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Avant-propos 
         Dans notre laboratoire, on s’intéresse principalement à caractériser de nouveaux 

mécanismes et régulateurs impliqués dans le contrôle de l’activité transcriptionnelle des 

facteurs de transcription induits par l’hypoxie, HIF. Une étude préliminaire effectuée au 

laboratoire suggérait une interaction possible entre l’isomérase Pin1 et la sous-unité HIF-

1α. Mes premiers travaux concernent alors le rôle de l’isomérisation de HIF-1α dans 

l’activité du facteur HIF-1 et dans l’expression de ses gènes cibles ainsi que le 

mécanisme d’une telle régulation post-traductionnelle. Le deuxième volet de mes travaux 

consiste à investiguer l’implication de Pin1 dans la régulation transcriptionnelle de HIF-

1α par les facteurs de transcription Sp1 et Sp3. En effet, ces facteurs sont phosphorylés 

sur des sites de liaison putatifs de Pin1 et l’inhibition de la voie responsable de cette 

phosphorylation affecte négativement l’activité de ces facteurs, suggérant ainsi un lien 

possible entre Sp1/3 et Pin1. Finalement, l'utilisation d'un inhibiteur de MEK1/2, le 

PD184161, a permis de démontrer un effet suppresseur sur l’induction non-hypoxique de 

la protéine HIF-1α. J’ai donc effectué des travaux portant sur l’identification du 

mécanisme par lequel PD184161 agit sur HIF-1α et qui ont constitué le troisième volet de 

ma thèse. 

         Le Chapitre 1 de cette thèse est consacré à une introduction générale qui permet 

une meilleure compréhension des travaux de recherche présentés dans cette thèse. Ainsi, 

un aperçu de caractéristiques structurales et fonctionnelles des HIF, des Sp1/3 et de Pin1 

est donné, en plus d’une description des principaux mécanismes et facteurs impliqués 

dans leur régulation ainsi que de leurs rôles physiologiques et/ou pathologiques.  

         Le Chapitre 2 de cette thèse présente mes travaux portant sur l’étude de 

l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 et de son effet sur l’activité du facteur HIF-1 ainsi que 

sur l’expression de ses gènes cibles. Ces travaux intitulés : The prolyl isomerase Pin1 

regulates hypoxia-inducible transcription factor (HIF) activity (Jalouli M, Déry M.A, 

Lafleur V, Lamalice L, Zhou X.Z, Lu K.P et Richard D.E), ont été publiés dans le journal 

Cellular Signalling en aout 2014. 

         Au Chapitre 3 sont présentés mes travaux soulignant l’importance de Pin1 dans 

l’activation des facteurs de transcription Sp1/3 et de son gène cible HIF-1A. Ces travaux 

intitulés : The prolyl isomerase Pin1 is an important regulator of Sp1/3 activity and 
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subsequent hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) gene expression (Jalouli M, Lafleur V, 

Lamalice L et Richard D.E), feront l’objet d’une soumission sous peu pour publication. 

         Le Chapitre 4 de cette thèse décrit mes travaux qui concernent l’impact de 

PD184161 sur la stabilisation non-hypoxique de la protéine HIF-1α. Ces travaux 

intitulés : Selective HIF-1 Regulation under Nonhypoxic Conditions by the p42/p44 MAP 

Kinase Inhibitor, PD184161 (Jalouli M, Mokas S, Turgeon C.A, Lamalice L et Richard 

D.E), ont été publiés dans le journal Molecular Pharmacology en novembre 2017. 

        Également, j’ai effectué des travaux visant à identifier l’ensemble des gènes cibles 

des HIF modulés par Pin1 et à caractériser le mécanisme par lequel l’isomérisation de 

HIF-1α par Pin1 module l’activité transcriptionnelle de HIF-1. Ces travaux, qui 

consistent en la poursuite de l’étude décrite dans le chapitre 2, sont présentés aussi bien 

en annexe que dans la discussion (chapitre 5). 
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1 Les facteurs de transcription induits par l’hypoxie (HIF) 

        Cette section vise à présenter les facteurs de transcription HIF, des médiateurs clés 

de la réponse adaptative à l’hypoxie. Les propriétés structurales et fonctionnelles des ces 

facteurs, les principaux mécanismes de leur régulation et de leur induction ainsi que leur 

implication physiologique et pathologique sont aussi décrits. 

 

1.1.1 Structure et composition des complexes HIF 

         Les facteurs induits par l’hypoxie (Hypoxia-inducible factors, HIF) sont des 

médiateurs clés de l’homéostasie cellulaire en réponse à un stress hypoxique. Entre 

autres, ces facteurs activent l’expression de plusieurs gènes essentiels à l’adaptation 

cellulaire en conditions hypoxiques (Bracken et al. 2003). HIF-1 a été le premier identifié 

comme étant un facteur qui se fixe sur une séquence, sensible à l’hypoxie, en position 3’ 

non codante du gène codant pour l’érythropoїétine (EPO)  (Semenza et al. 1991; 

Semenza & Wang 1992). Outre son rôle dans l’érythropoїèse, le facteur de transcription 

HIF-1 est connu par son fort potentiel à induire plusieurs gènes hautement impliqués dans 

nombreux autres processus biologiques, tels que l’angiogenèse, la prolifération et la 

surivie cellulaire (Figure 1.1).  

          Les facteurs HIF médient leurs effets en reconnaissant des séquences consensus 5’ 

(A/G)CGTG 3’ nommées HRE (Hypoxia response elements), qui sont présentes au niveau 

des régions promotrices et ‘‘enhancer’’ de nombreux gènes cibles. Le nombre de ces 

éléments de réponse à l’hypoxie ainsi que l’affinité des facteurs HIF pour ces séquences 

consensus varient d’un gène à un autre. Des études élégantes ont montré que HIF se lient 

préférentiellement à la séquence HRE qui possède le nucléotide A en première position et 

T en amont de la séquence HRE (Wenger et al. 2005). La régulation de l’expression des 

gènes cibles des facteurs HIF nécessite non seulement la séquence consensus HRE mais 

aussi des séquences régulatrices adjacentes (Wenger et al. 2005). La présence de ces 

régions régulatrices ainsi que l’interaction des facteurs HIF avec divers co-activateurs 
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transcriptionnels tels que CBP (cAMP-response-element-binding protein (CREB)-binding 

protein)/p300, PKM2 (Pyruvate kinase M2), SWI/SNF (SWItching mating type/Sucrose 

Non Fermenting) et Pontin sont à l’origine d’une activation spécifique et différentielle des 

gènes dépendants des HIF selon le type et le contexte cellulaire. L’activation des 

complexes HIF et ses gènes cibles en conditions hypoxiques sera plus détaillée dans une 

section ultérieure de cette thèse (section 1.1.3). 

 

 

Figure 1.1: Schéma représentant les principaux gènes activés par le facteur HIF-1. 
Ces gènes cibles, iduits à la suite de la liaison du complexe fonctionnel à la séquence 
HRE, sont impliqués dans divers processus cellulaires et physiologiques permettant le 
maintien de l’homéostasie cellulaire en réponse à un stress hypoxique. Illustration par M. 
Jalouli. 
  

          Les facteurs HIF sont des hétérodimères obligatoires constitués des sous-unités 

HIF-α et HIF-β. Contrairement à HIF-β, qui est constitutivement exprimée et localisée au 

noyau, HIF-α est hautement régulée par le niveau intracellulaire d’oxygène (O2) (Wang 

& Semenza 1995). En condition normale d’O2, HIF-α est dégradée par le protéasome 

tandis que la carence d’O2 entraîne sa stabilisation. Les deux sous-unités α et β possèdent 

un domaine basique PAS (Per-ARNT-Sim) et un domaine bHLH (basic helix-loop-helix) 

impliqués dans la dimérisation du complexe HIF ainsi que sa liaison à l’ADN, et 
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appartiennent donc à la famille des protéines contenant ces deux domaines (Wang et al. 

1995a) (Figure 1.2).  

 

1.1.1.1 La sous-unité HIF-α 

          Chez les mammifères, il existe trois isoformes α : HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α 

(Webb et al. 2009).Ces isoformes sont caractérisées par un domaine, fortement sensible à 

l’O2, responsable de leur dégradation en condition normoxique (oxygen-dependent 

degradation domain, ODDD) (Jiang et al. 1996; Jiang et al. 1997; Huang et al. 1998; 

O'Rourke et al. 1999; Lendahl et al. 2009). Plus précisément, ce domaine possède deux 

prolines (Pro402 et Pro564 chez la protéine HIF-1α ; Pro405 et Pro530 chez la protéine 

HIF-2α) qui sont à l’origine de l’instabilité de ces protéines en réponse aux variations de 

la concentration d’O2. En plus de domaines PAS, bHLH et ODDD, les sous-unités HIF-α, 

et surtout HIF-1α et HIF-2α, possèdent deux domaines de transactivation (TAD) qui sont 

nécessaires pour leur activité transcriptionnelle en permettant le recrutement des co-

activateurs transcriptionels (Carrero et al. 2000). Les deux TADs sont situés dans la 

partie carboxy-terminale de la protéine, N-TAD vers l’extrémité N-terminale et C-TAD 

vers l’extrémité C-terminale (Jiang et al. 1997; Pugh et al. 1997). Ils sont séparés par un 

domaine inhibiteur de la transcription, le domaine ID (Inhibiting Domain), impliqué dans 

l’inhibition de l’interaction de HIF-α avec ses coactivateurs transcriptionnels suite à 

l’action de l’asparagine hydroxylase, FIH (Factor Inhibiting HIF) (Mahon et al. 2001; 

Bracken et al. 2006; Qing & Simon 2009). Deux séquences de localisation nucléaires 

(NLS) sont également décrites chez HIF-α (Figure 1.2). La première séquence est située 

dans le domaine bHLH au niveau N-teminal (N-NLS). Cette séquence est réprimée par le 

domaine PAS ce qui a pour effet la rétention cytoplasmique de HIF-α. La deuxième 

séquence, quant à elle, est localisée dans la partie C-terminale (C-NLS) et est 

extrêmement importante pour l’import nucléaire de HIF-α en conditions hypoxiques 

(Kallio et al. 1998). En effet, il a été démontré que l’import nucélaire de HIF-1α est 

hautement dépendant de C-NLS.  HIF-1α possède également, dans sa partie C-terminale, 

une séquence de signal d’export nucléaire (nuclear export signal, NES). Ce NES est 

constituée des résidus hydrophobes essentiels pour la fixation des récepteurs d’export 
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CRM1 (chromosome region maintenance 1) (Mylonis et al. 2008). Il a été démontré que 

l’export nucléaire de cette protéine est hautement régulé par la phosphorylation des 

résidus serines (Ser641 et Ser643) par les protéines kinases p42/p44 MAPK (p42/p44 

mitogen-activated protein kinases). Cette phosphorylation influence négativement 

l’interaction de HIF-1α avec CRM1, entraine sa rétention nucléaire, et augmente par 

conséquent son activité transcriptionnelle (Mylonis et al. 2006). 

          La protéine HIF-2α, initialement nommée EPAS1 (endothelial PAS protein 1), 

HLF (HIF-like factor), HRF (HIF-related factor) et MOP2 (member of PAS family 2), est 

fortement similaire à HIF-1α et partage 48% d’homologie de séquence en acides aminés 

avec cette protéine. Ces deux sous-unités possèdent des domaines de transactivation C-

TAD hautement homologues qui leur permettent de partager certains gènes cibles. 

Toutefois, leurs domaines N-TAD possèdent une faible homologie et sont à l’origine de 

la spécificité transcriptionnelle des gènes cibles. En ce sens, il a été démontré que la 

substitution du domaine N-TAD de HIF-2α pour celle de HIF-1α permet à HIF-2 

d’induire les gènes cibles de HIF-1 (Hu et al. 2007). Il apparait donc que HIF-1 et HIF-2 

sont capables de réguler plusieurs gènes communs, tandis qu’ils sont spécifiques pour 

d’autres. Généralement, le complexe HIF-1 est responsable de la régulation du 

métabolisme cellulaire alors que le facteur HIF-2 est fortement impliqué dans la 

régulation des gènes nécessaires pour la division cellulaire, le maintien de l’homéostasie 

mitochondriale et l’érythropoïèse. 

          La sous-unité HIF-3α, quant à elle, possède une faible homologie de séquence ainsi 

que des caractéristiques fonctionnelles distinctes en comparaison avec HIF-1α et HIF-2α. 

HIF-3α est considérée comme un régulateur négatif de l’expression des gènes qui 

dépendent de HIF-1 et HIF-2. Dans ce contexte, une étude a permis de montrer que la 

surexpression de HIF-3α entraine l’inhibition du gène rapporteur dont l’expression est 

sous le contrôle des facteurs HIF-1 et HIF-2 (Hara et al. 2001). D’une manière 

intéressante, il a été également démontré que la déplétion de HIF-1α et HIF-2α par 

interférence à l’ARN a pour effet de diminuer le niveau d’expression de la protéine HIF-

3α (Augstein et al. 2011), ce qui suggère la présence d’une boucle de rétrocontrôle 

négative entre les différentes sous-unités α. En plus de son effet de compétition avec les 
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autres sous-unités α pour la liaison de HIF-1β, la protéine HIF-3α possède un variant 

d’épissage, IPAS (inhibitory PAS domain protein), qui peut interagir avec HIF-1α et HIF-

2α. Ainsi, il peut former le complexe IPAS-HIFα qui est incapable de lier l’ADN et 

activer les gènes cibles de HIF-1 et HIF-2. 

 

 

Figure 1.2: Structure des sous-unités HIF-α et HIF-β. Les différrents domaines 
fonctionnels des sous-unités HIF-α (HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α) et HIF-β (HIF-1β et HIF-
2β) ainsi que les principales modifications post-traductionnelles régulant leur stabilité et 
leur activité sont représentés. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Bien que les protéines HIF-α soient similaires de point de vue biochimique et 

structural (dégradation en présence d’O2, hétérodimérisation obligatoire avec HIF-1β, 

liaison spécifique aux séquences HRE), l’expression tissulaire de HIF-2α et HIF-3α est 

beaucoup plus restreinte que celle de HIF-1α, ce qui supporte la fine différence 

fonctionnelle entre ces protéines. En autre, HIF-1α est exprimée de manière ubiquitaire, 

tandis que HIF-2α et HIF-3α sont présentes au niveau de certains types cellulaires y 

compris les cellules endothéliales (CE) des vaisseaux sanguins, les pneumocytes de type 
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II, les cellules interstitielles du rein, les cellules du parenchyme hépatique et les cellules 

myéloïdes (Bertout et al. 2008).  

 

1.1.1.2 La sous-unité HIF-β/ARNT 

         La sous-unité β, dont la stabilité est indépendante de la variation de niveaux d’O2, 

est une protéine ubiquitaire et fortement nécessaire pour la formation d’un complexe 

transcriptionnel fonctionnel HIF. HIF-β est présente sous forme de trois isoformes, HIF-

1β, HIF-2β et HIF-3β (Webb et al. 2009). La protéine HIF-1β est exprimée de façon 

ubiquitaire (Carver et al. 1994). Tandis que HIF-2β, qui partage 63% d’identité de 

séquence en acides aminés avec HIF-1β (Hirose et al. 1996), est fortement exprimée dans 

le système nerveux central et les reins (Drutel et al. 1996). HIF-3β, pour sa part, se trouve 

principalement au niveau du cerveau et du muscle (Shimba et al. 2005). 

         Contrairement à la sous-unité HIF-α, qui est spécifique à la réponse au stress 

hypoxique, la protéine HIF-β joue également le rôle d’un partenaire obligatoire du 

récepteur aryl hydrocarbone (aryl hydrocarbon receptor, AHR), impliqué dans le 

phénomène de détoxification cellulaire (Hoffman et al. 1991; McIntosh et al. 2010). Pour 

cette raison, La sous-unité HIF-β est aussi connue sous le nom d’ARNT (Aryl 

hydrocarbon recepteur nuclear translocator). 

 

1.1.2 Régulation de la sous-unité HIF-α  

          La présente section porte sur les principaux mécanismes contrôlant HIF, 

permettant de mettre en évidence la complexité de régulation de l’activité de ces facteurs 

et de souligner l’importance de ces mécanismes dans la réponse hypoxique. 

 

1.1.2.1 Mécanismes de dégradation dépendants de l’oxygène 

         Cette section est d’un grand intérêt dans le cadre des travaux présentés au chapitre 

4 de cette thèse. Ainsi, une attention particulière sera accordée aux facteurs impliqués 

dans la déstabilisation de HIF-α ainsi qu’aux cofacteurs nécessaires à leur activité. 
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          La formation d’un complexe transcriptionnel actif HIF repose essentiellement sur 

la disponibilité de sa sous-unité α, qui est hautement influencée par le niveau 

intracellulaire d’O2. En condition oxygénée, la protéine HIF-α, bien qu’exprimée de 

manière constitutive, est très instable et sa demi-vie protéique ne dépasse pas cinq 

minutes. Cette instabilité est sous le contrôle des véritables senseurs d’O2, les enzymes 

PHD (Prolyl-hydroxylase domain). Ces enzymes, dont l’activité repose strictement sur 

l’O2, agissent par l’hydroxylation de HIF-α sur les deux prolines qui se trouvent dans 

l’ODDD (Epstein et al. 2001; Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001; Kaelin & Ratcliffe 

2008). L’hydroxylation de HIF-α permet son interaction et sa polyubiquitination par le 

suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (pVHL), composante de reconnaissance d'un 

complexe E3 ubiquitine ligase, ce qui mène à sa dégradation par le protéasome (Kaelin & 

Ratcliffe 2008) (Figure 1.3). Plusieurs autres protéines régulatrices, telles RUNX3, OS-9, 

SSAT2, MCM7, LIMD1 et RHOBTB3 sont également impliquées dans le phénomène de 

dégradation dépendante de l’O2 de HIF-α. En s’associant à la sous-unité HIF-α et PHD2, 

OS-9 (osteosarcome protein 9) et RUNX3  (Runt Related Transcription Factor 3) 

facilitent et augmentent l’efficacité d’hydroxylation des résidus prolines (Baek et al. 

2005; Lee et al. 2014b). Les protéines SSAT2 (spermidine/spermine N-acetyltransferase 

2) et MCM7 (minichromosome maintenance protein 7), quant à elles, jouent un rôle dans 

la stabilisation de l’interaction entre HIF-α, pVHL et élongine C, facilitant ainsi son 

ubiquitination (Baek et al. 2007; Hubbi et al. 2011). Pour leur part, LIMD1 (LIM 

domain-containing protein 1) et RHOBTB3 (Rho-related BTB domain-containing protein 

3) interviennent pour promouvoir l’hydroxylation et l’ubiquitination par la formation 

d’un complexe avec HIF-α, PHD2 et pVHL (Zhang et al. 2015). 

         De façon générale, l’hydroxylation par les enzymes PHD ainsi que l’ubiquitination 

par pVHL sont deux étapes clés dans la voie de dégradation de la protéine HIF-α par l’O2 

(Figure 1.3). 
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Figure 1.3: Mécanismes de dégradation des sous-unités HIF-α en présence 
d’oxygène. En condition normale d’oxygène, la sous-unité HIF-α subit une 
hydorxylation menant à sa polyubiquitination et à sa dégradation par le protéasome. 
Illustration par M. Jalouli. 
 

1.1.2.1.1 Les protéines à domaines prolyl-hydroxylase, les PHD 

         Les PHD, qui font partie de la famille des prolyl-4-hydroxylases, sont des 

dioxygénases dépendantes de l’O2, du fer ferreux (Fe2+), du 2-oxoglutarate (2-OG) et de 

l’ascorbate. Une diminution dans la concentration intracellulaire de l’un de ces cofacteurs 

essentiels a pour effet l’inhibition de leurs activités enzymatiques. Chez les mammifères, 

on retrouve quatre HIF prolyl-hydroxylases, soit PHD1, PHD2, PHD3, et P4H-TM, qui 

sont caractérisées par des différences au niveau de leurs profils d’expression tissulaire, 

leurs localisations intracellulaires ainsi que leurs fonctions envers chacune des sous-

unités HIF-α (Bruick & McKnight 2001; Epstein et al. 2001; Berra et al. 2003; Appelhoff 

et al. 2004; Chan et al. 2005; Koivunen et al. 2007). 

 

1.1.2.1.1.1 PHD1 

         PHD1 est une protéine nucléaire qui est particulièrement abondante dans les 

cellules des testicules (Wax et al. 1996; Willam et al. 2006). Contrairement aux protéines 

PHD2 et PHD3, l’expression de PHD1 n’est pas régulée par l’hypoxie. Cependant, sa 

stabilité est négativement affectée par sa liaison à la protéine ubiquitine ligase Siah 

(Seven in Absentia Homolog) (Nakayama et al. 2004). La protéine PHD1 est connue par 

son rôle dans la régulation de HIF-2α. En effet, en conditions oxygénées, la délétion de 

cette enzyme par interférence à l’ARN entraine l’accumulation de HIF-2α, alors que la 

stabilité de HIF-1α a été faiblement affectée (Appelhoff et al. 2004). D’une manière 
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intéressante, des études élégantes ont démontré que l’invalidation génique de PHD1 chez 

les souris provoque une reprogrammation du métabolisme de glucose et engendre une 

meilleure protection des tissus contre le stress ischémique (Aragones et al. 2008; 

Schneider et al. 2010). 

 

1.1.2.1.1.2 PHD2 

         La protéine PHD2, exprimée de manière ubiquitaire, est une enzyme purement 

cytoplasmique (Wax et al. 1996; Metzen et al. 2003; Willam et al. 2006). En tant que 

gène cible des facteurs de transcription HIF, l’expression de PHD2 est augmentée par la 

diminution du niveau intracellulaire d’O2. Ceci suggère l’existence d’une boucle de 

rétrocontrôle négative nécessaire pour une dégradation rapide des protéines HIF lors 

d’une réoxygénation. Par ailleurs, sa dégradation protéolytique est assurée par des 

ubiquitines ligases de la famille Siah, ainsi que par son interaction avec la peptidyl prolyl 

cis/trans isomérase FKBP38 (FK506-binding protein 38) (Habelhah et al. 2004; 

Nakayama et al. 2004; Barth et al. 2007). En possédant un fort potentiel à hydroxyler et 

déstabiliser HIF-1α, PHD2 est l’enzyme la plus prédominante et spécifique des quatre 

prolyl-hydroxylases. Cette enzyme est caractérisée par son rôle important dans le 

développement embryonnaire et l’érythropoïèse. En effet, l’invalidation génique de 

PHD2 chez les souris entraine une stimulation du processus érythropoïétique et est à 

l’origine d’une mort foetale à mi-gestation à cause de défauts placentaires et cardiaques 

(Takeda et al. 2006; Minamishima et al. 2008). De plus, plusieurs études ont démontré 

que les patients porteurs des mutations au niveau du gène PHD2 souffrent 

d’érythrocytose, qui est une augmentation anormale du nombre de globules rouges causée 

principalement par l’activation du gène cible des complexes HIF, l’EPO (McDonough et 

al. 2006; Percy et al. 2006; Percy et al. 2007). 

 

1.1.2.1.1.3 PHD3 

         PHD3 est une protéine hautement exprimée dans les cellules cardiaques et 

musculaires lisses (Wax et al. 1996; Willam et al. 2006). Au niveau cellulaire, cette 

enzyme est répartie uniformément entre le noyau et le cytoplasme (Metzen et al. 2003; 
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Willam et al. 2006). Au même titre que PHD1 et PHD2, la stabilité de PHD3 est régulée 

par Siah (Habelhah et al. 2004; Nakayama et al. 2004). De plus, son expression est sous 

le contrôle des complexes HIF, tout comme celle de la protéine PHD2 (Epstein et al. 

2001). Contrairement à PHD2, PHD3 possède une plus grande affinité pour HIF-2α 

comparativement à HIF-1α (Appelhoff et al. 2004).  En effet, des études d'interférence à 

l'ARN ont démontré que l’inhibition de PHD3, en conditions oxygénées, a un effet plus 

important sur la stabilité de HIF-2α que celle de HIF-1α, tandis que l’effet de l’inhibition 

de PHD2 sur HIF-2α est faible par rapport à HIF-1α (Appelhoff et al. 2004). En 

conséquence, PHD3 possède des fonctions distinctes de celles de PHD2. L’invalidation 

génique de PHD3 chez les souris mène à un développement anormal du système 

sympathoadrénergique aboutissant à une hypotension systémique ainsi qu’à une 

insuffisance cardiaque plus tard dans la vie (Bishop et al. 2008).  

 

1.1.2.1.1.4 P4H-TM 

         En plus des trois PHD, la protéine P4H-TM (transmembrane Prolyl 4-Hydroxylase) 

est une autre proline hydroxylase capable d’hydroxyler HIF-1α (Koivunen et al. 2007). 

Cette enzyme se trouve au niveau du réticulum endoplasmique et est exprimée dans 

plusieurs tissus, y compris le rein, le cœur, le pancréas, le placenta et le cerveau 

(Koivunen et al. 2007). Des études récentes démontrent l’importance de cette quatrième 

HIF prolyl-hydroxylases dans le phénomène d’érythropoïèse (Laitala et al. 2012). 

Comme PHD2 et PHD3, l’expression de P4H-TM est régulée par l’hypoxie (Koivunen et 

al. 2007). Néanmoins, l’implication des complexes HIF dans l’expression de P4H-TM 

demeure inconnue.  

         Les différences au niveau de leur localisation cellulaire, de leur distribution 

tissulaire, de leur régulation par l’hypoxie, et de leur rôle fonctionnel supportent le fait 

que les PHD interviennent de manière non-redondante pour réguler les sous-unités HIF-

α. Ceci souligne le rôle important et unique de chaque PHD dans le contrôle des 

processus biologiques. Vu l’importance des HIF dans le maintien de l’hémostasie 

cellulaire en hypoxie, l’inhibition ou l’activation des PHD est considérée comme une 
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stratégie thérapeutique intéressante pour différentes maladies, dont le cancer et 

l’ischémie. 

 

1.1.2.1.2 Réactions d’hydroxylation et cofacteurs essentiels des PHD 

         Tel que mentionné auparavent, l’activité des enzymes PHD est hautement régulée 

par la disponibilité d’O2 et du 2-OG ainsi que leurs cofacteurs essentiels, le Fe2+ et 

l’ascorbate. En tant que dioxygénases, les enzymes HIF prolyl hydroxylases utilisent un 

premier atome d’O2 dans la décarboxyaltion oxydative de 2-oxoglutarate produisant ainsi 

du succinate et CO2. Le deuxième atome d’O2, quant à lui, est incorporé directement 

dans la protéine HIF-1α, pour l’hydroxyler, après avoir se fixé sur Fe2+ et formé par 

conséquent un intermédiaire Fe(IV)-oxo (Fe(IV)=O) hautement réactif (Schofield & 

Ratcliffe 2004). L’importance et la contribution de ces cofacteurs dans la réaction 

l’hydroxylation seront décrites plus en détail dans les sections qui suivent. 

 

1.1.2.1.2.1 Oxygène 

         L’O2 est clairement défini comme un facteur limitant pour l’hydroxylation et 

l’instabilité des sous-unités HIF-α. En effet, une diminution graduelle de la concentration 

d’O2 au-dessous de 20-10% mène à l’inactivation progressive des PHD, alors qu’elle 

favorise l’accumulation accentuée des sous-unités α (Jiang et al. 1996; Epstein et al. 

2001). Ceci suggère que les PHD agissent comme intermédiaires entre le niveau 

intracellulaire d’O2 et l’activité transcriptionnelle des complexes HIF, d’où leurs noms 

des protéines senseurs d’O2. La dépendance des PHD pour l’O2 est supportée par la 

détermination de leur constante d’affinité (Km) pour l’O2 qui varie entre 230 à 250 μM, 

ce qui est plus élevée que celle présente dans les cellules en conditions normoxiques 

(Hirsila et al. 2003).  

 

1.1.2.1.2.2   2-oxoglutarate (2-OG) 

         Tout comme l’O2, le 2-OG, un intermédiaire du cycle de Krebs, est utilisé comme 

substrat essentiel pour hydroxyler les sous-unités α. D’ailleurs, l’activité des enzymes 
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PHD est hautement régulée par sa disponibilité. En revanche, la présence d’autres 

intermédiaires du cycle de Krebs, tels que le citrate, l’isocitrate, le succinate, le fumarate, 

le malate, l’oxaloacetate et le pyruvate, influence négativement l’activité des PHD 

(Dalgard et al. 2004; Isaacs et al. 2005; Selak et al. 2005; Hewitson et al. 2007). Ceci 

démontre que la réponse hypoxique médiée par les HIF est modulée par l’abondance 

relative de ces métabolites. Effectivement, des mutations dans le gène de la fumarate 

hydratase (FH) ou dans les gènes d’une des sous-unités de la succinate déhydrogénase 

(SDH) prédisposent à des tumeurs caractérisées par une surexpression des protéines HIF-

α (MacKenzie et al. 2007). L’inhibition des PHD suite à l'accumulation et la liaison 

compétitive du succinate et du fumarate au site de liaison du 2-OG est à l’origine de la 

forte expression des HIF-α, qui peut être corrigée par l’ajout du 2-OG exogène. Dans ce 

même contexte, l’inhibition compétitive des PHD par des analogues du 2-OG, comme le 

diméthyloxalylglycine (DMOG), sont utiles pour la stabilisation des sous-unités HIF-α et 

la formation des complexes transcriptionnels HIF (Jaakkola et al. 2001).  

 

1.1.2.1.2.3 Fer et ascorbate 

         Le fer ferreux (Fe2+) et l’ascorbate (vitamine C) sont deux cofacteurs indispensables 

pour l’activité hydroxylase des PHD. Au cours de la réaction d’hydroxylation, le Fe2+ est 

transformé en Fe(IV)=O. Cet intermédiaire très réactif assure une oxydation rapide du 

groupement CH de la proline. En conséquence, il est lui-même oxydé en fer ferrique 

(Fe3+) (Schofield & Ratcliffe 2004). L’ascorbate, pour sa part, intervient à ce niveau pour 

réactiver le fer en réduisant le Fe3+ lié au site actif des enzymes PHD en Fe2+ (de Jong et 

al. 1982; Majamaa et al. 1986). L’importance de l’ascorbate dans l’activation des PHD 

est soulignée par le fait que sa carence a pour conséquence une accumulation de Fe3+, une 

inhibition des PHD et une forte activité HIF-dépendante (Salnikow et al. 2004; Vissers et 

al. 2007; Page et al. 2008). Les chélateurs de fer, tel que la déféroxamine, sont également 

des bons inducteurs non-hypoxiques des HIF-α. Finalement, en se liant au site de liaison 

du fer et en assurant la déplétion du niveau intracellulaire de l’ascorbate, certains métaux, 

comme le cobalt et le nickel, peuvent également inhiber les PHD et favoriser 

l’accumulation des sous unité HIF-α (Maxwell & Salnikow 2004; Salnikow et al. 2004). 
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1.1.2.1.3 La protéine VHL (Von Hippel Lindau) 

         En conditions oxygénées, la reconnaissance des protéines HIF-α par le suppresseur 

de tumeur pVHL constitue une étape clé dans leur voie de dégradation. pVHL, avec les 

élongines B et C, Rbx-1 et la culline-2, forme un complexe possédant une activité E3 

ubiquitine ligase (Cockman et al. 2000; Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001). En se liant 

via son domaine β à la sous-unité HIF-α hydroxylée, pVHL permet la polyubiquitination 

des résidus lysines. Quant aux élongines B et C, ils sont des éléments essentiels pour 

l’ancrage de pVHL au complexe. Finalement, Rbx-1 et culline-2 sont responsables de la 

polyubiquitnation des HIF-α (Kamura et al. 2000). Une fois polyubiquitinée, HIF-α est 

dirigée vers le protéasome pour y être dégradée. 

         pVHL est présente sous deux isoformes ayant une localisation cellulaire différente 

mais des fonctions similaires. La première, de 30 kDa (VHL30), se localise au niveau du 

cytoplasme, tandis que la deuxième, de 19 kDa (VHL19), se trouve tant au noyau qu'au 

cytoplasme (Iliopoulos et al. 1998). Ceci est en accord avec le fait que la dégradation de 

HIF-α se déroule aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme (Berra et al. 2001b).  

         Une anomalie au niveau du gène VHL entraine l’accumulation des sous-unités HIF-

α, la formation des complexes HIF et, par conséquent, la surexpression constitutive des 

gènes cibles tels que ceux qui codent pour le facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire (VEGF) et le régulateur de l’érythropoïèse EPO. Effectivement, une 

invalidation génique de VHL chez les souris cause une létalité embryonnaire entre les 

stades E10.5 et E12.5 à la suite d’un défaut de vasculogenèse et une hémorragie 

placentaire, un phénotype déjà observé chez les souris PHD-/- (section1.1.2.1.1.2). Chez 

l’humain, une mutation inactivatrice du gène VHL prédispose à différentes pathologies 

dont la maladie de von Hippel-Lindau caractérisée par une disposition accrue à 

développer des tumeurs vascularisées (Kaelin 2007, 2008). La polycythémie de Chuvash, 

une autre maladie associée à la mutation de VHL, est caractérisée par une élévation 

plasmatique de l’EPO et de VEGF et une prédisposition à l’hypertension, aux 

thromboses, et aux accidents vasculaires  (Hickey et al. 2007).  
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1.1.2.2 Mécanismes de dégradation indépendants de l’oxygène  

         Au cours des dernières années, l'étude des facteurs HIF a permis d'identifier 

plusieurs partenaires impliqués dans la régulation de la stabilité des sous-unités α d’une 

manière indépendante de leur hydroxylation et de leur liaison à pVHL. Entre autres, en 

interagissant avec l’élongine C, la protéine RACK1 (receptor for activated C-kinase 1) a 

été démontrée pour lier et induire l’ubiquitination et la dégradation protéasomale des 

sous-unités HIF-1α indépendamment de la voie classique O2/PHD/pVHL (Liu et al. 

2007). Fait intéressant, cette voie de dégradation est sous le contrôle négatif de la 

protéine chaperon HSP90 (heat shock protein 90) qui entre en compétition avec RACK1 

pour se fixer sur le domaine PAS de HIF-1α, assurant ainsi sa stabilisation. D’ailleurs, sur 

le plan expérimental, une dégradation protéosomale de HIF-1α, indépendante de pVHL, a 

été observée à la suite de l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de HSP90, le 17-

allylaminogeldanamycin (17-AAG) (Figure 1.4).  

 

 

Figure 1.4: Mécanismes de régulation de la sous-unité HIF-1α par RACK1 et 
HSP90. L’interaction de HIF-α avec RACK1 entraine son ubiquitination et sa 
dégradation par le protéasome. Cette interaction est inhibée par la liaison de HSP90 à la 
protéine HIF-α, menant ainsi sa stabilisation. Illustration par M. Jalouli. 
 

         La phosphorylation de la sous-unité HIF-1α par la glycogène synthase kinase 3 

(GSK3) est un autre mécanisme de régulation de sa stabilité indépendant de son statut 

d’hydoxylation (Schnitzer et al. 2005; Flugel et al. 2007; Cassavaugh et al. 2011; Flugel 

et al. 2012). En effet, HIF-1α a été démontrée pour être phosphorylée par GSK3 sur le 

domaine ODDD et N-TAD (Sodhi et al. 2001; Flugel et al. 2007; Cassavaugh et al. 
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2011). La phosphorylation de HIF-1α entraine sa dégradation protéosomale suite à sa 

reconnaissance par le suppresseur de tumeur Fbw7, qui constitue, à la manière de pVHL, 

la protéine de reconnaissance d’un complexe E3 ligase comprenant les protéines SKP1 

(S-phase kinase associalted protein1), CUL1 (Cullin 1) et Rbx-1 (RING box1) 

(Cassavaugh et al. 2011; Flugel et al. 2012). La dégradation de HIF-1α par l’axe 

GSK3/Fbw7 représente un mode supplémentaire pour la régulation de l’activité des 

complexes HIF qui est indépendante de la tension en O2. Cette régulation serait plutôt 

dépendante de l’activation de la voie de la protéine kinase B(PKB)/Akt, une voie qui est 

activée par plusieurs stimuli dont les facteurs de croissance, les cytokines et les 

hormones. En effet, la phosphorylation de GSK3 par PKB/Akt a été montrée pour inhiber 

son activité (Cross et al. 1995). Ce mécanisme pourrait être impliqué dans la stabilisation 

de HIF-1α en réponse aux signaux de prolifération et de croissance cellulaire (Figure 

1.5). 

 

 

Figure 1.5: Mécanismes de dégradation de la sous-unité HIF-1α par GSK3. La 
phosphorylation de HIF-1α par GSK3 entraine sa dégradation protéosomale. Cette 
phosphorylation est inhibée via l’activation de la voie de signalisation PKB/Akt par 
plusieurs stimuli dont les facteurs de croissance. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Récemment, une nouvelle voie de dégradation de HIF-1α par un mécanisme nommé 

l'autophagie médiée par les chaperons (Chaperone Mediated Autophagy, CMA) a été 

identifiée (Hubbi et al. 2013). En effet, les protéines HSC70 et LAMP2A, qui sont deux 

composants essentiels de la machinerie CMA, ont été démontrées comme pouvant 

interagir avec HIF-1α, permettant ainsi sa dégradation lysosomale. De plus, l’ubiquitine 

ligase STUB1 a également été démontrée comme étant impliquée dans la dégradation des 

sous-unités α des complexes HIF par les lysosomes (Ferreira et al. 2013). Bien qu’il 
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existe très peu d’information concernant le mode de régulation de cette voie de 

dégradation et les facteurs impliqués, l’utilisation des inhibiteurs ou des activateurs de la 

dégradation lysosomale a permis de souligner son importance dans la régulation de 

l’activité du complexe HIF-1 (Figure 1.6).  

 

 

Figure 1.6: Mécanismes de dégradation de la sous-unité HIF-1α par l'autophagie 
médiée par les chaperons. La liaison de HIF-1α avec les protéines Hsc70 et LAMP2A 
permet son ciblage vers la dégradation lysosomale. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Finalement, plusieurs autres partenaires, tels que le facteur associé à l'hypoxie 

(hypoxia-associated factor, HAF), la co-chaperonne CHIP (c-terminus of Hsc70 

interacting protein)/ la chaperonne HSP70 (heat-shock protein 70), la désacétylase NAD-

dépendante SIRT7 (sirtuin-7) et le facteur de transcription BHLHE41 (Basic Helix-Loop-

Helix Family Member E41; également connu sous le nom SHARP1), ont été également 

décrits comme impliqués dans la dégradation protéasomale des sous-unités HIF-1α d’une 

façon indépendante de l’O2 et de pVHL (Koh et al. 2008; Luo et al. 2010; Montagner et 

al. 2012; Hubbi et al. 2013). Malgré la présence de ces voies alternatives de dégradation, 

l’axe PHD/pVHL demeure le principal dans la régulation de l’activité des complexes 

HIF. 

 

1.1.2.3 Régulation de l’activité transcriptionnelle des HIF par l’oxygène  

         Le contrôle de l’activité des complexes HIF par le facteur inhibant HIF-1 (Factor 

Inhibiting HIF-1, FIH), également connu sous le nom asparginyle hydroxylase, 

représente un autre mécanisme majeur de la régulation des sous-unités HIF-α dépendante 

de l’O2. Tout comme les HIF prolyl-hydroxylases, FIH est une dioxygénase dépendante 

de l’O2, du Fe2+ et du 2-OG (Dann et al. 2002; McNeill et al. 2002; Lee et al. 2003). En 
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conditions normales d’O2, cette enzyme hydroxyle les sous-unités HIF-α sur un résidu 

asparagine présent au niveau du domaine C-TAD, ce qui prévient leur interaction avec 

ses co-activateurs transcriptionnels CBP  et p300, conduisant ainsi à la répression de 

l’expression génique dépendante des HIF (Mahon et al. 2001). Ainsi, l'hydroxylation de 

HIF-α par FIH contrôle négativement sa capacité transcriptionnelle associé au domaine 

C-TAD. 

         Bien que l'expression de la plupart des gènes cibles des complexes HIF soit sous le 

contrôle négatif de FIH (gènes N-TAD/C-TAD sensibles), il est intéressant de 

mentionner qu’il existe un groupe de gènes dont l'expression est indépendante de 

l’activité de cette enzyme (gènes N-TAD sensibles/ C-TAD insensibles) (Dayan et al. 

2006). Ceci suggère la présence d’un mécanisme de régulation sélective et différentielle 

des réponses adaptatives médiées par HIF. Cette régulation résulte probablement de la 

différence de sensibilité des gènes cibles au gradient d’O2 puisque FIH a une plus grande 

affinité pour l’O2 (Km = 90 μΜ) que les enzymes PHD, et donc l’inhibition de l’activité 

de ces dernières, en hypoxie, s’effectue bien avant celle de FIH (Koivunen et al. 2004; 

Stolze et al. 2004) (Figure 1.7). 

 

 

Figure 1.7: Régulation des sous-unités HIF-α et des gènes cibles par les PHD et FIH 
en fonction du taux de l’O2. Un taux d’O2 élevé entraine la dégradation et l’inactivation 
des sous-unités HIF-α. Un taux d’O2 modéré mène à la stabilisation des sous-unités HIF-
α et à l’activation des gènes cibles dont l'expression est indépendante de l’activité des 
enzymes FIH (gènes N-TAD sensibles/ C-TAD insensibles). Un taux d’O2 faible 
provoque l’inhibition de l’hydroxylation des sous-unités HIF-α au niveau du domaine C-
TAD par FIH et à l’induction des gènes N-TAD/C-TAD sensibles. Illustaration par M. 
Jalouli. 
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         Au même titre que PHD2, FIH possède une affinité plus grande pour la sous-unité 

HIF-1α (Koivunen et al. 2004), ce qui offre un autre niveau de spécificité 

transcriptionnelle des gènes dépendants de l’hypoxie. D’ailleurs, une inhibition de 

l’activité enzymatique de FIH n’est pas suffisante pour induire tous les gènes cibles des 

HIF. 

 

1.1.2.4 Modifications post-traductionnelles de la sous-unité HIF-α: la 

phosphorylation  

         En plus de l’hydroxylation et de l’ubiquitination, plusieurs autres modifications 

post-traductionnelles des protéines HIF-α sont également nécessaires pour permettre la 

régulation de l’activité transcriptionnelle des complexes HIF dans une multitude de 

microenvironnements hypoxiques ou non. Parmi ces modifications post-traductionnelles, 

on note la phosphorylation, la méthylation, la sumoylation, l’acétylation et la S-

nitrosylation. Pour les besoins de cette thèse, je me contenterai uniquement sur la 

phosphorylation de la sous-unité HIF-1α.  

         La phosphorylation de la sous-unité HIF-1α est la modification post-traductionnelle 

la plus étudiée. De nombreuses études ont démontré que HIF-1α est une protéine 

hautement phosphorylée et que cette phosphorylation joue un rôle clé dans la régulation 

de l’activité du complexe HIF-1 ainsi que l’expression de leurs gènes cibles (Lisy & Peet 

2008; Dimova et al. 2009; Kietzmann et al. 2016). L’utilisation des phosphatases, des 

inhibiteurs de phosphatases et des inhibiteurs de protéines kinases a permis de démontrer 

l’importance de cette modification post-traductionnelle dans la liaison HIF-1/ADN, la 

stabilisation et l’activation des HIF-1α (Wang & Semenza 1993; Wang et al. 1995b). Une 

variété des protéines kinases ont été identifiées comme étant responsables de la 

phosphorylation de HIF-1α (Tableau 1.1).  

 

1.1.2.4.1 Les p42/p44 MAPK 

         Compte tenu de l’importance des kinases p42/p44 MAPK dans les travaux 

présentés au Chapitre 2 de cette thèse, cette section s’intéresse à décrire leur implication 
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dans la phosphorylation de HIF-1α ainsi que l’impact de cette phosphorylation sur 

l’activité du facteur HIF-1. 

         Tout d’abord, les p42/p44 MAPK sont des sérines/thréonines kinases qui jouent un 

rôle majeur aussi bien dans la prolifération que dans la différenciation, la survie, 

l’invasion et la migration cellulaire (Raman et al. 2007). Ces protéines kinases sont 

généralement activées suite à la stimulation des récepteurs membranaires, tels que les 

récepteurs à activité tyrosine kinase (tyrosine kinase receptor, RTK) et les récepteurs 

couplés aux protéines G (G protein-coupled receptors, GPCR), par une panoplie de 

facteurs de croissance et de cytokines, y compris l’EGF (epidermal growth factor),  l’IGF 

(insulin-like growth factor), la FGF (fibroblast growth factor) et la PDGF (platelet-

derived growth factor) (Wood et al. 1992; Campbell et al. 1998). 

         De manière intéressante, il a été démontré que les protéines kinases p42/p44 MAPK 

peuvent directement phosphoryler la sous-unité HIF-1α tout en permettant la régulation 

de l’activité transcriptionnelle du facteur HIF-1 (Richard et al. 1999). Des études 

subséquentes ont démontré que cette phosphorylation se produit sur deux résidus sérine 

de la protéine HIF-1α, soient Ser641 et Ser643 (Mylonis et al. 2006). En effet, il a été 

démontré que la mutation de ces deux résidus entraine une importante diminution de la 

phosphorylation de HIF-1α par p42/p44 MAPK, accompagnée par une baisse de l'activité 

du facteur HIF-1 (Mylonis et al. 2006). Toutefois, le mécanisme impliqué dans 

l'activation du complexe HIF-1 par cette phosphorylation est controversé. En effet, la 

phosphorylation de HIF-1α par p42/p44 MAPK a été montrée pour augmenter son 

interaction avec HIF-1β (Suzuki et al. 2001). Une deuxième étude a toutefois suggéré que 

la phosphorylation de HIF-1α joue un rôle clé dans l'inhibition de l'export nucléaire de 

HIF-1α en masquant le signal d'export dépendant de CRM1, ce qui favorise son 

accumulation dans le noyau, permettant ainsi une augmentation de l’activité 

transcriptionnelle du facteur HIF-1 (Mylonis et al. 2008). Par contre, d'autres travaux 

effectués auparavant ont démontré que la phosphorylation de HIF-1α par p42/p44 MAPK 

n’affecte pas son association avec HIF-1β, ni sa localisation cellulaire, sa stabilité ou sa 

liaison à l’ADN (Richard et al. 1999; Hur et al. 2001). La poursuite de la caractérisation 

du mécanisme par lequel la phosphorylation de HIF-1α par p42/p44 MAPK régule 
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l’activité du complexe HIF-1 est donc essentielle pour mieux comprendre les voies de 

signalisation reliée à l'induction de HIF-1 ainsi que pour l'identification de nouvelles 

cibles thérapeutiques. Ce point sera étudié au chapitre 2. 

 

1.1.2.4.2 Autres protéines kinases 

         En plus des p42/p44 MAPK, d’autres protéines kinases, telles que la CDK1 (cyclin-

dependent kinase 1), l’ATM (ataxia-telangiectasia mutated) et la CK2 (casein kinase II), 

ont été également proposées pour phosphoryler et augmenter l’activité transcriptionnelle 

de HIF-1α. En effet, CDK1 a été montrée pour jouer un rôle au niveau de la stabilisation 

de la protéine HIF-1α en phosphorylant le résidu serine 668 (Ser668) (Warfel et al. 

2013). La surexpression de CDK1 ou son inhibition a démontré que cette kinase est 

impliquée dans la régulation de la dégradation de HIF-1α d’une manière dépendante de 

pVHL. Au même titre que CDK1, ATM contribue également à la stabilisation de HIF-1α 

par la phosphorylation du résidu serine 696 (Ser696) (Cam et al. 2010). La kinase CK2, 

quant à elle, favorise la phosphorylation du résidu thréonine 796 (Thr796) présent dans le 

domaine C-TAD de la protéine HIF-1α (Mottet et al. 2005). Une telle phosphorylation 

prévient la liaison de FIH à HIF-1α inhibant ainsi son hydroxylation, ce qui augmente son 

interaction avec ses co-activateurs transcriptionnels CBP/p300 (Gradin et al. 2002; 

Lancaster et al. 2004). Par contre, une autre étude a démontré que la phosphorylation de 

HIF-1α par la CK2 n’influence pas sa liaison aux co-activateurs CBP/p300 (Cho et al. 

2007), ce qui complexifie la compréhension du rôle précis de cette kinase dans la 

régulation de l’activité transcriptionnelle du facteur HIF-1. 
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Tableau 1.1: Principales kinases responsables de la phosphorylation HIF-1α et leur 
effet. 

      Kinases     Résidus   Effet sur HIF-1α Références 

 p42/p44 MAPK Ser641 et 
Ser643 

Augmentation de son 
activité 

Mylonis et al., 2006 
Richard et al., 1999 
Hur et al., 2001 

CDK1 Ser668 Augmentation de sa 
stabilité 

Warfel et al., 2013 

ATM  Ser696 Augmentation de sa 
stabilité 

Cam et al., 2010 

CK2 Thr796 Augmentation de son 
activité 

Mottet et al, 2005 

 

         En résumé, la phosphorylation est une modification post-transcriptionnelle majeure 

qui joue un rôle clé dans le contrôle de l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 en 

régulant la stabilité de HIF-1α, sa localisation nucléaire ainsi que son interaction avec 

HIF-1β et/ou ses co-activateurs. Toutefois, les mécanismes impliqués dans la régulation 

spatiotemporelle de la plupart des protéines kinases responsables de la phosphorylation 

de HIF-1α ne sont pas encore bien définis. De même, le rôle précis de certaines protéines 

kinases dans la régulation de HIF-1α demeure jusqu’à ce jour incertain et nécessite plus 

de clarifications. 

 

1.1.3 Induction de la sous-unité HIF-α en conditions hypoxiques 

         La régulation du taux de traduction de l’ARNm de HIF-α en hypoxie représente 

aussi une étape essentielle pour assurer l’activation des HIF. Malgré une baisse générale 

de la synthèse protéique suite à l’inhibition de la voie d’initiation de traduction 

dépendante de la coiffe des ARNm (cap-dependent translation) résultant du stress 

hypoxique, l’ARNm de HIF-α est traduit d’une manière constitutive, et ce grâce à la 

présence d’un site interne d’entrée des ribosomes (internal ribosome entry site; IRES) 

dans sa région 5’ non-traduite (untranslated region; UTR) (Lang et al. 2002; Schepens et 
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al. 2005). En effet, cette séquence permet le recrutement de la sous-unité ribosomique 

40S au voisinage de site d’initiation de la traduction, indépendamment de la coiffe, ce qui 

favorise le phénomène de la traduction (Komar et al. 2012). En plus de la séquence IRES, 

la stabilisation de l’ARNm de HIF-α via la liaison de la protéine HuR (human antigen R) 

et la protéine PTB (polypyrimidien tract-binding protein) aux régions UTR permet 

également d’augmenter sa traduction en situation d’hypoxie (Galban et al. 2008). À ce 

jour, très peu d’informations concernant les voies d'initiation de la traduction non 

conventionnelles de l’ARNm des HIF-α sont disponibles.  

           Malgré la diversité des processus de régulation de la sous-unité α, sa stabilisation, 

qui est décrite brièvement dans les sections précédentes, représente le mécanisme 

principal de l’induction et de l’activation des facteurs HIF. En situation d’hypoxie, la 

diminution de la disponibilité de l’O2 mène à l’inhibition de l’hydroxylation des résidus 

proline de la protéine HIF-α par les enzymes PHD, ce qui prévient la liaison de la 

protéine pVHL. En conséquence, la sous-unité HIF-α s’échappe de la dégradation 

protéosomale, s’accumule, migre vers le noyau et s’associe avec la sous-unité HIF-1β 

afin de former un complexe fonctionnel capable d’activer la transcription des gènes cibles 

en se liant aux séquences HRE (5’ (A/G)CGTG 3’) (Figure 1.8). En s’associant au 

complexe HIF, de nombreux co-activateurs, y compris CBP/p300, SRC-1 (steroid 

receptor coactivator 1), TIF-2 (transcriptional intermediate factor 2), CDK8 (cyclin-

dependent kinase 8) et Pontine, peuvent intervenir pour augmenter son activité 

transcripionnelle et activer ainsi l’expression de ses gènes cibles de façon 

sélective(Carrero et al. 2000; Lee et al. 2011a; Galbraith et al. 2013). Jusqu’à présent, 

plus que huit cents gènes, impliqués dans plusieurs processus physiologiques et 

pathologiques, ont été identifiés comme étant directement activés par les facteurs HIF 

(Semenza 2012).  
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Figure 1.8: Mécanismes de stabilisation hypoxique des sous-unités HIF-α et 
d’activation des gènes cibles. En hypoxie, l’hydroxylation et la dégradation de HIF-α 
sont inhibées, ce qui se traduit par une stabilisation de HIF-α et une activation du 
complexe transcriptionnel HIF. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Il est intéressant de mentionner que l’affinité des complexes HIF pour la séquence 

HRE varie selon sa composition en nucléotide. En effet, il a été démontré que HIF 

possèdent une préférence pour A sur G situé en première position du HRE et une 

préférence pour T placé en amont de cette séquence  (Wenger et al. 2005; Mole et al. 

2009; Xia & Kung 2009; Schodel et al. 2011). En outre, les complexes HIF se lient 

préférentiellement aux séquences HRE localisées dans des régions de chromatine 

permissives pour la transcription, qui sont caractérisés par une hypersensibilité à la 

DNAse I, un enrichissement de la RNA polymerase II (RNAPII) et une activité 

transcriptionnelle basale en conditions normoxiques (Mole et al. 2009; Xia & Kung 

2009; Schodel et al. 2011; Galbraith et al. 2013). Ce phénomène de liaison préférentielle 

des HIF peut donc expliquer la spécificité de la réponse à l’hypoxie d’un type cellulaire 

ou d’un stimulus. Cependant, il semble désormais clair que ce phénomène n’est pas le 

seul mécanisme responsable de cette spécificité. Divers autres mécanismes, dont 

l’interaction des facteurs HIF avec des co-activateurs spécifiques, peuvent donner lieu à 

une activation différentielle des gènes dépendants de HIF. Aujourd’hui, plus que jamais, 

la compréhension et la caractérisation de ces mécanismes sont nécessaires. 
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1.1.4 Induction de la sous-unité HIF-α en conditions non-hypoxiques : 

rôle de l’Ang II 

        Cette section a pour but de détailler les principaux mécanismes de l’induction de 

HIF-α par l’Ang II, en raison de leur importance dans le contexte des travaux présentés 

dans le chapitre 4 de cette thèse. 

       Bien que l’hypoxie soit l’inducteur majoritaire et ubiquitaire de la sous-unité HIF-α, 

plusieurs stimuli spécifiques à certains types cellulaires ont été identifiés comme étant 

capable d’induire la formation des complexes fonctionnels HIF en conditions normales 

d’O2 (Dery et al. 2005). Parmi ces activateurs non-hypoxiques, on retrouve des facteurs 

de croissance, des hormones, des cytokines ainsi que des protéines bactériennes et virales 

(Feldser et al. 1999; Richard et al. 2000; Page et al. 2002; Blouin et al. 2004; Moon et al. 

2004; Wakisaka et al. 2004; Dery et al. 2005; Lauzier et al. 2008). Une variété de 

mécanismes moléculaires, impliquant une augmentation de la transcription, de la 

traduction et/ou de la stabilité de HIF-α, sont à l’origine de l’activation non-hypoxique 

des HIF. Pour les besoins de cette thèse, je me limiterai à décrire les mécanismes 

associés à l’induction de HIF-α par l’angiotensine II (Ang II). 

        L’Ang II, principal médiateur du système rénine-angiotensine (SRA), est une 

hormone peptidique reconnue comme pouvant réguler une multitude de processus 

biologiques dont le maintien de la pression artérielle en exerçant un effet 

vasoconstricteur, la réabsorption rénale de sodium, la libération d'aldostérone par la 

corticosurrénale, et la croissance de plusieurs types cellulaire dont les cellules 

musculaires lisses vasculaires (vascular smooth muscle cells, VSMC) et les myocytes 

cardiaques (Schelling et al. 1991; Pratt & Dzau 1993; Brooks & Ruffolo 1994; Wang et 

al. 1994). De plus, l’Ang II joue un rôle important dans la pathogenèse de nombreuses 

maladies cardiovasculaires, y compris les maladies de remodelages vasculaires tels que 

l’athérosclérose et l’hypertension (Touyz 2003; Heeneman et al. 2007). 

         Les réponses induites par l’Ang II sont issues de l’activation des récepteurs à sept 

domaines transmembranaires couplés à des phospholipases par l’intermédiaire de 

protéines G (les GPCR), soit les récepteurs AT1 et AT2. Le récepteur AT1 se trouve 

majoritairement dans l'aorte, les artères pulmonaires et rénales, le cœur, les poumons, les 
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cortex rénal et surrénal, le cerveau et le foie. Il est responsable de la plupart des effets 

physiologiques et pathologiques de l’Ang II (Timmermans et al. 1993; Brooks & Ruffolo 

1994). Ces effets sont médiés par l’activation de trois principaux évènements de 

signalisation, soit la phospholipase C, la voie de la kinase du phosphatidylinositol-3 

(PI3K) et la voie des MAPK. Toutefois le récepteur AT2, dont l’expression est restreinte 

à certains organes (la médullosurrénale, l'appareil reproducteur féminin et le cerveau), 

exerce des effets opposés à celui de récepteur AT1, tels que son effet anti-prolifératif 

ainsi que son effet vasodilatateur (Nakajima et al. 1995; Siragy & Carey 2001). 

         Outre ses effets classiques, l’Ang II peut agir comme un puissant inducteur des 

sous-unités HIF-1α dans les VSMC, via l’activation du récepteur AT1 (Richard et al. 

2000; Page et al. 2002; Lauzier et al. 2007; Page et al. 2008; Patten et al. 2010). Les 

mécanismes associés à l'’induction de HIF-1α par Ang II sont à la fois distincts et 

semblables aux mécanismes classiques de l’activation hypoxique et impliquent trois 

principaux processus, soit l’augmentation de la transcription, de la traduction et de la 

stabilité de la protéine HIF-1α. 

 

1.1.4.1 Augmentation de l’expression du gène HIF-1A par un mécanisme dépendant 

de l’activation de la PKC  

         Brièvement, l’activation du récepteur AT1 entraine la génération de l’inositol 

triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) par la phospholipase C. Une fois généré, 

l’IP3 entraîne la libération de calcium à partir du réticulum sarcoplasmique, ce qui 

participe au phénomène d’activation de la protéine kinase C (PKC) par le DAG. 

L’activation de la PKC contribue à l’activation de la transcription du gène HIF-1A, 

probablement via la phosphorylation et l’augmentation de l’activité du facteur de 

transcription Sp1 qui sera décrit plus en détail dans la section 1.2 (Zheng et al. 2000; 

Han et al. 2001; Page et al. 2002). 
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1.1.4.2 Augmentation de la traduction de l’ARNm de HIF-1α par l’activation de la 

voie de signalisation PI3K/p70S6K  

         Une fois activée, la cascade de signalisation PI3K/p70S6K permet d’induire la 

traduction des ARNm contenants une séquence pyrimidique particulière située en 5’ 

(5’TOP) (Dufner & Thomas 1999), dont l’ARNm de HIF-1α (Iyer et al. 1998b), via 

l’activation de la protéine S6 de la sous-unité ribosomique 40S et du facteur 4F 

d’initiation eucaryote de la traduction (eIF-4F). La sous-unité ribosomique 40S est un 

acteur principal de la traduction. Son activation, par la phosphorylation de la protéine S6 

via la voie PI3K/p70S6K, permet donc d’augmenter la synthèse protéique de HIF-1α. Le 

complexe eIF-4F (eIF-4E, eIF-4G et eIF-4A), quant à lui, joue un rôle primordial dans 

l’initiation de la traduction en se liant à la coiffe (m7G) présente dans la région 5’UTR 

d’ARNm et en recrutant la sous-unité ribosomique 40S (Raught et al. 2001). 

L’assemblage de ce complexe est inhibé par la liaison d’eIF-4E à la protéine 4E-BP 

(eIF4E-binding protein 1) présente sous forme hypophsphorylée. Cependant, 

l’hyperphosphorylation de cette dernière, par l’activation de la voie PI3K/p70S6K et 

particulièrement de la kinase mTOR, entraine sa dissociation d’eIF-4E, la formation et 

l’activation du complexe eIF-4F, ce qui se traduit par une augmentation de la traduction 

d’ARNm de HIF-1α. Il est important de mentionner que l’activation de la voie 

PI3K/p70S6K par l’Ang II est principalement médiée par la transactivation des RTK, 

l’IGF-1R (insulin-like growth factor receptor, IGF-1R) (Lauzier et al. 2007).  

         Outre la voie PI3K/p70S6K, la voie de signalisation p42/p44 MAPK est également 

impliquée dans l’activation du complexe HIF-1 par Ang II (Lauzier et al. 2007). Une fois 

activé par Ang II, la voie p42/p44 MAPK joue un rôle majeur dans l’augmentation de 

l’activité transcriptionnelle de HIF-1 chez les VSMCs, via la phosphorylation des sous-

unités HIF-1α (Lauzier et al. 2007). Toutefois, ce sentier de signalisation contribue de 

façon très modeste aux mécanismes impliqués dans l’induction protéique de HIF-1α par 

Ang II (Lauzier et al. 2007). Suite à une activation par Ang II, la voie p42/p44 MAPK 

participe potentiellement aux processus de transcription du gène HIF-1A par la 

phosphoryation du facteur de transcription Sp1 et/ou de la traduction de son ARNm par 

l’activation du eIF-4E (Ueda et al. 2004). Tout comme la voie PI3K/p70S6K, l’activation 
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de la voie p42/p44 MAPK par l’Ang II est dépendante de la transactivation d’un RTK, 

soit le récepteur de facteur de croissance de l’épiderme (epidermal growth factor 

receptor, EGFR) (Lauzier et al. 2007). 

 

1.1.4.3 Augmentation de la stabilité de HIF-α par un mécanisme dépendant de la 

génération des espèces réactives de l’O2 (ROS) 

         En plus d’augmenter la transcription et la traduction de la protéine HIF-1α, l’Ang II 

permet également l’altération de son hydroxylation, ce qui conduit à la diminution de son 

interaction avec pVHL, permettant ainsi l’augmentation de sa stabilité (Page et al. 2002; 

Page et al. 2008). Cette stabilisation est attribuable à la génération des espèces réactives 

de l’O2 mitochondriales (mtROS), qui entraine une diminution des niveaux d’ascorbate 

intracellulaire (Page et al. 2008; Patten et al. 2010). En effet, la supplémentation des 

VSMC traitées par l’Ang II avec l’ascorbate ou SkQ1, un antioxydant mitochondrial, a 

démontré une forte diminution du niveau protéique de HIF-1α (Page et al. 2008; Patten et 

al. 2010). Vu l’importance de l’ascorbate dans l’activation des enzymes PHD via la 

réduction du Fe3+ en Fe2+, la diminution des niveaux de ce cofacteur mène à l’inactivation 

des enzymes PHD, un important évènement de stabilisation de HIF-α. Une hypothèse 

intéressante basée sur de nombreux résultats expérimentaux suggère que la diminution du 

niveau d’ascorbate résulte de la forte consommation de ce dernier afin de réduire le Fe3+ 

accumulé via la réaction de Fenton. Au cours de cette réaction, le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) oxyde le Fe2+ en Fe3+ selon la réaction d’oxydo-réduction suivante : H2O2 + Fe2+
 

→ OH-
 + . OH + Fe3+, ce qui a pour effet l’inactivation des PHD et, par conséquent, 

l’augmentation de la stabilité des sous-unités α. 

         Il est évident que les mtROS sont générés par la chaine respiratoire mitochondriale 

(mitochondrial respiratory chain, MRC), plus précisément au niveau du complexe I, II et 

III (Murphy 2009; Drose 2013; Kembro et al. 2014). L’utilisation des inhibiteurs du 

complexe III a permis de mettre en évidence l’importance de ce complexe dans 

l’induction de HIF-1α par Ang II (Patten et al. 2010).  Toutefois, Les mécanismes 

permettant la production des mtROS par Ang II en amont de la MRC sont, à ce jour, 

encore mal définis. Il est proposé que cette production résulte de la dépolarisation du 
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potentiel de la membrane mitochondriale (mitochondrial membrane potential, ΔΨM) 

suite à l'ouverture des canaux potassiques ATP mitochondriaux (mtKATP) (Kimura et al. 

2005a). La génération des ROS via l’activation de NADPH oxidase par Ang II-AT1R a 

été démontrée pour être impliquée dans l’ouverture de ces mtKATP (Kimura et al. 

2005b). 

         Malgré que l’augmentation de la transcription et de la traduction de la protéine HIF-

1α permet une importante élévation des niveaux protéiques, ces évènements seuls sont 

insuffisants pour assurer la forte induction observée par Ang II et ce, grâce à l’activité du 

système de dégradation protéasomale de HIF-α qui est à son maximum en conditions 

oxygénées. Ainsi, la stabilisation de la protéine HIF-1α représente sans doute le 

mécanisme principal de l’induction non-hypoxiques par l’Ang II. La figure 1.9 résume de 

façon schématique les principaux évènements menant à l’induction de HIF-1α par Ang II. 

 

 

Figure 1.9: Mécanismes d'induction et d’activation de la sous-unité HIF-1α par Ang 
II. L’activation de la PKC mène à l’augmentation de l’expression du gène HIF-1A. 
L’activation de la voie de signalisation PI3K/p70S6K augmente la traduction de l’ARNm 
de HIF-1α. L’activation de la voie de signalisation p42/p44 MAPK entraine 
l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1. Finalement, la génération des 
espèces réactives de l’O2 (ROS) permet la stabilisation de HIF-α par l’inhibiton de son 
hydroxylation par les PHD. Illustration M. Jalouli. 
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1.1.5 Rôles physiologiques des facteurs de transcription HIF 

         L’O2 est vital pour toutes les cellules du corps. Ainsi, une diminution de la 

disponibilité de l’O2 a pour conséquence l’activation de plusieurs mesures d'adaptation, 

visant à rétablir l'alimentation en O2 dans la région hypoxique et à maintenir la survie 

cellulaire. Parmi ces mesures, on peut citer la production d'EPO par les reins qui 

stimulent la moelle osseuse à produire des globules rouges, ainsi que la sécrétion des 

catécholamines par les cellules de la carotide et des surrénales, qui augmentent la 

respiration et le rythme de battement de cœur. Afin de produire l’énergie nécessaire au 

fonctionnement de la cellule, il se produit également une augmentation de la synthèse de 

plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme anaérobique qui prend la place du 

métabolisme aérobique. Les facteurs de transcription HIF sont les régulateurs principaux 

de ces réponses adaptatrices. Par l’activation de plusieurs gènes impliqués dans divers 

processus cellulaires et physiologiques, HIF assurent le maintien de l’homéostasie 

cellulaire en réponse à un stress hypoxique et possèdent ainsi un rôle bénéfique durant 

plusieurs situations d’hypoxie physiologiques telle que celle de la haute altitude et celle 

du stade précoce du développement embryonnaire. Dans le but de bien démontrer 

l’importance des facteurs HIF au niveau de la signalisation hypoxique, nous porterons 

une attention particulière à leur contribution essentielle au niveau du système vasculaire 

et du développement embryonnaire.  

 

1.1.5.1 Rôle des HIF au niveau vasculaire 

1.1.5.1.1 L’angiogenèse 

         L’angiogenèse est un processus physiologique responsable de la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’autres préexistants (Potente et al. 2011; 

Schuermann et al. 2014). Ce phénomène on le trouve particulièrement lors du 

développement embryonnaire. En effet, le système vasculaire apparaît comme l'un des 

premiers organes qui se développe chez l'embryon afin de garantir la bonne circulation de 

l’O2 et des métabolites, permettant ainsi la croissance rapide des tissus et des organes 

embryonnaires (Betz et al. 2016). Chez l’adulte, le processus angiogénique se produit 
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également mais il se limite à des situations particulières telles que la cicatrisation des 

plaies et la formation du placenta. 

         L’angiogenèse est un phénomène régulé par une balance entre des facteurs pro-

angiogéniques, tels que VEGF, IGF, FGF et HGF (hepatocyte growth factor) (Riedel et 

al. 2007; Koellensperger et al. 2014) et des facteurs anti-angiogéniques telles que la 

thrombospondine-1, l’endostatine et l’angiostatine (Kalluri 2003). Il s’agit d’un processus 

complexe qui s’effectue en plusieurs étapes et est déclenché par une multitude de voies 

de signalisation qui peuvent agir d'une manière particulière sur les différents vaisseaux 

sanguins (Wiley et al. 2011; Vanhollebeke et al. 2015; Ulrich et al. 2016).  

         Les facteurs de transcription HIF sont des  éléments clés dans l’activation de 

l’expression de nombreux facteurs favorisant l'angiogenèse (Skuli et al. 2012; Franke et 

al. 2013; Hu et al. 2014). Parmi ces facteurs contrôlés par HIF, on note le PDGF-β, 

l'angiopoïétine-2,  le SDF-1α (stromal derived factor-1)  et le VEGF (Forsythe et al. 

1996; Ceradini et al. 2004; Kelly et al. 2004). Le VEGF est considéré comme le plus 

puissant médiateur de l’angigogenèse, et ce grâce à son rôle central dans la régulation des 

différentes étapes de l’angiogenèse. En effet, en se liant aux récepteurs VEGFR-1 et 

VEGFR-2, qui sont également des gènes cibles des HIF (Koop et al. 2003), ce facteur 

permet l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux, la prolifération, la migration des 

cellules endothéliales et leur formation en tubes (Ferrara 2004). 

         Plusieurs évidences démontrent l’importance des facteurs HIF dans le processus 

angiogénique. D’abord, l’invalidation génique conditionnelle de HIF-1 in vivo peut 

entraîner une diminution de la prolifération des cellules endothéliales et la formation de 

tubes vasculaires (Tang et al. 2004). Cependant, en conditions oxygénées, l'infection des 

cellules endothéliales avec une forme constitutivement active de HIF-1α provoque une 

invasion de la membrane basale et la formation de tubes vasculaires de façon similaire 

aux cellules cultivées dans des conditions hypoxiques (Manalo et al. 2005). Finalement, 

l’invalidation génique de HIF-1α chez les souris mène à la mort fœtale causée par une 

altération grave de la vascularisation de l’embryon (Carmeliet et al. 1998; Ryan et al. 

1998).  
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1.1.5.1.2 L’érythropoïèse 

         Tout d’abord l’érythropoïèse est un processus complexe permettant de produire les 

globules rouges ou érythrocytes à partir d’une cellule souche hématopoïétique sous le 

contrôle d’une hormone régulatrice principale, l’EPO. Celle-ci est synthétisée par les 

fibroblastes du cortex et de la médullaire externe du rein et exerce son effet au niveau de 

la moelle osseuse pour stimuler le processus érythropoïétique (Maxwell et al. 1993; 

Maxwell et al. 1997). Les complexes HIF, et particulièrement HIF-2, ont été démontrés 

pour jouer un rôle clé dans l’activation de la transcription du gène codant l’EPO en 

conditions hypoxiques (Rosenberger et al. 2002). Grâce à cette propriété, les facteurs de 

transcription HIF constituent un moyen thérapeutique efficace dans le traitement 

physiologique de l'anémie de la maldie rénale chronique (Bonomini et al. 2016). La 

démonstration de l’implication et de l’importance des facteurs HIF dans le processus 

érythropoïétique est clairement établie par l’étude des mutations du gène VHL 

démontrant un développement d’une érythrocytose chez les patients porteurs de ces 

mutations comme conséquence de la stabilisation des sous-unités HIF-α (Gordeuk et al. 

2005). De même, une production anormale d’EPO responsable d’une érythrocytose a été 

démontrée pour être associée à des mutations affectants PHD2 ou HIF-2α (mutations 

inactivatrices de PHD2 ou mutations activatrices de HIF-2α) (Percy et al. 2006; Percy et 

al. 2007; Zhuang et al. 2012).  

         Les facteurs HIF jouent également un rôle principal dans le métabolisme du fer qui 

est un élément essentiel à l’érythropoïèse pour la synthèse d’hémoglobine. Vu 

l’importance du fer, ses mouvements au sein de l’organisme sont soumis à un contrôle 

strict qui intervient tant au niveau de son absorption intestinale qu’au niveau de son 

recyclage (Nicolas et al. 2001a; Nicolas et al. 2002). HIF ont été démontré pour affecter 

presque tous les aspects du métabolisme de fer. En effet, ces facteurs, plus précisément 

HIF-2, améliorent l'absorption du fer au niveau du duodénum par les entérocytes, et ce en 

régulant l’expression du gène codant pour la ferroportine (FPN, SLC40A1)  (Donovan et 

al. 2000; Taylor et al. 2011; Solak et al. 2016). La FPN assure donc le transport du fer de 

la membrane basolatérale des entérocytes vers le plasma (Abboud & Haile 2000; 

Donovan et al. 2005). HIF permettent également le recyclage du fer en induisant 
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l’expression de l’hème oxygénase 1 (HO-1) (Lee et al. 1997), qui contribue à la 

récupération du fer présent dans l’hémoglobine des érythrocytes sénescents phagocytés 

par les macrophages. Une fois libéré dans la circulation sanguine, le fer est 

immédiatement retenu par la transferrine, le seul transporteur du fer dans le sérum, pour 

le distribuer principalement à la moelle osseuse et au niveau du foie. HIF interviennent à 

cette étape en induisant une augmentation des taux sériques de la transferrine et de ses 

récepteurs (Lok & Ponka 1999; Tacchini et al. 1999). Bref, en régulant l’expression 

d’EPO ainsi que le métabolisme du fer, les facteurs de transcription HIF sont des joueurs 

importants au niveau de la physiologie vasculaire.  

 

1.1.5.2 Rôle des HIF au niveau du développement embryonnaire  

         Au cours des stades précoces de l’embryogenèse, l’embryon croit dans un 

environnement relativement hypoxique. Cet environnement hypoxique, et plus 

précisément les facteurs de transcription HIF, jouent un rôle essentiel dans le 

développement embryonnaire. L’importance des complexes HIF a été clairement 

démontrée par le fait que l’invalidation génique de HIF-1α chez les souris cause une 

létalité embryonnaire au jour E10.5 (Iyer et al. 1998a; Ryan et al. 1998). Cette létalité se 

manifeste par des anomalies développementales graves, y compris des défauts de 

formation au niveau du tube neural, des malformations cardiaques et un 

dysfonctionnement de l'angiogenèse (Figure 1.10). Également, l’invalidation génique de 

HIF-2α entraine la mort de la souris après la naissance, causée par un défaut 

d’hématopoïèse, des anomalies métaboliques telles que le dysfonctionnement 

mitochondrial et des anomalies au niveau du foie, du cœur et des muscles squelettiques 

(Scortegagna et al. 2003). Des études plus approfondies ont permis de démontrer que 

l’inactivation génique de HIF-1α dans les cardiomyocytes ventriculaires chez les souris 

entraine des défauts au niveau de la vascularisation et la fonction cardiaque (Huang et al. 

2004). Ces observations ont été appuyées par une étude ultérieure démontrant que le 

facteur HIF-1 joue un rôle essentiel dans la régulation de l’expression des éléments clés 

de la myofibrillogenèse et des facteurs de transcription cardiaques (Krishnan et al. 2008). 

Finalement, des études élégantes ont permis de démontrer que l’activation de HIF-1α ou 
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HIF-2α a un effet positif sur la différenciation de cellules souches embryonnaires (CSE) 

en cardiomyocytes in vitro (Ng et al. 2010; Sun et al. 2015). Par contre, l’absence de 

HIF-1α dans les CSE HIF-1α-/- influence négativement la qualité et la quantité des 

cardiomyocytes différenciées in vitro (Kudova et al. 2016), suggérant ainsi un rôle 

important des facteurs HIF dans la cardiomyogenèse. Bref, en régulant nombreux 

processus physiologiques telles que l’angiogenèse, la myofibrillogenèse et la 

cardiomyogenèse, les facteurs de transcription HIF sont des joueurs importants au niveau 

du développement embryonnaire. 

 

 

Figure 1.10: Anomalies développementales associées à l’invalidation génique de 
HIF-1α. (A) Défauts de vascularisation du sac vitellin. (B) Malformation vasculaire et 
retard de croissance embryonnaire (Reproduite avec la permission de John Wiley and 
Sons publishers (Ryan et al. 1998), copyright 2017).  

 

1.1.6 Rôles pathologiques des facteurs de transcription HIF 

         HIF sont également connus pour être activés dans de nombreuses situations 

pathologiques, favorisant ainsi la pathogenèse de nombreuses maladies telles que le 

cancer et les maladies cardiovasculaires. 
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1.1.6.1 Rôle au niveau du développement tumoral 

         En tant que régulateurs majeurs de plusieurs processus cellulaires et physiologiques 

considérés comme pro-oncogéniques, particulièrement l’angiogenèse, les facteurs de 

transcription HIF jouent un rôle important dans la pathologie tumorale. Effectivement, la 

protéine HIF-1α a été démontrée pour être surexprimée dans diverses tumeurs malignes, 

y compris celle du sein, du côlon, de l'ovaire, de la prostate et du rein (Zhong et al. 1999; 

Daponte et al. 2008). Dans une cellule cancéreuse, HIF peuvent être activés par l’hypoxie 

tumorale, par divers stimuli non-hypoxiques et par des mutations oncogéniques. La 

conséquence de cette activation est grandement néfaste vu le rôle important des HIF dans 

la régulation de l’expression de divers gènes favorisant le développement et la 

progression des cancers. En effet, le facteur HIF-1 augmente l’expression de nombreux 

gènes impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), notamment le 

TGFβ (transforming growth factor β), ce qui lui confère un rôle majeur dans la motilité 

des cellules cancéreuses et par conséquent dans le phénomène invasif et métastasique (Lu 

& Kang 2010). HIF-1 favorise également l’invasion des cellules métastasiques en 

induisant des gènes impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire, comme 

les métalloprotéases de la matrice (matrix metalloprotease, MMP), ainsi que des gènes 

codant pour des facteurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF (Forsythe et al. 1996; 

Munoz-Najar et al. 2006). De même, le complexe HIF-1 contribue à la reprogrammation 

métabolique, une caractéristique fondamentale du cancer, via la surexpression des gènes 

codant pour les transporteurs de glucose (GLUT1, GLUT3), de nombreuses enzymes 

glycolytiques telles que l'aldolase A (ALDOA), l'hexokinase 1 (HK1), la pyruvate kinase 

isozyme M2 (PKM2) et la lactate déshydrogénase A (LDHA)  (Semenza 2010b), ainsi 

que divers gènes impliqués dans le métabolisme lipidique, telle que la lipine-1 (Santos & 

Schulze 2012). De plus, les facteurs HIF sont impliqués dans l’induction et le maintien de 

l’auto-renouvellement des cellules souches cancéreuses (cancer stem cell, CSC). En 

particulier, HIF-1 active l’expression de Twist1 ce qui offre plusieurs avantages pour les 

cellules cancéreuses tels que l’aptitude d'auto-renouvellement, la capacité de migrer et 

d'envahir d’autres tissus et, aussi la résistance à la chimiothérapie (Tseng et al. 2015). 

Finalement, l’activation des HIF dans les cellules cancéreuses provoque le recrutement 
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des cellules immunitaires ayant une activité immunosuppressive telles que les 

macrophages associés aux tumeurs, les cellules myéloïdes suppressives et les 

lymphocytes T régulateurs (Corzo et al. 2010; Doedens et al. 2010; Clambey et al. 2012). 

Parallèlement, HIF-1 permet l’inhibition des fonctions des cellules dendritiques et des 

lymphocytes NK (Natural Killer), ce qui peut affecter négativement la réaction 

immunitaire antitumorale, favorisant ainsi la croissance tumorale (Palazon et al. 2012; 

Barsoum et al. 2014).  

 

 

Figure 1.11: Implication des complexes HIF dans divers aspects du développement 
tumoral. Les complexes HIF régulent l’expression de plusieurs gènes impliqués dans 
divers processus pro-oncogéniques telles que la reprogrammation métabolique, la TEM, 
l’angiogenèse, l’auto-renouvellement, la survie et l’invasion celullaire, favorisant la 
tumorigenèse et la progression tumorale. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Bref, en favorisant la reprogrammation métabolique, la TEM, l’angiogenèse, l’auto-

renouvellement, la survie et l’invasion des cellules cancéreuses, HIF sont des régulateurs 

clés au cœur des événements pro-oncogéniques (Figure 1.11) et constituent une cible 

thérapeutique dans le traitement du cancer. D’ailleurs, plusieurs inhibiteurs ciblant 
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l’expression, la traduction, la stabilité des protéines HIF-α, la dimérisation HIF-α/HIF-lß, 

la liaison HIF/ADN et l'activité transcriptionnelle des HIF ont été développés (Masoud & 

Li 2015). 

 

1.1.6.2 Rôle au niveau de pathologies vasculaires 

         Le nombre d’études démontrant l’implication des facteurs HIF dans diverses 

maladies vasculaires telles que l'athérosclérose et l'hypertension pulmonaire ne cesse 

d’augmenter durant ces dernières années (Brusselmans et al. 2003; Kasivisvanathan et al. 

2011; Shimoda & Laurie 2014; Ferns & Heikal 2017). 

         L'athérosclérose est une atteinte dégénérative des artères consistant à 

l’épaississement de leur paroi suite à la formation des plaques d’athérome au niveau de la 

couche interne, l’intima. Au cours de l'athérogenèse, la diffusion de l’O2 peut alors 

diminuer créant ainsi un environnement hypoxique responsable de l’augmentation des 

niveaux protéiques de HIF-1α au niveau des plaques athéromateuses (Bjornheden et al. 

1999; Parathath et al. 2013). Outre l’hypoxie, plusieurs autres facteurs non-hypoxiques 

contribuant fortement à la pathogenèse de l’athérosclérose, tel que l’Ang II, peuvent 

activer le complexe HIF-1 au niveau de la paroi vasculaire (Richard et al. 2000; Page et 

al. 2002). Il a été démontré qu’en régulant de nombreux processus biologiques, 

particulièrement la prolifération, la migration des VSMC et la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins, le facteur HIF-1 joue un rôle important dans le développement et la 

progression de l'athérosclérose (Juan-Babot et al. 2003; Lim et al. 2013; Ferns & Heikal 

2017). D’autre part, la transformation des cellules vasculaires lisses en cellules 

cartilagineuses responsables de la calcification vasculaire est l’un des mécanismes 

majeurs qui contribuent à la formation des lésions d’athérosclérose. D’ailleurs, la 

calcification vasculaire est considérée comme un bon marqueur de la présence de 

l'athérosclérose coronarienne (Li et al. 2014). De façon intéressante, l'hypoxie et 

particulièrement le facteur HIF-1 semblent impliquées dans le processus de calcification 

vasculaire (Nangaku & Eckardt 2007; Gunaratnam & Bonventre 2009; Li et al. 2014). En 

effet, une augmentation de l’expression de HIF-1 et ses gènes cibles, comme VEGF et 

GLUT-1, a été mise en évidence dans le plasma de patients diabétiques présentant une 
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calcification des artères coronaires (Idelevich et al. 2011; Li et al. 2014). L’importance 

du facteur HIF-1 au niveau de la calcification vasculaire est supportée par une étude 

réalisée dans notre laboratoire qui démontre que  l’invalidation génique du HIF-1 dans les  

VSMC entraine une diminution de la calcification, induite par un débalancement 

phospho-calcique, de ces cellules (Mokas et al. 2016). 

         Les complexes HIF possèdent aussi un rôle fondamental au niveau des réponses 

vasculaires pulmonaires à un stress hypoxique aiguë et chronique (Yu et al. 1999; 

Brusselmans et al. 2003; Yao et al. 2012; Tan et al. 2013; Shan et al. 2014). 

L’importance des facteurs HIF est soulignée par des études réalisées sur des souris HIF-

1α+/- démontrant une diminution de la susceptibilité de développer une hypertension 

pulmonaire (Yu et al. 1999; Shimoda et al. 2001). De même, il a été montré que la 

mutation de HIF-2α chez les tibétains, une population vivante en altitude et caractérisée 

par une adaptation particulière à la rareté de l’O2, cause une diminution de leur pression 

artérielle pulmonaire (van Patot & Gassmann 2011). Par contre, l’élévation des niveaux 

protéiques des HIF-α chez des patients porteurs des mutations du gène VHL, comme le 

cas de la polycythémie de Tchouvache, est à l’origine d’une augmentation de la pression 

artérielle pulmonaire (Hickey et al. 2010). L’implication des HIF dans cette 

augmentation se fait principalement à travers l’induction des gènes cibles, entre autre 

l’endothéline-1 et la thrombospondine-1, qui agissent à la fois comme des puissants 

vasoconstricteurs et des forts inducteurs de la prolifération et la migration des cellules 

musculaires lisses de l'artère pulmonaire (Phelan et al. 1998; Bushuev et al. 2006; Smith 

et al. 2006; Labrousse-Arias et al. 2016). Également, les facteurs HIF jouent un rôle 

majeur au niveau des réponses inflammatoires qui contribuent à la pathogenèse de 

l’hypertension pulmonaire, via l’activation de nombreux autres gènes cibles dont SDF-1 

et NF-κB (nuclear factor-KB) (Burke et al. 2009; Voelkel et al. 2013). 

         En somme, l’ensemble de ces études supporte le rôle important que HIF et ses voies 

de signalisation jouent dans la progression des maladies vasculaires. En ce sens, 

l’inhibition des facteurs HIF est considérée comme une stratégie thérapeutique efficace 

dans le traitement de ces pathologies associées à l’induction de HIF-α.  
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1.2 Les facteurs de transcription Sp1 et Sp3  

         Compte tenu de l’importance des facteurs de transcription Sp1 et Sp3 dans la 

régulation transcriptionnelle de HIF-1A et dans le cadre des travaux présentés dans le 

chapitre 3, la présente section se penche vers la description des propriétés structurales et 

fonctionnelles de ces facteurs, des principaux mécanismes de leur régulation, de leur 

mode d’action ainsi que leur rôle au niveau tumoral. Des évidences supportant le rôle de 

Sp1et Sp3 dans l’activation de l’expression du gène HIF-1A sont également détaillées 

dans cette section. 

 

1.2.1 Généralité  
         La protéine de spécificité 1 (Specificity protein 1, Sp1) et la protéine de spécificité 3 

(Specificity protein 3, Sp3) sont des facteurs de transcription principaux pour la 

régulation d’une multitude des processus cellulaires et physiologiques. Ces deux facteurs 

de transcription sont exprimés dans toutes les cellules des mammifères et possèdent au 

moins 12 000 sites de liaison à l’ADN dans le génome humain (Cawley et al. 2004). Sp1 

fut le premier facteur de transcription Sp découvert et a été identifié en 1983 comme un 

facteur essentiel pour la transcription du gène immédiat précoce de SV40 (Dynan & Tjian 

1983). Initialement reconnu comme un activateur de l’expression constitutive des gènes 

ménagers (housekeeping genes), Sp1 est aujourd’hui décrit comme pouvant jouer un rôle 

central dans la régulation de divers processus biologiques essentiels, telles que la 

croissance cellulaire et la tumorigenèse (Pugh & Tjian 1990; Azizkhan et al. 1993; Suske 

1999; Li & Davie 2010). Également, Sp3 est reconnue comme un facteur essentiel pour la 

régulation fine de l’expression de divers gènes de manière spécifique à un type et un 

contexte cellulaire.  

         Sp1 et Sp3 sont membres de la famille de facteurs de transcription Sp qui sont 

caractérisés par des domaines de liaison à l’ADN hautement conservés, soit trois doigts 

de zinc de type Cys2His2, et par la ressemblance à la famille des facteurs Krüppel-like 

(Black et al. 2001; Kaczynski et al. 2003; Suske et al. 2005). Ces facteurs de 

transcription Sp sont reconnus pour réguler les gènes cibles en se liant spécifiquement à 
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des motifs riches en résidus GC et sont classés en deux groupes; Sp1-4 qui sont similaires 

de point de vue structural, et Sp5-9 qui sont très différents des protéines Sp1-4 mais plus 

similaires aux facteurs Krüppel-like (Thiesen & Bach 1990; Suske 1999). Malgré 

l’homologie des séquences, Sp1-4 possèdent des fonctions spécifiques et différentes 

(Supp et al. 1996; Marin et al. 1997; Bouwman et al. 2000; Harrison et al. 2000; Gollner 

et al. 2001a; Gollner et al. 2001b; Nakashima et al. 2002; Bell et al. 2003). À titre 

d'exemple, il a été démontré que Sp1-4 contribuent de manière unique et distincte au 

niveau du développement embryonnaire. En effet, l’invalidation génique de Sp1 a permis 

de déterminer que cette protéine est essentielle aussi bien au début du développement 

embryonnaire que pour la croissance et la différenciation cellulaire (Marin et al. 1997). 

En ce qui concerne Sp2, l’invalidation génique de cette protéine démontre que cette 

dernière est impliquée dans le développement précoce de la souris (Terrados et al. 2012). 

Finalement, l’invalidation génique de Sp3 mène à un défaut du développement 

hématopoïétique et du système respiratoire ainsi qu’à une altération de la formation d'os 

(Bouwman et al. 2000; Gollner et al. 2001b; Van Loo et al. 2003). Les différences 

fonctionnelles des facteurs Sp sont bien illustrées par leur profil d’expression tissulaire.  

Sp1 et Sp3 sont exprimées de manière ubiquitaire  (Li et al. 2004). Sp2, quant à elle, est 

également ubiquitaire mais possède une localisation cellulaire distincte, particulièrement 

au niveau des foyers associés à la matrice nucléaire (Moorefield et al. 2006). Finalement 

Sp4 est plus abondante au niveau des cellules neurales (Hagen et al. 1992).  

 

1.2.2 Structure de Sp1 et Sp3 

         Sp1 et Sp3 possèdent la plus forte homologie de séquence (90% d’homologie). Tout 

comme les autres membres de la famille Sp, Sp1 et Sp3 possèdent dans leurs parties C-

terminales un domaine de liaison à l’ADN constitué de trois doigts de zinc de type Cys2-

His2 (ZF1 à ZF3), qui est hautement conservé chez les facteurs Sp. Les trois doigts de 

zinc sont nécessaires pour la liaison de haute affinité du facteur Sp aux séquences GC 

(Thiesen & Schroder 1991; Kriwacki et al. 1992). En effet, chaque doigt possède une 

affinité spécifique pour une séquence donnée du site GC (Thiesen & Schroder 1991; 
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Kriwacki et al. 1992). Encore plus intéressant, ces doigts de zinc sont également 

impliqués dans la localisation nucléaire des facteurs Sp (Ito et al. 2009; Ito et al. 2010).  

         En plus du domaine de liaison à l’ADN, les protéines Sp1 et Sp3 contiennent quatre 

différents domaines fonctionnels, soient deux domaines de transactivation A et B, un 

domaine C et un domaine D. Les domaines de transactivation A et B, riches en 

glutamines, jouent un rôle important dans la régulation de leur activité transcriptionnelle 

en permettant l’interaction avec la machinerie transcriptionnelle (Courey & Tjian 1988; 

Emili et al. 1994; Gill et al. 1994). Ces domaines se situent en N-terminal à proximité 

d’une région riche en résidus sérine et thréonine, qui est sujet de plusieurs modifications 

post-traductionnelles (Yang et al. 2001). Le domaine C, localisé en aval des domaines A 

et B, est nécessaire pour l’activité transactivatrice des Sp. Ce domaine riche en acides 

aminés chargés contient une séquence CXCPXC, nommée boite Btd (Buttonhead box), 

dont la délétion affecte négativement l’activité de Sp1 (Courey & Tjian 1988). Le dernier 

domaine (domaine D) constitue l'extrémité C-terminale des facteurs Sp et est impliqué 

particulièrement dans l’activité transcriptionnelle synergique du facteur Sp1. 

         La boite Sp, située en amont des domaines de transactivation A et B, est également 

présent chez Sp1 et Sp3. Cette boîte, composée de 13 acides aminés conservés chez tous 

les facteurs Sp, possède un site de clivage endoprotéolytique, lui conférant  un rôle dans 

la régulation de la stabilité de ces facteurs (Su et al. 1999). De plus, Sp1 et Sp3 possèdent 

un domaine inhibiteur qui se situe en N-terminal chez Sp1 et en amont du domaine de 

liaison à l’ADN chez Sp3. Cette différence structurale semble être à l’origine des 

différences fonctionnelles entre Sp1 et Sp3 (Suske 1999). La figure 1.12 illustre les 

divers domaines structuraux des facteurs de transcription Sp1 et Sp3. 
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Figure 1.12: Structure des isoformes Sp1 et Sp3. Les divers domaines fonctionnels des 
facteurs de transcription Sp1 et Sp3 ainsi que leurs différentes isoformes sont représentés. 
Les isoformes représentés de Sp1 sont Sp1a, Sp1b et Sp1c. Les isoformes représentés de 
Sp3 sont Sp3li-1, Sp3li-2, Sp3si-3 et Sp3si-4. Illustration par M. Jalouli. 
 

        Jusqu'à présent, trois isoformes de Sp1 sont décrites (Figure 1.12). La première, de 

785 acides aminés, représente la forme entière de la protéine. Les deux autres isoformes 

possèdent des domaines N-terminaux plus courts (778 et 738 acides aminés) suite à une 

initiation alternative de la traduction ainsi qu’à des mécanismes d’épissage alternatif de 

l’ARNm  (Infantino et al. 2011). Ces isoformes sont exprimées de manière ubiquitaire. 

Cependant, très peu d’information existe sur le niveau d’expression ainsi que sur les 

caractéristiques fonctionnelles de ces deux dernières isoformes. 

         Le facteur de transcription Sp3, quant à lui, est présent sous quatre isoformes, une 

forme entière de 781 acides aminés, et trois formes de tailles différentes, soient 769, 496 

et 479 acides aminés (Figure 1.12). Ces dernières sont le résultat de l'utilisation 

alternative de nombreux codons d'initiation de la traduction, qui sont situés en position 
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37, 856 et 907 de l’ARNm de Sp3 (Sapetschnig et al. 2004). De façon intéressante, il a 

été démontré que les petites isoformes, celles de 496 et 479 acides aminés, sont 

responsables de l’activité répressive du facteur Sp3, car il leur manque le domaine de 

transactivation A (Kennett et al. 2002). Bien que les isoformes courtes et longues soient 

exprimées dans toutes les cellules et les tissus de mammifères, leur niveau d’expression 

peuvent varier avec la différenciation cellulaire (Gartel et al. 2000; Kennett et al. 2002). 

En effet, il a été démontré que, dans les cellules cancéreuses de colon humain Caco-2 

différenciées, les isoformes longues sont plus exprimées que les courtes (Gartel et al. 

2000). 

 

1.2.3 Propriétés fonctionnelles de Sp1 et Sp3 

         Comme précédemment mentionné, Sp1 et Sp3 exercent leurs effets en se liant de 

façon spécifique aux sites consensus GC (5’-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(G/T)-3’), 

nommés sites de liaison Sp, qui sont présents au niveau des promoteurs des gènes cibles 

(Briggs et al. 1986; Kadonaga & Tjian 1986; Kadonaga et al. 1987). Étant donné que Sp1 

et Sp3 possèdent une forte homologie dans leur domaine de liaison à l'ADN, ces facteurs 

peuvent donc reconnaître le même site de liaison à l'ADN avec une affinité similaire (Li 

et al. 2004; Davie et al. 2008). Bien qu’ils soient capables de se lier aux mêmes sites Sp, 

Sp1 et Sp3 possèdent des propriétés transcriptionnelles différentes qui dépendent de la 

structure du promoteur ainsi que du contexte cellulaire (Majello et al. 1995; Fandos et al. 

1999; Suske 1999; Yu et al. 2003; Safe & Abdelrahim 2005). Il a été démontré que la 

protéine Sp1 intervient comme un trans-activateur des promoteurs ayant un seul site de 

liaison Sp ou en agissant en synergie avec elle-même sur des promoteurs possédant 

plusieurs sites de liaison Sp, qui peuvent être proximaux ou bien distaux (Courey et al. 

1989; Pugh & Tjian 1990). De ce fait, le facteur Sp1 est capable de s’oligomériser via son 

domaine D et former un ou plusieurs tétramères (Li et al. 2004). Ceci favorise la 

génération de plusieurs sites de liaison pour diverses protéines partenaires de Sp1, tels 

que les coactivateurs et les corépresseurs. Ainsi, grâce à son activité synergique, Sp1 est 

capable d’interagir avec des facteurs essentiels pour le remodelage de la chromatine et 

des coactivateurs nécessaires pour l’initiation de la transcription (Chen et al. 1994; Lu et 
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al. 2003). De plus, cette activité synergique permet Sp1 de former une boucle d’ADN 

entre les promoteurs et les sites ``enhancers``(Figure 1.13). En rapprochant les sites 

distants, Sp1 assure donc une juxtaposition des régions intra-chromosomiques et une 

super-activation de la transcription (Mastrangelo et al. 1991; Su et al. 1991). En plus 

d’activer l’expression des gènes cibles, Sp1 peut agir comme un répresseur 

transcriptionnel en interagissant avec des corépresseurs, tels que SMRT (silencing 

mediator for retinoid and thyroid receptors) et NCoR (nuclear receptor corepressor) via 

son domaine inhibiteur (Pagliuca et al. 1998; Zaid et al. 2001; Won et al. 2002; Lee et al. 

2005). 

 

 

Figure 1.13: Formation d’une boucle d’ADN entre le promoteur et les ``enhancers`` 
sous l’action du facteur Sp1 et super-activation du gène cible. Grâce à leur activité 
synergique, les facteurs de transcription Sp1, liés sur plusieurs sites GC présents au 
niveau du promoteur et des sites ``enhancers``, sont capables de s’oligomériser en 
tétramères, permettant la formation d’une boucle d’ADN et la super-activation de la 
transcription. Illustration par M. Jalouli. 
 

         De sa part, Sp3 peut également fonctionner comme un répresseur ou activateur de la 

transcription et ce, dépendamment de la structure du promoteur ainsi que du type et 

contexte cellulaire (Sjottem et al. 1996). Dans certain cas, Sp3 peut agir à la fois comme 

un régulateur bi-fonctionnel (répresseur et activateur) de la transcription d’un même gène 

cible.  Par exemple, Sp3 a été démontré pour activer l’expression de la monoamine 

oxydase B (MAO-B), lorsqu’il se lie au site Sp, tandis qu’il peut agir comme un 

répresseur en se liant, avec une affinité similaire, à la séquence CACCC qui est un site de 

liaison spécifique aux facteurs Krüppel-like (Ou et al. 2004). 
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         À l’inverse de Sp1, le facteur Sp3, qui possède également un domaine D, est 

incapable d’agir en synergie et super-activer des promoteurs contenants plusieurs sites 

GC (Yu et al. 2003).  En revanche, Sp3 a été démontré pour inhiber fortement la super-

activation médiée par Sp1 de manière dépendante de sa capacité de liaison à l’ADN 

(Hagen et al. 1994; Dennig et al. 1995; Discher et al. 1998; Hata et al. 1998; Yu et al. 

2003). En effet, par une compétition avec Sp1 pour les mêmes sites, Sp3 peut déplacer le 

facteur Sp1 lié à l’ADN (Yu et al. 2003). Ceci conduit à la répression des gènes dont 

l’activation nécessite une multimérisation des facteurs Sp1 présents dans plusieurs sites 

de liaison. Ainsi, le ratio des protéines Sp1 et Sp3 au niveau de la cellule semble jouer un 

rôle important dans la régulation de l’expression des gènes possédant des sites de liaison 

GC (Li & Davie 2010).  

 

1.2.4 Mécanismes de régulation des facteurs Sp1 et Sp3 

1.2.4.1 Régulation du niveau protéique de Sp1 et Sp3 

         Afin d’assurer une régulation fine des réponses médiées par Sp1/3, le niveau 

protéique de ces facteurs de transcription est hautement contrôlé par le taux de 

transcription de leurs gènes ainsi que par des mécanismes de régulation post-

transcriptionnelle et post-traductionnelle.  

         Dans un premier temps, malgré que Sp1 et Sp3 soient des protéines ubiquitaires, le 

niveau d’expression de leurs ARNm diffère d’un type cellulaire à l’autre et il est 

hautement régulé par divers stimuli. En ce sens, il a été démontré qu’au cours du 

développement, le profil d’expression de Sp1 varie entre les différents tissus de souris et 

il est régulé à la baisse dans les cellules complètement différenciées (Saffer et al. 1991). 

Un autre niveau de régulation transcriptionnelle réside dans le fait que les promoteurs des 

gènes codant pour Sp1 et Sp3 possèdent des sites de liaison Sp1/3 et que l’inhibition de 

l’un de ces facteurs entraine la diminution de leurs niveaux d’expression, ce qui reflète 

l’existence des mécanismes d’auto-régulation positives (Nicolas et al. 2001b; Tapias et 

al. 2004). 

         Comme mentionné, Sp1 et Sp3 sont régulés au niveau post-transcriptionnel par 

l’épissage alternatif ainsi que des mécanismes d’initiation alternative de la traduction. En 
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conséquence, il y a une augmentation des protéines tronquées, qui sont souvent moins 

efficaces pour induire la transcription des gènes cibles que les protéines entières. À titre 

d’exemple, plusieurs types de cellules tumorales démontrent une augmentation dans le 

niveau protéique des isoformes courtes de Sp3, ce qui provoque une inhibition de 

l’expression génique (Rothem et al. 2003). 

         Finalement, Sp1 et Sp3 peuvent être régulés au niveau de leur stabilité. Il a été 

démontré que Sp1 peut être sumoylé sur le résidu lysine 16, ce qui favorise son 

interaction avec la protéine RNF4 (Ring finger protein 4), une E3 ubiquitine ligase, 

entrainant ainsi sa dégradation par le protéasome (Wang et al. 2008; Wang et al. 2011). 

De plus, en condition de privation du glucose, la diminution de la glycosylation de Sp1, 

une modification post-traductionnelle qui consiste à l’addition d’un glucide, provoque sa 

dégradation protéosomale via sa boite Sp (Han & Kudlow 1997; Su et al. 1999; Su et al. 

2000). La présence de la boite Sp chez la protéine Sp3 suggère que la stabilité de cette 

dernière est aussi régulée de la même façon. Sp1 possède également d’autres sites de 

clivage protéolytique qui sont ciblés par différentes protéases dont la caspase-3 et la 

myoblastine (Rao et al. 1998; Rickers et al. 1999). Ces sites, une fois clivés, sont 

responsables de la génération d’une séquence peptidique C-terminale qui est capable de 

se lier aux séquences GC et agir comme un suppresseur transcriptionnel puisqu’elle ne 

possède pas les domaines de transactivation.  

 

1.2.4.2 Modifications post-traductionnelles de Sp1 et Sp3  

         Les facteurs de transcription Sp1 et Sp3 sont des protéines qui subissent une 

multitude de modifications post-traductionnnelles (Li et al. 2004; Li & Davie 2010; 

Chang & Hung 2012; Chu 2012). Ces modifications post-traductionnelles, dont la 

phosphorylation, la glycosylation, l’acétylation et la sumoylation, ont été démontrées 

pour permettre une régulation structurale et fonctionnelle de Sp1 et Sp3. Dans la présente 

section, nous portons une attention particulière à la phosphorylation, en raison de son 

importance dans les travaux présentés dans le chapitre 3 de cette thèse ainsi que pour 

bien illustrer le rôle des modifications post-traductionnelles dans la régulation de 

l’activité transcriptionnelle de Sp1 et Sp3. 
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1.2.4.2.1 Phosphorylation 

         La phosphorylation de Sp1 est une modification post-traductionnelle qui a suscité 

beaucoup d'intérêt. En possédant 164 sites putatifs de phosphorylation sur 785 acides 

aminés, le facteur Sp1 est considéré comme une protéine hautement phosphorylée. 

Plusieurs kinases et phosphatases ont été reconnues comme pouvant affecter l’état de 

phosphorylation du Sp1 et moduler son activité transcriptionnelle en réponse à divers 

stimuli. La régulation de la capacité de liaison de Sp1 à l’ADN est l’un des impacts 

majeurs de la phosphorylation. En effet, la phosphorylation de Sp1 sur le résidu sérine 59 

(Ser59) situé dans le domaine N-terminal, par le complexe cycline A/CDK, augmente sa 

liaison au promoteur et la transcription de la dihydrofolate réductase (Fojas de Borja et 

al. 2001). Également, la phosphorylation des résidus thréonine 453 et 739 (Thr453 et 

Thr739), présents respectivement dans le domaine de transactivation B et le domaine D, 

par les protéines kinases p42/p44 MAPK, joue un rôle clé dans l’augmentation de 

l’activité transcriptionnelle de Sp1. La mutation de ces résidus entraine une diminution de 

la liaison de Sp1 au promoteur du gène VEGF réduisant ainsi son expression (Milanini-

Mongiat et al. 2002). À l’inverse, durant la mitose, la phosphorylation du Thr739, par le 

complexe CDK1/cycline B1, empêche la liaison de Sp1 à l’ADN, ce qui facilite le 

processus de condensation de la chromatine et ainsi que la progression du cycle cellulaire 

(Chuang et al. 2012). Ainsi, durant l’interphase, la phosphorylation du Thr739 est requise 

pour l’augmentation de la capacité transcriptionnelle du facteur Sp1 alors qu’en mitose, 

la phosphorylation de ce même résidu est nécessaire pour le phénomène de condensation 

de la chromatine en permettant le détachement du Sp1. Finalement, il est intéressant de 

mentionner qu’en plus de son effet sur la liaison à l’ADN, la phosphorylation est 

susceptible d’affecter la localisation cellulaire du Sp1, sa stabilité ainsi que son 

interaction avec ses protéines partenaires, ce qui conduit à une modulation de 

l’expression de certains gènes cibles (Chu et al. 2003; Chang & Hung 2012). 

            La phosphorylation de Sp3 a été moins caractérisée. Néanmoins, plusieurs 

évidences soulignent l’importance de cette modification dans la régulation de la 

transcription du promoteur des gènes cibles de Sp3. Il a été démontré que la 

phosphorylation de Sp3, présent dans un extrait nucléaire des cellules épithéliales 
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intestinales humaines, par la protéine kinase A (PKA) entraine une forte diminution de 

l’expression du gène de l’échangeur de sodium-hydrogène (NHE), causée par une baisse 

du potentiel de liaison du Sp3 au promoteur (Amin et al. 2006). De plus, le traitement des 

cellules épithéliales des poumons avec l’acide okadaïque, un inhibiteur des sérine-

thréonine phosphatases, augmente la capacité de liaison de Sp3 au promoteur du gène de 

la sous-unité α du canal de sodium (α-ENaC2) (Chu et al. 2003). Comme Sp1, la 

phosphorylation de la protéine Sp3 sur le résidu sérine 73 (Ser73) par p42/p44 MAPK a 

été démontrée pour augmenter l’expression du gène VEGF (Pages 2007). Cette 

modification semble augmenter le potentiel de transactivation de Sp3 sans affecter sa 

capacité de liaison à l’ADN. Vu que le résidu sérine 73 se situe à proximité des domaines 

de transactivation A et B, il est donc possible qu’elle contribue à la régulation de 

l’interaction du facteur Sp3 avec des coactivateurs transcriptionnels spécifiques. 

 

Tableau 1.2: Principales kinases responsables de la phosphorylation de Sp1/Sp3 et 
leur effet. 

      Kinases     Résidus     Effet   sur Sp Références 

 

 

Sp1 

Cycline A/CDK Ser59                       Augmentation de 
sa liaison au site Sp 

Fojas de Borja et 
al., 2001 

p42/p44 MAPK Thr453 et Thr739 Augmentation de 
sa liaison au site Sp 

Milanini-Mongiat 
et al., 2002 

CDK1/cycline 
B1 

Thr739 Diminution de sa 
liaison au site Sp 

Chuang et al., 
2012 

Sp3 p42/p44 MAPK Ser73 Augmentation de 
son activité 

Pages, 2007 

 

         En somme, la phosphorylation est un processus complexe qui, dépendamment du 

promoteur, de la position de site de phosphorylation et du contexte cellulaire, peut 

augmenter ou réduire l’activité transcriptionnelle du facteur Sp1 et Sp3. Toutefois, les 

mécanismes précis par lesquels cette modification régule l’activité de ces facteurs 

demeurent à éclaircir.  
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1.2.5 Régulation de la transcription des gènes cibles par Sp1 et Sp3 

         Un gène cible des facteurs de transcription Sp1 et Sp3 est un gène qui peut être 

régulé par ces facteurs grâce à la présence d’un ou plusieurs sites GC, situés au niveau de 

son promoteur, nécessaires pour leur liaison. La séquence consensus de ce site a été 

identifiée comme (G/T)GGG(C/A)GG(G/A)(G/A)(C/T) (Bucher 1990; Kriwacki et al. 

1992). Il est probable que la variation de séquences issues des différentes combinaisons 

possibles du triplet de nucléotides situés en 3’ affecte l’affinité de liaison du Sp1 et Sp3, 

ce qui pourrait causer une différence dans le degré d’activation d’un gène cible à un 

autre, permettant ainsi une régulation spécifique et différentielle. Outre la séquence du 

site GC, l’affinité spécifique de Sp1 et Sp3 pour l’ADN peut être modulée en fonction du 

contexte chromatinien. En ce sens, il a été démontré que l’affinité de liaison de Sp1 à 

l’ADN nucléosomal est 10 fois plus faible que son affinité de liaison à l’ADN nu (Li et 

al. 1994), ce qui suggère que l’activité transcriptionnelle de Sp1/3 est régulée en fonction 

de l’état épigénétique de la chromatine. 

         La seule liaison de Sp1 et Sp3 aux sites GC ne suffit pas pour induire la 

transcription de leurs gènes cibles. De nombreux mécanismes dont les modifications 

post-traductionnelles et les interactions avec différentes protéines partenaires, telles que 

les enzymes modifiant la chromatine (HAT/HDAC), sont susceptibles de réguler 

l’expression génique de façon spécifique selon le type cellulaire et en réponse à divers 

stimuli. La position des séquences GC au niveau du promoteur joue également un rôle 

central dans la régulation de la transcription des gènes dépendants de Sp1 et Sp3, et 

surtout ceux qui possèdent un promoteur dépourvu de la boite TATA nécessaire pour la 

liaison de la machinerie de la transcription basale. En effet, il a été démontré qu’en se 

liant aux sites GC au niveau des promoteurs ne contenant pas une boite TATA, les 

facteurs de transcription Sp1 et Sp3 permettent le recrutement de la machinerie de la 

transcription (Figure 1.14A), et que l’éloignement de ces sites par rapport au site 

d’initiation de la transcription entraine une diminution de l’expression génique (Figure 

1.14B) (Kollmar et al. 1994; Lu et al. 1994). 
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Figure 1.14: Régulation de l’expression génique par les facteurs de transcription 
Sp1 et Sp3. A: Mécanisme d’activation du promoteur dépourvu de la boite TATA par 
Sp1/3. B: Organisation des sites Sp au niveau du promoteur et leurs effets sur la 
transcription du gène dépendant de Sp1/3. Illustration par M. Jalouli. 
 

         En somme, l’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription Sp1 et Sp3 

ainsi que l’expression de leurs gènes cibles sont hautement régulées par la liaison de ces 

facteurs à différents partenaires, par leurs caractéristiques biochimiques ainsi que par le 

contexte du promoteur et de la cellule de façon générale. 

  

1.2.6 Gènes cibles et implications pathologiques de Sp1 et Sp3 : rôle au 

niveau tumoral 

         Les facteurs de transcription Sp1 et Sp3 sont reconnus comme pouvant réguler 

l’expression d’une multitude des gènes, notamment ceux codant pour des régulateurs du 

cycle cellulaire, des facteurs pro ou anti-apoptotiques, des facteurs pro ou anti-

angiogéniques  ainsi que des gènes suppresseurs de tumeurs et des oncogènes , ce qui fait 

de ces facteurs des régulateurs importants dans différents processus cellulaires 

(DesJardins & Hay 1993; Feng et al. 2000; Kavurma et al. 2001; Kavurma & Khachigian 

2003; Lagger et al. 2003; Li et al. 2005; Olofsson et al. 2007; Yuan et al. 2007a; 

Marampon et al. 2008). Parmi ceux-ci, l'angiogenèse, la prolifération, la survie et la 

migration/invasion cellulaire sont considérés comme étant des processus pro-
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oncogéniques, conférant ainsi à Sp1 et Sp3 un rôle majeur dans la tumorigenèse et la 

progression tumorale. D’ailleurs, la principale évidence qui supporte le rôle de Sp1 et 

Sp3 au niveau tumoral est que ces facteurs de transcription sont fortement surexprimés 

dans plusieurs types de tumeurs, dont le cancer du pancréas, du côlon, du poumon, de la 

prostate et du sein (Maurer et al. 2007; Jiang et al. 2008; Kong et al. 2010; Bedolla et al. 

2012; Hsu et al. 2012; Lee et al. 2013a; Kong et al. 2014). De plus, des études 

d'interférence à l'ARN ont démontré que l’inhibition de ces facteurs mène à la diminution 

de la prolifération des cellules cancéreuses et de leurs capacités migratoires et invasives 

ainsi qu’à une induction des processus apoptotiques (Hedrick et al. 2016).  

         Les effets néfastes de l’activation de Sp1 et Sp3 sur le développement tumoral sont 

multiples. D'abord, les facteurs Sp1 et Sp3 sont reconnus pour permettre l’activation de 

l’expression de plusieurs gènes jouant un rôle central dans le processus angiogénique 

notamment VEGF et VEGFR-1, favorisant ainsi l’invasion des cellules cancéreuses et la 

genèse d’une métastase (Ishibashi et al. 2000; Stoner et al. 2000; Higgins et al. 2006). 

Outre que l'expression des facteurs pro-angiogéniques, la protéine Sp1 régule également 

le processus invasif des cellules tumorales en augmentant la transcription des gènes 

impliqués dans le phénomène de remodelage de la matrice extracellulaire tels que MMP-

9 et MMP-2 (Hung et al. 2010). Il a été démontré que Sp1 et Sp3 contribuent également à 

la prolifération cellulaire via l’induction de nombreux gènes codant pour des protéines 

impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire tels que la cycline E, la CDK4, l'E2F-1 et 

la c-Myc, ainsi que via la répression des inhibiteurs du cycle cellulaire tel que p21 

(DesJardins & Hay 1993; Biggs et al. 1996; Abdelrahim et al. 2004; Safe & Abdelrahim 

2005; Willoughby et al. 2009). Finalement, les facteurs Sp1 et Sp3 ont été démontrés 

pour jouer un rôle important dans le maintien de la survie des cellules tumorales via la 

surexpression des gènes codant pour des facteurs anti-apoptotiques tels que la survivine 

(Xu et al. 2007). La figure 1.15 résume de façon schématique les principaux évènements 

favorisant le développement tumoral, régulés par les facteurs de transcription Sp1 et Sp3. 
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Figure 1.15: Régulation des principaux processus impliqués dans le développement 
tumoral par les facteurs de transcription Sp1 et Sp3. Sp1 et Sp3 joue un role majeur 
au niveau tumoral en régulant plusieurs gènes impliqués dans des processus 
caractéristiques du cancer tels que l’angiogenèse, la survie, la prolifération, l’invasion 
celluaire. Illustration par M. Jalouli. 
 

         Finalement, il est intéressant de mentionner qu’outre le cancer, Sp1 et Sp3 sont 

également impliquées dans la pathogenèse de diverses autres maladies comme la maladie 

de Huntington (HD) et les maladies cardiovasculaires (Freiman & Tjian 2002; Chan et al. 

2010).  

 

1.2.7 Les facteurs de transcription Sp1/3 et le facteur de transcription 

HIF-1 

         En permettant l’expression constitutive du gène HIF-1A qui contient plusieurs sites 

putatifs Sp au niveau de son promoteur, le facteur de transcription Sp1 est considéré 

comme un activateur important de ce gène (Iyer et al. 1998b; Minet et al. 1999). 

Plusieurs évidences ont souligné l’implication et l’importance de Sp1 et Sp3 dans la 

régulation de la transcription de HIF-1α. En effet, il a été démontré que le traitement des 

cellules de carcinome de poumon de Lewi (LLC) par la mithramycine, un inhibiteur de 
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Sp1, entraine une forte diminution de l’expression du transcrit de HIF-1α (Koshikawa et 

al. 2009). En utilisant des essais luciférase ainsi que la technique d'immunoprécipitation 

de la chromatine (ChIP), cette étude a permis de confirmer que le facteur Sp1 est requis 

pour l’expression du gène HIF-1A. De même, une autre étude a indiqué que l’activation 

du facteur Sp1 par la trichostatine A, augmente l’expression du gène HIF-1A, alors que 

son inhibition par la mithramycine affecte négativement la transcription au niveau de ce 

gène (Kim & Park 2010). De plus, une forte baisse de l’ARNm de HIF-1α a été observée 

suite à la diminution de l’activité transcriptionnelle du facteur Sp1 causée par la 

suppression de ses voies d’activations via la délétion de l'isocitrate dehydrogenase 

mitochondrial NADP+-dépendante (IDPm) par interférence à l'ARN (Kim & Park 2010). 

Finalement, des études réalisées au niveau de notre laboratoire ont permis de démontrer 

que la surexpression des facteurs de transcription Sp1 et Sp3 provoque une augmentation 

de l’activité transcriptionnelle de ces facteurs au niveau de promoteur de gène HIF-1A en 

essai luciférase (Lafleur et al. 2014).  

 

1.3 La peptidyl-prolyl cis/trans isomérase, Pin1 

         La présente section vise à présenter l’isomérase Pin1, qui est au cœur des travaux 

présentés dans les chapitres 2 et 3. Les caractéristiques structurales de cette protéine, sa 

régulation ainsi que ses implications biologiques et pathologiques sont abordées. 

  

1.3.1 Généralité  

         Depuis sa découverte en 1996, Pin1 a été intensément étudiée, et ce grâce à son rôle 

central dans la régulation fonctionnelle de plusieurs protéines impliquées dans divers 

processus physiologiques et pathologiques. Pin1 est une protéine d'environ 18 kDa qui 

fait partie de la famille des peptidyl-prolyl isomérases (PPIases), et plus précisément de la 

sous-famille des parvulines. Cette enzyme se distingue des autres PPIases par sa capacité 

de se lier spécifiquement à des substrats possédant des prolines précédées par des sérines 

ou des thréonines phosphorylées (pSer/Thr-Pro) (Lu et al. 1996). Une fois liée aux motifs 

pSer/Thr-Pro, la PPIase Pin1 permet l’isomérisation de ses substrats, entrainant ainsi un 
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changement de leur conformation qui peut être responsable de la régulation de leur 

localisation cellulaire, leur stabilité, leur état de phosphorylation ainsi que leur interaction 

avec leurs protéines partenaires (Wulf et al. 2005; Lu et al. 2007; Liou et al. 2011; 

Khanal et al. 2012) (Figure 1.16).  

 

 

Figure 1.16: Schéma représentant la réaction d’isomérisation catalysée par Pin1 et 
son effet sur les protéines substrats. En assurant un changement de conformation 
cis↔trans des protéines substrats, Pin1 permet la régulation de leur localisation 
cellulaire, leur stabilité, leur état de phosphorylation et leur interaction protéique, 
affectant ainsi leur activité. Illustration par M. Jalouli. 
 

         L’isomérisation par Pin1 consiste à la conversion des liens peptidyl-prolines de la 

forme cis vers la forme trans, et inversement (Figure 1.16). Cette réaction est 

particulièrement importante au niveau des plusieurs interactions protéine-protéine, qui 

dépendent strictement d’une conformation cis ou trans spécifique. Effectivement, 

plusieurs kinases trans-spécifiques et des phosphatases cis- ou bien trans-spécifiques ont 

été identifiées (Lu & Zhou 2007; Mayfield et al. 2015). Au sein de la cellule, 

l’isomérisation se déroule naturellement et de façon très lente, mais elle est fortement 

accélérée sous l’action des PPIases, incluant Pin1, d’où leur importance (Fanghanel & 

Fischer 2004; Pastorino et al. 2006). Ainsi, l’isomérisation par Pin1 constitue un 

mécanisme important et spécifique pour la régulation de la fonction de plusieurs 

protéines. 
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1.3.2 Structure de Pin1  

         Pin1 est une protéine de 163 acides aminés constituée de deux domaines séparés par 

une région charnière flexible, le domaine WW, et le domaine catalytique PPIase (Figure 

1.17). Ces deux domaines sont importants au niveau de l’activité de Pin1. Le domaine 

WW permet la liaison aux substrats en reconnaissant spécifiquement des motifs 

pSer/Thr-Pro, tandis que le domaine PPIase permet l’isomérisation cis/trans de liens 

peptidyl-proline (Lu et al. 1999; Lu et al. 2002). 

 

 

Figure 1.17: Structure de peptidyl-prolyl isomérase Pin1. Les deux domaines 
fonctionnels de Pin1 sont représentés. Illustration par M. Jalouli. 
 

1.3.3 Mécanismes de régulation de Pin1 

         En plus du fait que l’interaction entre Pin1 et ses substrats est fortement dépendante 

de la phosphorylation des résidus sérines ou thréonines suivis d’une proline, l’activité de 

Pin1 est hautement régulée à plusieurs niveaux, ce qui lui permet d’exercer des effets 

spatiotemporaux précis. D’abord, Pin1 est finement régulée au niveau transcriptionnel. 

La transcription du gène codant pour Pin1 est augmentée par les facteurs de transcription 

impliqués dans la progression du cycle cellulaire E2F, ainsi que par l’oncogène Notch1, 

alors qu’elle est réduite par le suppresseur de tumeur BRCA1 (breast cancer 1) 

(MacLachlan et al. 2000; Ryo et al. 2002; Rustighi et al. 2009). Ceci indique une 

corrélation entre l’expression de Pin1 et la prolifération cellulaire, suggérant un rôle pour 

Pin1 au niveau du cycle cellulaire. Pin1 est aussi régulée au niveau post-transcriptionnel. 

En effet,  la stabilité de l’ARNm de Pin1 est réduite par plusieurs micro-ARNs  (Zhang et 

al. 2013; Lee et al. 2014a; Luo et al. 2014). Finalement, l’isomérase Pin1 peut subir 

plusieurs modifications post-traductionnelles permettant la régulation de son activité. La 

serine 16 (Ser16) située dans le domaine WW a été démontrée pour être phosphorylée par 
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la protéine kinase A (PKA), la kinase de la protéine S6 (RSK2) et la kinase Aurora A 

(AURKA) (Lu et al. 2002; Cho et al. 2012; Lee et al. 2013b). Ces phosphorylations 

influencent négativement l’interaction de Pin1 avec ses substrats ainsi que sa localisation 

cellulaire. Pin1 est aussi phosphorylée par la kinase associée à la mort cellulaire, DAPK1, 

sur la sérine 71 (Ser71) présente au niveau du domaine PPIase ce qui inhibe son activité 

catalytique et empêche sa localisation nucléaire (Lee et al. 2011b). Finalement, la 

phosphorylation de la sérine 65 (Ser65) par la kinase 1 semblable à Polo (polo-like kinase 

1, PLK1) contribue à diminuer l’ubiquitination de Pin1 augmentant ainsi sa stabilité et 

par conséquent son activité (Eckerdt et al., 2005). Outre que la phosphorylation, Pin1 est 

sumoylée sur la lysine 6 (Lys6) située dans son domaine WW et la lysine 63 (Lys63) 

présente au niveau du domaine PPIase menant respectivement à l’inhibition de sa 

capacité de liaison aux protéines substrats et l’inactivation de son potentiel catalytique 

(Chen et al. 2013). De plus, il a été démontré que Pin1 est inactivée par une modification 

oxydative de la cystéine 113 (Cys113) située au niveau de son domaine catalytique (Chen 

et al. 2015). 

 

1.3.4 Rôles biologiques et pathologiques de Pin1    

1.3.4.1 Pin1 au niveau de la prolifération cellulaire et d’autres processus biologiques 

         En tant que régulateur de l’activité d’une multitude des protéines substrats, Pin1 est 

impliquée dans divers processus biologiques dont le principal est la prolifération 

cellulaire. Ce rôle important de Pin1 est souligné par l’observation que les souris Pin1-/- 

présentent des signes importants de défauts de la prolifération cellulaire tels qu’une 

diminution du poids corporel et des atrophies testiculaires et rétiniennes (Liou et al. 

2002). Effectivement, Pin1 est un joueur important au niveau de la progression du cycle 

cellulaire. D’ailleurs, Pin1 a été démontrée pour permettre la transition G1-S par 

l’inactivation de la protéine rétinoblastome 1 (RB1), la stabilisation de la cycline Dl et la 

déstabilisation de la cycline E1 et la p21 qui sont impliquées dans la transition G1-S à 

différents temps (Liou et al. 2002; van Drogen et al. 2006; Rizzolio et al. 2012). De plus, 

il a été suggéré que durant la phase S du cycle cellulaire, Pin1 contribue à la synthèse de 

l’ADN et à la duplication des centrosomes (Suizu et al. 2006). En effet, l’inactivation de 
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Pin1, par des mutants dominants négatifs, entraine l’inhibition de l'amplification du 

centrosome dans les cellules arrêtées en phase S alors que sa surexpression induit la 

duplication des centrosomes. Finalement, de nombreuses études ont démontré que Pin1 

est également impliquée dans la coordination des évènements mitotiques en interagissant 

avec et en régulant (activant ou inhibant) la topoisomérase-IIα, la séparase, la 

phosphatase Cdc25, les kinases Myt1, Wee1 et Plk1 (Crenshaw et al. 1998; Shen et al. 

1998; Xu & Manley 2007; Hellmuth et al. 2015). De même, il a été démontré que 

l’inhibition de Pin1 dans les cellules HeLa provoque un arrêt mitotique et une 

fragmentation nucléaire, résultant d’une entrée prématurée en mitose, alors que sa 

surexpression bloque les cellules en phase G2 (Lu et al. 1996), suggérant que Pin1 agit 

comme un inhibiteur de l'entrée prématurée dans la mitose. En plus d’interagir avec les 

protéines régulatrices du cycle cellulaire, Pin1 permet la régulation de plusieurs facteurs 

de transcription impliqués dans ce processus. En effet, il a été démontré qu’en 

interagissant avec et en augmentant l’activité transcriptionnelle de c-Jun et β-caténine, 

l’isomérase Pin1 contribue à l’activation de la transcription de leur gène cible codant 

pour la cycline D1 (Ryo et al. 2001; Wulf et al. 2001). Plusieurs autres facteurs de 

transcription qui contrôlent l’expression des gènes intervenant dans la prolifération 

cellulaire y compris c-Myc, NF-κB et le récepteur alpha des œstrogènes sont également 

des substrats de Pin1 (Ryo et al. 2003; Rajbhandari et al. 2012; Farrell et al. 2013; 

Rajbhandari et al. 2015). Il a été également démontré que Pin1 est impliquée dans la 

stabilisation de la protéine Nanog et le facteur de transcription Oct4, ce qui lui permet de 

jouer un rôle clé dans l’induction et le maintien de la pluripotence et l’auto-

renouvellement des cellules souches (Moretto-Zita et al. 2010; Nishi et al. 2011). 

         En plus d’être impliquée dans la prolifération cellulaire, Pin1 joue également un 

rôle crucial au niveau de l’invasion et la migration cellulaire en se liant à la  kinase 

d'adhésion focale (focal adhesion kinase, FAK) et la protéine tyrosine phosphatase PTP-

PEST (Zheng et al. 2009; Zheng et al. 2011). Également, Pin1 intervient dans la 

régulation du métabolisme du glucose et des lipides via son interaction avec le substrat-1 

du récepteur d'insuline (insulin receptor substrate-1, IRS-1), la protéine kinase activée 

par l’AMP (AMP-activated protein kinase, AMPK) et le coactivateur transcriptionnel 
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pour le CREB (CREB Regulated Transcription Coactivator 2, Crtc2) (Nakatsu et al. 

2010; Nakatsu et al. 2011; Nakatsu et al. 2015). En outre, cette PPIase est impliquée au 

niveau de la réponse aux stress cellulaires via la stabilisation de p53 et ses deux 

homologues p63 et p73 ainsi que par l’activation d’ataxia telangiectasia et la protéine liée 

à Rad3 (ataxia telangiectasia and Rad3-related protein, ATR), qui sont des protéines 

importantes dans le maintien de l’intégrité du génome (Wulf et al. 2002; Zacchi et al. 

2002; Li et al. 2013; Hilton et al. 2015; Mantovani et al. 2015). Un rôle clé de Pin1 dans 

le maintien des fonctions cardiovasculaires et au niveau de l’ostéogenèse a été également 

décrit (Yoon et al. 2014; Nakatsu et al. 2016). 

 

1.3.4.2 Pin1 au niveau tumoral 

         L’implication importante de Pin1 dans divers mécanismes intervenant dans 

l’oncogenèse et le développement tumoral, tel que discuté précédemment, lui confère un 

rôle crucial au niveau tumoral. Effectivement, il a été observé que la surexpression de 

Pin1 dans les cellules épithéliales mammaires non transformées mène à leur 

transformation en cellules malignes (Ryo et al. 2002). Par contre, l’invalidation génique 

de cette enzyme bloque la croissance des cellules cancéreuses du sein in vivo et in vitro 

(Ryo et al. 2002; Suizu et al. 2006). De plus, Pin1 a été démontrée pour être surexprimée 

dans plusieurs types de tumeurs, tels que le carcinome hépatocellulaire, le cancer du 

poumon non à petites cellules (CPNPC), le lymphome de Burkitt , le cancer du sein et la 

leucémie  (Pang et al. 2006; Pang et al. 2007; Tan et al. 2010; Luo et al. 2014; Rustighi 

et al. 2014; Wei et al. 2015; Franciosa et al. 2016). Au niveau de ces tumeurs, le niveau 

élevé d’expression de Pin1 est souvent corrélé à un mauvais pronostic. Puisque de 

nombreuses études ont souligné l’importance de Pin1 dans la stimulation de diverses 

voies du cancer via l’activation de plus que 40 oncogènes et l’inactivation d’au moins 20 

suppresseurs de tumeur, l’inhibition de cette PPIase constitue une stratégie thérapeutique 

intéressante dans le traitement de cette pathologie (Zhou & Lu 2016). En ce sens, une 

étude récente démontre que l'acide trans-rétinoïque (ATRA) agit comme agent 

thérapeutique efficace dans le traitement du cancer du sein et de la leucémie aiguë 

promyélocytaire (APL) en provoquant la dégradation de Pin1 (Wei et al. 2015). 
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Également, il a été suggéré que l’utilisation de l’antiparasitaire buparvaquone, qui cible 

Pin1, constitue une voie thérapeutique intéressant dans le traitement du cancer lié au 

parasite Theileria (Marsolier et al. 2015). 

 

 

Figure 1.18: Effet de l’activation de Pin1 sur les oncogènes et les supprésseurs de 
tumeurs dans un contexte tumoral. L’augementation du niveau d’expression et de 
l’activité de Pin1 a pour effet l’activation de plusieurs oncogènes et l’inactivation de 
différents suppresseurs de tumeurs, évènements cruciaux dans le développement tumoral. 
Illustré par M. Jalouli. 
 

         Finalement, il est intéressant de mentionner qu’outre son rôle au niveau tumoral, 

l’isomérase Pin1 contribue à la pathogenèse de plusieurs autres maladies telles que 

l'hypertrophie cardiaque, l’athérosclérose, l’ostéoporose, le diabète, l'obésité et la 

stéatohépatite non-alcoolique (NASH) (Nakatsu et al. 2016).  
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Objectifs 
En raison de l’importance du facteur de transcription HIF-1 dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire, de nombreux processus régulateurs interviennent afin de 

moduler son activité transcriptionnelle. Étant donné les conséquences néfastes d’une 

activation inadéquate de HIF-1 dans le développement de différentes maladies comme le 

cancer, l’élucidation de ces processus est d’un grand intérêt pour la compréhension de la 

régulation de ce facteur de transcription ainsi que pour l’élaboration des nouvelles 

stratégies thérapeutiques. D’ailleurs, depuis la découverte de HIF-1, les voies de sa 

régulation ont été largement étudiées. Cependant, les mécanismes moléculaires précis et 

détaillés de sa régulation ainsi que l’effet de cette régulation sur l’expression de ses gènes 

cibles, et par conséquent sur son rôle physio-pathologique, ne sont pas encore 

complètement élucidés. Les travaux présentés dans cette thèse visent à élargir et 

améliorer les connaissances actuelles sur la régulation du facteur de transcription HIF-1. 

De façon plus précise, nous nous sommes intéressés à caractériser les mécanismes 

impliqués dans la régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle de la sous-unité 

HIF-1α en conditions hypoxiques et non-hypoxiques. 

         Dans un premier temps, de nombreuses études ont démontré que l’isomérase Pin1 

régule l’expression d’un gène cible de HIF-1, VEGF (Ryo et al., 2005; Kim et al., 2008). 

Sachant que la sous-unité HIF-1α est phosphorylée par p42/p44 MAPK sur deux résidus 

sérines suivis par des prolines (Mylonis et al., 2006), qui constituent des motifs consensus 

pSer/Thr-Pro, nous avons donc émis l’hypothèse que Pin1 est un nouveau régulateur de 

l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 en agissant directement sur sa sous-unité 

α. Ainsi, l’objectif de cette partie de thèse est d’évaluer l’implication de Pin1 dans 

l’isomérisation de la protéine HIF-1α et de déterminer l’impact de cette régulation sur 

l’activité du facteur HIF-1 ainsi que sur l’expression de ses gènes cibles. Les résultats de 

cette étude sont présentés dans le chapitre 2 et en annexe de cette thèse.     

         Un deuxième mécanisme de régulation évoqué dans cette thèse concerne 

l’implication de Pin1 dans l’activation des régulateurs positifs de l’expression du gène 

HIF-1A, les facteurs de transcription Sp1 et Sp3. En effet, il a récemment été démontré 

que durant la mitose, la phosphorylation du facteur de transcription Sp1 sur Thr739, par 
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CDK1, permet son interaction avec Pin1, ce qui provoque son détachement de l’ADN, 

favorisant ainsi la condensation de la chromatine (Yang et al. 2014). De façon 

intéressante, la phosphorylation de ce même résidu par p42/p44 MAPK est aussi 

importante pour l’expression des gènes cibles du facteur Sp1. De même, le facteur Sp3 

est également activé via la phosphorylation d’un motif consensus pour la liaison de Pin1, 

par p42/p44 MAPK. Mise ensemble, ces évidences nous ont permis d’envisager 

l’hypothèse qu’en affectant positivement l’activité des Sp1 et Sp3, Pin1 joue un rôle 

important au niveau de la transcription du gène HIF1A. Ainsi, notre objectif, dans un 

deuxième temps, consiste à évaluer le rôle de Pin1 dans la régulation positive de l’activité 

transcriptionnelle des facteurs Sp1 et Sp3 et à caractériser le mécanisme de régulation de 

Sp1/3 par Pin1, en accordant une attention particulière à l’impact de cette régulation sur 

la sous-unité HIF-1α. Le chapitre 3 présente les résultats de cette étude. 

         Il est connu qu’en bloquant la voie de signalisation p42/p44 MAPK, les inhibiteurs 

de MEK1/2 régulent négativement l'activité du facteur HIF-1 sans affecter la stabilité de 

la sous-unité HIF-1α. De façon surprenante, l’utilisation de PD184161, un inhibiteur de 

MEK1/2, a montré que celui-ci influence négativement l’induction non-hypoxique de la 

protéine HIF-1α. Nous avons donc, dans un troisième temps, voulu caractériser le 

mécanisme d’action de PD184161 sur HIF-1α. Pour cela, nous avons cherché à 

comprendre si PD184161 agissait par un mécanisme distinct de son potentiel répresseur 

sur p42/p44 MAPK et si l’effet de cet inhibiteur était spécifique à certains facteurs 

d’induction de HIF-1α. Nous avons également évalué le rôle de PD184161 au niveau de 

la stabilité de la sous-unité HIF-lα, plus précisément au niveau de sa dégradation 

protéosomale par l’axe PHD/pVHL. Pour finir, nous avons investigué l’effet de 

PD184161 sur la production de mtROS, un évènement important d’induction non-

hypoxique de HIF-lα, sur le niveau intracellulaire d’ascorbate, sur la dépolarisation du 

potentiel de la membrane mitochondriale (ΔΨM) ainsi que sur la production de l’ATP. 

Les résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre 4.  
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Chapitre 2: The prolyl isomerase Pin1 regulates 
hypoxia-inducible transcription factor (HIF) activity 
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2.1 Avant-propos 

         Ce chapitre consiste en une étude de l’implication de l’isomérase Pin1 dans la 

régulation des HIF-α, qui a été publiée dans le journal Cellular Signalling en aout 2014. 

Cette étude est reproduite avec la permisson des coauteurs et d’Elsevier (Copyright 2017, 

Elsevier). 

          Ce projet a été débuté par mon ancien collègue Marc-André C. Déry qui a étudié 

les caractéristiques de l’interaction entre Pin1 et HIF-1α ainsi que l’effet de la déplétion 

de Pin1 sur l’activité du facteur HIF-1 et son gène cible VEGF. Lors de mon arrivée au 

laboratoire, je me suis intéressée à déterminer si Pin1 agit par isomérisation de HIF-1α 

ainsi qu’au rôle de cette isomérisation sur HIF-1, en plus de poursuivre l’étude de la 

régulation de l’interaction entre ces deux protéines. Ainsi, mes travaux ont permis de 

démontrer que Pin1 régule l’activité de HIF-1 par isomérisation de sa sous-unité α, tout 

en permettant une régulation différentielle de ses gènes cibles.  

         Nos contributions à la réalisation et l’élaboration de cette étude ont été jugées 

équivalentes. J’ai conçu et réalisé les expériences présentées aux figures 2.1A, 2.2A, 2.4, 

2.5C et 2.6. J’ai également rédigé la totalité du manuscrit, qui a été corrigé par Dr. Darren 

E. Richard, et effectué toutes les révisions. Pour sa part, Marc-André C. Déry a 

développé des outils moléculaires nécessaires pour cette étude, conçu et réalisé des 

expériences présentées aux figures 2.1B, 2.2B, 2.3, 2.5A-B et 2.6B. Véronique Lafleur a 

réalisé des travaux concernant HIF-2 qui sont présentés à la figure 2.1B et a participé à la 

correction du manuscrit. Laurent Lamalice a aidé à la conception de la figure 2.4 et aux 

révisions finales. Ce projet a été effectué en collaboration avec Dr Kun Ping et Xiao Zhen 

Zhou qui ont fourni certains outils moléculaires et lignées cellulaires en plus d’apporter 

leur expertise pour l’étude de Pin1. L’ensemble de cette étude a été réalisé sous la 

direction du Dr. Darren E. Richard. 

         Comme poursuite de ce projet, j’ai également effectué des expériences 

supplémentaires non publiées qui sont présentées aussi bien en annexe que dans le 

chapitre 5 de cette thèse. 
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2.2 Résumé 

         En contrôlant l’expression des gènes impliqués dans l’homéotasie de l’oxygène, le 

facteur induit par l’hypoxie 1 (HIF-1) joue un rôle décisif dans la survie et l’adaptation 

des cellules au stress hypoxique. L’activité du facteur HIF-1 est finement régulée par 

diverses modifications post-traductionnelles spécifiques de sa sous-unité essentielle HIF-

1α. Parmi ces modifications, la phosphorylation est importante pour l’activité 

transcriptionnelle de HIF-1. Des études ont montré que les protéines kinases activées par 

les mitogènes, p42/p44 MAPK, phosphorylent directement HIF-1α et augmentent la 

transcription induite par HIF-1. Pin1, une peptidyl-prolyl cis/trans isomérase, reconnaît 

spécifiquement des protéines possédant des motifs phosphorylés pSer/pThr-Pro. 

L’isomérisation par Pin1 entraine un changement de la conformation des protéines 

substrat, ce qui peut modifier leur activité. Ici, nous identifions Pin1 comme un partenaire 

important de HIF-1α.  Des études d’immunoprécipitation et de pull-down ont montré que 

Pin1 interagit avec HIF-1α. Nous démontrons que l’interaction entre Pin1 et HIF-1α est 

régulée par l’activation de la voie p42/p44 MAPK. En effectuant des études de protéolyse 

partielle, nos résultats indiquent que Pin1, par son activité catalytique, induit un 

changement de conformation de HIF-1α. Finalement, notre travail montre que Pin1 est 

requise pour la régulation spécifique de l’activité transcriptionnelle de HIF-1 et de ses 

gènes cibles. Nos résultats indiquent que la prolyl isomérase Pin1 régule l’activité 

transcriptionnelle de HIF-1 en interagissant et en changeant la conformation de HIF-1α  

d’une manière dépendante de sa phosphorylation par p42/p44 MAPK. 
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2.3 Abstract 

         Hypoxia-inducible transcription factor-1 (HIF-1) plays a decisive role in cell 

survival and adaptation to hypoxic stress by controlling the expression of genes involved 

in oxygen homeostasis. HIF-1 activity is fine-tuned through specific post-translational 

modifications of its essential HIF-1α subunit. Amongst these modifications, 

phosphorylation is important for HIF-1 transcriptional activity. Studies have shown that 

the mitogen-activated protein kinases, p42/p44 MAPK, directly phosphorylate HIF-1α 

and increase HIF-1-mediated transcription. Pin1, a peptidyl-prolyl cis/trans isomerase, 

targets a number of proteins containing a phosphorylated Ser/Thr-Pro motif. Pin1 

isomerization causes a change in target protein conformation which can modify their 

activity. Here, we identify Pin1 as an important HIF-1α partner. Immunoprecipitation and 

pull-down studies show that Pin1 interacts with HIF-1α. We demonstrate that the 

interaction between Pin1 and HIF-1α is regulated through p42/p44 MAPK pathway 

activation. By performing proteolysis studies, our results indicate that Pin1 catalytic 

activity generates a conformational change in HIF-1α. Finally, our work shows that Pin1 

is required for gene-specific HIF-1 transcriptional activity. Our results indicate that the 

prolyl isomerase Pin1 regulates HIF-1 transcriptional activity by interacting with HIF-1α 

and promoting conformational changes in a p42/p44 MAPK phosphorylation-dependent 

manner. 
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2.4 Introduction 

         Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a key regulator of oxygen homeostasis in 

mammalian cells. HIF-1 controls the expression of genes involved in cellular adaptive 

responses to low oxygen such as cell respiration, glucose metabolism, erythropoiesis and 

angiogenesis (Semenza 2003). The HIF-1 complex is formed following the interaction of 

a constitutive HIF-1β subunit with a tightly regulated and post-translationally-modified 

HIF-1α subunit (Wang & Semenza 1995). When cells are in the presence of oxygen, 

HIF-1α is hydroxylated through the action of HIF prolyl hydroxylases (PHD). HIF-1α 

hydroxylation allows the binding of pVHL, the product of the von Hippel-Lindau tumor 

suppressor gene. As the recognition component of an E3 ubiquitin ligase complex, pVHL 

allows for HIF-1α polyubiquitination and subsequent proteasomal degradation (Kaelin & 

Ratcliffe 2008). When oxygen levels are decreased, hydroxylation of HIF-1α is impeded, 

resulting in HIF-1α subunit stabilization and formation of the HIF-1 transcription 

complex. 

         Maximal HIF-1 activation requires further HIF-1α protein modification and 

interaction with diverse co-activators (Greer et al. 2012). Direct phosphorylation of HIF-

1α is essential for full HIF-1 activity and different HIF-1α-targeting protein kinases have 

been described (Minet et al. 2001). Among suggested HIF-1α kinases, p42/p44 mitogen-

activated protein kinases (MAPK) can directly phosphorylate HIF-1α and increase the 

transcriptional activity of the HIF-1 complex (Richard et al. 1999; Lauzier et al. 2007). 

This phosphorylation occurs on two serine residues, Ser641 and Ser643 (Mylonis et al. 

2006). However, the mechanism behind enhanced HIF-1 transactivation by p42/p44 

MAPK phosphorylation remains to be fully elucidated. 

         Pin1 is a peptidyl-prolyl cis/trans isomerase containing an N-terminal WW domain 

isomerization which specifically binds proteins containing proline residues preceded by a 

phosphorylated serine or threonine residue (pSer/Thr-Pro) (Lu & Zhou 2007). Catalyzed 

through a C-terminal peptidyl-prolyl isomerase (PPiase) domain, Pin1 changes the 

structure of its substrates between two distinct cis and trans conformations (Lu et al. 

1996). Pin1 plays an important role in regulating the subcellular localization, stability, 

protein interactions or phosphorylation status of targeted substrates. Additionally, Pin1 
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has been shown to regulate the function of diverse transcription factors including p53, β-

catenin, NF-κB and Stat3 (Ryo et al. 2001; Wulf et al. 2002; Ryo et al. 2003; Lufei et al. 

2007).  

         In the present study, we show that HIF-1α interacts with Pin1. We demonstrate that 

HIF-1α phosphorylation by the p42/p44 MAPK pathway is important for this interaction. 

Furthermore, our studies indicate that Pin1 promotes HIF-1α conformational changes 

through its prolyl-isomerase activity. Finally, we show that the transcriptional activity of 

HIF-1 and the expression of target genes are selectively regulated by Pin1. Taken 

together, our studies identify Pin1 as an important regulator of the HIF-1 transcription 

factor.  
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2.5 Materials and methods 

Materials 

         Cobalt chloride (CoCl2), PD98059 and subtilisin A were from Sigma-Aldrich (St-

Louis, MO). LipofectamineTM 2000 was from Life Technologies / Invitrogen (Grand 

Island, NY). γ-phosphatase and p42 MAPK were from New England Biolabs (Ipswich, 

MA). Polyclonal anti-HIF-1α and anti-HIF-2α antibodies were raised in our laboratory in 

rabbits immunized against the last 20 amino acids of the C-termini of each human protein 

(Richard et al. 1999; Lauzier et al. 2008). Anti-HIF-1α used in proteolysis assays and 

anti-glutathione S-transferase (GST) antibody were from Novus Biologicals (Littleton, 

CO). Polyclonal anti-Pin1 antibody was from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). 

Monoclonal anti-phospho-p42/p44 MAPK, anti-α-tubulin and anti-FLAG antibodies 

were from Sigma-Aldrich. Polyclonal p42/p44 MAPK antibody was from EMD 

Millipore/Upstate (Billerica, MA). Horseradish peroxidase-coupled anti-mouse and anti-

rabbit antibodies were from Promega (Madison, WI). Wild-type human FLAG-Pin1 and 

GST-Pin1 plasmids were previously described (Shen et al. 1998). Mutant FLAG-

Pin1K63A and GST-Pin1K63A (catalytically inactive) plasmids were constructed using 

QuikChange® site-directed mutagenesis (Agilent, Santa Clara, CA). Wild-type human 

FLAG-HIF-1α plasmid was previously described (Richard et al. 1999). Mutant plasmids 

HIF-1αS641A, HIF-1αS643A and the double mutant HIF-1αSDMA were also 

constructed by site-directed mutagenesis. HIS-HIF-1α plasmid was constructed by 

amplifying the human HIF-1α gene from the FLAG-HIF-1α plasmid by PCR using 

specific primers bearing NdeI and BamHI sites. The PCR product was cloned into 

pET16b (EMD Millipore/Novagen) to generate pET16b-HIF-1α. HIS-HIF-1α protein 

was purified using a Talon column (BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA) and FPLC as 

previously described (Ploquin et al. 2007).  pGL3(R2.2)3HRE-tk-LUC luciferase reporter 

vector was previously described (Lauzier et al. 2007). Renilla reniformis luciferase 

expression plasmid was from Promega. 
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Cell culture 

         Human cervical carcinoma (HeLa) and human embryonic kidney (HEK 293T) cells 

were from the American Type Culture Collection. Pin1+/+ and Pin1-/- mouse embryonic 

fibroblast cells (MEF) were previously described (Fujimori et al. 1999). NIH 3T3 cells 

stably expressing the 3HRE-tk-LUC luciferase reporter (NIH 3T3 HIF-Luc cells) were 

from Affymetrix / Panomics (Santa Clara, CA). Cells were cultured in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum 

(FBS) and supplemented with antibiotics (50 U/mL penicillin and 50 μg/mL 

streptomycin) and 2 mM glutamine (Life Technologies). Cells were cultured in a humid 

atmosphere (5% CO2, 95% air) and were serially passaged upon reaching confluence. 

Quiescent cells were obtained by total deprivation of serum for 16 h. Hypoxic conditions 

were obtained by placing cells in a sealed hypoxic workstation (Ruskinn Technology, 

Bridgend, UK). The oxygen level in this workstation was maintained at 1%, with the 

residual gas mixture containing 94% nitrogen and 5% CO2.  

 

 Western blot analysis 

         Cells were lysed in a 2× Laemmli sample buffer. Protein concentration was 

determined by Lowry assay. Samples were resolved on SDS-polyacrylamide gels and 

electrophoretically transferred to polyvinylidene difluoride membranes (PVDF, 

Immobilon-P; Millipore Corporation, Billerica, MA) or nitrocellulose membranes 

(Hybond C Extra; GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ). Proteins were analyzed 

using indicated antibodies and visualized with enhanced chemiluminescence (ECL) 

system (GE Healthcare Life Sciences) or with the Odyssey Infrared Imaging System (LI-

COR Biosciences, Lincoln, NE). Western blots were quantitated using LI-COR Image 

Studio software 2.0 (LI-COR Biosciences). For Western blot studies, results are 

representative of at least three independent experiments.  
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 RNA silencing 

         Cells were seeded in 60 mm plates. 24 h after plating, small interfering RNA 

(siRNA) oligonucleotides were transfected by calcium phosphate (CaPO4) precipitation. 

16 h after transfection, the medium was changed, and the cells were allowed to recover. 

48 h post-transfection, cells were treated and harvested. Ambion® siRNA duplexes were 

obtained from Life Technologies / Applied Biosystems and the specific sequences used 

are as follows: human Pin1 (accession no. NM_006221; sense: 5’-

UUUGCCACCACUGCUGCUGuu-3’), human HIF-1α (accession no. NM_001530; 

sense: 5’-AGGACAAGUCACAACAGGAuu-3’), human HIF-2α (accession no. 

NM_001430; sense: 5’-GGGUCAGGUAGUAAGUGGCuu-3’). As a control, Ambion® 

Silencer Negative Control #2 siRNA was used (Life Technologies / Applied Biosystems). 

 

 Luciferase assay 

         Cells, seeded in 6-well plates, were transfected by calcium phosphate precipitation 

with pGL3 (R2.2) 3HRE-tk-LUC luciferase reporter vector (500 ng/well). Renilla 

reniformis luciferase expression vector (25 ng/well) was used as a control for transfection 

efficiency. NIH 3T3 HIF-Luc cells were transfected by Lipofectamine 2000 (Life 

Technologies). In experiments using NIH 3T3 HIF-Luc cells, total protein levels were 

determined and used to normalize samples. 48 hours post-transfection, cells were 

exposed to hypoxic conditions for 6 hours and luciferase assays were performed using the 

Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega). Results were quantified using a 

Luminoskan Ascent microplate reader with integrated injectors (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA). Results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity 

over Renilla reniformis luciferase activity or total protein levels. Experiments are an 

average ± SEM of three independent experiments performed in triplicate. 

 

GST pull-down assay 

         Nuclear extracts were prepared as previously described (Semenza & Wang 1992). 

Nuclear extracts (100 μg) were incubated with GST or wild-type human GST-Pin1 fusion 
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protein (45 μg) coupled to glutathione-Sepharose 4B beads (GE Healthcare Life 

Sciences) for 2 h at 4oC with rotation in GST buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1 

mM sodium orthovanadate, 1 mM DTT, 0.5 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml pepstatin, 0.2 mM 

PMSF). Samples were washed with GST buffer and denatured in 2× Laemmli sample 

buffer sample buffer. Samples were resolved in SDS-polyacrylamide gels and revealed 

by Western blot analysis with specific antibodies as indicated. 

 

Immunoprecipitation 

         Total cell extracts (1 mg) were incubated with anti-HIF-1α in IP buffer (0.5% NP-

40, 0.5% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris HCl pH 7.4, 1 mM EDTA, 50 mM 

NaF, 1 mM B-glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 0.5 μg/ml leupeptin, 1 

μg/ml pepstatin, 0.2 mM PMSF). Extracts were left overnight at 4oC with rotation before 

the addition of 50 μl protein G magnetic beads (Life Technologies) for 1 h at 4oC. 

Magnetic beads were then washed three times with IP buffer and suspended in 2× 

Laemmli sample buffer. Samples were resolved in SDS-polyacrylamide gels and revealed 

by Western blot analysis with specific antibodies as indicated. 

 

HIF-1α dephosphorylation and phosphorylation 

         HIF-1α dephosphorylation and phosphorylation assays were performed on nuclear 

extracts using endogenous HIF-1α as a substrate. Phosphatase buffer (supplied by the 

manufacturer) was added to extracts and incubated with γ-phosphatase (New England 

Biolabs) for 1 hour at 30°C. γ-phosphatase was then heat inactivated for 1 hour at 65°C. 

Kinase reaction buffer (supplied by the manufacturer) was added to extracts and 

incubated with or without active recombinant p42 MAPK (New England Biolabs) for 1 h 

at 30°C. Samples were then used in GST-Pin1 pull-down assays described above. 
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Subtilisin proteolysis assay 

         Purified HIS-HIF-1α was subjected to phosphorylation by active recombinant p42 

MAPK (New England Biolabs) for 1 h at 30°C in kinase reaction buffer (supplied by the 

manufacturer). Phosphorylated HIS-HIF-1α was then incubated with either GST-Pin1 or 

GST-Pin1K63A in 50 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT 

with phosphatase inhibitors in the presence of indicated concentrations of subtilisin A for 

5 min at 5oC. For experiments using endogenous HIF-1α, 100 μg of total cell extracts 

from CoCl2-treated Pin1+/+ and Pin1-/- MEF were incubated with indicated concentration 

of subtilisin A for 10 min at 5oC. All reactions were stopped with 2× Laemmli sample 

buffer containing 6 M urea. Samples were then resolved in SDS-polyacrylamide gels and 

revealed by Western blot analysis with anti-HIF-1α antibodies. 

 

 Real-time qRT-PCR  

         HeLa cells were lysed with TRizol reagent. RNA and protein were extracted 

according to the manufacturer’s protocol (Life Technologies). Reverse transcription (RT) 

was performed using the qScript cDNA SuperMix kit (Quanta Biosciences Inc., 

Gaitherburg, MD). Real-time qPCR analysis was performed on a Stratagene MX3005P 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) using Perfecta SYBR Green SuperMix, Low 

ROX kit according to the manufacturer’s protocol (Quanta BioSciences). Real-Time 

qRT-PCR primers used in this study are outlined in Table 1. The expression of the gene 

of interest relative to HPRT, used as a reference gene, was calculated based on the 

threshold cycle (Ct) using the Pfaffl formula (Pfaffl 2001). HPRT stability was assessed 

using geNorm (www.biogazelle.com). Experiments are an average ± SEM of at least 

three independent experiments. 
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Tableau 2. 1: Primers used for real time RT-PCR. 

Gene: Sequence: 
GLUT1 fwd 
GLUT1 rev 

5′-TCATGGGCAACAAGGACC-3′ 
5′-GCTTCTTTAGCACACTCTTGG-3′ 

PGK1 fwd 
PGK1 rev 

5′-GCTTCTGGGAACAAGGT-3′ 
5′-CTTCTGTGGCAGATTGACTC-3′ 

VEGF fwd 
VEGF rev 

5′-TACTGCCATCCAATCGAGAC-3′ 
5′-GCATGGTGATGTTGGACT-3′ 

PFKFB4 fwd 
PFKFB4 rev 

5′-ATGGGCTGAGGTGTAGCTGA-3′ 
5′-TATTTATTGCAAAGAATGCTGGA-3′ 

BNIP3 fwd 
BNIP3 rev 

5′-GATGATATTGAAAGAAGGAAAGAAGTTG-3′ 
5′-GTTCCTCATGCTGAGGG-3′ 

HPRT fwd 
HPRT rev 

5′-CAGTCCCAGCGTCGTGATTAGT-3′ 
5′-ATCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC-3′ 

  

Statistical analysis 

         Statistical analyses of different experiments were performed using InStat 

(www.graphpad.com). Unless otherwise noted, one-way ANOVA tests were performed. 

Results were deemed significant if they attained a 95% confidence level (P< 0.05). 
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2.6 Results 

2.6.1 Pin1 interacts with HIF-1α 

         Initial analysis of the human HIF-1α amino acid sequence indicated that this subunit 

contained potential Pin1 consensus motifs (pSer-Pro). In order to determine whether Pin1 

and HIF-1α are able to interact in human cells, we first performed co-

immunoprecipitation (IP) assays. As seen in Figure 2.1A, endogenous Pin1 bound HIF-

1α when cells were treated with cobalt chloride (CoCl2), a known HIF-1α inducer in 

oxygenated conditions. Interaction between Pin1 and HIF-1α was also observed using 

GST pull-down assays with a Pin1-GST fusion protein under both hypoxic conditions 

and CoCl2 treatment (Figure 2.1B). Since HIF-1α and HIF-2α share strong sequence 

homology, we examined whether Pin1 could also bind HIF-2α. Pin1 bound HIF-2α in 

similar manner to HIF-1α in the Pin1-GST pull-down assay (Figure 2.1B). These results 

indicate that Pin1 interacts with the two main HIF complexes, HIF-1 and HIF-2. 
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Figure 2.1: Pin1 interacts with HIF-1α. (A) HeLa cells were treated with or without 
200 μM cobalt chloride (CoCl2) for 2 hours. Total cell extracts were immunoprecipitated 
with anti-HIF-1α and resolved by SDS-PAGE. Western blots were performed by using 
the indicated antibodies on either immunoprecipitated proteins (IP) or total cellular 
protein (Input). Western blot experiments were quantified (upper panel) with the Odyssey 
Infrared Imaging System using α-tubulin as a loading control. Results are expressed as a 
ratio of the amount of co-immunoprecipitated Pin1 protein to the amount of Pin1 protein 
available for co-immunoprecipitation (Input). *P<0.05 as compared to cells not treated 
with CoCl2. (B) HEK 293T were pretreated or not with CoCl2 (200 μM) or hypoxia (1% 
O2) for 4 hours. Nuclear extracts were incubated with GST (lanes 1-3) or wild-type 
human GST-Pin1 (lanes 4-6). Precipitates were resolved by SDS-PAGE and Western 
blotted with antibodies against HIF-1α (top panel), HIF-2α (middle panel) and GST 
(bottom panel). 
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2.6.2 Phosphorylation and the p42/p44 MAPK pathway regulate Pin1’s 

interaction with HIF-1α 

         As mentioned above, Pin1 recognizes a proline residue which is preceded by a 

phosphorylated serine or threonine (Wulf et al. 2005). HIF-1α was shown to be 

phosphorylated by p42/p44 MAPK on two specific serine residues (Mylonis et al. 2006). 

We therefore decided to examine whether HIF-1α phosphorylation by p42/p44 MAPK 

was essential for its interaction with Pin1. Firstly, cells were pretreated with PD98059, an 

inhibitor of p42/p44 MAPK activation, and the interaction between Pin1 and HIF-1α was 

determined by co-IP assays. As seen in Figure 2.2A, PD98059 treatment decreased the 

binding of Pin1 to HIF-1α. Additionally, we obtained similar results using the Pin1-GST 

pull-down assay (Figure 2.2B).  
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Figure 2.2: p42/p44 MAPK pathway activation is required for Pin1 to interact with 
HIF-1α. (A) Quiescent HeLa cells were pretreated or not with PD98059 (50 μM) for 20 
min and then treated with or without CoCl2 (200 μM) for 2 hours. Total cell extracts were 
immunoprecipitated with anti-HIF-1α and resolved by SDS-PAGE. Western blots were 
performed by using the indicated antibodies on either immunoprecipitated proteins (IP) 
or total cellular protein (Input). POp42/p44 indicates an antibody against phosphorylated 
p42/p44 MAPK while p42/p44 indicates and antibody against total p42/p44 MAPK. 
Western blot experiments were quantified (upper panel) with the Odyssey Infrared 
Imaging System using α-tubulin as a loading control. Results are expressed as a ratio of 
the amount of co-immunoprecipitated Pin1 protein to the amount of Pin1 protein 
available for co-immunoprecipitation (Input). **P<0.01, *P<0.05 as compared to the 
conditions indicated. (B) Hela cells were pretreated with PD98059 (50 μM) for 15 
minutes and then treated with CoCl2 (200 μM) for 2 hours. Nuclear extracts were 
incubated with GST-Pin1. GST-Pin1 precipitated proteins (GST pull-down) or total 
nuclear protein (Input) were resolved by SDS-PAGE and Western blotted with antibodies 
against HIF-1α, phosphorylated p42/p44 MAPK (POp42/p44), α-tubulin and GST. 
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         Secondly, to further investigate the importance of p42/p44 MAPK activity for the 

interaction between Pin1 and HIF-1α, HIF-1α phosphorylation assays were performed 

followed by Pin1-GST pull-down studies. Endogenous HIF-1α from cells was 

dephosphorylated with γ-phosphatase, a nonspecific protein phosphatase, and re-

phosphorylated with active recombinant p42 MAPK (Figure 2.3A). Equal amounts of 

dephosphorylated and phosphorylated HIF-1α were then used in a Pin1-GST pull-down 

assay. Interestingly, HIF-1α phosphorylation with p42 MAPK increased the interaction 

between Pin1 and HIF-1α (Figure 2.3B). The two specific HIF-1α residues which are 

phosphorylated by p42/p44 MAPK pathway activation, Ser641 and Ser643, are both Pin1 

consensus motifs (pSer-Pro). We therefore investigated the importance of these residues 

for Pin1 binding to HIF-1α. We created mutant HIF-1α constructs in which either Ser641 

or Ser643 were substituted for alanine (S641A or S643A, respectively) and a double 

mutant construct in which both serine residues were mutated (SDMA). Cells were 

transfected with either wild-type or mutant HIF-1α constructs. Pin1 binding to HIF-1α 

was analyzed using the Pin1-GST pull-down assay. As seen in Figure 2.3C, the 

interaction of Pin1 with the double SDMA HIF-1α mutant was strongly decreased as 

compared to wild-type HIF-1α or S641A and Ser643A mutants. These findings 

demonstrate that both Ser641 and Ser643 are necessary for the interaction between Pin1 and 

HIF-1α. Taken together, our results indicate that HIF-1α phosphorylation on Ser641 and 

Ser643 during p42/p44 MAPK pathway activation is important for the interaction between 

Pin1 and HIF-1α. 
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Figure 2.3: HIF-1α phosphorylation by p42/p44 MAPK is required for interaction 
with Pin1. (A) HEK 293T cells were pretreated with CoCl2 (200 μM) for 4 hours. 
Nuclear extracts were incubated with γ-phosphatase followed by an incubation or not 
with active p42 MAPK. Samples were resolved by SDS-PAGE and Western blotted with 
antibodies against HIF-1α and α-tubulin. (B) Extracts (10 μg or 20 μg) were then 
incubated with GST-Pin1. GST-Pin1 precipitated proteins (GST pull-down) were 
resolved by SDS-PAGE and Western blotted with antibodies against HIF-1α and GST. 
(C) HEK 293T cells were transfected with wild-type FLAG-HIF-1α, HIF-1αS641A, HIF-
1αS643A or the double mutated HIF-1αSDMA. 48 hours post-transfection, cells were 
treated with 200 μM CoCl2 for 2 hours. Nuclear extracts were then incubated with GST-
Pin1 fusion protein. GST-Pin1 precipitated proteins (GST pull-down) or total nuclear 
protein (Input) were resolved by SDS-PAGE and Western blotted with antibodies against 
the FLAG epitope (HIF-1α constructs) and GST. 
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2.6.3 Pin1 changes HIF-1α conformation  

         We next wanted to determine whether Pin1 induces changes in HIF-1α 

conformation. Since conformational changes can hide or expose protease cleavage sites 

in proteins, we used a partial proteolysis assay to perform these experiments (Zacchi et 

al. 2002). Cell extracts from Pin1 knock-out (Pin1-/-) and Pin1 wild-type (Pin1+/+) mouse 

embryonic fibroblast cells (MEF) were incubated with increasing concentrations of the 

endoproteinase, subtilisin. Protease digestion patterns were observed by immunoblotting 

using a mixture of HIF-1α antibodies which target different HIF-1α sequence regions. As 

seen in a representative Western blot, results showed differences in subtilisin-dependent 

HIF-1α digestion products between Pin1+/+ and Pin1-/- cells (Figure 2.4A). 5 HIF-1α 

digestion products (p1-p5) are highlighted in the right panels of Figure 2.4A. Results 

showed higher (p1, p2, p3 and p5) or lower (p4) levels of the product in subtilisin-treated 

Pin1-/- cell extracts when compared with Pin1+/+ cell extracts.  These results indicate that 

the presence of Pin1 can modify HIF-1α degradation and therefore, conformation. This is 

especially apparent when extracts were treated with 0.25ng/μl of subtilisin. In order to 

determine whether Pin1 isomerization activity modified HIF-1α conformation we 

performed a proteolysis assay using an inactive PPiase Pin1 mutant (K63A) (Tun-Kyi et 

al. 2011). Purified recombinant HIS-HIF-1α was incubated with wild-type Pin1 or 

catalytically K63A Pin1 mutant prior to incubation with subtilisin. Protease digestion 

patterns were observed by immunoblotting. As observed in Figure 2.4B, results showed 

differences in subtilisin-dependent HIF-1α digestion products between wild-type Pin1 

and inactive Pin1K63A.  Undigested HIS-HIF-1α (HIF) and 3 HIF-1α digestion products 

(p1-p3) are highlighted in the right panels of Figure 2.4B. Firstly, the level of undigested 

HIF-1α was decreased in the presence of Pin1K63A (65.2 ± 0.1% as compared to Pin1). 

Secondly, results showed decreased levels of all three digestion products in the presence 

of Pin1K63A (p1, 69.1 ± 0.3% as compared to Pin1; p2, 39.4 ± 0.1% as compared to 

Pin1; p3, 61.8  ± 0.1% as compared to Pin1). This is especially apparent when extracts 

were treated with 0.025ng/μl of subtilisin. It is important to note that unphosphorylated a 

recombinant HIS-HIF-1α did not show differences in substilisin-dependant HIF-1α 

digestion products between wild-type Pin1 and inactive Pin1K63A (results not shown). 
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Taken together, these results indicate that Pin1 PPiase activity can promote HIF-1α 

conformational changes. 

 

 

Figure 2.4: The catalytic activity of Pin1 generates a conformational change in HIF-
1α. (A) Subtilisin proteolysis was performed on total extracts (100 μg) from MEF cells 
from wild-type animals (MEF Pin1+/+) or Pin1 knockout animals (MEF Pin1-/-) treated 
with CoCl2 (200 μM) for 2 hours. Proteolytic fragments were then resolved by SDS-
PAGE and Western blotted using an anti-HIF-1α antibodies. Arrows indicate changes of 
HIF-1α digestion products between Pin1+/+ and Pin1-/- cells. The right panel shows 
variations in selected digestion products. A brightness and contrast level for each 
digestion product was adjusted individually. These results are representative of three 
independent experiments. (B) Purified and phosphorylated HIS-HIF-1α was incubated 
with either wild-type GST-Pin1 (Pin1; lanes 1 and 2) or catalytically inactive GST-Pin1 
(Pin1K63A; lanes 3 and 4) followed by treatment with subtilisin (0.01 or 0.025 ng∕μl). 
Proteolytic fragments were analyzed by SDS-PAGE and Western blotted using anti-HIF-
1α antibodies. Arrows indicate changes of HIF-1α digestion products between Pin1 and 
Pin1K63A conditions. The right panel shows variations in selected digestion products. 
The intensity of each product was quantified with the Odyssey Infrared Imaging System 
and each band from Pin1K63A samples was normalized relative to its reciprocal 
condition in Pin1 samples. Results are an average ± SEM of at least three independent 
experiments. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, as compared to the conditions indicated. 
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 2.6.4 Pin1 regulates HIF-1 transcriptional activity 

         We next wanted to determine whether Pin1 activity is required for HIF-1 

transcriptional activity. We first evaluated the effects of Pin1 depletion on HIF-1 

transcriptional activity by using a luciferase reporter assay. A siRNA targeting Pin1 

(siPin1) or a control siRNA (siCtrl) were transfected along with a HIF-1-responsive 

luciferase reporter construct (pGL3 (R2.2) 3HRE-TK) in cells prior to treatment in 

hypoxic conditions (1% O2). As seen in Figure 2.5A, hypoxia strongly increased HRE 

reporter activity in siCtrl-transfected cells, as compared to control conditions (20.9% O2). 

However, increased HRE reporter activity during hypoxia was blocked in siPin1-

transfected cells as compared to siCtrl-transfected cells. Similar results were also 

obtained in Pin1-/- or Pin1+/+ MEF cells (Figure 2.5B). These findings indicate that Pin1 is 

important for HIF-1-mediated transcriptional activity. To determine the importance of 

Pin1 catalytic activity for HIF-1 transcriptional activation, HRE reporter assays were 

performed using the inactive Pin1 K63A mutant. Cells stably expressing a HIF-1-

responsive luciferase reporter construct were transfected with HIF-1α and either wild-

type Pin1 or the K63A Pin1 mutant. As expected, cells transfected with only HIF-1α or 

wild-type Pin1 showed increased reporter activity as compared to control conditions 

(Figure 2.5C). More interestingly, cells co-transfected with both HIF-1α and wild-type 

Pin1 showed strikingly enhanced HIF-1-dependent reporter activity. Finally, cells co-

transfected with both HIF-1α and K63A Pin1 mutant showed no significant increase in 

reporter activity. These results indicate that Pin1 isomerization promotes HIF-1 

transcriptional activity.  
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Figure 2.5: Pin1 positively regulates HIF-1 transcriptional activity. (A) HEK 293T 
cells transfected with a control siRNA (siCtrl) or a siRNA against Pin1 mRNA (siPin1) 
or (B) MEF cells with wild-type Pin1 (Pin1+/+) or knockout for Pin1 (Pin1-/-) were 
transfected with 500 ng of pGL3(R2.2)3HRE-tk-LUC luciferase reporter vector and 50 
ng of Renilla reniformis luciferase expression vector. 48 hours post-transfection, cells 
were maintained under control conditions, hypoxic conditions (1% O2) or pretreated with 
CoCl2 (200 μM) for 6 hours. Cells were lysed and luciferase activity was measured. 
Results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity to R. reniformis luciferase 
activity. (C) NIH3T3 cells containing a luciferase reporter gene driven by 3 HRE 
sequences were transfected with wild-type HIF-1α (HIF-1α), wild-type Pin1 (Pin1), 
catalytically inactive Pin1K63A (K63A) or pCDNA3 plasmids (-). 48 hours post-
transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured. Results are expressed 
as a ratio of firefly luciferase activity to total protein level. All results are an average ± 
SEM of three independent experiments performed in triplicate. ***P<0.001 and *P<0.05 
as compared to control transfected cells.  
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         Finally, we wanted to determine the importance of Pin1 for HIF-dependent gene 

expression. For these assays, we evaluated the effect of Pin1 depletion on the expression 

of known HIF target genes, such as BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3 (BNIP3), 

glucose transporter 1 (GLUT1), 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 

(PFKFB4), phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) and vascular endothelial growth factor 

(VEGF). Cells were transfected with siCtrl, siPin1 or siRNAs targeting HIF-1α and HIF-

2α (siHIF) prior to treatment in hypoxic conditions (Figure 2.6A). As expected, the 

expression of these selected HIF target genes was increased under hypoxia in siCtrl-

transfected cells and this increase was blocked in siHIF-transfected cells (Figure 2.6A). 

More importantly, the expression of HIF-dependent VEGF, GLUT1 and PGK1 mRNA 

was markedly decreased in siPin1-transfected cells as compared to siCtrl-transfected cells 

(Figure 2.6B and C). Interestingly, Pin1 depletion had no effect on HIF-dependent 

PFKFB4 and BNIP3 expression (Figure 2.6D). Taken together, our results indicate that 

Pin1 can selectively modulate certain HIF-target genes in an isomerization dependent 

manner. 
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Figure 2.6: Pin1 is required for gene-specific HIF-1 transcriptional activity. HeLa 
cells were transfected with a control siRNA (siCtrl), siRNA against Pin1 mRNA (siPin1) 
or siRNAs against both HIF-1α and HIF-2α (siHIF). 48 hours after transfection, cells 
were maintained under either control conditions or hypoxic conditions (1% O2) for 6 
hours prior to total RNA and protein extraction. (A) Protein samples were Western 
blotted with antibodies against HIF-1α, HIF-2α, Pin1 and α-tubulin. Real-time PCR was 
performed using VEGF (B), GLUT1 and PGK1 (C), PFKFB4 and BNIP3 (D) 
oligonucleotides. HPRT was used as a reference gene. Results are an average ± SEM of 
at least three independent experiments. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 as compared to 
the conditions indicated. 
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2.7 Discussion 

         Pin1 is an essential regulator of several cellular processes, including tumor cell 

progression. Through its direct interaction with phosphorylated target proteins and its 

prolyl isomerase activity, Pin1 is involved in the regulation of transcription factors shown 

to play important roles in cancer (Lu & Zhou 2007). Interestingly, Pin1 was previously 

shown to regulate VEGF expression (Ryo et al. 2005; Lv et al. 2013). Evidence has also 

suggested that Pin1 activates VEGF expression by affecting HIF-1 activity (Kim et al. 

2008; Kim et al. 2009). Quercentin and Amurensin G were identified as potential 

inhibitors of Pin1-dependent VEGF expression, by blocking HIF-1 activity (Oh et al. 

2010; Kim et al. 2012). Pin1 was also shown to act indirectly on HIF-1 induction by 

promoting promyelocytic leukemia (PML) proteasomal degradation, a negative regulator 

of HIF-1 (Yuan et al. 2011). Interestingly, a recent study showed that in hippocampal 

neuronal cells,  Pin1 can interact with HIF-1α and affect HIF-1α degradation (Lonati et 

al. 2014).  Here, we demonstrate that Pin1 can indeed bind to HIF-1α. This binding is 

dependent on HIF-1α phosphorylation by p42/p44 MAPK activation and is essential for 

specific HIF target gene expression. 

         Pin1 is known to play an important role in regulating the function of its substrates 

through its WW domain (Lu et al. 1996). Pin1 binding to substrates can hide specific 

protein domains, thus modulating activity or interaction with partner proteins. It was 

shown that the interaction of Pin1 with nuclear factor of activated T cells (NFAT), a 

transcription factor, leads to the inhibition of NFAT activity by blocking its 

dephosphorylation by calcineurin (Liu et al. 2001). Additionally, Pin1 PPiase activity can 

regulate the function of its substrates by inducing conformational changes (Lu et al. 

1996). Pin1-regulated isomerization between cis and trans conformations was shown to 

be required for the activation of both p53 and STAT3 (Wulf et al. 2002; Lufei et al. 

2007). Accordingly, we now demonstrate that Pin1 PPiase activity is important for HIF-1 

activation and promotes HIF-1α conformational changes. 

         Pin1 isomerization can also play a key role in regulating the protein stability and 

subcellular localization of target substrates (Lu & Zhou 2007). Our results demonstrate 

that, in our human cell models, Pin1 is not implicated in HIF-1α stabilization since Pin1 
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depletion does not modify either HIF-1α or HIF-2α protein levels. These results agree 

with previous studies indicating that MAPK pathway inhibition decreases HIF-1 

transcriptional activity but not HIF-1α protein levels (Richard et al. 1999; Berra et al. 

2001a; Hofer et al. 2001; Hur et al. 2001; Mylonis et al. 2006). These results also 

indicate that Pin1 can directly regulate HIF-1 activity through PML-independent 

mechanisms, since PML was shown to negatively regulate HIF-1 activity by inhibiting 

HIF-1α translation. It was shown that Pin1 cooperates with KLHL20, a Cullin3 substrate 

adaptor induced by HIF-1, to promote PML destruction and further enhance HIF-1α 

levels (Bernardi et al. 2006; Yuan et al. 2011). Previous studies have indicated that HIF-

1α phosphorylation by p42/p44 MAPK pathway activation is required for nuclear 

retention (Mylonis et al. 2006; Mylonis et al. 2008). However, in our cellular model, we 

were unable to observe p42/p44 MAPK-regulated nuclear translocation of HIF-1α1. 

Specifically, we did not observe any changes in the cellular localization of the HIF-1α 

phosphorylation mutant (HIF-1α SDMA) when transfected in HIF-1α-/- MEF cells or 

endogenous HIF-1α in Pin1-/- MEF cells. We believe that our findings of a p42/p44 

MAPK phosphorylation-dependent interaction between Pin1 and HIF-1α may provide a 

better understanding of the mechanism involved in MAPK-dependent HIF-1 activation.  

         Previous studies have demonstrated that HIF-1α post-translational modifications 

along with HIF-1α protein induction play an essential role in regulating HIF-1 

transcriptional activity (Brahimi-Horn et al. 2005). Our results show that the interaction 

between Pin1 and HIF-1α allows for the activation of specific HIF-1-dependent genes. In 

agreement with previous reports, we demonstrate that Pin1 regulates VEGF expression 

(Ryo et al. 2005; Kim et al. 2009). However, our studies additionally show that Pin1 

regulates VEGF expression by modulating HIF-1 complex activity. Our results therefore 

provide an important link between HIF-1, Pin1 activity and VEGF expression. As 

mentioned above, we demonstrate that Pin1 is able to selectively regulate the expression 

of other HIF-1-regulated genes, including GLUT1 and PGK1. Interestingly, the 

expression of other HIF-1 target genes, such as PFKFB4 and BNIP3, was not affected by 

                                                           

1 M.A.C. Déry and D.E. Richard, unpublished observations. 



   

 
87 

 

Pin1, indicating that the regulation of HIF-1 activity by Pin1 is gene specific. The 

regulation of HIF-1-dependent gene expression requires not only the presence of 

consensus HRE sequences but also their flanking regions, which allows binding of 

various transcriptional cofactors (Wenger et al. 2005). Our work raises the possibility that 

HIF-1α isomerization by Pin1 could increase HIF-1 binding to specific HREs or flanking 

regions or to HIF-1 partners and transcriptional cofactors which are specific to certain 

HIF-1-regulated genes. Additionally, Pin1 may also decrease associations between HIF-1 

and transcriptional inhibitors. Future studies investigating elements on and around the 

specifically regulated HREs may clarify the differential effect of Pin1 on HIF-1 target 

genes.  

 

2.8 Conclusion 

         In summary, our study identifies Pin1 as a potent regulator of HIF-1 activity by 

modulating HIF-1α conformation in a MAPK-dependent manner. HIF-1 is known to play 

a major role in tumorigenesis, through activation of several genes implicated in many 

aspects of cancer progression and prognosis (Brahimi-Horn & Pouyssegur 2007; Finger 

& Giaccia 2010; Semenza 2010a). On the other hand, Pin1 has been shown to be up-

regulated in many human cancers (Bao et al. 2004). Based on our results, we suggest that 

Pin1 may be implicated in tumorigenesis by modulating HIF-1-dependent genes. In this 

study, we show that Pin1 depletion decreases the expression of genes implicated in 

angiogenesis (VEGF) and the glycolytic pathway (GLUT1 and PGK1), two mechanisms 

known to play an important role in cancer progression. Hence, a better characterization of 

the mechanism involved in prolyl isomerase-dependent regulation of specific HIF-1 

target genes will be interesting in order to better understand hypoxia signaling 

mechanisms and for the identification of new therapeutic targets. 
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3.1 Avant-propos 

         Ce chapitre présente mes travaux portant sur l’implication de l’isomérase Pin1 dans 

la régulation positive des activateurs transcriptionnels du gène HIF-1A, les facteurs de 

transcription Sp1 et Sp3, ainsi que l’effet de cette régulation sur le promoteur HIF-1A. 

Ces travaux feront l’objet d’une soumission sous peu pour publication et sont reproduits 

avec la permisson des coauteurs. 

         En tant que premier auteur, j’ai conçu et réalisé la totalité des expériences de ce 

projet. J’ai également rédigé le manuscrit, qui a été corrigé par Dr. Darren E. Richard. 

Véronique Lafleur a contribué à quelques expérimentations qui ne sont pas incluses dans 

ce manuscrit ainsi que par la gestion de certains outils essentiels utilisés pour cette étude. 

Laurent Lamalice a participé à la correction du manuscrit. Cette étude a été réalisée sous 

la direction du Dr. Darren E. Richard 
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3.2 Résumé 

         En modulant l’expression d’un grand nombre de gènes, les facteurs de transcription 

Sp1 et Sp3 (Sp1/3), exprimés de manière ubiquitaire, sont des joueurs clés dans la 

régulation de plusieurs processus physiologiques et pathologiques. L’activité de Sp1/3 est 

finement régulée par des modifications post-traductionnelles qui modulent leur activité de 

transactivation, leur affinité de liaison à l’ADN ainsi que leur stabilité. La 

phosphorylation de Sp1/3 joue un rôle crucial dans la régulation de l’activité 

transcriptionnelle de Sp1/3 et de l’expression des gènes cibles. Des études ont démontré 

que la phosphorylation des résidus spécifiques Ser/Thr par les protéines kinases p42/p44 

activées par des mitogènes (MAPK) augmente la transcription induite par Sp1/3. Pin1, 

une peptidyl-prolyl isomérase, se lie spécifiquement à un groupe de protéines contenant 

des motifs phosphorylés pSer/pThr-Pro. L’activité catalytique de Pin1 induit un 

changement de conformation de ses substrats entre la forme cis et la forme trans. 

L’isomérisation par Pin1 est un mécanisme important pour la régulation de la fonction de 

ses substrats tant en conditions physiologiques que pathologiques.  Dans ce travail, nous 

montrons que Pin1 interagit avec Sp1 et Sp3. Nous avons constaté que la phosphorylation 

de Sp1 sur Thr739 et de Sp3 sur Ser73 est essentielle pour cette interaction. Nous 

démontrons aussi que l’activité transcriptionnelle de Sp1/3 et l’expression du gène cible 

important, le facteur induit par l’hypoxie-1α (HIF-1A), sont finement régulés par Pin1. 

Finalement, nous montrons que Pin1 régule l’activité de Sp1/3 en affectant leur capacité 

de liaison à l’ADN. Cette étude identifie donc Pin1 comme un régulateur important tant 

au niveau de l’activité transcriptionnelle de Sp1/3 qu’au niveau l’expression de HIF-1A. 
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3.3 Abstract 

         By modulating gene expression, the ubiquitously expressed Sp1 and Sp3 

transcription factors (Sp1/3) are key players in regulating several biological and 

pathological processes. Sp1/3 activity is finely regulated by post-translational 

modifications that modulate their transactivation, DNA binding affinity, and stability. 

Sp1/3 phosphorylation plays a crucial role in regulating Sp1/3 transcriptional activity and 

target gene expression. Elegant studies have demonstrated that phosphorylation of 

specific Ser/Thr residues by p42/p44-activated protein kinases (MAPK) enhanced Sp1/3-

mediated transcription. Pin1, a peptidyl isomerase, specifically binds a group of proteins 

containing phosphorylated Ser/Thr-Pro motif. Pin1 catalytic activity generates a 

conformational change in its substrates between cis and trans conformations. Pin1 

isomerization is important for regulating the function of its substrates under both 

physiological and pathological conditions. In this work, we show that Pin1 interacts with 

Sp1 and Sp3. We found that phosphorylation of Sp1 on Thr739 and Sp3 on Ser73 are 

important for this interaction. Additionally, we demonstrate that Sp1/3 transcriptional 

activity and the expression of an important target gene, Hypoxia-inducible factor-1α 

(HIF-1A), are fine-tuned by Pin1. Finally, we show that Pin1 regulates Sp1/3 activity by 

affecting DNA binding capacity. This study therefore identifies Pin1 as an important 

regulator of both Sp1/3 transcriptional activity and HIF-1A expression. 
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3.4 Introduction 

         Specificity protein 1 and 3 (Sp1/3) are essential transcription factors for different 

physiological processes, including angiogenesis, differentiation, apoptosis and 

senescence (Chuang & Hung 2011). Sp1/3 belong to the specificity protein/Krüppel-like 

factor (SP/KLF) transcription factor family which contains three Cys2-His2-type zinc 

finger DNA binding motifs in the C-terminal domain (Suske et al. 2005). Sp1/3 bind GC-

rich motifs present in the promoter regions of target genes (Briggs et al. 1986; Kadonaga 

& Tjian 1986; Kadonaga et al. 1987). Sp1 and Sp3 have strong homology in their DNA 

binding domains and can consequently recognize the same DNA binding site with similar 

affinity (Li et al. 2004; Davie et al. 2008). Sp1/3 transcriptional activity is regulated by 

specific post-translational modifications including phosphorylation, glycosylation, 

acetylation and sumoylation (Li et al. 2004). Phosphorylation was clearly identified as an 

important event that regulates Sp1/3-mediated transcription (Li et al. 2004; Chu & Ferro 

2005; Tan & Khachigian 2009; Chang & Hung 2012; Chu 2012). In fact, Sp1 is highly 

phosphorylated during cell cycle progression. During interphase, Sp1 phosphorylation 

plays a crucial role in regulating the target gene expression by affecting DNA binding 

and transactivation activity (Chu & Ferro 2005; Tan & Khachigian 2009; Chang & Hung 

2012; Chu 2012). Direct phosphorylation of two Sp1 threonine residues (Thr453 and 

Thr739) by p42/p44 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) has been shown to 

increase Sp1 recruitment to promoter regions of specific genes, including vascular 

endothelial growth factor (VEGFA) and platelet-derived growth factor receptor alpha 

(PDGFRA) (Bonello & Khachigian 2004). Phosphorylation of a Sp3 serine residue 

(Ser73) by p42/p44 MAPK was also demonstrated to be important for Sp3 function (Pages 

2007). However, the mechanism by which Sp1/3 phosphorylation regulates 

transcriptional activity remains to be fully elucidated. 

  The peptidyl-prolyl isomerase Pin1 is a substrate-specific enzyme that specifically 

binds proteins containing proline residues preceded by a phosphorylated serine or 

threonine residue (pSer/Thr-Pro) (Lu et al. 1996). Pin1 catalyzes structural protein 

changes between two distinct cis and trans conformations resulting in the regulation of 

subcellular localization, stability, protein interactions, and phosphorylation status of 
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target substrates (Wulf et al. 2005; Lu et al. 2007; Liou et al. 2011; Khanal et al. 2012). 

Pin1 contains a N-terminal WW domain, which binds pSer/Thr-Pro motifs, and a C-

terminal peptidyl prolyl isomerase (PPiase) domain responsible for pSer/Thr-Pro peptide 

bonds isomerisation (Lu et al. 1999; Lu et al. 2002). The activity of diverse 

transcriptional factors, including Sp7, has been shown to be regulated by Pin1 (Lee et al. 

2015). Interestingly, during mitosis, Pin1 was shown to be implicated in maintaining Sp1 

stability and decreasing Sp1 DNA binding affinity through phosphorylation by cyclin-

dependent kinase 1 (CDK1) (Yang et al. 2014). Our studies have shown that Pin1 also 

regulates the transcriptional activity of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) by promoting 

a conformational change of its essential HIF-1α subunit (Jalouli et al. 2014).  

  The present study strengthens the importance of Pin1 on Sp1/3 and HIF-1 activity. 

We demonstrate that Pin1 is involved in regulating HIF-1A gene expression by activating 

Sp1/3. We show that as well as binding Sp1, Pin1 also interacts with Sp3. Our studies 

indicate that Sp1/3 phosphorylation at specific Ser/Thr residues is necessary for this 

interaction. Finally, we demonstrate that Pin1 strongly affects Sp1 DNA binding. Taken 

together, these results identify Pin1 as an important regulator of Sp1/3 activity and Sp1/3-

mediated HIF-1A gene expression. 
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3.5 Materials and methods 

Materials 

         PD98059 was from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).  Polyclonal Sp1 and Sp3 

antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Polyclonal Pin1 and 

Myc-Tag antibodies were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). Polyclonal 

GST antibody was from Novus Biologicals (Littleton, CO). Monoclonal phospho-

p42/p44MAPK antibody was from Sigma-Aldrich. Polyclonal p42/p44 MAPK antibody 

was from EMD Millipore/Upstate (Billerica, MA). Horseradish peroxidase-coupled anti-

mouse and anti-rabbit antibodies were from Promega (Madison, WI). Wild-type human 

FLAG-Pin1 and GST-Pin1 plasmids were previously described (Shen et al. 1998). 

Mutant FLAG-Pin1K63A (catalytically inactive) plasmid was generated in our laboratory 

(Jalouli et al. 2014).  Wild-type Sp1, mutant T739ASp1, mutant T453ASp1, double mutant 
DMSp1, wild-type Sp3, and mutant S73ASp3 plasmids were graciously provided by Dr. 

Gilles Pagès (University of Nice-Sophia Antipolis, Nice, FR). pHIF-1A-572/+32Luc 

reporter vector was provided by Dr. Gregg Semenza (John Hopkins University, 

Baltimore, MD). PGL3 promoter vector was from Promega (Madison, WI). 

 

Cell culture 

         Human embryonic kidney (HEK 293T) and human cervical carcinoma (HeLa) cells 

lines are from the American Type Culture Collection. Pin1+/+ and Pin1-/- mouse 

embryonic fibroblast cells (MEF) were provided by Dr Kun Ping Lu (Harvard University, 

Boston, MA) (Fujimori et al. 1999). Cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 

antibiotics (50 U/mL penicillin and 50 μg/mL streptomycin) and 2 mM glutamine 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).  Cells were cultured at 37°C in a humid 

atmosphere (5% CO2, 95% air) and were serially passaged upon reaching confluence. 
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Western blot analysis 

         Cells or cell lysates were denatured in 2× Laemmli buffer (Laemmli 1970). Protein 

concentration was determined by Lowry assay (Lowry et al. 1951). Cell lysates were 

subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electrophoretically transferred 

to polyvinylidene difluoride membranes (PVDF, Immobilon-P; EMD Millipore). Proteins 

of interest were analyzed using indicated antibodies and visualized with enhanced 

chemiluminescence (ECL) system (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ). 

 

GST pull-down assay 

         Cells were transfected with or without indicated vectors by calcium phosphate 

(CaPO4) precipitation. Nuclear extracts were prepared as previously described (Semenza 

& Wang 1992), extracts were incubated with GST or wild-type GST-Pin1 fusion protein 

coupled to glutathione-sepharose 4B beads (GE Healthcare Life Sciences) for 2 hours at 

4oC with rotation in GST buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 

1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1 mM sodium 

orthovanadate, 1 mM DTT, 0.5 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml pepstatin, 0.2 mM PMSF). 

Samples were then washed with GST buffer and denatured in 2× Laemmli buffer. 

Precipitates were resolved in SDS-polyacrylamide gels and revealed by Western blot 

analysis with specific antibodies, as indicated. 

 

Immunoprecipitation (IP) 

         Total HeLa cell extracts were incubated for 2 hours with the appropriate antibodies 

in IP buffer (0.05% NP-40, 0.1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris HCl pH 7.8, 

1 mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM B-glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 0.5 

μg/mL leupeptin, 1 μg/mL pepstatin,0.2 mM PMSF) at 4°C. Protein G magnetic beads 

(ThermoFisher Scientific) were added to mixture for 1h at 4°C. Beads were then washed 

three times with IP buffer and denatured in 2× Laemmli buffer. Immunoprecipitated 

proteins were resolved in SDS-polyacrylamide gels and Western blotted with specific 

antibodies, as indicated. 

http://www.rapport-gratuit.com/
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RNA silencing 

         Cells, seeded in 60 mm plates, were transfected by CaPO4 precipitation with small 

interfering RNA (siRNA) oligonucleotides. 48 hours after transfection, cells were 

harvested. Ambion® siRNA duplexes were obtained from ThermoFisher Scientific. The 

specific sequences used are as follows: human Pin1 (accession no. NM_006221; sense: 

5’-UUUGCCACCACUGCUGCUGuu-3’), human Sp1 (accession no. NM_138473; 

sense: 5’-GGUAGCUCUAAGUUUUGAUtt-3’), human Sp3 (accession no. 

NM_003111; predesigned siRNA 115336 sense: 5’-CCUUCUGCUAACAUCCAGAtt-

3’). As a control, Ambion® Silencer Negative Control #2 siRNA (ThermoFisher 

Scientific) was used. 

 

Luciferase assay  

         Cells were seeded in 6-well plates. 24h after plating, pHIF1A-571/+32Luc or 

control pGL3 promoter vector (500 ng/well) were transfected by CaPO4 precipitation. 

48h post-transfection, luciferase assays were performed using a luciferase reporter assay 

system (Promega). Results were quantified using a Luminoskan Ascent microplate reader 

with integrated injectors (Thermo Fisher Scientific). Results are expressed as a ratio of 

firefly luciferase activity over total protein levels. 

 

Transcription factor enzyme-linked immunoassay (TF-EIA) 

         Experiments were performed using high-bind NeutrAvidin-coated 96-well strip 

plates (Thermo Fisher Scientific). Plates were first incubated with 5′-biotinylated 26-base 

pair dsDNA oligonucleotides for 1h at room temperature. The sequence used in this study 

was 5′- GAATTCGATCGGGGCGGGGCGAGCTC-3′, which contains Sp1/3 binding 

motifs (Koshikawa et al. 2009). dsDNA was then incubated with nuclear extracts from 

HeLa, Sp1/3 antibodies and horseradish peroxidase–conjugated secondary antibodies, 

respectively. Sp1/3 bound to DNA was detected by spectrophotometry using TMB-ONE 

solution (Promega).  
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Statistical analysis 

         Results are an average or representative of at least two independent experiments. 

InStat (www.graphpad.com) was used for the statistical analyses of different 

experiments. Unless otherwise noted, one-way ANOVA tests were performed. Results 

were deemed significant if they attained a 95% confidence level (p < 0.05). 
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3.6 Results 

3.6.1 Pin1 interacts with Sp1 and Sp3 

         To examine whether Pin1 can bind Sp1, we first performed GST pull-down assays. 

As seen in the left panels of Figure 3.1A, GST-Pin1 fusion protein interacted with Sp1. 

The interaction between endogenous Pin1 and Sp1 was also observed using co-

immunoprecipitation (co-IP) assays (left panels of Figure 3.1B). As mentioned above, the 

structure and function of Sp3 is similar to Sp1. We therefore wanted to determine 

whether Pin1 could also bind Sp3. As expected, Pin1 also bound Sp3 in a similar manner 

to Sp1 in both Pin1-GST pull-down and co-IP assays (right panels of Figure 3.1A and B, 

respectively). These results indicate that Pin1 can interact with Sp1 and Sp3, the main 

members of the Sp transcription factor family. 

 

 

Figure 3.1:  Pin1 interacts with Sp1 and Sp3. (A) HEK 293T cells were transfected by 
Myc-tagged Sp1 (left panels) or Myc-tagged Sp3 (right panels) constructs. Nuclear 
Extracts were incubated with wild-type human GST-Pin1 (lane 1) or GST (lane 2). Total 
nuclear extracts (Input) and GST-Pin1 precipitated proteins (GST pull-down) were 
resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western blot using anti-Myc and anti-GST 
antibodies. (B) Co-immunoprecipitation assays. Total extracts from HeLa cells were 
immunoprecipitated with anti-IgG, anti-Sp1 (left panels) or anti-Sp3 (right panels) 
antibodies. Immunoprecipitated proteins (IP) or total cellular proteins (Input) were 
resolved by SDS-PAGE. Western blots were performed by using antibodies against Sp1, 
Sp3, and Pin1. 
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3.6.2 Pin1 regulates Sp1/3 transcriptional activity 

         As previously mentioned, Pin1 specifically binds phosphorylated Ser/Thr-Pro 

motifs found in targeted substrates (Wulf et al. 2005). Phosphorylation was clearly 

identified as a potent regulator of Sp1/3 activity (Chu & Ferro 2005; Pages 2007; Tan & 

Khachigian 2009; Chang & Hung 2012; Chu 2012). We therefore decided to determine 

whether Pin1 was implicated in regulating Sp1/3 transcriptional activity. For these 

assays, we evaluated the effects of Pin1 depletion on Sp1/3 activity by performing gene 

reporter assays. Cells were transiently transfected with either siRNA targeting Pin1 

(siPin1), siRNAs targeting both Sp1 and Sp3 (siSp), or control siRNA (siCtrl) along with 

a luciferase reporter plasmid driven by a promoter containing six Sp-specific GC-rich 

elements (Dynan & Tjian 1983). As expected, Sp1/3 depletion strongly decreased 

promoter activity as compared to siCtrl-transfected cells (Figure 2A). More interestingly, 

a significant decrease in Sp1/3-specific promoter activity was also observed in siPin1-

transfected cells as compared to siCtrl-transfected cells. Similar results were also 

obtained using Pin1 knock-out (Pin1-/-), in comparison to Pin1 wild-type (Pin1+/+), mouse 

embryonic fibroblast (MEF) cells (Figure 2B). Taken together, these results indicate that 

Pin1 is required for Sp1/3-mediated transcriptional activity. 
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Figure 3.2: Pin1 depletion reduces the Sp1/3 transcriptional activity. (A) HEK 293T 
cells were transfected with control siRNA (siCtrl), a siRNA targeting Pin1 (siPin1), 
siRNAs targeting both Sp1 and Sp3 (siSp) along with 500 ng of luciferase reporter 
plasmid driven by a promoter containing six Sp-specific GC-rich elements (Sp-promoter 
vector). 48 h post-transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured. 
Results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity to total protein levels and are 
an average ± SEM of three independent experiments performed in triplicate. ***p < 
0.001 as compared to control transfected cells. (B) MEF cells wild-type Pin1 (Pin1+/+) or 
knockout for Pin1 (Pin1-/-) were transfected with control siRNA (siCtrl) or siRNAs 
targeting both Sp1 and Sp3 (siSp) along with 500 ng of Sp-promoter vector. At 48 h post-
transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured. Results are expressed 
as in (A). **p < 0.01 as compared to control transfected MEF Pin1+/+ cells. 
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3.6.3 Phosphorylation of specific Ser/Thr residues is required for Pin1 

interaction 

         Pin1 was shown to interact with Thr739-phosphorylated Sp1 in mitotic cells (Yang et 

al. 2014). In addition, previous results have demonstrated that, during interphase, Sp1 

phosphorylation on Thr453 and Thr739 by p42/p44 MAPK played an important role in 

regulating Sp1 transcriptional activity (Milanini-Mongiat et al. 2002). It is important to 

note that both residues are Pin1 consensus motifs (pThr-Pro). Having established that 

Pin1 is important for Sp1/3 activity, we therefore wanted to determine the role of these 

residues for Pin1 binding to Sp1. For these experiments, we performed Pin1-GST pull-

down assays using lysates from cells transfected with either wild-type or mutant Sp1 

constructs. Mutant constructs contained unique alanine substitutions at either Thr453 or 

Thr739 (T453ASp1 and T739ASp1) or a double alanine substitution (DMSp1). As seen in Figure 

3A, Pin1 binding to DMSp1 was strongly reduced as compared to wild-type Sp1. 

Interestingly, in contrast to T453ASp1, T739ASp1 was unable to interact with Pin1, 

indicating that Thr739 is important for the Pin1-Sp1 interaction. p42/p44 MAPK can also 

phosphorylate Sp3 at Ser73, resulting in increased Sp3 transcriptional activity (Pages 

2007). We therefore examined whether Ser73 was essential for Pin1 binding to Sp3. A 

Pin1-GST pull-down assay was performed using lysates from cells transfected with either 

wild-type or a mutant Sp3 construct containing a unique alanine substitution at Ser73 

(S73ASp3). Interestingly, Pin1 binding to S73ASp3 was strongly reduced as compared to 

wild-type Sp3 (Figure 3B). Taken together, our results indicate that Sp1/3 

phosphorylation, at described p42/p44 MAPK sites, play an essential role for interactions 

between Sp1, Sp3, and Pin1. 
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Figure 3.3: Phosphorylation of Thr739 of Sp1 and Ser73 of Sp3 is important for Pin1 
binding. (A) HEK 293T cells were transfected with Myc-wild-type Sp1 (WT), Myc-
T453ASp1 (T453A), Myc-T739ASp1 (T739A) or Myc-DMSp1 (double mutant T453A/T739A, 
DM) constructs. Nuclear extracts were then incubated with GST-Pin1 fusion protein. 
Total nuclear protein (Input) or GST-Pin1 precipitated protein (GST pull-down) were 
subjected to SDS-PAGE and Western blotted with antibodies against the Myc epitope 
and GST. (B) Nuclear extracts from HEK 293T cells, transfected with Myc-wild-type 
Sp3 (WT) or Myc-S73ASp3 (S73A) constructs, were incubated with GST-Pin1 fusion 
protein. Total nuclear protein (Input) or GST-Pin1 precipitated protein (GST pull-down) 
were resolved in SDS-polyacrylamide gels and revealed by Western blot analysis with 
antibodies against the Myc epitope and GST. 
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3.6.4 Pin1 regulates Sp1/3 DNA binding 

         Sp1/3 phosphorylation has been shown to clearly influence the DNA-binding 

activity of these transcription factors (Ye & Liu 2002; Arinze & Kawai 2003; Chu et al. 

2003). Previous studies have demonstrated that for Sp1, Thr453 or Thr739 phosphorylation 

by p42/p44 MAPK enhanced DNA binding, resulting in increased VEGF gene 

expression, a Sp1/3 target gene (Milanini-Mongiat et al. 2002). It was also shown that 

Imatinib (STI-571), a BCR/Abl tyrosine kinase inhibitor, negatively regulated VEGF 

expression via the inhibition of p42/p44 MAPK and Sp1/3 DNA binding (Legros et al. 

2004). Therefore, we wanted to determine the importance of Pin1 for Sp1/3 binding to 

targeted DNA domains. To do this, we performed Sp transcription factor-enzyme-linked 

immunoassays (TF-EIA) using double-strand DNA oligonucleotides containing specific 

Sp1/3 binding sites (GC-rich sequences) (Blouin et al. 2004). As seen in Figure 4A, Sp1 

DNA binding was significantly decreased in siSp-transfected cells as compared to siCtrl 

cells. Additionally, cells treated with PD98059, an inhibitor of p42/p44 MAPK pathway 

activity, also showed decreased Sp1 DNA binding as compared to untreated cells. More 

interestingly, siPin1-transfected cells also showed significantly decreased Sp1 DNA 

binding. However, PD98059 cells pretreatment or Pin1 inhibition had only minor effect 

on Sp3 DNA binding affinity (Figure 4B). Taken together, these results indicate that Pin1 

regulates Sp1/3 transcriptional activity, at least in part, through the modulation of DNA 

binding capacity.  
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Figure 3.4: Sp1/3 DNA binding affinity is modulated by Pin1. HeLa cells were treated 
(+) or not (-) with PD98059 (50 μM) or transfected with a control siRNA (siCtrl), a 
siRNA against Pin1 (siPin1) or siRNA against both Sp1 and Sp3 (siSp). Nuclear extracts 
were incubated in a 96-well plate coated with oligonucleotides containing the Sp1/3 
binding motif. Sp1 bound to DNA were detected using anti–Sp1 antibody (A) and Sp3 
bound to DNA were detected using anti–Sp3 antibody (B). Results are expressed as the 
fold increase of absorbance at 450 nM over control conditions and are an average ± SEM 
of, at least, two independent experiments performed in triplicate. *p < 0.05 and ***p < 
0.001 as compared to control cells. (C) Protein samples were Western blotted with 
antibodies against Sp1, Sp3, Pin1, phospho-p42/p44 (POp42/p44) and total-p42/p44 
(p42/p44).   
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3.6.5 Pin1 is required for Sp1/3-mediated HIF-1A gene expression 

         Our research has shown that Sp1/3 transcription factors play an important role in 

the activation of HIF-1A transcription (Lafleur et al. 2014). Previous studies 

demonstrated that the HIF-1A gene promoter contains several Sp1/3 binding sites (Iyer et 

al. 1998b; Minet et al. 1999). These specific DNA-binding sequences are required for 

constitutive HIF-1A gene transcription. We therefore decided to investigate whether Pin1 

is implicated in Sp1/3-mediated HIF-1A gene expression. To undertake these 

experiments, we performed a reporter assay using a luciferase construct driven by the 

minimal HIF-1A gene promoter (pHIF1A-571/+32Luc). Cells were transiently 

transfected with pHIF1A-571/+32Luc, siCtrl or siPin1 along with Sp1, Sp3 or control 

(pcDNA3) vectors. As shown in Figure 5A, the expression of either Sp1 or Sp3 

significantly increased HIF-1A gene promoter activity as compared to cells transfected 

with the control vector. Interestingly, increased Sp1/3-dependent HIF-1A gene promoter 

activity was blocked by Pin1 depletion. We then examined the effect of Pin1 

overexpression on Sp-mediated HIF-1A gene promoter activity. As seen in Figure 5B, 

cells transfected with either Sp1 or Pin1 showed increased HIF-1A gene promoter activity 

as compared to control cells. More importantly, cells expressing both Sp1 and Pin1 

demonstrated enhanced promoter activity in a concentration-dependent manner. These 

findings indicate that Pin1 is important for Sp-mediated HIF-1A gene expression. To 

determine whether Pin1 isomerization activity is essential for HIF-1A transcriptional 

activation, we performed reporter assays using a catalytically inactive PPiase Pin1 mutant 

(K63A). Cells were transiently transfected with the pHIF1A-571/+32Luc, Sp1 and either 

wild-type (WT) Pin1 or K63A Pin1 construct. As seen in Figure 5C, enhanced HIF-1A 

gene promoter activity, observed when cells are transfected with Sp1 and WT Pin1, was 

not observed in cells transfected with Sp1 and K63A Pin1. Taken together, these results 

indicate that Pin1 PPiase activity promotes Sp-mediated HIF-1A gene expression. 
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Figure 3.5: Pin1 is required for the Sp1/3-dependent expression of HIF-1α. (A) HEK 
293T Cells were transfected with a control siRNA (siCtrl) and siRNA targeting Pin1 
(siPin1) along with Sp1, Sp3 or pCDNA3 (Ctrl) plasmids and pHIF1A-571/+32Luc 
vector. 48 h post-transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured. (B) 
HEK 293T cells were transfected with Sp1, Pin1 or pCDNA3(-) plasmids along with 
pHIF1A-571/+32Luc vector. 48 h after transefection, cells were lysed and luciferase 
activity was measured. (C) HEK 293T cells were transfected with Sp1, wild-type Pin1 
(WT), catalytically inactive Pin1K63A (K63A) or pCDNA3(-) plasmids. 48 h post-
transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured as described above. 
All results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity to total protein levels and 
are an average ± SEM of, at least, two independent experiments performed in triplicate. 
*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared to control transfected cells or the 
indicated conditions. 
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3.7 Discussion 

         By controlling the expression of several genes implicated in driving the tumor 

process,  Sp1 and Sp3 are key regulators of cancer development (Abdelrahim et al. 2004; 

He & Davie 2006; Jungert et al. 2006; Song et al. 2010; Chang & Hung 2012; Hsu et al. 

2012). In order to mediate responses under different circumstances, Sp family members 

are fine-tuned by a broad range of factors and signaling pathways. Interestingly, Pin1 was 

shown to play an important role in regulating transcriptional activity of Sp7 (Osterix) 

through a direct interaction (Lee et al. 2015). More importantly, it was shown that in 

mitotic cells, Pin1 binds phosphorylated Sp1 to maintain its stability and reduce its DNA 

binding ability, an important event for chromosome packaging and thereby cell cycle 

progression (Yang et al. 2014). In the present study, we push these important findings 

further by demonstrating that Pin1 is also required for positive regulation of Sp1 

transcriptional activity and HIF-1A expression, an important target gene. Hence, we 

demonstrate that Pin1 can indeed bind to Sp1. This interaction is essential for increasing 

the activity and the binding affinity of Sp1 to specific DNA sites. Furthermore, we show, 

for the first time, that Pin1 is also a potent regulator of Sp3 activity through interacting 

with Ser73-phosphorylated Sp3 in p42/p44 MAPK phosphorylation-dependent manner. 

   Depending on cell conditions or phosphorylation status, Sp1/3 DNA binding 

capacity and transcriptional activity can either be positively or negatively regulated (Li et 

al. 2004; Chu & Ferro 2005; Tan & Khachigian 2009; Chang & Hung 2012; Chu 2012). 

It was shown that in mitotic cells, Sp1 phosphorylation on Thr739 by CDK1 reduced DNA 

binding affinity (Chuang et al. 2012). However, phosphorylation of Sp1 at Thr453 and 

Thr739 by p42/p44 MAPK, in interphase, increases its transcriptional activity (Milanini-

Mongiat et al. 2002). Additionally, previous studies demonstrated that Sp1 is also 

phosphorylated at Ser59, by cyclin A/CDK, to enhance its DNA binding activity (Fojas de 

Borja et al. 2001). Nevertheless, the molecular mechanism by which these specific 

modifications regulated Sp1/3 DNA binding affinity and transcriptional activity was not 

fully elucidated. Recently, it was shown that during mitosis, Pin1 interacts with Thr739-

phosphorylated Sp1 to decreases its DNA binding capacity, facilitating its release from 

the chromosomes and leading to chromatin condensation (Yang et al. 2014). Here, we 
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demonstrate that, through binding Thr739-phosphorylated Sp1, Pin1 is also required for 

the movement of Sp1 within the chromosomes and hence, for a Sp1-mediated 

transcriptional response. Through its positive effect on Sp1 DNA binding capacity and 

activity, we report in the present study a new and additional regulatory mechanism of Sp1 

by Pin1, which reinforces the importance of Pin1 in controlling Sp1 function during cell 

cycle progression. During mitosis, Pin1 enables the detachment of Sp1 from the 

chromosome, thereby facilitating its packaging. However, it positively influences Sp1 

transcriptional activity during interphase, promoting target gene expression. We believe 

that our work provides a better understanding of the mechanism implicated in the 

regulation of Sp1/3 activity by phosphorylation and a possible explanation of how a 

single phosphorylation site on Sp1, namely Thr739, exerts opposite effects on its 

transcriptional activity. 

   Pin1, as an isomerase that promotes conformational changes of its substrate factors 

through its PPiase domain, is known to play an important role in regulating the function 

of diverse transcription factors (Lu & Zhou 2007). It was shown that Pin1 can regulate 

the activity of estrogen receptor α (ERα) by modulating DNA binding affinity in an 

isomerization dependent manner (Rajbhandari et al. 2015). Accordingly, we report here 

that Pin1 PPiase activity plays a crucial role in regulating Sp1/3-target gene, HIF-1A. Our 

results indicate that Pin1 interacts with Sp1 to increase its transcriptional activity by 

modulating its binding affinity to consensus DNA elements and that Thr739 is required for 

the interaction between Pin1 and Sp1. The specific localisation of Thr739, which is present 

in the C-terminal extremity responsible for the binding of Sp1 to specific DNA sites, may 

explain the importance of this residue for Sp1 binding to Pin1. Our results also 

demonstrate that Pin1 plays a crucial role in regulating the activity of Sp3. However, its 

effect on Sp3 DNA binding affinity was not as clear as for Sp1. These results agree with 

previous reports indicating that Sp3 phosphorylation at Ser73 by p42/p44 MAPK had only 

a modest effect on Sp3 DNA binding capacity while still increasing its transcriptional 

activity (Pages 2007). Since the Sp3 Ser73 phosphorylation site is located next to Sp3’s 

two N-terminus transcription activation domains, it is logical that post-translational 
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modifications of this residue affect the Sp3 transcriptional activation capacity while only 

partially influencing DNA binding, possibly in an indirect manner. 

   During mitosis, it has been shown that high Sp1 phosphorylation by CDK1 is 

responsible for decreasing DNA binding activity (Yang et al. 2014). However, at the 

beginning of the interphase, Sp1 was shown to be dephosphorylated by protein 

phosphatase 2 (PP2A) which allows its return to chromosomes (Chuang et al. 2012). 

Since Pin1 isomerization of Ser/Thr-Pro motifs is known to be important in facilitating 

the binding of kinases and phosphatases (Zhou et al. 2000; Werner-Allen et al. 2011), our 

work raises the possibility that Pin1 can promote conformational changes of Sp1 to 

increase its interaction with PP2A and thereby to enable its dephosphorylation. Given 

that Thr739 is present in the D domain at the C-terminal extremity of Sp1, which is 

necessary for the interaction with Sp1 partners and the synergistic transcriptional 

activation, it is possible that Pin1 isomerization of Sp1 could increase its binding with 

transcriptional co-activators and chromatin remodeling factors (Pascal & Tjian 1991; Lee 

et al. 1993; Doetzlhofer et al. 1999). Pin1 may also prevent the interaction of Sp1 

transcriptional inhibitors. Another possible mechanism is that changes in Sp1 

conformation may simply increase its affinity to bind the GC-rich sequence. Further 

investigation underlying the regulation of Sp1/3 activity by Pin1 will provide a better 

understanding of the full mechanism by which phosphorylation and Pin1 regulate Sp1/3 

activity. 

   Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a major regulator of cellular homeostasis in 

response to hypoxic stress. It promotes cell adaptation to hypoxic conditions by 

activating the expression of several genes involved in diverse cell processes such as 

angiogenesis, glucose metabolism and cell respiration (Semenza 2003). Maximal HIF-1 

activity requires transcriptional, translational and post-translational regulation of its 

essential HIF-1α subunit (Page et al. 2002; Brahimi-Horn et al. 2005; Dengler et al. 

2014). We recently demonstrated that Pin1 is an essential regulator of HIF-1 activity by 

interacting with HIF-1α and altering its conformation (Jalouli et al. 2014). Interaction of 

Pin1 with HIF-1α was shown to be important for maintaining HIF-1α stability (Han et al. 

2016). It has also been reported that Pin1 acts indirectly on HIF-1α stability by promoting 
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promyelocytic leukimia (PML) proteasomal degradation, a negative regulator of HIF-1 

(Yuan et al. 2011). In this study, we show that Pin1-mediated increase in Sp1/3 activity is 

important for the transcription of HIF-1A. Thus, we demonstrate, for the first time, that 

Pin1 is involved in regulating HIF-1A gene expression, an additional mechanism for the 

HIF-1 regulation by Pin1 which may provide a better understanding of HIF-mediated 

adaptive responses.  

   In summary, our work strengthens current knowledge concerning links between 

Sp1/3 phosphorylation, Pin1 activity and Sp1/3 transcriptional activity. Hence, we 

identify Pin1 as a positive regulator of Sp1/3 transcription factors. Our data indicates that 

the interaction between Pin1 and phosphorylated Sp1/3 allows for the regulation of Sp1/3 

transcriptional activity and an important target gene, HIF-1A. Given that Pin1, Sp1/3, and 

HIF-1 play an important role in tumorigenesis, our study provides a better understanding 

of the molecular network between these factors in the context of cancer and should have 

a strong impact on strategies for the therapeutic targeting of Pin1. 
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4.1 Avant-propos 

           Ce chapitre présente mes travaux abordant l’impact de PD184161, un inhibiteur de 

MEK1/2, sur l’induction non-hypoxique de la sous-unité HIF-1α. Ces travaux ont été 

récemment publiés dans le journal Molecular Pharmacology en novembre 2017. Ces 

travaux sont reproduits avec la permission d’American Society for Pharmacology and 

Experimental therapeutics (Copyright 2017, American Society for Pharmacology and 

Experimental therapeutics), à qui une cession de droits a été signée par tous les coauteurs. 

         En tant que premier auteur, j’ai conçu et réalisé la presque totalité des 

expérimentations de ce projet. J’ai également rédigé le manuscrit, qui a été corrigé par 

Dr. Darren E. Richard, et effectué les révisions proposées. Sophie Mokas a été d’une aide 

précieuse dans la culture des VSMC ainsi que dans la transfection de ces cellules par le 

vecteur rapporteur luc-HIF-1α-ODDD, a participé aux expérimentations de MitoSOX et a 

contribué à la correction du manuscrit. Catherine Turgeon et Laurent Lamalice ont 

contribué aux résultats présentés aux figures 4.2C, 4.5B, 4.6 et 4.7 et à la révision du 

manuscrit. L’ensemble de cette étude a été réalisé sous la direction du Dr. Darren E. 

Richard. 
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4.2 Résumé 

         Le facteur induit par l’hypoxie 1 (HIF-1) est un régulateur clé des gènes permettant 

l’adaptation cellulaire à de faibles niveaux d'oxygène. En plus de l’hypoxie, plusieurs 

stimuli non-hypoxiques, incluant des hormones et des facteurs de croissances, participent 

à la régulation cellulaire spécifique de HIF-1. Nos études ont identifié l’angiotensine II 

(Ang II), une hormone vasoactive, comme un activateur puissant de HIF-1 chez les 

cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC). L’Ang II a été démontré pour augmenter 

l’activité transcriptionnelle de HIF-1 en modulant des sentiers de signalisation 

spécifiques. Chez les VSMC, l’activation de la voie des protéines kinases p42/p44 

activées par des mitogènes (MAPK) est essentielle pour la transcription médiée par HIF-1 

lors d’un traitement à l’Ang II. Cette étude présente PD184161, un inhibiteur puissant de 

MEK1/2, comme un inhibiteur de la protéine HIF-1α chez les VSMC traitées avec l’Ang 

II. Nous avons constaté que contrairement à PD98059, un inhibiteur de MEK1/2 

largement utilisé, PD184161 bloque l’induction de HIF-1α par l’Ang II de manière dose-

dépendante. De façon intéressante, l’effet de PD184161 est spécifique aux inducteurs 

non-hypoxiques, puisque l’induction de HIF-1α par l’hypoxie n’est pas affectée dans des 

conditions identiques. Le traitement des VSMC avec MG132, un inhibiteur du 

protéasome, a indiqué que PD184161 influence la stabilité de la protéine HIF-1α. Nous 

démontrons également que PD184161 augmente la liaison de HIF-1α à VHL, une 

composante du complexe E3 ubiquitine ligase, ce qui indique l’hydroxylation de HIF-1α. 

Finalement, nous montrons que PD184161 modifie la production des mtROS et augmente 

la disponibilité de l’ascorbate dans les VSMC traitées avec l’Ang II. Notre étude indique 

que, indépendamment de l’activation de la voie p42/p44 MAPK, PD184161 bloque la 

génération de mtROS par l’Ang II, ce qui entraine le rétablissement du niveau 

intracellulaire d'ascorbate, l’augmentation de la liaison à VHL, et la diminution de la 

stabilité de HIF-1α. Ainsi, cette étude met en lumière un rôle précédemment inattendu de 

cet inhibiteur puissant de MEK1/2, qui est l’inhibition de HIF-1 dans des conditions non-

hypoxiques chez les VSMC. 
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4.3 Abstract 

         Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a key gene regulator for cellular adaptation to 

low oxygen. In addition to hypoxia, several nonhypoxic stimuli, including hormones and 

growth factors, are an essential part for cell-specific HIF-1 regulation. Our studies have 

highlighted angiotensin II (Ang II), a vasoactive hormone, as a potent HIF-1 activator in 

vascular smooth muscle cells (VSMC). Ang II increases HIF-1 transcriptional activity by 

modulating specific signaling pathways. In VSMC, p42/p44 mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) pathway activation is essential for HIF-1-mediated transcription during 

Ang II treatment. The present study shows that PD184161, a potent MEK1/2 inhibitor, is 

a HIF-1 blocker in Ang II-treated VSMC. Unlike PD98059, a widely-used MEK1/2 

inhibitor, we found that PD184161 blocked Ang II-driven HIF-1α protein induction in a 

dose-dependent manner. Interestingly, the effect of PD184161 was specific to 

nonhypoxic activators, since HIF-1α induction by hypoxia (1% O2) was unaffected under 

similar conditions. VSMC treatment with MG132, a proteasome inhibitor, indicated that 

PD184161 influenced HIF-1α protein stability. PD184161 also increased HIF-1α binding 

to VHL, a E3 ligase component and an indication of HIF-1α hydroxylation. Finally, we 

show that PD184161 blocked mitochondrial ROS (mtROS) production and cellular ATP 

levels, while enhancing ascorbate availability in Ang II-treated VSMC. Taken together, 

our study indicates that, independently of p42/p44MAPK activation, PD184161 blocks 

mtROS generation by Ang II, leading to reestablishment of cellular ascorbate levels, 

increased VHL binding and decreased HIF-1α stability. Therefore, this study reveals a 

previously unsuspected role for PD184161 as a HIF-1 inhibitor in VSMC under 

nonhypoxic conditions. 
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4.4 Introduction 

   Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is an essential transcription factor for all cells 

that regulates cellular adaptation responses to low oxygen (O2) availability (Semenza 

2003). Transcriptionally active HIF-1 is a heterodimeric complex composed of a stable 

HIF-1β subunit and an oxygen-sensitive HIF-1α subunit. HIF-1 is mainly regulated by 

proteasomal degradation, a mechanism under the control of oxygen-sensitive HIF prolyl 

hydroxylase domain-containing enzymes (PHD) (Epstein et al. 2001; Ivan et al. 2001; 

Jaakkola et al. 2001; Kaelin & Ratcliffe 2008). Under normal O2, HIF-1α is hydroxylated 

on two conserved proline residues (P402 and P564 for human HIF-1) located within its 

oxygen–dependent degradation domain (ODDD). PHD activity and HIF-1α 

hydroxylation are dependent on obligate cofactors including O2, 2-oxoglutarate, iron (Fe) 

and ascorbate (Schofield & Ratcliffe 2005). Ascorbate rescues PHD activity following 

the hydroxylation reaction by reducing inactive Fe3+ to active Fe2+ (de Jong et al. 1982; 

Majamaa et al. 1986). HIF-1α hydroxylation promotes von Hippel-Lindau tumor 

suppressor protein (VHL)-directed HIF-1α polyubiquitination and subsequent 

proteasomal degradation (Huang et al. 1998; Maxwell et al. 1999; Cockman et al. 2000; 

Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001). When cofactor availability is modified, such as 

during low O2, PHD activity and HIF-1α stability are directly altered. Stable HIF-1α can 

bind constitutive HIF-1β, forming the functional HIF-1 transcription complex. HIF-1 

binds to specific hypoxia response elements (HRE), found within target genes promoters, 

resulting in adaptive gene activation. HIF-1 activation is also dependent on HIF-1α 

phosphorylation by p42/p44 mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Richard et al. 

1999; Minet et al. 2000; Hur et al. 2001; Sodhi et al. 2001; Fukuda et al. 2002; Lee et al. 

2002; Sutton et al. 2007). HIF-1α phosphorylation permits Pin1 binding, a proline 

isomerase, which is indispensable for full HIF-1 transcriptional activity. (Jalouli et al. 

2014; Han et al. 2016). 

         Under normal O2, HIF-1 is also activated by different cellular stimuli, a condition 

we described as nonhypoxic HIF-1 activation. Vascular smooth muscle cells (VSMC) 

show nonhypoxic HIF-1 activation following cell treatment with different receptor 

agonists, including angiotensin II (Ang II), platelet derived growth factor (PDGF), 
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sphingosine-1-phosphate (S1P), and thrombin (Thr) (Richard et al. 2000; Michaud et al. 

2009). Distinct mechanisms come together for nonhypoxic HIF-1 activation in VSMC, 

including transcriptional and translational upregulation (Richard et al. 2000; Page et al. 

2002; Lauzier et al. 2007; Page et al. 2008; Patten et al. 2010). HIF-1α protein 

stabilization is arguably the main mechanism for HIF-1 activation under these conditions. 

By stimulating mitochondrial-derived reactive oxygen species (mtROS) generation, Ang 

II treatment causes a prooxidative intracellular microenvironment which leads to 

ascorbate depletion, PHD inhibition and finally HIF-1α stabilization (Page et al. 2008; 

Patten et al. 2010). 

    In this study, we show that PD184161 (5-bromo-2-[2-chloro-4-iodo-phenylamino]-

N-cyclopropylmethoxy-3,4-difluoro-benzamide), abolishes Ang II-induced HIF-1 

activation in VSMC independently of p42/p44 MAPK activity. PD184161 is a potent and 

selective inhibitor of MEK1/2 (IC50 = 10-100 nM). Biologically active in plasma and 

more effective at inhibiting p42/p44 MAPK activation than other MEK1/2 inhibitors 

(PD98059, U0126), PD184161 has been useful for studying both the in vitro and in vivo 

roles of the Raf/MEK/MAPK pathway (Marshall et al. 2004; Thottassery et al. 2004; 

Klein et al. 2006). We demonstrate that PD184161 restores VHL-HIF-1α binding and 

HIF-1α degradation that was lost during Ang II treatment. Finally, we show that 

PD184161 decreases Ang II-induced mtROS generation and reestablishes cellular 

ascorbate levels, which is essential for HIF-1α hydroxylation and destabilization. Taken 

together, our work identifies PD184161 as a potent inhibitor of nonhypoxic HIF-1 

induction in VSMC. 
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4.5 Materials and methods 

Materials  

         Ang II, cobalt chloride (CoCl2), PD98059, PD184161, PDGF and thrombin were 

from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). S1P and MG132 were from EMD Millipore 

(Billerica, MA). MitoSOX and tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) were from 

ThermoFisher Scientific (Waltham, MA). SkQ1 was from Dr. Vladimir Skulachev at 

Moscow State University (Skulachev et al. 2009). Polyclonal anti-HIF-1α antibody was 

raised in our laboratory using rabbits immunized against the last 20 amino acids of the C-

termini of the human protein (Richard et al. 1999). The monoclonal anti-phospho-

p42/p44 MAPK antibody was from Sigma-Aldrich, whereas the polyclonal anti-p42/p44 

MAPK was from EMD Millipore. Anti-glutathione S-transferase (GST) antibody was 

from Novus Biologicals (Littleton, CO). Monoclonal HA.11 antibody was from Covance 

(Emeryville, CA). Horseradish peroxidase-coupled anti-mouse and anti-rabbit antibodies 

were from Promega (Madison, WI). GST-HIF-1α fusion protein, VHL-hemagglutinin 

(HA) and luc-HIF-1α-ODDD constructs were kind gifts from Drs. Jacques Pouysségur 

(University of Nice-Sophia Antipolis), Peter Ratcliffe (University of Oxford), Richard K. 

Bruick (University of Texas Southwestern) and Gregg Semenza (Johns Hopkins 

University, Baltimore, MD), respectively. 

 

Cell culture 

         VSMC were isolated from thoracic aortas of 6-week-old male Wistar rats by 

enzymatic dissociation (Owens et al. 1986). Cells were grown in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) containing 12.5% fetal bovine serum (FBS) and supplemented 

with antibiotics (50 U/mL penicillin and 50 μg/mL streptomycin) and 2 mM glutamine 

(ThermoFisher Scientific). In all experiments, cells were deprived of serum 16 h prior to 

treatment. Hypoxic conditions were achieved by incubating cells in a sealed hypoxic 

workstation (Baker Ruskinn, Bridgend, UK). Oxygen levels in the workstation were 

maintained at 1% with a residual gas mixture containing 94% nitrogen and 5% CO2. 
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Western blot analysis 

        VSMC were lysed in 2× Laemmli sample buffer. Lowry assay was used to 

determine protein concentration. Cell lysates were resolved on SDS-polyacrylamide gels 

and then electrophoretically transferred to polyvinylidene difluoride membranes (PVDF, 

Immobilon-P; EMD Millipore). Proteins of interest were analyzed using the indicated 

antibodies and visualized with the Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR, Lincoln, 

NE) or with enhanced chemiluminescence system (GE Healthcare Life Sciences, 

Piscataway, NJ). Western blots were quantified using Odyssey Application software v.3.1 

(LI-COR). Results are representative of at least three independent experiments. 

 

Real-time quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

         RNA was isolated from VSMC using TRizol per the manufacturer's protocol 

(ThermoFisher Scientific). RNA purity was assessed by Nanodrop (ThermoFisher 

Scientific). Reverse transcription (RT) was performed with qScript cDNA SuperMix 

(Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD). qRT-PCR was performed on a MX3005P 

system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) using Perfecta SYBR Green SuperMix, 

Low ROX kit (Quanta Biosciences). The primer pair used for rat HIF-1α (accession no. 

NM_024359) was fwd: 5’-CTTCTGATGGAAGCACTAGACAA-3’, rev: 5’-

TTCCAAGTCTAAATCAGTGTCCT-3’. Rat HPRT1 (accession no. NM_012583) was 

used as a reference gene (fwd: 5’-CAGTCCCAGCGTCGTGATTAGT-3’, rev: 5’-

ATCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC-3’). The expression of each gene of interest 

relative to HPRT1, a reference gene, was calculated based on the threshold cycle (Ct) 

using the Pfaffl formula (Pfaffl 2001). Results are presented as a fold change calculated 

by comparing the treated sample with its corresponding control condition. 

 

Luciferase assay 

         Cells were seeded in 12-well plates and transfected by Superfect transfection 

reagent (Qiagen, Valencia, CA) at a 1:3 DNA/reagent ratio with 2 μg/well of luc-HIF-1α-

ODDD luciferase reporter vectors. Renilla reniformis luciferase expression vector (25 
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ng/well) was used to control transfection efficiency. 48 h post-transfection, cells were 

serum-deprived for 16 h and treated as indicated. The Dual Luciferase Reporter Assay 

System (Promega) was used for luciferase assays. Measurements were performed on a 

Luminoskan Ascent microplate reader with integrated injectors (ThermoFisher 

Scientific). Results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity over Renilla 

reniformis luciferase activity. Experiments are an average ± SD of triplicate data 

representative of three independent experiments. 

 

VHL capture assay 

         VHL capture assay was performed as previously described (Page et al. 2008). 

Briefly, cells were grown to confluence, deprived of serum for 16 h, treated as indicated 

and then lysed. Cytoplasmic extracts (250 μg) were incubated with Sepharose-bound 

GST-HIF-1α (50 μg) for 1 h at room temperature and then washed with NETN buffer 

(150 mM NaCl, 0.5 mM ethylenediamine tetraacetic acid, 20 mM Tris pH 8.0, 0.5% 

Igepal, and 100 μM DFO) prior to incubation with in vitro-translated VHL-HA in NETN 

buffer overnight at 4oC with rotation. Sepharose-bound GST-HIF-1α was then washed 

with NETN buffer and suspended in 2× Laemmli sample buffer. Samples were resolved 

in SDS-polyacrylamide gels, transferred to PVDF and revealed using Western blot 

analysis with specific antibodies as indicated. 

 

mtROS assay 

         Mitochondrial ROS production was determined using MitoSOX Red mitochondrial 

superoxide indicator (ThermoFisher Scientific) which is selectively targeted to the 

mitochondria and is fluorescent upon ROS oxidation. MitoSOX was used per 

manufacturer’s protocol. Briefly, cells seeded on glass-bottomed cell culture dishes, were 

serum-deprived overnight in phenol red-free DMEM and then incubated with MitoSOX 

(1 μΜ) for 1 h before imaging. VSMC were treated with or without PD184161 for 20 

min prior to incubation with Ang II during the final 20 min. Cell imaging was performed 

with FV1000 confocal microscope equipped with a live cell apparatus (60× oil, 1.4 NA) 



   

 
129 

 

driven by FluoView software (Olympus, Tokyo, Japan). Fluorescence quantification was 

performed using the Measure Integrated Density function of ImageJ (imagej.nih.gov). 

 

Intracellular ascorbate assay 

         Ascorbate levels were analyzed by spectrophotometry using a modified protocol 

(Queval & Noctor 2007). Briefly, VSMC were cultured in DMEM supplemented with 

250 μM ascorbate. Upon reaching confluence, cells were serum-deprived for 16 h in 

ascorbate-supplemented DMEM. Fresh DMEM without ascorbate was added 1 h prior to 

treatment. Cells were washed twice with PBS, lysed in methanol, briefly sonicated and 

centrifuged at 20,000×g. Samples were diluted in 0.2 mM NaH2PO4 pH 5.6 and 

absorbance was measured at 265 nm. Ascorbate peroxidase (0.4 U) was then added to 

samples for 15 min, and the absorbance was again measured at 265 nm. Ascorbate 

concentrations were determined as the difference in absorbance before and after addition 

of ascorbate peroxidase. A Lowry protein assay was used for sample normalization. 

 

ATP assay 

         VSMC were serum-deprived overnight in low glucose DMEM. Cells were treated 

as indicated and intracellular ATP levels were measured with a luminescent ATP 

detection kit (Abcam, Cambridge, UK) according to the manufacturer’s protocol using a 

Luminoskan Ascent microplate reader. A Lowry protein assay was used for sample 

normalization. 

 

Mitochondrial membrane potential (ΔΨM) measurements 

    ΔΨM was determined using tetramethylrhodamine methyl ester. VSMC pretreated 

as indicated prior to incubation with TMRM (200 nΜ) for 20 min. Cells were then 

washed and placed in phenol red-free DMEM. Live cell imaging was performed with an 

AxioObserver Z1 system using a 40× objective and a Axiocam MRm camera controlled 

by Zen 2 software (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany). Fluorescence 



   

 
130 

 

quantification was performed using the Measure Integrated Density function of ImageJ 

(imagej.nih.gov). 

 

Statistical analysis 

         GraphPad Prism 5 software was used for statistical analyses of experiments. 

Statistical analysis on Figures 4.1C and Figure 4.4A were performed using a one-way 

repeated measures ANOVA with a Newman–Keuls post hoc test. Statistical analysis on 

Figures. 4.1A, 4.2B, 4.2D, 4.4B, 4.5B, 4.6, 4.7B and C were performed using a two-way 

repeated measures ANOVA with a Bonferroni correction. Statistical analysis on Figure 

4.3B was performed using a three-way ANOVA with the Benjamini–Hochberg 

procedure. Results were deemed significant if they attained a 95% confidence level (p < 

0.05) and all comparisons were performed with an experiment-wise error rate (EER) of 

0.05. 
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4.6 Results 

4.6.1 PD184161 inhibits HIF-1α protein induction induced by Ang II in 

VSMC  

         p42/p44 MAPK activation is essential for HIF-1 function (Richard et al. 1999; 

Mylonis et al. 2006; Sutton et al. 2007). In VSMC, HIF-1 is strongly induced by Ang II, 

independently of oxygen availability (Richard et al. 2000). Through epidermal growth 

factor (EGF) receptor transactivation, Ang II is a potent activator of p42/p44 MAPK in 

VSMC and HIF-1 activity is strongly linked to p42/p44 MAPK activation (Lauzier et al. 

2007). However, HIF-1α protein induction is only modestly affected by p42/p44 MAPK 

pathway inhibitors, such as PD98059. To more clearly investigate the role of p42/p44 

MAPK in Ang II-induced HIF-1 activation in VSMC, we assayed a potent inhibitor of 

the p42/p44 MAPK pathway, PD184161. This MEK1/2 inhibitor was shown to strongly 

inhibit p42/p44 MAPK signaling at concentrations lower than 1 μM (Klein et al. 2006). 

Theoretically, PD184161 should have fewer off target effects. However, we were 

surprised to discover that VSMC pretreatment with low concentrations of PD184161 

blocked HIF-1α accumulation by Ang II in a dose-dependent manner (Figure 4.1A). As 

expected, VSMC pretreatment with PD98059 had only minor inhibitory effects on HIF-

1α induction by Ang II (Figure 4.1B and 4.1C). It is important to note that the 

concentrations used for both inhibitors demonstrate similar effects on p42/p44 MAPK 

phosphorylation levels (Figure 4.1B). These results indicate that PD184161 possesses a 

potent inhibitory effect on HIF-1α protein accumulation when VSMC are treated with 

Ang II. The effect of PD184161 on HIF-1α is independent of p42/p44 MAPK pathway 

activation. 
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Figure 4.1: Ang II-induced HIF-1α is inhibited by PD184161, an inhibitor of 
p42/p44 MAPK activation. (A) Quiescent VSMC were pretreated or not with PD184161 
(at indicated concentrations) for 20 min and then treated with Ang II (100 nM) for 4 h. 
Total extracts were resolved by SDS-PAGE and Western blotted with HIF-1α, phospho-
p42/p44 (POp42/p44), and total-p42/p44 (p42/p44) antibodies. Western blot experiments 
were quantified (upper panel) using the Odyssey Infrared Imaging System. Results are 
expressed as a ratio of the amount of HIF-1α protein to the amount of total-p42/p44 
protein and are an average with SD of three independent experiments. **p ˂ 0.01 and 
***p ˂ 0.001 as compared to indicated conditions. (B) Quiescent VSMC were pretreated 
or not with PD184161/ PD98059 (at indicated concentrations) for 20 min and then treated 
with Ang II as previously described. C) Western blot experiments were quantified using 
the Odyssey Infrared Imaging System. Results are expressed as a ratio of the amount of 
HIF-1α protein to the amount of total-p42/p44 protein and are an average with SD of 
three independent experiments. **p ˂ 0.01 and ***p ˂ 0.001 compared to cells treated 
with Ang II only. 
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4.6.2 PD184161 blocks nonhypoxic HIF-1α induction 

         Our previous studies have shown that in VSMC, Ang II activates HIF-1 through 

mechanisms that differ from hypoxia (1% O2) (Page et al. 2002; Lauzier et al. 2007; Page 

et al. 2008; Patten et al. 2010). We wanted to determine whether the effect of PD184161 

on HIF-1α induction was specific to cells treated in nonhypoxic conditions. VSMC were 

pretreated with PD184161 and then incubated under hypoxic (1% O2) or treated with 

CoCl2, a potent inhibitor of HIF-1 hydroxylation which mimics hypoxia. As seen in 

Figure 4.2A and 4.2B, while PD184161 pretreatment blocked HIF-1α protein induction 

by Ang II, it was ineffective in blocking HIF-1α protein induction by 1% O2 or CoCl2 

treatment. Other nonhypoxic activators are also known to induce HIF-1α in VSMC. To 

determine whether HIF-1α induction by other nonhypoxic stimuli is also affected by 

PD184161, we treated cells with thrombin and sphingosine-1-phosphate. Thr and S1P 

both induce HIF-1α protein levels through similar mechanisms to those observed with 

Ang II (Richard et al. 2000; Michaud et al. 2009). As seen in Figure 4.2C and 4.2D, 

PD184161 also decreased HIF-1α accumulation by both Thr and S1P treatment in a 

similar fashion to that observed with Ang II-treated VSMC. Similar results were also 

observed when VSMC where treated with PDGF (Supplementary figure 4.1). Taken 

together, our results indicate the selective inhibition of nonhypoxic HIF-1α protein 

induction by PD184161 in VSMC. 
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Figure 4.2: HIF-1α induction is selectively regulated by PD184161. (A) Quiescent 
VSMC were pretreated or not with PD184161 (at indicated concentrations) and then were 
treated with Ang II (100 nM), 1% O2 or cobalt (CoCl2, 200 μM) for 4 h. Samples were 
resolved by SDS-PAGE and Western blotted with HIF-1α, phospho-p42/p44 
(POp42/p44) and total-p42/p44 (p42/p44) antibodies. (B) Western blot experiments were 
quantified using the Odyssey Infrared Imaging System. Results are expressed as a ratio of 
the amount of HIF-1α protein to the amount of total-p42/p44 protein and are an average 
with SD of three independent experiments.  **p ˂ 0.01 and ***p ˂ 0.001 as compared to 
treated cells without PD184161. (C) Quiescent VSMC were pretreated or not with 
PD184161 (50 nM) for 20 min and then treated with 1% O2, Ang II (100 nM), Thr (5 
U/ml) and S1P (2 μM) for 4 h. Western blot was then used to analyze HIF-1α, 
POp42/p44 and p42/p44 levels. D) Western blot experiments were quantified using the 
Odyssey Infrared Imaging System. Results are expressed as a ratio of the amount of HIF-
1α protein to the amount of total-p42/p44 protein and are an average with SD of three 
independent experiments. *p ˂ 0.05 and **p ˂ 0.01 as compared to indicated conditions.  
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4.6.3 PD184161 blocks Ang II-induced HIF-1α stabilization 

   Since Ang II modulates HIF-1 activation through different mechanisms, we first 

wanted to determine whether PD184161 treatment alters HIF-1α gene transcription. To 

undertake these experiments, we evaluated the effect of PD184161 on HIF-1α mRNA 

expression by performing qRT-PCR experiments. As seen in Supplementary figure 4.2, 

our results show that PD184161 had no significant effect on HIF-1α mRNA levels either 

in the presence or absence of Ang II. Additionally, PD184161 did not significantly affect 

expression levels of a reporter driven by the minimal HIF-1α gene promoter (pHIF-1A-

572/+32Luc, results not shown) in the presence or absence of Ang II. Taken together, 

these results indicate that PD184161 does not modify HIF-1α levels by blocking HIF-1α 

gene transcription.  

   As mentioned previously, regulating HIF-1α stability is the main mechanism by 

which Ang II activates HIF-1 in VSMC (Page et al. 2008; Patten et al. 2010). We 

therefore investigated the impact of PD184161 on HIF-1α protein stability by using 

MG132, a widely-used proteasome inhibitor. As expected, VSMC pretreatment with 

MG132 blocked HIF-1α degradation and led to its accumulation in VSMC treated with or 

without Ang II (Figure 4.3A and 4.3B). Interestingly, while HIF-1α protein levels were 

significantly reduced by PD184161 during Ang II treatment, it was ineffective in the 

presence of MG132. This result indicated that in VSMC, PD184161 affected Ang II-

mediated changes in HIF-1α protein stability prior to proteasomal degradation. 
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Figure 4.3: Effect of PD184161 on HIF-1α proteasomal degradation. (A) Quiescent 
VSMC were pretreated or not with MG132 (10 μM) for 20 min prior to the addition or 
not of PD184161 (at indicated concentrations) for 20 min. VSMC were then treated with 
Ang II (100 nM) for 4 h. Samples were resolved by SDS-PAGE and Western blotted with 
antibodies against HIF-1α and total-p42/p44 (p42/p44). (B) Western blot experiments 
were quantified with the Odyssey Infrared Imaging System using total-p42/p44 as a 
loading control. Results are expressed as the percentage of HIF-1α levels compared to 
either vehicle + Ang II or to MG132 + Ang II treated cells and are an average with SD of 
three independent experiments. *p ˂ 0.05 and ***p ˂ 0.001 as compared to indicated 
conditions.  
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          VHL binding to hydroxylated HIF-1α is a decisive step for HIF-1α proteasomal 

degradation (Huang et al. 1998; Maxwell et al. 1999; Cockman et al. 2000; Ivan et al. 

2001; Jaakkola et al. 2001). Since we have previously shown that in VSMC, Ang II 

treatment increases HIF-1α stability by blocking PHD activity and subsequent VHL 

binding, we decided to investigate the effect of PD184161 on VHL-dependent HIF-1α 

degradation (Page et al. 2008). First, we performed a VHL capture assay to determine 

HIF-1α hydroxylation levels. A GST-HIF-1α fusion protein, comprising amino acids 

344-582 from human HIF-1α, was incubated with extracts of cells treated with Ang II in 

the presence or absence of PD184161. These extracts were then incubated with in vitro-

translated HA-tagged VHL. As seen in Figure 4.4A and 4.4B, VHL binding to HIF-1α 

was significantly reduced in Ang II-treated VSMC as compared to untreated cells. As 

expected, the potent hydroxylase inhibitor CoCl2 completely blocked VHL binding to 

hydroxylated HIF-1α. More interestingly, decreased VHL binding to HIF-1α observed 

under Ang II treatment was reversed in cells pretreated with increasing concentrations of 

PD184161. Second, we used the luc-HIF-1α ODDD construct in a luciferase assay to 

further determine how PD184161 regulates HIF-1α stability. Luc-HIF-1α ODDD encodes 

a fusion protein between firefly luciferase and HIF-1α’s oxygen dependent degradation 

domain (ODDD). This construct contains two proline residues targeted for oxygen-

dependent hydroxylation and, consequently, VHL binding (Salnikow et al. 2004). VSMC 

were transfected with luc-HIF-1α ODDD, pretreated with PD184161 and then treated 

with Ang II. As expected, Ang II significantly increased luciferase activity in VSMC as 

compared to untreated cells (Figure 4.4C). More importantly, PD184161 pretreatment 

significantly blocked Ang II-dependent luciferase activity in a dose-dependent manner. 

Of note, PD184161 had no effect on CoCl2-dependent luciferase activity using this same 

construct (results not shown). Taken together, these results indicate that PD184161 

inhibits HIF-1α stabilization during Ang II treatment by reestablishing HIF-1α 

hydroxylation and VHL binding to the ODDD. 

 



   

 
138 

 

 

Figure 4.4: PD184161 enhances HIF-1α hydroxylation and VHL binding. (A) 
Quiescent VSMC were pretreated or not with PD184161 (at indicated concentrations) for 
20 min. VSMC were then treated with Ang II (100 nM) or CoCl2 (200 μM) for 4 h. GST-
HIF-1α coupled to sepharose beads were incubated with cytoplasmic extracts for 1 h 
followed by in vitro-translated VHL for 16 h. Precipitates were resolved by SDS-PAGE 
and Western blotted with HA (VHL) and GST antibodies. Western blot experiments were 
quantified (B) with the Odyssey Infrared Imaging System software using GST-HIF-1α as 
a loading control. Results are expressed as the percentage of ratio of VHL levels 
compared to GST-HIF-1α levels and are an average with SD of three independent 
experiments. **p ˂ 0.01 and ***p ˂ 0.001 as compared to untreated cells (vehicle only). 
(C) VSMC were transfected with 2 μg of CMV-luc-HIF-1α-ODDD and 25 ng of Renilla 
reniformis luciferase expression vectors. 48 h post-transfection, quiescent VSMC were 
pretreated or not with PD184161 (at indicated concentrations) for 20 min and treated with 
Ang II (100 nM) for 4 h. Cells were then lysed and luciferase activity was measured. 
Results are expressed as a ratio of firefly luciferase activity to R. reniformis luciferase 
activity and are an average with SD of three independent experiments performed in 
triplicate. **p ˂ 0.01 and ***p ˂ 0.001 as compared to indicated conditions.  
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4.6.4 PD184161 inhibits Ang II-induced mitochondrial ROS generation 

and ascorbate levels in VSMC 

         Our previous studies showed that increased mtROS production is responsible for 

decreasing cellular ascorbate levels and inhibiting PHD activity during Ang II treatment 

(Page et al. 2008; Patten et al. 2010). Therefore, we wanted to determine whether 

PD184161 could also block Ang II-induced mtROS production. Using MitoSOX, a 

mitochondrial-targeted probe for detecting ROS, VSMC treated with Ang II showed 

increased mtROS levels as compared to untreated cells (Figure 4.5A and 4.5B). More 

importantly, VSMC pretreated with PD184161 showed a striking inhibition of mtROS 

levels. This result suggests that PD184161 decreases Ang II-induced HIF-1α stabilization 

by reducing mtROS generation in VSMC. 
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Figure 4.5: PD184161 influences mtROS production by Ang II. (A) VSMC, seeded 
on 35-mm glass-bottomed cell culture dishes, were incubated with MitoSOX (1 μΜ) for a 
total of 1 h. 20 min after adding MitoSOX, cells were pretreated or not with PD184161 
(50 nM). 20 min before imaging, VSMC were treated with Ang II (100 nM). Differential 
interference contrast (DIC) was used for whole cell imaging and subsequent 
quantification. B) Quantification of measurements in A are expressed as arbitrary units of 
MitoSOX fluorescence and are an average with SD of three independent experiments, n = 
50 cells. ***p ˂ 0.001 as compared to untreated VSMC. †† p ˂ 0.01 as compared to 
indicated conditions. 
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   Our previous work showed that cellular ascorbate levels are modified and closely 

linked to mtROS generation and HIF-1 activation in VSMC (Page et al. 2008; Patten et 

al. 2010). We therefore wanted to determine whether PD184161 could block decreased 

cellular ascorbate levels observed during Ang II treatment. Using a protocol based on 

differential spectrometric measurements, Ang II treatment significantly decreased cellular 

ascorbate levels in VSMC (Figure 4.6). When VSMC were treated with SkQ1, a 

mitochondrial-targeted antioxidant, decreased intracellular ascorbate levels observed 

during Ang II treatment were reestablished. More importantly, pretreatment of VSMC 

with increasing concentrations of PD184161 restored intracellular ascorbate levels under 

Ang II treatment. Taken together, our results indicate that PD184161 abrogates mtROS 

production by Ang II treatment in VSMC and reestablishes intracellular ascorbate levels 

and HIF-1α destabilization under nonhypoxic conditions.  

 

 

 

 

Figure 4.6: PD184161 affects intracellular levels of ascorbate. Quiescent VSMC were 
cultured in ascorbate-supplemented DMEM and pretreated or not with PD184161 (at 
indicated concentrations) or SkQ1 (250 nM). VSMC were then treated with Ang II (100 
nM) for 4 h. Cells were washed twice with PBS and resuspended in methanol. Ascorbate 
concentrations were determined using a protocol based on differential spectrometric 
measurements (see Materials and methods). Results are expressed as the percentage of 
relative intracellular ascorbate levels compared to untreated cells and are an average with 
SD of three independent experiments. ***p ˂ 0.001 as compared to untreated cells. 
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4.6.5 PD184161 inhibits mitochondrial membrane potential 

depolarization and ATP production in Ang II-treated VSMC 

         Depolarization of mitochondrial membrane potential (ΔΨM), is known to influence 

mtROS generation in VSMC (Kimura et al. 2005a). To determine if PD184161 affects 

ΔΨM in Ang II-treated VSMC, we analyzed ΔΨM using TMRM. As seen in Figure 4.7A 

and 7B, VSMC treated with Ang II showed decreased TMRM staining as compared to 

untreated cells, an indication ΔΨM depolarization. More interestingly, pretreatment of 

VSMC with PD184161 restored ΔΨM under Ang II treatment. These results indicate that 

the maintenance of mitochondrial membrane potential by PD184161 may be responsible 

for inhibition of mtROS generation. 

         ATP is essential for the opening of mitochondrial ATP-sensitive potassium 

channels (mitoKATP), a main mediator of ΔΨM depolarization. PD184161 was previously 

shown to affect ATP production (Yung et al. 2004). As seen in Figure 4.7C, VSMC 

pretreated with PD184161 show decreased ATP production in comparison to untreated 

cells. These results indicate that PD184161 may decrease HIF-1 levels induced under 

nonhypoxic conditions by modifying both ATP production and ΔΨM depolarization. 

These two phenomena could therefore reestablish mtROS generation and cellular 

ascorbate levels to those seen in untreated cells. 
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Figure 4.7: PD184161 inhibits mitochondrial membrane potential depolarization 
and ATP production. (A) VSMC, seeded on 35-mm glass-bottomed cell culture dishes, 
were cells were pretreated or not with PD184161 (50 nM) for 20 min and treated with 
Ang II (100 nM) for 40 min. Cells were then incubated with TMRM (200 nΜ) for 20 min 
before imaging. (B) Quantification of measurements in A are expressed as arbitrary units 
of TMRM fluorescence and are an average with SD of three independent experiments, n 
= 50 cells. **p ˂ 0.01 as compared to untreated VSMC. (C) Quiescent VSMC were 
pretreated or not with PD184161 (50 nM) for 20 min and then treated with Ang II (100 
nM) for 1 h. ATP levels were measured as described in Materials and Methods. Results 
are expressed as the percentage of relative ATP levels compared to untreated cells and 
are an average with SD of three independent experiments. *p ˂ 0.05 and **p ˂ 0.01 as 
compared to untreated cells. 
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   4.7 Discussion 

   By blocking the p42/p44 MAPK signaling pathway, MEK 1/2 inhibitors, such as 

PD98059, act as negative regulators of HIF-1 transcriptional activity (Richard et al. 1999; 

Minet et al. 2000; Hur et al. 2001; Sodhi et al. 2001; Fukuda et al. 2002; Lee et al. 2002; 

Sutton et al. 2007). The present study demonstrates that PD184161, another potent MEK 

1/2 inhibitor, is also a selective inhibitor of nonhypoxic HIF-1α protein accumulation in 

VSMC. More specifically, we show that PD184161 strikingly decreased HIF-1α protein 

levels during Ang II treatment by blocking associated mtROS generation, reestablishing 

cellular ascorbate levels, restoring proteasomal targeting by VHL, and finally, HIF-1α 

proteasomal degradation. 

   In VSMC, Ang II is a strong activator of the p42/p44 MAPK pathway through 

EGFR transactivation as well as being a potent HIF-1 inducer (Lauzier et al. 2007). 

p42/p44 MAPK pathway activation by Ang II enhances HIF-1 transcriptional activity by 

promoting direct HIF-1α phosphorylation (Lauzier et al. 2007). Pin1, a proline isomerase, 

can recognize this phosphorylation, modify HIF-1α conformation and enhance HIF-1-

related gene transcription (Jalouli et al. 2014). However, in Ang II-treated VSMC and 

other systems, p42/p44 MAPK pathway activation has only modest effects on HIF-1α 

protein induction (Berra et al. 2001a; Lauzier et al. 2007). In fact, inhibition of EGFR 

and p42/p44 MAPK activation by AG1478 or PD98059, respectively, only cause a slight 

decrease in Ang II-increased HIF-1α levels (Lauzier et al., 2007). Consistent with these 

studies, we show here that unlike PD184161, PD98059 only modestly affects HIF-1α 

induction by Ang II in conditions where p42/p44 MAPK activation is completely 

abolished. Given the potency of PD184161 to block HIF-1α induction during VSMC 

stimulation with Ang II, our results indicate that PD184161 influences HIF-1α protein 

levels through a mechanism distinct from its inhibitory effect on p42/p44 MAPK. 

   In addition to Ang II, other nonhypoxic stimuli, such as Thr, S1P and PDGF, are 

also able to induce HIF-1α protein levels in VSMC through similar mechanisms. Our 

present study clearly shows that PD184161 selectively abolishes nonhypoxic HIF-1α 

induction without interfering with hypoxic HIF-1 induction. We decided to investigate 

how this compound negatively impacts mechanisms involved in nonhypoxic HIF-1 
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induction. Our previous studies demonstrated that the main mechanism by which Ang II 

induces HIF-1α protein is through the inhibition of PHD enzymatic activity, which leads 

to decreased HIF-1α hydroxylation, VHL binding, ubiquitination, and proteasomal 

degradation (Page et al. 2008). mtROS generation is important for Ang II-induced HIF-

1α, most probably by the Fenton reaction (Fe2+ oxidation to Fe3+) resulting in decreased 

intracellular ascorbate levels (Gerald et al. 2004; Bell et al. 2007). Indeed, inhibition of 

mtROS production was shown to negatively regulate Ang II-induced HIF-1α 

accumulation (Page et al. 2008; Patten et al. 2010). Accordingly, we show here that 

PD184161 promotes HIF-1α proteasomal degradation, increased hydroxylation and VHL 

binding, inhibition of Ang II-induced mtROS generation production, and the 

reestablishment of intracellular ascorbate availability. Previous studies demonstrated that 

p42/p44 MAPK activity is not implicated in the HIF-1α stability (Berra et al. 2001a). 

This supports our findings that the effect of PD184161 on HIF-1α protein induction is 

independent of p42/p44 MAPK pathway inhibition. 

   The mitochondrial respiratory chain represents a major source of ROS (Page et al. 

2008; Camara et al. 2010; Dedkova et al. 2013; Drose 2013; Wojtovich et al. 2013). Our 

previous work demonstrated that HIF-1α induction by Ang II requires 

mitochondrial/complex III generated mtROS (Patten et al. 2010). Hence, PD184161 may 

reduce Ang II-mediated HIF-1α accumulation by blocking mitochondrial respiratory 

chain function. Interestingly, unlike PD98059, PD184161 can induce a profound ATP 

depletion by modulating ATP synthase activity, in a similar manner to oligomycin A, a 

mitochondrial ATP synthase inhibitor (Yung et al. 2004). ATP synthase inhibition, and 

thus changes in oxidative phosphorylation, was shown to negatively regulate ROS 

production (Santamaria et al. 2006). A second study indicated that in addition to 

inhibiting MEK 1/2, PD184161 caused cell death in glucose-deprived cells, a result of 

profound ATP depletion caused by ATP-synthase inhibition (Yung et al. 2004). 

Accordingly, we show decreased ATP levels under PD184161 treatment in VSMC. It is 

therefore likely that reduced Ang II-induced mtROS generation under PD184161 

treatment is a result of decreased ATP synthase activity and lower ATP levels. In 

addition, depolarization of mitochondrial membrane potential through the opening of 
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mitoKATP was shown to be implicated in Ang II-induced mtROS generation (Kimura et 

al. 2005a). It was reported that kinase inhibitors can affect protein function and act as 

competitors for ATP binding proteins by forming aggregates (Hanks et al. 1988; 

Halestrap 1999; Davies et al. 2000; Genini et al. 2000; Xue et al. 2002; Bain et al. 2003; 

McGovern & Shoichet 2003). We show that PD184161 exerts a negative effect on 

mitochondrial membrane depolarization in response to Ang II treatment in VSMC. This 

further indicates that decreased ATP, mitoKATP channel activity, and depolarization of 

the ΔΨM are potentially involved in decreased mtROS generation and decreased HIF-1 

induction in VSMCs during nonhypoxic activation.  

   Ang II is an important regulator for many physiopathological processes such as 

hypertension, atherosclerosis, VSMC remodeling, and fibrosis (Hanna et al. 2002; Touyz 

2003; Heeneman et al. 2007). p42/p44 MAPK pathway activation is implicated in 

mediating the effects of Ang II (Ishida et al. 1998; Ishida et al. 1999; Queval & Noctor 

2007; Wang et al. 2015). By activating genes involved in the control of several cell 

functions, HIF-1 is also implicated in number of Ang II-induced degenerative diseases, 

such as cardiovascular and kidney diseases (Zhu et al. 2011; Imanishi et al. 2014; Luo et 

al. 2015; Obama et al. 2015). Because of its important role in disease progression, HIF-1 

targeting has gained significant interest. Our study demonstrates PD184161 is a potent 

inhibitor of Ang II-induced HIF-1α protein induction and identifies this compound as a 

potential treatment strategy. PD184161 has an added advantage since it inhibits HIF-1α 

by blocking mtROS production, an important mediator of Ang II-activated responses 

(Kimura et al. 2005a; Kimura et al. 2005b; Caldiz et al. 2007; De Giusti et al. 2008; 

Doughan et al. 2008; De Giusti et al. 2009; Patten et al. 2010; Caldiz et al. 2011). In 

addition, mice expressing mitochondria-targeted catalase were resistant to Ang II-

dependent cardiac hypertrophy, autophagy, fibrosis and mitochondrial damage (Dai & 

Rabinovitch 2011). Therefore, we believe that PD184161 may be therapeutically 

interesting for further studies concerning the physiopathological roles of Ang II. 

   In summary, our study identifies PD184161 as a robust inhibitor of nonhypoxic 

HIF-1 induction. PD184161 is a potent p42/p44 MAPK pathway inhibitor, and the 

present work now identifies it as a HIF-1α inhibitor, by way of blocking mtROS 
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generation in VSMC. Given the importance implication of p42/p44 MAPK pathway, 

ROS, and HIF-1 in several Ang II-mediated physiological and physiopathological 

processes, we believe that these studies have an interesting impact in Ang II-related 

vascular biology. 
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4.10 Supplementary figures 

 

 

Supplementary figure 4. 1: PD184161 inhibits PDGF-induced HIF-1α accumulation.  
Quiescent VSMC were pretreated or not with PD184161 (at indicated concentrations) 
and then treated with Ang II (100 nM) or PDGF (10 ng/ml) for 4h. Samples were 
resolved by SDS-PAGE and Western blotted with HIF-1α, phospho-p42/p44 
(POp42/p44) and total-p42/p44 (p42/p44) antibodies. 
 

 

 

Supplementary figure 4. 2: PD184161 does not modify HIF-1α gene transcription.  
Quiescent VSMC were pretreated or not with PD184161 (at indicated concentrations) for 
20 min and then treated with Ang II (100 nM) for 4 h. Total RNA was the extracted and 
real-time qRT-PCR was performed to determine mRNA expression levels for HIF-1α and 
HPRT (reference gene) mRNA.Results are expressed as the percentage of HIF-1α mRNA 
levels compared to either vehicle (white bars) or Ang II (black bars) treated cells and are 
an average with SD of three independent experiments. 
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Chapitre 5: Discussion et perspectives futures    

          HIF-1 est un facteur de transcription d’une grande importance pour le maintien de 

l’homéostasie cellulaire dans des conditions à faible teneur en oxygène. En régulant une 

multitude de processus biologiques permettant la survie et l’adaptation cellulaire à 

l’hypoxie, HIF-1 est un médiateur majeur de diverses réponses physiologiques et un 

déterminant clé au niveau de plusieurs pathologies. Ainsi, la caractérisation des 

mécanismes d'activation/inactivation de ce facteur demeure de grand intérêt pour une 

connaissance approfondie des modes de régulation des réponses hypoxiques ainsi que 

pour la découverte des nouvelles stratégies thérapeutiques efficaces. Jusqu'à ce jour, de 

nombreuses études ont permis de mettre en lumière diverses voies de régulation du 

facteur HIF-1.  

         Les travaux présentés dans cette thèse permettent d’améliorer et d’élargir la 

connaissance sur la régulation de ce facteur. Plus précisément, nos études élucident des 

nouveaux mécanismes qui régulent l’expression de HIF-1α, sa stabilité, ainsi que son 

activité transcriptionnelle. Dans un premier temps, nos travaux démontrent que la 

peptidyl isomérase Pin1 est un régulateur important de l’activité transcriptionnelle de 

HIF-1 et permet une régulation différentielle de ses gènes cibles, en changeant la 

conformation de sa sous-unité HIF-1α d’une manière dépendante de la phosphorylation 

par p42/p44 MAPK. L’isomérisation de HIF-1α par Pin1 représente donc une nouvelle 

modification post-traductionnelle régulant l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-

1 au même titre que l’acétylation, la phosphorylation, l’hydroxylation, la S-nitrosylation 

et la sumoylation. Dans un second temps, nos travaux indiquent que Pin1 est également 

impliquée dans l’activation des facteurs de transcription Sp1 et Sp3 ainsi que dans 

l’expression de leur gène cible important, HIF-1A, en augmentant leur capacité de liaison 

à l’ADN. La régulation de l'expression de HIF-1α par Pin1 constitue donc un mécanisme 

de régulation supplémentaire de HIF-1 permettant ainsi une meilleure compréhension de 

la signalisation hypoxique. Dans un troisième temps, nous présentons PD184161, un 

puissant inhibiteur de MEK 1/2, comme un répresseur sélectif de l'accumulation non-

hypoxique de HIF-1 dans les cellules vasculaires. Nous montrons que cet inhibiteur agit 
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en contrôlant négativement la production de mtROS par les inducteurs non-hypoxiques 

de HIF-1α, ce qui conduit au rétablissement des niveaux intracellulaires d'ascorbate et à 

une augmentation de la liaison à pVHL, entrainant ainsi à une diminution de la stabilité 

de HIF-lα. En mettant en évidence un rôle de PD184161 dans la déstabilisation de HIF-

1α par un mécanisme indépendant de l'inhibition de la voie p42/p44 MAPK, cette étude 

contribue ainsi à clarifier et à améliorer les connaissances concernant l’effet de cet 

inhibiteur couramment utilisé, permettant ainsi une meilleure analyse et interprétation des 

résultats obtenus suite à son utilisation. 

 

5.1 Régulation post-traductionnelle de HIF-1α par Pin1 

5.1.1 Importance de l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 au niveau de 

l’activité du facteur HIF-1 et des réponses physiopathologiques  

         Diverses modifications post-traductionnelles de la sous-unité HIF-1α ont été 

démontrées pour jouer un rôle clé dans l’augmentation de l’activité transcriptionnelle du 

facteur HIF-1 (Brahimi-Horn et al. 2005). De façon intéressante, nous avons démontré 

que l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 représente une modification post-traductionnelle 

importante contrôlant l’activité du facteur HIF-1 et permettant une expression sélective 

de certains gènes cibles tels que VEGF, PGK1 et GLUT1, impliqués respectivement dans 

l’angiogenèse et le métabolisme cellulaire. Dans le but d'élucider davantage la spécificité 

de la régulation de HIF-1α par Pin1 à certains gènes cibles et de déterminer l’ensemble 

des gènes dont l’expression dépend de cette régulation, une étude simultanée de 

l’expression génique, dans des cellules transfectées par des siRNA dirigés contre HIF-α 

ou Pin1, sur micropuce à ADN (microarray) a été effectuée. Encore plus intéressant, 

l’analyse des résultats a montré que parmi plus de 900 gènes dépendants de HIF, 

seulement 474 de ces gènes sont sous le contrôle de l’isomérase Pin1 (Figure Annexe 1). 

Ces derniers gènes sont impliqués essentiellement dans la prolifération, la survie, la 

motilité, la migration, la différenciation et le métabolisme cellulaire. Ces résultats 

suggèrent donc que la régulation de HIF-1α par Pin1 constitue un mécanisme essentiel 

pour coordonner l’expression de certains gènes impliqués dans des processus cellulaires 
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et biologiques spécifiques afin de permettre une réponse physiologique bien définie et 

précise. À notre connaissance et jusqu’à l’heure actuelle, aucune étude n’a démontré un 

effet clair des modifications post-traductionnelles de HIF-1α sur l’expression de 

l’ensemble des gènes cibles. Ainsi, notre étude est la première à caractériser la 

contribution de l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 dans la régulation sélective des 

réponses cellulaires médiées par le facteur HIF-1. 

         En activant plusieurs gènes contrôlant divers aspects du développement tumoral, le 

facteur HIF-1 est considéré comme un régulateur majeur de la tumorigenèse (Brahimi-

Horn & Pouyssegur 2007; Semenza 2010a). De plus, l’isomérase Pin1 est également 

reconnue comme un joueur important au niveau tumoral (Bao et al. 2004; Zhou & Lu 

2016).  De façon intéressante, nos études indiquent que Pin1 régule de manière sélective 

et spécifique des gènes impliqués dans des processus caractéristiques du cancer : 

l’angiogenèse, la prolifération, la survie et la migration cellulaire. Ceci suggère que 

l’isomérase Pin1 contribue au cancer, au moins en partie, en régulant des gènes 

dépendants du facteur HIF-1 et que la régulation de HIF-1α par Pin1 est l’un des 

mécanismes importants contrôlant la fonction oncogénique du facteur HIF-1, ce qui 

permet une bonne compréhension des liens possibles unissant HIF-1 et Pin1 dans le 

contexte tumoral. Ainsi, une meilleure caractérisation du mécanisme impliqué dans la 

régulation dépendante de l’isomérase Pin1 des gènes cibles de HIF-1 sera d’un grand 

intérêt pour mieux comprendre les processus de signalisation oncogénique et pour 

l'identification de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-tumorales. 

         En plus d’être considérés comme des processus pro-oncogéniques, l’angiogenèse, la 

prolifération et la migration cellulaire contribuent également à la progression de plusieurs 

maladies vasculaires à remodelage (vascular remodeling diseases, VRD) telle que 

l’athérosclérose. Des études élégantes ont permis de montrer que l’isomérase Pin1 et le 

facteur HIF-1 peuvent jouer le rôle de médiateurs des VRD (Kim et al. 2010; Lambert et 

al. 2010). En effet, l’inhibition de Pin1 ou HIF-1 entraine une réduction de la formation 

de la néointima suite à une blessure vasculaire chez des modèles animaux susceptibles à 

l’athérosclérose (Kim et al. 2010; Lambert et al. 2010). Cependant, la relation entre HIF-

1 et Pin1 au niveau des VRD, ainsi que les mécanismes précis responsables de 
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développement de ces pathologies, n’ont pas été investigués jusqu’à présent. À la lumière 

de nos résultats, il possible que l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 contribuerait à la 

pathogenèse des VRD, surtout que des études réalisées dans notre laboratoire indiquent 

que l’activation de HIF-1 dans les VSMC est souvent associée à une augmentation de 

leurs propriétés prolifératives et migratoires. À ce sujet, il serait intéressant d’étudier 

l’implication de Pin1 dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1 et de 

l’expression de ses gènes cibles dans un modèle cellulaire vasculaire tel que les VSMC. 

Des essais de micropuce à ADN ou de séquençage de l’ARN, en utilisant des VSMC 

transfectées par des siRNA dirigés contre HIF-α, Pin1 ou des siRNA contrôles 

permettraient d’évaluer si des gènes cibles de HIF-1, impliqués dans le remodelage 

vasculaire, sont modulés par Pin1. Il serait également intéressant d'effectuer une étude 

consacrée à l’établissement de la relation qui pourrait exister entre la régulation de HIF-

1α par Pin1 et les VRD. Ceci pourrait être réalisé grâce à l’évaluation de l’effet de 

l’inhibition locale de Pin1 sur le remodelage et la cicatrisation des vaisseaux suite à 

l’application d’une lésion au niveau de l’artère carotide chez un modèle animal où le 

facteur HIF-1 est activé. L’investigation de la contribution de la modification post-

traductionnelle de HIF-1α par Pin1 au niveau des réponses et des pathologies vasculaires 

sera d’une grande importance dans la biologie vasculaire ainsi que dans l’identification 

de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 

5.1.2 Mécanismes de régulation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1 

par Pin1  

         L’isomérase Pin1 est reconnue pour son rôle dans la régulation de la fonction de 

plusieurs protéines en modulant leur localisation cellulaire, leur stabilité, leur état de 

phosphorylation ainsi que leur interaction avec leurs protéines partenaires (Wulf et al. 

2005; Lu et al. 2007; Liou et al. 2011; Khanal et al. 2012). Il est donc bien raisonnable de 

penser que Pin1 module l’activité transcriptionnelle du facteur HIF-1 par l’un de ces 

processus. À ce sujet, une série d’études évaluant l’effet de l’inhibition de Pin1 sur la 

stabilité, la localisation cellulaire et l’interaction de HIF-1α avec HIF-1β, une sous-unité 

essentielle pour la formation d’un complexe transcriptionnel fonctionnel HIF-1, a été 
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effectuée. Nos résultats ont montré que la déplétion de Pin1 par interférence à l’ARN n’a 

aucun effet sur la dimérisation de HIF-1α avec HIF-1β, ce qui indique que la régulation 

de l’activité du facteur HIF-1 par Pin1 n’est pas due à la modulation de l’interaction HIF-

1α/HIF-1β (Figure Annexe 2). De même, nous avons démontré que l’isomérase Pin1 

n’est pas impliquée dans la stabilisation de HIF-1α puisque son inhibition par 

interférence à l'ARN dans les cellules HeLa n’accélère pas la cinétique de dégradation de 

cette sous-unité lors d'une réoxygénation (résultats non montrés). Cette observation 

indique que, dans notre modèle cellulaire, l’interaction fonctionnelle entre Pin1 et HIF-

1α, qui dépend strictement de l’activation de la voie de signalisation p42/p44 MAPK, 

régule l’activité du facteur HIF-1 par un mécanisme autre que la modulation de la 

stabilité de sa sous-unité HIF-1α. Ceci s’accorde avec des études antérieures montrant 

que l’inhibition de la voie de signalisation p42/p44 MAPK entraine une diminution de 

l’activité de HIF-1 sans affecter le niveau protéique de sa sous-unité HIF-1α (Richard et 

al. 1999; Berra et al. 2001a; Hofer et al. 2001; Hur et al. 2001; Mylonis et al. 2006). 

Toutefois, une étude récente réalisée sur des cellules de cancer du côlon HCT116 a 

montré que l’interaction avec Pin1 augmente la stabilité de HIF-1α, ce qui contribue à 

l’augmentation de l’activité du facteur HIF-1 (Han et al. 2016). Il est donc possible qu’il 

existe des différences entre les types cellulaires concernant l’implication de la voie 

p42/p44 MAPK ou d’autres voies de signalisation, phosphorylant d’autres sites de liaison 

de Pin1, dans la régulation de la stabilité de HIF-1α. Effectivement, la phosphorylation 

du résidu sérine 668 par CDK1, qui est un site putatif de la liaison de Pin1, a été 

démontrée pour jouer un rôle important au niveau de la stabilisation de HIF-1α (Warfel et 

al. 2013). À ce propos, il serait intéressant d’investiguer s’il existe d’autres sites de 

liaison de Pin1 et d’évaluer leur importance au niveau de la stabilité de HIF-1α dans 

différentes lignées cellulaires. D’autre part, il est important de noter que dans plusieurs 

types de cancer, l’isomérase Pin1 permet l’augmentation du niveau protéique de HIF-1α 

en interagissant et en favorisant la déstabilisation de PML (Promyelocytic leukemia 

protein), un régulateur négatif de la sous-unité HIF-1α. Cette déstabilisation fait 

intervenir la protéine KLHL20, une E3 ubiquitine protéase induite par HIF-1, (Yuan et al. 

2011). Donc, il est aussi fort probable que, dans l’étude de Han et al., l’effet de Pin1 sur 
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la stabilité de HIF-1α est un effet indirect dû à la dégradation de la protéine PML. 

D’ailleurs, une diminution du niveau protéique de PML a été observée dans des cellules 

HCT116 soumises à un stress hypoxique (Yuan et al. 2011).  

         Par la suite, nous nous sommes penchés vers l’investigation du rôle possible de 

Pin1 dans la régulation de la localisation cellulaire de HIF-1α. De façon intéressante, il a 

été démontré que la phosphorylation de HIF-1α par p42/p44 MAPK est à l’origine de la 

rétention nucléaire de HIF-1α en masquant le signal d'export nucléaire dépendant de 

CRM1 (Mylonis et al. 2008). D'après cette étude, le traitement des cellules HeLa avec le 

PD98059, un inhibiteur de la voie p42/p44 MAPK, entraine l’exportation de la protéine 

de fusion GFP-HIF-1α du noyau vers le cytoplasme. Cependant, nos travaux indiquent 

que, dans nos modèles cellulaires et selon les conditions expérimentales utilisées, 

l’activation de la voie de signalisation p42/p44 MAPK ainsi que l’isomérisation par Pin1, 

ne sont pas requises pour la localisation nucléaire de HIF-1α. En effet, aucun changement 

dans la distribution intracellulaire de la protéine HIF-1α endogène n’a été observé dans 

des cellules MEF Pin1-/- ainsi que dans des cellules HeLa traitées avec l’inhibiteur de la 

voie p42/p44 MAPK, PD98059 (Figure Annexe 3). Ces résultats concordent avec ceux 

observés dans une autre étude montrant que l’inhibition de la voie p42/p44 MAPK, par le 

PD98059, n’affecte pas la localisation nucléaire de HIF-1α dans les cellules Hep3B (Hur 

et al. 2001). En somme, tous ces résultats indiquent que l’interaction fonctionnelle entre 

HIF-1α et Pin1 ne module ni la stabilité de HIF-1α, ni sa localisation cellulaire ou son 

interaction avec HIF-1β et que Pin1 régule l’activité de HIF-1 par un autre mécanisme. 

         De plus, et dans un but continu de déterminer le mécanisme par lequel Pin1 régule 

l’activité transcriptionnelle de HIF-1, nous avons entrepris d'investiguer si la capacité de 

liaison du facteur HIF-1 à l’ADN pouvait être modulée par cette isomérase. En effet, de 

nombreuses études ont montré que Pin1 est un régulateur majeur de la liaison à l’ADN de 

plusieurs facteurs de transcriptions dont NF-κB et c-Myc (Kuboki et al. 2009; Farrell et 

al. 2013). En accord avec ces études, nous avons élucidé que l’isomérase Pin1 est 

également importante pour le recrutement du facteur HIF-1 aux séquences HRE de 

certains gènes cibles. Précisément, nos résultats montrent une forte baisse de 

l’enrichissement du facteur HIF-1 sur la séquence HRE du gène VEGF suite à la 
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déplétion de Pin1 par interférence à l’ARN. Toutefois, l’effet de l’inhibition de Pin1 sur 

la liaison de HIF-1 à la séquence HRE du gène PFKFB4 n'était pas aussi fort que celui à 

la séquence HRE du gène VEGF, ce qui parait logique puisque Pin1 régule l’expression 

de ces gènes de façon sélective (Figure Annexe 4). Ainsi, l’isomérisation de HIF-1α par 

Pin1 est une modification post-traductionnelle requise pour la liaison de HIF-1 à certaines 

séquences HRE. Comme hypothèse possible expliquant la régulation sélective de la 

liaison de HIF-1 à l’ADN par Pin1, nous suggérons que l'isomérase Pin1 favorise 

l’interaction de HIF-1 avec des partenaires ou d’autres facteurs de transcription 

promouvant l’interaction HIF-1/ADN, et qui sont spécifiques à certains gènes cibles. En 

accord avec cette hypothèse, des évidences suggèrent que les facteurs de transcription 

AP1 (activator protein 1), CREB (cAMP-response-element-binding protein) et CEBP 

(CCAAT enhancer-binding protein) coopèrent avec HIF-1 afin d’augmenter sa liaison au 

promoteur de certains gènes cibles activant ainsi leur expression (Villar et al. 2012). Il est 

aussi intéressant de souligner que le changement de conformation de HIF-1α par Pin1 

pourrait être un événement indispensable pour augmenter l’affinité du facteur HIF-1 à 

certaines séquences HRE et leurs régions flanquantes afin de maximiser l'expression 

génique. En effet, il a été démontré que le degré d’activation des gènes cibles des HIF 

ainsi que l’affinité des facteurs HIF varient en fonction de la composition en nucléotides 

de la séquence HER (Wenger et al. 2005; Mole et al. 2009; Xia & Kung 2009; Schodel et 

al. 2011). De plus, en tenant compte du fait que certaines séquences HRE peuvent subir 

des modifications épigénétiques, ce qui empêche la liaison des HIF (Wenger et al. 2005), 

il parait judicieux de supposer que l’isomérisation de HIF-1α par Pin1 facilite son 

interaction avec des cofacteurs impliqués dans le remodelage de la chromatine. Il est 

également possible que Pin1 diminue l’association de HIF-1 avec des inhibiteurs 

transcriptionnels. À cet égard, des études plus approfondies permettront de décortiquer 

d’avantage l'effet différentiel de Pin1 sur l’expression des gènes cibles de HIF-1. 
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5.2 Régulation des facteurs Sp1 et Sp3 par Pin1 et son impact 

majeur sur l’expression de HIF-1α  

5.2.1 Modes de régulation de l’activité transcriptionnelle de Sp1 et Sp3 

par Pin1  

         L’activité transcriptionnelle des facteurs Sp1 et Sp3 a été élucidée pour être 

finement régulée par plusieurs modifications post-traductionnelles (Li et al. 2004; Li & 

Davie 2010; Chang & Hung 2012; Chu 2012). De manière intéressante, nous avons 

démontré que l’isomérase Pin1 est impliquée dans l’activation de ces facteurs en 

augmentant leurs capacités de liaison à l’ADN. Également, une étude élégante a suggéré 

que durant la mitose, l’isomérisation par Pin1 permet le détachement du facteur Sp1 de 

l’ADN afin de faciliter la condensation de la chromatine (Yang et al. 2014). Ainsi, cette 

étude avec la nôtre indiquent que Pin1 peut à la fois favoriser et inhiber la liaison du 

facteur Sp1 aux sites Sp. Ceci est supporté par des études antérieures montrant que la 

phosphorylation du Thr739, situé en C-terminal de la protéine Sp1 et qui est un site de 

liaison de Pin1, peut jouer deux rôles opposés dépendamment du contexte cellulaire. En 

ce sens, il a été démontré que durant l’interphase, la phosphorylation de ce résidu par 

p42/p44 MAPK augmente la capacité de liaison du Sp1 au promoteur du gène VEGF, ce 

qui se traduit par l’induction de ce gène (Milanini-Mongiat et al. 2002). Cependant, 

durant la mitose, sa phosphorylation par CDK1 empêche le facteur Sp1 de se lier à 

l’ADN ce qui facilite le processus mitotique et la progression du cycle cellulaire (Chuang 

et al. 2012). Sachant que l’isomérisation cis/trans entraine un changement de structure de 

la protéine substrat, lui permettant ainsi de jouer deux rôles différents, et que cette 

réaction est fortement accélérée par les PPIases relativement à celle non catalysée par les 

enzymes, il est donc raisonnable de croire que la forme cis ou trans de la partie C-

terminale est fortement requise pour la liaison de Sp1 à l’ADN et par conséquent tout 

changement de cette forme entraine son détachement, d’où l’importance de l’isomérase 

Pin1 pour assurer une modification structurale et fonctionnelle rapide de cette protéine en 

fonction du contexte cellulaire. Pour cela, une étude spectroscopique RMN de la protéine 

Sp1 ou encore le développement et l’utilisation des anticorps spécifiques à la 
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conformation cis et trans de Sp1, un outil qui a très récemment fait ses premiers pas 

d’épanouissement (Nakamura et al. 2012; Kondo et al. 2015), permettraient de vérifier 

cette hypothèse. L’idée selon laquelle l’isomérase Pin1 peut exercer deux effets distincts 

sur la même protéine substrat est supportée par une étude récente montrant qu’en plus de 

permettre la dégradation protéolytique de la protéine c-Myc, Pin1 intervient pour 

augmenter son activité transcriptionnelle en favorisant son recrutement aux promoteurs 

de ses gènes cibles (Farrell et al. 2013). 

         Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer le rôle de Pin1 dans 

l’activation du facteur Sp1. Étant donné que le résidu Thr739 est présent au niveau du 

domaine D nécessaire pour son activité transcriptionnelle synergique ainsi que pour 

l’interaction de Sp1 avec des protéines partenaires régulatrices (Pascal & Tjian 1991; Lee 

et al. 1993; Doetzlhofer et al. 1999), il est possible que l'isomérase Pin1 augmente 

l’interaction de Sp1 avec des facteurs de remodelage de la chromatine ou des cofacteurs 

promouvant l’interaction Sp1-ADN. En accord avec cette hypothèse, une étude récente a 

démontré que Pin1 augmente la capacité de liaison du facteur de transcription c-Myc aux 

promoteurs de ses gènes cibles en facilitant le recrutement des facteurs de remodelage de 

la chromatine tels que p300, SNF5 (sucrose non-fermenting 5) et GCN5 (general control 

nonderepressible 5) (Farrell et al. 2013). Une autre possibilité est que Pin1 pourrait 

empêcher la liaison de Sp1 à des inhibiteurs transcriptionnels. Des essais futurs de co-

immunoprécipitation des complexes liés à Sp1 en présence et en absence de Pin1 

permettront ainsi de vérifier ces hypothèses. 

         Tel que mentionné précédemment, malgré que Sp1 et Sp3 sont fortement 

homologues et peuvent lier les mêmes sites Sp, certains gènes cibles sont communs à ces 

facteurs de transcription, alors que d’autres leur sont propres. Plusieurs hypothèses, dont 

le changement du ratio des protéines Sp1 et Sp3 au sein de la cellule, la différence entre 

les partenaires transcriptionnels de ces facteurs, ainsi que l’implication de certaines 

modifications post-traductionnelle spécifiques, ont été proposées et ont fait l’objet des 

études afin d’expliquer cette spécificité pour les gènes cibles. De façon intéressante, nos 

résultats montrent que l’effet de Pin1 sur l'affinité de liaison à l'ADN de Sp3 n'est pas 

aussi fort que sur Sp1. Cette régulation différentielle par Pin1 de la capacité de liaison de 
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ces facteurs à l’ADN nous laisse proposer que cette PPIase puisse jouer un rôle clé dans 

la spécificité d'expression des gènes cibles de Sp1. Il serait donc intéressant de 

déterminer si l’expression des gènes cibles spécifiques à Sp1 est sous le contrôle de 

l’isomérase Pin1. 

         Bien que le potentiel de liaison à l'ADN de Sp3 ne semble pas affecté par 

l’isomérase Pin1, celle-ci est un activateur important de ce facteur de transcription. En 

effet, la déplétion de Sp3 provoque une baisse dans l’expression du gène rapporteur 

dépendant de Sp1/3 dans des cellules surexprimant Sp3. Sachant que le résidu Ser73 est 

situé à proximité des domaines de transactivation A et B, impliqués dans l’interaction 

avec des facteurs et des coactivateurs nécessaires pour l’initiation de la transcription, il 

est donc fort probable que l'isomérase Pin1 facilite le recrutement de ces facteurs ou ces 

coactivateurs. Cette hypothèse expliquant le rôle de Pin1 sur l’activité de Sp3 pourrait 

être vérifiée par des essais d’immunoprécipitation de la chromatine et la détection des 

complexes transcriptionnels liés à Sp3 au niveau des séquences GC des gènes cibles en 

absence, et en présence, de Pin1. 

 

5.2.2 Importance de Pin1 dans l’expression du régulateur clé de 

l’homéostasie de l’oxygène, HIF-1, ainsi que dans les réponses médiées 

par Sp1 et Sp3     

         En raison de son importance dans l’induction des réponses adaptatives à l’hypoxie, 

le complexe HIF-1 subit un contrôle précis par différents régulateurs à plusieurs niveaux : 

transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel. Sp1 et Sp3 

sont considérés comme d’importants facteurs impliqués dans la régulation 

transcriptionnelle de HIF-1α. En effet, le promoteur du gène HIF-1A contient plusieurs 

sites de liaison Sp qui sont nécessaires pour son expression autant constitutive 

qu’inductible (Iyer et al. 1998b; Minet et al. 1999). De manière intéressante, nos travaux 

ont montré que Pin1 joue un rôle important dans la régulation de l’activité 

transcriptionnelle de Sp1 et Sp3, ce qui influence positivement l’expression génique de 

HIF-1α. Nos études contribuent donc à approfondir les connaissances concernant la 
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régulation transcriptionnelle de HIF-1α. Comme précédemment démontré au chapitre 2, 

Pin1 est un régulateur clé de l’activité de HIF-1 en agissant par isomérisation de sa sous-

unité α. L’implication de cette isomérase dans l’activation de Sp1 et Sp3 au promoteur de 

HIF-1A constitue donc un mécanisme supplémentaire pour la régulation de HIF-1 par 

Pin1, permettant ainsi une meilleure compréhension de la réponse hypoxique. 

         Sp1 et Sp3 sont reconnus comme étant des joueurs importants au niveau tumoral (Li 

& Davie 2010; Beishline & Azizkhan-Clifford 2014). L’importance de ces facteurs réside 

dans leur capacité à réguler l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la 

tumorigenèse dont la sous-unité α du complexe HIF-1 qui est au cœur des processus 

oncogéniques (Brahimi-Horn & Pouyssegur 2007; Semenza 2010a). D’ailleurs, une 

surexpression de la protéine HIF-1α associée à un mauvais pronostic  a été observée  dans 

diverses types de tumeurs (Zhong et al. 1999; Daponte et al. 2008). Ainsi, une bonne 

compréhension des mécanismes impliqués dans l’activation de Sp1 et Sp3 est d’un grand 

intérêt. Plusieurs modifications post-traductionnelles de ces facteurs, dont la 

phosphorylation par p42/p44 MAPK, ont été démontrées pour jouer un rôle clé au niveau 

de leur activité ainsi qu’au niveau des pathologies associées (Tan & Khachigian 2009; 

Chu 2012). Ainsi, l'inhibition ou l’activation des processus responsables de ces 

modifications ou de leurs régulateurs peut servir comme éventuelle stratégie 

thérapeutique dans le traitement de plusieurs pathologies où les facteurs Sp1 et Sp3 

semblent jouer un rôle important. D’ailleurs, il a été démontré que l’acide bétulinique, 

utilisé en tant qu’agent anticancéreux, permet la dégradation du facteur Sp1 en favorisant 

sa sumoylation impliquée dans le recrutement de l'ubiquitine ligase E3, RNF4 (Hsu et al. 

2012). La démonstration de l’implication de l’isomérase Pin1, qui joue également un rôle 

clé dans le développement tumoral (Bao et al. 2004; Zhou & Lu 2016), dans la régulation 

de l’activité de Sp1 et Sp3 ainsi que dans l’expression de HIF-1α permettrait donc une 

meilleure compréhension de la régulation des facteurs Sp1 et Sp3 ainsi que du réseau 

moléculaire unissant ces facteurs, HIF-1 et Pin1 dans un contexte pathologique, ce qui 

pourrait avoir un impact sur le plan thérapeutique.  

         Il est bien connu que les facteurs Sp1 et Sp3 jouent des rôles ambivalents, c'est-à-

dire qu'ils sont capables de réguler à la fois l’expression des gènes pro- et anti-
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apoptotiques, des gènes pro- et anti-angiogéniques, ainsi que des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeurs (DesJardins & Hay 1993; Kavurma et al. 2001; Kavurma & 

Khachigian 2003; Olofsson et al. 2007; Yuan et al. 2007b). Cependant, le mécanisme 

précis permettant une induction spécifique des gènes cibles dans différentes situations et 

contextes cellulaires est, à ce jour, encore mal défini. Il est donc envisageable que 

l’isomérase Pin1 soit impliquée dans la spécificité de réponse en permettant une 

régulation sélective des gènes cibles. De façon conceptuelle, il sera alors nécessaire 

d’évaluer si la régulation de Sp1 et Sp3 par Pin1 est importante pour l’expression de 

certains gènes cibles de Sp1/3. Une analyse de l’expression génique sur micropuce à 

ADN dans un contexte ou l’isomérase Pin1 est inactive ou absente permettrait d’identifier 

les gènes modulés spécifiquement par Pin1. Cette étude ouvre des perspectives 

intéressantes quant à l’élaboration des stratégies thérapeutiques susceptibles d’inhiber des 

réponses biologiques spécifiques induites par Sp1 et Sp3 dans un contexte donné. 

 

5.3 Régulation de l’induction non-hypoxique de HIF-1α chez 

les VSMC par PD184161      

         Dans le chapitre 4, nous avons présenté l’inhibiteur de la voie p42/p44 MAPK, le 

PD184161, comme un suppresseur de l’induction non-hypoxique de HIF-1α. Plus 

précisément, nous avons montré que PD184161 diminue le niveau protéique de HIF-1α, 

chez les VSMC traitées par des agents inducteurs de cette protéine, en bloquant la 

génération de mtROS associée. Ceci entraine le rétablissement du niveau intracellulaire 

d'ascorbate et l’augmentation de son ciblage vers la dégradation protéasomale dépendante 

de l’axe PHD/pVHL. 

 

5.3.1 Importance de PD184161 dans les réponses induites par les 

mtROS  

         Les mtROS sont considérées comme d’importants médiateurs des réponses induites 

par l’Ang II (Kimura et al. 2005a; Caldiz et al. 2007; De Giusti et al. 2008; Doughan et 

al. 2008; De Giusti et al. 2009; Caldiz et al. 2011). Notre équipe de recherche a démontré 
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que l’Ang II induit la protéine HIF-1α principalement par un mécanisme dépendant de la 

génération des mtROS (Patten et al. 2010). En diminuant le niveau intracellulaire de 

l’ascorbate via la production des mtROS, l’Ang II inhibe l’activité des PHD, stabilisant 

ainsi la sous-unité α du complexe HIF-1 (Page et al. 2008; Patten et al. 2010). De façon 

intéressante, nos travaux ont montré que le PD184161 est un agent capable d’inhiber la 

production des mtROS par l’Ang II, ce qui entraine la déstabilisation de la sous-unité 

HIF-1α. Par ailleurs, les mtROS agissent non seulement sur le facteur HIF-1 mais 

également sur plusieurs autres facteurs de transcription et sentiers de signalisation. Plus 

particulièrement, il a été démontré que les mtROS induisent la phosphorylation de 

l’inhibiteur IκB par l’activation de la kinase IKK, ce qui conduit à sa dégradation 

protéasomale et, par conséquent, la translocation nucléaire et l'activation de NF-κB 

(Wang et al. 2002). Ainsi, PD184161 est un inhibiteur qui agit non seulement sur 

MEK1/2 et HIF-1, mais également sur la voie NF-κB, qui est à son tour activée par l’Ang 

II d’une manière ROS-dépendante (Brasier et al. 2000). Une telle activation a été 

démontré pour contribuer à la pathogenèse de plusieurs maladies cardiovasculaires, 

notamment la rigidité artérielle causée par la calcification, l’hypertension artérielle et 

l’athérosclérose (Takahashi et al. 2007; Jia et al. 2012; Liu et al. 2016). Étant donné que 

l’Ang II joue un rôle déterminant dans plusieurs processus biologiques des VSMC, ainsi 

que dans diverses pathologies associées, nous pensons donc que l’identification d’un 

nouveau inhibiteur des médiateurs importants des réponses physiopathologiques de l’Ang 

II sera importante dans le domaine de la biologie vasculaire. 

 

5.3.2 Rôle potentiel de PD184161 dans le traitement des pathologies 

associées aux VSMC  

         Les VSMC constituent la composante cellulaire majoritaire des vaisseaux sanguins, 

qui jouent un rôle crucial dans le maintien du tonus vasculaire grâce à leur capacité 

contractile. Outre leur rôle physiologique important, ces cellules, situées au niveau de 

l’intima, sont impliquées dans le développement de plusieurs maladies vasculaires à 

remodelage (VRD) telles que l’athérosclérose et l’hypertension artérielle (Campbell & 

Chamley-Campbell 1981; Owens 1989; Rudijanto 2007). En effet, en situations 
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pathologiques (ex: atteinte vasculaire), ces cellules peuvent changer leur phénotype 

contractile non proliférant vers un phénotype synthétique caractérisé principalement par 

une prolifération et une migration cellulaire accrue, ce qui perturbe l'intégrité vasculaire 

et contribue fortement au phénomène de remodelage vasculaire (Campbell & Chamley-

Campbell 1981). En régulant l’expression des gènes impliqués dans l’angiogenèse, la 

prolifération et la migration cellulaire, le facteur HIF-1 joue un rôle majeur dans ce 

changement phénotypique, et par conséquent dans le phénomène du remodelage 

vasculaire (Lambert et al. 2010; Rey & Semenza 2010; Lim et al. 2013). D’ailleurs, 

plusieurs études ont souligné la forte association entre l’activation accrue de HIF-1 et le 

développement des VRD telles que l’hypertension pulmonaire et l’athérosclérose (Veith 

et al. 2014; Liu et al. 2016). Il est largement reconnue que la protéine HIF-1α est induite 

dans les VSMC, en plus que par l’hypoxie, par plusieurs stimuli non-hypoxiques dont 

l’Ang II et le PDGF (Richard et al. 2000) qui contribuent également à la pathogenèses 

des VRD (Raines 2004; Montezano et al. 2014). Étant donné que l’induction de la 

protéine HIF-1α représente un phénomène important au cœur des pathologies associées 

aux VSMC, l’identification d’agents susceptibles de bloquer cette induction est donc 

importante pour développer un traitement efficace contre ces pathologies. De façon 

intéressante, nos travaux ont permis de mette en lumière un inhibiteur de l’induction non-

hypoxique de HIF-1α chez les VSMC, le PD184161. D’après ces résultats prometteurs, le 

PD184161, ou un composé dérivé, pourrait avoir un potentiel thérapeutique intéressant 

dans le traitement des VRD. Certes, il est crucial d’évaluer le rôle de cet inhibiteur dans 

les réponses cellulaires ainsi que dans la physiologie des VSMC. Pour ce faire, il serait 

intéressant d’étudier l’effet de PD184161 sur des processus biologiques impliqués dans le 

remodelage vasculaire tels que la migration et la prolifération cellulaire qui sont médiés 

par HIF-1. Par la suite, il est également important d’étudier son effet sur le remodelage 

vasculaire chez un modèle animal, où la protéine HIF-1α est induite par des stimuli non-

hypoxiques, suite à l’application d’une lésion au niveau de l’artère carotide où suite à un 

régime riche en cholestérol. Il est intéressant de mentionner que l’activation de la voie 

p42/p44 MAPK par plusieurs stimuli dont l’Ang II et le PDGF est également importante 

au niveau du remodelage vasculaire (Lee et al. 2007; Abe et al. 2008). Étant donné que 
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PD184161 est un inhibiteur de MEK 1/2, il n’est pas exclu que les effets qui seront 

observés lors de ces études soient aussi une conséquence de l’inhibition de la voie 

p42/p44 MAPK, en plus de la suppression de HIF-1. Ceci souligne encore plus l’intérêt 

de l’utilisation de cet inhibiteur possédant un double avantage. Toutefois, afin de définir 

un rôle plus spécifique de PD184161 dans les réponses vasculaires méditées par HIF-1, 

indépendamment de la voie p42/p44 MAPK, il serait intéressant de générer un composé 

dérivé ayant un effet sur HIF-1 mais pas sur MEK 1/2. 

            La transdifférenciation des VSMC en cellules de phénotype ostéoblastique avec 

calcification est également un phénomène qui contribue au remodelage vasculaire et, par 

conséquent, à l’augmentation de risque de complications cardiovasculaires. Une étude 

récente réalisée au sein de notre laboratoire a permis de montrer que l’Ang II joue un rôle 

déterminant dans l'augmentation de la calcification des VSMC dans un milieu riche en 

phosphate inorganique (HiPO4)2. De plus, l’induction de HIF-1 a été démontré pour 

favoriser la transdifférenciation ostéogénique et la calcification des VSMC induites par 

HiPO4 (Mokas et al. 2016). À la lumière de ces études, nous avons souhaité évaluer 

l’effet inhibiteur de PD184161. De façon intéressante, nos travaux préliminaires ont 

montré que le PD184161 baisse fortement la calcification des VSMC induite par HiPO4 

et Ang II, comparativement à PD98059, un autre inhibiteur de la voie p42/p44 MAPK. 

Ceci suggère que le PD184161 possède un potentiel thérapeutique prometteur au niveau 

des pathologies associées à la calcification vasculaire induite par une hyperphosphatémie, 

qui peut être une conséquence majeure d’insuffisance rénal chronique (IRC). À ce 

propos, il serait intéressant, dans une prochaine étape, d'investiguer davantage ce 

potentiel thérapeutique in vivo dans un modèle animal en IRC, causé par l'ablation 

chirurgicale de la masse rénale, et soumis à un déséquilibre minéral (phosphate 

inorganique élevé, calcitriol) et à une perfusion sous-cutanée de l’Ang II. Cette étude 

ouvre donc une nouvelle perspective quant à la découverte d’un nouvel agent 

                                                           

2 Bisson SK, Ung RV,  Richard DE, Agharazii M, Lariviere R. Blood pressure-independent regulation of 
vascular stiffness and calcification by angiotensin II (Ang II) and endothelin 1 (ET1). In preparation. 2017. 
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thérapeutique pour le traitement des pathologies vasculaires où HIF-1 est un déterminant 

principal. 
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Chapitre 6: Conclusion 

         Le facteur de transcription HIF-1 est un médiateur principal des réponses 

adaptatrices permettant la survie des cellules dans un environnement pauvre en oxygène. 

En régulant l’expression d’une multitude de gènes impliqués dans le maintien de 

l’hémostasie cellulaire, HIF-1 joue un rôle capital dans divers processus physiologiques 

et pathologiques, notamment le remodelage vasculaire et la progression tumorale. Ainsi, 

une meilleure compréhension des mécanismes de sa régulation est d’un grand intérêt.   

         Nos travaux identifient la peptidyl-prolyl isomérase Pin1 comme un régulateur 

important de HIF-1. En effet, nos résultats mettent en évidence deux nouveaux 

mécanismes de régulation de la sous-unité HIF-1α par Pin1 : la régulation 

transcriptionnelle et la régulation post-traductionnelle. En interagissant avec HIF-1α, 

Pin1 module positivement l’activité transcriptionnelle de HIF-1 et permet une régulation 

différentielle de ses gènes cibles. Jusqu’à ce jour, aucun rôle clair des modifications post-

traductionnelles de HIF-1α sur l’expression de ses gènes cibles n’a été démontré. Nous 

croyons que la détermination du mécanisme moléculaire par lequel HIF-1 active 

spécifiquement certains gènes cibles, permettant ainsi une réponse biologique précise, 

aide à mieux comprendre l’implication de HIF-1 dans certains cas pathologiques. De 

plus, nous avons montré que Pin1 intervient également dans l’activation des facteurs de 

transcription Sp1 et Sp3, des régulateurs positifs de l’expression du gène HIF-1A, ce qui 

constitue un mécanisme supplémentaire pour la régulation de HIF-1 par Pin1. Étant 

donné que Pin1 joue un rôle important dans plusieurs types de cancers humains, une 

meilleure compréhension du rôle de cette protéine dans la régulation du HIF-1 s’avère 

donc essentiel pour son utilisation thérapeutique éventuelle. 

         D’autre part, nos travaux ont permis d’élucider un nouveau rôle d’un inhibiteur de 

MEK 1/2 couramment utilisé, le PD184161. Nous avons démontré que ce dernier est 

capable de bloquer l’induction non-hypoxique de la protéine HIF-1α dans des cellules 

vasculaires, les VSMC. HIF-1 est reconnu pour son rôle majeur dans le système 

vasculaire et son activation contribue à la pathogenèse de diverses maladies associées aux 

VSMC. Nous pensons donc que l’investigation de l’effet négatif de PD184161 sur la 
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stabilité de HIF-1α sera importante pour les études futures afin d’éclaircir le rôle de HIF-

1 dans la biologie vasculaire. 

         En résumé, nos travaux contribuent à identifier et à améliorer les connaissances sur 

des régulateurs importants de HIF-1. Considérant l’important rôle physiologique et 

pathologique de HIF-1, nos travaux permettront une meilleure compréhension de la 

régulation de ce facteur et mèneront à l'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques 

pour diverses pathologies où HIF-1 est un joueur important. 
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Annexe 1 
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Figure Annexe 1: Étude de l’implication de Pin1 dans la régulation des gènes cibles 
de HIF par micropuce à ADN (microarray). Des ARN totaux de cellules HeLa 
transfectées avec un siRNA contrôle, un siRNA contre HIF-1/2α ou Pin1, puis incubées 
ou non en hypoxie pendant 8 heures, ont été extraits pour effectuer une analyse de 
l’expression génique sur micropuce à ADN (microarray). (A) Régulation sélective des 
gènes cibles de HIF par Pin1. Nombre des gènes pour HIF, Pin1 et HIF/Pin1 identifiés 
par analyse des donnés de microarray (B) Représentation graphiques de principales 
fonctions biologiques régulées par HIF-1 et Pin1. Ces fonctions correspondent à un set 
des gènes cibles de HIF-1 et Pin1 et sont présentées en score d’enrichissement calculé en 
ligne sur le site David bioinformatics (https://david.ncifcrf.gov). 
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Annexe 2 

 

 

 

 

Figure Annexe 2: Pin1 n’affecte pas l’interaction entre HIF-1α et HIF-1β. Des 
cellules HeLa ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre Pin1 (siPin1) ou 
contrôle (siCtrl). 48 heures après la transfection, les cellules ont été incubées avec le 
cobalt (CoCl2) durant 2 heures. Des extraits protéiques de ces cellules ont été par la suite 
préparés pour effectuer des essais de co-immunoprécipitation (IP) avec des billes 
couplées avec un anticorps dirigé contre HIF-1α, suivies d’une analyse en 
immunobuvardage en utilisant les anti-corps anti-HIF-1α, anti-HIF-1β et anti-Pin1. 
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Annexe 3 

 

 

Figure Annexe 3: Pin1 n’a aucun effet sur la localisation cellulaire de HIF-1α. Des 
cellules MEF provenant de souris sauvages (MEF Pin1+/+) ou de souris dont le gène Pin1 
a été inactivé (MEF Pin1-/-) (A) et des cellules HeLa privées de sérum et traitées ou non 
avec un inhibiteur de la voie p42/p44 MAPK, le PD98059 (50 μM) (B), ont été  incubées 
avec le CoCl2 (200 μM) pendant 1 heure puis fixées avec le formaldehyde. Des essais 
d'immunofluorescence ont été effectués en utilisant des anticorps anti-HIF-1α, anti-Pin1 
et du 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI). 
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Annexe 4 

 

Figure Annexe 4: Pin1 régule la liaison de HIF-1 aux séquences HRE des gènes 
cibles. Des cellules HeLa ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCtrl) ou des 
siRNA dirigés contre Pin1 (siPin1) ou HIF-1α (siHIF-1α). 48 heures après la transfection, 
les cellules ont été incubées avec le CoCl2 (200 μM) durant 2 heures. Des extraits 
nucléaires de ces cellules ont été préparés et analysés par immunobuvardage en utilisant 
les anti-corps anti-HIF-1α, anti-Pin1 et anti- p42/p44 MAPK (A). Les extraits nucléaires 
ont été incubés dans une plaque à 96 puits revêtue d'oligonucléotides contenant une 
séquence HRE du gène VEGF (HRE-VEGF) (B) ou la séquence HRE du gène PFKFB4 
(HRE-PFKFB4) (C). La liaison de HIF-1 à l'ADN a été détectée en utilisant des anticorps 
anti-HIF-1α et anti-HIF-1β. Les résultats représentent une moyenne ± SEM de deux 
expériences indépendantes réalisées en triplicata. * P<0,05, ** P< 0,01 et *** p <0,001 
par rapport aux cellules contrôles non traitées ou traitées avec le CoCl2.  


