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INTRODUCTION

PARTIE I: GENERALITES SUR LA PROTEINE GSK-3

Chapitre I
BIOSYNTHESE ET STRUCTURE DE GSK-3

I. Clonage et biochimie de GSK-3a et b

GSK-3 eg une protéine présente en fable quantité dans les muscles squeettiques et le
cerveau. L'enzyme a é&é purifiée a homogénété pour la premiere fois en 1982, dans les
muscles squelettiques, par Hemmings e ses collaborateurs (96). L'isolement de la protéine a
éé fadlité par I'utilisation dune colonne deffinité contenant un peptide dont la Séquence
correspond aux sSites de phosphorylation de la glycogéne synthase. GSK-3 ne se fixe que sur
le peptide préaablement phosphorylé par la caséine kinase Il. Aprés sequencage de peptides,
des amorces oligonucdéotidiques ont &é synthétistes e utilistes pour amplifier un fragment
de I'ADNc (Acide DésoxyriboNucléique complémentaire) de GSK-3 par PCR («Polymerase
Chain Reaction»). Ce fragment a ensuite servi de sonde pour cribler une banque dADNc de
cerveau de rat. Deux séquences ont aind éé isolées. La premiere code pour un polypeptide
de 51 kDa dont la séquence correspond a une isoforme de GSK-3: GSK-3a. Le deuxieme
ADNCc possede une sequence codant pour une protéine de 47 kDa. Les 30 kDa centraux de la
protéine sont identiques & 98 % a ceux de GSK-3a. Cette protéine a é&é nommée GSK-3b.

Ces deux GSK-3 sont deux protéines différentes issues de deux génes différents.

I1. Régulation de 1l'activité de GSK-3

Apres avoir éé isolée de différents tissus, GSK-3 demeure active, suggérant qu' dle ne
nécessite pas de co-facteurs e qu' dle et active de fagon conditutive. Le fait que GSK-3
inhibe la plupart de ses subgtrats est en accord avec une activité condtitutive qui laisserait ces
substrats dans un stade inactif jusgu'a une déphosphorylation activatrice.

L’activité de GSK-3b est inhibée par différentes voies de sgndisation (la voie Wnt et la
voie dinhibition de |'apoptose passant par Akt) and que par la phosphorylation par la

protéine kinase C.
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Par alleurs, des éudes récentes ont montrées que l'inhibition de GSK-3b par le lithium
réduit la phosphorylation de Tau (103, 126, 170, 233, 272, 283). Le lithium inhibe GSK-
3b avec un Ki denviron 2 mM, une concentration proche de celle utilisée en thérapie dans les

cas de désordres bipolaires (psychose maniaco-dépressive) (126 , 233).

ITI. Les substrats de GSK-3

GSK-3b phosphoryle pluseurs proténes qui interviennent dans des mécaniames
cdlulaires tres variés. En effet, I'activité kinase de GSK-3 a pour cible IRS-1 (synthése du
glycogene) (55), le facteur dinitiation de la traduction elF2B (264), les facteurs de
transcription c-jun (173), CREB (64), NF-ATc (12), b-caénine (92), C/EBPa (207) e les
protéines associées aux microtubules MAP-1B (77, 155) e Tau (104, 152, 231, 259)
(égdement impliquées dans lamdadie d' Alzheimer).

In vitro, GSK-3 phosphoryle ¢Jun e ¢Myc sur des stes également phosphorylés dans les
cdlules. Ces modifications de c-Jun empéchent sa fixation a 'ADN. Par alleurs, in vitro,
GSK-3 est inhibé par la protéine kinase C qui fait partie de la voie de réponse aux esters de
phorbol comme c-Jun. (76).

La GSK-3b tend a phosphoryler des résidus Ser/Thr dans un environnement riche en
proline. Cependant, les sites de phosphorylation des substrats de GSK-3b ne présentent pas de
séquence consensus dricte (Tableaux 1).

RPASVPPSPSL SRHSSPHQSEDEE Glycogéne synthase
LLNASGSTSTPAPSRTASFSESR ATP-citrate lyase
Al FKPGFSPQPSRRGSESSEEVY  G-subunit

GLMKI DEPSTPYHSM GDDDDAY inhibiteur-2
KEEPQTVPEMPGETPPLSPI DMESQER c-dun
DI WKKFELLPTPPLSPSSRRSG c-Myc
DI WKKFELVPSPPTSPPWGL L-Myc

Tableau 1- Séquences des sites phosphorylés par GSK-3b.
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Chapitre II

LES ROLES BIOLOGIQUES DE GSK-3

La "Glycogen Synthase Kinase-3" (GSK-3) et une protéine s&ingthréonine kinase
intervenant dans divers processus celulaires auss variés que le développement embryonnaire,
la prolifération celulaire, I'spoptose, les fonctions neuronaes ou le rythme circadien (Figure
1). En raison de son activité ubiquitaire, GSK-3 est impliquée dans différentes maadies telles

gue les cancers, lamadadie dAlzheimer et le diabéete.

sFRP Facteurs de survie

Wntr)
Frzl?ﬁ\“ Récepteurs membranaires

Dsh PI3K
CK2 PDK1
CKl Frat]
Akt . .
B56, PP2A l /\ GS===> SYNTHESE DE GLYCOGENE

PP2A \
Axine .:—_ ] D-caténine =—=> LEF/TCF —= Cycline D1
APC / [ \ cdké
I — 15

bTtCP

U Gl =——=— g

APOPTOSE Maladied’Alzheimer CYCLE CELLULAIRE

Suppresseur de tumeur

Oncogene
Figure 1- Lesdifférentsrélesde GSK-3b.
I. Découverte de GSK-3: 1a voie de synthese du glycogéene

L’insuline est produite par les flots de Langerhans du pancréas. Cette hormone joue un
role essentid dans la régulation de la glycémie en gimulant notamment la mise en réserve du
glucose dans les celules du foie, des muscles et des tissus graisseux. Sa secrétion augmente
lorsgue le taux de sucre saccroit dans le sang. La connaissance du mode daction de I'insuline
sur le plan moléculare a pemis déucider, au moins en patie, les mécanismes qui sous
tendent les pathologies qui lui sont associées (digbete, obésité, hypertension) (13).

Lorsque l'insuline se lie a son récepteur, congtitué de deux chaines a et b, deux
événements clés, requis pour toute action de I'hormone, se produisent au niveau de la chaine b

intracytosolique.  L’enchainement des évenements agorés fixation de Iinsuline sur  son
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récepteur suit un ordre temporel qui a auss éé décrit au niveau des récepteurs des facteurs de
croissance. |) phosphorylation de certaines tyrosnes, 2) simulation de l'activité tyrosne
kinase intrinseque. Dans le cas paticulier de I'insuline, le récepteur peut dors phosphoryler
les tyrosnes de deux proténes cytosoliquess IRS1L (Insulin Receptor 1) & Shc (Src
homology2/dpha collagen). Ces derniéres vont Sassocier a des protéines possédant un ou
pluseurs domaines SH2 (Src Homology 2). A ce niveau de la transmisson du sgnd, il a é&é
suggéré que la nature des complexes polypeptidiques associés a IRS 1 e Shc serait un
dément déerminant dans la diversfication des voies de Sgndisation qui conduisent aux
effets biologiques. Trois réponses cdlulaires ont éé particulierement éudiées. le transport du
glucose, la synthese du glycogéne et la croissance cdlulaire. L'augmentation du trangport de
glucose dans les tissus insulino-sengbles requiert tout d'abord l'association de IRSL a la
phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K). La protéine Akt (ou PKB pour Protéine Kinase B),
régulée par PI3K, intervient dans la trandocation du trangporteur de glucose (GLUT4) a la
membrane plasmique, dans la synthese de GLUT1 et dans I'activation de la 6 phosphofructo-
2-kinase (238, 260). On peut dors observer la trandocation des molécules transporteuses de
glucose a partir dun pool intracdlulaire, vers la membrane plasmique. C'est I'augmentation du
nombre de transporteurs au niveau de la membrane plasmique qui permet une entrée massve
de glucose dans la cdlule. La connaissance compléte de cette voie de sgndisation sera dun
grand intérét pour la comprénhension de la pathologie du digbéte.

La voie de dgndisaion qui conduit a la synthese de glycogéne a éé ducidée
récemment. Dans un premier temps IRS sassocie a une molécule adaptatrice Grb2 (Growth
binding protein 2), puis ce complexe, par l'intermédiaire de la protéine Sos (Son of sevenless),
active le produit du proto-oncogene Ras. Ras interagit dors avec Raf et une cascade de
phosphorylations de proténes sensuit, impliquant dans l'ordre, la MAPKK (Mitogen
Activated Protein Kinase Kinase), MAPK et la RSK (Ribosomal S6 kinase). La S6 kinase va
phosphoryler la protéine phosphatase 1 (PP1) qui active la glycogene synthase.

Pour ce qui est du sgnd mitotique la premiere éape requiert I'association de Shc avec
Grb2. Ce complexe active la voie RaMAPK. Cette derniere enzyme phosphoryle des
facteurs qui régulent la transcription des genes impliqués dans la progresson du cycle
cdlulare (c-fos, c-jun). Actuelement, pour expliquer les réponses multiples de I'insuling, on
recherche de nouvelles molécules qui peuvent interagir avec le récepteur de linsuline ang
guavec IRSL car eles peuvent représenter un mécanisme potentiel important de divergence

des voies de sgndisation. Lavoie de synthése du glycogene est schématisée sur lafigure 2.
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Figure 2— Implication de GSK-3b dansla voie de synthése du glycogéne.

L’activation de la voie RasMAPK par linsuline aboutit égdement a ' activation de la
glycogene synthase (GS) en favorisant sa déphosphorylaion par la protéine phosphatase 1
(PP1) (Figure 2). Des protéines kinases capables de phosphoryler et donc d'inhiber la
glycogéne synthase in vitro ont éé identifiées par plusieurs équipes. Dans la nomenclature de
Cohen, ce sont les «Glycogen Synthase Kinases» (GSK) 1 a5:

- CAMP-dependent protein kinase

- phosphorylase kinase

-facteur A, ACLK (MFPK), shaggy, zeste-white3 = GSK-3
-none

-ca@nekinase Il
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Les dtes de la GS phosphorylés en absence dinsuline et déphosphorylés gpres traitement par
cette hormone ont éé identifies dans les cdlules musculares squdettiques chez I'animal.
Seule une GSK' phosphoryle ces mémes dtes, la GSK-3b. L'inauline inhiberait donc GSK-3b
et/ou activerait |a phosphatase spécifique de ces Sites.

GSK-3b phosphoryle et inactive GS, mais phosphoryle et active le complexe phosphatase-
linhibiteur-2 qui déphosphoryle e active GS. Cest pourquoi la protéine GSK-3 est
égdement appelée Facteur A (Fa) pour sa capacité a activer la forme dépendante de
Mc?*/ATP de |a phosphatase PP-1 appelée Fc (56).

Eldar-Finkedman et ses collaborateurs ont mis en évidence une interaction entre GSK-3 et
IRS-1. GSK-3 phosphoryle IRS-1 de telle facon que cette proténe inhibe I'activité tyrosne
kinase du récepteur a I'insuling, in vitro. Aind non saulement GSK-3 inhibe la Glycogene

Synthase mais en plus elle atténue I’ action de I’ insuline sur son récepteur (55).

II. Le cycle cellulaire

II.1. Généralités

Chez les eucaryotes, le cycle celulaire et composé de 4 phases: G1 (intégration des
dgnaux mitogéniques ou antimitogéniques et préparaion du processus de réplication de
I’ADN), S (synthese de I’ADN), G2 (préparation du processus de divison) e M (Mitose:
sagrégation dans deux noyaux sgparés des chromosomes répliqués et cytokinese). La mitose
saccompagne dune réorganisation de la dructure cdlulare avec rupture de l'enveloppe
nucléaire, condensation de la chromatine, formation du fuseau de divison et réorganisation du
cytosguel ette.

L’ enchainement correct des étapes successives du cycle cdlulaire est assuré par une
famille de <&rinethréonine kinases dépendantes des cyclines ou Cdk («cycline-dependent
kinase», Cdkl a 9) (Figure 3). L activité des Cdks dépend, entre autre, de I’ association avec
une sous-unité régulatrice gppelée cycline (cydines A a H et T) dont I'expression ponctuelle
conditionne la chronologie dactivation de ces kinases. D’autres protéines kinases (Polo,
Mytl, Weel...) et phosphatases (Cdc25A, Cdc25 B, Cdc25C, la phosphatase 2A...)
controlent positivement ou négativement I'activité de ces complexes Cdk/cycline (Figure 3).
L’interaction de ces complexes Cdk/cycline avec des proténes inhibitrices (CKI: «Cdk
Kinase Inhibitor») conditue un autre syséme de régulation et entraine I'inactivation des Cdks
lors danomdies de la machinerie cdlulaire. Certaines Cdks (Cdk 1, 2, 3, 4 e 6) sont
impliquées dans la coordination du cycle par phosphorylation de substrats spécifiques
(hisone H1, lamines, pRb...etc). D'autres Cdks interviennent dans la régulation de la
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transcription (Cdk 7, 8 e 9) ou encore dans les mécanismes de différenciation neuronde
(Cdk5). D’autre part, les changements de locdisation intrecdlulare de ces différentes
protéines jouent égadement un réle prépondérant dans le déroulement du cycle de division.
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Figure 3 Les différentes interactions protéiques activatrices et inhibitrices au cours des
4 phasesdu cyclededivision cdlulaire.

I1.1.1. La transition G1/S

L’intégration des sgnaux mitogéniques et antimitogéniques extrecdlulaires s fat en
phase G1 par le contréle de I’activité des Cdks associées a la cycline D. Les cyclines de type
D (D1, D2 et D3) sont synthétisées et se complexent avec Cdk4 ou Cdk6 en réponse a des
facteurs de croissance. Ces complexes inactivent la proténe du rétinoblastome (Rb) en la
phosphorylant, entrainant aing la libération du facteur de transcription E2F (93). Ces facteurs
interviennent dans I'éaboration de nombreuses protéines nécessares notamment a la
progresson du cycle cdlulare au niveau de la trandtion G1/S e de la phase S Les

complexes Cdk/cycline D ont égdement pour réle de titrer les inhibiteurs de Cdk tels que
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p27¢iPL ou p21CPYWAFL e qui fadlite I'activation du complexe Cdk2/cycline E et ang
I’entrée en phase S (217).

La phosphatase Cdc25A est également nécessaire a la régulation des trangitions GO/GL
et G1/S (101, 117). Elle déphosphoryle et active le complexe Cdk2/cycline E a la trandtion
G1/S et Cdk2/cycline A en phase S. Le niveau de la protéine Cdc25A ne varie pas au cours du
cycde cdlulare, mas son activité et régulée en fonction des phases du cycle de divison.
Cdc25A est trés peu active en phase G1 mas son activité augmente a la trangtion G1/S.
Cdc25A est phosphorylée e activée a la trangtion GUS par le complexe Cdk2/cycline E.
D’autre part, la phosphatase Cdc25A < lie a et déphosphoryle Cut, une protéine qui se lie au

promoteur du géne codant pour la p21CPYWAFL

et réprime son expresson (36). Cette
déphosphorylation de la protéine Cut entraine une augmentation de la répresson exercée sur
le promoteur du géne codant pour la p21SPYWAFL  Cette inhibition de la p21SPYWAFL fadilite

I" activation des complexes Cdk2/cycline E puis Cdk2/cycline A (174).

I1.1.2. La transition G2/M

L'entrée en mitose et déclenchée par I'activation du MPF ou «M-phase Promoting
Factor» (163, 176). Le MPF et un facteur intracdlulaire universe responssble de la
trangtion G2/M du cycle cdlulare. Des expéiences de micro injection & de transfert de
cytoplasme entre différentes espéces, ont montré que ce facteur est présent de la levure a
I'nomme et et dépourvu de specificité despece (52). Il est actif dans les cdlules en divison
telles que les levures, les ovocytes déoile de mer, les caufs doursin et de xénope et les
cdlules de mammiferes. Ce MPF et conditué de trois sous-unités protéiques. la proténe
kinase p34°“? (Cdkl chez I'homme), sous-unité catdytique codée par le géne cdc2; la
cydine B et la sous-unité régulatrice et la protéine p9ciSsY2 qui gppartient & la famille
des CdkBP (“Cdk Binding Protein”). Cette protéine p9 interagit fortement avec p34®c? et
sebilise le complexe p34®?/cycline B. Aprés son activation, le complexe et dirigé vers le
noyau et exerce son activité sur différents subsrats (histone H1, lamines, c-abl,...etc) (35).

L’activation de la p34°2 et due & la fixation de la cydine B (synthétisée & la fin de la
phase G2 & dérute en fin de mitos e a un méanigne de
phosphorylations/déphosphorylations. En effet, dans un premier temps, des sa liason a la
cydline B, la p34°°? est phosphorylée sur ses résidus thréonine-14 et tyrosine-15 (Situés dans
le domane de fixation de I'ATP ou Adénosine TriPhosphate) ans que sur le résdu
thréonine-161. Les kinases issues des genes weel, mikl et mytl sont responsables des
phosphorylaions des résidus thréonine-14 et tyrosine-15. La phosphorylation du résidu
thréonine-161 est assurée par la CAK («Cdk-Activating Kinase» correspondant a la
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cdk7/cycline H ou p40MO™®) (224). Ce complexe phosphorylé sur les trois sites, appelé pré
MPF, est inactif. Dans un second temps, I'activation du pré&MPF en MPF actif est réaisé par
déphosphorylation de la tyrosine-15 et de la thréonine-14 par la phosphatase p80°°%C ou
Cdc25C (53). La phosphatase Cdc25C est donc directement responsable de l'entrée des
cdlulesen phase M (116).

Cdc25C et activee par phosphorylation sur des s&rines et des thréonines au cours de la
trangtion G2/M (100, 113, 132). Chez I’homme, la protéine 14-3-3 se lie & Cdc25C
phosphorylée sur la s&rine-216 par la proténe kinase GTAK1 (Cdc twenty-five C associated
kinase). Cdc25C est phopshorylée sur la sérine-216 uniquement en interphase et pas en mitose
et le complexe Cdc25C/14-3-3 n'est présent qu’en interphase et pas en mitose (191, 192). On
retrouve chez le xénope (133). La proténe 14- 3-3 inhibent Cdc25C avant I’ entrée en mitose.

La phosphatase Cdc25C est é@dement régulée par phosphorylation. La protéine kinase
responsable de |’ activation de Cdc25C a été isolée. 1l S agit de la protéine kinase Polo.

La régulation du MPF réaulte donc de I'équilibre entre les effets inhibiteurs de kinases
teles que pl07"*! e Mytl et les effets activateurs de phosphatases telle que Cdc25C. Le
phénomene d auto-amplification de l'activation du MPF pourrait sSexpliguer par une réro
inhibition de la p107"**! et/ou par une réro activation de Cdc25C exercée par les premiéres
molécules de MPF activées (Figure 4).

o

1
L—' PP2A ) —p 1
Weel @
Y15 kinase

/

) o<

APC O O
Cdine®) " Coyeline B —®
_— cdc2 - > cdc2 cdc2
—— T14Y15T161 @ @
®) OO O

i

®
T14Y15T161 Weel
Y15 kinase

CIBLES

MPF inactif MPF inactif MPF inactif MPF actif MPF inactif

- - —
G2 M Gl

Figure 4 - Régulation del'entrée en phase M par le complexe p34%?/cycline B.
Le complexe p34°®?/cycline B est régulé par la phosphatase Cdc25 C, ele-méme activée par
laprotéine kinase Polo.
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I1.2. Implication de GSK-3 dans la régulation du cycle cellulaire

La divison des cdlules est contrdlée par différentes voies de dgndisation qui
impliquent des facteurs extracdlulaires et de nombreuses proténes internes a la cdlule. Le
cycle cdlulare et donc soumis a de nombreuses cascades d'activation e d'inhibition.
L’intégration de toutes ces données par la celule entréine sa divison, sa différenciation ou
son maintien dans un stade quiescent. GSK-3 fait partie de ces proténes internes et intervient

danslarégulation du cycle cdlulaire au niveau de latrangtion GL/S (Figure 3).

I1.2.1. GSK-3 et la cycline D1

La cycdine D1, complexée aux différentes Cdks, se locadise dans le noyau en phase G1
pour exercer son activité. Elle est ensuite exportée vers le cytoplasme lors de la trangtion
G1/S du cyde cdlulaire (10). Diehl et ses collaborateurs ont montré que la phosphorylation
de la cycline D1 sur la thréonine-286 est nécessaire a la relocdisation de la protéine vers le
cytoplasme (48). Cette phosphorylaion sur le résidu thréonine-286 qui préceéde la proline-287
pres de la région C-terminde de la protéine et égdement nécessare a sa dégradation par
protéolyse dépendante de [I'ubiquitine due au protéasome. Or, il appadit que la
phosphorylation de la cycline D1 sur ce méme résidu et assurée par GSK-3b. GSK-3b est
locdisée principdement dans le cytoplasme (15). Diehl et ses collaborateurs ont cependant
montré par immunohisochimie que sa locdisation intracdlulaire varie au cours du cyde. En
effet, GSK-3b est exclusvement cytoplasmique en phase Gl e gppadt ensuite a la fois
cytoplasmique et nucléaire au niveau de la phase S. D’autre part, il a éé rapporté que GSK-3b
interviendrait dans I'export nucléaire di au facteur de transcription NF-ATc par une
phosphorylation directe (12). Toutes ces données suggérent que GSK-3b est responsable de la
trandocation de la cycline D1 du noyau vers le cytoplasme en phase S & and de sa
dégradation par le protéasome.

D’autre part, lorsque la cascade des kinases Ras-Raf1l-MEK -ERK-EIk1 est activée par
un facteur de croissance, dle active la transcription de la cycline D1 et favorise sa liaison avec
Cdk4 (4, 31, 261, 268). La protéine kinase Ras est égdement impliquée dans d autres voies
de dgndisation. L'une d'eles passe par PI3K et Akt pour I'inhibition de GSK-3b (13). Cette
voie agit de la méme fagon que la voie Wnt en inhibant GSK-3b pour favoriser la synthese de
cydineD1 et ang |"entrée des cellule dans e cycle de divison.

I1.2.2. La voie Wnt: implication dans la régulation du cycle cellulaire
Toutes les proténes impliquées dans la voie Wnt gppartiennent a une cascade de

phosphorylaion/déphosphorylation  aboutissant au  contrdle de la divison cdlulare en
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répone a des gimuli extérieurs a la cdlule. Ces protéines sont impliquées dans deux
processus biologiques mageurs chez les vertébrés. le développement embryonnaire précoce
(269) e latumorigenese (199).

M écanisme de signalisation de la voie Wnt:

Comme on peut le voir sur la figure § le sgnd e initié par la glycoprotéine secrétée
Wnt (Wingless chez la drosophile) qui se lie a 'un des 11 récepteurs a 7 domanes trans-
membranaires codés par les genes frizzled (Frz). L'activation de ce récepteur entraine la
phosphorylation de la protéine dishevelled (Dsh) qui, par son association a l'axine, inhibe
GSK-3b. Chez les vertéorés, l'inactivation de GSK-3b réaulte auss de son interaction avec
Fratl, une GBP («GSK-3 Binding Protein»). Les subgrats de GSK-3b notamment I'axine et
I'APC, ans que la b-caténine ne sont aors plus phosphorylés (24). En effet, I'axine possede
des dtes de liaison a la GSK-3b, I’APC et la b-caténine. Elle facilite ang la phosphorylation
de I’APC et de la b-caténine par GSK-3b (92). La b-caténine et phosphorylée sur les sérines-
33, 37, 45 et sur la thréonine-41 (279). Des mutations de ces sites de phosphorylation ont &é
retrouvées dans beaucoup de lignées cdlulaires cancéreuses (166). Lorsgue la b-caénine
nest pas phosphorylée, €le échappe a la reconnaissance par b-TRCP (ou Simb), un
condituant dune E3 ubiquitine ligase, & ext transportée dans le noyau ou dle s lie a des
facteurs de transcription tels que le TCF («T-Cdl Factor») et le LEF («Lymphoid Enhancer
Factor»). L'APC empécherait I'accumulation de b-caténine dans le noyau en sy associant et
en la faisant ressortir par le récepteur dexport CRM1 (97). Lorsque les genes cibles du
complexe b-caéningLEF-TCF sont activés (Cycdine D, c-myc...), ils pemettent la
progression en phase G1 du cycle cdlulaire. On peut citer dautres proténes intervenant dans
la voie de dgndisstion Wnt, telles que les casdine kinases | et Il. Ces 2 proténes
phosphoryleraient la protéine Dsh. La maniére dont communiquent les récepteurs de Wnt
avec Dsh est encore obscure.

L’'activation de la voie Wnt entraéine donc I'augmentation ou la répresson de
I'expresson de certans génes impliqués dans I'entrée dans le cycle de divison cdlulare ou
dans la différenciation (Tableau 2).

Par alleurs une voie antagonite a cele de la voie Wnt chez Dictyostelium fait
intervenir la proténe tyrosine kinase ZAK1 (Zaphod kinase 1) (122). ZAK1 active GSK-3b
aors que la voie Wnt l'inhibe. L'activation de ZAK1 passe par la stimulation par 'AMPc d'un
récepter a 7 domanes trans-membranaires (CAR3) (198). Cette voie favorise la
différenciation cdlulaire et le développement dors que l'activation de la voie Wnt provoque
la divison des cdlules. Il est donc possble que des homologues de ZAK1 intervenant dans
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des voies de dgndistion padldes a cdle de Wnt aent un rle important dans la

différenciation cdlulaire et dans la suppression de tumeurs dans d'autres modeles.
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Geénes Organismes ou systemes Action Expression | Références
directe du géne
C-myc cancer du colon humain Oui + (95)
CyclineD cancer du colon humain oui + (223, 245)
Tcf-1 cancer du cdlon humain oui + (206)
PPARddta cancer du colon humain Oui + (94)
C-jun cancer du colon humain oui + (157)
fral cancer du colon humain Oui + (157)
UPAR cancer du colon humain ? + (157)
métdloprotéinase  de| cancer du cdlon humain Oui + a7)
lamatrice MMP-7 (38)
CD44 cancer du colon humain ? + (266)
Samois Xenope oui + (19)
Fibronectine Xenope Oui + (78)
BMP4 Xenope ? - 9
bHLH myogénique Xenope ? + (171)
engraled-2 Xenope ouli + (158)
Xnr3 Xenope Oui + (159)
Connexine 43 Xenope ouli + (253)
twin Xenope Oui + (139)
Connexine 30 Xenope ? (158)
Récepteur g de I'acide | Xenope ? (158)
rétinoique
nacre Zebrafish Oui + (51)
WISP Wnt-1 Cdlules de souris oui, mais pas + (193)
transformed par le TCF (273)
(Xu, 2000)

Brachyury Souris (Wnt-3A) oui + (274)

(7)
cyclooxygenase-2 Souris (Wnt-1) ? + (108)

(83)
périogtine SourisWnt-3 Pas par lab- - (83

catenin?
Cax1 Souris Wnt-3A ouli + (149)
bTrCP indépendant + (232)
dela
transcription

SFRP-2 Souris (Wnt-4) ? +
Connexine 43 Cardiomyocytes de rat ? + (2
Ubx Drosophile oul +0U - (205)
wingless Drosophile ? +0U - (280)
Dpp Drosophile Oui - (277)
Engraled Drosophile ? + (105)
Dfrizzled2 Drosophile ? - (23)
shavenbaby Drosophile ? - (187)
stripe Drosophile oul - (197)

Tableau 2- Liste des génes cibles de la voie Wnt/b -caténine et incidence de I’ activation de
cette voie sur leur expression.
(+: augmentation et -: diminution de I’ expression du gene)
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Figure 5— Repr ésentation schématique de la voie Wnt.

A- Activation de la voie Wrnt. GSK-3b est inhibée par Fratl. La b-caténine peut donc activer
I’expresson de la cycline D1, entre autre, et permettre aind I’entrée en phase G1 du cycle de
divison cdlulare.

B- Inactivation de la voie Wnt. GSK-3b n'est plus inhibée et peut dors phosphoryler et
inhiber la b-caténine. Cdle-ci ne peut plus activer I'expresson de la cydine D1 et la cdlule
n’ entre donc pas dans le cycle de divison cdlulare.
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I1.2.3. Processus cancéreux et GSK-3
Des dtéations de proténes impliquées dans la voie Wnt sont associées a certains
cancers, en paticuliers les méanomes et les carcinomes du sain, du colon e du foie. Trois
des génes régulateurs de la voie Wnt sont mutés dans les cancers primaires humains. APC,
b-caténine et axine. Ces mutations aboutissent a une activation anormae de la transcription

des genes par lab-caténine et ains a une progression des cdlules en phase G1.

Wnt et les cancers:

L'effet proto-oncogénique de Wnt a éé découvert en 1982 par Nusse et Varmus (177).
Ceci aincité une recherche des réles de Wnt dans les cancers humains. Il existe au moins 16
protéines Wnt chez les vertéorés Les genes Wnt mutés provoquent |'accumuletion de
b-caténine dans les cdlules de mammifére en culture (219). Au moins 11 genes frizzled ont
éé identifiés chez les vertéorés. Cependant, leurs différentes fonctions et leurs ligands ne sont
pas encore bien connus. En plus des récepteurs frizzled, il exige une famille de protéines
secrétées possédant une homologie avec le domaine extracdlulaire, riche en cystéines, de
frizZed. Ce sont les "frizZled-rdlaied protein” (SFRP), qui, a fable concentration, facilitent
I'activation du sgnd par les protéines Wnt solubles dors qua forte concentration, dles sont
inhibitrices de lavoie Wnt (252).

Dishevelled:

La protéine Dishevelled (Dsh) et un médiateur postif de la voie Wnt, situé apres le
récepteur Frizzled de Wnt et avant la b-caténine. Cette protéine posside une 2™ fonction qui
consge a reayer le d9gnd dactivation des kinases jun (147, 165). Alors que le mécanisme
daction de Dsh n'est pas encore bien connu, on sait que cette protéine interagit avec de
nombreuses protéines, telles que la Caséine kinase 1 (CK1; (196)), la Caséine Kinase 2 (CK2;
(267)) et Fratl (147). Une interaction directe entre Dsh, Frat-1 et GSK-3b pourrait ére une
étape clé de l'inactivation de GSK-3b (147). Une possible connexion entre Dsh et le cancer
passerait par la Caséine kinae 2, qui se lie a Dsh et la phosphoryle et aind favorise la
formation de lymphomes quand dle et exprimée dans des souris transgéniques (214, 227,
267).

GSK-3:

GSK-3b = lie a pluseurs proténes de la voie Wnt et les phosphoryle. Elle régule
négativement la b-caténine. Etant donné que GSK-3b est un régulateur négetif de la voie Wnt,
cette kinase est potentidlement un suppresseur de tumeur. Cependant, aucune mutation ni
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ddétion du géne codant pour GSK-3b n'ont é&é retrouvées dans une éude faite sur des
tumeurs colorectales (230). GSK-3a peut, peut-ére dans ce cas, compenser la perte de
GSK-3b. L'inactivation bidldique de ces deux genes dans la méme tumeur est peu probable.
GSK-3b est inhibé par association avec Frat-1. Frat-1 et un antagoniste de la voie
Wnt dans les cdlules de mammiféres, puisquil est en conmpétition avec I'axine pour la liaison
a GSK-3b. Aind, Fra-1 inhibe la phosphorylation et la dégradation de la b-caténine (147,
246). Dans le modde de souris transgéniques, Frat-1 contribue a la progresson de cancers.

Cette contribution n'est pas documentée chez I'nomme.

Lab-caténineet I' APC:

Des mutations de la b-caténine sont retrouvées dans pluseurs types de cancers
humains. Ces mutations affectent la région amino-terminde de la protéine e la rendent
réfractaire a la régulation par I'APC. En effet, ces résdus s&rines et thréonines, quand ils sont
phosphorylés, jouent un rble dans la dégradation de la protéine (199). Ces mutations
empéchent l'interaction dépendante de la phosphorylation entre la b-caténine e un composé
de I'ubiquitine ligase E3, b-TRCP, e and entréinent une augmentation de la dabilité de la
b-caténine. Dans catanes tumeurs, la région amino-terminde et diminée entierement. Ces
mutations de la région régulatrice de la b-caténine sont retrouvées dans de nombreux types de
cancers aing gue dans les tumeurs anima es induites par mutations chimiques ou génétiques.

On ne retrouve pas de mutations de la b-caténine et de I'APC dans les mémes tumeurs.
Ceci ed paticulierement vérifié dans les tumeurs colorectales ou on trouve une mgorité de
tumeurs contenant des mutations de I'APC et pas de la b-caténine. Cependant, lorsgu'on
retrouve des mutations de la b-caténine, 'APC n'est pas muté (125, 209, 230). L'APC est un
suppresseur de tumeur dans les cancers humans car il favorise la dégradation de la
b-caténine.

Les fibromatoses agressves, autrement connues sous le nom de tumeurs desmoides,
sont présentes avec une incidence plus élevée chez les paients dateints de «Adenomatous
Polyposis coli familide» (FAP). Les individus aiteints de FAP portent des mutetions de I'APC
dans leurs lignées germindes et présentent de multiples adénomes intetinaux des le plus
jeune &ge. Des mutations de la b-caténine ont é&é déectées dans des tumeurs desmoides
sporadiques (221, 244). De plus, des mutations de la b-caténine ont é&é trouvées dans plus de
la maitié des 42 tumeurs desmoides anadlysées, dors que des mutations inactivatrices de I'APC
nont &é retrouvées que dans 9 dentre dles. Il ny avat aucun chevauchement entre les
mutations de lab -caténine et de I'APC.
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Pluseurs mutations de la b-caténine ont é&é identifiées dans les cancers gastriques,
dont l'incidence augmente chez les patients atteints de FAP (185). Dans cette éude, 27 % des
cancers gastriques de type intestinal possedent des mutations de la b-caténine. Dans 3 éudes
séparées, des mutations de la b-caténine ont éé identifiées avec une haute fréquence dans des
hépatoblastomes, dors quaucune mutation dAPC n'aéétrouvée (115, 127, 262).

Le carcinome hépaocdlulare (HCC) est devenu l'une des tumeurs les plus connues
possedant des mutations dans la voie Wnt. Basée sur 5 éudes séparées, la fréguence de
mutation de lab-caténine dans ces tumeurs est d'environ 20 % (45, 111, 144, 162, 172).

Les mutations de b-caténine associées a des cancers ovariens apparaissent comme
éant confinées au sous-type endoméria. On trouve des mutations de la b-caténine dans
dautres types de cancers tels que les mélanomes et les cancers de la prostate mais avec des
fréquences plus fables. Enfin, le plus haut pourcentage de mutations de b-caténine est

rencontré dans les tumeurs de la peau appel ées pilomatricomes (27).

AXine:

L'axine est un inhibiteur de la voie Wnt. Cette protéine se lie directement a I'APC, la
b-caténine, GSK-3b et Dsh (189, 200). L'axine a un réle centrd dans la régulation négetive de
la b-caénine. En dffet, dle fadlite la phosphorylation de la b-caténine et de I'APC par
GSK-3b. Aind, I'axine peut ére vue comme un suppresseur de tumeur. Cette hypothese a é&é
véifiee. Linactivation bidldique de l'axine a éé trouvée dans des cancers hépatocdlulaires
humains & des lignées cdlulaires (210). Ces mutations ont é¢é identifiées dans des cancers
hépatocdlulares humains qui nNavaient pas de mutation de b-caénine. Toutes les mutations
entréinent une dimination du gte de fixation de la b-caténine sur I'axine. Aing, la b-caténine
ne peut pas &re dégradée. Les mutations de I'axine congtituent le 3™ défaut génétique de la

voie Wnt qui entraine des cancers chez I'nomme.

Lesfacteursdetranscription LEF/TCF:

Les facteurs de transcription LEFTCF s lient directement & I'ADN par leurs
domaines HMG (High Mobility Group). lls sont incapables dactiver la transcription de genes
seuls. Ils ont besoin de co-facteurs tels que ALY e AML pour LEF. La b-caténine s lie & ces
facteurs de transcription LEF/TCF et active ang la transcription de certains genes cibles tels
que ceux codant pour lacycline D, c-myc...

Des mutations des genes codant pour LEF/TCF provoquant I'apparition de cancers
chez I'nomme restent encore a identifier. Cependant des mutations de TCF-4 ont éé détectées
dans un sous-groupe de tumeurs colorectales (54). Les mutations ont été identifiées égadement
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dans des lignées cdlulaires, dont toutes possedaient des mutations soit dans I'APC soit dans la
b-caténine. Ceci montre que les mutations de TCF ne se subgtituent pas a celles de I'APC ou

delab-caténine, mais qu'elles pourraient sadditionner.

III. L'apoptose

ITI.1. Définition de la mort cellulaire et réles physiologiques

Quedque soit le type de cdlule, on définit deux processus de mort cdlulaire la nécrose
et I'apoptose. Ces deux processus se caractérisent par des circonstances de survenue, des
modifications morphol ogiques et des mécanismes moléculaires distincts (Tableau 3).

La nécrose doit étre consdérée comme une réponse des cellules a une agresson non
physologique physque ou chimique. Il sSensuit rgpidement une perte de contrdle du flux
ionique. En consaquence, l'eau pénetre dans la cdlule qui gonfle et la membrane plasmique
devient dors beaucoup plus perméable puis éclate. Le gonflement des mitochondries est
typique de cette mort cdlulaire. Les autres organites se gonflent auss, comme les lysozymes
qui vont e lysr et déversr leur contenu dans la cdlule, les enzymes hydrolytiques ang
libérées détruisent la cdlule. La membrane plasmique éant beaucoup plus permésble, les
enzymes hydrolytiques détruisent égaement les cellules voisnes, dou une propagetion de la
lésion et une réaction inflammatoire qui laisse un tissu cicatricidl.

Le programme de mort cdlulare ou apoptose, observé lors dun développement
norma chez les mammiféres, fut mis en évidence pour la £'® fois en 1906 par Callin. Il a é&é
établi que prés de la moitié des neurones de I'axe neurona et plus de 99,9 % du nombre tota
de cdlules produites par un homme au cours de sa vie mourraient par un processus d'apoptose
(255). L'induction de I'apoptose et un processus hautement régulé et peut étre supprimé par
de nombreux dimuli extracdlulares. Cependant, une fois engagé le processus
d'autodestruction ne peut sarréter.
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Caractéristiques Nécr ose Apoptose
Condition de lamort "Accidentelle’ Programmée
Mode Passif Actif (ATP-dépendant)
Volumedelacdlule Augmenté Diminué
Dengtécdlulare Diminuée Augmentée
Concentration cytoplasmique en Cat™ Diminuée Augmentée
Lyse de la membrane plasmique Premiére étape Derniére éape
Hydrolyse de 'ADN Derniere étape Premiere éape
Vitesse d'accomplissement Rapide Lente
Organites cdlulaires Lysés Compacts
Réection inflammeatoire Oui Non
Cicatrisation Cicatricefibreuse Pas de cicatrice

Tableau 3- Comparaison des caractéristiques principales de la mort celulaire par
nécr ose et par apoptose.

L'apoptose, véritable suicide de la cdlule, est une réponse a l'activation de messages
internes résultant de I'intégration de différents dgnaux de I'environnement (carences,
gimulations membranaires. TNF, Fas, NGF, IL2...) perceptibles par la cdlule en fonction de
son génotype et de son phénotype & un moment donné, @ qui rend compte de la distribution
hétérogene au sein dun tissu (par alleurs sain). C'est un processus pouvant durer de 4 a 48
heures qui implique un enchainement de réections trés bien régulées. La cdlule participe
activement a ce programme dautodestruction. L’apoptose est contrélée par un ensemble de
genes qui ont é&é paticulierement bien conservés au cours de ['évolution depuis les
nématodes jusgu’a I’homme en passant par la drosophile. L'apoptose se traduit par une
rétractation progressve de la cdlule avec condensation de la chromatine & du cytoplasme,
suivie d'une fragmentation caractéristique de I’ADN . L’ensemble de ce processus aboutit a la
formation de corps gpoptotiques dans lesquels les organites sont dructurelement intacts. La
formaion de ces corps apoptotiques avec une membrane plasmique intacte prévient le
rdarguage des condituants intracellulares e donc la réaction inflammatoire. Ces corps
gpoptotiques formés sont ensuite phagocytés par les macrophages ou les cdlules épithdliales
de voisnage norma. L’apoptose est donc une mort cdlulare physiologique qui intervient au
cours du déveoppement, dans I'homéodase, les sysemes de défense e dans le
viellissement. (http://anocef.unicefr/mini- revues.A poptose/ A poptose.html)

L'apoptose joue un role trés important tout au long de la vie avec des objectifs

différents sdon I'dge. En effet, en embryologie, le développement norma d'un organe
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Seffectue non pas par modelage mais par sculpture avec dimination par gpoptose de cdlules
produites en exces sedlon des criteres particuliers requis pour chaque organe. Par exemple, la
formation de nos doigts résulte de I'gpoptose des cdlules qui les unissaient au Stade
embryonnaire. A ['ége adulte, I'apoptose et un mécanisme ddiminaion des cdlules
impliguées dans un grand nombre de dtuations physologiques équilibre du systeme
immunitaire, de I'érythropoiese... Chez l'adulte, il est admis que dans de nombreux organes,
dont la moelle osseuse, les cdlules matures sont régulierement remplacées. Le tissu se trouve
and dans un équilibre dynamique ou, dune part, des celules souches, sous l'action de
dimuli, se divisent puis s différencient en cdlules matures, et dautre part, les cdlules
matures, gores un certain &ge, un certain degré ddtération ou de viellissement, disparaissent
par apoptose. Enfin, le viellissement est associé a une diminution du nombre de cellules dans
la plupart des organes. Ce déficit cdlulaire parait ére lié a I'apoptose. 11 semble en effet, quil
y at un excés dgpoptose comparé aux tissus plus jeunes. Cet exces serait di a pluseurs
facteurs, notamment a une diminution de la Scrétion de facteurs de survie, essentidlement
des facteurs de croissance. L'augmentation de I'apoptose résulte auss dun excés de senghilité
des cdlules a I'apoptose. Ceci et en partie expliqué par une diminution de I'expression de bcl-
2, un inhibiteur ubiquitaire de I'gpoptose, mais auss par une senshilité accrue au stress
oxydatif et un raccourcissement des télomeéres. De plus, il semble que I'gpoptose se déclenche
de fagcon inopportune dans des cdllules saines des personnes agées.

Cependant, dans certaines pathologies, I'apoptose n'est plus régulée. Elle apparait étre
augmentée pour les maadies neurodégénératives (mdadie de Parkinson) ou dans le cas du
SIDA (Syndrome dImmunoDé&ficience Acquise), de maadies auto-immunes, de la sclérose
latérde amyotrophique. A I'inverse, I'gpoptose est réprimée dans un certain nombre de
cancers. En effet, certains cancers semblent liés a l'inhibition de I'apoptose et non pas a un
exces de divisons cdlulares. En effet, une mutation importante d'un régulateur de I'apoptose
empécherait ces cdlules de sautodétruire et la mutation serait entérinée des la premiere
divison. Aing ces cdlules peuvent subir pluseurs autres mutations sans entrer en gpoptose.
Les cancers pourraient donc avoir pour cause soit un exces de multiplications cellulaires, soit
un déficit de mort de cdlules transformées (dO en particulier & une surexpression de bcl-2, un

inhibiteur de I'gpoptose) ou les deux alafois.

III.2. L'apoptose et GSK-3b

Un des facteurs de survie permettant aux cellules nerveuses d'échapper a |'apoptose et
le NGF (Nerve Growth Factor), identifié dans les années 1950. Celui-ci se lie a un récepteur

(une proténe tyrosne kinase) e active des voies de signdisation intracdlulaires (Figure 6).
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Une de ces voies met en jeu la production de phosphoinostides phosphorylés en 3' par la
PI3K. Les phosphoinostides produits se lient dors a la proténe kinase Akt qui se fixe a la
membrane plasmique. Par phosphorylation par une PDK (3 phosphoinositide-dependent
kinase) liée égdement a la membrane plasmique, Akt est activée et peut phosphoryler GSK-
3b aur la s&ine-9 (40, 44). Cette phosphorylation inhibe l'activité de GSK-3b et and de
nombreux substrats impliqués dans différents méabolismes cdlulaires, y compris la voie de
synthese du glycogéne, sont régulés et permettent a la cdlule de survivre (41). L'inhibition de
GSK-3b pa la voie du NGF entraéine égdement une augmentation de la survie des cdlules
PC12 (cdlules de phéochromocytome indifférenciées), de fibroblastes de rat et des neurones
corticaux de rat (99, 184). Cependant, I'inhibition de GSK-3b, en I'absence de NGF, n'est pas
suffisante pour empécher I'gpoptose. Ceci peut sexpliquer par le fait que le NGF contrdle
pluseurs voies de survie. Par exemple, sous l'effet du NGF, les facteurs de transcription
NF-kB (26) et CREB (69) activent la transcription de Bcl2, une protéine anti-apoptotique
(204, 284). Par dlleurs en I'absence de NGF, méme s GSK-3b et inhibé, par exemple par
Fratl (147) ou un inhibiteur chimique, la transcription de B2 diminue et entraine les cdlules
dans la voie de I'apoptose. D'autre part, la protéine Akt intervient égdement dans au moins
une autre voie dinhibition de I'apoptose en phosphorylant et en supprimant aing I'activité pro-
apoptotique de laprotéine BAD et du facteur de transcription Forhead (FKHRL1) (44).
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Figure 6- Représentation de I'importance du NGF dans la survie des neurones par son
action inhibitrice de I’ activité de GSK-3b.
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ITI.3. Les maladies neurodégénératives

Au cours de l'organogénése chez les Vertéorés, le nombre de neurones produits est
environ le double du nombre de neurones présents dans le systéme nerveux centra mature. La
mort programmeée de 50 % des neurones produits survient de fagcon hautement reproductible
dans le temps et dans l'espace et dle et conservée a travers les especes. Cette mort neuronae
gpoptotique et cepitde pour le développement du syseéme nerveux car dle permet
I'adaptation du nombre de neurones connectés aux celules cibles et la correction des erreurs
de connexion (11, 181).

A I'ége adulte, il semblerait que toutes les cdlules du systéme nerveux centrd se
soient engagées dans le processus de l'apoptose en arivant a maturité. Cependant, la tres
grande mgjorité des celules ne meurent pas car des facteurs de survie les en empéchent. Ces
messagers sont essentiellement des facteurs protéiques sécrétés par les celules voisnes et
plus paticulierement le facteur de croissance du syseéme nerveux. Il semble que la
dimulation synaptique inhibe auss I'apoptose. Aingd, la vie de chaque cdlule dépend de ses
voiSnes,

Par contre, dans les stuations pathologiques, il apparait de plus en plus évident que
I'apoptose  neuronale peut ére déclenchée. Par exemple, aprés une ischémie céréorde
focalisée, la mort des neurones entourant le coaur de la lésion présente des caractéristiques
gpoptotiques teles que la fragmentation de la chromatine e I'activation des caspases
(protéases effectrices de I'gpoptose). Par ailleurs, I'apoptose pourrait ére impliquée dans la
mort neuronale observée au cours de certaines maadies neurodégénératives telles que la
maadie de Parkinson, la sclérose latérde amyotrophique (SLA), la démence a corps de Lewy
diffus, lamaadie de Pick ou lamaadie dAlzhemer.

II1.3.1. La maladie d'Alzheimer

Le Dr Alois Alzhemer décrivit pour la premiére fois en 1906 les symptdomes dune
patiente, Auguste D., &gée de 51 ans, présentant une dégradation progressive e ses facultés
cognitives, des hdlucindions, un syndrome de confuson mentde e dune inaptitude
psychosociae. Cette maadie porte aujourd'hui son nom.

Le poids socio-économique de la maadie d Alzhemer et consdérable. 1l y aurait
environ 20 millions de personnes atteintes de cette maladie dans le monde. Elle touche plus de
4 millions de personnes aux Etats-Unis et la "Naiond Foundation of Bran Research’ en a
évaué le colt en 1991 a environ 1 milliard de dollars. Plus de 360 000 personnes en seraient
ateintes en France a ce jour, & pres de 8 millions en Europe. Cest pourquoi il est

indispensable de concentrer les recherches sur de nouveaux systemes de diagnogtic plus
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précoces and que sur des traitements pouvant au moins raentir Ssnon stopper la progression
delamadadie.

La mdadie dAlzheémer et due a la dégénérescence de neurones qui interviennent
dans la mémoire e les fonctions intdlectueles. Cette mdadie incurable progresse le plus
souvent vers la démence, c'est-a-dire une déchéance physique et mentale associée a une perte
de l'autonomie. C'est une maadie qui gpparait le plus souvent tardivement dans la vie mas
dle net pas due a I'ége. L'ége et un facteur de risque maeur parmi dautres. Dans la
maorité des cas, la mdadie se déclare autour de 70 ans. Il existe des formes précoces
(débutant avant 65 ans) beaucoup plus rares, mais qui ont habituellement une évolution
rgpide. La madadie dAlzhemer dont l'origine et toujours inconnue résulte de la présence
dans le cerveau de |ésions higologiques maintenant bien décrites (les plaques séniles et les
dégénérescences neurdfibrillaires) associées a une perte importante de neurones notamment
par apoptose. On observe au cours du viellissement norma de teles Iésons, mais la
diffrence et essantidlement quantitative. Dans le viellissement norma, ces lésions sont
locdisées et en nombre limité tandis que pour la maadie dAlzheimer, eles sont beaucoup
plus fréquentes, saccumulent et se propagent en chaine dans différentes parties du cortex
cérébrd (dans l'ordre chronologique: cortex enthorind et hippocampe puis régions corticaes
et temporaes) (16). La propagation de ces lédons induit & un cetan dade une
décompensation et la survenue de lamaadie dont les symptomes Saggravent inexorablement.

Les plagques séniles sont des Iésions Stuées dans I'espace intracdlulaires. Le coaur des
plagues est conditué de dépbts anormaux dune protéine dite b-amyloide entourés de
prolongements neuronaux en dégénérescence. Cette substance b-amyloide et un fragment de
dégradation d'une proténe précurseur dite APP («Amyloid Precursor Protein») dont le gene
et stué sur le chromosome 21. Au fil des anées, les plagues séniles se forment dans le
cortex cérébrd et induiraent progressvement par un effet toxique une destruction des
Neurones avoisnants.

Les dégénérescences neurofibrillaires sont des Iésions présentes dans le cytoplasme
des neurones, principdement des neurones pyramidaux. Elles correspondent a I'accumulation
de filaments anormaux qui sassocient en hdice pour former les pares hédicoiddes de
filaments (PHF). Les PHF sont condituées de protéines Tau («Microtubule-associated
Protein») anormadement phosphorylées. Cette paticulaité  biochimique provogque une
perturbation grave du fonctionnement du neurone puis samort.

Le processus de dégénérescence neuronade débute probablement dans I'hippocampe et
Se propage progressvement dans I'ensemble du cortex céréord (16). La mort de populations
entieres de neurones provoque 'apparition des signes cliniques. perte de mémoire qui évolue
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inductablement vers la démence. Il existe vrasemblablement un lien direct entre les plagues
sniles qui apparaissent les premieres e les dégénérescences neurcfibrillaires. Ces deux
Iésions rendent compte de la mort cellulaire et de I'apparition de la démence dans la maadie
dAlzhemer. La connaissance fine des mécanismes moléculaires mis en jeu dans ces deux
types de lésions a ouvert des pistes de recherche pour le diagnogtic e le traitement de cette
mdadie.

De nombreux travaux suggerent que l'gpoptose serait impliquée dans la mort
neuronae survenant au cours de la maadie dAlzhemer. Le premier argument soutenant cette
hypothese est I'observation dans les cerveaux de patients ateints de la mdadie d’ Alzhemer
dun grand nombre de neurones présentant une fragmentation de I'ADN (5, 37, 134, 138, 235,
237). D'autre part, des genes dont l'induction est impliquée dans la mort cellulaire apoptotique
sont exprimés dans les cerveaux de patients ateints de la maladie d' Alzheimer:

» Le géne "pro-gpoptotique’ bax et largement exprimé dans les cerveaux maades par
rapport aux cerveaux témoins.

» Les réaultats concernant I'expresson du gene bcl-2 dans les cerveaux de patients
ateints de la mdadie d'Alzhemer sont trés controversss. Cependant, I'éude des ARN
messagers de Bcl-2 ne montre pas de modification de leur expresson dans les cerveaux de
patients atteints de lamaladie d’ Alzheimer par rapport aux cerveaux témoins (257).

o Les genes c-fos e c-jun, dont l'induction est observée au cours de I'apoptose
neuronae expérimentde, sont plus fortement exprimés dans les cerveaux de pdients atteints
delamdadie d Alzheimer que dansles cerveaux de sujets &gés non déments.

* Une augmentation de I'expression du géne p53 et du récepteur Fas/Apol a auss ée
démontrée dans les cerveaux de patients atteints de la maadie d' Alzheimer par rapport aux
cerveaux de sujets &gés non déments.

Un autre argument en faveur de l'implication de I'apoptose neuronde dans la maadie
dAlzheimer est apporté par une éude récente. Yang et collaborateurs (1998) ont mis au point
une méthode de détection de I'apoptose neuronae basée sur la mise en évidence du clivage de
I'actine (I'actine éant un des substrats des caspases qui sont activées au cours de la phase
dexécution de I'apoptose) (275). L'utilisation dun anticorps dirigé contre les fragments
dactine permet un marquage hautement spécifique des neurones apoptotiques a la fois sur des
cultures de neurones & sur des coupes de cerveaux. Les éudes immunohistochimiques
réaistes avec cet anticorps sur des coupes de cerveaux maades révélent le marquage de
nombreux neurones particulierement dans les zones riches en plagues séniles, dors quaucune

immunoréactivité n'est observée dans les cerveaux témoins.
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Enfin, l'&ude des génes impliqués dans certaines formes familides de maadies
dAlzheimer conduit & penser que l'apoptose neuronale pourrait ére impliquée dans la
pathogenése de la mdadie. Au stade actud des connaissances, trois genes ont éé identifiés
codant respectivement pour I'APP, la préseniline 1 (PS1) et la préséniline 2 (PS2). La plupart
des mutations du géne de I'’APP conduisent a une augmentation de production du peptide
b-amyloide pouvant provoquer I'gpoptose neuronde in vitro dans certans moddes
exp&imentaux (91, 212). Quant aux mutations des génes des préénilines, dune pat, dles
semblent interférer avec le méabolisme de I'APP e conduisent & une production augmentée
de peptide b-amyloide (212). D'autre part, I'expression des genes PS1 et PS2 mutés rend les
neurones plus vulnérables a I'gpoptose (80, 81, 271). La surexpression des genes non mutés
de ces protéines provoque auss une augmentation de |'apoptose neuronde (42, 46 ).

Magré I'ensemble de ces observations, I'implication de I'gpoptose neuronde dans la
pathogenese de la mdadie dAlzheimer reste controversée au stade actuel des connaissances.
En paticulier, la durée de I'évolution de cette mdadie semble difficilement compatible avec
I'existence d'un processus apoptotique, classquement caractérisé par sa rapidité. Cependant,
le fat que les neurones soient des cdlules non renouvelables, dont la perte, irréversible, peut
avoir des conséquences dramatiques pour l'organisme, permet d'émettre I'hypothese que ces
cdlules pourraient avoir développé un syseme particulier de contrble de I'gpoptose. Aing,
I'gpoptose des neurones adultes pourrait différer de celle des cdlules prolifératives. Alors que
cette derniére se produit tres rapidement dans I'organisme, I'gpoptose des neurones matures
pourrait se dérouler sur une période beaucoup plus longue (plusieurs mois ou années?) grace a
I'exigence de systémes de régulaion particuliers visant & protéger l'organisme (dans certaines

limites) d'une perte neuronae massive.

II1.3.2. GSK-3 et la maladie d'Alzheimer

Laprotéine Tau

La proténe Tau et un condituant mgeur des fibrilles responsables de la
dégénérescence  neurdfibrillaire. Elle gppatient a la famille des MAP («Microtubule-
Asociaed Protein»). Elle est principdement neuronde et joue un role dans la polymérisation
des microtubules. Le géne des proténes Tau est locadisé sur le chromosome 17, a la position
17921. Le transcrit primaire contient 16 exons. Dans le cerveau, les exons 4A, 6 et 8 ne sont
pas traduits. Les exons 2, 3 et 10 sont épissés de maniere dternative et sont pécifiques du
tissu cérébrd adute L'épissage dternaif de ces 3 exons produit 6 combinaisons possibles

(Figure 7). Au niveau protéique, il y a donc sx isoformes de proténes Tau dans le cerveau

34



adulte. Une saule isoforme est présente a la naissance. Aprés la naissance, les autres

isoformes vont apparaitre au cours du dével oppement.

1 23 45 7 9 101112 13
B H RS #4laa

- H HHHEH™_ §H=HE 410 aa
Isoformes adultes { [EH ~_HHEH™"H =l 412 aa

L HHE BHSHE 381 aa
- HHEH™H 1S 383 aa

Isoforme foetale [ HHEH™_#-El 352aa

Figure 7— Représentation schématique des 6 protéines Tau produites par |'épissage
alternatif desexons 2, 3 et 10.

Les protéines Tau sont trés acides dans leur domaine N-termind. Ce domaine N-
termind a un réle ma connu. Il pourrait interagir avec la membrane plasmique et certains
organites tels que les mitochondries. Le domaine Gtermind est, quant a lui, trés basique. Son
role est beaucoup mieux connu puisque les séquences répétitives codées par les exons 9 a 12,
condituent le domaine de liaison aux microtubules. 1l exige dalleurs une forte homologie de
Séguences avec les autres membres de lafamille des MAP.

Il exige une cinquantaine de résidus sé&rine et thréonine sur la proténe Tau. Plus dune
vingtaine s sont révdés ére phosphorylés. En  paticulier, les protéines Tau sont
phosphorylées de pat e dautre des domanes de liason aux microtubules. La
phosphorylation et donc la principde modification pogt-traductionnelle de ces protéines. Elle
a une grande importance puisquele permettrat aux protéines Tau de réguler la
polymérisation des microtubules. Ces proténes Tau sont différemment phosphorylées au sein
de l'axone. Les kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau in vitro sont nombreuses.
Parmi les plus communes, citons Cdc2 et Cdk5, GSK-3b, les MAP kinases (Erkl et Erk2), les
MARK, la phosphorylase K, PKA, PKC, les SAP kinases («Stress Activating Proteiny:
SAPK1g (INK1), SAPK2a (p38), SAPK2b, SAPK3 et SAPK4) et la Tau-tubuline kinase. In
vivo, il exige égdement une baance phosphorylation-déphosphorylaion meédiée par les
phosphatases 1, 2A et 2B.

Dans la mdadie d’ Alzheimer, les proténes Tau, dont une fraction et particuliérement

inoluble, sont les condtituants  antigéniques maeurs des PHF dans les neurones en
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dégénérescence. Plusieurs équipes ont montré qu'une phosphorylation de ces protéines Tau
éait responsable de ces modifications. Leur caractérisation biochimique par la technique des
immunoempreintes révele la présence d'un triplet de protéines (Tau 55, 64 e 69), égdement
gopelé A68 ou Tau-PHF uniquement dans les cerveaux de patients ateints de la mdadie
dAlzheimer. Pluseurs stes de phosphorylaion sur les Tau-PHF ont &é déerminés in vivo,
par spectrométrie de masse et par I'utilisation de sondes immunologiques Spécifiques des Taur
PHF dépendants de la phosphorylation. Ces sites de phosphorylation sont situés en dehors des
régions de liason aux microtubules sauf la s&ine-262. lls sont essentidlement de type
Sé&ine-Proline ou Thréonine-Proline.  Morishima-Kawashima e ses  collaborateurs  ont
démontré quil exidait en plus, des dtes phosphorylés non Sérine/Thréonine-Proline (167).
Actudlement, 21 dtes de phosphorylation ont é&é décrits, dont 10 sont de type non Séine-
Proline ou Thréonine-Proline.

Une éude cinétique de déphosphorylation entreprise sur des biopsies montre qu'apres
2 heures a tempé&aure ambiante, les anticorps monoclonaux dépendants de la
phosphorylation ne reconnaissent plus les proténes Tau. S le dda pod-opératoire ou post-
mortem et supé&ieur a 2 ou 3 heures, les phosphatases encore actives, vont rapidement
déphosphoryler les protéines Tau. Dans le tissu céréord norma obtenu a l'autopsie, I'andyse
des protéines Tau montre qudles ne sont pas phosphorylées. Au contraire, dans la mdadie
dAlzhemer, le triplet de proténes Tau hyperphosphorylées (TarPHF) et constamment
refrouvé, quel que soit le déla post-mortem. Suite a ces réaultats, |'hypothése d'une
inactivation ou d'une baisse de I'activité des phosphatases dans la mdadie d' Alzheimer a &é
suggérée. En conclusion, le terme dhyperphosphorylation des proténes Tau dans la mdadie
d Alzheimer et donc toujours vdable. L’hyperphosphorylation des protéines Tau serait
directement responsable de leur incgpacité a se lier aux microtubules. Dans le neurone, la
déstabilisation des microtubules perturberait des fonctions vitaes, comme le trangport axondl.

Aing, le neurone ne pouvant plus assurer sa survie, dégénererait.

GSK-3b et Tau:

Des expériences, in vivo, ont permis de mettre en évidence l'importance de GSK-3b
dans la phosphorylation de la proténe Tau (137). En effet, des cdlules transfectées avec
GSK-3b montrent une phosphorylation de Tau qui correspond a celle trouvée dans les
cervealx de personnes ateintes de la mdadie dAlzheimer (153). Des souris sur-exprimant
GSK-3b présentent une augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau au niveau de
I'épitope reconnu par l'anticorps AT8, mas dans cette expé&imentation aucune pathologie
neurcfibrillaire n'a éé observée (22). D'autre part, l'inhibition de GSK-3b par le lithium dans
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des neurones diminue la phosphorylation de Tau (103, 104, 126, 170, 233, 272, 283). De plus,
GSK-3b et Tau = lient a PS-1 au niveau de régions ou PS-1 subit des mutations qui peuvent
amener a développer un phénotype de la mdadie dAlzhemer (82, 241, 242). Les mutants
PS-1 peuvent induire ce phénotype, a1 moins en partie, en augmentant la capacité de GSK-3b
a phosphoryler Tau. Des phosphorylations séquentielles de Tau par PKA e GSK-3b
produisent des protéines Tau Similaires & celles trouvées dans la maadie d Alzheimer (258).

Pel et ses collaborateurs ont montré que GSK-3b active est retrouvée dans les zones du
cerveau ateintes par | hyperphosphorylation de Tau (188). GSK-3b pourrait donc ére
responsable de |” hyperphosphorylaion de la proténe Tau e ansg de la formation des plagues
neurdfibrillares (152).
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Chapitre I11

GSK-3b de Plasmodium falciparum

I. Le paludisme ou malaria

Le paudisme et une madadie endémique due a un paraste du type Plasmodium
trangmis par la femdle d'un moudtique, I'anophde. Cette mdadie ateint pres de 2 milliards
de personnes e environ 300 millions de personnes sont infectées chague année. Le paudisme
et responssble de 2 a 3 millions de morts par an. Cliniquement, cette affection et
caractérisée par des acces de fievre et des complications parfois mortelles. |l n'exige pas, a
I’heure actudle, de vaccin efficace contre le pdudisme. La prévention antipdudique repose
sur une dratégie globae de lutte contre le vecteur (mesure d assainissement, suppresson des
eaUx dtagnantes, utilisation dinsecticides,...) et contre le paradte lui-méme. Pluseurs
schémas prophylactiques sont possbles en fonction de I'espece plasmodide. Cependant,
I'effet de ces thérapies préventives et curatives se trouve de plus en plus souvent atéré par
I’gpparition de chimiorésstances. Ceci nécesste donc la recherche de nouveaux axes
thérapeutiques. La découverte d'une protéine homologue de GSK-3 humane chez
Plasmodium falciparum e I'exigence dinhibiteurs chimiques cblant plus ou moins

spécifiquement GSK -3 offrent de nouvelles pergpectives de traitement.

I.1. Distribution géographique

Actudlement, l'infection touche une centaine de pays Stués du 40 degré nord au 29
degré sud. En Europe, le paudisme a éé é&adiqué. Les quelques cas observés sont liés a
l'immigration de personnes infectées. En Afrique, 48 pays sont concernés, soit 400 millions de
personnes exposees et 80 millions de cas observés par an. En Ade et Océanie, 28 pays sont
touchés, soit 2 millions de personnes exposées et 4 millions e personnes infectées par an. La
maladie est égdement observée dans 21 pays dAmérique latine et du sud, soit 100 millions de

personnes exposées et 1 million de malades déclarés par an (Figure 8).

38



Figure 8- Carte dela digtribution géographique du paludisme dansle monde.
(vert: zone de senghilité a la chloroquine, rouge: zone de résistance a la chloroquine,
zone de résistance a plusieurs médicaments).

I.2. Le parasite, sa transmission et son cycle de reproduction

Le paadte ex véhiculé & tranamis par lintermédiare dun vecteur, I'anophde, un
mougtique de l'ordre des Dipteres. || en existe environ 400 especes (Meigen, 1818), dont
seules 60 ont un réle en tant que vecteur du paudisme. L'anophele se trouve dans des zones
humides et chaudes. C'est un mougtique fortement anthropophile dont la répartition dépasse
largement les zones dendémie paudre. Seule la femele hématophage qui pique le soir et la
nuit et peut transmettre le parasite.

Les parasites responsables de la maadie sont des protozoaires sanguicoles du phylum
des Apicomplexa (Sporozoa), de la classe des Haemosporidea et de I'ordre des Haemosporida.
Il existe plusieurs especes de Plasmodium: malariae, vivax, ovale et falciparum. Plasmodium
falciparum, découvert par Welch en 1897, est le plus redoutable et le plus intensément
implanté. 1l est répandu dans I'ensemble de la zone intertropicde et provogque le paudisme
des "tropiques'’. Il svit toute lI'année dans les pays équatoriaux ou il subit cependant des
recrudescences saisonniéres. |l ne survient qua la période chaude e humide dans les régions
subtropicales. Son incubation est de 7 a 12 jours. |l est responsable de la fievre tierce maligne,
de l'accés pernicieux €, indirectement de la fievre bilieuse hémoglobinurique. La longévité de

cet hématozoaire est infé&ieure aun an.
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Cycle de reproduction de Plasmodium falciparum:

Le cycle de reproduction de Plasmodium falciparum est composé de 2 phases qui ont
lieu dans 2 hotes différents (Figure 9, page ). Le cycle asexué seffectue par shizogonie dans
I'organisme humain dors que le cycle sexué se fait par sporogonie chez I'anophele. Le cycde
aexué ou schizogonie comporte une phase pré ou exo-érythrocytaire et une phase
érythrocytaire. Dans la phase exo-éythrocytaire, des sporozoites sont expulsés des glandes
sivaires du moudique par I'anophde femdle infectée & entrent dans la circulation sanguine
de la personne au moment de la piqire. Ces sporozoites disparaissent de la circulation
sanguine dans les 30 min qui suivent la piglre et pénetrent dans les hépatocytes. Pendant les
14 jours suivants, dans le cas de Plasmodium falciparum, les parasites du stade hépatique
("corps bleus' ou schizonte) s différencient e subissent une multiplication asexuée. 1l en
réesulte la formation des dizanes de millie's de mérozoites qui vont ére libérés des
hépatocytes. Le cycle érythrocytaire commence dors, lorsque les mérozoites pénetrent dans
les globules rouges (érythrocytes) ol ils subissent une multiplication asexuée. Passant par les
stades ring et trophozoite et ils produisent chacun 12 a 16 mérozoites a lintérieur dun
schizonte. La longueur de la phase éythrocytaire du cycle de reproduction du parasite dépend
de I'espéce: 48 heures pour Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax et Plasmodium ovale
et 72 heures pour Plasmodium malariae. Les manifestations cliniques du paudisme, fievres et
sueurs, sont associées a la rupture synchrone des érythrocytes infectés. Tous les mérozoites,
ang libérés, vont pénétrer dans dautres érythrocytes. D'gprés Hotta et ses collaborateurs, le
haut synchronisme de la maturation des paradites (stades ring puis trophozoite puis schizonte)
serait di, au moins en partie, aux secrétions périodiques de méatonine par l'organisme. En
effet, la mdatonine favorise la formation des schizontes e donc la libération synchrone des
mérozoites qui infestent d'autres érythrocytes (107).

Tous les mérozoites ne se divisent pas dans les schizontes, certains en se différenciant
en formes sexudles, gamétocytes mdes e femdles sont responsables du cycle sexué. Ces
gamétocytes, restés latent dans le sang, sont ingérés par une femele anophde au cours dun
repas de sang infecté. A lintérieur de I'apparell digestif du moudique, le gaméocyte mée
subit une rapide divison nucléaire, produisant 8 microgamétes. Les macrogametes femdles
gectent leur globule polaire dans l'etomac du moustique ou ils peuvent dors ére fécondés
par les microgamétes. L'ookinete qui en réulte traverse la paroi du tube digestif du
mougtique et forme un oocyste au niveau de I'épithdium. Aprés la rupture de l'oocyste des
centaines de sporozoites sont relargués dans la cavité générde du moudtique ou ils vont

éventudlement migrer vers les glandes sdivaires du moustique. Un cyde asexué peut aors
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reprendre chez I'homme comme précédemment indiqué. Les différents stades du parasite sont

représentés sur lafigure 10.
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Figure 9- Repr ésentation des cyclesdereproduction de Plasmodium falciparum.
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Figure 10- Dessins des différents stades du parasite Plasmodium falciparum.

1: érythrocyte normal

2a10: gades"ring"

11 a 18: Trophozoites

19 &4 26: Schizontes (la photo 26 montre un schizonte éclaté)

27 et 28. macrogamétocytes métures (femelle)

29 et 30: microgamétocytes métures (mae).

Ces photos proviennent dun dte Web:  http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Frames/M -
R/Mdariabody mdariadiagfindl.ntm Les photos ont éé prises par Coatney GR, Collins
WE, Warren M, Contacos PG., un groupe travallant sur les mdarias des primates dans le
département de la santé, de I'éducation et du bienétre américain, a Bethesdaen 1971.

43



IT. GSK-3b et le paludisme

II.1. Le génome de Plasmodium falciparum
Les 30 mégabases du génome de Plasmodium falciparum sont distribuées en 14
chromosomes rangés par taille de 650 kb a 3,4 Mb:
- chromosomes de petit poids moléculaire (1, 2, 3, 4)
-les"blobs’ ("gouttes') (5, 6, 7, 8, 9)
- chromosomes de poids moléculaire moyen (10, 11, 12)
- chromosomes de haut poids moléculaire (13, 14).

Le consortium international de séquencage du génome de Plasmodium falciparum a
été créé en 1996 pour ségquencer le clone 3D7. A cause de la taille et de la complexité de ce
génome, le sSéguencage a éé répati pami  différentes indtitutions. Une dratégie de
saquencage chromosome par chromosome a éé chois plutét quune approche globde de
I'ensemble du génome.

Le séquencage de I’ADN de ce paraste est rendu difficile par le fort pourcentage en
nucléotides A (Adénine) e T (Thymiding), 82%. Les parties termindes des chromosomes
sont caractéristes par une érie de régions répéées (Figure 11). Les tdlomeres ont une
gructure smilaire a cele des autres eucaryotes et contiennent des sequences répétées
d'heptanucléotides qu varient en nombre sdon les chromosomes. Une région complexe de
sequences répétées et une région nonrépditive suivent la région tdomeérique. La région
rep-20 et condtituée de répétitions de 21 pb, qui suivent la région non-répétitive et est séparée
pa un dSte de redriction Apal. Les répétitions rep-20 peuvent condituer plus de 5 % du
génome du parasite.

Téloméreé

Apal Apal

T e
[z i |
B =

|:| Répétitons complexes

4| Répétitions non-répétitives

] Rep-20

Figure 11- Schéma représentant les extrémités des chromosomes de Plasmodium
falciparum.

Le séquencage a éé effectué par trois groupes:

- "The Inditute for Genomic Research" (TIGR) et le programme contre la maaria du centre
de recherche médicde navale pour les chromosomes 2, 10, 11 et 14,

- "Sanger Center” pour les chromosomes 1, 3a9 et 13 et

- l'université de Stanford pour le chromosome 12.



Les données sur le génome de Plasmodium falciparum sont disponibles sur différents sites
internet:
http://plasmodiumdb.cisupenn.edw/: ce dte de l'universté de Pennsylvanie donne accés a

toutes les données sur e génome produites par |e consortium.

http://www.tigr.org/tdb/edb2/pfal/ntmls: ce sSite donne acces a la séquence compléte du

chromosome 2 et aux séguences préiminaires obtenue pour les chromosomes 10, 11, et 14.

Actudlement, plus de 95 % du génome de Plasmodium falciparum a é&té séquenceé.

I1.2. GSK-3 de Plasmodium falciparum

Le séquencage nucléotidique du chromosome 3 a é&é achevé en 1999 (14). Il a permis
de mettre en évidence I'existence d' un gene, PFC0525C, codant pour une protéine homologue
a la GSK-3 humane. En effet, la protéine GSK-3 de Plasmodium falciparum (PfGSK-3)
présente 38% didentité et 49% dhomologie avec la protéine GSK-3a humane et 43%
didentité et 54,2% d homologie avec GSK-3b humaine. Les protéines GSK-3a et GSK-3b
humaines présentent 66,7% d'identité et 72,.9% d homologie entre elles. Ces pourcentages ont
été caculés par le logicid MacShadeBox, a partir de I'dignement des séquences de ces trois
proténes par le logicid ClugaX (Figure 12). GSK-3 de Plasmodium falciparum est congtitué
d' une seule chaine polypeptidique de 452 acides aminés et possede une masse molare de
53,13 kDa. La comparaison des séquences protéques de GSK-3a et GSK-3b humaines avec
cdle de PfGSK-3 montre une conservation dricte de 178 acides aminés. Cette conservation

est beaucoup plusimportante au niveau du domaine catalytique.
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Figure 12— Alignement des séquences protéiques de GSK-3a et b humaines avec la
GSK-3 de Plasmodium falciparum identifiée apr es le sequencage du chromosome 3.

L’ dignement des séquences de cestrois protéines a é&é réaisé par le logicid Cluga X.

Les acides aminés surlignés en noir sont identiques pour les trois séquences (! pour la
squence consensus). Les acides aminés surlignés en gris foncé sont Similaires pour les trois
séguences (* pour la séguence consensus). Les acides aminés surlignés en gris clair sont
identiques pour deux sequences (* pour la séquence consensLs).
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PARTIE II: LES PROTEINES DE LA FAMILLE POLO
Chapitre I

DECOUVERTE DES PROTEINES POLO

Comme nous I'avons vu précédemment, la divison des cdlules est contrélée par de
nombreuses protéines (Partie |, Chapitre I, paragraphe I1.1., page 11). Les protéines de la
famille Polo peuvent étre divisées en 2 groupes. les proténes de la trandtion G1/S et cdles de
latrandtion G2/M (Figure 13).
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Figure 13- Implication des protéines de la famille Polo dans le contréle du cycle
cellulaire.

Le cyce de divison cdlulare est contrélé principdement par la famille des Cdk associées
aux différentes cyclines. Ces complexes sont régulés par de petites protéines, les CKI, e par
des phosphatases et des proténes kinases. Les proténes de la famille Polo interviennent en
troiséme position en controlant, entre autre, la régulation des phosphatases Cdc25.
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I. La premiére protéine de la famille: Polo de drosophile

La protéine kinase Polo a éé identifiée pour la premiere fois chez la drosophile. En
1991, Llamazares et ses collaborateurs ont cloné le géne polo gréce a un mutant possédant un
aléle portant un trangposon, un éément P. Les ADNc séquencés correspondent aux transcrits
du locus sauvage. Deux transcrits ont été trouvés (2,2 e 2,5 kb), ceci peut sexpliquer par les
différentes tailles des parties 5' et 3. Le locus de ce géne est localisé sur le chromosome 3. Le
gene polo code pour une protéine de 577 acides aminés dans laquelle la séquence des 277
acides aminés du domaine N-termind présente une identité importante avec le domaine
catalytique des protéines kinases et contient les 11 sous-domaines conservés de ces proténes
kinases (89). La séguence typique des protéines séring/thréonine kinases a éé trouvée dans la
protéine Polo: GTANYIAPE (150).

En 1988, Sunkd et Glover ont décrit 2 mutations de Polo (polol et polo2) impliquées
dans la diploidie des cdlules de larve de drosophile. La mutation polol a éé isolée a partir
dun criblage génétique destiné a SHectionner des femdles dtériles. Chez les mutants polol,
on condate que les pdles e les fuseaux mitotiques sont anormaux. Dans ces mutants polol,
trois sortes danomadies ont é&é observées en métaphases un arrangement circulaire des
chromosomes avec des chromosomes normaux, des noyaux polyploides et des figures
aneuploides. Cependant, il n'y a pas de fragmentation de la chromatine et les chromosomes
subissent une condensation normde. En anaphase, les chromosomes attachés a un des pdles
du fuseau mitotique paraissent ére orientés de facon déatoire e ne sont pas liés a leurs
tdomeéres en pointant vers le centre du fuseau. Les larves homozygotes présentent également
des divisons mitotiques aberrantes au niveau des cdlules neurondes. De plus, les maes
homozygotes présentent des méioses anormaes. En ce qui concerne la méiose, les mutants
polol/polol montrent des images téra e multipolares au lieu des images bipolaires
observées dans le type sauvage. Les chromosomes sexudls ne sont pas séparés provoquant la
géilité chez les drosophiles méles. En ce qui concerne la protéine Polo, cette protéine issue
de l'dlde mutant polol n'est pas phosphorylée €, aind, a une activité kinase trés réduite
(243). L'dlde polo2 a éé trouve pami une collection dembryons dont la mort a &é induite
par un dément P. Ce second mutant, polo2, est un dlde plus fort qui cause la mort des larves
homozygotes. 1l a &é montré que cet dlée contient une insartion au début du transcrit (150),
ceci peut induire une compléte absence de transcrit de la protéine Polo. Les larves
hétérozygotes polol/polo2 sont viables. Ces observations suggerent que les mutations du gene
polo affectent une proténe requise pour la formation correcte des centrosomes et leur bon
fonctionnement (239). Les mutations de la protéine kinase Polo entrainent des anomdlies de la
divison cdlulaire (71).
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I1. Les autres membres de la famille

La proténe Polo, isolée chez la Drosophile, et le premier membre dune famille

congtituée aujourdhui de 15 protéines trouvées dans des especes trés diverses dlant de la

levureal’homme (71, 72, 79, 136, 183) (Tableau 4 et Figure 14).

Espéces Nom |(aci d-;alalrln?néﬁ) Références Nurge;.rnc;(_jéz(r:]c on
Trangtion G1/S
Homo sapiens hSnk 685 Anderson et al., AAC14573
non publié

Mus musculus mSnk 682 (225) AAF08366

Homo sapiens hPrk 607 (245) AAC50637

Mus musculus hSak a 970 (65) CAAT73575
hSak b

Mus musculus mFnk 631 (50) A57286

Rattus norvegicus rEnk 615 (121) AAF08367

Trangtion G2/M

Drosophila melanogaster Polo 576 (150) CAA44963

Homo sapiens hRk 603 (74) CAAbB1837

Mus musculus mAk 603 (34 AAA56635

Rattus norvegicus rRk 603 (135) AAA18885

Xenopus laevis Px1 598 (131) AAC60017

Saccharomyces cerevisiae | Cdch 705 (124) AAA02576

Schizosaccharomyces pombe | Plol 683 (178) CAAS9766

Caenorhabditis elegans Plcl/Plkl 648 (183) AAC34661
Plc2 615 (183) AAC14425
Pk2 632 (29) AAF28314

Trypanosoma brucei TPk 767 (79 CAA74301

Proténe qui active PIx1

Xenopus laevis xPlkk 950 (203) AAC95157

Tableau 4- Les proténes dela famille Polo.
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, 0.1
—— Mus musculus Sak-b

Mus musculus Sak-a

Homo sapiens Sak

sea-urchin

| Rattus norvegicus Fnk

Mus musculus Snk

Rattus norvegicus Snk

L Homo sapiens Snk

Trypanosoma brucel TbPk

Schyzosaccharomyces pombe Plol

Saccharomyces cerevisiae Cdcb

Xenopus laevis Pix1

Mus musculus mPlk

Rattus norvegicus rPik

Homo sapiens hPIk

Drosophila melanogaster Polo

Caenorhabditis elegans Pic2

Caenorhabditis elegans Picl
Figure 14- Arbre phylogénétique des proténes de la famille Polo.

Cet arbre a éé rédise par le logicil MacShadeBox, a partir de I'alignement des séquences

protéques de ces protéines par lelogicid ClustaX.
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II.1. Les protéines Polo de la transition G1 /S
Cing protéines kinases dfiliées a la famille Polo interviennent au niveau de la
trangtion G1/S. Ces protéines (Snk, Fnk, Prk, Sak-a et Sak-b) possedent la séguence
caractériique de protéines de la famille, la «Polo box», e présentent un pourcentage devé
d homologie avec les proténes Polo de la trandtion G2/M. Aind, Snk présente 41%

d homologie avec la proténe PIk.

Snk, la sortie dela phase Go et latransition GL/S

Le géne de la proténe Snk (Serum-inducible kinase) a é&é cloné chez la souris par
Simmons & ses collaborateurs (225). L’expression de ce gene précoce est fortement induite
par gout de s&rum ou d'edter de phorbol dans le milieu de cdlules en culture. Les ARNmM
codant pour la protéine Snk sont retrouvés dans le cerveau, les poumons et le coaur chez la
souris adulte et dans les poumons, le cerveau, la rate, le foie et le coaur pour les tissus fodaux.
La proténe sérine/thréonine kinase Snk est exprimée au cours des phases GO, G1 et S du
cycdlededivison cdlulare.

Les protéines Snk et Fnk sont égdement exprimées au niveau des neurones post-
mitotiques dors que Pk ne I'ext pas. Il apparait que Snk Sassocie a une protéine qui lie les
intégrines (Cib) et gquand dle intervient au niveau de la dabilisstion de LTP («Long-Term
Potentiation») dans les neurones. La protéine Snk interviendrait donc égaement dans d autres
voies que le cycle cdlulaire (120).

Le séquencage complet du génome de Saccharomyces cerevisiae a permis de montrer
que Snk/Fnk est absent et qu’apparemment CdcS est le seul membre de la famille Polo chez
cette levure (112). Cette absence de Pk interphasique pourrait ére une caractéristique des
eucaryotesinférieurs. Cette hypothése est soutenue par Ouyang et ses collaborateurs (183).

I1.2. Les protéines Polo de la transition G2/M

I1.2.1. Xenopus laevis : Plx1
En 1996, Kumaga & Dunphy ont isolé e purifié une proténe kinase qui régule
I’activité de la phosphatase Cdc25C, a partir doaufs de xénope. La purification a é&é rédisée
par chromatographie d affinité sur une colonne de phosphatase Cdc25C immobilisée associée
a la recherche d'une activité kinase spécifique de Cdc25C. Ils ont trouvé une protéine de
67 kDa avec un ADNCc correspondant de 2,4 kb (131). En comparant la séquence en acides
aminés de cette protéine avec cdles des proténes de la famille Polo (Polo, Plkl, Plol,

Cdc5...), ils ont congaté que cette kinase avait une forte homologie avec les kinases Polo et
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I'ont intégré dans la famille Polo sous le nom de PIx1 («Polo-like kinase of Xenopus laevis
1») (150).

PIx1 est activée, in vivo, au cours de la maturation ovocytaire suivant la méme
cinétique que Cdc25C. Cependant, dors que [l'injection danticorps anti-Pix1 inhibe
complétement I’activité de PIx1, ils ne bloguent pas totaement |'activation de Cdc25C. Or, il
a éé montré, in vitro, que le complexe Cdc2/cycline B et PIx1 phosphoryle Cdc25C sur des
épitopes MPM2 (130, 131). Il semble donc, quen plus de Pix1l, Cdc2/cycline B et voire
d autres protéines kinases contribuent &’ activation de Cdc25C (21, 201).

I1.2.2. Les Polo de mammiféres : hPlkl, mPlk1 et rPlk1

Le gene Plul a éé cloné chez différentes especes de mammifere. Son promoteur a éé
andyse chez I'homme. Ce promoteur et activé en phase S & atteint un maximum dactivité a
la trandtion G2/M (251). Ces auteurs ont identifié une région nécessaire a l'expresson du
gene. Elle s stue entre les nucléotides -33 a -93 et possede au moins trois déments de
régulation postive. Le premier dément ne contient pas de Site consensus connu (-93 a -75), le
second possede un dément riche en GC qui inclut un ste SPL €75 a -45) € le troiseme un
domaine CAATT (-45 a-33).

Ces protéines ne sont exprimées que dans les tissus a activité mitotique devée tissus
embryonnaires, tissus adultes tels que le tissu hématopoiétique, les gonades, le placenta ou le
thymus, and que dans les cdlules tumordes (102). D'apres Wolf et ses collaborateurs,
I'expresson de Pk dans les cdlules pulmonaires est un bon indicateur dans le pronostic du
cancer des grandes cdlules du poumon. Les patients dont les tumeurs montrent une
expresson modérée de Pk survivent dgnificativement plus longtemps que ceux présentant

une forte expression (270).

I1.2.3. Saccharomyces cerevisiae : cdc5

Le gene codant pour I’homologue de la protéine Polo chez la levure Saccharomyces
cerevisae a éé découvet par complémentation de levure portant une mutation
thermosensible pour le géne DBF4 (124). La ségquence nucléotidique de ce gene, tout d’ abord
nommeé MSD2 («Multicopy Suppressor gene of DBF4 mutation»), est identique a cdle du
gene cdchb. La protéine correspondante possede de grande smilarité avec les domaines
cataytiques des protéines kinases (89). De plus, en andysant la séquence protéque, Kitada et
ces collaborateurs se sont gpercus que Cdch possede une homologie de séguence importante
avec la protéine Polo de Drosophila melanogaster, en particulier au niveau de la «Polo box»
(124). La protéine Cdc5 a donc éé intégrée a la famille Polo. La quantité d ARN de Cdc5

varie au cours du cycle avec un pic au niveau de la trangtion G2/M. La dééion de Cdc5 et
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l&de Les levures mutantes présentent une morphologie en forme d hdteres avec des noyauix
divisés maistoujoursliés.

Gréce a ce modée, les roles des protéines de la famille Polo ont pu é&re un peu mieux
compris. En effet, I'éude des mutants Cdc5 a permis de montrer que cette protéine intervient
a plusieurs niveaux du cycle cdlulare réplication de I'ADN (90), contrdle du cycle en cas de
I[éson de I’ ADN (247), sortie de la mitose par régulation de I activité de I'APC (28, 32, 220),
cytokinése (141, 142, 228, 229).

I1.2.4. Schizosaccharomyces pombe : Plol
Okhura et ses collaborateurs ont isolé un géne homologue & ceux codant pour les
proténes de la famille Polo chez Schizosaccharomyces pombe (178). Plol est la premiere
kinase identifiée qui soit essentielle pour la progression de la mitose chez la levure fisspare.
Les phénotypes cdlulaires dus a la perte de Plol montrent trois types de cellules anormales.
- des cdlules avec un seul groupe de chromosomes condensés,
- des cdllules sans septum avec deux noyaux en interphase,
- des cdlules sans septum avec deux groupes de chromosomes condenses,
De plus, les mutants qui rédisent la premiére mitose, ne peuvent pas former de septum
et sont aors bloqués au cours de la seconde mitose. Aing, Plol est nécessaire pour la

progression de lamitose, laformation du fuseau mitotique bipolaire et du septum.

I1.2.5. Trypanosoma brucei : TbPlk

En 1994, Hua e Wang ont amplifié un fragment de 195 pb d ADN de Trypanosoma
brucei codant pour un peptide de 65 acides aminés (110). Ce peptide présente 58% d'identité
avec la stquence du gene polo de Drosophila melanogaster. En utilisant cette squence, en
1998, Graham & ses collaborateurs ont pu isoler le gene codant pour la protéine Polo de
Trypanosoma brucei, TbPk (79). Ce géne code pour une proténe de 767 acides aminés.
L’ARNmM codant pour TbPIk fait 54 kb au lieu de 2,3 kb prévishles en se basant sur la taille
de la protéine. En fat, ce¢ ARNm contient un grand nombre de séquences non traduites
comme pour les autres ARNmM de ce parasite (57). TbPIk présente 50,4% d identité avec les
protéines Plk de mammifere au niveau du domane cataytique. Elle possede les 11 sous-
domaines caractéritiques des protéines kinases (88, 89) & contient la séquence
«GXGGFAXC» dans le sous-domaine | qui et égdement présente dans les autres protéines de
la famille Polo. Au niveau du domane C-termind, la protéine TbPIk possede la «Polo-box»
comme les autres Polo (136). Comme Cdc5 (S. cerevisiae) et Plol (S. pombe), TbPIk possede
un plus grand domane intermédiaire (entre le sous-domaine XI e la «Polo-box») que les

autres Plk. De plus, La protéine TbPk est exprimée a des niveaux comparables dans les deux
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stades de Trypanosoma brucei: le sade procyclique chez I'insecte hote (la mouche Tsetse) et
le dade sanguin chez les mammiféres infectés. Une andyse phylogénétique confirme
I" gppartenance de cette proténe alafamille Polo.

I1.2.6. Caenorhabditis elegans : Plc1/Plkl, P1k2 et Plc2

Gréce a la banque de données du NCBI (Nationa Center for Biotechnology
Information) concernant le séquencage du génome de Caenorhabditis elegans, Ouyang et ses
collaborateurs ont identifié deux protéines homologues des protéines Plk e Prk humaines
(183). L’dignement des séguences protéiques de Picl et Plc2 (“Polo-like kinese from
Caenorhabditis elegans’ 1 et 2) a permis de mettre en évidence qu'il existe 46,2 % d'identité
entre ces deux protéines (Tableau 6) et que PIc2 ne posséde pas de «Polo box» mmpléete. La
comparaison avec les protéines Prk et Plk humaines permet de classer Picl et Pic2 dans la
famille des protéines Polo. Les genes plcl et plc2 sont localisés sur le chromosome 3 et sont
séparés de 200 kb. D’apres Ouyang et ses collaborateurs, ceci suggere que ces deux genes
proviennent d'une duplication d'un gene ancestrd suivie d'une évolution indépendante (183).
Afin de caractériser les fonctions de Plcl, Chase et ses collaborateurs ont utilisé la technique
du RNAI («RNA-mediated interference») pour obtenir des embryons de Caenorhabditis
elegans Picl” (29). Ces embryons, ne possédant plus de protéines Picl, ne peuvent pas se
diviser, e magré la fécondation, ils présentent de nombreuses anomalies ne permettat pas de
finir la méiose et ne forment pas de globule polare. Ils présentent un retard dans la rupture de
I’'enveloppe nucléaire, qui peut &re mimé par une injection d ARN correspondant au gene
ncc-1, par la technique du RNAI, dans des embryons sauvages (la protéine Ncc-1 est
I"homologue de Cdc2). Il apparait donc que Picl et Ncc-1 interviennent dans la méme voie de
sggndisaion ou dans deux voies qui agissent en pardléle. La locdisation de Picl au cours de
la mitose correspond a cdle de la Pk humaine. Les anomalies dues a I’ absence de la proténe
Plcl dans les embryons RNAI montrent que cette proténe joue pluseurs rlles. posshilité
d activation de Ncc-1 (a priori comme PiIx1 chez le xénope par activation de Cdc25) donc
entrée en mitose, ségrégation des chromosomes et cytokinése (30). D’autre part, Chase et ses
collaborateurs ont trouvé une troiséme proténe gppartenant a la famille Polo chez
Caenorhabditis elegans (29), Plk2. Cette nouvelle protéine possede une «Polo box» et est
plus homologue aPicl qu'a Pic2.

I1.3. Homologie entre les différentes protéines de la famille Polo

Le pourcentage dhomologie entre ces différentes protéines kinases varie de 37% entre
hPIkl et Cdc5 a 95% entre hPlkl, mPIk1l et rPlkl (Tableau 5). Il existe des ségquences
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consensus communes a toutes les protéines Polo, caractéristiques des s&rinethréonine kinases
ou plus specifiquement de lafamille Polo (Figure 15).

Plcl Plc2 rPlk nPlk hPlk PIxl1 Polo Cdc5 Plol TbPlk
Plcl [---- 56.3 46.6 47.4 46.9 47.9 46.6 31.9 34.3 29.7
Plc2 [46.2 ---- 56.9 57.8 58.0 58.8 54.2 36.5 38.1 33.0
rPlk |35.7 44.5 ---- 97.8 95.4 85.3 61.4 37.5 39.8 35.1
nPlk |36.3 45.1 97.8 ---- 96.2 85.7 62.1 37.9 40.7 35.5
hPlk |35.6 45.4 93.9 94.7 ---- 86.7 61.9 37.6 40.2 35.5
Plx1 [35.9 46.8 76.4 76.9 78.1 ---- 62.6 38.8 42.0 36.9
Polo [32.6 40.0 48.5 49.0 48.7 48.5 ---- 37.2 38.2 34.2
Cdc5 |22.9 24.7 26.1 26.6 25.9 26.1 24.3 ---- 48.8 36.1
Plol [23.3 26.1 28.2 28.8 28.5 30.2 27.6 35.1 ---- 41.4
TbPI k|19.6 20.2 24.6 24.8 24.8 25.6 21.8 25.0 28.6 ----

Tableau 5- Pourcentages d’identité (en bleu) et d’homologie (en noir) entre les
différentes protéines dela famille Polo.

Domaine catalytique: Domaineintermédiaire; Domaine extracatalytique
11 sous-domaines variable en taille et
caractéristiques des kinases peu conservé
- A — A A —
Nt[ [] | [ L] Ct
Site defixation Polo box Séquence inhibitrice
del’ATP de I’ activité kinase

Figure 15- Schéma des différents domaines communs aux membres de la famille des
protéines sérine/thr éonine kinases Polo.

En diminant la séquence dite «inhibitrice de I’ activité kinase», on augmente I activité (169).
I11. Roles biologiques de Polo

III.1. Substrats des protéines Polo de la transition G2/M

En tenant compte des différences inhérentes aux différentes especes, toutes les
protéines de la famille Polo ont les mémes fonctions. En effet, dles sont toutes impliquées
dansle cycle cdlulaire auniveau de I’ entrée et de la sortie en mitose et de la cytokinese.

Polo phosphoryle, de la méme fagon, les résidus sérine et thréonine de la caséine, mais
on déecte plus de phospho-thréonine sur la b-tubuline. Dans aucun des deux cas, on ne
retrouve de phospho-tyrosine, confirmant que Polo est une sérine/thréonine kinase.

Les différents subdtrats de Polo sont tous relatifs a la trangtion G2/M et a la fin de la
mitose (Tableau 6): la phosphatase Cdc25C, la tubuline, ains que les protéines mitotiques
(DNA topoisomérase I, NimA, Weel, Mytl, Cdc27 de I'APC...) contenant un des épitopes
reconnus par I'anticorps monoclond MPM2 deviennent phosphorylées a la trangtion G2/M et
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sont déphosphorylées a la fin de la mitose. De plus, les protéines MPM2 sont locdisées au
niveau de pluseurs sructures subcdlulaires telles que les centrosomes, les kinétochores, I'axe
des chromosomes et du fuseau mitotique [Davis, 1983 #359; Vandre, 1984 #360; Taagepera,
1993 #361; Taagepera, 1995 #362]. Chez la drosophile, eles ont la méme locdisation que
Polo (151). Tout ceci tend a montrer que Polo serait une kinase MPM2 (135, 140, 182). En
1998, Logarinho et Sunkel ont montré que la protéine de drosophile, Polo, est nécessaire a la
phosphorylation des épitopes MPM2. Le niveau dimmunoréactivité des épitopes MPM2 et
directement corrélé a la sevéité des dldes mutants de Polo. Polo et nécessare a la
phosphorylation des épitopes MPM2, chez la drosophile, au niveau des centrosomes, des
centroméres et du fuseau mitotique. Aind, Polo doit é&re impliquée dans la coordination des
changements dans I’ architecture des cdlules en mitose avec I'activité du MPF. Polo et |'une

des kinases MPM2 liée de facon stable au cytosquelette qui peut ére impliquée dans la

rephosphorylation des épitopes MPM2.
Substrats de Polo Roéles
b-tubuline Formation du fuseau mitotique
MAP (Microtubule-Associated Protein, 85 kDa) | Formation du fuseau mitotique
Midl Formation du fuseau mitotique
M-KLP (Kinesin-Like Protein) Formation du fuseau mitotique
Pav-KLP Formation du fuseau mitotique
Asp (220 kDa) Protéine du centrosome
Cdc25C Activation du MPF et ains entrée en mitose
APC (Anaphase-Promoting Complex) Dégradation de lacycline B et ains sortie de mitose
Cdc20 Cofacteur de I’ APC
Cdcl6 * Constituant de I’ APC
Cdc27 * Congtituant de I’ APC
Tgs24 * Constituant de I’ APC
épitopes MPM2 Proté nes phosphorylées en mitose
Pinl Prolyl isomérase

Tableau 6- Substrats des protéines de la famille Polo.
Le tableau regroupe les données de larticle de synthése de Glover et ses collaborateurs de
1998 (70) sauf pour les protéines Cdcl6, Cdc27 et Tgs24 marquées d une * (129).
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II1.2. Réle de Polo dans la régulation de la transition G2/M

IT1.2.1. Influence de Polo sur la localisation de la cycline B

La locdisation de la cycline B joue un réle crucid dans I'activation du MPF. En €ffet,
la cycline B se trouve dans le cytoplasme en interphase et pendant les phases G1 et S, puis
passe dans le noyau en prophase ou dle peut sassocier a Cdc2. La phosphorylation de la
cycline B joue un role essentid dans le trandocetion nucléaire de la proténe (84, 146, 276).
La cycdine B possde une sfquence NES («Nucler Export Signal») (85, 249, 276).
Toyoshima-Morimoto et ses collaborateurs ont démontré, trés récemment, que Pix1
phosphoryle la s&rine-147 de la cycline B1 de xénope et permet ains la trandocation de la
cycline B1 du cytoplasme vers le noyau (250). En effet, ce résdu s&ine est Stué dans la
sequence NES de la cycline B1. 1l apparait donc que PIx1 est impliqué dans la locdisation du

MPF dans le noyau en prophase.

I11.2.2. I’auto-amplification du MPF

PIx1 participe a la boucle d auto-amplification de I'activation du MPF. En 1998, Qian
et ses collaborateurs ont purifié et cloné une protéine kinase qui phosphoryle et active PIx1, in
vitro (203). La cinéique d activation de cette kinase, xPIkk1, in vivo, correspond a celle de
Pix1 (201). Plkkl et PIx1 ne sont pas nécessaires pour I'activité basae de Cdc2/cycline B.
Cependant, les kinases PIx1 et Cdc2/cycline B sont nécessaires pour |'auto-amplification du
MPF. D’autre part, la phosphorylation de Cdc25C par Cdc2/cycline B et un pré-requis pour
I’ activation compléte de Cdc25C et sa phosphorylation par PIx1 (1).

Cette auto-amplification de I'activation du MPF se fait en 2 éapes La 1% éape
dépend uniquement de I'activité basde de la phosphatase Cdc25C qui permet une activation
lindre du MPF. Elle et indépendante de la phosphatase PP2A et de I'association du MPF
avec Cdc25C par I'intermédiaire de la protéine p9™°YkS |es protéines kinases PIkk1 et PIx1
sont activées, lors de cette 1%¢ étape. La 2°™ é&ape de I'auto-amplification dépend de
I'inhibition de PP2A, de I'activité de PIx1 et de I'interaction de la protéine p9™cVcks pour
I’ association du MPF avec la Cdc25C (119) (Figure 16).

Chez le xénope, I'activation de PIx1 est suffisante pour activer Cdc25C et initier la
mitose. Par alleurs, I'inectivation de PIx1 et requise pour la dégradation compléte de la
cycline B2 aprés I angphase et pour lafin de la cytokinese (202).
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Figure 16- Schéma des 2 étapes de I’ auto-amplification del’ activation du M PF.

En résumé I'activation de ce complexe est directement contrlée par la phosphatase
Cdc25C (52, 68, 161). La protéine Cdc25C est ele-méme régulée par un syséme de
phosphorylations/déphosphorylations qui fait notamment intervenir la s&rinethréonine kinase
PIx1, chez le xénope (131, 132). Les protéines kinases de la famille Polo, qui régulent la
phosphatase Cdc25C et par 1a méme, I'activité du complexe p34““%cycline B, contrdlent
I'entrée en mitose.

Elles agissent sur la formation du fuseau mitotique et, dans le cas de PIx1, sur la
locdisation de la cycline B e sur la phosphatase Cdc25C, activateur du complexe
p34°2/cydine B.
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III.2.3. Polo et la protéine Pinl

La protéine Pinl es un nouveau régulateur négetif de la mitose, tres bien conservée de
la levure a I'homme (154). Le fat que I’homologue de Pinl chez la drosophile, dodo,
complémente un mutant de Pinl chez la levure souligne encore la nature conservée de ces
protéines (156). Pinl e un membre de la famille des parvulines procaryotes des peptidyl-
prolyl isomérases (PPlases). Les PPlases sont impliquées dans le trafic intracdlulaire (213).
Les PPlases eucaryotes de type parvuling, incluant Essl chez S cerevisiae (87), dodo chez la
drosophile (156) & Pinl chez I'homme (154), possedent un domaine WW en N-termind de la
séquence protéique, pouvant étre responsable dinteractions proténe-protéine (236). Pinl a
éé identifiée par criblage chez la levure par la technique du «double-hybride» comme une
protéine interagissant avec la kinase mitotique NIMA («Never In Mitods A») (278) et
supprimant | activité promitotique de NIMA (154). Ceci suggere que Pinl exerce son effet de
régulateur du cycle cdlulare par modulaion d'une voie impliquant NIMA (154). De plus,
Pinl se co-locdise avec NIMA dans le noyau et induit un arét de la mitose quand dle est
sous-exprimée dans les cellules Hela (154).

Cependant, Pinl empiete sur la voie de régulation du cycle cdlulaire dépendante du
MPF. En paticulier, Pinl peut interagir physiquement avec des régulateurs de Cdc2/cycline B
tels que Cdc25, Pix1, Pk1l, Mytl, Weel, Cdc27... etc (234). Pinl peut s lier a la
phosphatase Cdc25C mitotique mais pas a cdle d'un extrait d oaufs en interphase. Pinl e lie
SAectivement a la forme phosphorylée de Cdc25C et Cdc2/cycline B peut convertir la forme
non phosphorylée de Cdc25C en une protéine capable d'interagir avec Pinl. D’autre part, la
ligson de PIx1 a Pinl peut se produire indépendamment de I'association a Cdc25C.
Cependant, PIx1, transcrit in vitro dans un lysat de réticulocytes, ne peut pas < lier a Pinl
sans ére d abord incubé avec un extrait interphasique ou mitotique, ceci suggere la nécessité
d'une ou pluseurs modification(s) post-traductionnelle(s) ou la liason a une autre proténe
pour I'interaction PIX1-Pinl. Le niveau de la protéine Pinl est congtant au cours du cycle
cdlulare. Aing, l'interaction de Pinl avec ses cibles et régulée par le cyde cdlulare &
dépend des phosphorylations de ces protéines cible (216).

L’influence de Pinl sur I'activité de Cdc25C est trés controversée. En effet, Crenshaw
et ses collaborateurs ont pu détecter une activité dgnificative de Cdc25C sur des hilles de
Pinl incubées dans un extrait mitotique, ils pensent donc que Pinl n'affecte pas Cdc25C par
une modification directe de son activitt enzymatique (39). Cependant, Shen et ses
collaborateurs ont démontré que Cdc25C, en présence de Pinl, ne peut pas activer le
complexe Cdc2/cycline B (216).
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ITII.3. Formation du fuseau mitotique

ITI.3.1. Généralités

Les cdlues de I'organisme contiennent des proténes intervenant dans la
morphogenése en formant des assemblages variés en réponse a divers signaux. Parmis ces
proténes, les microtubules condtituent un réseau essentiel pour |’ organisation du noyau et des
organdles dans I'espace cytoplasmique. Les microtubules sont des hétérodiméres d'a- et b-
tubuline qui subissent de nombreuses modifications pod-traductionnelles. A I'occasion de la
divison cdlulaire, la forme de la cdlule est profondément modifiée et le cytosqueette est le
sége de transdformations maeures. En effet, lors de I'entrée en mitose induite par le complexe
p34°?jcycline B, I'enveloppe du noyau se dissout, les chromosomes sindividudisent et le
réscau de microtubules et détruit. De nouveaux microtubules Sassemblent a partir des
centrosomes vers les chromosomes et forment le fuseau bipolare ou mitotique (Figure 17).
Quand tous les centromeres, par l'intermédiare des kinétochores, sont fixés a des
microtubules, les deux chromatides de chague chromosomes se Sfparent. Les microtubules
vont aors se rétracter en entrainant les chromatides avec eux. A la fin de la mitose, les deux
jeux de chromosomes sont séparés chacun a une extrémité de la cdlule. Le fuseau mitotique
s désorganise, la tubuline sert dors a recondruire le cytosquelette des deux nouvelles
cdlules

La dahilité des microtubules et principdement régulée par des protéines associées
aux polyméres de tubulines, les MAPs (66). Une phosphorylation des MAPs diminue leur
affinité pour les microtubules e supprime leur activité dabilisarice (67, 218). Une partie du
complexe p34““?/cycline B est locdisée sur les microtubules Cette association se fait par
I'intermédiaire de MAPs (MAPIB & MAP4) et de la cycline B du complexe, la cycline A
n'est pas associée (60, 180, 248). MAP4 est phosphorylée par le complexe p34°“%/cydine B,
in vitro, ce qui ninhibe pas sa liason aux microtubules mais diminue son effet stabilisateur
des microtubules (3, 179). La phosphorylation in vivo dune MAP, serait due non seulement a
I'action du complexe p34°®?/cycline B, mais auss a celle de la MAP kinase (218). La MAP
kinase est en effet activée en méme temps que le complexe p34“®/cycline B dans certaines
cellules et notamment dans les ovocytes (190).

Comme expliqué précedemment, les chromosomes interagissent avec les fibres du
fuseau, au niveau de leur centromére, par l'intermédiaire des kinétochores. Le kinétochore et
un complexe multiprotéique comprenant, entre autre, des protéines motrices dépendantes de
I'ATP de type kinésne e dynéine. Pendant la mitose, un cetan nombre des protéines
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présentes dans les kinétochores sont phosphorylées (240, 254) et une partie du MPF Sassocie
aux kinétochores. La protéine CENP-E, de type kinésine, est in vivo et in vitro substrat du
complexe p34”“/cycline B. La phosphorylation de CENP-E inhibe sa capacité de liaison au
microtubules (148) et paticipe and au processus complexe qui conduit a la ségrégation des
chromosomes (208). Une autre protéine moteur, la dynamine est, in vitro, phosphorylée par le

complexe p34°?/cydine B ce qui diminue sa liaison au microtubules (106).

Formation du fuseau bipolaire

Centrosome Chromosome

_ Kinétochore
Microtubule

Divison cdlulaire

Microtubules courts et instables

Noyau Microtubules longs et stables
Interphase

M étaphase

Figure 17— Formation du fuseau mitotiqueet son réle au coursde la mitose.

I11.3.2. Réle de Polo dans la formation du fuseau mitotique

Les mutations des protéines kinases de la famille Polo entrainent des anomdies dans
la divison cdlulare (71) telles que des aberrations dans |’ organisation du fuseau mitotique et

dans la ségrégation des chromosomes comme des asyméries du fuseau mitotique (un seul
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centrosome mais un arangement norma des microtubules), un fuseau mono ou multipolaire,
des anomdies dans l'organisation des centrosomes, des problemes dans la Séparation des
chromosomes pendant la méiose (spermatogenése). Ces kinases sont donc impliquées dans
I'organisation du fuseau mitotique, tout comme le complexe p34“*“Y/cydline B. Elles agissent
sur saformation par phosphorylation de MAPs et de tubuline (61).

Il a &é montré que la protéine Plol est associée aux centrosomes (SPB chez la levure
pour «Spindle Pole Body») mitotiques mais pas interphasiques. Cette association est tres forte
du début de la mitose jusqu'au début de I'anaphase B, ensuite le signd de Plol devient trés
fable et findement digparait au moment de la dissociation du fuseau mitotique. L’ association
de Plol et des centrosomes et un événement mitotique précoce qui Suit e nécesste
I'activation du MPF, adors que leur dissociation requiert |'activité de I'APC (Angphase
Promoting Complex). Okhura et ses collaborateurs ont démontré que la variation de
I’association de Plol avec les centrosomes, liée au cycle cdlulaire, West pas due a |’ dtération
de la stahilité de la proténe (178). En effd, le niveau de la protéine Plol ne varie pas au cours
du cydecdlulare.

Bdher e ses collaborateurs ont confirmé le réle de Plol dans la formation du fuseau
mitotique bipolaire et dans la formetion et le postionnement de I'anneau médian, responssble
de la cytokinese. lls ont identifié une cible de Plol: la protéine Midl. Cette proténe et
présente dans le noyau, forme une bande corticae diffuse pendant la formation du fuseau
mitotique e fusionne en un anneau avant |'angphase. Elle est auss retrouvée sous forme
hyperphosphorylée (226). Plol est nécessaire & la fois pour I'export nucléaire de Midl et pour
la formation de I'anneau de Midl. Aingd, Plol et impliquée, en régulat la formation spatide

et temporelle du septum, dans la coordination de la cytokinése et de lamitose (8).

III.4. Cytokinese

ITI.4.1. Généralités

Pour s multiplier, les celules eucaryotes dupliquent leur contenu, puis se divisent en
utilisant un anneau contractile formé notamment d'actine-F et de myosine Il. Cette derniere
étape du cycle cdlulaire et appeée cytokinése. La levure Schizosaccharomyces pombe est un
moddle classque d é&ude de ce phénoméne. En effet, comme les organismes supérieurs, ele
se divise gréce a un anneau d actine-F placé au centre de la cellule, gppelé I'anneau médian.
Chez Spombe, Spgl code pour une GTPase de la famille de Ras, et induit la septation de
facon dose-dépendente. En effet, dle peut induire la formation dun septum a nlimporte quel
dade du cycle cdlulaire, ce qui implique que son activité doit é&re fortement controlée au
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cours du cycle cdlulaire, ain de produire une cdlule viable. Spgl est un géne essentiel et les
cdlules qui en sont dépourvues ne forment pas de septum; en revanche, la croissance
cdlulaire et la divison nucléare ne sont pas inhibées, ce qui produit des cdlules dlongées et
multinucléées. Spglp interagit avec la protéine kinase Cdc7 (une kinase de la famille des
MAPKKK). Toutes deux sont nécessaires pour donner le signd de la formation du septum,
probablement via une cascade de protéines kinases. La forme Spgl-GTP est uniquement
obsarvée durant la mitose lorsgu'dle est liée a la proténe kinase Cdc7 &fin dactiver le
mécanisme de septation Ce complexe et locdise aux pbles du fuseau mitotique, suggérant
un rble mgeur de ces organdles dans la régulation de la cytokinese. La locdisation du
complexe Spgl/Cdc7 devient asymétrique durant la phase finde de la mitose. Ce phénomeéne

reste inexpliqué al’ heure actuele.

IT1.4.2. Role de Polo dans la cytokinése

La formation du septum, chez la levure Schizosaccharomyces pombe, nécessite deux
événements, la formation de I’anneau d'actine (régulée par les genes tardifs de la septetion) et
la mise en place du matérid septa (régulée par les genes précoces de la septation). Ces deux
événements sont, au moins partiellement, sfparables. Plol semble intervenir en amont des
genes de septation précoces et tardifs. La cagpacité de Plol a induire la formation d’un septum
dans des cdlules en interphase qui sur-expriment Plol ne nécessite pas I'activaion de
Cdc2/cycline B. La kinase Plol agirait comme un facteur favorisant la formation du septum,
chez Schizosaccharomyces pombe (178). De plus, la dissociation de Plol des centroméres
n'est pas nécessaire a la septation. Cependant, la locdisation du régulateur de la septation,
Spgl, au niveau des centrosomes augmente la probabilité que I'association de Plol avec les
centrosomes au début de la mitose puisse permettre la voie de Spgl. Aing, ceci pourrait étre
un événement crucid danslarégulation de la septation (168).

L’inectivation de PIx1 et indispensable pour la dégradation compléte de la cycline B
gpres |'angphase et pour la fin de la cytokinese (202, 282). Brassac et ses collaborateurs ont
montré que PIx1 n'est pas nécessaire pour I'activation initide de I'APC. Cependant I'activité
de PIx1 évite I'inactivation prématurée de la voie de protéolyse dépendante de I'APC en
maintenant un niveau devé de I'activité de I'APC (20). En 1996, Tavares, Sunkd et Glover
ont mis en évidence de nouveaux subdrats de Polo (243). Ils ont tout d’ abord démontré que
Polo devait ére phosphorylée pour nontrer une activité kinase. 1ls ont pu détecter 3 substrats
potentiels de 220, 85 et 54 kDa, phosphorylés par la Polo exogene de facon plus efficace dans
les extrats d'embryons mutants que dans les extraits d’embryons sauvages. Une de ces

protéines phosphorylées spécifiquement par Polo sous ces conditions a éé identifié par
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immunoprécipitation comme é&ant la b-tubuline (54 kDa). La b-tubuline et plus
phosphorylée que I'a-tubuline. Polo s lie spécifiquement a une MAP de 85 kDa. Aing, Polo
et impliquée dans les changements de I’ organisation des microtubules qui ont lieu au cours
de la mitose. En 1998, Carmera et ses collaborateurs ont montré |'implication de Polo dans la
cytokinese (25). En fat, Pav-KLP («Pavarotti-Kinesn-Like Protein») est une protéine moteur
intervenant dans la cytokinese qui et associée physiquement a Polo. D’autre part, Nidow, en
1990, a montré que M-KLP («Mouse-Kinesn Like Protein») et associé a Pk (175).
Gonzales, Sunkd et Glover spéculent que la protéine Asp («Abnorma-spindle protein»)
pourrait &re un substrat de la kinase Polo (75). Asp est une MAP de 220 kDa nécessaire au
maintien de la Sructure du fuseau au niveau des pdles mitotiques. Cette protéine hautement

basique s associe aux microtubules de larégion polaire du fuseau mitotique (211).

II1.5. Sortie de la mitose

ITI.5.1. Généralités

L’initiction & la coordinaion des événements tardifs de la mitose sont gouvernées par
la protéolyse dépendante de I’ ubiquitine des proténes clés régulatrices telles que la cycline B,
les séeurines, Polo... Une étape mgeure de cette destruction est catalysée par une protéine
ligese d'ubiquitine multimérique connue sous le nom dAPC  («Anaphase-Promoting
Complex») ou Cyclosome ou encore enzyme E3 (33, 123) L’APC est associé a une enzyme
activatrice d'ubiquitine (E1) & dune enzyme E2 conjuguée a I'ubiquitine (ou UBC pour
«Ubiquitin-conjugating enzyme») pour catayser le transfet de molécules d ubiquitine sur les
chaines de lysnes des protéines cible La chaine d'ubiquitines est adors reconnue par le
protéasome 26S qui dégrade ces protéines marquées (194, 195).

L’APC samble ére le seul composant de la machinerie d'ubiquitination qui oscille
pendant le cycle cdlulaire. A la fois chez les levures (282) et dans les cdllules somatiques des
eucaryotes supérieurs (18), la voie de protéolyse dépendante de I'APC reste active du milieu
de la phase M jusgua la fin de la phase G1, moment a laguele dle devient inactive.
L’activité de I’ APC augmente brusquement en métaphase, ce qui @nduit a la destruction des
proténes cibles avec I'aide d'un facteur spécifique, Cdc20. Ces protéines cibles incluent les
sécurines (Pdsl chez S cerevisiae), qui sont nécessaires pour le maintien de la cohésion des
chromatides soaurs. La dégradation des sécurines entraine I'activation des séparines (ESPL
chez S cerevisiae) qui favorisent le début de la separation des chromatides soaurs. A ce
moment, Cdcl4, une phosphatase spécifique qui reste séquestrée au niveau du nucléole aux
autres moments du cycle, et libérée (222, 256). Plusieurs subgtrats clés de Cdcl4 ont éé
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identifiés. lls incluent les inhibiteurs de Cdc2/cycdine B, Sicl e Hctl, dont la
déphosphorylation permet une seconde vague d'activité de I'APC (114). Aind, |'activation de
Cdcl14 induit une expresson stable des inhibiteurs du MPF et une seconde vague d activation
de I'APC, ceci fonctionne de maniere redondante pour inhiber la cycline B (164, 282). La
destruction dépendante de I'APC dautres protéines régularices initie la dissociaion du
fuseau mitotique, la cytokinése e la réinitidisation des origines de réplicaion pour le
prochain cycle de divison cdlulare.

L’activation de I'’APC au milieu de la phase M dépend, directement ou indirectement
(20, 59), de I'activité kinase du MPF, qui déclenche la phosphorylation des sous-unités de
I’APC, événement permettant a I’ APC de se lier a son activateur Cdc20 (128, 281). Xe-p9,
I’homologue de la protéine Sucl/Cks chez le xénope, régule directement la phosphorylation
de Cdc27, un composant de I’ APC, par le complexe Cdc2/cycline B et aingd, la dégradation de
la cydine B (186). Le dé&oulement des évenements tardifs de la mitose résultent de
I'activation séquentidlle de I'APC par Cdc20 puis par Hctl. Chez la drosophile, Fizzy &
«Hzzy-rdated» se lient respectivement a la forme phosphorylée et déphosphorylée de I'APC.
Cet échange de sous-unités régularices mantient la voie dubiquitingion dépendante de
I’APC activée du début de I'angphase jusqu'a la fin de la phase G1. Cdc20 gimule la
degtruction de Pdsl dors que Hctl cible la destruction de la cycline B. D’autre part, la
destruction de la cycline B mitotique est importante pour la dissociation du fuseau mitotique,
la cytokinese et la re-réplication du génome. La protéolyse de Pdsl précéde celle de la cycline
B, ce qui ade a assurer que la cdlule ne réplique jamais son génome avant d'avoir fini la

Separation des chromatides soaurs au cours de lamitose précédente (164).

II1.5.2. R6le de Polo dans la sortie de la mitose

Les protéines Cdc20 et Polo, qui régulent de fagon positive I'activité de I’ APC, restent
condantes pendant les cycles cdlulaires de I'embryon de xénope mais varient au cours de
ceux des cdlules de S cerevisiae e humaines de fagon smilaire a la cydine B (79). L’activité
kinae des Pk et régulée par le cycle celulare comme le niveau des protéines Pk de
mammifére qui es trés bas en G1 mas augmente progressvement pendant les phases G2 et
M puis décroit radicdement quand les celules entrent en angphase & commencent la
télophase (32, 79). Descombes et ses collaborateurs proposent que les Plk sont nécessaires a
la destruction des protéines cibles par I'APC au moment de la sortie de la mitose (47). De
plus, Ferris et ses collaborateurs ont démontré que la protéine Pk de souris est la cible, a la

fin de lamitose, de lavoie de dégradation due al’ ubiquitination et au protéasome (63).
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Chez la levure S cerevisiae, I'expresson d'une forme non dégradable de Cdch
empéche I'accumulation des cycliines mitotiques e la formation du fuseau mitotique
suggérant que la dégradation de Cdch est importante pour I'inactivation de la dégradation des
cyclines par I'APC quand les cellules entrent en phase S. L’ubiquitination et |a dégradation de
Cdc5 dépend de Hctl et des deux séquences de boite de destruction situées sur la proténe
Cdch (28, 220). La degradation de Cdc5 en G1 peut produire un meécanisme de rétro-controle
par lequel I’ APC détruit son activateur au début du cycle suivant (32).

De récentes éudes montrent que PIx1 est nécessaire a la sortie de la phase M (47). De
plus, pendant |'angphase, la proténe PIx1(T201D), un mutant environ 40 fois plus actif que la
protéine sauvage, réduit préférentidlement la dégradation de la cycline B2 & retarde la
diminution de I'activité kinase du complexe Cdc2/cycline B sur I'histone H1. Ces réaultats
suggerent que PIx1 est requis pour la dégradation compléte de la cycline B2 apres I’ anaphase
(202). Brassac et ses collaborateurs ont démontré que PIx1 n'est pas nécessaire a I’ activation
initide de I’APC, mais que cette kinase empéche la diminution ou I'inactivation de la voie de
protéolyse dépendante de I'APC en maintenant I'activité de 'APC a un haut niveau. Une
phosphatase sensble a la microcystine a un role antagonite a PIx1 dans un extrait CSF
(«Cytostatic Factor»). S I'activité de cette phosphatase est supprimée, la nécessité de Pix1
pour |’activation dépendante du Ca* de la voie APC/protéasome est abolie. s concluent que
PIx1 et cette phosphatase inconnue controlent de fagon antagoniste la durée de la fenétre de
dégradation des cyclines mitotiques au cours du cycle cdlulaire (20). De plus, la destruction
de la cycline B2, mais pas celle de Pdsl, dépend de Cdc5. Le facteur Cdc20 est essentiel pour
la séparation des chromatides soaurs, alors que Cdcb ne I'est pas. Cdcs et Cdc20 sont des
protéines ingtables dont la protéolyse et régulée par I’APC. Ces deux protéines s accumulent
pendant la fin de la phase G2 et disparaissent au dernier stade de I’angphase. L’ accumulation
de Cdc20 contribue a I'activation de la protéolyse de Pdsl en méephase et au début de
I’angphase A (215), dors que celle de Cdc5 favorise I'activation de la protéolyse de la cycline
B, pour I'achevement de |'angphase B et de la cytokinése (124). Le tableau 7 représente les
différentes protéines impliquées dans la séparation des chromatides soaurs ou la dégradation
delacycline B, sdlon les especes.

Fang et ses collaborateurs ont montré que Pkl et auss ubiquitinée par I'APC.
Cependant ele ne possede pas de boite de destruction évidente (58). Aing, les Pk sont a la
foisactivatrices et ciblesdel’ APC.
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Espéces Proténesfavorisant la Proténesfavorisant la
separ ation des chromatides | dégradation dela cycline B
soaurs
Saccharomyces cerevisiae | Cdc20 Hctl/Cdhl
Drosophile et Xénope Fzzy FHzzy-related
Homme p55Cdc/hCdc20 hCdhl
Schizosaccharomyces pombe | Sipl Ste9/Srwl

Tableau 7 Correspondance entre les protéines favorisant la séparation des chromatides
soaurs et cellesfavorisant la dégradation dela cycline B selon les espéces.

IV.Régulation de la protéine Polo

En ce qui concerne la régulation pog-traductionnelle, I'activité kinase des protéines
Polo est régulée par phosphorylation. In vitro, le complexe Cdc2/cycline B peut phosphoryler
Pk, mas cette phosphorylation n'est pas suffisante pour obtenir une activation compléte de
I’enzyme. Plk subit donc d'autres modifications au cours de la mitose (1). Hamanaka et ses
collaborateurs ont montré qu'au cours de la mitose, in vivo, Pkl est phosphorylée sur des
résdus sérine (86). En effet, gores traitement a la phosphatase 2A, la protéine Plk mitotique
immunoprécipitée voit son activité chuter de 5 a 10 fois par rapport a son niveau normd. La
proténe responsable de cette phosphorylation a éé identifiée chez le xénope par Qian et ses
collaborateurs en 1998, ils I'ont nommeée Plkk pour «Polo-like kinase kinase» (203). Cette
protéine de 950 acides aminés contient les 11 sous-domaines caracté&rigtiques des protéines
kinases.

Dans les cdlules de mammifére en culture, le niveau protéique de Pk est trés bas en
G1 puis augmente progressvement pendant les phases G2 e M et enfin décroit agores la
mitose. La cinétique dactivation des protéines de la famille Polo e smilare a cdle du
complexe p34°®?/cycline B. L’activation du MPF et cdle de Plk sont intégrées & la réponse &
des Iésions de I’ADN, au niveau du point de restriction de G2 (1). L’activité kinase de Plk est
donc régulée par le cycle cdlulare (Figure 18). Ceci est a corrder avec I'activation de I’ APC
(Anaphase Promoting Complex) par la kinase Polo a la fin de la mitose. En effet, I'APC et
un complexe protéique qui dégrade des protéines par ubiquitination. Cette activation entraine
and la dégradation de la cycline B, mais égdement celle de Polo e, par conséquent, la sortie
de la mitose. En 1993, Fenton e Glover ont travallé sur I'activité kinase de Polo chez la
drosophile  (62).
drosophile peut phosphoryler la caséine, in vitro. Cette activité kinase ateint son niveau le
plus éevé de fagcon cyclique en fin d anephasetélophase. Ceci contraste avec |'activité

La protéine Polo immunoprécipitée a patir dextrat dembryon de
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cyclique du complexe Cdc2/cycline B qui dteint son maximum & I'entrée en mitose pendant
les cycles rapides de mitose dans le syncytium. Le stade mitotique pendant lequel apparait
Iactivité maximae de Polo pourrat ére cohérent avec le role de Polo dans |’ organisation des
microtubules qui alieu en fin d’ angphase et en téophase.

- cd(Q/cycline]?;
_______ Proténe PLK1
—_ ARNmde PILK1
o A e Quantité
%o dadtivite (unités arbitraires)
125 1 -5
100 - 4
75 -3
50 A 2
25 1
0 ” ' ' ' Temps en
0 > | | 10 | | 15 | 20 | 25 heures
INTERPHASE Gl S G2 M G1 S

Figure 18- Reégulation de I'activité de Plk1l au cours du cycle cellulaire et comparaison
avec celle du complexe p34“¢?/cycline B.

(Courbes schématiques d'apres (74 , 143)).

Les protéines Polo présentent pluseurs Stes de régulation de leur activité. En 1997,
Mundt et ses collaborateurs ont dé&terminé que la fin de la région C terminae de Plk porte un
domaine inhibiteur (Pk: 583-603) (Figure 15) (169). La déétion de cette squence entraine
une activation de la kinase (6, 8). Certains stes de phosphorylation peuvent étre situés dans
cette région C terminde e and accroitre I'activité de Polo (1). Lee et Erickson se sont
intéressés a la thréonine-182, stuée dans le sous-domaine VIII de la région cadytique, qui
semble correspondre & la thréonine-161 de Cdc2 du MPF (140). Des expériences de
mutations de la thréonine-210 de Pkl de mammifére, correspondant a la thréonine-182 de la
Polo de drosophile, ont montré I'importance de cet acide aminé dans la régulaion de
I’activité de Plk. En 1999, Qian et ses collaborateurs ont démontré que, chez le xénope,
I'activation de PIx1 requiert la phosphorylation de la kinase sur les résdus s&ine-128 et
thréonine-201. IIs ont montré que cette activation éait suffisante pour | activation de Cdc25C
au début de la mitose e que l'inactivation de PIx1 est nécessaire pour la dégradation
compléte de la cycline B2 gpres |’ anaphase et |’ achévement de la cytokinése (202).
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V. Localisation intracellulaire des protéines de la famille Polo

Au cours du cycde cdlulare la locdisaion des kinases de la famille Polo suit la
formation du fuseeu mitotique (Tableau 8). Pkl et Stuée dans le cytoplasme en interphase,
au niveau des pdles du fuseau mitotique (liee a la tubuline) en fin de prophese e en
métaphase, sur le plan équatoria du fuseau en angphase e sur le pont post-mitotique dans les
cdlulesenfindedivison (73, 74, 150).

En 1998, Herrmann et ses collaborateurs ont andysé la locdisation de Polo au cours de
la méiose, pour caractériser son role au cours de la spermatogenese chez la drosophile, (98).
Polo se localise au niveau des centrosomes, des centromeres, des kinétochores des
chromosomes condensés et de la plaqgue méaphasique du fuseau mitotique. Le marquage
immunologique de pluseurs composss du fuseau mitotique indique que Polo et impliqué
dans I'organisation du fuseau bipolaire pour les deux divisons méiotiques. Les mutations de
Polo affectent plus séverement la méiose Il que la méiose |. Ceci pourrait Sexpliquer par a
une accumulation d’ anomdies au cours de laméiose |.

Chez 'homme, Pkl est égdement associée a de multiples condituants du fuseau
mitotique (73). L’utilisstion d'une proténe Pk de fuson associée a la GFP  («Green
Fluorescent Protein») a permis de mettre en évidence la locdisation de Pk au niveau des
centromeres des chromosomes mitotiques humains (6) e méiotiques dans les ovocytes de
souris (265). Pendant le cyce cdlulaire, la locdisation de la kinase Polo suit la formation du
fuseau mitotique. Il existe cependant quelques différences entre la localisation de Polo et de
Pkl. Par exemple, Polo se locdise au niveau des centrosomes des le début de la prophase
jusgu'a la fin de I'angphase dors que Pkl n'a é&é décrite a ce niveau qu'a patir de la
métaphase.

Les mutations de la «Polo box» entrainent des modifications de la locdisdion de la
proténe Polo. La région C terminde, contenant la "Polo Box", agirait sur la polarisation des
cdlules en divison et sur la formation du septum (140). Cette hypothése est supportée par le
fat que les mutants T210D présentent plusieurs septa aors que ce N'est pas le cas pour les
mutants T210DDC qui n'ont pas la région C terminde (140). En 1998, Lee e ses
collaborateurs ont démontré que la «Polo box» et I' activité kinase de Polo sont toutes deux
requises pour les fonctions mitotiques de la proténe. La «Polo box» et indispensable a la
locdisation de la proténe au niveau du fuseau mitotique et des centrosomes. Aing, €le
intervient pour donner une locdisation subcelulare spécifique a la protéine et permettre
I'interaction efficace entre le domaine cadytique de Polo et ses subdrals et/ou ses
activateurs. Les études faites sur Cdc5 confirment I'importance de cette «Polo box» pour

induire et organiser la cytokinése (141, 142, 228).
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Phases de la mitose

L ocalisation de Polo

Inter phase:

Prophase:

Pré-métaphase:

Pro-métaphase tardive:

M étaphase:

Début d’anaphase:

Anaphase:

Anaphasetardive:

Télophasetardive:

Cytoplasmique, aucun marquage nucléaire,

Fort marquage du noyau, association forte de Polo avec les
centrosomes en séparation. Le marquage de Polo est auss visible
sur certains endroits des chromosomes condenses.

Le marquage de Polo et plus clarsemé mais clarement associe
aux congtructions primaires des chromosomes.

Les centrosomes et les centroméres restent fortement marqués et
le marquage du fuseaul commence a gpparditre.

Le marquage des centroméres organisés en pares e placés au
niveau de la plague méegphasique et trés élevé. De plus les
centrosomes Stués de part et dautre de la plague méaphasique
sont égdement visbles Polo et auss asociée au fuseau
mitotique.

L es centromeres sont trés marqués.

Polo commence a saccumuler au niveau de la régon équatoride
aur les microtubules et les centroméres sont toujours marqués. Les
centrosomes restent marqués jusqu’ au début de la télophase.

Polo nest plus dtuée au niveau des centromeres mas persste
dans la région correspondant au futur plan de clivage.

Les anticorps anti-Polo restent concentrés pres de la plague
équatoride du pont post-mitotique connecté aux cdlules filles, le
marquage du cytoplasme devient plus visbhle dors que la
coloration du noyau devient indétectable.

Tableau 8- L ocalisation de la protéine Polo au coursde la mitose.
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RESULTATS

Chapitre I

ETUDE DE LA PROTEINE GSK-3

I. Purification de la protéine GSK-3 par chromatographie d’affinité sur de

P’axine immobilisée sur des billes

I.1. Introduction

La "Glycogen Synthase Kinase-3" (GSK-3) et un éément important de la voie Wnt.
Parmis ses subdtrats, on trouve I'axine, I'APC et la b-caténine (24). L’ axine possede des Sites
de liaison a la GSK-3b, I'APC et la b-caténine. Elle facilite aing la phosphoryletion de I’ APC
et de la b-caténine par GSK-3b e, par consdquent, I'inhibition de I'action de la b-caténine sur
la synthese de cycline D (92).

Afin de pouvoir éudier la régulation et I'activité kinase de la protéine GSK-3 nétive,
nous avons utilise une méhode originde nous permettant de la purifiée par chromatographie
daffinité sur un fregment de la proténe axine liée de fagon covdente a des billes de
sépharose. Ce fragment de la protéine axine de souris contenant le site de fixation de la GSK-
3 (Figure 19) présente des smilitudes importantes avec les protéines axine de rat et de
différentes autres espéces (Figure 20 et Tableau 9). La protéine GSK-3 provenant de
différentes sources a and pu ére purifiée la GSK-3b de rat recombinante surexprimée dans
les cdlules d'insecte HF («High Five») par la méthode du baculovirus, la protéine de la levure
Schizosaccharomyces pombe, cdle d oafs doursn Sohaerechinus granularis, GSK-3a et
GSK-3b de ceveau de porc et GSK-3b de cdlules humaines en culture MCF7. Ces
différentes protéines GSK-3, aind purifiées, conserve une activité kinase sur le peptide GS-1.
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peptide Axine-His6

419 672
His6— I
Sites de fixation: 600 Dvl 810 Dvl 956
213 338 | | |
1 [AXINE | Res | swDIX[op 992

| | | | | I | | | | |

13 167 194 354 477 561 630 632 836 856 956
Sitesdefixation: Dvl APC GSK-3 b-Cat. PP2A Axine

[

Figure 19— Schéma représentant les différents sites de fixation de diver ses protéines sur
I’axine (109); (118).

Dvl : Disheveled, APC: Adenomatous Polyposs Coli, b-Cat.: b-caténine, PP2A: «Protein
Phosphatase 2A», RGS. , DIX: , peptide Axine-His6: fragment protéine d'axine lié a 6
higidines.

% de simlarité

& X r m h Dr D
Gg-Axin ---- 86.6 83.1 69.6 75.5 79.9 29.3
X- AXi n 79.6 ---- 79.1 66.2 71.5 77.3 29.6
r- Axi n 76.0 70.9 ---- 82.8 82.0 76.0 29.6
m AXi n 63.6 58.9 82.2 ---- 79.8 63.5 24.7
h- Axi n 68.4 63.2 79.9 77.6 ---- 68.2 26.6
Dr-Axin 71.3 67.5 67.0 56.0 60.3 ---- 28.5
D- AXi n 17.5 16.8 17.6 14.7 15.5 16.3 ~----

% d identité

Tableau 9- Pour centage d’identité et de similarité entre les différentes protéines axine.
Ces pourcentages ont été caculés par le logicied MacShadeBox.

72



Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D Axi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D Axi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D Axi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- AXi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- AXi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- Axi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- Axi ne
r- AXi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- Axi ne
consensus

130 . . . 140. . . 150. . . 160 . . . 170 . . . 180

1. ... QGKGFPLDLGRSFTEDARREMYIEESECEL VVSTDPRPVSHGFYSSKSDA: 51
1o ... = SLKNDG 51
1:.... FCSGKGTS: 56
121: HCSLMXEP = FCSCKGTS: 180
29: HCSLTQSPKI = FCS&KGVG 88
1:..... = FYSSKSDS: 55
.. . S - S....... 28
121:--------- SxEAERALLLILLLIL SXELLkEA_x_A___-180

. . . 190 . . . 200. . . 210. . . 220 . . . 230 . . . 240
52: ETSTATPRRSDLDLGYEPEGS 1110
52: | KNETSTATPRRPDL DL GYEPEGS .0 110
57: | KSETSTATPRRSDL DL GYEPEGS 1115
181: | KSETSTATPRRSDLDLGYEPEGS 1239
89: | KEETSTATPRRSDL DL GYEPEGS 1147
56: EKNEASI ATPRRPDL DL GYEPEGS 1114
29: MIEG .......... SKI . 77
18] Fx ok kkkkkkk _kk Ak k kA KKk | KkkX | K| [ K] | xR x* ]| K| K| | K_| | KEkxFRx]| __ - 240

260 . . . 270. . . 280 . . .29 . . . 300
110:. (FAeSeFRKL EPCVSNESNRLKLA SRQ KPAT[SSFI K: 169
110:. @S eFRKL EPNDS| RLKLA SRQ KPATINSFI K: 169
115:. eSeFRKL EPCDSNHENRLKLA SROTKPATINSFI K: 174
239:. (e SeFRKL EPCDSNHENRL KL A SROTKPATINSFI K: 298
147: . (e T(€FRKL EPCDSNHENRL KL A SROTKPATINSFI K: 206
114: . ISVIZN@SEFRKQEANDGN. [S¥M KL A SRQ KPATINSFI K: 172
78: gr. . DP. [28 KA FERKSELSIEEDDLRAQ [JAI KT: 132
DAT: - FX PRI X AL ||| dkkkhk _kkk_ | | kxkkkx| | | Xkkxhk_khkk| k& _*kxx| *xxx%x- 300

site de fixation de |’ APC

. . .30. . .320. . .33 .. .330. . . 30. . . 360

170: DCVMVKLQ OgDMgeQAe TRTGGESPKIlYSDPSSGSG: 229

170: TTI GGESPKNYSDQSSGSG: 229
175: DOVNKQQ O ) TRTGSESPKVCSDQSSGSG 234
299: DOVMKQQ O ‘ TRTGSESPKVCSDQSSGSG 358
207: GAIMKQLI § . TRTGSESPKVCSDQSSGSG 266
173: DOVNKLHI TRTGGESPKLFSDQSSVSG: 232

133: N . PEI PR LMl QQVBAQQERTISSG . . A 187
30 *rErx__ kKKK [k kk| kK] kkkk_kkkkk_kkkkkkkx- 350
.. . 370. . . 380 . . .39 . . .400. . . 410. . . 420
230: ) ‘ QKLLLETATQRATSTRRYSEG 289

230: ALDSSSHCAGSNRRL 289
235: ) RRYNEG: 294
359: ] RRYNEG: 418

267: ) ~ RRYSEG: 326
233: ) ESNRLIQKLLLETVPQRV. ; 292
188: PPTTASCIQJ_ QL VPPGAFINLPVSSVSGPPAGTCSA: 247
361:*!***_!************!*** * _ % _ **__|__**********___*__***** **420
. . . 430 . . . 440 . . . 450 . . . 460 . . . 470 . . . 480
290: REFRHGSWREPVNP GYANVAPAT SANDSE
290: REFRPGIV\REPVNP GYAGAPVTSANDSE
295: RELRYGSWREPVNP GYALAPATSANDSE
419: RELRYGSVREPVNP GYALAPATSANDSE

327: REFRYGSWREPVNPYYVNAGYAL APATSANDSE
293: REYRHASVREPVNPYYVNSGYAL APAT SANDSE
248: SGSVYGPSTSASSSGSI|SATDTLPRSSTLPTLHE

421 hhk_k_kkkhkkkhhkhkhkkhhkhkhhkkxhhhkhkkhhkkxhdkx| *%| *k| *x*kdk*x*xdk*x*x*k| *x**x*x*x%%k- 480
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Gg- AXi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D Axi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- AXi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- Axi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - Axi ne
D- AXi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- AXi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- AXi ne
consensus

730 .

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- AXi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- AXi ne
consensus

Gg- Axi ne
X- AXi ne
r- AXi ne
m AXi ne
h- Axi ne
Dr - AXi ne
D- Axi ne
consensus

490 . . . 500 . . . 510. . . 520 . . . 530 . . . 540

350 =L | NRLEEVQREREAEEKL : 409
350: 21| SRLEGVL ROREAEQKL : 409
355: LI HRLEAVQRTREAEEKL : 414
479: LI HRLEAVQRTREAEEKL : 538
387: LI HRLEAVQRTREAEEKL : 446
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481 *_kkhkkkkkk| kK _*kkkkkkk| **l *khkkkkhkkkkkkkk _ |**_|**_*****_*_*******- 540
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471: ) o Hy .. BVLGGTASGHGKHAPKL : 523
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Gg- AXi ne 707: EEEE O £ ¥
X- AXi ne 707: EEEEI Y £ 151
r- Axi ne 698: EEEE! Y £¢15)
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D Axi ne 653:................PPPLP..... ) d=ERP'PYR €T oz 691
consensus 901: -------ccccocan- Jkkk Lk _ | kd _*k | kkk | | *| | k]| | ***x*]|*x_*|]|*]|]:QG0

Site de fixation de |’ Axi ne

.o 970 . . . 980 . . . 990 . . .1000 . .1010 .
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r- Axi ne 781: eKIYEKV/D: 832
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h- Axi ne 849: eK\YE! : 900
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CONSENSUS OB | *¥* | ** k| _kkkk| [ kkkkkk | kx| kk| | *kk| x_k| | kkkk| k%] %] x%x] - 1012

Figure 20— Alignement des séquences protéques d’axine de différentes espéces.

poulet (Gg: Gallus gallus), xénope (X), rat (r), souris (m: mouse), humane (h), Danio rerio
(Dr) et drosophile (D).

Les dignements ont &é effectués avec le logicid ClugdX et mis en forme par le logicd
MacShadeBox.

Fond gris clair et lettre noire : acides aminés conservés

Fond gris foncé et lettre noire : acides aminés smilaires

Fond nair et lettre blanche : acides aminés identiques

Séguence consensus bleue : site de fixation de la GSK-3 sur I'axine (109)

Séguence consensus vidlette : Site defixation de la b-caténine sur I’ axine (109)

Séguence soulignée en bleu : peptide d'axine utilise pour la chromatographie d afinité
permettant de purifier GSK-3b.

I.2. Conclusion

Des protéines GSK-3 naives de differentes egpéces ont &é purifiée par
chromatographie d affinité sur un fragment protéique d'axine fixé a des billes de sépharose.
Cette méhode de purification présente de nombreux avantages. En effet, dle permet de
purifier rgpidement GSK-3 provenant de différentes sources (tissus ou organismes) sans
atérer son activité. Elle et tres économique puisque baste sur I'utilisation d'un fragment
recombinant d’'axine e de GSK-3b de rat. Ceci permet de tester de nombreux inhibiteurs
potentiels de I'activité kinase de GSK-3 qui pourraient ére utilists dans le tratement de
mdadies impliquant GSK-3 tdles que la mdadie d Alzheémer ou le diabéte. D’autre part,
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cette méhode permet I'andyse des varidions rdaives de I'activité et de I'abondance de

GSK-3 native de différents tissus ou organismes puisgue I’ axine ne fixe que I’ enzyme active.

I.3. Article 1

Primot A., Baratte B., Gompel M., Borgne A., Liabeuf S, Romette JL., Jho E., Codantini F.
et Meijer L. (2000). Purification of GSK-3 by affinity chromatography on immobilized axin.
Protein Expression and Purification, 20, 394-404.
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Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), an element of

the Wnt signalling pathway, plays akey rolein numer-ous
cellular processesincluding cell proliferation, em-bryonic
development, and neuronal functions. It isdi-rectly

involved in diseases such as cancer (by

controlling apoptosis and thelevels of b-catenin and

cyclin D1), Alzheimer’ s disease (tau hyper phosphory-lation),
and diabetes (as a downstream element of in-sulin

action, GSK-3 regulates glycogen and lipid syn-thesis).

We describe herearapid and efficient method

for the purification of GSK-3 by affinity chromatogra-phy

on an immobilized fragment of axin. Axinisa

docking protein which interacts with GSK-3[3, b-cate-nin,
phosphatase 2A, and APC. A polyhistidine-tagged

axin peptide (residues 419-672) was produced in Esch-erichia
coli and either immobilized on Ni-NTA agar ose

beads or purified and immaobilized on CNBr-activated
Sepharose 4B. These “ Axin-His6” matrices wer e found

to selectively bind recombinant rat GSK-3band native

G SK-3from yeast, sea urchin embryos, and porcine

brain. The affinity-purified enzymes displayed high

kinase activity. Thissingle step purification method
provides a convenient tool to follow the status of

GSK-3 (protein level, phosphorylation state, kinase ac-tivity)
under various physiological settings. It also

providesa simple and efficient way to purify large

amounts of active recombinant or native GSK-3 for
SCreening pur poses.

© 2000 Academic Press

Key Words: protein kinase; GSK-3b; axin; b-catenin;
APC; WNT; armadillo; kinase inhibitors; screening;
cancer; diabetes; Alzheimer’s disease.



II. Etude de la GSK-3 de Plasmodium falciparum

I1.4. Introduction

L’éude de la protéine GSK-3 de Plasmodium falciparum a é&é motivee par la
recherche de nouveles cibles biochimiques permettant de trouver des molécules capables de
soigner les malades atteints du paludisme.

Pami les centaines despeces de Plasmodium décrites, seules quatre infectent
'lhomme. Le paadte le plus dangereux et Plasmodium falciparum, responsable du
paludisme qui cause pres de 3 millions de morts par an.

Cliniquement, cette affection et caractériste par des accés de fievre et des
complications parfois mortelles. 1l n'exige pas, a I'heure actuele, de vaccin efficace contre le
paudisme. L'effet des thérapies préventives e curatives se trouve de plus en plus souvent
dtéeré par |'apparition de chimiorésstances. Ceci nécesdte donc la recherche de nouvels axes
thérapeutiques.

Le sfguencage du génome Plasmodium falciparum éat donc une priorité afin
didentifier de nouveles cibles biochimiques pour pouvoir lutter contre ce paradte
unicdlulaire. 1l et & présent terminé et nous a permis de cloner le gene PfGSK-3 codant pour
I’'homologue de Plasmodium falciparum de la protéine GSK-3b. Pluseurs raisons nous ont
pousse a éudier cette protéine. En effet, elle est tres conservée et dle est impliquée dans de
nombreux processus celulares chez les eucaryotes supérieurs. développement embryonnaire,
la prolifération celulaire, I'gpoptose ou les fonctions neurondes. De plus, I'implication de
cette protéine dans diverses mdadies (mdadie d' Alzheimer, didbéte...) a suscité la recherche
de molécules inhibitrices de son activité kinase.

Le cdonage du géne PfGSK-3, rédisé par Eliane Droucheau, a permis d obtenir une
protéine recombinante qui possede une activité kinase sur certains des substrats que j'a
tedés. la protéine Tau, le peptide GS-1 (Peptide dérivé du site de phosphorylation par GSK-3
dela Glycogéne Synthase) et I’ axine.

D’autre part, a partir des données obtenues apres cristallographie de GSK-3b humaine
(43) e de la sfquence protéique de PfGSK-3, un modde tridimensonne de la protéine
PIGSK-3 a éé rédise par Chris Richardson et Laurence Pearl. Il nous agpprend que les dtes
les plus important pour I’ activité de la kinase sont conserves.

Le niveau d'expresson de ’ARNm de PfGSK-3 a &é évdué par la technique du
«Northern blot» pour 3 stades de la phase érythrocytaire (ring, trophozoite et schizonte), par
Pietro Alano. Il apparait que les niveaux d'expresson de I’ARNmM de PfGSK-3 ne sont pas
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sgnificativement différents. Nous avons donc éudier I'expresson de la protéine PfGSK-3.
Nous avons utilise 3 anticorps différents pour identifier GSK-3 humaine e PfGSK-3. Aucun
anticorps ne reconndit de protéine dans les extraits de globules rouges non infectés dors qu'il
exige bien une proténe GSK-3 dans les globules rouges infectés specifique de Plasmodium
falciparum (Figures 21, ci-dessous, et 6 de I'aticle 2) (la figure 6B a é¢é rédisée par Marie
Knockaert et Ali Jafarshad). La protéine PFGSK-3 est présente dans le parasite aux stades ring

et trophozoite.
1 2 3

Axine + - + - + - 4+

116,0

80,0 . — <—PfGSK-3 recombinante

<—AXxine
525 .
- <4—PfGSK-3 native
34,9

Figure 21— Analyse de la présence de GSK-3 dans des lysats de différents stades de
Plasmodium falciparum.

Les extraits ont éé passés (+) ou non () sur des billes de sépharose couplées a de I’axine. Ces
billes ont &¢é lavées & les protéines fixées and que les extraits bruts ont &é andysées par
Western blot avec I'anticorps polyclona anti GSK-3.1: GSK-3 recombinante, 2: Sang non
infecté, 3 : Méange de parasites aux stades Ring et Trophozoites.

La locdisaion intracdlulaire de la protéine PfGSK-3 a égdement é&é éudiée par
immunofluorescence par Denise Mattéi. || apparait que la proténe et locdisée au niveau de
la membrane cytoplasmique du globule rouge infecté et coincide avec des structures gppelées
«fentes de Mauer» qui interviennent dans les échanges protéiques.

Quelques inhibiteurs spécifiques de GSK-3 ont é&é identifiés (lithium, hyméniddisine,
paullones, maé@mides, indirubines). Eliane Droucheau les a testés sur I'activité de PfGSK-3
sur GS-1 dans I'epoir de trouver des inhibiteurs spécifiques de la forme plasmodide de
GSK-3. L’indirubine-3' -monoxime e I'hyméniaddisne inhibent I'activité kinase de PfGSK-3,

in vitro, mais égaement la prolifération du parasite en culture.
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I1.5. Conclusion

La recherche de nouveles cibles moléculaires pour Iutter contre le paudisme nous a
amené a éudier la protéine GSK-3 de Plasmodium falciparum. Par comparaison a la structure
crigdline humaine, on S gpercoit que ces deux proténes sont tres bien conservées, surtout au
niveau des dtes indispensables a leur activité kinase. PfGSK-3 a éé locdisée au niveau de
structures dont les propriétés se rapprochent de celles de I'appareil de Golgi. La recherche des
substrats de PfGSK-3 pourrait aider a comprendre son réle au niveau de ces sructures
cdlulares. Les inhibiteurs tetés ouvrent pluseurs voies de recherche de molécules

spécifiques de la protéine GSK-3 de Plasmodium fal ciparum.

IL.6. Article 2
Droucheau E., Primot A., Knockaert M., Mattei D., Alano P., Jafarshad A., Barétte B.,
Kunick C., Parzy D., Doerig C. et Méjer L. (2001). Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) of
Plasmodium faciparum: expression, intracdllular localisation and sdective inhibitors.

I1.7. Clonage de I’adaptine
Afin de mieux cerner le réle de GSK-3 chez Plasmodium falciparum, la séquence de
la b-caténine a é&é recherchée dans la banque de données regroupant les résultats du

sfquencage complet du génome du paraste (http:/plasmodiumdb.cisupenn.edu/).  Aucune

sequence de b-caténine nest ressortie. Ce résultat nous permet de comprendre pourquoi la
forme plasmodide de GSK-3 ne peut pas ére purifiée par chromatographie d afinité sur les
billes d'axine. Cependant, une séquence similaire a celle d'une proténe de Caenorhabditis
elegans contenant des déments de b-caténine (numéro d accession: AAF36038) a été mises
en évidence. Une recherche de smilarité de la squence de Plasmodium falciparum avec
d autres séquences a &é effectuée par le logicid Ps-Blast du ste internet du NCBI («Nationd
Center for Biotechnology Information»). Il et dors gpparu que cette proténe présente une
grande dmilarité avec I'adaptine. L’dignement de la séquence de Plasmodium falciparum
avec cdles des différentes adaptines trouvées chez d'autres especes confirme ce résultat
(Figure 22 et tableau 10).
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Figure 22 — Alignement de séquences protéiques d’ adaptine de différentes especes.
La ségquence protéique correspondant a la séguence nucléotidique de I'amorce PfCatl est
indiquée en rouge et celle de PfCat2 en vert. Ces amorces ont éé utilisées pour le clonage de
I’ADN de I'adaptine. La séquence de I'adaptine de Plasmodium falciparum et indiquée en

bleu.
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Atl At2 Rn Hsl Hs2 Hs3 Dm Ce Pf & &1 Th S
Atl |---- 758 664 67.3 664 673 684 583 54.1 442 398 399 30.5
At2 738 ---- 556 564 569 564 579 596 61.6 526 453 36.6 352
Rn 56.2 479 ---- 985 874 894 794 664 50.8 406 382 401 2838
Hsl |570 486 984 ---- 874 895 806 66.0 51.6 41.3 388 40.7 29.2
Hs2 |574 499 814 814 ---- 972 795 686 52.0 416 394 391 29.7
Hs3 [579 495 832 832 972 ---- 810 66.7 51.1 404 383 39.7 289
Dm |[576 499 716 725 723 732 ---- 680 52.7 424 393 39.7 295
Ce [488 509 572 569 593 57.7 604 ---- 56.0 47.0 405 36.0 32.7
Pf 43.5 49.9 40.5 41.1 41.8 41.0 424 451 ---- 50.7 44.6 36.6 35.1
Sp 340 409 308 313 321 312 324 361 36.6 ---- 458 312 355
Scl (274 318 258 261 270 262 259 272 305 310 ---- 310 326
Tb 256 241 258 261 256 259 261 232 243 205 200 ---- 251
S 199 229 186 188 191 186 188 204 22.2 198 178 132 ----

Tableau 10- Matrice d’identité et de similarité entre les acides aminés des protéines
adaptine de ces différentes espéces.

Atl : Arabidopss thdiana 1, At2 : Arabidopss thdiana 2, Rn:Ratus norvegicus, Hsl:
Homo sapiens 1, H2: Homo sgpiens 2, HsS3 : Homo sgpiens 3, Dm : Drosophila
melanogaster, Ce : Caenorhabditis degans Pf : Pasmodium fdcipaum, Sp
Schizosaccharomyces pombe, Sc : Saccharomyces cerevisae 1, Tb : Trypanosoma bruce,
Sc : Saccharomyces cerevisiae.

Les pourcentages de similarité sont indiqués en bleu et les pourcentages d' identité en noir.

Le clonage de I'ADNc de cette proténe a é&é facilité par la connaissance de la
saquence nucléotidique correspondante. Les amorces utilisées pour la PCR sont représentées
aur lafigure 22:

Pfcatl: 5 GCG GGA TCCATG TCT GATTTACGCTACTTTCAA 3

Pfcat2: 5 GGG CGG CCG CAA ACT GTCAAT ACGATT TAT TGA GGC 3
La PCR a é&é effectuée sur ’ADN dune banque génomique de Plasmodium falciparum

(fournie par Chrigtian Doerig, adresse) (Figure 23).
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Figure 23— Obtention de |’ ADNg de I’adaptine.

La bande indiquée par une fleche sur ce gel d'agarose a 0,8% et le produit de la PCR rédisée
aur la banque d ADN génomique fournie par Chrigtian Doerig avec les amorces PfCatl &
PfCat2.
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Chapitre II

ETUDE DE LA PROTEINE POLO

I. Matériel biologique

L oursn: Sphaerechinus granularis

Cette famille de proténes Ser/Thr kinases semble ére un chdnon essentid de la
régulation de I'entrée en mitose et par conséquent un dément important dans le contrdle de la
divison cdlulaire. Il nous est donc apparu intéressant de rechercher et d'éudier la protéine
homologue de Polo chez l'oursn, modde éudié au laboratoire. En effet, les oafs douran
(Sphaerechinus granularis) présentent pluseurs avantages pour I'éude de la régulation du
cycdecdlulare.

Les ovocytes doursin subissent les divisons méiotiques dans les gonades. Les oasfs
sont conservés dans les ovaires. Ils sont naturellement bloqués en interphase post-méictique
(stade ovotide). Leur fécondation active la synthése protéique e induit une s&ie de divison
mitotiques rapides et hautement synchronisées. La figure 24 montre que la trandtion &/M de
ces cdlules et accompagnée dune importante augmentation de l'activité du complexe
p34cdcz/cycline B, qui diminue rapidement a la fin de la mitose, juse avant que les oaifs
subissent la cytodiérése.

La synchronie naturelle de ces celules rend ce modele pafaitement adapté a I'éude
des événements qui soutendent le déroulement de la divison cdlulaire. De plus, ces cdlules
sont disponibles en grande quantité ce qui permet la purification de protéines en vue
dandyses biochimiques. Enfin, ces ovocytes de part leur transparence et leur grande talle

(90 um de diamétre) sont tres adaptés aux expériences de microinjection intracelulaire.
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Figure 24- Cinétique de I'activation du MPF («M phase Promoting Factor», complexe
p34°°?/cycline B) au cours du cycle mitotique suivant la fécondation del'ovule d'oursin.

Le MPF, dost dans des lysats cdlulaires bruts, subit une activation trangtoire au niveau de la
trandtion G2/M (exprimée en taux de gimulation par rgpport au MPF des caifs non
fécondés). La cydine et synthétiste continudlement mas subit une phosphorylation qui
commence avant la rupture de l'enveloppe nucléaire (ENN.) & une protéolyse quand les
cellules sortent de métaphase (D'aprés (160)).

Les ovocytes dourdan, Sphaerechinus granularis, sont obtenus par injection
dacétylcholine dans la cavité générde de I'animd. Afin d'diminer les grosses impuretés, ils
sont lavés 3 fois avec de I'eau de ner filtrée (D'aprés (160)). Les embryons obtenus apres
fécondation de ces ovocytes sont prélevés a différents stades au cours de leur développement

pour permettre des analyses biochimiques.
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Membrane de fécondation
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Photos réalisées par I’ équipe du Pr Robert Bellé.

Figure 25- Les différents stades de développement de I'embryon de I|'oursin
Sphaerechinus granularis.

Seules les trois premiéres heures de développement ont &é utilisés pour les expériences de
biologie moléculaire et de biochimie.

I1. Clonage de ’homologue de Polo chez ’oursin, Sphaerichinus granularis

I1.8. Obtention d’un fragment d’ADNc de Plul

La séquence nucléotidique d'un fragment de 864 paires de bases (pb) de 'ADNCc de la
protéine Polo d'oursin a été obtenue par RT-PCR («Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction») sur des ARN totaux d ovocytes d'oursin non fécondés (extraits sdon le protocole
du kit Invitrogen, "SN.A.P. Totd RNA Isolation Kit"). La «reverse transcription» a éé fate
avec les amorces oligo dT et poly d(N)s (hexaméres). Deux amorces dégénérées, OHN20 et
OHN21, issues de I’ADNc codant pour la proténe Polo de drosophile, ont éé utilisées pour
I’amplification du fragment de I’ADNc de Plul par PCR. Ces amorces ont &é choises en
fonction des régions hautement conservées de 7 proténes de la famille Polo (hPlk, mPk,
rPik, Polo, PIx1, cdc5 et Plol) (Figure 26):

- OHN20 [5' GCGGAATTCAA(AG)AT(ACT)GG(ACGT)GA(CT) 3] correspond a la
sequence nucléotidique codant pour une partie du domaine VII de la région cataytique de la
proténe Polo.

- OHN21 [5' (GC)AT)(AG)TA(AG)TC(ACGT)ACCCA(CT)TT 3] correspond a la
séquence nucléotidique codant pour un domaine tres conservé de la région extra cataytique

nommé "Polo Box"'.
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Ces amorces nous ont éé fournies par le Dr. Alvaro Tavares et le Dr. David Glover (Cell

Cycle Genetics Group,

Bretagne).
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Figure 26- Comparaison de la séquence protéique obtenue chez I'oursin (Plul) avec les
sequences protéiques des kinases de la famille POL O.

Alignement des séquences de Saccharomyces cerevisiae (CDC5), Schizosaccharomyces
pombe (Plol), souris (Pk), rat (plk), homme (PLK), Xenopus laevis (PIx1), Drosophila
melanogaster (Polo) et Sphaerechinus granularis (Plul). La séquence consensus correspond
alx acides aminés communs a ces huit proténes. Nous y retrouvons les motifs
caractéristiques des Ser/Thr kinases (soulignés) et les séguences spécifiques des protéines de
la famille POLO (ex: la "polo box", la ssquence GHSFE-D-W), ains que les séguences des
amorces utilistes pour cloner I’ADNc de la protéine Polo d’'oursin (en rouge). Les chiffres
romains indiquent les onze sous-domaines des régions conservées dans les protéines kinases
((89)). La région cataytique (N terminde) est Stuée entre le début de la séquence protéique et
la fin du domaine XI. La région C terminae débute au niveau de la "polo box" & se termine a
la fin de la protéine. La patie intermédiaire a une taille trés variable sdon les proténes. Les
lettres noires (E, D, N et Q) représentent les acides aminés hydrophiles; les lettres vertes (|, V,
L et M ), les acides aminés hydrophobes; les lettres roses (T, P, S, G e A), les acides aminés
polaires, les lettres bleues (W, F et Y), les acides aminés aromatiques; les lettres bleues clair
(=, < et H), lesacidesaminés et lalettre rouge (C), lacygéne.

L’andyse éectrophoréique des produits de la PCR a révélée deux bandes de taille
apparente respective de 700 et 850 pb (Figure 27).

M p(UH) pUAT) M

Figure 27- Analyse des produitsissusdela RT-PCR.
Electrophorese en gd dagarose a 0.8% (tampon TAE
1X, coloration au BET) de la totdité (40 pl) des produits
de ré amplification p(UdT) (a partir des ADNc produits
par RT avec les amorces oligo dT) et p(UH) (a partir des
ADNCc produits par RT avec les amorces poly d(N)e).
Les deux bandes dintérét de 850 et 700 pb ont é&é
découpées et purifiées.

' 850pb
" '?I:II:IP]J

g
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Ces deux fragments d ADNc ont éé purifiés, clonés dans le vecteur pCR™™2.1
d Invitrogen. (Figure 28) puis amplifié dans les bactéries XL1Blue.

lacZaATG Amorce pTAg 5’
M13 Reverse Primer | Hind III Kpn I Sacl BamH I lSpe I

ICAG GAA ACAGCT ATGAf C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
IGTC CTT TGT CGA TAC TG G TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstXI EcoRI EcoR I
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TSR RE e A GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AN Bl TT CGG CTT AAG ACG
Ava l
PaeR7 1
EcoR V BstX1 NotI Xho I Nsil Xba I Apal v

AGA TAT CCA TCA CAC TGG ICGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT T¢G CCC T4

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG 2

Amorce pTAg 3'

Promoteur T7 M13 (-20) Forward Primer M13 (-40) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TA C ARTCA CTG GCC GTC GTT TTA L AA|ICTGCGT GAC TGG GAA AA(
TCA CTC AGC ATA AT G TA AGT GAC CGG CAG CAA AAT|G TT G CAGCA CTG ACC CTT TG

pCR™2.1
3.9 kb

1o 110D

4 8
qu'll.he

Figure 28- Carte du vecteur pPCR™2.1.
La sequence du site multiple de clonage est présentée avec l'insert (Produit PCR).

Le siquencage de ces deux bandes a permis de mettre en évidence une forte identité
de la sfquence protéique déduite (288 acides aminés) du fragment de 850 pb avec les
proténes de la famille Polo. Cette nouvelle proténe de la famille Polo a é&é nommée Plul
(«Polo-like kinase of searurchin 1») (Figure 29). L’andyse par les banques de données de la
sequence en acides aminés des cadres ouverts de lecture correspondants a I’ ADNc de 700 pb

n’ arévé ée aucune homologie avec une protéine connue
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1
1

25
73

49
145

73
217

97
289

121
361

145
433

179
505

203
577

227
649

251
721

275
793

A E F K I G D F G L A P K L E F E G D R K R T M
GCG GAA TTC AAG ATA GEG GAT TTC GEC TTA GCG CCC AAA CTG GAG TTT GAG GGA GAT AGA AAA AGA ACG ATG
c G T P N Y | A P E V L G K |1 G H S F E A D V W
TGT GGC ACT CCA AAC TAT ATA GCC CCT GAA GIG CTG GGT AAG ATA G3G CAC ACC TTT GAG &CA GAT GIT TGS
A L G C | M Y T M L V G S T P F E T S § L K E T
GCA TTA GGI' TGT ATA ATG TAC ACA ATG TTA GIC GGA AGC ACT CCG TTT GAA ACC AGC TCA CTT AAG GAA ACC
Y A R | K H N K Y H F P E T L S P V A K E I | S
TAT GCA CGC ATC AAA CAC AAC AAA TAT CAC TTC CCG GAA ACC CTT TCC CCT GIT GCC AAG GAA ATT ATT TGCG
D L L S S D P E E R P P L E Vv VvV | D H E F F T

GAC TTA TTA TCC TCA GAT CCA GAG GAA CGA CCA CCC TTA GAG GIG GIC ATT GAT CAT GAA TTT TTC ACA CAG
G F VvV P E T L s P S A C V T A P D F P 1 T K V L
GGT TTT GIC CCG GAG ACG TTG TCT COG TOG GOG TGC GIG ACA OG CCA GAC TTT CCA ATC ACC AAG GIT CTT

I s bR K G D L VvV T N E F C R L K R E S T L Q R
ATA AGC GAT CGC AAG GGA GAT CTC GIC ACA AAT GAA TTC TGI AGG TTA AAA CGG GAA AGC ACG CTC CAG AGG

R D VvV T A P L S D | | N N E S § Q P V S G S N T
AGA GAT GIG ACG GCT CCG CTG TCG GAT ATT ATT AAT AAT GAG AGT AGC CAG CCA GTA TCG GGA TCT AAT ACA

Q N S G K P T S Q P K L R T R | A G S R P M T P
CAA AAC TCG GGC AAA CCT ACC AGT CAA CCA AAG CTC AGA ACG AGG ATA GCA GGG TCA AGA CCT ATG ACC CCA

v T S A | K T A M V N V | E K R S A T V T M V K
GIG ACC TCC GCC ATC AAG ACA GCC ATG GIG AAC GIC ATA GAG AAG AGA AGT GCA ACT GIG ACC ATG GIC AAA

s A S T €C s M D K V Y E M L N T C L E H M P K E
AGT GCA TCA ACC TGT TCA ATG GAC AAG GTIC TAT GAG ATG CTG AAT ACA TQC TTA GAA CAC ATG CCA AAA GPA

D H R T T P K Y K P N P S E V V W V | K W VvV D Y
GAT CAC CGI' ACC ACA CCC AAA TAC AAA CCC AAC CCA AGT GAG GIC GIC TGG GIC ATT AAG TGG GIT GAC TAC

Figure 29- Séguence protéque du fragment de Plul déduite de la séquence
nucléotidique obtenue par séquencage de la bande de 850 pb.
Nous avons utilisé le code génétique universd et le code a 1 lettre pour les acides aminés.

I1.9. Analyse de la séquence protéique de Plul par rapport aux autres membres

de la famille Polo

L’dignement de la séguence protéique du fragment de Plul avec les séquences des

autres Polo a permis de mettre en évidence que Plul conserve les séquences consensus

caractéristiques de ces protéines et que I’ ADNc cloné et différent de celui codant pour la

proténe humaine (Figure 30 et Tableau 11).
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nBak- b A18: . e YSP 1421

hSak 467: ADPTPQTETVQOWFGNLQ NAHLRKTTEYDSI PNRDZIG—PI:lQ(DTSKNAV\TDTKVKK. 526

consensus 601: ------ Kk _Kkhkhkkhkkhhhhk_k_ _ _kk_kkkhkh_Kh_Khhhkkkkk_*kkk_*_ _ ____*_*_____ - 660
| Pol o Box |

Figure 30— Alignement des différentes protéines de la famille Polo.

Cet dignement a é&é rédise par le logicid clusaX e mis en forme par MacShadeBox. Les
domaines | a XI soulignés (en bleu) sont les régions caractéristiques des protéines kinases
décrites par Hanks et ses collaborateurs (89). La «Polo box» est égdement soulignée (en
violet). Les acides aminés surlignés en noir sont conservés pour toutes les protéines. Les
acides aminés surlignés en gris clar sont identiques a au moins 60% des séquences aignées.
Les acides aminés surlignés en gris foncé appatiennent a la méme famille dans au moins 60%
des séquences.

I': représente les acides amineés identiques dans toutes |es séquences.

* : représente des acides aminés smilaires dans les séquences dignées.

- : représente des acides aminés différents dans plus de 40% des sequences.
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mPlk rPlk hPlk Plxl1 Polo Plul Plc2 Plol TbPlk Cdch5
Pl k ---- 98.7 97.0 86.3 59.0 44.2 53.5 3.6 27.3 36.7
r Pl k 98.7 ---- 97.4 86.3 59.0 44.6 52.7 35.6 27.3 37.0
hPl k 94.3 94.8 ---- 85.8 582 43.5 52.3 356 27.0 36.4
Pl x1 7.7 77.7 79.0 ---- 61.1 45.6 53.5 37.7 27.3 37.0
Pol o 49.4 49.4 48.1 49.8 ---- 43.9 52.2 350 28.6 36.4
Pl ul 34.0 34.0 32.6 33.3 29.5 ---- 39.9 38.5 30.5 36.2
Pl c2 42.0 41.6 41.6 43.2 39.2 30.6 ---- 350 26.0 35.4
Pl 01 27.6 27.6 27.0 30.1 25.8 27.0 27.3 ---- 359 39.9
TbPIk 20.8 20.8 20.8 21.3 19.2 20.2 17.9 25.8 ---- 30.3
Cdc5 26.3 26.3 25.3 25.6 23.1 26.9 24.4 27.6 22.4 ----

Tableau 11- Pourcentage d’identité et de smilarité entre les domaines compris entre
OHN20 et OHN21 des différentes Polo.

Ces pourcentages ont éé obtenu d' apres I’ dignement effectué avec le logicie clustaX.

En bleu les pourcentages de smilarité, en noir les pourcentages d'identité.

mPlk : Protéine Polo c souris, rPIk : Polo de rat, hPlk : Polo humaine, PIx1 : Polo de xénope, Polo :
Polo de drosophile, Plul: Polo d'oursin, Pic2: Polo de Caenorhabditis elegans, Plol: Polo de

Schizosacchar omyces pombe, TRk : Polo de Trypanosoma brucei, Cdc5 : Polo de Saccharomyces
cerevisiae.

I1.10. Expression du peptide de Plul

Le fragment d ADNc de Plul a é&é cloné dans un vecteur pTrcHis pour obtenir une
protéine de fuson His-Plul facile a purifier sur billes d'agarose sur lesquelles sont fixées des
ions NP* (Ni-NTA). Or il Sest avéré que cette protéine fusion, His-Plul, est insoluble. Afin
de rendre Plul soluble, I’ADN codant pour ce fragment a éé cloné dans le vecteur pGex-4T1
qui contient I’ADN codant pour la GST. La GST est une protéine hydrophile de 26 kDa
utilistfe comme fuson car dle permet de purifier la protéine de fuson par des hilles de GSH
(Gluthation). La protéine de fuson GST-Plul a éé exprimée dans les bactéries Escherichia
coli BL21(DE3) (Figure 31).
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Figure 31- Analyse de I’ expression et dela purification dela proténe fuson GST-Plul.
A- Expression de la protéine GST-Plul.

La bande stuée entre 74 et 49,8 kDa, au niveau des puits T3/C, semble correspondre a la

protéine de fuson GST-Plul surexprimée par les bactéries. En effet, on attendait une kande a
environ 57,7 kDa (GST= 26 kDa et Plul= 31,7 kDa).

S Surnageant (proténes solubles), C: Culot (Proténes insolubles), To: Préévement de 1 ml
effectué avant I'induction de I'expresson, T3: Prédévement de 1 ml effectué aorés 3 heures
d induction.

B- Purification de la protéine GST-Plul.

Culot: culot obtenu aprés I'extraction, Av: surnageant de I extraction avant le passage sur les
billes de GSH-sépharose, Ap: surnageant de I'extraction aprés le passage sur les hilles de
GSH-spharose, E1 et E2: Elution 1 e 2 des billes, B: Billes gores dution. PM: Poids
Moléculare.

Il apparait clarement sur la figure 34B que la proténe de fuson GST-Plul, dans ces
conditions d'expresson (culture a 37°C et expresson a 30°C avec 0,1 mM dIPTG), e
insoluble puisqu'elle reste dans le culot apres extraction. Les conditions ont &é optimisées
pour augmenter sa solubilité (culture a 20°C et expression avec 0,4 mM d'IPTG a 20°C). La
protéine reste insoluble malgré des conditions d' extraction drastiques (Figure 32).
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Figure 32— Purification du peptide Plul en augmentant |’ astringence.

Les bactéries d’'une culture de 500 ml sont tout d abord lysées par la solution A, les protéines
solubles sont andysées ligne 1 Le culot résultant de cette premiere étgpe et ason tour traité
par la solution B. Les protéines solubilisées par cette deuxiéme étgpe sont visudisées ligne 2
Le culot restant et dors traité par la solution C. Les proténes solubilisées par cette troiseme
étape sont analysées ligne 3. Le culot de protéines encore insolubles est traité par la solution
D. Les protéines solubilises sont visudisées ligne 4. Le culot résultant et & nouveau traité
par la solution D et les proténes solubles sont vishles ligne 5 Le culot est dors traité par de
I’eau Les protéines solubilisées sont anadysées ligne 6. Cette étape et répétée une nouvelle
fois sur le culot restant. Les protéines solubilisées par cette derniére éape sont vishbles ligne
7. Les proténes du culot résultant de ces sept étapes successives sont anadysé ligne 8.

30 pl de chague surnageant (15 pl d'échantillon et 15 pl de tampon de dépdt) et 30 ul du
dernier culot dissout dans 1 ml de tampon de dépbt ont é&é déposés sur un gel d acrylamide
(SDS-PAGE). Le gd aensuite été coloré au bleu de Coomassie.

Solution A : 10 mM HEPES, 2 mM MgCI2 et 100 pg/ml find de Lysosyme

Solution B : 50mM TrispH8.5, 1M NaCl

Solution C : 50mM Tris, 2.5M NaCl

Solution D : 1 M NaCl, 5% tritonX100, 5 mM EDTA
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II1. Analyse de la régulation de Plul au cours du cycle cellulaire

ITI.11. Utilisation des anticorps anti-Plul
I1I1.11.1. Synthése de peptides et d’anticorps

L'expresson du fragment de la proténe Pul é&ant rendue difficle par son
insolubilité, la synthese de peptides spécifiques de Plul pour la synthese d'anticorps (Ac)
paraissat ére la meilleure solution et la plus rapide pour obtenir des anticorps anti-Plul. Le
choix des peptides sedt fat par rgpport au profil dhydrophobicité e aux séquences
consensus des différentes Polo (Figure 33). Ces deux anticorps ont éé fabriqués par Philippe
Robert (SmithKline Beecham, Rennes).

Le peptide Polo a (68-83) et Situé dans une région homologue aux différentes proténes Polo:
Nter-CSLKETYARIRHNKY H-Cter (16 acides aminés)

Le peptide Polo b (259-274) est Situé dans une région spécifique de Plul:

Nter- CEHMPKEDHRTTPKY KPN-Cter (18 acides aminés)

Ces deux peptides sont couplés en N termind a une cystéine.

DOMAINE CATALYTIQUE

(~307 AA)
sous-domaines: | I 1] \Y V. Via Vb Vi il IX X XI
Nt | | | | | | [ [ [ |

" GXGxxAXC IHRDLKLGN CGTPNYIAPE ~ SLKETYARIKHNKYH
Site defixation de|'ATP Séguences caractéristiques Polo a
des Ser/Thr kinases
DOMAINE EXTRACATALYTIQUE
(~321 AA)
I I JCt
EHMPKEDHRTTPKYKPJ WVS'T KWVDYBK YGLGY QLCDNSVGLFNDS
Polob POLO Box

Figure 33- Position des deux peptides, polo a et polo b (en rouge), synthétisés pour la
production d’anticorps anti-Plul sur le schéma caractéristique des protéines de la
famille Polo.

Les deux anticorps anti-Plul ont &é purifiés par afinité pour la proténe A e testés en
Western blot sur le peptide correspondant au fragment de 864 pb exprimé en systéme
bactérien puis sur un lysat d'oafs d'oursin non fécondés. Les deux anticorps reconnaissent

une proténe dans les deux cas.
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I11.11.2. Immunoprécipitation

Pour effectuer I'immunoprécipitation, deux possbilitéss sont envisagesbles  Tout
dabord, il est possble d'utiliser les anticorps en solution. Cette méthode présente un
inconvénient majeur, les anticorps gpparaissent sur les gels d'acrylamide et peuvent masquer
des protéines de méme poids moléculaire. L’ utilisation des anticorps fixés de facon covaente
aux hilles de protéine A permet de ne pas duer les anticorps en méme temps que les protéines
immunopreéci pitées.

Dans un premier temps, din disoler la proténe Plul native, des immunoprécipitations
avec des anticorps en solution ont é&é effectuées sur 4 mg de proténes d'un lysat d caifs
d oursin non fécondés (Figure 34).

NF EA T B EA PM

97 kDa
103 kDa
Vg4
66 Plul=
1gG =
50
45
34,3

Figure 34- Analyses des immunoprécipitations (IP) effectuées avec I'anticorps anti-
Plu1(19A).

Les 40 ul de hbilles de protéines A, servant a récupérer I'anticorps dans le lysat gpres
I’immunopreécipitation, sont lavées puis reprises dans 100 pl de tampon de Laemmli. 40 pl
des 100 pl sont déposés en gel SDS-PAGE pour une coloration au nitrate d argent (*: Plul)
(A) e 20 pl pour le western blot avec I'anticorps anti-Plul(19A) (B). NF: IP sur 4 mg de
protéines d'casfs d'oursn non fécondés EA: billes sans anticorps (témoin négdif), T: billes
avec anticorps avant passage dans I'extrait protéique (témoin négatif), B: IP sur 4 mg de
protéines d embryon d' oursin au stade blastula, PM: Poids Moléculaire.

Les vaiations de la quantité de proténe Plul au cours du cycle cdlulare e du
développement ont &é évauées par immunoprécipitation sur une quantité fixe de protéines
d oarfs d'oursin a différents stades de divison. La premiere divison gores la fécondation dure
environ 120 min, ce qui permet de faire des prédéevements aux différentes phases du cycle et
d éudier les variations d' activité et de synthese/dégradation des protéinestelles que Plul.

Pour s dtuer dans le cycde cdlulare au cours des premieres divisons e du
développement des embryons d'oursin, I'activité de cdc2/cycline B a é&é évduée sur les
mémes extraits d' caufs ayant servi aux immunoprécipitations avec I'anticorps anti-Plul. Il est
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possible de purifier le complexe MPF actif par chromatographie d affinité pour la protéine p9
liées a des hilles de sépharose. L’activité du MPF et ensuite mesurée par évduation de la
phosphorylation de I'histone H1 (Figure 35). L’activité du complexe gppardit en fin de phase
G2 pour ateindre un maximum en mitose e diminuer des la fin de lanaphase. Au contraire,
la proténe cdc2 reste stable tout au long du cycle, c'est la cycline B qui par sa synthese et sa
dégradation régule I’ activité du complexe.

Les protéines immunoprécipitées par les anticorps anti-Plul sont visudisées sur un ge
SDS-PAGE a 10% apres coloration au nitrate d argent (Figure 36). |l apparait que plusieurs
protéines co-précipitent avec Plul. Deux proténes de haut poids moléculaire (environ 220
kDaet 150 kDa) cyclent au cours des différentes divisons.

La protéine de 220 kDa qui co-précipite avec Plul et de méme poids moléculaire que
la protéine Asp («Abnormd-spindle protein») trouvée chez la drosophile (49). Cette protéine
co-précipite avec la proténe Polo de drosophile. D’autre part, Tavares et ses collaborateurs
ont démontré que Asp est un substrat de Polo (243). D’ autres expériences ont montré qu’ apres
phosphorylation par Polo, in vitro et in vivo, A devient un épitope MPM2 (49). Il apparait
égdement que A intervient dans les mémes processus cdlulaires que Polo tels que la
formation du fuseau mitotique et des centrosomes. Ceci a &€ en patie démontré par le
gynergisme des doubles mutants (75). De plus Polo et Asp co-locdisent au niveau des
centrosomes.

Il est probable que la protéine Klp (Kinesin-like protein) soit la protéine de haut poids
moléculaire d’environ 150 kDa, par andogie avec ce qui a éé démontré chez la drosophile
(Tavares A. et d, poster, Conférence Jacques Monod «Cdl cycle» Roscoff 2000). Cette
proténe intervient au niveau de la formation du fuseau mitotique et des centrosomes ce qui

et tout afait compatible avec les roles des protéines Polo.
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Figure 35— Activité kinase de cdc2/cycline B au cours du développement de I’embryon
d'ourdn.

103



A CPOPD DPS® OREOSD PP B WO LEEPP PAPPPP

Asp?=>
Kip?=>
97kDa
Plul+
BSA =>
66 kDa
lg=>
B 6000 10
T9
~5000 1
5 “g
%54000 7 T 7'2
c 1 .8
£ 6%
- 8
<3000 1 152
s 14~
= |
<C 2000 4 3
1000 - 12
4 T1
0 . | — O L 0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
~*~cdc2/cycline B  ex . .
= Protéines de haut PM Temps apres fécondation (min)

Figure 36— Analyse des protéinesimmunopr écipitées par |’ anticor ps anti-Plul.

A- Les protéines immunoprécipitées avec I'anticorps anti-Plul ont &é séparées sur un gel
SDS-PAGE a10% qui aété coloré au nitrate d’ argent

B- Représentation des variations des protéines de haut PM au cours du développement de
I’embryon d' oursin.

II1.12. Activité kinase de Plul et Plk

La protéine PIx1 (proténe Polo du xénope) phosphoryle la phosphatase Cdc25C (131).
L’activité kinase des immunoprécipités de la protéine Plul a donc éé testée sur la proténe
phosphatase Cdc25A, que nous possadions au laboratoire (Figure 37). L’ autoradiographie du
gd SDS-PAGE coloré au bleu de Coomasse montre que Plul immunoprécipitée phosphoryle
Cdc25A.
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Figure 37- Analyse de I'activité kinase de la protéine Polo d’oursin immunopr écipitée
sur la phosphatase Cdc25A.

Aprés immunoprécipitation, les anticorps sont récuperés avec 25 pl de hilles de protéine A.
Ces hilles sont lavées dans du tampon B puis dans du tampon C. Le dosage de I'activité
kinase s fait dans un volume find de 55 pl (25 pl de hilles, 2 pl de Cdc25A, 23 pl de tampon
C e 5 pl dg®P-ATP & 90 pM) pendant 15 min & 30°C. Les billes et le surnageant sont
s&parés par une breve centrifugation. 100 pl de tampon de Laemmli 2X sont gjoutés aux 25 pl
de billes et 30 pl de tampon de Laemmli 2X sont goutés au 30 pl de surnageant. 60 pl de
chague échantillons sont déposés en SDS-PAGE. Le gd est coloré au bleu de Coomasse
(Bas) puis autoradiographié (Haut).

Afin de savoir s la Polo humaine (PIk) possede les mémes propriétés, nous avons testé
I’ activité kinase de Plk sur Cdc25A, Cdc25B et Cdc25C (Figure 38).

5 o 3 Figure 38- Test d’activité kinase de Plk sur les
g g % s phosphatases Cdc25A, B et C.
O @) O a En hat, le gd SDS-PAGE a éé coloré au bleu
e 111KDa de Coomassie puis autoradiographié, en bas.
A — —— —— —B
—C
.- __111kDa

—B
A e ¢

La protéine Plk phosphoryle bien Cdc25C mais auss Cdc25A et trés peu Cdc25B. Les
trois phosphatases fasant patie de la méme famille multigénique présentent de fortes
homologies de séquences. || et donc posshle queles aent, toutes trois, des dtes
phosphorylables par Plk. Cependant, dles n'interviennent pas au méme moment du cycle et
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seule Cdc25C e trouve présente en méme temps que Plk. 1l en et sans doute de méme pour
Plul.

II1.13. Mytl

La protéine kinase Mytl e un régulateur négatif du complexe Cdkl/cycline B,
locdiste au niveau de la membrane plasmique (263). Mytl se lie par son domaine C-
terminde a Cdkl/cycline B & and séquedtre le complexe dans le cytoplasme. De plus, Mytl
inhibe Cdk1/cycline B par phosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 de Cdkl
(263). Lors de I'auto-amplification de I'activation du MPF, Mytl est phosphorylé et inhibé
par Cdkl/cycline B. Cependant, il est paru intéressant de savoir Sil n'y avait pas d autres
voies d' inhibitions de Myt1. L’ activité kinase de Plk a donc été testée sur Myt1 (Figure 39).

Pk O O 1 25 5 10 Opl
Mytl 0 1 1 1 1 1 ou

PM PM
. 97 kDa
Plk =>
Mytl => 66
50
97 kDa
Mytl => - - .- 66
50

Figure 39- Phosphorylation de Myt1 par la kinase Plk.

Une quantité croissante de Plk est mise en présence d une quantité fixe de Mytl. Le test se
fait dans un volume find de 30 pl (Tampon C g 30 pl, Pk, Mytl, o g*P-ATP & 90 pM)
pendant 15 min a 30°C. Le tout est dépose en SDS-PAGE. Le gd est coloré au bleu de
Coomassie (en haut) et autoradiographié (en bas).

L’ autoradiographie démontre que Mytl sautophosphoryle et qu' elle est phosphorylée
par Plk. Il reste & savoir g cette phosphorylation a un effet sur I'activité kinase de Mytl. Nous
avons dors testé l'activite de Mytl gpres phosphorylation par Plk sur cdc2/cycline B.
Cependant, il est apparu que la protéine Mytl recombinante ne possede pas le site de fixation
acdc2/cycline B.
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Des molécules potentiellement inhibitrices de I'activité kinase de Mytl ont &é testées

en mesurant leur effet sur I’ autophosphorylation de I’ enzyme (Figures 40, Tableau 12).
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B
Olomoucine (uM)

Q 01033 1 33 10 33 100 333 1000 O

Purvalanol (nM)

0 01 033 1 33 10 33 100 333 1000 O

| Roscovitine (nM)

HD et analogues provenant de COMPARE (10 uM)

HD
661201
628191
639187
668605
662255
38643
22709

Figure 40- Analyse du pouvoir potentiellement inhibiteur de plusieurs molécules sur
I’activité kinase de Myt1.

A- L’activité inhibitrice des différentes molécules 1 a 17 a é&é tetée sur I'activité
d autophosphorylation de Mytl par autoradiographie de SDS-PAGE colorés au bleu de
Coomassie.

B- L’attivité inhibitrice de I'olomoucine, du purvaanol, de la roscovitine, de HD et de
différents andogues de HD a é&é évduée sur I'autophosphorylation de Mytl par
autoradiographie de SDS-PAGE colorés au bleu de Coomassie.

Différentes quantités d’inhibiteur sont mises en présence d'une quantité fixe de Mytl. Le test
s fait dans un volume find de 30 pl (Tampon C g 30 pl, Pk, Mytl, d g*>P-ATP & 90 pM)
pendant 15 min a 30°C. Le tout et déposé en SDS-PAGE. Le gel est coloré au bleu de
Coomassie (en bas) et autoradiographié (en haut).
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Inhibiteurs Action sur Mytl| Dose
Olomoucine - 1000 pM
Purvaanol - 1uM
Roscovitine - 33,33 uM
HD +++ 1uM
HD 661201 - 10uM
HD 628191 - 10uM
HD 639187 - 10uM
HD 668605 - 10uM
HD 662255 - 10 uM
HD 38643 - 10uM
HD 22709 - 10 uM
HD 575278 - 10uM
HD 671403 + 10uM
Agdagain + 10 uM
Agdasn + 1uM
Dibromophakellgtatin - 10 uM
Axinchydantoin +++ 1uM
Oroidina ++ 10 uM
GRP 18566 +++ 1uM
GRP 18510 +++ 1uM
GRP 18594 +++ 1uM
Cdilina + 10 uM
GRP 28190 + 10uM
Hymenidin + 10 uM
GRP 28191 + 1uM
Dibromoagdliferin - 10 uM
Sceptrina - 1uM
Dispacamide - 1uM
Agdongina + 10 uM
Flavopiridol - 1uM

Tableau 12— Action des molécules potentidlement inhibitrices de ['activité
d’autophosphorylation de Myt1.

Les doses correspondent a la quantité de produit nécessaire pour obtenir une inhibition de
50% ou ala quantité maximale testée dans le cas d’ une aosence d'inhibition.

La proténe Mytl est inhibée a 50% de son activité par 1 uM HD, Axinohydantoine,
GRP 18566, GRP 18510 et GRP 18594 (Tableau 12).
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Chapitre I11

ETUDE DE LA PROTEINE SNK

I. Etude des substrats

Différentes proténes potentiellement phosphorylables par Snk ont éé testées (MBP,
Tau, Higone H1, caséine, cycline D1, HMGI, p9 et la glycogene synthase). Les tedts
consstent & incuber, 30 min & 30°C, Snk, substrat, tampon et gP*’ATP. Pour arréter la
réaction on goute 30 pl de tampon de Laemmli. Puis on dépose les 60 pl du test dans un gl
SDS-PAGE a 10 %. Ce ge est coloré au bleu de Coomassie, séché et expose pour une
autoradiographie & —80°C &fin de détecter les protéines phosphorylées. La révélaion se fat au
bout de 24 heures environ, temps variable en fonction de la quantité de radioactivité utilisée
(Figure 41). On peut condater que Snk s autophosphoryle et qu'éle phosphoryle également la
MBP, I'histone H1 et la cas@ne. En ce qui concerne la glycogen synthase (GS), des tedts
complémentaires ont &é effectués et il Savére qu' ele sautophosphoryle. D’autre part, on ne
condate pas daugmentation de la phosphorylation avec Snk. La glycogene synthase n'est
donc pas phosphorylée par Snk.
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Figure4l-Test del’activité kinase dela proténe Snk sur différents substrats.
Le test se fat dans un volume find de 30 pl (Tampon C gsp 30 pl, substrat potentiel, Snk en
quantité fixe, dg*P-ATP & 90 puM) pendant 15 min & 30°C. Le tout est déposé en SDS-
PAGE. Le gel est coloré au bleu de Coomassie (en bas) et autoradiographié (en haut).

A- Gd SDS-PAGE a12% d acrylamide.

B- Gd SDS-PAGE a10% d acrylamide.

II. La phosphatase Cdc25A

Afin de connditre le ou les subdtrats de la protéine kinase Snk, des tests, in vitro, ont
éé effectués sur différentes molécules. Ja aind montré que Snk s autophosphoryle et qu'ele
phosphoryle la phosphatase Cdc25A (Figure 41). Cdc25A intervient au niveau de la trangtion
G1/S en déphosphorylant les complexes Cdk2/cycline E et Cdk2/cycline A. Pour s assurer de
la spécificité de la phosphorylation de Snk sur Cdc25A, le méme tet a é&é fat sur les
phosphatases Cdc25B et Cdc25C (Figure 42).
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Figure 42- Test d'activité kinase de Snk sur
les phosphatases Cdc25A,B et C.

En hat, le gd SDS-PAGE a éé coloré au bleu
de Coomassie puis autoradiographié, en bas.

Snk phosphoryle donc bien Cdc25A mais auss Cdc25B et tres peu Cdc25C. Cela peut
sSexpliquer par I'exigence de différents dtes de phosphorylation spécifiqgues de chague

enzyme. La phosphorylation de Cdc25A par Snk se fait sur la Ser 292 (Figure 43). On

retrouve des Ser avec un environnement en acides aminés smilaire dans les séquences des

protéines Cdc25B et C. Cependant, il faudrait identifier les acides aminés phosphorylés par

Snk sur lestrois phosphatases pour confirmer la spécificité de Snk pour Cdc25A.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES

Les réaultats obtenus au cours de ma these aménent de nombreuses questions et
ouvrent pluseurs axes de recherche. En ce qui concerne la suite des travaux sur GSK-3, il
gpparait indispensable de préciser le role exact de la protéine PfGSK-3 dans les reaions entre
le paraste Plasmodium falciparum et le globule rouge de I'héte, notamment dans le but
d évauer I'intérét de la recherche de nouvelles molécules a visée antipaudéenne ciblant cette
protéine. Quant & I’ orientation des travaux concernant Polo, il pourrait ére intéressant, dans le
cadre de la recherche en oncologie, d effectuer un large criblage ce molécules pouvant inhiber
cette protéine & les protéines interagissant avec Polo &fin d'identifier de nouveles molécules

avisée antimitotique.
I. GSK-3 de Plasmodium falciparum

La purification des protéines GSK-3 de différentes espéces par chromatographie
d affinité sur la proténe axine immobilisée sur des hilles de sépharose a permis de mettre au
point un test de mesure de I'activité kinase de GSK-3 native de cerveau de porc et de
plusieurs autres especes (levure, oursin et celules MCF7) (Article 1). | et important de noter
que cette méthode de purification ne permet pas de sfparer GSK-3a de GSK-3b. Ce test est
utilise pour évduer I'effet inhibiteur de différentes molécules. Ceci pourrait permettre une
étude approfondie des réles de GSK-3 e de I'effet de son inhibition sur les cdlules, le but
find éant de pouvoir trater des mdadies impliquant GSK-3 teles que la mdadie
d Alzheimer ou le digbéte.

La protéine GSK-3 du parasite responsable du paudisme, Plasmodium falciparum, a
éé clonée au laboratoire. PfGSK-3 représente une nouvelle cible thérapeutique. Cependant, il
ed indigpensable de comprendre les fonctions de cette proténe, bien connu chez I’homme.
Pour cea, il est nécessaire de précisr sa locdisation exacte au niveau de la membrane du
globule rouge infecté. Ceci est possble grace a la microscopie dectronique qui utilise des
anticorps marqués specifiques de la protéine a éudier, en I'occurrence PfGSK-3. || semble
égdement indispensable de connditre les différentes voies et les compartiments utilisé par la
proténe pour ariver a sa locdisation finde. Ceci pourrait donner des indications quant aux
cibles de PfGSK-3. En effet, comme indiqué dans I'aticle 2, pluseurs protéines sont
asociées aux «Mauer's clefts» et pourraient ére des substrats de PfGSK-3. D’autre part,
I’adaptine de Plasmodium falciparum, protéine également associée a la membrane plasmique,
pourrait ére un substrat de PfGSK - 3.
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L’obtention de la protéine PfGSK-3 recombinante, possédant une activité kinase, a
permis la mise au point dun criblage de molécules inhibitrices de I'activité kinase de cette
proténe. Par comparaison avec I'effet de ces molécules sur I'activité de GSK-3 native de
porc, tres proche de la protéine humane, nous pouvons espérer trouver une ou plusieurs
molécules capables d'inhiber spécifiquement la proténe plasmodide sans intervenir  sur
I activité de la protéine humaine. Cependant, puisque ces deux protéines sont tres proches tant
au niveau siguence quau niveau dructure tridimensonndle, il serait plus judicieux de
trouver un inhibiteur efficace sur la protéine plasmodide et dy fixer une «tée chercheuse »
pour cibler spécifiquement les globules rouges. En effet, les globules rouges sans ne
contiennent pas de GSK-3. IIs ne seraient donc pas affectés par I'inhibiteur. Cette technique
e d§a employée pour certans traitements anticancéreux. Aind, les globules rouges infectés
seraient détruits sans que le reste de I’organisme ne subisse d'effet secondaire trop important.
En effet, dans un premier temps les molécules présentant un effet inhibiteur sur |'activité
kinase de PfGSK-3 in vitro seront testé sur des cellules humaines en culture &fin d’ évauer
leurs effets sur des cdlules saines. Dans le cas ou on N’ observerait pas d effet notable sur des
cdlules saines, le produit sera testé sur des globules rouges infectés, puis sur I'animd €, en
cas de succes, sur I’homme,

I1. Polo d’oursin Sphaerichinus granularis

Le fragment de I'’ADNc de Plul cloné nest pas suffisant pour obtenir une protéine
kinase active. Le clonage de I'ADNc complet de Plul permettrait d obtenir une proténe
recombinante facilement utilisable pour des éudes d'interaction avec d autres protéines et des
teds dactivité kinase sur différents subgtrats potentiels. De plus, un criblage de molécules
potentidllement inhibitrices et a envissger &in de trouver de nouveaux antimitotiques
pouvant intervenir dans les traitements de certains cancers.

Aprés immunoprécipitation, il et aoparu que 2 protéines de haut poids moléculaire
sont associées a Plul. 1l est probable que la protéine de 220 kDa soit Asp et celle de 150 kDa
soit KLP. Cependant, il et indispensable d'identifier ces 2 proténes de fagcon certaine pour
pouvoir continuer I’ é&ude biochimique et enzymatique de Plul.

L’interaction entre Polo & Mytl au moment de I'entrée en mitose pourrait ére
décisve en cas danomdie du cycde cdlulare. En effet, Mytl inhibe I'entrée en mitose en
sequestrant le MPF dans le cytoplasme. Les résultats obtenus au cours de ma these ont mis en
évidence une phosphorylation de Mytl par Polo. On peut donc émettre |’hypothése qu'en
phosphorylant Mytl, Polo léve I'inhibition et permet I'entrée en mitose. Tout ceci reste a
vérifier. 1l faudrait cloner I’ADNc complet de Mytl &fin de pouvoir rédiser les tests de
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phosphorylation et d'inhibtion sur le MPF. Nous aurions aors confirmation, ou non, de cette
hypothese.

Il e maintenant connu que Snk intervient au niveau de la phase GO et de la trangtion
G1/S. Les teds effectués sur I'activité kinase de Snk sur différents substrats ont montré que
Snk phosphoryle Cdc25A. Il serait intéressant d'identifier tous les dtes phosphorylés sur
Cdc25A par Snk et de connaitre le role de ces phosphorylations sur le déroulement du cycle

cdlulare.
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ANNEXE I

Composition des tampons et solutions

Tampon d’homogénéisation: 60 mM R3-glycérophosphate, 25 nM MOPS pH 7.2, 15 mM
Nitrophénylphosphate, 15 mM EGTA, 15 mM MgCl, 2 mM DTT, 1 mM Na Vanadate,

1 mM NaF, 1 mM diNa phénylphosphate, 10 pg/ml Leupepting, 10 pg/ml Aprotinine,
10 pg/ml SBTI, 100 uM Benzamidine.

Tampon C: 60 mM [(-glycérophosphae, 25 mM MOPS pH 7.0, 30 mM
Nitrophénylphosphate, 5 mM EGTA, 15 mM MgClp, 1 mM DTT, 0,1 mM NaVanadate.

Tampon de charge (2x): 4 ml eau didillée, 1 ml Tris HCI 0.5 M pH 6.8, 0.8 ml Glycéd,
1.6 ml SDS 10%, 0.4 ml 3-mercaptoéthanol, 0.2 ml Bleu de bromophénol 0.1%.

“Tris Buffer Saline Tween20" (TBST): 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0,1% de
Tween 20.

Les marqueurs précolorés de poids moléculaires des protéines proviennent de Bio Rad
(Prestained SDS-PAGE Standards).
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Résumé

Nous avons éudié deux familles de protéines kinases impliquées dans des fonctions
physiologiques importantes.

La "Glycogen Synthase Kinase-3" (GSK-3) est une protéine tres conservée chez de
nombreuses espéces. Elle intervient dans divers processus cdlulares tds que le
développement embryonnaire, la prolifération cdlulaire, I'apoptose, les fonctions neurondes,
le rythme circadien. Nous avons démontré que GSK-3 peut ére purifiée par chromatographie
d affinité sur axine fixée sur des billes de sépharose.

Le pdudisme, d0 au paraste Plasmodium falciparum, est responsable de 2 a 3 millions
de morts par an. L’effet des thérapies préventives et curatives est affaibli par I’ gpparition de
chimiorésstances.

Le clonage de ’ADN d'une protéine homologue de GSK-3 humaine chez ce parasite
(PfGSK-3) a permis de mettre en place un test pour évauer I'effet inhibiteur de diverses
molécules. Le modéle de la dructure tridimensonnelle de PfGSK-3 permet d afirmer que
Cette protéine est tres conservée par rapport & GSK-3 humaine. L’expresson de I'’ARNmM ne
varie pas dans les 3 stades érythrocytaires éudiés. Les érythrocytes sains ne possedent pas de
GSK-3. PfGSK-3 et locaiste au niveau de dructures de la membrane plasmique de
I’érythrocyte, les «fentes de Mauer», et a I'intérieur du parasite. Le marquage de PfGSK-3
augmente quand le parasite se développe du stade ring, au stade trophozoite puis schizonte.

Polo est une protéine kinase trés conservée qui intervient a différents niveaux de la
régulation du cycle cdlulare (trangtion G2/M et mitose).

Le clonage d'une partie de 'ADNc de Polo doursn (Plul) a permis la synthése
d anticorps specifiques. L'immunoprécipitation de la protéine Plul au cours des premiéres
divisons de I'embryon doursn a révdé que Plul et exprimée tout au long du cycle
cdlulaire. Elle s lie a différentes protéines au cours du cycle dont I'identité reste a vérifier
(Asp? et Klp?) et pourrait donc réguler ou/et étre régulée par ces proténes.
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