

proprietes biochimiques similaires car ils s'associent aux memes proteines et 

accomplissent les memes fonctions. Les deux formes de la proteine VHL sont done 

actifs et le terme general VHL sera employe pour representer les deux isoformes 

(Iliopoulos etal, 1998; Schoenfeld etal, 1998). 

La proteine VHL comporte deux domaines soient un domaine beta, code par les 

exons 1 et 2, et un domaine alpha, code par l'exon 3 (Stebbins et al, 1999) (Figure 4A). 

Le domaine a permet l'association de VHL avec la proteine elongine C qui elle recrute les 

proteines elongine B, cullin-2 et Rbxl (Duan et al, 1995a; Duan et al, 1995b; Kibel et 

al, 1995; Pause et al, 1997; Lonergan et al, 1998; Iwai et al, 1999; Kamura et al, 

1999; Lisztwan et al, 1999; Stebbins et al, 1999) (Figure 4B). L'interaction de VHL 

avec ces quatre proteines produit un complexe nomme VBC-Cul2 qui forme une E3 

ubiquitine ligase (Iwai et al, 1999). Le domaine P permet a VHL de s'associer a la sous-

unite a du facteur HIF. Quatre liens hydrogenes et plusieurs interactions de van der 

Waals se forment entre les deux groupes hydroxyles retrouves sur les deux prolines dans 
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Figure 4: La structure, la formation du complexe et la localisation cellulaire de la 

proteine suppresseure de tumeurs von Hippel Lindau (VHL). 

(A) La proteine VHL est presentee avec le domaine alpha et le domaine beta qui permet 

l'association avec la sous-unite alpha du facteur de transcription HIF. Trois exons codent 

pour la proteine VHL de 213 acides amines. (B) Le complexe VBC-Cul2/ E3 ubiquitine 

ligase se forme par l'association du domaine alpha de VHL avec la proteine elongine C 

(El C) qui s'associe ensuite avec la proteine elongine B (El B) et cullin-2 (Cul-2). (C) La 

proteine VHL presente une localisation cellulaire principalement cytoplasmique et 

nucleaire. VHL a ete fusionnee a la proteine fluorescente verte (GFP). Des cellules 

MCF-7 ont ete transferees de maniere transitoire avec VHL-GFP ou GFP, comme 

controle, et la localisation cellulaire de ces proteines a ete determinee par microscopie a 

fluorescence de GFP. Les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. 
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le ODDD de HIFa en normoxie et quelques acides amines du domaine P de VHL 

(Maxwell et al, 1999; Ohh et al, 2000; Tanimoto et al, 2000; Min et al, 2002). 

1.3.2 Les fonctions et la distribution cellulaire de VHL 

La proteine VHL est impliquee dans plusieurs processus cellulaires dont la 

stabilisation des microtubules et la ciliogenese (Hergovich et al, 2003; Lutz et Burk, 

2006). De plus, VHL interagit avec la fibronectine et est necessaire pour l'assemblage 

correct de la matrice extracellulaire (Ohh et al, 1998). Par contre, la fonction premiere et 

la plus caracterisee de VHL est son role dans la reconnaissance, l'ubiquitination, 

l'exportation nucleaire et la degradation de HIF-a en normoxie. 

En conditions normoxiques et hypoxiques, la proteine VHL se retrouve 

principalement dans le compartiment cytoplasmique mais est egalement quelque peu 

localisee dans le noyau (Duan et al, 1995a; Lee et al, 1996; Los et al, 1996) (Figure 

4C). La localisation de VHL est affectee lorsque les cellules sont traitees avec des 

inhibiteurs de TARN polymerase II (ARN pol II) (Lee et al, 1999). L'export nucleaire de 

VHL est aboli par l'arret de la transcription par l'ARN pol II ce qui cause une 

redistribution complete de la proteine dans le noyau (Lee et al, 1999; Groulx et al, 

2000). VHL est done une proteine dynamique qui fait la navette entre le cytoplasme et le 

noyau. Notre laboratoire a recemment identifie le code regulant l'exportation nucleaire 

de VHL nomme le motif d'export nucleaire dependant de la transcription (TD-NEM) 

(Khacho et al, 2008a; Khacho et al, 2008b; Khacho et Lee, 2009) (Figure 4A). Le TD-

NEM de VHL est code par l'exon 2 et se retrouve dans le domaine p. L'exportation et 

l'importation nucleaire de VHL est essentiel pour le bon fonctionnement de la proteine. 
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L'inhibition de l'activite de l'ARN pol II en normoxie cause une augmentation de la 

stabilite de HIF-a puisque le facteur ne peut etre exporte dans le cytoplasme suite a son 

ubiquitination et n'est done pas degrade (Groulx et Lee, 2002; Khacho et al, 2008b). 

1.4 L E NUCLEOLE 

1.4.1 Le nucleole: un sous-compartiment nucleaire 

Le nucleole est la structure sous-nucleaire la plus predominate dont la fonction 

premiere est la biogenese des ribosomes (Dundr et Misteli, 2001; Lam et al, 2005; 

Hernandez-Verdun, 2006; Boisvert et al, 2007). La taille et le nombre de nucleoles 

varient selon le type cellulaire. Le nucleole est depourvu de membrane et est une 

structure dynamique dont l'assemblage depend de la transcription et du cycle cellulaire. 

Le nucleole se disassemble lorsque la cellule entre en mitose et lorsque la transcription 

est arretee. A la fin de la mitose, le nucleole s'assemble autour des groupes de genes 

d'ADN ribosomal (ADNr) qui sont repetes en tandem. Ces repetitions d'ADNr sont 47 kb 

de long et il en existe environ 180 copies qui proviennent de cinq chromosomes. Sur ces 

chromosomes, les regions ou sont regroupes les genes des ARNr se nomment 

organisateurs nucleolaires chromosomiques. Ces derniers sont la base de la structure et 

de l'organisation des nucleoles. 

Trois composantes ont ete identifiees a l'interieur du nucleole par microscopie 

electronique: les composantes granulaires (CG) dans lesquelles se retrouvent les centres 

fibrillaires (CF) entoures des composantes fibrillaires denses (CFD) (Dundr et Misteli, 

2001; Lam et al, 2005; Hernandez-Verdun, 2006; Boisvert et al, 2007). Chacun des 

trois compartiments sous-nucleolaires a des fonctions distinctes et est le lieu d'une ou de 
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quelques etapes du processus de la biogenese des sous-unites ribosomiques. Les 

proteines nucleolaires accumulent habituellement dans seulement un des trois 

compartiments sous-nucleolaires selon leurs roles dans la synthese des ribosomes. 

Grace a la possibilite d'isoler les nucleoles et aux techniques de spectrometrie de 

masse pour l'identification et l'analyse des proteines, plusieurs analyses proteomiques du 

nucleole ont ete realisees (Andersen et al, 2002; Scherl et al, 2002; Andersen et al, 

2005). Ces analyses ont permis de definir le proteome nucleolaire avec l'identification de 

plus de 700 proteines co-purifiants avec les nucleoles. Environ 30% des proteines 

nucleolaires possedent un role dans les differentes etapes de la production des ribosomes. 

Un certain nombre de proteines nucleolaires sont impliquees dans la regulation du cycle 

cellulaire, la replication et la reparation de l'ADN ainsi que la maturation des pre-ARNm. 

Le contenu proteique du nucleole est changeant et dynamique en fonction des conditions 

metaboliques (Andersen et al, 2005). De plus, les proteines nucleolaires sont 

dynamiques et font la navette entre les compartiments cellulaires (Borer et al, 1989; 

Phair et Misteli, 2000; Misteli, 2001; Lamond et Sleeman, 2003). Par exemple, la 

proteine fibrillarine demontre une localisation presque exclusivement nucleolaire. Par 

contre, a l'aide d'experience de photoblanchiment, une etude a demontre qu'en fait la 

fibrillarine est une proteine tres dynamique qui bouge rapidement a travers le 

nucleoplasme et qui s'associe et se dissocie d'avec le nucleole (Phair et Misteli, 2000). 

1.4.2 Les multiples fonctions du nucleole 

La fonction principale du nucleole est la production des sous-unites ribosomiques 

(Puvion-Dutilleul et al, 1991; Ginisty et al, 1998; Fatica et Tollervey, 2002; Tschochner 
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et Hurt, 2003; Boisvert et al, 2007). La synthese des ribosomes est un processus qui 

comporte plusieurs etapes et qui demande beaucoup d'energie. La premiere etape est la 

transcription des genes d'ADNr par l'ARN pol I pour former un seul transcrit precurseur, 

l'ARNr 47S. La synthese du pre-ARNr 47S a lieu a la jonction des CF et des CFD. Pour 

la formation complete d'un ribosome, les deux autres machineries transcriptionnelles sont 

necessaires soient l'ARN pol II, pour la synthese de l'ARNr 5S, et l'ARN pol III, pour la 

transcription des pre-ARNm des proteines ribosomiques. La deuxieme etape est 

l'assemblage des pre-ARNr avec les proteines ribosomiques, les facteurs non-

ribosomiques et les petites ribonucleoproteines nucleolaires (snoRNP). Le transcrit 

initial pre-ARNr 47S est ensuite clive pour former trois transcrits, les ARNr 28S, 18S et 

5.8S, et des modifications post-transcriptionnelles sont ajoutees sur ces transcrits. Les 

etapes d'assemblage, de traitement et de modification des ARNr ont lieu principalement 

dans les CFD. La quatrieme etape est la formation des deux sous-unites ribosomiques. 

L'ARNr 18S permet de former la petite sous-unite ribosomique tandis que les ARNr 28S, 

5.8S et 5S sont incorpores pour former la grande sous-unite ribosomique. Plusieurs 

proteines ribosomiques s'associent alors specifiquement avec une des deux sous-unites. 

La formation et l'assemblage des deux sous-unites ribosomiques ont lieu essentiellement 

dans les CG. L'etape finale de ce processus est l'exportation des deux sous-unites 

ribosomiques du noyau vers le cytoplasme. C'est dans le cytoplasme qu'a lieu les 

dernieres conversions pour former les deux sous-unites ribosomiques matures ainsi que 

l'assemblage pour former un ribosome complet et fonctionnel. 

Quelques etudes ont demontre que le nucleole avait un role dans la progression du 

cycle cellulaire. L'association de certaines proteines avec le nucleole a differentes etapes 
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du cycle cellulaire permet de controler leurs fonctions. Un exemple est la proteine du 

cycle de division cellulaire 14 (Cdcl4), une phosphatase qui promeut la sortie de la 

mitose (Shou et al, 1999; Visintin et al, 1999; Visintin et Anion, 2000; Boisvert et al, 

2007). Durant l'interphase, la proteine Cdcl4 est inactivee par son accumulation dans le 

nucleole ce qui previent une sortie mitotique non-controlee. Au debut de l'anaphase, 

Cdcl4 est relachee du nucleole pour devenir active et encourager la sortie de la mitose. 

Cette etude ainsi que quelques autres ont done demontre que la sequestration nucleolaire 

permet de modifier la localisation cellulaire et de controler l'activite des proteines 

impliquee dans la progression du cycle cellulaire (Shou et al, 1999; Visintin et al, 1999; 

Visintin et Amon, 2000; Wong et al, 2002; Khurts et al, 2004; Boisvert et al, 2007). 

Le nucleole coordonne egalement certaines reponses cellulaires au stress en 

sequestrant ou relachant des proteines suite au signal de stress. Un exemple est la 

proteine murine double minute 2 (Mdm2), une E3 ubiquitine ligase. En conditions 

normales, Mdm2 catalyse la degradation proteasomale de la proteine suppresseure de 

tumeurs p53. Par contre, en presence de signaux de stress cellulaires, Mdm2 est 

sequestree dans le nucleole pour inhiber la degradation de p53 (Tao et Levine, 1999; 

Weber et al, 1999; Zhang et Xiong, 1999; Visintin et Amon, 2000; Weber et al, 2000; 

Rubbi et Milner, 2003; Olson, 2004; Boisvert et al, 2007). Dans ces conditions, les 

niveaux de p53 augmentent ce qui permet l'induction des reponses au stress telles que 

l'arret du cycle cellulaire et l'apoptose. Une autre reponse cellulaire au stress regulee par 

le nucleole est la diminution de la transcription des genes d'ADNr (Mayer et al, 2005; 

Boisvert et al, 2007). En conditions de stress, le facteur de transcription specifique a 

l'ARN pol I TIF-1A est phosphoryle puis relocalise du nucleole au nucleoplasms pour 
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inhiber la synthese de l'ARNr. Ces etudes demontrent que le nucleole agit done comrae 

un senseur et un coordinateur des signaux de stress cellulaires. 

1.5 LA SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE DE VHL 

1.5.1 La relocalisation et la detention de VHL dans le nucleole en acidose 

En conditions aerobiques, la proteine VHL demontre une localisation cellulaire 

principalement cytoplasmique, est tres mobile et participe a la degradation de HIF-a 

(Figure 5A). En conditions hypoxiques, VHL conserve sa localisation cellulaire et sa 

propriete dynamique mais HIFa n'est pas degrade puisque les enzymes PHD sont 

inactivees (Figure 5A). En hypoxie, les cellules dependent de la glycolyse anaerobique 

pour la production d'energie. La fermentation homolactique qui s'ensuit resulte en une 

accumulation de protons dans le milieu extracellulaire et en une diminution du pH 

extracellulaire. Notre laboratoire a demontre que suite a une acidification du milieu 

extracellulaire, la proteine VHL est relocalisee vers un sous-compartiment nucleaire, le 

nucleole (Figure 5A) (Mekhail et al, 2004a). La relocalisation nucleolaire de VHL se 

fait en deux etapes; VHL est d'abord relocalisee du cytoplasme, ou la proteine est 

principalement localisee en conditions aerobiques, vers le noyau avant d'accumuler dans 

le nucleole (Mekhail et al, 2005). Le pH extracellulaire necessaire a la relocalisation 

nucleolaire de VHL varie entre 5.80 et 6.60 selon le type de cellule (Mekhail et al, 

2005). 

A l'aide d'experiences de photoblanchiment, notre laboratoire a demontre que 

VHL ne perd pas seulement sa localisation cellulaire principalement cytoplasmique en 

conditions acidiques en etant relocalisee dans le nucleole. VHL perd egalement ses 
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Figure 5: La detention nucleolaire de VHL en acidose et la regulation de HIF-a. 

(A) En conditions acidiques, la proteine VHL est relocalisee et sequestree dans le 

nucleole. Des cellules MCF-7 ont ete transfectees de maniere transitoire avec VHL-GFP 

ou GFP, comme controle, et la localisation des proteines a ete determinee par 

microscopie a fluorescence de GFP. Les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. (B) 

L'acidification du milieu extracellulaire en hypoxie induit la detention de VHL dans le 

nucleole. Dans ces conditions, HIF-a n'est pas hydroxyle ce qui resulte en sa 

stabilisation. HIF-a accumule dans la cellule, se dimerise avec HIF-P et la transcription 

des genes induit par l'hypoxie est activee. (C) VHL est sequestree dans le nucleole suite 

a la reoxygenation des cellules acidiques ou lors de l'effet Warburg, soit l'acidification du 

milieu extracellulaire en normoxie. HIF-a est hydroxyle par les enzymes PHD mais la 

detention nucleolaire de VHL previent l'ubiquitination et la degradation proteasomale de 

HIFa. HIF-a est done stabilise et la dimerisation des deux sous-unites de HIF active la 

transcription des genes cibles. 

22 



proprieties mobiles et dynamiques en etant capturee par le nucleole rendant VHL 

immobile et statique (Mekhail et al, 2005). Ce changement dans la mobilite de VHL 

n'est pas observe dans les proteines nucleolaires, telles que fibrillarine et B23, qui se 

deplacent entre les compartiments cellulaires et qui sont mobiles et dynamiques meme en 

acidose. En conditions acidiques induites par l'hypoxie, HIFa n'est pas degrade et la 

dimerisation des sous-unites alpha et beta de HIF permet la transcription de leurs genes 

cibles (Mekhail et al, 2004a; Mekhail et al, 2004b) (Figure 5B). 

Suite a une reoxygenation des cellules acidiques, VHL reste detenue par le 

nucleole (Mekhail et al, 2004a) (Figure 5A). La sequestration nucleolaire de VHL est 

aussi observee dans les cellules effectuant la fermentation homolactique en conditions 

normoxiques et acidifiant leur milieu extracellulaire (Mekhail et al, 2004a), phenomene 

connu sous le nom d'effet Warburg (Warburg, 1956a; Warburg, 1956b). Dans ces 

conditions, meme si les enzymes PHD sont activees par la presence d'oxygene, HIFa 

n'est pas degrade et la transcription des genes induit par l'hypoxie est activee (Mekhail et 

al, 2004a; Mekhail et al, 2004b) (Figure 5C). 

La detention nucleolaire de VHL est un phenomene reversible puisque la 

neutralisation du milieu acidique induit le relachement de la proteine du nucleole 

(Mekhail et al, 2004a; Mekhail et al, 2005). VHL regagne sa localisation cellulaire 

cytoplasmique ainsi que sa propriete dynamique et recupere son role dans la degradation 

de HIF-a (Mekhail et al, 2004a; Mekhail et al, 2004b; Mekhail et al, 2005). 
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1.5.2 Le maintient de l'equilibre energetique par VHL sequestree dans le nucleole 

En conditions aerobiques, la cellule produit l'energie necessaire aux nombreux 

processus cellulaires en degradant des molecules de glucose par la glycolyse et la 

respiration cellulaire. Lorsque le niveau d'oxygene diminue, les cellules s'engagent dans 

la glycolyse anaerobique du glucose pour la production d'ATP. Les cellules essaient de 

s'adapter a ces conditions drastiques en augmentant le taux glycolytique pour maintenir 

leur equilibre energetique necessaire a leur survie. Par contre, en condition prolongee 

d'hypoxie, le niveau eleve de glycolyse anaerobique pour la production d'ATP ne peut 

pas compenser pour la perte de la respiration cellulaire et les cellules finissent par 

manquer d'energie ce qui cause leur mort. Notre laboratoire a demontre que les cellules 

s'engageant dans la fermentation homolactique, resultant en l'accumulation d'ions H+ 

extracellulaires, conservaient leur equilibre energetique et assuraient leur survie en 

diminuant la demande energetique pour correspondre a la production d'energie limitee 

(Mekhail et al, 2006). Cette observation est en accord avec l'idee que l'acidification du 

milieu extracellulaire protege les cellules exposees a des faibles quantites d'oxygene dans 

certaines conditions physiologiques et pathologiques telles que la contraction musculaire 

et le cancer. La diminution de la demande en energie se fait en limitant la synthese 

d'ARNr (Mekhail et al, 2006) qui est le processus cellulaire consommant le plus 

d'energie, soit entre 50 et 80% de l'energie totale cellulaire (Schmidt, 1999; Thomas, 

2000; Holzel et al, 2005). La restriction de la transcription de l'ADNr en acidose 

necessite la sequestration nucleolaire de VHL et l'interaction de VHL avec l'ADNr 

(Mekhail et al, 2006). Lorsque 1'expression de la proteine VHL est restreinte, la 

demande energetique n'est pas diminuee et la synthese d'ARNr n'est pas limitee en 
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conditions acidiques. Ces cellules n'ont pas beneficie des effets positifs de l'acidose en 

conditions hypoxiques ce qui a cause un desequilibre energetique et la mort cellulaire 

(Mekhail etal, 2006). 

1.5.3 Regulation de la detention nucleolaire de VHL par le motif NoDSH+ 

Plusieurs proteines dependent de sequences peptidiques specifiques et communes 

pour leur localisation vers des compartiments cellulaires delimites par une membrane 

telles que les signaux de localisation nucleaire et d'exportation nucleaire (NLS et NES 

respectivement) (Conti et Izaurralde, 2001; Kutay et Guttinger, 2005; Lee et al, 2006). II 

existe egalement des signaux avec quelques similarites localisant des proteines vers des 

compartiments sous-nucleaires depourvus de membranes. Par contre, ces signaux ne 

presentent pas de sequences peptidiques specifiques et communes. Par exemple, le signal 

de localisation nucleolaire (NoLS) peut varier en sequence de quelques acides amines a 

plus d'une centaine de residus selon les proteines (Weber et al, 2000; Catez et al, 2002; 

Hiscox, 2002). 

Une analyse par mutagenese de la proteine VHL, realisee par notre laboratoire, a 

permis d'identifier un fragment compose des acides amines 100 a 130 de VHL ayant la 

capacite d'etre relocalise et detenu par le nucleole suite a une accumulation d'ions H+ 

extracellulaires (Mekhail et al., 2005). Ce nouveau signal de localisation sous-nucleaire 

a ete nomine le signal de detention nucleolaire regulee par H+ (NoDSH+) (Mekhail et al, 

2005; Mekhail et al, 2007). Une analyse plus poussee du NoDSH+ a permis d'identifier 

trois regies auxquelles le motif doit se conformer pour une activite optimale: 1- au moins 

un domaine d'arginines permettant le ciblage sous-nucleaire (STAD) de sequence 
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RR(I/L)X3r ou la derniere arginine a plutot un role accessoire, 2- plus d'un domaine 

hydrophobique permettant le ciblage sous-nucleaire (STHD) compose de trois residus 

soient L(<|)/N)(V/L) et 3- le STAD doit se retrouver dans une region ayant une probability 

faible de desordre structurel (Mekhail et al, 2007) (Figure 6A). Suite a une 

accumulation d'ions H+ extracellulaires, le code NoDSH+ est active et controle la 

relocalisation et la detention de VHL dans le nucleole. Le NoDSH+ est inactive par la 

neutralisation du milieu extracellulaire acidique permettant ainsi le relachement de VHL 

du nucleole et le regain de la localisation cellulaire cytoplasmique de VHL et de sa 

mobilite. 

1.5.4 NoDSH+ dans d'autres proteines 

Avec l'identiflcation d'un nouveau signal de localisation sous-nucleaire 

specifique, le NoDSH+, notre laboratoire s'est questionne sur la possibilite que d'autres 

proteines que VHL pourraient contenir ce code et seraient sequestrees dans le nucleole en 

acidose. A l'aide d'une recherche detaillee dans une banque de donnees, quelques 

proteines ayant un role primordial dans des metabolismes cellulaires de base ont ete 

trouvees contenant un motif NoDSH+ (Mekhail et al, 2007). Ces proteines incluent la 

sous-unite catalytique pi25 de l'ADN polymerase delta (DNA pol 8 pi25), la sous-unite 

1 du facteur de transcription general TFIID (TAF1), la sous-unite alpha du facteur du 

demarrage de la traduction eIF2B (eIF2Ba) et la proteine de choc thermique constitutive 

70 (Hsc70). Ces quatre proteines ainsi que quelques autres ont en fait ete relocalisees 

vers le nucleole suite a une accumulation d'ions H+ extracellulaires peu importe leurs 

localisations cellulaires en conditions aerobiques (Mekhail et al, 2007; Dias, 2009). Ces 
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N o D S H + : {[RR(l/L)X3r(probabilitefaiblededesordrestructurel)] (n n ^ + [L ( ( I ) /N) (LA/ ) ] ( n n i 1 ) } 

# 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 

Fragments 
et mutations 

107-113 
138-137 
107-113 + 128-137 
107-113, R107A+128-137 
107-113, R108A+128-137 
107-113, 1109A+128-137 
107-113, R113A + 138-137 

106-122 
106-122, G106A 
106-122, Gs>As 
106-122, R107A 
106-122, R108A 
106-122, Y112A 
106-122, R113A 
106-122, R108A-H110A 
106-122, F119A-R120A 
106-122, GRR>As 
106-122, L116A 
106-122, LWL>As 
106-122, LWL>As-R107A 
106-122, Rs>As 
106-122, Rs>Ds 
106-122, Rs>Ks 

Sequence en 
acides amines 

AARRIHSYR 
LLVNQTELFV 

AARRIHSYRLLVNQTELFV 
AAARIHSYRLLVNQTELFV 
AARAIHSYRLLVNQTELFV 
AARRAHSYRLLVNQTELFV 
AARRIHSYALLVNQTELFV 

GRRIHSYRGHLWLFRDA 
ARRIHSYRGHLWLFRDA 
ARRIHSYRAHLWLFRDA 
GARIHSYRGHLWLFRDA 
GRAIHSYRGHLWLFRDA 
GRRIHSARGHLWLFRDA 
GRRIHSYAGHLWLFRDA 
GRAIASYRGHLWLFRDA 
GRRIHSYRGHLWLAADA 
AAAIHSYRGHLWLFRDA 
GRRIHSYRGHAWLFRDA 
GRRIHSYRGHAAAFRDA 
GARIHSYRGHAAAFRDA 
GAAIHSYAGHLWLFADA 
GDDIHSYDGHLWLFDDA 
GKKIHSYKGHLWLFKDA 

Localisation 
nucleolaire 

_ 
. 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
. 
-
. 
-

% detenu dans 
le nucleole 

NA 
NA 

75% 
56% 
54% 
55% 
69% 

60% 
60% 
60% 
45% 
43% 
58% 
55% 
43% 
59% 
30% 
0% 
0% 
NA 
NA 
NA 
NA 



Figure 6: Le motif NoDS et l'importance des arginines. 

(A) La constitution du signal de detention nucleolaire regulee par H+ (NoDSH+) est 

presentee. (B) Une analyse des mutations a ete effectuee sur des fragments de VHL ou les 

arginines ont ete substitutes pour des alanines, des aspartates ou des lysines. Des cellules 

MCF-7 exprimant de maniere transitoire les fragments de VHL avec les divers mutations 

fusionnes a la proteine fluorescente verte (GFP) ont ete cultivees en hypoxie dans du 

milieu a pH 6.0. La localisation sous-cellulaire des fragments a ete marquee + pour une 

localisation nucleolaire ou - pour une localisation non-nucleolaire. L'affinite des 

fragments pour le nucleole a ete mesuree et est representee en pourcentage de la fraction 

detenue dans le nucleole qui a ete determinee par une analyse de la perte de fluorescence 

au cours d'un photoblanchiment local (FLIP) (Mekhail et al, 2007). 
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proteines sont egalement detenues de maniere statique par le nucleole en acidose. Cette 

decouverte suggere qu'en plus de la stabilisation de HIFa par la sequestration nucleolaire 

de VHL, d'autres mecanismes cellulaires, tels que la replication de l'ADN, la transcription 

et la traduction, seraient controles en acidose par la detention nucleolaire des proteines 

regulant ces processus de base. Plusieurs reponses cellulaires seraient done declenchees 

suite a l'acidification du milieu extracellulaire par la detention nucleolaire de proteines 

impliquees dans des processus cellulaires de base, possiblement pour diminuer la 

demande en energie, conserver l'equilibre energetique et assurer la survie. 

1.5.5 Les arginines du NoDSH+ de VHL sont crudales pour son activite 

L'analyse mutationnelle de la proteine VHL, qui a permis d'identifier le motif 

NoDSH+, a clairement demontre la grande importance des arginines du STAD pour une 

activite complete (Mekhail et al, 2007). La figure 6B presente les principales mutations 

de certains acides amines dans deux fragments de VHL qui ont permis de determiner 

rimportance des arginines du STAD. La localisation sous-cellulaire des mutants a ete 

marque + pour une localisation nucleolaire ou - pour une localisation non-nucleolaire. 

La fraction des mutants detenus par le nucleole a ete mesuree par une analyse de la perte 

de fluorescence au cours d'un photoblanchiment local (FLIP) et est representee en 

pourcentage. Lorsque chacune des arginines ou une combinaison de deux arginines du 

STAD sont substitutes pour une ou deux alanines respectivement, la relocalisation des 

mutants vers le nucleole n'est pas affectee, mais par contre leur detention nucleolaire est 

diminuee de 5 a 30% (mutants #4, 5, 7, 11, 12,14, 15 et 17). Lorsque toutes les arginines 

du STAD sont substitutes pour des alanines, des aspartates ou des acides amines de 
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meme charge, soient les lysines, les mutants ne sont ni relocalises, ni detenus dans le 

nucleole (mutant #21 a 23). Les arginines du STAD sont done cruciales pour la 

sequestration du NoDSH+VHL dans le nucleole et elles ne peuvent pas etre changees pour 

aucun autre acide amine. 

1.6 LA METHYLATION 

1.6.1 La methylation: une modification post-traductionnelle 

Les modifications post-traductionnelles permettent de reguler certains processus 

cellulaires en affectant la stabilite, la localisation cellulaire et la fonction des proteines. 

La phosphorylation, l'acetylation, la methylation et l'hydroxylation sont quelques-unes 

des nombreuses modifications post-traductionnelles possibles. La methylation est l'ajout 

d'un groupe methyle (-CH3) sur un atome d'azote, d'oxygene, de carbone ou de soufre se 

retrouvant dans la chaine laterale d'un acide amine. La JV-methylation est l'ajout d'un 

groupe methyle sur l'azote des acides amines arginine, lysine, histidine, glutamine et 

asparagines. Un, deux ou trois groupes methyles peuvent etre ajoutes sur l'atome d'azote 

du groupe amine de la chaine laterale de la lysine. Une arginine peut recevoir un ou deux 

groupes methyles sur les atomes d'azote se retrouvant dans le groupe guanidinium de la 

chaine laterale de cet acide amine. II y a deux formes d'arginines dimethylees soient 

asymetrique, lorsque les deux groupes methyles se retrouvent sur le meme atome d'azote, 

ou symetrique, lorsqu'un groupe methyle est place sur chacun des deux atomes d'azote. 

Les enzymes responsables de la iV-methylation des arginines et des lysines se nomment 

JV-methyltransferases. Ces dernieres catalysent le transfert d'un groupe methyle 
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provenant du substrat donneur nomme S-adenosylmethionine (AdoMet) a un atome 

d'azote de l'acide amine. 

1.6.2 Les processus cellulaires regules par la methylation des arginines 

La methylation des arginines possede une panoplie de fonctions biologiques en 

controlant la fonction des proteines. La methylation des arginines possede un role 

important dans plusieurs etapes du metabolisme de TARN (Bedford et Richard, 2005; 

Boisvert et al, 2005a; Pahlich et al, 2006; Bedford et Clarke, 2009). Parmi celles-ci, les 

etapes d'initiation et d'elongation de la transcription d'une panoplie de genes est regulee 

a la fois par la methylation des arginines des histones et des proteines non-histones mais 

egalement par certaines enzymes responsables de la methylation des arginines qui 

agissent comme des co-activateurs et co-represseurs de la transcription (Chen et al, 

1999; Fabbrizio et al, 2002; Pal et al, 2003; Pal et al, 2004; Richard et al, 2005; 

Ancelin et al, 2006; Dacwag et al, 2007; Ramon-Maiques et al, 2007; Hou et al, 2008; 

Kleinschmidt et al, 2008; Lacroix et al, 2008; Yadav et al, 2008; Zhao et al, 2008). 

Par exemple, la methylation des arginines du facteur d'elongation transcriptionnelle SPT5 

regule son interaction avec l'ARN pol II et controle done l'etape d'elongation de la 

transcription (Kwak et al, 2003). 

La methylation des arginines jouerait un role important dans le signal de 

dommage a l'ADN (Boisvert et al, 2003; Charier et al, 2004; Huyen et al, 2004; Adams 

et al, 2005; Bedford et Richard, 2005; Boisvert et al, 2005b; Boisvert et al, 2005d; 

Boisvert et al, 2005e; El-Andaloussi et al, 2006; Pahlich et al, 2006; El-Andaloussi et 

al, 2007; Dery et al, 2008; Bedford et Clarke, 2009). La proteine 53BP1 est impliquee 
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dans la detection, le signal et la reparation des dommages a l'ADN et une etude a 

demontre que la dimethylation asymetrique des arginines de cette proteine est requise 

pour sa liaison a l'ADN (Charier et al, 2004; Huyen et al, 2004; Adams et al, 2005; 

Boisvert et al, 2005e). Une autre proteine impliquee dans le signal et la reponse des 

dommages a l'ADN, MRE11, contient des arginines asymetriquement dimethylees qui 

regulent l'activite enzymatique exonuclease de cette proteine (Boisvert et al., 2003; 

Boisvert et al, 2005c; Boisvert et al, 2005b; Dery et al, 2008). 

La methylation des arginines est impliquee dans la localisation nucleolaire et dans 

le transport nucleaire et cytoplasmique de certaines proteines (Najbauer et al., 1993; 

Pintucci et al, 1996; Shen et al, 1998; Nichols et al, 2000; Aoki et al, 2002; Green et 

al, 2002; Cote et al, 2003; Lukong et Richard, 2004; Smith et al, 2004; Bedford et 

Richard, 2005; Pahlich et al, 2006; Iacovides et al, 2007; Bedford et Clarke, 2009; Shin 

et al, 2009). L'accumulation nucleaire de quelques proteines, telles que Sam68 et FGF2, 

et la localisation nucleolaire de la proteine ribosomique S3 necessitent la methylation des 

arginines (Pintucci et al, 1996; Green et al, 2002; Cote et al, 2003; Smith et al, 2004; 

Shin et al, 2009). Par contre, pour d'autres proteines, comme hnRNP, la methylation des 

arginines est impliquee dans leur export nucleaire (Najbauer et al, 1993; Shen et al, 

1998; Aoki et al, 2002). 

1.6.3 Les enzymes responsables de la methylation d'arginines 

La formation des arginines monomethylees (MMA), symetriquement dimethylees 

(sDMA) et asymetriquement dimethylees (aDMA) est catalysee par une famille 

d'enzymes appelees proteines arginines methyltransferases (PRMT) (Bedford et Richard, 
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2005; Boisvert et al, 2005a; Pahlich et al, 2006; Bedford, 2007; Bedford et Clarke, 

2009). Un total de neuf PRMT ont ete identifiees jusqu'a maintenant soient les PRMT1 a 

-9 (Pahlich et al, 2006; Bedford et Clarke, 2009). Les PRMT sont classifies en type I 

(PRMT1, -3, -4 ou CARM1, -6 et -8) ou type II (PRMT5 et -7) (Figure 7A) (Gary et 

Clarke, 1998; Bedford et Richard, 2005; Bedford et Clarke, 2009). L'activite des 

enzymes PRMT2 et -9 n'a pas encore ete caracterisee (Bedford et Clarke, 2009). Les 

PRMT catalysent le transfert d'un groupe methyle du substrat donneur S-

adenosylmethionine (AdoMet) a un atome d'azote se retrouvant dans le groupe 

guanidinium de la chaine laterale de l'arginine pour former une arginine methylee et S-

adenosylhomocysteine (AdoHcy) (Figure 7B) (Bedford et Richard, 2005). Les deux 

types d'enzymes PRMT catalysent la formation d'une MMA. Les PRMT de type I 

produisent des aDMA tandis que les PRMT de type II forment des sDMA. Les PRMT-1, 

-3 et -8 methylent generalement des arginines entourees de un ou plusieurs residus 

glycine, une sequence connue sous le nom de motif riche en glycines et arginines (GAR) 

(Najbauer et al, 1993; Tang et al, 1998; Frankel et al, 2002). En plus des motifs GAR, 

la PRMT6 methyle des arginines de quelques substrats particuliers (Frankel et al, 2002; 

Boulanger et al, 2005; Miranda et al, 2005; Sgarra et al, 2006; El-Andaloussi et al, 

2007; Guccione et al, 2007; Hyllus et al, 2007; Iberg et al, 2008). La PRMT4 ou 

CARM1 quant a elle ne realise pas la methylation des motifs GAR mais methyle plutot 

des arginines de quelques substrats specifiques et des arginines entourees de motifs PGM 

riches en prolines, glycines, methionines et arginines se retrouvant dans les facteurs 

d'epissage (Bedford et al, 1998; Lee et Bedford, 2002; Lee et al, 2005a; Cheng et al, 

2007). La methylation par les PRMT de type II, soient les PRMT5 et -7, s'effectue sur 
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Figure 7: Les reactions de methylation des arginines par les enzymes PRMT. 

(A) La methylation des arginine est catalysee par les enzymes proteine arginine 

methyltransferase (PRMT) de types I et II et la liste de ces enzymes est presentee. (B) 

Les PRMT de type I et II catalyse l'ajout d'un groupe methyle provenant du substrat 

donneur S-adenosylmethionine (AdoMet) sur un des deux atomes d'azote du groupe 

guanidinium d'une arginine pour former une arginine monomethylee et S-

adenosylhomocysteine (AdoHcy). L'ajout d'un deuxieme groupe methyle sur le meme 

atome d'azote produit une arginine asymetriquement dimethylees et est catalyse par les 

PRMT de type I. Lorsque le deuxieme groupe methyle est place sur l'autre atome d'azote 

par les PRMT de type II, l'arginine est symetriquement dimethylee. 
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des arginines des motifs GAR ainsi que sur des residus arginines isoles (Pollack et al, 

1999; Friesen et al, 2001; Meister et al, 2001; Lee et al., 2005b; Cheng et al., 2007; 

Gonsalvez et al., 2007; Neuenkirchen et al., 2008). La PRMT5 peut egalement methyler 

les arginines se retrouvant dans une region riche en motifs PGM (Cheng et al., 2007). 

1.6.4 La reversibilite de la methylation des arginines 

Pendant plus de trente ans, la croyance etait que la methylation etait un processus 

enzymatique irreversible et statique, contrairement a la phosphorylation et l'acetylation 

qui sont des modifications post-traductionnelles reversibles (Bannister et Kouzarides, 

2005; Klose et al, 2006a; Pahlich et al, 2006; Klose et Zhang, 2007; Shi et Whetstine, 

2007; Bedford et Clarke, 2009). Cette croyance etait basee sur des etudes demontrant 

que la demi-vie des histones etait tres similaire a celle des groupes methyles sur les 

arginines et les lysines des histones et done que les groupes methyles etaient stables sur 

ces residus (Byvoet et al, 1972; Duerre et Lee, 1974). De plus, le fait qu'aucune enzyme 

demethylase n'ait ete identifiee appuyait l'idee que la methylation etait irreversible. C'est 

en 2004 que tout changea avec l'identification de la premiere enzyme demethylase, 

LSD1, reversant la methylation des lysines des histones (Shi et al, 2004). La meme 

annee, une enzyme nominee peptidylarginine deaminase 4 (PADI4) a ete identifiee 

convertissant les arginines monomethylees en residus citrullines par une reaction de 

demethylimination (Figure 8) (Cuthbert et al, 2004; Wang et al, 2004). PADI4 catalyse 

egalement une reaction de deimination transformant les arginines en citrullines (Cuthbert 

et al, 2004; Raijmakers et al, 2007). L'enzyme PADI4 bloque les reactions de 

methylation sur les arginines et les MMA en convertissant ces residus en citrullines 
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Figure 8: Les reactions de deimination, demethylimination et demethylation des 

arginines. 

Une arginine peut etre convertie en residu citrulline par une reaction de deimination 

accomplie par l'enzyme peptidylarginine deaminase (PADI4). L'enzyme PADI4 catalyse 

egalement la reaction de demethylimination sur une arginine monomethylee pour 

produire une citrulline. La proteine contenant un domaine Jumonji 6 (JMJD6) est une 

demethylase catalysant le retrait d'un groupe methyle des arginines methylees. 
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(Cuthbert et al, 2004; Wang et al, 2004). De plus, la dimethylation des arginines bloque 

les reactions de demethylimination et deimination et la production de residus citrullines 

par PADI4 (Cuthbert et al, 2004). Meme si PADI4 n'est pas une demethylase 

d'arginines, cette enzyme regule l'expression genique en controlant la methylation et la 

citrullination des arginines des histones (Cuthbert et al, 2004; Wang et al, 2004). Deux 

ans plus tard, plusieurs etudes ont identifiees une famille d'enzymes, les proteines 

Jumonji C, demethylant les lysines des histones (Cloos et al, 2006; Fodor et al, 2006; 

Klose et al, 2006b; Tsukada et al, 2006; Whetstine et al, 2006; Yamane et al, 2006). 

Par la suite, la premiere demethylase d'arginine, nommee la proteine contenant un 

domaine Jumonji 6 (JMJD6), a ete decouverte (Chang et al, 2007). JMJD6 demethyle 

l'arginine 2 de l'histone 3 (H3R2) et l'arginine 3 de l'histone 4 (H4R3) et catalyse la 

demethylation des arginine monomethylees ainsi que dimethylees (Figure 8). Par contre, 

l'activite demethylase de JMJD6 est remise en question par la recente decouverte 

demontrant que JMJD6 effectue plutot l'hydroxylation des lysines (Webby et al, 2009). 

1.7 RAISONNEMENT 

En acidose, le code NoDSH+ est active declenchant la sequestration nucleolaire de 

VHL. Suite a la neutralisation du milieu acidique, le NoDSH+ est inactive provoquant le 

relachement de VHL du nucleole. Le motif NoDSH+ est retrouve dans quelques proteines 

impliquees dans des processus cellulaires de bases, telles que DNA pol 8 pi25 et Hsc70, 

et active leur detention nucleolaire en acidose (Mekhail et al, 2007). Le motif NoDSH+ 

contient un domaine STAD riche en arginines. Les arginines du STAD sont cruciales et 

ne peuvent pas etre substitutes pour tout autre acide amine sans entrainer la perte de la 
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fonction du NoDSH+ de VHL. Comme le NoDSM , d'autres signaux de localisation 

nucleolaire contiennent des sequences riches en residus arginines (Siomi et ah, 1988; 

Dang et Lee, 1989; Cochrane et ah, 1990; Moroianu et Riordan, 1994; Weber et ah, 

2000; Catez et ah, 2002; Hiscox, 2002; Pellar et DiMario, 2003). Contrairement au 

NoDSH+, la substitution des arginines dans certains de ces signaux de localisation 

nucleolaire pour des acides amines de meme charge, soient les lysines, n'affecte pas leur 

fonction (Pellar et DiMario, 2003). Ces observations suggerent que les arginines du 

NoDSH+ pourraient posseder un role independant de leur charge positive dans la 

sequestration nucleolaire. Certaines etudes ont demontre que la localisation nucleolaire 

de proteines etait controlee par des modifications post-traductionnelles telles que la 

phosphorylation et la methylation d'arginines (Catez et ah, 2002; Shin et ah, 2009). De 

plus, la methylation des arginines regule le transport et la localisation cytoplasmique et 

nucleaire de certaines proteines (Pintucci et ah, 1996; Shen et ah, 1998; Aoki et ah, 

2002; Smith et ah, 2004; Bedford et Richard, 2005; Pahlich et ah, 2006; Bedford et 

Clarke, 2009). Vu rimportance des residus arginines dans le motif NoDSH+ et 

l'implication de la methylation dans la localisation cellulaire de proteines, nous suggerons 

que l'activite du code NoDSH+ est controlee par la methylation des arginines. 

1.8 HYPOTHESE 

I T ] t 

La methylation des arginines du motif NoDS controle l'activite du code et la 

sequestration nucleolaire des proteines selon la concentration en ions H+ extracellulaires. 
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1.9 OBJECTIFS 

Objectif #1: Examiner le role de la methylation dans la sequestration nucleolaire du 

NoDSH+ et de VHL. 

La localisation cellulaire et la sequestration nucleolaire de la proteine VHL et du 

motif NoDSH+ de VHL fusionnes a GFP seront suivies par microscopie de fluorescence 

dans des cellules vivantes traitees avec des inhibiteurs de methylation dans differentes 

conditions d'oxygene et de pH. 

Objectif #2: Analyser l'etat de methylation des arginines du NoDSH+ en conditions 

neutres et acidiques. 

Par western, la reconnaissance de differents anticorps specifiques aux arginines 

methylees pour la proteine VHL sera comparee en conditions neutres et acidiques. De 

plus, l'etat de methylation des arginines du NoDSH+ de VHL ainsi que d'une deuxieme 

proteine, Hsc70, sera determine en conditions neutres et acidiques par spectrometrie de 

masse. 

Objectif #3: Determiner l'effet de l'etat de methylation des arginines sur 1'affinite du 

NoDS pour le nucleole. 

La sequestration nucleolaire de differents peptides du NoDSH+ de VHL avec des 

etats de methylation des arginines varies et des substitutions des arginines sera etudiee. 

Les peptides seront micro-injectes dans des cellules vivantes pour suivre leur localisation 

cellulaire par microscopie. De plus, l'affinite des peptides pour le nucleole sera examinee 

in vitro par des mesures d'absorbance. 
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Objectif #4: Investiguer l'etat et le role de la methylation des arginines du NoDS 

apres la neutralisation du milieu acidique et le relachement nucleolaire. 

Par spectrometrie de masse, le statut de methylation des arginines du NoDSH+ de 

VHL sera examine suite a la neutralisation du milieu extracellulaire acidique. Le role de 

la methylation dans le relachement nucleolaire de la proteine VHL sera etudie avec 

l'utilisation d'inhibiteurs de methylation. 
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CHAPITRE 2: METHODES 
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2.1 CELLULES 

Les cellules MCF-7 ont ete obtenues d'American Type Culture Collection 

(Manassas, VA). 

2.2 CULTURE CELLULAIRE 

Les cellules ont ete maintenues dans du milieu Dulbecco's modified Eagle 

medium (DMEM) complete avec du serum foetal bovin a 5% volume/volume (v/v) et de 

la penicilline-streptomycine a 1% v/v dans un environnement a 37°C et a 5% CO2. Les 

cellules cultivees en hypoxie ont ete incubees dans une chambre hypoxique a 37°C sous 

une atmosphere a 1% O2, 5% CO2 et balancee au N2. Pour les experiences d'acidose de 

courte duree, les cellules ont ete cultivees en hypoxie jusqu'a 4 heures dans du milieu 

neutre a pH 7.2 ou acidique a pH 6.0. Le milieu neutre se compose de DMEM complete 

avec du serum foetal bovin a 5% v/v et de la penicilline-streptomycine a 1% v/v. Le 

milieu acidique est du DMEM sans tampon ajustee a pH 6.0 avec du HC1. Pour les 

experiences d'acidose de longue duree, les cellules ont ete cultivees en hypoxie pendant 

22 heures dans du milieu standard a pH 7.2 ou dans du milieu permettant l'acidose induite 

par l'hypoxie a pH 6.0 (Mekhail et ah, 2004a). Ces milieux sont du DMEM sans tampon 

completes avec du serum foetal bovin a 5% v/v et avec de la penicilline-streptomycine a 

1% v/v. Du NaHC03 a une concentration finale de 44mM a ete ajoute aux milieux et le 

pH a ete ajuste avec du HC1 a 7.2 pour le milieu standard ou a 6.0 pour le milieu 

permettant l'acidose induite par l'hypoxie. De fair a ete incorpore aux deux milieux a 

temperature de la piece pour que le pH se stabilise a 7.2. Le pH du milieu permettant 
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l'acidose induite par l'hypoxie est lentement revenu au pH original de 6.0 en hypoxie sur 

une duree de 22 heures alors que le pH du milieu standard est reste a 7.2. 

2.3 PLASMIDES 

Le NoDSH+ de VHL, le fragment de VHL endogene constitue des acides amines 

100 a 130 ainsi que VHL humain pleine longueur ont ete clones dans pcDNA3.1 entre le 

marqueur Flag en position N-terminale et la proteine fluorescente verte (GFP) en C-

terminale comme decrit precedemment (Lee et al, 1999; Bonicalzi et al, 2001; Groulx et 

Lee, 2002; Mekhail et al, 2005; Mekhail et al, 2007). PK-GFP consiste de pyruvate 

kinase (PK) et de GFP en position C-terminale (Groulx et al, 2000). F-NoDSH+VHL-

PK-GFP a ete genere en inserant le NoDSH+ de VHL dans F-PK-GFP entre le marqueur 

Flag en position N-terminale et PK en utilisant les sites de restriction Apal et Xhol. F-

NoDSH+VHL-PK-GFP-NLS a ete genere en inserant le NoDSH+ de VHL entre le 

marqueur Flag en position N-terminale et PK en utilisant les sites de restriction Apal et 

Xhol dans F-PK-GFP-NLS qui contient un signal de localisation nucleaire (NLS) 

provenant de l'antigene large T du simian virus 40 (Groulx et al, 2000). Le domaine de 

degradation dependant de l'oxygene (ODDD) de HIFl-a des acides nucleiques 967 a 

1800 a ete clone dans F-NoDSH+VHL-GFP entre le NoDSH+VHL et GFP en position C-

terminale en utilisant le site de restriction Xhol. 

2.4 TRANSFECTIONS 

Les cellules MCF-7 ont ete transfectees de maniere transitoire en utilisant le 

reactif de transfection Effectene (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Les cellules 

transfectees ont ete cultivees pendant 24 heures en conditions standards avant d'effectuer 
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des traitements. La population de cellules MCF-7 exprimant de maniere stable F-

NoDSH+VHL-PK-GFP a ete generee en transfectant des cellules MCF-7 avec F-

NoDSH+VHL-PK-GFP avec le reactif de transfection Effectene suivi d'une selection avec 

l*agentG418. 

2.5 TRAITEMENTS AVEC LES DROGUES 

Aux endroits indiquees, les cellules ont ete traitees a 37°C avec l'inhibiteur de 

traduction cycloheximide (chx: Sigma, St-Louis, MO) a une concentration finale de 100 

mg/mL, avec les inhibiteurs de methylation 5'-(methylthio)adenosine (MTA: Sigma) et 

adenosine periodate oxyde (AdOx: Sigma) a des concentrations finales de lOOmM et 

lOmM respectivement ou avec le controle dimethylsulfoxide (DMSO). 

2.6 SOLUBILITE PAR TRITON 

Les experiences de solubilite par Triton ont ete realisees comme precedemment 

decrites (Mekhail et al., 2007). Les cellules ont ete recoltees puis resuspendues dans du 

tampon de transport a 4°C contenant du Hepes a 20mM, de l'acetate de potassium a 

HOmM, de l'acetate de sodium a 5mM, de l'acetate de magnesium a 2mM, du EGTA a 

ImM, du dithiothreitol (DTT) a 2mM ainsi que les inhibiteurs de proteases leupeptine a 2 

ug/mL, aprotinine a 2 ug/mL et pepstatine A a 1 ug/mL qui ont ete ajoutees a la solution 

juste avant l'utilisation. Les cellules ont ete laissees sur glace pour equilibrees pendant 1 

minute avant d'ajouter le detergent Triton-X a 1% v/v. La permeabilisation a ete suivie 

par microscopie de fluorescence avec le colorant Hoechst 33258 (Sigma) qui colore 

seulement l'ADN des cellules permeabilisees. Les cellules ont ensuite ete centrifugees 

pour separer la fraction Triton-X insoluble de la fraction Triton-X soluble. Les deux 
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fractions ont ensuite ete lysees a une concentration finale de 5% sodium dodecyl sulfate 

(SDS) dans du tampon phosphate salin (PBS) IX afin d'obtenir des volumes finals egaux 

pour les deux fractions. 

2.7 ISOLATION DE NUCLEOLES PAR GRADIENTS DE SUCROSE 

Les nucleoles de cellules MCF-7 ont ete isoles comme precedemment decrit 

(Andersen et al, 2002; Mekhail et al, 2007). Environ 8 X 107 cellules MCF-7 ont ete 

recueillies par trypsinisation, lavees quelques fois dans du IX PBS puis incubees sur 

glace pendant 6 minutes dans une solution hypotonique a 4°C contenant du Hepes a 

lOmM, du MgCl2 a 1.2mM, du DTT a 0.5 mM. Les cellules ont ensuite ete 

homogeneisees sur glace a l'aide d'un homogeneiseur de Dounce jusqu'a ce qu'environ 

90% des cellules soient lysees tout en gardant les noyaux intacts. Le lysat cellulaire a ete 

centrifuge a 300 forces centrifuges relatives (rcf) pendant 7 minutes a 4°C. Le culot de 

centrifugation, qui se compose principalement de noyaux, a ete resuspendu dans une 

solution contenant du sucrose a 0,25M et du MgCb a lOmM (solution SI) avant d'etre 

depose sur une deuxieme solution contenant du sucrose a 0,35M et du MgCb a 0.5mM 

(solution S2). Le tout a ete centrifuge a 2000 rcf pour 7 minutes a 4°C. Le culot, 

constitue maintenant de noyaux purs, a ete resuspendu dans la solution S2. Les noyaux 

ont ensuite ete soniques sur glace 8 fois pendant 20 secondes avec des intervalles de 20 

secondes entre chaque sonication a l'aide d'un sonicateur 3000 ultrasonic liquid processor 

(Misonix Inc., Farmingdale, NY) regie au niveau 1.0 ou 6W. Le materiel sonique a ete 

depose sur une solution contenant du sucrose a 0,88M et du MgCi2 a 0,5mM (solution 

S3) et le tout a ete centrifuge a 3100 rcf pendant 15 minutes a 4°C. Le culot de 
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centrifugation compose de nucleoles a ete lave avec la solution S2 puis centrifuge a 2000 

rcf pendant 7 minutes. Le culot qui contient maintenant les nucleoles purs a ete 

resuspendu dans la solution S2 pour etre conserve a -80°C. La purete des nucleoles 

isoles a ete evaluee par microscopie en lumiere et par western a l'aide d'anticorps 

specifiques pour des proteines nucleolaires telles que fibrillarine et cytoplasmiques telles 

que Hsp60. 

2.8 IMMUNOPRECIPITATION 

Les cellules MCF-7 exprimant de maniere stable ou transitoire F-NoDSH+VHL-

PK-GFP, F-VHL-GFP ou F-100-130VHL-GFP ont ete lysees dans du tampon de lyse 

contenant du Igepal CA620 a 0,5%, du NaCL a lOOmM, du Tris-HCl (pH 7,6) a 20mM, 

du MgCb a 5mM et du orthovanadate de sodium a ImM ainsi que les inhibiteurs de 

proteases leupeptine a 2 ug/mL, aprotinine a 2 ug/mL et pepstatine A a 1 ug/mL qui ont 

ete ajoutees a la solution juste avant l'utilisation. Les lysats cellulaires ont ensuite ete 

incubes avec des billes proteine G-agarose prefixees de l'epitope Flag M2 (Sigma), 

prelavees quelques fois avec du tampon Tris salin (TBS) IX, en rotation pour toute la 

nuit a 4°C. Les billes ont ensuite ete lavees quatre fois avec du IX TBS puis eluees avec 

des peptides Flag (Sigma). 

2.9 WESTERN 

Pour les lysats cellulaires totaux, les cellules ont ete lavees quelques fois avec du 

IX PBS puis lysees avec une solution de 5% SDS dans du IX PBS. L'ADN a ete brisee 

en passant le lysat quelques fois a travers une aiguille de 19 gauge. La concentration en 

proteines des lysats cellulaires a ete determinee par la methode de l'acide bicinchoninique 
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(BCA) (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). Les echantillons ont ete separes 

sur des gels de polyacrylamide contenant du SDS puis transferes sur des membranes de 

polyvinylidene difluoride (PVDF). Les membranes ont ete bloquees dans une solution de 

lait ecreme a 5% poids/volume dans du IX PBS contenant du Tween 20 a 0,2% v/v puis 

incubees avec les anticorps primaires suivants: les anticorps monoclonaux de souris anti-

Flag M2 (Sigma), anti-Hsp60 (Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI) ou anti-Hsc70 

(Abeam, Cambridge, MA), les anticorps polyclonaux de lapin anti-fibrillarine (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-SYMlO et anti-SYMll reconnaissants les 

arginines symetriquement dimethylees ou anti-ASYM24 reconnaissant les arginines 

asymetriquement dimethylees (re9us de Dr. Jocelyn Cote, Universite d'Ottawa, Ottawa 

ON) ainsi que l'anticorps polyclonal de poulet anti-GFP (AVES Lab Inc., Tigard, OR). 

Les membranes ont ensuite ete lavees quelques fois avec du IX PBS contenant du Tween 

20 a 0,2% v/v puis sondees avec les anticorps secondaires de souris (GE Healthcare 

Biosciences Corp., Piscataway, NJ), de lapin (Chemicon International, Temecula, CA) ou 

de poulet (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) conjugues a la 

peroxidase de raifort. Les membranes ont ete lavees quelques fois avec du IX PBS 

contenant du Tween 20 a 0,2% v/v avant la detection en utilisant le reactif a 

chimiluminescence Western Lightning Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus 

(PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA). 
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2.10 COLORATION A L'ARGENT 

Les produits d'immunoprecipitations ont ete separes sur des gels de 

polyacrylamide contenant du SDS puis colores a l'argent selon le protocole du 

manufacturier (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). 

2.11 SPECTROMETRY DE MASSE 

La chromatographic en phase liquide couplee a la spectrometrie de masse en 

tandem (LC/MS-MS) a ete realisee par Dr. Rulin Zhang de WEMB Biochem Inc. 

(Toronto, ON, Canada). Les proteines de fusion F-NoDSH+VHL-PK-GFP 

immunoprecipitees ont ete extraites des gels colores a l'argent puis digerees avec les 

enzymes chymotrypsine et GluC dans du tampon Tris (pH 8.1) a 20mM pour toute la nuit 

a 30°C. Les produits digeres ont ete nettoyes a l'aide de colonnes CI8 ZipTip. La 

solution de peptides obtenue a ensuite ete purifiee par chromatographic liquide en phase 

inverse. Par la suite, les peptides purifies ont ete ionises par electronebuliseur pour 

former des ions desolvates et charges positivement avant d'etre analyses par 

spectrometrie de masse en tandem (Graves et Haystead, 2002). Une premiere 

spectrometrie de masse a permis d'analyser individuellement les masses des peptides en 

solution avant de choisir un groupe d'ions ayant un ratio masse/charge (m/e) superieur a 

un certain nombre pour la prochaine etape. Un ion peptide specifique a ete selectionne 

du groupe d'ions isole de 1'etape precedente puis a ete fragmente en plus petits peptides 

dans la chambre a collision. Les fragments du peptide dont la charge se situe a 

Pextremite N-terminale sont des ions b tandis que les fragments dont la charge se situe a 

l'extremite C-terminale sont des ions y. Une deuxieme spectrometrie de masse a permis 
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d'analyser le ratio m/e des fragments du peptide. Les resultats de fragmentation des 

peptides ont ete rassembles a l'aide du systeme LCQ Deca XP (ThermoFinnigan, CA, 

USA) et d'un gradient d'acide acetique a 0,1% dans de l'eau (solution A) et d'acide 

acetique a 0,1% dans de l'acetonitrile (solution B) sur un temps de 90 minutes. Les 

resultats preliminaries ont ete traites avec le logiciel Bioworks version 3.1. La 

spectrometrie de masse en tandem a permis de deduire la sequence en acide amines d'un 

certain peptide en generant une serie de fragments dont la masse differe par un seul acide 

amine (Graves et Haystead, 2002). De plus, cette technique a permis de determiner la 

presence de modification post-traductionnelle sur un acide amine en comparant la masse 

d'un acide amine nu a celle d'un acide amine avec une certaine modification post-

traductionnelle. Par exemple, une arginine nue possede une masse moleculaire de 174.20 

tandis qu'une arginine monomethylee possede une masse moleculaire de 188.2265 soit la 

masse d'une arginine de 174.20 additionne a la masse d'un groupe methyle de 14.0265. 

La spectrometrie de masse par desorption-ionisation laser assistee par matrice -

par temps de vol (MALDI-TOF-MS) a ete realisee par Dr. Dan Mamelak de Custom 

Biologies (Mississauga, ON, Canada). Les proteines endogenes Hsc70 ont ete extraites 

des gels colores a l'argent puis digerees avec l'enzyme LysC avant d'etre analysees par 

MALDI-TOF-MS. 

2.12 PEPTIDES 

Les peptides ont ete synthetises par W. M. Keck Foundation Biotechnology 

Resource Laboratory (New Haven, CT). Tous les peptides sont d'une longueur de 21 
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residus et contiennent un groupement COOH libre a leur extremite C-terminale ainsi que 

le marqueur fluorescent rhodamine (Rho) a leur extremite N-terminale. 

2.13 MICROINJECTIONS 

Les peptides ont ete dilues dans l'eau a une concentration finale de lOOug/mL puis 

introduits aux extremites d'aiguilles Femtotips II (Eppendorf Inc., Mississauga, ON, 

Canada). Les cellules ont ete cultivees dans des plats de culture de 35mm contenant une 

base recouverte de verre (MatTek Corporation, Ashland, MA) avant d'etre microinjectees 

vivantes avec les peptides a 150hPa (0.5s) a l'aide d'un systeme Eppendorf semi-

automatise equipe d'un microinjecteur Femtojet, d'un micromanipulateur 5171 

(Eppendorf Inc.) et d'un microscope Zeiss Axiovert SI00 (Carl Zeiss Microimaging Inc., 

Thornwood, NY). 

2.14 IMAGERIE DE FLUORESCENCE SUR CELLULES VIVANTES 

Les cellules ont ete cultivees dans des plats de culture de 35mm contenant une 

base en verre (MatTek Corporation). Les cellules vivantes microinjectees avec les 

peptides fusionnes a la rhodamine ou exprimant de maniere transitoire des proteines de 

fusion marquees avec GFP ont ete visualisees a l'aide d'un microscope Axiovert S100TV 

(Carl Zeiss Microimaging Inc.) equipe d'un objectif 1.2 C-Apochromat a immersion d'eau 

de puissance 40X. Les images ont ete visualisees a l'aide d'une camera digitale a 

dispositif de transfert de charge (Empix, Mississauga, ON, Canada) et du logiciel 

Northern Eclipse (Empix). L'ADN a ete coloree au Hoechst 33342 (Sigma). 
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CHAPITRE 3: RESULT ATS 
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3.1. LES INHIBITEURS DE METHYLATION AFFECTENT LA CINETIQUE DE LA 

SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE DE V H L ET DU N O D S H + V H L 

Dans cette etude, nous sommes interesses a examiner le mecanisme de detention 

nucleolaire des proteines contenant un motif NoDSH+ suite a l'acidification du milieu 

extracellulaire. Nous croyons que la methylation des arginines du NoDSH+ est impliquee 

dans la regulation de l'activite du code et dans la detention nucleolaires des proteines. 

Pour realiser cette etude, nous avons travaille avec la proteine VHL et avec un NoDSH+ 

provenant de VHL. Le NoDSH+ de VHL a ete reconstitue a sa plus petite forme, c'est-a-

dire que tous les acides amines superflus n'etant pas necessaires a l'activite du code ont 

ete retires. Le NoDSH+ reconstitue de VHL contient le ST AD N-terminal de la proteine, 

se composant des acides amines 107 a 113 de VHL (RRIHSYR), qui a ete fusionne a 

deux STHDs, se situant entre les residus 128 et 137 de la proteine (LLVNQTELFV) 

(Figure 6B mutant #3). 

Pour tester notre hypothese, nous avons comme premiere experience examine les 

effets d'inhiber la traduction des proteines sur la relocalisation nucleolaire de VHL et du 

NoDSH+VHL. Cette experience rapide et simple permettra de determiner si les proteines 

VHL et NoDSH+ presentes lors de 1'initiation de l'acidose sont celles relocalisees vers le 

nucleole ou si la synthese de nouvelles proteines est necessaire pour la sequestration 

nucleolaire. Des cellules MCF-7 ont ete transferees de maniere transitoire avec VHL ou 

le NoDS + reconstitue de VHL qui sont tous deux fusionnes a la proteine fluorescente 

verte (GFP) pour suivre leur localisation cellulaire par microscopie de fluorescence sur 

cellules vivantes. Ces cellules ont ete cultivees en hypoxie dans du media a pH 7.2 ou a 

pH 6.0 et traitees avec un inhibiteur de la traduction, la cycloheximide (chx). Nous avons 
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constate que le traitement avec la cycloheximide n'a pas affecte la localisation cellulaire 

I T I t 

de VHL et du NoDS VHL en conditions neutres et n'a pas empeche la sequestration 

nucleolaire de VHL ni du NoDSH+VHL en conditions acidiques (Figure 9A). Ces 

resultats suggerent que les proteines VHL et NoDSH+VHL presentes avant le debut de 

l'acidose sont celles sequestrees dans le nucleole et que ce ne sont pas des proteines VHL 

et NoDSH+VHL nouvellement traduites suivant le debut de l'acidose qui sont detenues 

dans le nucleole. 

Puisque ce sont les proteines presentes avant l'initiation de l'acidose qui sont 

sequestrees dans le nucleole, nous pouvons envisager la possibilite que le motif NoDSH+ 

soit modifie au niveau post-traductionnel par la methylation suite a l'accumulation d'ions 

H+ extracellulaires pour permettre la sequestration nucleolaire des proteines. Nous avons 

done decide de tester la possibilite que les arginines du NoDSH+VHL soient methylees 

pour permettre la sequestration nucleolaire. Des cellules MCF-7 exprimant de maniere 

transitoire NoDSH+VHL-GFP ont ete soumises a un traitement avec un inhibiteur general 

de la methylation, le 5'-(methylthio)adenosine (MTA). MTA est un produit de S-

adenosylmethionine et lorsqu'il est en exces, MTA agit comme un puissant inhibiteur des 

reactions enzymatiques de methylation (Williams-Ashman et al, 1982; Avila et al, 

2004). Si la methylation est une etape necessaire pour accomplir la sequestration 

nucleolaire en acidose, alors le traitement avec l'inhibiteur de methylation MTA devrait 

inhiber cette reaction. Par contre, si la detention nucleolaire necessite le retrait de 

groupes methyles, alors une accumulation du NoDSH+VHL dans les nucleoles devrait etre 

observee en conditions neutres. Les cellules ont ete cultivees en hypoxie dans du media a 

pH 7.2 ou a pH 6.0 contenant de la cycloheximide et du MTA. Le traitement avec 
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Figure 9: La rapidite de la sequestration nucleolaire de VHL et du NoDS VHL en 

acidose est augmentee par le traitement avec des inhibiteurs de methylation. 

(A) Des cellules MCF-7 exprimant de facon transitoire VHL-GFP ou NoDSH+VHL-GFP 

ont ete cultivees pendant 4 heures en hypoxie dans du milieu a pH 7.2 ou a pH 6.0 

contenant de la cycloheximide a une concentration de 100 jxg/mL. Un ensemble de 

cellules MCF-7 exprimant NoDSH+VHL-GFP a aussi ete traite avec l'inhibiteur de 

methylation 5'(methylthio)adenosine (MTA) a une concentration de 100 mM. La 

localisation des diverses proteines fusionnees a GFP a ete determinee par microscopie a 

fluorescence de GFP et les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. Des cellules 

MCF-7 exprimant de maniere transitoire VHL-GFP (B) ou NoDSH+VHL-GFP (C) ont ete 

cultives en normoxie dans du milieu a pH 7.2 pour 2 heures et laissees non-traitees ou 

traitees avec les inhibiteurs de methylation MTA a lOOmM ou adenosine periodate oxyde 

(AdOx) a lOmM ou avec le controle dimethylsufloxyde (DMSO). Les cellules ont 

ensuite ete cultivees dans du milieu a pH 6.0 entre 1 et 3 heures et soumises au meme 

traitment qu'avant soit non-traitees ou traitees avec MTA, AdOx ou DMSO. La 

localisation des proteines fusionnees a GFP a ete determinee par microscopie a 

fluorescence de GFP et les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. Le pourcentage 

de cellules demontrant une localisation nucleolaire de VHL-GFP (B) ou NoDSH+VHL-

GFP (C) apres 1 ou 3 heures en conditions acidiques a ete mesure en fonction du 

traitement soumis et est represente graphiquement. Les barres d'erreurs represented 

l'ecart-type de trois experiences independantes. (D) Le domaine de degradation 

dependant de l'oxygene (ODDD) de la sous-unite alpha du facteur de transcription induit 

par l'hypoxie-1 (HIF-la) entre les acides aminees 1251 et 2084 a ete fusionne au NoDSH+ 

de VHL et a GFP. (E) Des cellules MCF-7 exprimant de facon transitoire la proteine de 

fusion NoDSH+VHL-ODDD-GFP ont ete cultivees dans du milieu a pH 7.2 et traitees 

avec l'inhibiteur du proteasome MG132 a 10 uM pendant 3 heures pour activer 

l'accumulation de la proteine de fusion. Un ensemble de cellules MCF-7 exprimant 

NoDSH+VHL-ODDD-GFP a aussi ete traite avec MTA a 100 mM pendant 3 heures. La 

localisation de la proteine NoDSH+VHL-ODDD-GFP a ete determinee par microscopie a 

fluorescence de GFP et les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. 
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l'inhibiteur de methylation MTA n'a pas empeche la sequestration nucleolaire du 

NoDSH+VHL en conditions acidiques ce qui suggere que l'ajout de groupes methyles n'est 

pas une reaction necessaire pour accomplir la relocalisation dans le nucleole (Figure 9A). 

De plus, le traitement avec MTA n'a eu aucun effet sur la localisation cellulaire du 

NoDSH+VHL en conditions neutres et done l'inhibition de la methylation n'a pas induit la 

detention nucleolaire de cette proteine (Figure 9A). 

En effectuant les experiences a la section precedente, nous avons observe que le 

NoDSH+ de VHL en conditions acidiques etait relocalise dans le nucleole des cellules 

traitees avec l'inhibiteur de methylation MTA avant les cellules non-traitees. Nous avons 

done decide d'investiguer cette surprenante observation en suivant la localisation 

cellulaire du NoDSH+VHL dans des cellules traitees avec l'inhibiteur de methylation a 

differents temps en acidose. Ceci nous donnerait des indications quant a l'implication 

possible de la methylation dans le mecanisme de la sequestration nucleolaire. Des 

cellules MCF-7 exprimant de facon transitoire VHL-GFP ou NoDSH+VHL-GFP ont ete 

traitees pendant 2 heures en conditions neutres et normoxiques avec les inhibiteurs 

generaux de methylation MTA ou adenosine periodate oxyde (AdOx). AdOx est un 

compose inhibant l'enzyme S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase ce qui resulte en une 

accumulation de S-adenosyl-L-homocysteine, un produit inhibant les enzymes 

methyltransferases (Lee et al, 1977; Pahlich et al, 2006). Ces cellules ont ensuite ete 

transferees en conditions hypoxiques et acidiques avec le meme traitement et la 

localisation cellulaire des proteines a ete suivie au cours du temps. Nous avons remarque 

qu'apres une heure en acidose, VHL (Figure 9B) et le NoDSH+VHL (Figure 9C) etaient 

localises dans le nucleole de plus de 75% des cellules traitees avec les inhibiteurs de 
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methylation MTA et AdOx. Par contre, moins de 10% des cellules non-traitees ou 

traitees avec le controle dimethylsulfoxyde (DMSO) demontraient une sequestration 

nucleolaire de VHL et de NoDSH+VHL a ce temps. Dans ces cellules, il a fallu trois 

heures avant que Ton observe une importante detention nucleolaire des proteines (Figure 

9B et C). Ces resultats suggerent qu'en inhibant la methylation, la vitesse de la 

sequestration nucleolaire du NoDSH+VHL et de VHL est augmentee, passant de trois 

heures a une heure. Les inhibiteurs de methylation MTA et AdOx sont generaux, c'est-a-

dire qu'ils inhibent la methylation de l'ADN et la methylation des lysines et des arginines 

sur des proteines et des histones. Done, nous ne pouvons tirer aucune conclusion quant 

au type de methylation qui est implique dans le mecanisme de detention nucleolaire de 

VHLetduNoDSH+VHL. 

Les observations de l'experience precedentes suggerent que la methylation serait 

impliquee dans la detention nucleolaire des proteines. Mais de maniere surprenante, en 

inhibant la methylation en conditions neutres, nous n'avons observe aucune accumulation 

du NoDSH+VHL dans le nucleole (Figure 9A). Done, comme prochaine etape, nous 

voulions creer un systeme nous permettant de controler la traduction et l'accumulation du 

NoDSH+VHL en presence d'inhibiteurs de methylation. Ceci empecherait la methylation 

du NoDSH+VHL nouvellement synthetise et nous procurerait un indice supplemental et 

plus precis de la possibilite que la methylation au niveau des proteines soit impliquee 

dans la detention nucleolaire. La regulation de la sous-unite alpha du facteur de 

transcription induit par l'hypoxie (HIF) se fait au niveau de son domaine de degradation 

dependant de l'oxygene (ODDD). En presence d'oxygene, deux residus prolines presents 

dans le ODDD de HIFa sont hydroxyles par les enzymes HIF prolyle hydroxylases et 
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HIFa est degrade par le proteasome. En hypoxie, la reaction d'hydroxylation est inhibee 

ce qui induit une accumulation de HIFa. Nous avons done decide d'utiliser ce systeme 

puissant regulant l'expression de HIFa pour induire l'accumulation du NoDSH+VHL. 

L'ODDD de HIFla entre les acides aminees 1251 et 2084 a ete fusionne au NoDSH+ de 

VHL et a GFP (Figure 9D). Pour observer la proteine de fusion NoDSH+VHL-ODDD-

GFP, les cellules MCF-7 exprimant de maniere transitoire cette proteine doivent etre 

traitees avec l'inhibiteur du proteasome MG132 pour induire son accumulation. La 

proteine NoDSH+VHL-ODDD-GFP demontre une localisation cellulaire principalement 

cytoplasmique (Figure 9E). En absence de traitement, aucune trace de la proteine 

fusionnee a GFP est visible dans les cellules transfectees. Ceci suggere que notre 

systeme fonctionne parfaitement et qu'il permet de controler l'expression du 

NoDSH+VHL. Des cellules MCF-7 exprimant de facon transitoire NoDSH+VHL-ODDD-

GFP ont ete traitees a pH 7.2 avec MG132, pour induire l'accumulation, et MTA, pour 

inhiber la methylation. Nous avons observe dans ces conditions une localisation 

exclusivement nucleolaire du NoDSH+VHL fusionne au ODDD (Figure 9E). Ces 

resultats suggerent qu'en inhibant la methylation sur la proteine NoDSH+VHL 

nouvellement synthetisee, la detention nucleolaire est permise. De plus, la sequence du 

NoDSH+VHL contient trois arginines mais aucune lysine ce qui suggere que la 

methylation serait au niveau d'une ou de plusieurs arginines du STAD du NoDSH+ de 

VHL. Ceci nous permet de speculer qu'en conditions neutres, des arginines du 

NoDSH+VHL sont methylees suite a sa synthese empechant ainsi la relocalisation 

nucleolaire de la proteine. Mais en conditions acidiques, des groupes methyles du 

NoDSH+VHL sont enleves pour permettre la detention nucleolaire. 
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3.2 LES ARGININES DE VHL ET DU N O D S VHL SONT METHYLEES EN CONDITIONS 

NEUTRES 

Comme prochaine etape, nous voulions determiner si des arginines de VHL et du 

NoDSH+VHL sont methylees en conditions neutres. Pour ce faire, nous allons 

premierement determiner si la proteine VHL peut etre reconnue par des anticorps 

specifiques aux arginines methylees. Nous avons done immunoprecipite de cellules 

cultivees en conditions neutres et normoxiques deux proteines fusionnees a Flag soit 

GFP, comme controle, ou VHL-GFP. Par western, nous avons observe que F-VHL-GFP 

a ete detecte par un anticorps specifiques aux arginines symetriquement dimethylees 

nominee SYM11 (Figure 10A et B). Le controle F-GFP n'a pas ete reconnu par 

l'anticorps SYM11 meme a des niveaux d'expression tres eleves (Figure 10B) ce qui 

suggere que l'anticorps est specifique a VHL dans la proteine F-VHL-GFP. Nous avons 

aussi teste un anticorps specifique aux arginines asymetriquement dimethylees 

(ASYM24) et un second anticorps specifique aux arginines symetriquement dimethylees 

(SYM10). Aucun de ces deux anticorps n'a reconnu F-VHL-GFP ce qui suggere, encore 

plus, que l'anticorps SYM11 est specifique a VHL. Ces resultats suggerent que la 

proteine VHL contient des arginines qui sont symetriquement dimethylees. 

VHL est une proteine de 213 acides amines qui contient un total de 20 arginines 

dans sa sequence. VHL semble methylee au niveau des arginines. Par contre, nous ne 

savons pas combien ni lesquelles des arginines de la proteine sont methylees, ni si les 

arginines du STAD du NoDSH+ de VHL sont methylees. Pour repondre a cette question, 

nous avons decide d'utiliser un fragment de VHL endogene entre les acides amines 100 et 

130 (Figure IOC). Ce fragment contient un STAD (RRIHSYR) et deux STHDs (LWL et 
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Figure 10: VHL est reconnue par un anticorps specifique aux arginines 

symetriquement dimethylees en conditions neutres. 

(A) Des cellules MCF-7 exprimant les adenovirus GFP ou VHL-GFP fusionnes a Flag 

ont ete cultivees en normoxie dans du milieu a pH 7.2 puis recoltees et lysees. Les 

proteines fusionnees a Flag ont ensuite ete immunoprecipitees du lysat cellulaire au 

moyen de billes proteine G-agarose prefixees de 1'epitope Flag. Le tampon de lyse avec 

les billes Flag sert de controle negatif. Les produits des immunoprecipitations et un lysat 

cellulaire total (Lysat cell, total) ont ete separes sur un gel de polyacrylamide contenant 

du dodecyl-sulfate de sodium (SDS), transferes sur une membrane de PVDF puis 

marques avec les anticorps suivants: SYM11 et SYM10, deux anticorps specifiques aux 

arginines symmetriquement dimethylees, ASYM 24, un anticorps specifique aux 

arginines asymetriquement dimethylees et Flag. Les fleches indiquent la migration de F-

VHL-GFP sur les membranes. (B) Des cellules MCF-7 infectees avec differentes 

quantites des adenovirus F-GFP ou F-VHL-GFP ont ete cultivees en normoxie dans du 

milieu neutre avant d'etre lysees. (C) La sequence en acides aminees d'un fragment de 

VHL constitue des acides aminees 100 a 130 avec le STAD souligne en rose, les deux 

STHDs en mauve et les quatre arginines presentees en rouge. (D) Des cellules MCF-7 

exprimant les adenovirus F-GFP ou F-VHL-GFP ou exprimant de maniere stable un 

fragment de VHL constitue des acides amines 100 a 130 fusionne a Flag et GFP ont ete 

cultivees en normoxie dans du milieu neutre avant d'etre lysees. (B et D) Les 

immunoprecipitations ont ete effectuees avec les billes Flag. Les produits des 

immunoprecipitations et un lysat cellulaire total ont ete migres sur un western et la 

membrane a ete sondee avec les anticorps SYM11 et Flag. 
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LLV) et a la capacite d'etre relocalise et detenu dans le nucleole en conditions acidiques. 

La sequence 100-130 de VHL est composee de quatre arginines, dont trois sont situees 

dans le STAD du NoDSH+, ce qui nous permettra de restreindre les arginines 

possiblement methylees. Par western, nous avons observe que le fragment 100-130 de 

VHL immunoprecipite de cellules maintenues en conditions neutres et normoxiques a ete 

detecte par l'anticorps SYM11. Ces resultats suggerent que des arginines presentes dans 

la sequence 100 a 130 de VHL sont symetriquement dimethylees. II y a des bonnes 

chances qu'une ou plusieurs arginines du STAD du NoDS soient methylees, mais nous 

ne pouvons ecarter la possibilite que la derniere arginine du fragment 100-130, qui est 

exclue du STAD, soit celle qui est dimethylee et detectee par l'anticorps SYM11. 

Dans la prochaine etape, nous voulions determiner precisement si des arginines du 

STAD du NoDSH+ de VHL sont methylees en conditions neutres en utilisant la 

spectrometrie de masse (MS). Pour ce faire, nous devons isoler une grande quantite de 

NoDSH+VHL le plus pur possible. En conditions neutres, nous sommes capables de 

purifier VHL ou le NoDSH+VHL simplement par immunoprecipitation. Par contre, nous 

avons essaye a maintes reprises d'isoler VHL et le NoDSH+VHL du nucleole en 

conditions acidiques par immunoprecipitation, mais toutes les tentatives ont ete sans 

succes. VHL et le NoDSH+VHL semble etre lies tres fortement au nucleole en acidose. 

Nous devons done creer un systeme nous permettant de prevenir l'interaction du 

NoDSH+VHL avec le nucleole en conditions acidiques pour l'isoler. Ce meme systeme 

serait utilise pour purifier le NoDSH+VHL en conditions neutres, pour garder toutes les 

donnees constantes entre les conditions ou le pH varie. 
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Une maniere de prevenir l'interaction entre le nucleole et le NoDS VHL est 

d'exclure le NoDSH+VHL du noyau et de le sequestrer dans le cytoplasme. Nous avons 

fusionne le NoDSH+VHL avec une proteine exclusivement cytoplasmique qui ne diffuse 

pas librement entre le cytoplasme et le noyau, la pyruvate kinase (PK). Nous avons aussi 

fusionne le NoDSH+VHL avec GFP et Flag (figure 11 A). La proteine de fusion F-

NoDSH+VHL-PK-GFP demontre, comme prevu, une localisation entierement 

cytoplasmique en conditions neutres et acidiques comme le controle PK-GFP dans des 

cellules exprimant de facon transitoire ces proteines de fusion (Figure 1 IB). Lorsqu'un 

signal de localisation nucleaire (NLS) est ajoute a F-NoDSH+VHL-PK-GFP, la 

sequestration nucleolaire en acidose est restauree ce qui suggere que PK n'intervient pas 

avec la fonction du NoDSH+VHL (figure 1 IB). Nous avons aussi cree une experience in 

vitro pour determiner si la proteine F-NoDSH+VHL-PK-GFP peut etre detenue par le 

nucleole en acidose une fois que la membrane nucleaire, qui isole la proteine de fusion 

dans le cytoplasme, est rompue. Nous avons realise un fractionnement sous-cellulaire en 

utilisant le detergent Triton-X 100 qui permet de solubiliser la plupart des composantes 

cellulaires sauf les proteines nucleolaires qui se retrouvent done dans la fraction 

insoluble. Des cellules MCF-7 exprimant de maniere transitoire F-NoDSH+VHL-PK-

GFP ont ete traitees avec Triton-X, suivi d'une periode d'incubation pour permettre 

l'interaction entre les composantes cellulaires. La fraction soluble a ete separee de la 

fraction insoluble par centrifugation. La proteine de fusion F-NoDSH+VHL-PK-GFP est 

presente dans la fraction insoluble en conditions acidiques, mais pas en conditions 

neutres, a un niveau assez important lorsque nous la comparons aux controles positifs F-

NoDSH+VHL-GFP et F-NoDSH+VHL-PK-GFP-NLS (Figure 11C). Comme controle 
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Figure 11: Flag-NoDS VHL-PK-GFP est capturee par le nucleole en conditions 

acidiques. 

(A) Le NoDSH+ de VHL ete fusionne a la proteine pyruvate kinase (PK) qui presente une 

localisation entierement cytoplasmique. Cette proteine de fusion NoDSH+VHL-PK a par 

la suite ete fusionnee a GFP et a Flag. La sequence en acides aminees du NoDSH+VHL 

avec le STAD et les deux STHDs est presentee. (B et C) Des cellules MCF-7 exprimant 

de facon transitoire PK-GFP, Flag-NoDSH+VHL-GFP, Flag-NoDSH+VHL-PK-GFP ou 

Flag-NoDSH+VHL-PK-GFP-NLS ont ete cultivees pendant 22 heures en hypoxie dans du 

milieu standard a pH 7.2 ou dans du milieu permettant l'acidose induite par l'hypoxie a 

pH 6.0. (B) La localisation des diverses proteines fusionnees a GFP a ete determinee par 

microscopie a fluorescence de GFP et les encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. 

(C) Les cellules ont ete traitees avec le detergent Triton-X 100 a 1% volume/volume et 

laissees incubees dans le Triton-X pour 20 minutes a 4°C. La fraction insoluble (fraction 

Triton-X -) a ete separee de la fraction soluble (fraction Triton-X +) par centrifugation et 

les deux fractions ont ete lysees a une concentration finale de 5% SDS. Les fractions 

solubles et insolubles et un lysat cellulaire total ont ete separes sur un gel de 

polyacrylamide contenant du SDS et transferes sur une membrane de PVDF. Les 

proteines contenues dans la membrane ont ensuite ete marquees avec l'anticorps GFP 

ainsi qu'avec les anticorps HSP60, qui est une proteine exclue du nucleole, et fibrillarine, 

qui est une proteine nucleolaire, pour determiner la purete des fractions solubles et 

insolubles. 
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negatif, nous avons utilise PK-GFP qui, comme prevu, n'est pas detectee dans la fraction 

insoluble en conditions acidiques. Ces resultats suggerent que la proteine de fusion F-

NoDSH+VHL-PK-GFP est sequestree dans le cytoplasme, mais a la capacite d'etre 

capturee par le nucleole en acidose une fois que la membrane nucleaire est rompue. 

Maintenant que le systeme nous permettant d'isoler le NoDSH+VHL est etabli et 

caracterise, nous pouvons analyser les arginines du NoDSH+VHL par MS pour determiner 

la presence de groupes methyles sur celles-ci. Nous avons utilise une technique couplant 

la chromatographic en phase liquide a la spectrometrie de masse en tandem (LC/MS-MS) 

qui permet d'analyser chacun des acides amines d'un peptide et de determiner la presence 

de modifications post-traductionnelles sur ceux-ci. F-NoDSH+VHL-PK-GFP a ete 

immunoprecipitee en grande quantite de cellules MCF-7 exprimant de maniere stable la 

proteine de fusion cultivees en hypoxie en conditions neutres et traitees avec de la 

cycloheximide. La bande correspondant a F-NoDSH+VHL-PK-GFP a ete extraite d'un 

gel de polyacrylamide contenant du dodecyl-sulfate de sodium (SDS) colore a l'argent 

pour etre analysee par LC/MS-MS (figure 12B). La proteine a ete digeree avec les 

enzymes proteolytiques chymotrypsine et GluC pour generer des peptides de longueur 

adequate pour la MS et contenant le ST AD du NoDSH+VHL. La solution de peptides a 

ete resolue par chromatographie en phase liquide. Les peptides RRIHSYR et SYRLLVN 

ont ensuite ete analyses par MS/MS (Figure 12C). Les resultats suggerent que les trois 

arginines du STAD du NoDSH+VHL contiennent chacune un groupe methyle (RMMA; 

arginine monomethylee) (Figure 12C et D). Aucune autre modification post-

traductionnelle n'a ete observee sur les acides amines essentiels du STAD et des STHDs 

du NoDSH+VHL. Ces resultats semblent suggerer que les arginines du STAD sont 
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Figure 12: Les trois arginines contenues dans le NoDS VHL sont methylees en 

conditions neutres. 

Des cellules MCF-7 exprimant l'adenovirus F-GFP ou exprimant de maniere stable F-

NoDSH+VHL-PK-GFP ont ete cultivees pendant 4 heures en hypoxie dans du milieu 

neutre contenant de la cycloheximide a 100 ug/mL, puis recoltees et lysees. Les 

immune-precipitations ont ete effectuees avec des billes Flag. Le tampon de lyse avec les 

billes Flag sert de controle negatif. (A) Les produits des immunoprecipitations ont ete 

migres sur un western et la membrane a ete sondee avec l'anticorps Flag. (B) Les 

proteines ont ete separees sur un gel de polyacrylamide contenant du SDS et colorees a 

l'argent. La bande correspondant a F-NoDSH+VHL-PK-GFP a ete extraite du gel pour 

etre analysee par spectrometrie de masse. (C) La proteine de fusion a ete digeree avec les 

enzymes chymotrypsine et GluC puis la solution de peptides a ete resolue par 

chromatographic en phase liquide (LC). Les peptides RRIHSYR et SYRLLVN ont 

ensuite ete analyses par spectrometrie de masse en tandem (MS-MS). (C et D) Les 

resultats de spectrometrie de masse suggerent que les trois arginines du NoDSH+VHL 

sont monomethylees (RMMA) a pH 7.2. Ces resultats ont ete confirmes par l'analyse de 

22 peptides ainsi que par l'analyse de deux series ioniques soient b et y. Des 22 peptides 

analyses, 14 peptides demontrent la presence de groupes methyles sur les deux premieres 

arginines et 8 autres peptides suggerent que la derniere arginines est methylee. . 
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methylees en conditions neutres possiblement pour empecher la relocalisation nucleolaire 

du NoDSH+VHL. 

3.3 EN CONDITIONS ACIDIQUES, LES ARGININES DE VHL ET DU NODS H + VHL SONT 

NON-METHYLEES 

Les resultats obtenus avec les experiences des anticorps specifiques aux arginines 

methylees (Figure 10) et de spectrometrie de masse (Figure 12) suggerent que les 

arginines du motif NoDSH+VHL sont methylees en conditions neutres. Les experiences 

avec les inhibiteurs de methylation (Figure 9) suggerent, quant a elles, que des groupes 

methyles seraient enleves suite a l'acidification du milieu extracellulaire pour 

possiblement permettre la relocalisation nucleolaire des proteines. Dans cette section, 

nous somme interesses a determiner l'etat de methylation des arginines de VHL et du 

NoDSH+VHL en acidose. 

Comme premiere experience, nous avons employe l'anticorps SYM11, detectant 

les arginines symetriquement dimethylees, pour determiner si VHL est dans un etat 

methyle ou non-methyle en conditions acidiques. F-VHL-GFP a ete isolee de cellules 

MCF-7 cultivees en conditions normoxiques et neutres, hypoxiques et neutres ou 

hypoxiques et acidiques. VHL a ete reconnue par l'anticorps SYM11 en conditions 

neutres, comme observe precedemment, mais pas en conditions acidiques (Figure 13). 

Ces resultats suggerent que VHL se retrouve dans un etat non-methyle en acidose. 

Comme prochaine etape, nous voulions utiliser la spectrometrie de masse pour 

determiner clairement si les arginines du STAD du NoDSH+VHL sont non-methylees en 

acidose. Pour ce faire, nous avons utilise le systeme F-NoDSH+VHL-PK-GFP (Figure 
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Figure 13: VHL n'est pas reconnue par l'anticorps specifique aux arginines 

symetriquement dimethylees en conditions acidiques. 

Des cellules MCF-7 exprimant l'adenovirus F-VHL-GFP ont ete cultivees pendant 2.5 

heures en normoxie ou en hypoxie dans du milieu a pH 7.2 ou a pH 6.0, puis recoltees et 

lysees. L'immunoprecipitation de F-VHL-GFP a ete effectuee avec des billes prefixees 

de l'epitope Flag. Le tampon de lyse avec les billes Flag sert de controle negatif. Les 

produits des immunoprecipitations et un lysat cellulaire total (Lysat cell, total) ont ete 

migres sur un western et la membrane a ete sondee avec les anticorps SYM11 et Flag. 
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11) et la chromatographic en phase liquide couplee a la spectrometrie de masse en 

tandem (LC/MS-MS), comme en conditions neutres (Figure 12). F-NoDSH+VHL-PK-

GFP a ete immunoprecipitee de cellules exprimant de facon stable la proteine, cultivees 

en conditions hypoxiques et acidiques et en presence de cyloheximide pour s'assurer que 

de nouvelles proteines pouvant etre non-methylees ne soient pas synthetisees. La bande 

correspondant a F-NoDSH+VHL-PK-GFP a ete extraite du gel colore a l'argent (Figure 

14B), puis la proteine a ete digeree avec les enzymes chymotrypsine et GluC. Les 

peptides generes ont ete analyses par LC/MS-MS (Figure 14C). Les resultats suggerent 

que la derniere arginine du STAD du NoDSH+VHL contient un groupe methyle (Figure 

14C et D). Par contre, aucun groupe methyle n'a ete detecte sur les deux premieres 

arginines. De plus, comme a la figure 12, aucune modification post-traductionnelle n'a 

ete observee sur tous les autres residus du STAD et des STHDs du NoDSH+VHL. 

Conjointement avec les resultats obtenus des experiences avec les inhibiteurs de 

methylation (Figure 9), ces resultats de MS suggerent que suite a une accumulation d'ions 

H extracellulaire, les deux premieres arginines du STAD du NoDSH+VHL sont 

demethylees ou perdent leur groupe methyle (Figure 14D) et permettent la sequestration 

nucleolaire du NoDSH+VHL. 

3.4 DES GROUPES METHYLES SONT PERDUS DE LA PROTEINE ENDOGENE HSC 70 

SUIVANT L'ACIDIFICATION EXTRACELLULAIRE 

Comme prochaine experience, nous voulions confirmer les resultats de 

spectrometrie de masse obtenus avec le NoDSH+ reconstitue de VHL en analysant le 

NoDSH+ d'une proteine endogene par MS. Nous avons decide de travailler avec la 
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Figure 14: Le NoDS VHL contient des arginines non-methylees en conditions 

acidiques. 

Des cellules MCF-7 exprimant de maniere stable F-NoDSH+VHL-PK-GFP ou exprimant 

l'adenovirus F-GFP ont ete cultivees en hypoxie pendant 4 heures dans du milieu a pH 

7.2 ou a pH 6.0 contenant de la cycloheximide a 100 ug/mL, pour ensuite etre recoltees et 

lysees. Les immunoprecipitations ont ete effectuees avec des billes couplees a l'epitope 

Flag. Le controle negatif est le tampon de lyse avec les billes Flag. Les produits des 

immunoprecipitations ont ete separes sur un gel de polyacrylamide contenant du SDS, 

puis transferes sur une membrane et marques avec l'anticorps Flag (A) ou colores a 

l'argent (B). La bande correspondant a F-NoDSH+VHL-PK-GFP a pH 6.0 a ete extraite 

du gel pour analyser le NoDSH+VHL de la proteine de fusion par spectrometrie de masse. 

(C) La proteine a ete digeree avec les enzymes chymotrypsine et GluC, puis les peptides 

generes ont ete analyses par la chromatographic en phase liquide couplee a la 

spectrometrie de masse en tandem (LC/MS-MS). (C et D) Les spectres de masse obtenus 

suggerent que les deux premieres arginines du NoDSH+VHL sont non-methylees a pH 

6.0, alors que la troisieme arginine contient un groupe methyle (RMMA). Ces resultats ont 

ete confirmes par l'analyse de 11 peptides ainsi que par l'analyse de deux series ioniques 

soient b et y. Des 11 peptides analyses, 3 peptides suggerent que les deux premieres 

arginines ne contiennent aucun groupe methyles et 8 autres peptides demontrent que la 

derniere arginine est methylee. Ces resultats et ceux presentes a la Figure 12 suggerent 

qu'en conditions neutres, chacune des arginines du NoDSH+VHL contiennent un groupe 

methyles mais qu'apres une accumulation d'ions H+ extracellulaires, les deux premieres 

arginines du NoDSH+VHL perdent leur groupe methyle. 
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proteine de choc thermique constitutive 70 endogene (Hsc70) pour les raisons suivantes. 

Hsc70 contient un NoDSH+ compose d'un STAD (RRLRTAC) et de trois STHDs (deux 

LNV et LLL) (Figure 15A). Notre laboratoire a demontre que Hsc70 est sequestree dans 

le nucleole suite a une diminution du pH extracellulaire (Mekhail et al, 2007). De plus, 

Hsc70 se presente comme une bande singuliere, forte et isolee a environ 70kDa lorsque 

les proteines de nucleoles purs isoles de cellules MCF-7 acidiques sont separees sur un 

gel de polyacrylamide contenant du SDS et colorees a l'argent (Mekhail et al, 2007). A 

l'aide de cette technique, nous pourrons produire en grande quantite la proteine Hsc70 

avec tres peu de contamination par d'autres proteines pour l'analyser par MS. 

Malheureusement, nous ne pouvons pas employer cette technique pour isoler VHL et 

l'analyser par MS. VHL ne se presente pas comme une bande seule et isolee sur un gel 

colore a l'argent dans la region des 30kDa puisqu'il y a trop de proteines presentes dans 

cette region du gel. VHL ne serait pas assez pur et il y aurait trop de contamination par 

d'autres proteines pour realiser une analyse par MS. 

Nous avons isole des nucleoles purs de cellules MCF-7 cultivees en hypoxie en 

conditions neutres et acidiques en utilisant une technique etablie par le groupe Lamond, 

qui combine la centrifugation par gradients de sucrose et la sonication (Andersen et al., 

2005). Nous avons aussi traite des cellules MCF-7 maintenues en conditions hypoxiques 

et neutres avec le detergent Triton-X 100 pour en isoler la fraction soluble. Nous avons 

detecte Hsc70 comme attendu dans les nucleoles isoles de cellules acidiques et dans la 

fraction soluble isolee de cellules neutres, mais pas dans les nucleoles isoles de cellules 

neutres, par western (Figure 15B) et par coloration a l'argent des proteines (Figure 15C). 

Les deux bandes correspondant a Hsc70 en conditions neutres et acidiques ont ete 
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Figure 15: Le NoDS de Hsc70 perd trois groupes me thy les lorsque les cellules sont 

transferees de conditions neutres a acidiques. 

(A) La sequence de la proteine de choc thermique constitutive 70 (Hsc70) entre les 

acides amines 140 et 510 est presentee avec le ST AD en rouge et les trois STHDs en 

mauve du NoDSH+ de Hsc70. (B et C) Des cellules MCF-7 ont ete cultives pendant 22 

heures en hypoxie dans du milieu standard a pH 7.2 ou dans du milieu permettant 

l'acidose induite par l'hypoxie a pH 6.0. Des nucleoles purs ont ete isoles de ces cellules 

a l'aide d'une technique combinant la centrifugation de gradients de sucrose et la 

sonication. Un ensemble de ces cellules a egalement ete traite avec le detergent Triton-X 

100 a 1% volume/volume pour en isoler par centrifugation la fraction soluble. Les 

nucleoles purs et la fraction soluble de Triton-X ont ete lyses a une concentration finale 

de 5% SDS. (B) Les proteines ont ete separees sur un western et la membrane a ete 

sondee avec les anticorps Hsc70 et fibrillarine, qui est une proteine nucleolaire. (C) Les 

proteines ont aussi ete separees sur un gel de polyacrylamide-SDS et colorees a l'argent. 

Les fleches montrent les bandes correspondant a la proteine endogene Hsc70 qui ont ete 

extraites du gel pour etre analysees par spectrometrie de masse. (D et E) La proteine 

Hsc70 a ete digeree avec l'enzyme LysC et les peptides obtenus ete analyses ont par 

spectrometrie de masse par desorption-ionisation laser assistee par matrice - temps de vol 

(MALDI-TOF-MS). Les spectres de masse a pH 7.2 (D) ou a pH 6.0 (E) sont presentes 

dont les pics en rouge pourraient represented le peptide RAVRRLTACERAK et les 

modifications post-traductionnelles indiquees. Les tableaux sous les spectres detaillent 

chacun des pics en rouge avec leurs valeurs m/e experimentales et theoriques ainsi que la 

difference de ces deux valeurs m/e (A m/e). 
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extraites du gel colore a l'argent pour etre analysees par MS (Figure 15C). La proteine a 

ete digeree avec l'enzyme proteolytique LysC pour generer un peptide contenant tous les 

residus du STAD du NoDSH+ de Hsc70 (RAVRRLRTACERAK). Les peptides obtenus 

ont ete analyses par spectrometrie de masse de desorption-ionisation laser assistee par 

matrice - temps de vol (MALDI-TOF-MS). Les valeurs experimentales des rapports 

masse/charge (m/e) des pics obtenues sur les spectres de masse ont ete comparees aux 

valeurs theoriques m/e du peptide RAVRRLRTACERAK avec diverses modifications 

post-traductionnelles. Seuls les pics dont la difference entre les valeurs m/e 

experimentales et theoriques est inferieure a 0,1 ont ete retenus pour l'analyse. 

En conditions neutres, deux pics sont presents sur le spectre a 1822,08 m/e et a 

1850,9330 m/e. Le premier pic correspond possiblement au peptide 

RAVRRLRTACERAK avec les modifications post-traductionnelles 4 methyles et 1 

phosphate (Figure 15D). Le deuxieme pic, a 1850,9330 m/e, est peut-etre le meme 

peptide RAVRRLRTACERAK mais avec les modifications 2 methyles, 1 phosphate et 1 

carbamidomethyle (Figure 15D). Ce peptide avec les memes modifications post-

traductionnelles est egalement present sur le spectre en conditions acidiques a 1850,9413 

(Figure 15E). Deux autres pics sont presents sur le spectre a pH 6.0 dont le premier, a 

1807.9227 m/e, peut correspondre au peptide RAVRRLRTACERAK avec les 

modifications 3 methyles et 1 phosphate. Le second, a 1822,967 m/e, est possiblement ce 

meme peptide contenant 1 phosphate et 1 carbamidomethyle, mais aucun groupe methyle 

(Figure 15E). Done en conditions neutres, certains peptides RAVRRLRTACERAK 

contiennent 4 groupes methyles alors que d'autres possedent 2 groupes methyles. En 

conditions acidiques par contre, le peptide contient 0, 2 ou 3 groupes methyles. Ces 
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resultats semblent suggerer que certains groupes methyles sont perdus sur le peptide 

RAVRRLRTACERAK en passant de conditions neutres a acidiques. Si l'on considere 

que les autres modifications post-traductionnelles ne changent pas suite a 1'accumulation 

d'ions H+ extracellulaires, alors le peptide RAVRRLRTACERAK, pourvu du STAD du 

NoDSH+ de Hsc70 contenant 1 phosphate, perd 1 groupe methyles, tandis que le peptide 

possedant 1 phosphate et 1 carbamidomethyle perd 2 methyles. Par contre, la technique 

MALDI-TOF-MS est limitee et ne nous permet d'affirmer avec certitude que les pics 

observes correspondent au peptide RAVRRLRTACERAK avec les modifications post-

traductionnelles suggerees. De plus, nous ne pouvons pas de determiner auxquels des 

acides amines les groupes methyles appartiennent. 

3.5 LA SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE DU N O D S H + V H L EST AFFECTEE PAR L'ETAT DE 

METHYLATION DE SES ARGININES. 

Comme prochaine etape, nous voulions examiner le role de la methylation des 

arginines du STAD du NoDSH+VHL dans la detention nucleolaire en acidose. Pour ce 

faire, nous avons utilise des peptides synthetiques composes de la sequence en acides 

amines du NoDSH+ reconstitue de VHL avec different statut de methylation des arginines 

et differentes mutations des arginines (Figure 16A). Pour les arginines methylees, nous 

avons decide de s'appuyer sur les resultats de MS et done d'ajouter un groupe methyle. 

Tous les peptides sont marques avec la rhodamine (rho) a leur extremite N-terminale. 

Comme premiere experience, nous avons micro-injecte les differents peptides a 

4°C dans des cellules MCF-7 vivantes cultivees en hypoxie en conditions neutres ou 

acidiques et la localisation in vivo des peptides a ete suivie par microscopie de 
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I I I 

Figure 16: La sequestration nucleolaire du NoDS VHL est augmentee avec des 

arginines non-methylees. 
H + T 

(A) La sequence en acides aminees des peptides suivants est presentee: le NoDS VHL 

avec des arginines monomethylees (NoDSH+VHL Rs3;4,9MMA), avec les deux premieres 

arginines non-methylees et la troisieme arginine monomethylee (NoDSH+VHL R9MMA), 

avec les deux premieres arginines monomethylees et la troisieme arginine substitute pour 

une alanine (NoDSH+VHL Rs3;4
MMA; R9>A), avec les deux premieres arginines non-

methylees et la derniere arginine substitute pour une alanine (NoDSH+VHL R9>A) et 

avec les deux premieres arginines substitutes pour des alanines et la troisieme arginine 

monomethylee (NoDSH+VHL Rs3,4>As; R9
MMA). Le dernier peptide est compose d'une 

sequence aleatoire de VHL entre les acides aminees 21 et 37 (VHL 21-37) et sert de 

controle negatif. Tous les peptides sont fusionnes a la rhodamine (rho) a leur extremite 

N-terminale. (B et C) Des cellules MCF-7 ont ete cultivees en hypoxie pour 4 heures 

dans du milieu a pH 7.2 ou a pH 6.0. (B) Les diverses peptides ont ensuite ete micro-

injectes dans le cytoplasme des cellules a 4°C. La localisation des peptides fusionnes a la 

rhodamine a ete determinee par microscopie a fluorescence et les encarts montrent l'ADN 

coloree au Hoechst. (C) Les cellules ont ete traitees avec le detergent Triton-X 100 a 1% 

volume/volume pour en isoler par centrifugation les fractions insolubles. Ces fractions 

ont ete resuspendues dans du tampon de lyse puis lug des differents peptides a ete ajoute 

a chacune des fractions. Le tout a ete incube a 4°C pendant 1 heure. La fraction 

insoluble a ete separee de la fraction soluble par centrifugation et les deux fractions ont 

ete lysees a une concentration finale de 2% SDS. Les absorbances ont ete mesurees a 

560 nm et sont presentees graphiquement. Les barres d'erreurs represented l'ecart-type 

de trois experiences independantes. 
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fluorescence (Figure 16B). Comme controle negatif, nous avons utilise un peptide 

compose d'une sequence aleatoire de VHL entre les acides amines 21 et 37 (Figure 16A). 

Ce peptide, Rho-VHL 21-37, presentait une localisation cytoplasmique et nucleaire dans 

les cellules maintenues en conditions neutres et acidiques (Figure 16B). Tous les 

peptides NoDSH+VHL presentaient une localisation cytoplasmique et nucleaire en 

conditions neutres suggerant qu'ils ne peuvent pas etre relocalises dans le nucleole a pH 

7.2. Le peptide NoDSH+VHL avec les deux premieres arginines substitutes pour des 

alanines (NoDSH+VHL Rs3;4>As; R9MMA) presentait egalement une localisation 

cytoplasmique et nucleaire en conditions acidiques. Ceci appuie et confirme les resultats 

presentes a la figure 6B qui suggeraient que lorsque les arginines du STAD sont mutees 

pour des alanines, le NoDSH+VHL n'est pas relocalise dans le nucleole a pH 6.0 (Mekhail 

et al, 2007). Les deux peptides NoDSH+VHL avec les deux premieres arginines 

monomethylees (NoDSH+VHL Rs3,4,9
MMA et NoDSH+VHL Rs3,4

MMA; R9>A) presentaient 

un signal principalement nucleaire avec une certaine accumulation nucleolaire en 

conditions acidiques. Par contre, les deux peptides NoDSH+VHL avec les deux premieres 

arginines non-methylees (NoDSH+VHL R9
MMA et NoDSH+VHL R9>A) demontraient une 

localisation fortement nucleolaire a pH 6.0. Ces resultats suggerent que lorsque les 

arginines du STAD sont non- methylees, le NoDSH+VHL a une plus grande affinite pour 

le nucleole de cellules en conditions acidiques que lorsque les arginines sont dans un etat 

methyle. 

Pour verifier les resultats observes par micro-injections, nous avons realise des 

experiences in vitro de capture des peptides NoDSH+VHL par le nucleole. Nous avons 

premierement isole la fraction insoluble de Triton-X 100, contenant les composantes 
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cellulaires nucleolaires, de cellules MCF-7 cultivees en hypoxie en conditions neutres ou 

acidiques. Cette fraction a ete resuspendue dans du tampon de lyse avant d'y ajouter les 

differents peptides et le tout a ete incube a 4°C. La fraction insoluble a ete isolee de la 

fraction soluble par centrifugation et l'absorbance des deux fractions a ete mesuree a 

560nm, qui correspond a la longueur d'onde de la rhodamine. Comme attendu, le 

controle negatif, le peptide Rho-VHL 21-37, et le peptide NoDSH+VHL avec les deux 

premieres arginines substitutes pour des alanines (NoDSH+VHL Rs3;4>As; R9
MMA) etaient 

tres pauvrement captures par le nucleole en conditions neutres et acidique avec des 

absorbances relatives inferieures a 0.1 (Figure 16C). Les deux peptides NoDSH+VHL 

avec les deux premieres arginines non-methylees (NoDSH+VHL RgMMA et NoDSH+VHL 

Rg>A) etaient fortement captures par les nucleoles a pH 6.0 (~ 0.5) et quelque peu 

captures par les nucleoles a pH 7.2 (-0.3). Les deux peptides NoDSH+VHL avec les deux 

premieres arginines monomethylees (NoDSH+VHL Rs3A9
MMA et NoDSH+VHL Rs3j4

MMA; 

Rc>>A) etaient legerement captures par les nucleoles en conditions neutres (0.1 a 0.2) et 

acidiques (-0.2). Les experiences de micro-injections et de capture nucleolaire in vitro 

suggerent que le NoDSH+VHL avec des arginines nues au sein du STAD a une affinite 

accrue pour le nucleole en acidose contrairement au NoDSH+VHL avec des arginines 

methylees. Nous pouvons speculer que la methylation des arginines du STAD du 

NoDSH+VHL permet de prevenir la relocalisation nucleolaire en conditions neutres, mais 

qu'apres une acidification du milieu extracellulaire, la perte des groupes methyles sur les 

arginines du NoDSH+VHL induit la sequestration nucleolaire du NoDSH+. 
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3.6 LA SUBSTITUTION DES ARGININES DU N O D S VHL POUR DES RESIDUS CITRULLINES 

EMPECHE LA SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE. 

L'ensemble des resultats presentes dans les sections precedentes suggere que les 

deux premieres arginines du NoDSH+ reconstitue de VHL perdent leur groupe methyle 

lors de l'accumulation d'ions H+ extracellulaires afin d'augmenter l'affinite du NoDSH+ 

pour le nucleole. Jusqu'en 2002, la methylation, contrairement a d'autres types de 

modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation ou l'acetylation, etait un 

processus que Ton croyait totalement irreversible et stable. En d'autres mots, la 

demethylation ou le retrait de groupes methyles sur des arginines methylees serait une 

reaction impossible. La premiere reaction utilisant des arginines methylees comme 

substrat a ete identified en 2004 et elle se nomme la demethylimination (Cuthbert et al., 

2004; Wang et al, 2004). Dans cette reaction enzymatique, les arginines monomethylees 

(mais pas les arginines dimethylees) sont converties en residus citrullines (Figure 8). Les 

citrullines ont le meme poids moleculaire que les arginines non-methylees et done la 

spectrometrie de masse ne permet pas de distinguer ces deux residus. II y a done une 

possibilite que les arginines non-methylees que nous avons observe sur le NoDSH+VHL 

par LC/MS-MS a la figure 14 soient en fait des residus citrullines. 

Pour tester la possibilite que l'accumulation d'ions H+ extracellulaires active la 

demethylimination des arginines monomethylees, nous avons teste l'affinite pour le 

nucleole d'un peptide NoDSH+VHL ou les deux premieres arginines ont ete substitutes 

pour des citrullines (NoDSH+VHL Rs3,4>Cits; Rg^^) (Figure 17A). Le peptide a ete 

micro-injecte a 4°C dans des cellules MCF-7 vivantes cultivees en conditions hypoxiques 

et neutres ou hypoxiques et acidiques, comme a la figure 16. Le peptide constitue de 
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Figure 17: La sequestration nucleolaire du NoDS VHL est empechee lorsque les 

arginines sont substitutes pour des citrullines. 

(A) Le peptide R.3,4>Cits ; R9
MMA est forme de la sequence en acides aminees du NoDSH+ 

de VHL avec les deux premieres arginines substitutes pour des citrullines (Cits) et la 

troisieme arginine monomethylee (RMMA). Ce peptide a ete fusionne a la rhodamine (rho) 

a son extremite N-terminale. (B et C) Des cellules MCF-7 ont ete cultivees pendant 4 

heures en hypoxie dans du milieu a pH 7.2 ou a pH 6.0. (B) Les differents peptides ont 

ete micro-injectes dans le cytoplasme des cellules a 4°C. La localisation des peptides 

fusionnes a la rhodamine a ete determinee par microscopie a fluorescence et les encarts 

montrent l'ADN coloree au Hoechst. (C) Les cellules ont ete traitees avec le detergent 

Triton-X 100 a 1% volume/volume pour en isoler les fractions insolubles par 

centrifugation qui ont ensuite ete resuspendues dans du tampon de lyse. Les divers 

peptides (lug) ont ete ajoutes aux fractions insolubles resuspendues et le tout a incube 

pendant 1 heure a 4°C. La fraction insoluble a ete separee de la fraction soluble par 

centrifugation et les deux fractions ont ete lysees a une concentration finale de 2% SDS. 

Les absorbances ont ete mesurees a 560 nm et sont presentees graphiquement. Les barres 

d'erreurs representent l'ecart-type de trois experiences independantes. 
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citrullines presentait, comme le controle negatif Rho-VHL 21-37, une localisation 

cytoplasmique et nucleaire a pH 7.2 et 6.0, contrairement au peptide compose d'arginines 

nues (NoDSH+VHL R9
MMA) qui demontrait une localisation fortement nucleolaire a pH 

6.0 (Figure 17B). Ces resultats suggerent que le NoDSH+VHL n'a pas d'affinite pour le 

nucleole lorsque les arginines sont remplacees pour des citrullines. 

Nous avons ensuite realise des experiences de capture des peptides in vitro 

comme a la figure 16. Le peptide NoDSH+VHL contenant des residus citrullines et le 

peptide Rho-VHL 21-37 servant de controle negatif etaient tres faiblement captures par le 

nucleole a pH 7.2 et 6.0 (Figure 17C). L'absorbance relative de la fraction insoluble de 

ces deux peptides etait inferieure a 0.1 dans les deux conditions, comparativement a la 

fraction insoluble a pH 6.0 du peptide NoDSH+VHL avec des arginines nues qui avait un 

absorbance relative d'environ 0.45. Puisque la substitution des arginines non-methylees 

pour des residus citrullines ne permet pas de conserver l'affinite du NoDSH+VHL pour le 

nucleole, nous pouvons croire que la sequestration nucleolaire, suite a une accumulation 

d'ions H+ extracellulaires, requiert des arginines nues et intactes aux deux premiers 

residus du STAD du NoDSH+VHL. II est done peu probable que les arginines 

monomethylees soient demethyliminees en acidose. Nous pouvons done envisage la 

possibility que les deux premieres arginines methylees du NoDSH+ VHL soient 

demethylees lors de l'accumulation d'ions H+ extracellulaires pour produire des arginines 

nues afin d'induire la detention nucleolaire. 
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3.7 LES INHIBITEURS DE METHYLATION EMPECHENT LA SORTIE NUCLEOLAIRE DE VHL. 

I l l 

La sequestration nucleolaire des proteines contenant un NoDS est un processus 

reversible. Suite au degagement des ions H+ extracellulaires et au retablissement du pH 

neutre, les proteines sont relachees du nucleole et reprennent leur localisation cellulaire 

habituelle. Dans les prochaines sections, nous voulons investiguer le mecanisme de 

relachement nucleolaire des proteines contenant un NoDSH+ suite a la neutralisation du 

milieu acidique extracellulaire. Les resultats des sections precedentes suggerent que les 

arginines du NoDSH+ de VHL sont methylees en conditions neutres, mais que suite a une 

acidification du milieu extracellulaire, la demethylation des arginines du code permet la 

sequestration nucleolaire. Nous croyons que suite au retablissement du pH neutre dans le 

milieu extracellulaire, les arginines du NoDSH+ sont remethylees pour permettre la sortie 

des proteines du nucleole. Nous allons tout d'abord examiner les effets d'inhiber la 

methylation, a l'aide des inhibiteurs MTA et AdOx, suite a la neutralisation du milieu 

acidique sur la sortie nucleolaire de VHL et sur le retablissement de sa localisation 

nucleaire et cytoplasmique. 

Des cellules MCF-7 exprimant de facon transitoire VHL-GFP ont ete cultivees 

pendant trois heures en conditions hypoxiques et acidiques pour induire la relocation et la 

detention nucleolaire de la proteine. Les cellules ont ensuite ete transferees dans des 

conditions normoxiques et neutres et traitees avec les inhibiteurs de methylation generaux 

MTA ou AdOx pendant trois heures. Moins de 15% des cellules non-traitees ou traitees 

avec le controle DMSO presentaient une localisation nucleolaire de VHL-GFP, ce qui 

suggere que la majorite des proteines etaient relachees et sorties du nucleole apres le 

transfer! des cellules de conditions acidiques a neutres pour trois heures (Figure 18). Par 
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Figure 18: La sortie de VHL du nucleole apres la neutralisation du milieu acidique 

est empechee par le traitement avec des inhibiteurs de methylation. 

Des cellules MCF-7 exprimant de fa9on transitoire VHL fusionne a GFP ont ete cultivees 

pendant 3 heures en hypoxie dans du milieu a pH 6.0 pour induire la sequestration 

nucleolaire de VHL-GFP. Les cellules ont ensuite ete cultivees en normoxie dans du 

milieu a pH 7.2 pendant 3 heures et laissees non-traitees ou traitees avec les inhibiteurs 

de methylation MTA a lOOmM ou AdOx a lOmM, ou avec le controle DMSO. La 

localisation de VHL-GFP a ete determinee par microscopie a fluorescence de GFP et les 

encarts montrent l'ADN coloree au Hoechst. Le pourcentage de cellules demontrant une 

localisation de VHL-GFP dans le nucleole apres la neutralisation du milieu acidique a ete 

mesure en fonction du traitement soumis et est represente graphiquement. Les barres 

d'erreurs representent l'ecart-type de trois experiences independantes. 
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contre, dans les cellules traitees avec les inhibiteurs de methylation MTA et AdOx, VHL-

GFP etait localise dans le nucleole de plus de 80% des cellules (Figure 18). Ces resultats 

suggerent qu'en inhibant la methylation apres la neutralisation du milieu acidiques 

extracellulaire, le relachement et la sortie nucleolaire de VHL est empeche. Comme a la 

section 3.1, nous ne pouvons pas deduire quel type de methylation est responsable du 

relachement nucleolaire de VHL puisque les inhibiteurs de methylation MTA et AdOx 

sont generaux. 

3.8 LES ARGININES DU N O D S H + V H L SONT REMETHYLEES APRES LA NEUTRALISATION 

DU MILIEU ACIDIQUE. 

Les resultats de la section precedente suggerent que la methylation est necessaire 

pour la sortie de VHL du nucleole apres la neutralisation du milieu acidique 

extracellulaire. Dans cette section, nous voulons determiner precisement l'etat de 

methylation des arginines du STAD du NoDSH+VHL apres la neutralisation du milieu 

acidique extracellulaire. Comme en conditions neutres et acidiques, presentees aux 

figures 12 et 14 respectivement, nous avons utilise le systeme F-NoDSH+VHL-PK-GFP 

(Figure 11) et la spectrometrie de masse en tandem couplee a la chromatographie en 

phase liquide (LC/MS-MS). Des cellules MCF-7 exprimant de maniere stable la proteine 

F-NoDSH+VHL-PK-GFP ont d'abord ete maintenues pendant 4 heures en conditions 

hypoxiques et acidiques. Les cellules ont ensuite ete cultivees dans des conditions 

normoxiques et neutres et en presence de cycloheximide avant de realiser 

rimmunoprecipitation de F-NoDSH+VHL-PK-GFP. La bande correspondant a la proteine 

F-NoDSH+VHL-PK-GFP coloree a l'argent sur une gel de polyacrylamide-SDS a ete 
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extraite du gel (Figure 19B) et digeree avec les enzyme chymotrypsine et GluC. Les 

peptides ont ensuite ete analyses par LC/MS-MS (Figure 19C). Les resultats suggerent 

que les trois arginines du STAD du NoDSH+VHL sont methylees. La deuxieme et la 

troisieme arginines contiennent un groupe methyle tandis que la premiere arginine 

contient deux groupes methyles (Figure 19C et D). Ces resultats suggerent que les deux 

premieres arginines du STAD du NoDSH+VHL sont remethylees apres le degagement des 

ions H+ extracellulaires. A la lumiere des resultats de MS (Figure 19) et de l'experience 

avec les inhibiteurs de methylation (Figure 18), apres la neutralisation du milieu 

extracellulaire, il est possible que la remethylation des arginines du NoDSH+VHL 

permette le relachement de la proteine du nucleole. 
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Figure 19: Les trois arginines du NoDS de VHL sont methylees apres la 

neutralisation du milieu acidique. 

Des cellules MCF-7 exprimant de maniere stable Flag-NoDSH+VHL-PK-GFP ont ete 

cultivees en hypoxie pendant 4 heures dans du milieu a pH 6.0 et ont ensuite ete cultivees 

pendant 2 heures en normoxie dans du milieu a pH 7.2 contenant de la cycloheximide a 

100 ug/mL avant d'etre recoltees et lysees. Les immunoprecipitations ont ete faites avec 

des billes Flag. Le tampon de lyse avec les billes Flag sett de controle negatif. (A) Les 

produits des immunoprecipitations ont ete migres sur un western et la membrane a ete 

sondee avec l'anticorps Flag. (B) Les proteines ont ete separees sur un gel de 

polyacrylamide-SDS et colorees a l'argent. La bande correspondant a F-NoDSH+VHL-

PK-GFP a ete extraite du gel pour analyser la sequence du NoDSH+VHL par 

spectrometrie de masse. (C) La proteine a ete digeree avec les enzymes chymotrypsine et 

GluC. Les peptides obtenus ont ete analyses par la chromatographic liquide couplee a la 

spectrometrie de masse en tandem (LC/MS-MS). (C et D) Les resultats de spectrometrie 

de masse suggerent qu'apres la neutralisation du milieu acidique, la premiere arginine est 

dimethylee (DMA) et la deuxieme et troisieme arginines sont monomethylees. Ces 

resultats ont ete confirmes par l'analyse de 2 peptides differents ainsi que par l'analyse de 

deux series ioniques soient b et y. Ces resultats et ceux presentes a la Figure 7 suggerent 

que les deux premieres arginines, qui ne contiennent aucun groupe methyle en conditions 

acidiques, sont remethylees apres un degagement des ions H+ extracellulaires. 
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CHAPITRE 4: DISCUSSION 
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4.1 RESUME DES DECOUVERTES MAJEURES 

Dans cette etude, nous avons examine l'etat de methylation des arginines du motif 

NoDSH+ en conditions neutres, acidiques et apres la neutralisation du milieu acidique 

ainsi que son role dans le processus de sequestration nucleolaire des proteines. Nous 

avons premierement determine que la synthese active de proteines n'etait pas necessaire a 

la relocalisation nucleolaire du NoDSH+ de VHL et de VHL suggerant que les proteines 

VHL et NoDSH+ de VHL presentes avant le debut de l'acidose sont celles sequestrees 

dans le nucleole. Par la suite, nous avons remarque que la vitesse de la sequestration 

nucleolaire de VHL et du NoDSH+VHL etait augmentee lorsque tous les processus de 

methylation etaient inhibes. Ces deux resultats supportent la possibilite que le motif 

NoDSH+ soit modifie au niveau post-traductionnel par la methylation des arginines pour 

reguler la detention nucleolaire des proteines. Ensuite, nous avons determine par western 

avec des anticorps specifiques aux arginines symetriquement dimethylees que des 

arginines de VHL et du fragment 100 a 130 de VHL etaient methylees en conditions 

neutres. De plus, a l'aide d'analyses par LC-MS/MS, nous avons specifiquement 

demontre qu'en conditions neutres, les trois arginines du motif NoDSH+ sont 

monomethylees. En conditions acidiques, nous avons constate par LC-MS/MS que les 

deux premieres arginines du motif NoDSH+ etaient dans un etat non-methyle. De plus, 

dans ces conditions, VHL n'a pas ete reconnu par des anticorps specifiques aux arginines 

methylees. Nous avons egalement observe par MALDI-TOF-MS une perte de groupes 

methyles suivant l'acidification du milieu extracellulaire acidique sur un peptide 

contenant le STAD du NoDSH+ de la proteine Hsc70. Avec des peptides synthetiques du 

NoDSH+ de VHL, nous avons observe que le motif avec les deux premieres arginines 
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non-methylees avait une plus grande affinite pour des nucleoles acidiques que le 

NoDSH+VHL avec les arginines monomethylees ou des arginines substitutes pour des 

residus alanines ou citrullines. Tous ces resultats suggerent qu'en conditions neutres, la 

methylation des arginines du NoDSH+VHL empecherait la relocalisation nucleolaire mais 

qu'en conditions acidiques, les deux premieres arginines du motif perdraient leurs 

groupes methyles pour permettre la detention dans le nucleole. Suite a la neutralisation 

du milieu acidique, nous avons observe que les arginines du NoDSH+VHL etaient dans un 

etat methyle. Egalement, nous avons constate que l'inhibition de la methylation 

empechait la sortie de VHL du nucleole suite a la neutralisation. Ces derniers resultats 

suggerent que la remethylation des arginines du NoDSH+VHL permettrait le relachement 

nucleolaire des proteines. 

4.2 UNE FORME DE METHYLATION REGULE LA SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE 

Le but initial de cette etude etait d'investiguer la possibilite que la methylation 

joue un role dans la detention nucleolaire des proteines suivant l'accumulation d'ions H+ 

extracellulaires. Pour ce faire, nous avons suivi la localisation cellulaire et la 

sequestration nucleolaire de VHL et du NoDSH+ reconstitue de VHL dans des cellules 

traitees avec un inhibiteur de la traduction et avec des inhibiteurs generaux de la 

methylation. La relocalisation nucleolaire de VHL et du NoDSH+VHL en acidose n'a pas 

ete empechee, retardee ou affectee de quelque facon en presence de cycloheximide, 

suggerant que les proteines presentes en conditions neutres sont celles sequestrees dans le 

nucleole suivant l'acidification extracellulaire. De plus, la synthese de nouvelles 

proteines, que ce soient des proteines contenant un motif NoDSH+ ou tout autre forme de 
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proteines et d'enzymes, ne semble pas etre necessaire pour accomplir efficacement le 

processus de detention nucleolaire. Nous avons par la suite observe que le traitement 

avec deux differents inhibiteurs generaux de la methylation, AdOx et MTA, a 

considerablement augmente la vitesse de la sequestration nucleolaire de VHL et du 

NoDSH+ de VHL suivant l'acidose. Puisque rinhibition de la methylation n'a pas bloque 

la relocalisation nucleolaire mais a plutot accelere ce processus, nous pouvons envisager 

la possibilite que le retrait de groupes methyles, et non leurs ajouts, so it implique dans le 

processus de detention nucleolaire des proteines. Puisque les inhibiteurs de la 

methylation sont generaux, la perte de groupes methyles pourrait se faire au niveau de 

l'ADN, de 1'ARN, des proteines contenant un NoDSH+ ou d'autres proteines au niveau des 

arginines ou des lysines. 

Les resultats precedents suggerent que des groupes methyles sont retires suivant 

l'acidification extracellulaire. Mais pour pouvoir retirer ces groupes methyles, ils doivent 

forcement etre ajoutes a un certain moment avant l'episode d'acidose, done possiblement 

en conditions neutres. Par contre, lorsque nous avons traite des cellules a pH neutre avec 

1'inhibiteur de methylation MTA, nous n'avons observe aucune accumulation du 

NoDSH+VHL dans le nucleole. II se peut qu'en acidose, les changements ne soient pas 

seulement au niveau de la methylation, mais egalement au niveau du nucleole le rendant 

ainsi competent pour accueillir les proteines contenant un motif NoDSH+. 

Alternativement, il est possible que les groupes methyles presents en conditions neutres 

soient tres stables et aient un faible taux de turnover. Ainsi, dans les cellules traitees a 

pH neutre avec 1'inhibiteur de methylation, les groupes methyles seraient restes en place. 

Consequemment, sans le retrait des groupes methyles, la relocalisation de VHL et du 
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NoDS VHL vers le nucleole n'aura pas ete declenchee et la localisation cellulaire de ces 

proteines resterait inchangee. 

Pour determiner si la relocalisation nucleolaire est possible en conditions neutres 

et si la methylation au niveau du motif NoDSH+ est impliquee dans le processus de 

detention nucleolaire, nous avons cree le systeme suivant: le NoDSH+ de VHL a ete 

fusionne au domaine ODDD de HIF-a pour controler l'accumulation et l'etat de 

methylation du motif. En inhibant la methylation, nous avons observe une relocalisation 

du NoDSH+VHL fusionne a l'ODDD du cytoplasme vers le nucleole. Ces resultats 

suggerent premierement que des proteines NoDSH+VHL-ODDD conservees dans un etat 

non methyle ont la capacite d'etre relocalisees dans le nucleole de cellules exposees a un 

pH neutre. De plus, puisque la localisation cellulaire de la proteine NoDSH+-ODDD 

differe en presence et en absence de l'inhibiteur de methylation, nous croyons que l'ajout 

de groupes methyles sur le NoDSH+VHL-ODDD en conditions neutres permet d'assurer 

une localisation cellulaire cytoplasmique et d'empecher la relocalisation nucleolaire. 

Egalement, nous pensons que les groupes methyles ajoutes en conditions neutres sont tres 

stables et restent sur la proteine pour une longue periode, puisque l'accumulation 

nucleolaire du NoDSH+VHL en conditions neutres et en presence d'inhibiteur de 

methylation a ete possible seulement a l'aide du systeme ODDD. 

A la lumiere de ces resultats, nous croyons que l'ajout de groupes methyles en 

conditions neutres et leurs retraits en conditions acidiques, pour induire la detention 

1-14- • • 

nucleolaire, se fait au niveau du motif NoDS , possiblement sur les residus arginmes. 

Par contre, nous ne pouvons pas exclure la possibilite que d'autres precedes de 

methylation jouent un role dans ce processus. Le methylation et le retrait des groupes 
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methyles pourraient se faire aussi au niveau de l'ADN, de l'ARN, ou encore sur les 

residus lysines et arginines de proteines ne contenant pas un motif NoDSH+, d'enzymes ou 

meme d'histones. 

4.3 DES GROUPES METHYLES SONT RETIRES DES ARGININES DE VHL ET DU 

NoDSH+VHL SUITE A L'ACIDIFICATION EXTRACELLULAIRE 

Notre prochain objectif etait d'analyser l'etat de methylation des arginines de VHL 

et du NoDSH+ de VHL, en conditions neutres et acidiques, a l'aide d'anticorps specifiques 

aux arginines methylees et d'analyses par spectrometrie de masse. Nous avons 

premierement observe qu'un anticorps specifique aux arginines symetriquement 

dimethylees appele SYM11 a reconnu la proteine VHL et le fragment endogene de VHL 

des residus 100 a 130 immunoprecipites de cellules exposees a un pH neutre. Avec le 

fragment 100 a 130, nous avons pu restreindre le nombre d'arginines possiblement 

symetriquement dimethylees sur VHL a quatre arginines, dont trois composent le STAD 

du NoDSH+ de VHL. Ce meme anticorps n'a pas reconnu la proteine VHL isolee de 

cellules acidiques, suggerant qu'aucune arginine n'est dimethylee de maniere symetrique. 

Ces resultats suggerent que des groupes methyles sont perdus sur des arginines de VHL 

suite a l'accumulation d'ions H+ extracellulaires. A l'aide d'analyses par MS, nous 

pourrons preciser ces resultats et determiner exactement si des arginines du NoDSH+ de 

VHL sont methylees en conditions neutre et lesquelles. De plus, en comparant les 

analyses de MS a pH neutre et acidique, nous pourrons determiner si des groupes 

methyles sont perdus sur une ou des arginines du NoDSH+ de VHL suivant l'acidification 

extracellulaire. 
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Pour analyser le NoDS VHL par MS, nous avons du faire appel a un systeme 

nous permettant d'isoler en grande quantite le motif en conditions acidiques, puisque 

VHL et le NoDSH+VHL sequestrees dans le nucleole ne peuvent pas etre 

immunoprecipites. Le NoDSH+VHL a ete sequestre dans le cytoplasme en le fusionnant a 

la proteine purement cytoplasmique, pyruvate kinase (PK). Ainsi, le motif se situe a 

l'exterieur du noyau et ne peut pas entrer en contact avec le nucleole pour la sequestration 

en conditions acidiques. Nous avons demontre, par une experience in vitro a 4°C, que le 

NoDSH+VHL fusionne a PK a la capacite d'etre detenu dans le nucleole lorsque la 

membrane nucleaire de cellules acidiques est rompue ou lorsqu'un signal de localisation 

nucleaire (NLS) est ajoute. Ces experiences suggerent que la proteine PK n'affecte pas la 

fonction du motif dans la sequestration nucleolaire. De plus, ces resultats suggerent que 

le NoDSH+VHL peut etre active pour la detention nucleolaire, soit dans le noyau ou dans 

le cytoplasme, sans etre en contact avec le nucleole. 

A l'aide du systeme nous permettant d'isoler le NoDSH+VHL en grandes quantites, 

nous avons analyse chacun des residus du motif par LC/MS-MS, suite a un traitement 

avec un inhibiteur de la synthese des proteines. Les resultats de LC/MS-MS, en 

conditions neutres, suggerent que les trois arginines du ST AD du NoDSH+VHL sont dans 

un etat monomethyle. En conditions acidiques, la derniere arginine contient un groupe 

methyle, alors que les deux premieres arginines sont non-methylees. Ces resultats 

suggerent que des groupes methyles sont presents sur chacune des deux premieres 

arginines du motif NoDS VHL, en conditions neutres, mais qu'ils sont retires suite a 

l'acidification du milieu extracellulaire. Puisqu'avant l'analyse par LC/MS-MS, le motif 

NoDSH+VHL a ete immunoprecipite suite a un traitement avec la cycloheximide, ce sont 
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les proteines presentes avant le debut de l'acidose qui perdent des groupes methyles et 

non des proteines nouvellement synthetisees depourvues de groupes methyles. Les 

resultats avec les anticorps specifiques aux arginines symetriquement dimethylees et les 

analyses de MS sont consistants avec les resultats des inhibiteurs de methylation et 

ensemble suggerent que des groupes methyles sont retires suivant l'accumulation d'ions 

H+ extracellulaires. 

4.4 DIFFERENCES ENTRE LES RESULTATS AVEC L'ANTICORPS S Y M 1 1 ET LA 

SPECTROMETRY DE MASSE 

Les resultats obtenus avec l'anticorps SYM11 et la spectrometrie de masse 

suggerent tout deux que des arginines de la proteine VHL et du fragment 100 a 130 de 

VHL, contenant le motif NoDSH+, sont dans un etat methyle en conditions neutres. De 

plus, ces resultats sont consistants en suggerant que des arginines de la proteine VHL 

perdent des groupes methyles suivant l'acidification du milieu extracellulaire. Par contre, 

les resultats de LC/MS-MS, suggerant que les arginines du motif NoDSH+ de VHL 

contiennent un groupe methyle, different des resultats generes par l'anticorps SYM11, qui 

prevoient que des arginines du fragment 100 a 130 de VHL sont symetriquement 

dimethylees a pH 7.2. Plusieurs raisons peuvent expliquer les differences observees avec 

ces deux methodes. 

Premierement, l'anticorps SYM11 est specifique aux arginines symetriquement 

dimethylees et ne detecte pas les arginines asymetriquement dimethylees, mais sa 

specificite n'a jamais ete testee contre les arginines monomethylee. Nous ne pouvons 

done pas exclure la possibilite que l'anticorps SYM11 detecte, en plus des arginines 
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symetriquement dimethylees, les arginines contenant un seul groupe methyle dans la 

proteine VHL et le fragment 100 a 130 de VHL a pH neutre, ce qui concorderait avec les 

resultats de spectrometrie de masse des arginines du motif NoDSH+VHL. 

Deuxiemement, meme si la plupart des resultats de MS suggerent que les 

arginines du NoDSH+ de VHL sont monomethylees a pH neutre, nous avons tout de 

meme obtenu un spectre ou la premiere arginine contenait deux groupes methyles a pH 

7.2, plus precisement suite a la neutralisation du milieu acidique. (Figure 19). Pour 

obtenir une arginine dimethylee, une arginine non-methylee doit d'abord recevoir un 

premier groupe methyle avant de pouvoir accepter un deuxieme groupe methyle. La 

monomethylation d'arginines est souvent considered comme un etat transitoire. Dans la 

plupart des proteines, les arginines passent par un etat transitoire de monomethylation, 

mais sont rapidement dimethylees, soient de maniere symetrique ou asymetrique. Dans 

notre cas, il se peut que la monomethylation ne soit pas qu'un etat transitoire et que la 

majorite des arginines du NoDSH+VHL soient monomethylees en conditions neutres. 

Une minorite d'arginine monomethylee pourraient accepter un deuxieme groupe methyle 

pour devenir symetriquement dimethylee, ce qui expliquerait pourquoi, en conditions 

neutres, nous detectons VHL et le fragment 100 a 130 de VHL avec l'anticorps SYM11 et 

que nous avons observe qu'une seule fois une arginine du NoDSH+VHL possedant deux 

groupes methyles par LC/MS-MS. Alternativement, il se peut que le nombre d'arginines 

dans le motif NoDSH+ contenant un groupe methyle soit equivalent ou meme inferieure 

au nombre d'arginine dimethylees. II est possible que les peptides que nous avons 

analyses par LC/MS-MS contenaient des arginines majoritairement monomethylees que 

par pur hasard. Egalement, il se peut les enzymes peptidiques aient moins d'acces sur une 

91 



proteine contenant plusieurs arginines dimethylees, resultant en des digestions partielles 

et incompletes et des peptides trop gros pour etre analyses par LC/MS-MS. Mais encore, 

les peptides contenant plusieurs arginines dimethylees pourraient etre plus difficiles a 

purifier par chromatographic en phase liquide ou a analyser par LC/MS-MS, soit au 

niveau de l'ionisation des peptides, de la transmission, de la selection et de la 

fragmentation des ions peptidiques ou de la resolution des fragments peptidiques. Pour 

repondre a ces questions, il faudrait realiser de nombreuse analyses par LC/MS-MS du 

NoDSH+VHL, ou encore tester l'efficacite de l'analyse par LC/MS-MS de peptides 

synthetiques formes de la sequence en acides amines du NoDSH+VHL avec differentes 

combinaisons d'arginines non-methylees, monomethylees et dimethylees. 

4.5 UNE SECONDE PROTEINE POURVUE D'UN MOTIF N O D S H + DEMONTRE UNE PERTE DE 

GROUPES METHYLES EN ACIDOSE. 

Comme prochaine etape, nous avons analyse le motif NoDSH+ de la proteine 

endogene Hsc70, en conditions neutres et acidiques, par MALDI-TOF-MS. Hsc70 a ete 

digeree avec l'enzyme LysC pour produire le peptide RAVRRLRTACERAK contenant le 

STAD du NoDSH+, puis les valeurs experimentales des pics obtenues sur les spectres de 

masse ont ete comparees aux valeurs theoriques de ce peptide avec diverses 

modifications post-traductionnelles. Si Ton considere que les autres modifications post-

traductionnelles, phosphate et carbamidomethyle, ne changent pas, alors de 1 a 2 groupes 

methyles seraient perdus sur le peptide RAVRRLRTACERAK suite a l'accumulation 

d'ions H+ extracellulaires. Ces resultats sont consistants avec les resultats observes avec 

les anticorps specifiques aux arginines methylees et par LC/MS-MS du motif 
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NoDS VHL et suggerent que des groupes methyles seraient retires suivant l'acidose. 

Par contre, avec la methode MALDI-TOF-MS, nous ne pouvons pas determiner lesquels 

des acides amines du peptide RAVRRLRTACERAK possedent des groupes methyles en 

conditions neutres et acidiques. Par consequent, nous ne pouvons pas preciser quels 

residus perdent un groupe methyle, comme le suggere les resultats, suivant 

l'accumulation d'ions H+ extracellulaires. Pour repondre a ces questions, il faudrait 

realiser une analyse LC/MS-MS sur les peptides suite a la spectrometrie de masse 

MALDI-TOF. La technique LC/MS-MS permettrait de determiner precisement la 

sequence en acides amines du peptide analyse ainsi que la presence de modifications 

post-traductionnelles sur chacun des residus. Par contre, il est difficile de realiser 

l'analyse LC/MS-MS suite a la MALDI-TOF-MS, puisque cette technique requiert 

beaucoup de produits d'une grande purete. La proteine Hsc70 que nous isolons de 

nucleoles provenant de cellules acidiques n'est pas aussi pure que suite a une 

immunoprecipitation. Hsc70 apparait comme une bande singuliere et forte sur un gel 

colore a l'argent, mais ce n'est pas la seule proteine a migrer vers 70kDa. Des dizaines 

d'autres proteines peuvent se retrouver dans cette bande dans des quantites variables. Ces 

proteines diminuent la purete de notre echantillon et peuvent grandement affecter 

l'analyse par MS. La proteine Hsc70 pourrait etre immunoprecipitee de cellules exposees 

a des conditions neutres et serait assez pure et abondante pour realiser une analyse 

LC/MS-MS, suivant la MALDI-TOF, sur les peptides generes et ainsi determiner leurs 

sequence en acides amines et si des groupes methyles sont presents sur certains residus. 

Par contre, puisque nous ne pouvons pas realiser une immunoprecipitation des proteines 

sequestrees dans le nucleole a pH 6.0, il sera tres difficile, voir meme impossible, de 
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realiser une analyse LC/MS-MS de la proteine Hsc70 impure provenant de nucleole 

acidiques. Malheureusement, nous ne pourrons done pas determiner la position des 

groupes methyles sur la proteine et quels residus perdent un groupe methyle suivant 

l'acidose. L'experience que nous avons realisee nous a tout de meme indique qu'il y a une 

perte de groupes methyles possiblement sur le motif NoDSH+ d'une proteine endogene, 

Hsc70, extraite du nucleole de cellules acidiques. De plus, ces resultats viennent appuyer 

les analyses de MS realisees sur le motif NoDSH+VHL de la proteine exogene F-

NoDSH+VHL-PK-GFP. 

4.6 L'AFFINITE DU MOTIF N O D S H + V H L POUR LE NUCLEOLE EST AUGMENTEE PAR DES 

ARGININES NON-METHYLEES 

Le troisieme objectif de cette etude etait de determiner si un lien existe entre l'etat 

de methylation des arginines du NoDSH+VHL et l'affinite du motif pour le nucleole. A 

l'aide de peptides synthetiques composes du NoDSH+VHL, nous avons demontre que 

l'affinite du motif pour le nucleole etait plus grande lorsque les deux premieres arginines 

du STAD sont dans un etat non methyle (AARRIHSYRMMALLVNQTELFV ou 

AARRIHSYALLVNQTELFV) que lorsque les arginines sont monomethylees 

(AARMMARMMAIHSYRMMALLVNQTELFV ou AARMMARMMAIHSYALLVNQTELFV). 

Ces resultats sont consistants avec les resultats observes avec les inhibiteurs de 

methylation qui suggeraient que le retrait de groupes methyles avait un role dans la 

sequestration nucleolaire de VHL et du NoDSH+VHL en acidose. Egalement, ces 

resultats appuient les resultats obtenus avec la proteine NoDSH+VHL-ODDD qui 

suggeraient que l'etat de methylation, possiblement de la proteine, controlait sa fonction 
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dans la detention nucleolaire. Ensemble avec les resultats de spectrometrie de masse et 

des anticorps specifiques aux arginines methylees, ces resultats precisent que la perte de 

groupes methyles, suivant l'acidification extracellulaire, se fait sur les arginines du motif 

NoDSH+VHL dans le but d'augmenter l'affinite du motif pour le nucleole. 

Le peptide dont les deux premieres arginines ont ete substitutes pour des alanines 

(AAAAIHSYRMMALLVNQTELFV) ne presentait, quant a lui, aucune affmite envers le 

nucleole. Ces resultats sont consistants avec les resultats publies par notre laboratoire et 

suggerent que les arginines presentent dans le NoDSH+VHL ne peuvent etre substitutes 

pour des alanine et semblent etre importantes pour la fonction du motif dans la detention 

nucleolaire (Mekhail et al., 2007). L'analyse mutationnelle realisee par notre laboratoire 

suggere egalement que les arginines ne peuvent pas etre substitutes pour des acides 

amines de meme charge, soient les lysines (Mekhail et al., 2007). Ces resultats suggerent 

que les arginines pourraient posseder un role independant de leur charge positive dans la 

sequestration nucleolaire du NoDSH+VHL. Nous voulions realiser les experience de 

microinjection in vivo et de capture des peptides in vitro avec un peptide compose du 

NoDSH+VHL avec les deux premieres arginines substitutes pour des lysines 

(AAKKIHSYRMMALLVNQTELFV). Contrairement a tous les autres peptides, nous 

avons ete incapables de dissoudre le peptide contenant des lysines, initialement solide, 

sous une forme liquide. Les resultats de l'analyse mutationnelle du motif NoDSH+, 

publies par notre laboratoire, et les resultats obtenus avec les peptides, composes du 

NoDSH+VHL avec les deux premieres arginines du ST AD dans un etat non methyle, 

monomethylees ou substitutes pour des alanines, suggerent que les arginines sont 
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absolument cruciales pour la fonction du motif dans la sequestration nucleolaire et ne 

peuvent en aucun cas etre modifiees ou substitutes pour quelconque acide amine. 

Les peptides NoDSH+VHL ont demontre une affinite plus elevee envers les 

nucleoles provenant de cellules exposees a des conditions acidiques que les nucleoles de 

cellules neutres. Ces resultats suggerent que les nucleoles de cellules acidiques sont 

differents des nucleoles de cellules neutres dans leur capacite a capturer les proteines 

contenant un motif NoDSH+. II est done possible que l'acidification produise des 

modifications au niveau du nucleole pour qu'ils puissent recevoir les proteines NoDSH+. 

Ces modifications pourraient se faire au niveau de la structure, de la composition en 

ADN, en ARN ou en proteines, des modifications post-traductionnelles des proteines, des 

modifications post-transcriptionnelles de 1'ARN ou des modifications de l'ADN du 

nucleole. A la lumiere de ces resultats, notre laboratoire investigue actuellement les 

differences dans la composition en proteines, en ADN et en ARN des nucleoles ainsi que 

dans les modifications des composantes nucleolaires en conditions neutres et acidiques. 

De plus, l'endroit exact ou les proteines pourvues d'un motif NoDSH+ sont detenues dans 

le nucleole en acidose est etudie. En determinant le role du nucleole, en plus du role du 

motif NoDS et de la methylation des arginines, plus de details sur le mecanisme de la 

sequestration nucleolaire des proteines en acidose seront decouverts. 

4.7 LA DEMETHYLATION DES ARGININES DU N O D S H + V H L INDUIT LA DETENTION 

NUCLEOLAIRE EN ACIDOSE 

L'ensemble des resultats suggerent que le retrait des groupes methyles des 

arginines en acidose permettrait la sequestration nucleolaire des proteines contenant un 
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motif NoDS . Le retrait de groupes methyles sur des arginines pourrait se faire par une 

reaction de demethylation ou de demethylimination (Wang et al, 2004; Chang et al, 

2007). La demethylation convertit les arginines dimethylees et monomethylees en 

arginines nues tandis que la demethylimination convertit les arginines non methylees ou 

monomethylees, mais pas dimethylees, en residus citrullines (Cuthbert et al, 2004; Wang 

et al, 2004; Chang et al, 2007). Les resultats obtenus avec les peptides, dont les deux 

premieres arginines du STAD sont dans un etat non methyle ou monomethyle, suggerent 

que nous avons possiblement une reaction de demethylation des arginines, suivant 

l'acidose, pour induire la detention nucleolaire. Par contre, nous devons considerer la 

possibility qu'une reaction de demethylimination des arginines monomethylees, les 

convertissant en citrullines, survienne suite a l'accumulation d'ions H+ extracellulaires. 

Le peptide NoDSH+VHL avec les deux premieres arginines substitutes pour des 

citrullines (AACitCitIHSYRMMALLVNQTELFV) n'a presente aucune affinite envers le 

nucleole, contrairement au peptide contenant des arginines nues. D'apres ces resultats, 

nous croyons qu'en acidose, seule une reaction de demethylation des arginines methylees 

et la production concomitante d'arginines nues est capable d'induire la detention 

nucleolaire des proteines contenant un motif NoDSH+. 

4.8 LES ARGININES DU MOTIF N O D S H + V H L SONT REMETHYLEES SUITE AU 

DEGAGEMENT DES IONS H + EXTRACELLULAIRES. 

Le dernier but de cette etude etait de determiner l'etat de methylation des 

arginines du motif NoDSH+ apres la neutralisation du milieu extracellulaire acidique et si 

la methylation joue un role dans le relachement nucleolaire des proteines. Nous avons 
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premierement observe que le traitement avec les inhibiteurs de methylation MTA et 

AdOx bloquait la sortie de la proteine VHL du nucleole suite au retablissement du pH 

neutre, suggerant qu'une certaine forme de methylation est impliquee dans le mecanisme 

de relachement nucleolaire de VHL. Nous avons par la suite determine par LC/MS-MS 

que toutes les arginines du motif NoDSH+ de VHL etaient dans un etat methyle suite a la 

neutralisation du milieu acidique. Ces resultats suggerent que des groupes methyles 

seraient ajoutes au deux premieres arginines du motif en passant de conditions acidiques 

a neutres. L'analyse LC/MS-MS a ete realisee sur le motif NoDSH+VHL 

immunoprecipite de cellules soumises a un traitement avec de la cycloheximide suite a la 

neutralisation du pH acidique. Ceci suggere que ce ne sont pas des proteines 

nouvellement traduites qui sont methylees au niveau des arginines du code, mais bien les 

proteines provenant du nucleole qui sont remethylees. II est possible que la 

remethylation des residus arginines du NoDSH+ suite a la neutralisation active la sortie 

des proteines du nucleole. Alternativement, il se peut que les arginines soient 

remethylees a l'exterieur du nucleole, suite a leur relachement, et qu'une autre forme de 

methylation soit impliquee dans l'induction de la sortie nucleolaire des proteines. 

Les resultats de spectrometrie de masse demontrant que les arginines du ST AD 

sont remethylees suite au retablissement du pH neutre suggerent, conjointement avec 

l'ensemble des resultats obtenus dans cette etude, que les arginines au niveau du 

NoDSH+VHL subissent une reaction de demethylation suite a l'accumulation d'ions H+ 

extracellulaires. La demethylation catalyse le retrait des groupes methyles des arginines 

methylees pour produire des arginines nues et celles-ci ont la capacite de recevoir a 

nouveau des groupes methyles. La demethylimination retire egalement les groupes 
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methyles, mais contrairement a la demethylation, transforme les arginines 

monomethylees en residus citrullines. Aucune reaction enzymatique a date n'a ete 

identifiee capable de convertir les citrullines en arginines nues ou en arginines 

monomethylees, done la demethylimination bloque les reactions de methylation ou de 

remethylation eventuelles. Puisque des groupes methyles semblent etre ajoutes suite a la 

neutralisation du milieu acidique pour produire des arginines methylees, ces residus 

devaient etre avant la reaction de remethylation, done en conditions acidiques, des 

arginines nues et non des residus citrullines. 

4.9 MODELE DE REGULATION DE LA SEQUESTRATION NUCLEOLAIRE PAR LA 

METHYLATION ET DEMETHYLATION DES ARGININES DU MOTIF NODS . 

D'apres l'ensemble des resultats que nous avons obtenus dans cette etude, nous 

presentons un modele du cycle de methylation et demethylation des arginines en fonction 

de la concentration en ions H+ extracellulaires. Ce modele est presente a la figure 20. 

Suite a la synthese des proteines contenant un motif NoDSH+ en conditions neutres, les 

trois arginines du STAD sont methylees. L'addition de groupes methyles au niveau des 

arginines du NoDSH+ inactive le motif dans sa fonction de sequestration nucleolaire. De 

plus, la methylation diminue l'affinite du motif pour le nucleole et par le fait meme assure 

la localisation et la mobilite de la proteine dans la cellule. Suite a une accumulation 

d'ions H+ extracellulaires, la demethylation des deux premieres arginines du STAD est 

declenchee. Le retrait des groupes methyles du NoDS , pour produire des arginines 

nues, augmente raffinite du motif pour le nucleole et active le motif pour induire la 

sequestration nucleolaire des proteines. Lors de la neutralisation du milieu extracellulaire 
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pH7.2 

[RR(l/L)X3R](n n,1)+[L(0/N)(L/V)] (n n>1) 

Methylation 
des arginines ions H+ extracellulaires 

Demethylation 
des arginines 

[RR(l/L)X3R](n,na1)+[L(0/N)(L/V)](n,n>1) 

pH6.0 



Figure 20: Modele du cycle de methylation et demethylation des arginines du motif 

NoDSH+ en fonction de la concentration en ions H+ extracellulaires. 

A pH neutre, le NoDSH+ serait methylee au niveau des arginines pour inactiver le motif et 

assurer la localisation et la mobilite de la proteine dans la cellule. Lors d'une 

accumulation d'ions H+ dans le milieu extracellulaire, la demethylation du NoDSH+ pour 

produire des arginines nues permettrait d'activer le motif et de declencher la detention 

nucleolaire des proteines. Suite au degagement des ions H+ extracellulaires, les arginines 

du NoDSH+ seraient remethylees et les proteines sont relachees du nucleole et reprennent 

leur localisation cellulaire et leur mobilite habituelle 
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acidique, les proteines pourvues d'un motif NoDS sont relachees du nucleole et 

regagnent leur localisation cellulaire et leur mobilite habituelle. Dans ces conditions, les 

deux premieres arginines du NoDSH+ sont remethylees. 

L'ensemble des resultats de spectrometrie de masse semblent suggerer qu'en 

conditions neutres, les arginines du STAD contiennent au minimum un groupe methyle. 

Parfois, les arginines peuvent contenir deux groupes methyles, comme nous l'avons 

observe a une reprise par LC/MS-MS, ou peuvent etre dimethylees de maniere 

symetrique, comme le suggerent les experiences avec l'anticorps SYM11. Nous croyons 

que la monomethylation des arginines du NoDSH+VHL a pH neutre serait suffisante pour 

empecher la relocalisation de la proteine vers le nucleole et assurer sa localisation 

cytoplasmique et nucleaire. Nous croyons non seulement que l'ajout d'un seul groupe 

methyle est suffisant mais est egalement plus avantageux. Pour declencher la detention 

nucleolaire en acidose et proteger les cellules de l'hypoxie, il serait plus rapide d'avoir 

une seule reaction enzymatique pour enlever les monomethyles des arginines que deux 

reactions enzymatiques sequentielles pour retirer les dimethyles. Alternativement, 

enlever deux groupes methyles de chacune des deux arginines du motif requerrait plus 

d'enzymes pour declencher la sequestration nucleolaire dans le temps necessaire pour 

assurer la survie cellulaire. 

Les arginines possedent cinq donneurs possibles de liaisons hydrogenes a 

l'interieur de leur groupe guanidinium (Bedford et Clarke, 2009). Ainsi, les arginines 

peuvent former des interactions avec des accepteurs de liaisons hydrogenes, telles que les 

acides nucleiques thymines, adenines et guanines de l'ADN, les groupes phosphates de 

l'ADN et l'ARN et les acides amines aspartates des proteines (Calnan et al, 1991; 
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Mitchell et al, 1992; Luscombe et al, 2001; Bedford et Clarke, 2009). L'ajout de 

groupes methyles sur les arginines ne change pas leur charge positive (Schneider et 

Bannister, 2002; Boisvert et al, 2005a; Pahlich et al, 2006). Par contre, l'ajout de 

groupes methyles sur les arginines accroit le volume et bloque des liaisons hydrogenes, 

done diminue les interactions possible avec l'ADN, 1'ARN et les proteines (Bedford et al., 

2000; Boisvert et al, 2005a; Pahlich et al, 2006; Bedford et Clarke, 2009). Les 

arginines du motif NoDSH+VHL sont methylees en conditions neutres, mais les groupes 

methyles sont retires suivant la diminution du pH extracellulaire pour produire des 

arginines nues. II se peut que le retrait des groupes methyles des arginines du NoDSH+ 

augmente le nombre de liaisons hydrogenes possibles pour permettre au motif de former 

de nouvelles liaisons avec de l'ADN, de 1'ARN ou des proteines a l'interieur du nucleole 

en conditions acidiques. Parallelement, en conditions neutres, l'ajout de groupes 

methyles sur les arginines du motif pourrait bloquer des liaisons hydrogenes et 

empecherait l'interaction du motif NoDSH+ avec les composantes du nucleole. 

Alternativement, il se peut que le retrait des groupes methyles modifie simplement le 

volume ou peut-etre la structure tridimensionnelle du motif NoDSH+, lui permettant ainsi 

de s'integrer et se lier a une ou des composantes du nucleole. 

4.10 LES ENZYMES REGULANT LA METHYLATION ET DEMETHYLATION DES ARGININES 

DU MOTIF NoDSH + 

Les reactions de methylation et de demethylation en fonction de la concentration 

en ions H+ extracellulaires seraient effectuees par des enzymes methylases et 

demethylases respectivement. L'ajout de groupes methyles sur les arginines du motif 
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NoDS , suite a sa synthese a pH neutre, serait effectue par une ou plusieurs enzymes de 

la famille des proteines arginines methyltransferases. Ces enzymes seraient egalement 

activees suite a la neutralisation du milieu extracellulaire acidique pour remethyler les 

arginines du NoDSH+. II se peut qu'une seule PRMT soit responsable de methyler les 

arginines du motif NoDSH+ de toutes les proteines. Alternativement, il est possible que la 

methylation du motif NoDSH+ de differentes proteines soit effectuee par differentes 

PRMTs. La methylation a pH neutre, apres la traduction des proteines et suite au 

degagement des ions H+ extracellulaires, pourrait etre effectuee par les memes enzymes 

ou par deux groupes differents de PRMTs, activees selon la condition. Dans le cas ou les 

arginines seraient monomethylees, comme le suggerent les resultats de LC/MS-MS, alors 

les enzymes PRMTs de type I ou de type II pourraient etre responsables des reactions de 

methylation. Les enzymes les plus susceptibles de methyler les arginines du motif 

NoDSH+ seraient CARM1, PRMT-5, -6 ou -7 puisque celles-ci methylent des residus 

arginines isolees (Pollack et al, 1999; Friesen et al, 2001; Meister et al, 2001; Frankel 

et al, 2002; Lee et Bedford, 2002; Boulanger et al, 2005; Lee et al, 2005a; Lee et al, 

2005b; Miranda et al, 2005; Sgarra et al, 2006; Cheng et al, 2007; El-Andaloussi et al, 

2007; Gonsalvez et al, 2007; Guccione et al, 2007; Hyllus et al, 2007; Iberg et al, 

2008; Neuenkirchen et al, 2008), comparativement aux PRMT-1, -3 et -8 qui methylent 

les arginines entourees de residus glycines (Najbauer et al, 1993; Tang et al, 1998; 

Frankel et al., 2002). Par contre, si les arginines sont symetriquement dimethylees, tels 

que suggeres par les resultats obtenus avec l'anticorps SYM11, seules les PRMT de type 

II, done PRMT5 et -7, seraient responsables d'effectuer cette reaction enzymatique 

(Pollack et al, 1999; Friesen et al, 2001; Meister et al, 2001; Lee et al, 2005b; Cheng 
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et ah, 2007; Gonsalvez et ah, 2007; Neuenkirchen et ah, 2008). II se peut egalement que 

l'enzyme responsable de cette methylation soit une nouvelle enzyme non identifiee a ce 

jour. 

Les reactions de demethylation au niveau des arginines du motif NoDSH+ suivant 

l'acidification du milieu extracellulaire seraient effectuees par une enzyme demethylase 

d'arginines activee par la haute concentration en ions H+ extracellulaires. A ce jour, 

seulement une demethylase d'arginines, nommee proteine contenant un domaine Jumonji 

6 (JMJD6), a ete identifiee (Chang et ah, 2007). Par contre, une recente decouverte 

demontrant que l'activite enzymatique de JMJD6 est plutot l'hydroxylation des lysines 

remet en question la possibilite que JMJD6 soit un demethylase d'arginines (Webby et 

ah, 2009). Par consequent, il reste encore beaucoup a decouvrir en ce qui a trait a la 

demethylation des arginines. II est possible qu'une ou plusieurs demethylases d'arginines, 

non decouvertes a ce jour, catalysent le retrait des groupes methyles des arginines du 

code NoDSH+ des differentes proteines. 

La synthese de nouvelles proteines ne semble pas etre necessaire pour effectuer la 

detention des proteines contenant un code NoDSH+ dans le nucleole en acidose, comme le 

suggerent les experiences effectuees avec l'inhibiteur de la traduction cycloheximide. 

Ces resultats suggerent premierement que les proteines pourvues d'un motif NoDSH+ 

presentes en conditions neutres subissent une reaction de demethylation au niveau des 

arginines et sont celles detenues par le nucleole suivant l'accumulation d'ions H+. De 

plus, les proteines presentes dans le nucleole en acidose sont remethylees suite a la 

neutralisation du milieu acidique et sont celles relachees par le nucleole. Deuxiemement, 

ces resultats suggerent que la synthese de toute autre forme de proteines ou d'enzymes 
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n'est pas requise pour le cycle de methylation et demethylation et pour le processus de 

sequestration et relachement nucleolaire. Nous croyons done que les enzymes 

methylases et demethylases, responsables de l'ajout et du retrait des groupes methyles des 

arginines du motif NoDSH+, seraient presentes en tout temps, peu importe la 

concentration en ions H+ extracellulaires. Ces enzymes ne seraient pas nouvellement 

synthetisees suivant l'accumulation ou le degagement des ions H+ extracellulaires. II est 

done possible qu'il y ait un systeme d'activation des enzymes methylases et demethylases 

controle par la concentration en ions H+ extracellulaires. Suivant l'acidification du milieu 

extracellulaire, les demethylases d'arginines seraient rapidement activees pour retirer les 

groupes methyles du motif NoDSH+ et induire la sequestration nucleolaire des proteines. 

De maniere semblable, suivant la neutralisation du milieu acidique, les PRMTs seraient 

activees pour methyler les arginines du NoDSH+. Le fait que les enzymes seraient 

presentes en tout temps et que leurs activites seraient controlees par la concentration en 

ions H+ extracellulaires permettrait aux cellules de s'adapter rapidement suite a l'acidose 

par la sequestration nucleolaire des proteines et d'assurer leurs survies. 

4.11 ETAPES FUTURES 

Les resultats de cette etude suggerent qu'un cycle de methylation et demethylation 

des arginines du motif NoDSH+ controle la sequestration nucleolaire en fonction de la 

concentration en ions H+ extracellulaires. Par contre, plusieurs aspects du mecanisme de 

detention nucleolaire des proteines restent a decouvrir. 

Lorsque nous avons effectue les experiences avec les inhibiteurs de methylation 

generaux AdOx et MTA, nous ne pouvions exclure la possibilite que d'autres procedes de 
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methylation et demethylation soient impliques dans la sequestration et la sortie 

nucleolaire des proteines. Pour tester la possibility que des groupes methyles soient 

retires de l'ADN en conditions acidiques ou ajoutes suite a la neutralisation du milieu 

acidique, nous pourrions utiliser des inhibiteurs specifiques des ADN methyltransferases 

tels que 5-azacytidine ou zebularine. II existe egalement quelques inhibiteurs des 

proteines arginines methyltransferases (PRMT) (Cheng et al, 2004) et de certaines 

lysine-specifique histones methyltransferases (Greiner et al, 2005; Kubicek et al, 2007). 

Comme avec les inhibiteurs generaux de la methylation, nous pourrions determiner 

l'impact des inhibiteurs de la methylation de l'ADN, des arginines et des lysines des 

histone sur la vitesse de la relocalisation des proteines VHL et NoDSH+VHL dans le 

nucleole suivant l'acidose et sur la sortie nucleolaire de ces proteines suivant le 

degagement des ions H+ extracellulaires. 

Au cours de cette etude, nous avons principalement travaille avec la proteine 

VHL et le motif NoDSH+ de VHL. II serait bon de realiser des analyses LC/MS-MS sur 

le NoDSH+ reconstitue de d'autres proteines pour determiner la presence de modifications 

post-traductionnelles sur les residus du motif. Nous pourrions utiliser le NoDSH+ de 

Hsc70 ou encore de la sous-unite catalytique pi25 de l'ADN polymerase delta (DNA pol 

8 pi25). Pour nous permettre d'isoler le NoDSH+ de ces proteines de cellules acidiques, 

nous devrons employer le meme systeme qu'avec le NoDSH+VHL, c'est-a-dire en 

fusionnant les divers motifs a la proteine cytoplasmique pyruvate kinase. Nous pourrions 

ainsi determiner si, comme le NoDSH+ de VHL, les arginines des motifs NoDSH+ des 

divers proteines sont methylees en conditions neutres, si des groupes methyles sont 

retires de certaines arginines suivant l'accumulation d'ions H+ extracellulaires et si des 
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groupes methyles sont rajoutes suivant la neutralisation du milieu acidique. Ces 

experiences permettraient de generaliser le processus de methylation et demethylation des 

arginines du motif NoDSH+ observe chez VHL a un eventail de proteines. 

Pour supporter les resultats des analyses LC/MS-MS realisees sur les NoDSH+ 

reconstitues des differentes proteines, nous pourrions analyser les NoDSH+ des proteines 

endogenes par spectrometrie de masse en conditions neutres. Ainsi, nous pourrions 

confirmer la presence et la position des groupes methyles sur les arginines des motifs 

NoDSH+ a pH 7.2. Pour ce faire, les proteines endogenes VHL, Hsc70 et DNA pol 8 

pi25 seraient immunoprecipitees de cellules exposees a des conditions neutres. Les 

proteines seraient ensuite digerees avec des enzymes proteolytiques specifiquement 

choisies pour chacune des proteines pour produire des peptides de bonnes longueurs 

contenant le STAD du NoDSH+. Une spectrometrie de masse MALDI-TOF serait d'abord 

realisee avant d'analyser les peptides specifiques contenant le NoDSH+ par LC/MS-MS. 

Nous ne pourrions pas utiliser cette technique pour analyser le NoDSH+ en conditions 

acidiques puisque les proteines sequestrees dans le nucleole a pH 6.0 ne peuvent pas etre 

immunoprecipitees. Malgre tout, les resultats que genererait l'analyse LC/MS-MS du 

motif NoDSH+ de proteines endogenes permettraient d'appuyer et confirmer l'etat de 

methylation des arginines observe sur les NoDSH+ reconstitues. 

Comme prochaine etape, nous pourrions examiner l'effet du type de methylation 

des arginines du NoDSH+ sur l'affinite du motif pour le nucleole. Nous pourrions 

determiner si la monomethylation, la dimethylation asymetrique et la dimethylation 

symetrique des arginines diminuent l'affinite du motif pour le nucleole de maniere 

equivalente, semblable ou alors differente. II est possible que la dimethylation des 
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arginines augmente la repulsion du motif envers le nucleole comparativement a la 

monomethylation. Alternativement, il se peut que la monomethylation soit le type de 

methylation le plus efficace a empecher la relocalisation nucleolaire. Pour tester ceci, 

nous pourrions utiliser des peptides synthetiques composes du NoDSH+ reconstitue de 

VHL avec differents etats de methylation des arginines, comme nous avons utilise dans 

cette etude. L'affinite de ces differents peptides serait determinee et comparee de fa9on 

in vivo par micro-injections et in vitro a l'aide d'experiences de capture par le nucleole. 

De la meme facon, nous pourrions examiner si le nombre d'arginines non-methylees a de 

l'importance dans l'ensemble du systeme de sequestration nucleolaire et dans l'affinite du 

motif pour le nucleole. II serait egalement bon de determiner si des peptides composes 

du NoDSH+ reconstitue de differentes proteines avec differents etats et types de 

methylation agissent de maniere equivalente au NoDSH+ de VHL envers le nucleole. 

Comme prochaine etape, notre laboratoire pourrait identifier et caracteriser les 

enzymes PRMT responsables de la methylation des arginines du motif NoDSH+ de VHL 

et de d'autres proteines en conditions neutres et apres la neutralisation du milieu acidique. 

Puisque plusieurs PRMTs sont deja connues et identifiees, nous pourrions d'abord 

examiner si l'une de celles-ci methyle le NoDSH+. Si aucune des neuf PRMTs connues ne 

catalysent l'ajout de groupes methyles sur NoDS +, nous devrions alors identifier une 

nouvelle methylase d'arginines. Les demethylases d'arginines responsables de retirer les 

groupes methyles des arginines du motif NoDSH+ suivant l'accumulation d'ions H+ 

extracellulaires pourrait egalement etre identifiee et caracterisee. 
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4.12 CONCLUSION 

L'adaptation des cellules en hypoxie par la glycolyse anaerobique et la 

fermentation homolactique qui s'ensuit resulte en une acidification du milieu 

extracellulaire et est associee a de multiples conditions physiologiques et pathologiques 

telles que l'exercice musculaire et le cancer. La diminution du pH extracellulaire induit 

la relocalisation et la detention statique de la proteine suppresseure de tumeurs VHL dans 

le nucleole. Suite au degagement des ions H+ extracellulaires, la proteine VHL est 

relachee du nucleole et regagne sa localisation nucleo-cytoplasmique et sa propriete 

dynamique. La detention nucleolaire de VHL est dirigee par un motif specifique se 

nommant le signal de detention nucleolaire regulee par H+ (NoDSH+). Ce code est 

retrouve dans plusieurs proteines et active leurs sequestrations nucleolaires en acidose. 

Dans cette etude, nous avons examine le mecanisme de detention nucleolaire des 

proteines par le motif NoDSH+ suite a l'accumulation d'ions H+ extracellulaires. A l'aide 

d'analyses par spectrometrie de masse, nous avons demontre qu'un cycle de methylation 

et demethylation d'arginines presentes dans le motif NoDSH+ de VHL est regule par la 

concentration en ions H+ extracellulaires. Par des experiences avec des inhibiteurs de 

methylation et des peptides, nous avons observe que l'etat de methylation des arginines 

controle l'activite du code NoDSH+VHL, l'affinite envers le nucleole et la sequestration 

nucleolaires des proteines. Ces resultats suggerent que la methylation des arginines est 

un processus reversible et que l'etat de methylation des arginines du motif NoDSH+ est 

controle par la concentration en ions H+ extracellulaires et regule la detention nucleolaire. 
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