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Résumé

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle conservée au cours de I'évolution, qui
intervient dans de nombreux processus cellulaires. Elle est notamment au cceur de la progression du
cycle cellulaire. L'activité des protéines kinases, enzymes responsables de la phosphorylation, doit
étre précisément régulée dans le temps et I'espace afin d’aboutir a la formation de deux cellules
filles. Si les couples Cycline/Cdks sont des acteurs majeurs du contrble du cycle cellulaire, d’autres
protéines kinases sont impliquées, comme les Mitogen Activated Protein Kinase/ Extracellular
Regulated Kinase (MAPK/ERK) et la cAMP-dependant Protein Kinase (PKA). L'implication et les roles
de ces dernieres lors de la division cellulaire, ont fait 'objet de nombreuses études. Pourtant les
profils spatio-temporels des activités de ces kinases au cours des différentes étapes du cycle et

notamment lors de la mitose sont controversés et restent a éclaircir.

Le but de ce travail a été la détermination de ces profils grace a I'utilisation et au développement
d’outils moléculaires basés sur des propriétés de la fluorescence, capables de rapporter |'activité

kinase in vivo, qui sont appelés biosenseurs FRET.

Leur utilisation nous a permis de révéler que l'activité de PKA augmente lors de la mitose pour
ensuite chuter rapidement lors de la cytokinese dans les cellules Hela. Lors de la métaphase et de
I'anaphase, l'activité de PKA est particulierement élevée a proximité des chromosomes et ce,
indépendamment d’une relocalisation de ses sous-unités catalytiques. De plus, [|'utilisation
d’inhibiteur de PKA conduit a I'apparition de phénotypes mitotiques aberrants (i.e. : migration
précoce de certains chromosomes), ce qui indique le role essentiel de cette augmentation d’activité
dans le maintien de l'intégrité du génome. Ces phénotypes sont similaires a ceux décrits pour des
perturbations de I'activité de MAPK/ERK. Le développement d’un biosenseur FRET optimisé pour les
mesures d’activité de MAPK/ERK nous a permis de déterminer que son activité globale ne varie pas
lors de la mitose mais connait en revanche une diminution forte et trés breve lors de la cytokinese.
L'inhibition de PKA induit une augmentation sensible de la phosphorylation de MAPK/ERK, ce qui
pourrait suggérer ainsi un lien entre les activités de ces deux protéines dans la répartition correcte du

matériel génétique lors de la mitose.
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Abstract

Phosphorylation is a post translational modification conserved across evolution that is involved in
many cellular processes, including cell cycle progression. The activity of kinases, the enzymes
responsible for the phosphorylation events, must be tightly regulated in space and time to allow the
generation of two daughter cells. Whereas the Cyclin/Cdk pairs, are the main regulator of the cell
cycle control, other kinases play an important role, such as the Mitogen Activated Protein Kinase/
Extracellular Regulated Kinase (MAPK/Erk) and the cAMP-dependant Protein Kinase (PKA). Even if
their roles and contribution in cell cycle have been the topic of several studies, the spatio-temporal

profiles of their activities is still controversial and remain to be clarified.

The aim of my PhD was to highlight those activity profiles during the cell cycle in Hela cells, by using
or developing new molecular tools, based on fluorescence properties that are able to report kinase

activity in vivo and named FRET-based biosensors.

The use of these biosensors allowed us to reveal that PKA activity increased at the onset of mitosis
and stayed high until the completion of cytokinesis. During metaphase and anaphase, this activity
was especially high in the close vicinity of the condensed chromosomes, independently of any
concomitant relocalization of PKA catalytic sub-units within the cell. Moreover inhibition of PKA
activity during mitosis lead to improper mitotic phenotype (i.e. : misalignment of the DNA on the
spindle, precocious segregation of part of the chromosomes), pointing out the essential role of the
activity increase in genetic stability. Those observed phenotypes are similar to those described upon
experimental modifications of the MAPK/Erk activity level. By means of the development of a new
improved MAPK/Erk activity biosensor, we showed that its global activity does not change during
mitosis, but goes through a brief and strong decrease during cytokinesis. As the inhibition of PKA
induces a noticeable increase of MAPK/Erk phosphorylation, those results could suggest a link
between those two kinases activities in the correct distribution of the DNA to daughter cells during

mitosis.
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Introduction

I.  Le cycle cellulaire

C’est a Robert Hooke en 1665 que nous devons le terme de cellule, donné d’apres les compartiments
répétés ou « petites chambres » (cellula en latin) qu’il observa dans une coupe de liege au
microscope. C'est 170 ans plus tard, en 1839, que les naturalistes Mathias Schleilden et Theodor
Schwann découvrirent que la cellule est I'unité de base du vivant et énoncérent que « tous les étres
vivants, animaux et végétaux sont constitués de cellules ». Enfin en 1858, le physiologiste Rudolf
Virchow établit le postulat que toute cellule provient d’'une autre cellule par le célebre « omni cellula

e cellula » introduisant ainsi le concept de multiplication cellulaire par division.

1. Généralités

1.1. Les différentes phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un ensemble d’évenements coordonnés que subit une cellule depuis sa
formation a partir de la division d’une cellule mére, jusqu’a sa propre division en deux cellules filles.
Ce processus permet le développement de I'embryon depuis la cellule-ceuf (ou zygote), mais

également le maintien de I’'homéostasie tissulaire dans les organismes adultes.

Chez les Eucaryotes, le cycle cellulaire est divisé en deux étapes: la mitose, qui correspond a la
division proprement dite, et l'interphase qui consiste en une phase de préparation a la mitose et de
réplication du matériel génétique. Ainsi deux mitoses sont séparées par l'intervalle d’'une interphase,

qui est elle-méme subdivisée en 3 phases successives :

- La phase G1 (Gap1l) qui est une phase de croissance et de synthése protéique.
- La phase S (Synthése) qui est la phase de réplication du matériel génétique.

- Laphase G2 (Gap2) qui est une seconde phase de croissance pour préparer la mitose.

Dans un organisme, la majorité des cellules ne cycle pas. Ces cellules sont dites en phase GO, aussi
appelée phase de quiescence, qui est un état non prolifératif lors duquel il n’y a plus de progression
de G1 vers S. Ces cellules en GO, sous l'influence de signaux mitogénes, peuvent ré-entrer dans le

cycle cellulaire et progresser en phase S pour répliquer leur ADN (figure 1).
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Interphase

Cycle G2
cellulaire

Mitose

Quiescence

Figure 1 : Les phases du cycle cellulaire

Les phases G1, S et G2 constituent I'interphase qui sépare chaque phase de mitose (M). Lorsque les

cellules ne proliferent plus, elles sortent du cycle pour entrer dans un état dit de quiescence GO.

1.2. Les différentes phases de la mitose

La mitose permet la distribution équitable des chromatides sceurs, précédemment répliquées lors de
la phase S, entre les deux cellules filles. Cette étape essentielle au maintien de I'intégrité du génome

se divise en 5 phases (Morgan, 2010).

Lors de la premiere étape de la mitose, également appelée la prophase, la phosphorylation des
histones (les protéines de compaction de la chromatine) induit la condensation de I’ADN. Cette étape
est également caractérisée par des remaniements impliquant le cytosquelette. Les centrosomes (les
centres organisateurs des microtubules), quiont été dupliqués a la fin de I'interphase, se séparent et
entament leur migration vers deux poles opposés a la périphérie nucléaire. Enfin, on assiste

également au début de la formation du fuseau mitotique.

L'étape suivante est la prométaphase. Elle se caractérise par la rupture de I’enveloppe nucléaire. La
condensation des chromosomes se poursuit et le fuseau mitotique s’organise. Les chromosomes sont
recrutés par le fuseau via des complexes protéiques présents au niveau des centromeéres qui sont

appelés les kinétochores.
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La métaphase marque le stade maximum de condensation des chromosomes. Ces derniers sont tous
alignés sur un méme plan formant ainsi la plague métaphasique. Les deux chromatides sceurs qui
composent chaque chromosomes sont encore physiquement liées 'une a l'autre (e.g.: par les
cohésines centromériques). Pour chaque paire de chromatides, 'une d’entre elles est ancrée aux
microtubules émanant de I'un des poéles, tandis que 'autre est ancrée a ceux émanant du pdle

opposé.

Aprés la métaphase a lieu I'anaphase, lors de laquelle les deux lots de chromosomes a une

chromatide migrent vers les poles opposés du fuseau.

Enfin lors de la télophase, les chromosomes se décondensent, les enveloppes nucléaires des deux
cellules filles se reforment et le fuseau se dépolymérise (Rhind and Russell, 2012) . A I'achevement de
la mitose se produit finalement la cytokinése, c’est-a-dire le processus permettant la séparation
physique des deux cellules filles. Cette étape dépend d’un anneau contractile constitué d’actine et de
myosine, qui est lié a la face interne de la membrane cellulaire, et qui se forme sur un plan
perpendiculaire a I'axe du fuseau. Cet anneau se resserre progressivement afin de partager le
cytoplasme par étranglement. Un passage étroit entre les deux cellules filles contenant les restes du
fuseau de division se forme, et finit par disparaitre lorsque les cellules filles se séparent

complétement (figure 2) (Morgan, 2010).

1.3. Les points de contréle du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un processus primordial, il se doit donc d’étre finement régulé et contrélé afin
de minimiser les erreurs de réplication ou de ségrégation des chromosomes qui peuvent conduire a
des catastrophes génétiques. Deux principes généraux régissent la progression du cycle cellulaire : i)
une étape ne peut étre engagée que si I'étape précédente est complétée et ii) les phases de mitose

et de réplication doivent étre alternées.

Un concept de point de controle a été introduit en 1989. Ces points de contrdle sont des mécanismes
moléculaires dont le role est de s’assurer que la cellule est parfaitement préparée a passer a |'étape
suivante et dans le cas contraire d’arréter sa progression dans le cycle (Hartwell and Weinert, 1989).
Trois points de contréle existent au cours de la progression du cycle cellulaire : un a la transition
G1/S, un autre a la transition G2/M et enfin un troisiéme a la transition métaphase-anaphase qui est
également appelé point de contréle du fuseau (SAC pour Spindle Assembly Checkpoint). Ce dernier a
pour objectif d’inhiber la progression vers |'anaphase en cas de probleme d’attachement des

chromosomes au fuseau de division.
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interphase

prophase

prométaphase

métaphase

anaphase

télophase

. 2

Figure 2 : Les différentes phases de la mitose

Condensation de la chromatine.
Seéparation des centrosomes
dupligués en fin d'interphase.
Début de formation du fuseau.

Rupture de I'enveloppe nucléaire.
Polymérisation des microtubules
depuis les centrosomes aux deux
poles.

Recrutement des chromosomes
par le fuseau.

Alignement des chromosomes en
plaque métaphasique.

Segrégation et migration des
chromatides sosurs vers les poles
du fuseau.

Reformation de I'enveloppe
nucléaire.

Décondensation de la chromatine.
Cytokinése.

La mitose se décompose en 5 phases successives au cours desquelles on assiste a la condensation des

chromosomes et la formation du fuseau de division. Les chromosomes migrent ensuite vers les deux

péles du fuseau avant la cytokinése qui clét ce processus de division. Pour les cellules représentatives

de chacune des phases, I’ADN (en bleu) et les microtubules (en vert) ont été marqués par traitement

par le Hoechst et par immuno-fluorescence indirecte.
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De plus, un systeme de controle est présent tout au long de la progression de l'interphase, en
réponse aux dommages a I’ADN. Ce processus appelé DDR (DNA Damage Response), entraine un
arrét durable en G1, lorsque la cellule présente des dommages a I’ADN afin d’inhiber I'entrée en
phase S et donc la réplication d’'un ADN endommagé. Ce point de contréle peut également
s’enclencher en phase S si les fourches de réplication sont bloquées. Enfin, en phase G2, il a pour réle
de bloquer la transition G2/M en cas de dommage a I’ADN. Il fait en sorte que la mitose ne soit pas
déclenchée si la réplication de I’ADN n’est pas correcte. Chez Saccharomyces cerevisiae, ce systéme

peut également bloquer la progression vers 'anaphase en cas de Iésion de I’ADN (Morgan, 2010).

1.4. Des cycles cellulaires particuliers

Les phases et principes décrits précédemment sont respectés dans la majorité des types cellulaires.
Les durées des phases du cycle peuvent varier, la phase G1 étant généralement la plus longue. Les
cellules embryonnaires ne présentent pas de phases G1 et G2 au début de la segmentation. L'endo-
réplication permet des cycles successifs de réplication sans mitose. Enfin, la méiose constitue une

suite de deux divisions sans réplication, aboutissant a la formation de cellules haploides.

2. Les principes moléculaires généraux contrélant la division cellulaire et sa progression

2.1. La transition G2/M

2.1.1. Découverte des couples Cdk/Cycline

Les expériences réalisées sur le modele ovocyte de Xenopus laevis ont permis de mettre en évidence
I'existence d’un facteur de régulation de la transition G2/M. Chez cette espéece, les ovocytes sont
tout d’abord bloqués en prophase de méiose |. Suite a une stimulation hormonale (progestérone),
I'ovocyte effectue sa premiere division et progresse jusqu’en début de méiose Il pour s’arréter une
seconde fois en métaphase. Cette reprise de méiose et la progression jusqu’en métaphase Il forment
une étape appelée la maturation. En 1971, des expériences d’injection de cytoplasme d’ovocytes
matures (c’est-a-dire bloqués en métaphase Il) dans des ovocytes en prophase | ont montré que
cette injection permettait a elle seule d’induire la maturation des ovocytes en I'absence de toute
stimulation hormonale. Cette observation a révélé I'existence d’un facteur cytoplasmique dont
I'activité biologique permet la reprise méiotique. Ce facteur a été désigné sous le terme de MPF
(Meiosis Promoting Factor) (Masui and Markert, 1971). Lors de I’émission d’une théorie unificatrice

postulant I'universalité du réle du MPF pour la progression en phase M, ce facteur est devenu le M-
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phase Promoting Factor. Cette théorie repose sur la mise en évidence que ce facteur est un complexe
constitué d’au moins deux protéines quel que soit le type cellulaire considéré. Il se compose d’une
sous-unité catalytique dont I'activité kinase dépend de la présence d’une sous-unité régulatrice
(Arion et al., 1988; Labbe et al., 1989; Lohka et al., 1988). Cette derniére, la Cycline B, appartient a la
famille des Cyclines nommées d’apres les oscillations de leurs niveaux d’expression qui dépendent du
cycle cellulaire (Evans et al., 1983). La sous unité-catalytique est une serine-thréonine kinase qui a

été nommeée Cdk1 (pour Cycline Dependant protein Kinase).

Plus tard, d’autres couples Cycline/Cdk impliqués dans le contréle du cycle cellulaire ont été
découverts. De maniere analogue au MPF, ces hétérodimeres sont les principaux régulateurs de la
progression au travers des différentes étapes et points de controle du cycle. En effet, les couples
Cdk4/Cycline D et Cdk6/Cycline D sont impliqués dans la progression en G1: en phosphorylant la
protéine du rétinoblastome, elles permettent notamment la libération des facteurs de transcription
E2F qui permettent la transcription des génes nécessaires a la transition G1/S. C'est le couple
Cdk2/Cycline A qui est responsable de la progression de la phase S via la phosphorylation de
substrats qui sont requis pour compléter et sortir de la phase S. Enfin les couples Cdk2/Cycline E et
Cdk1/Cycline B sont respectivement responsables des transitions G1/S et G2/M (Malumbres and
Barbacid, 2005) (figure 3).

L’activité des Cdks est régulée i) par le cycle de synthése/dégradation des cyclines associées et ii) par
des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation de résidus spécifiques. Cdk1, par exemple,
est activée par la phosphatase a double spécificité Cdc25, tandis qu’elle est inhibée par 'activité des
kinases Weel et Mytl (Malumbres and Barbacid, 2005). Les kinases et phosphatases qui régulent
I'activité des Cdks sont également soumises a différents niveaux de controle, incluant principalement
des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation. L’'ensemble des mécanismes qui
controlent la progression du cycle forme donc un réseau de régulation complexe. Nous en

détaillerons les bases pour le cas de la transition G2/M.
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Progression en phase 5

[ Cdk2/Cycline A ]

Transition G1/S
[ Cdk2/Cycline E ]

[Cr.IkEfC',fcline P ] Transition G2/M
Progression en phase G1 cdk1/Cycline B
[ Cdk4/Cycline D ] = MPF

Figure 3: Les principaux couples Cdk/Cycline dans la régulation du cycle cellulaire.

Schéma des principaux couples Cdk/Cycline positionnés en fonction de leurs réles au cours de la

progression du cycle cellulaire.

2.1.2. Mécanismes moléculaires a la base de la transition G2/M

La transition G2/M est sous le contréle du complexe Cdkl/Cycline B (MPF). La Cycline B est
accumulée progressivement au long des phases S et G2. Elle s’associe avec Cdk1 pour former un pré-
MPF inactif. Cdkl est inactive dans ce complexe car elle est phosphorylée par les kinases Weel et
Myt1 au niveau des résidus Thr14 et Tyrl5. Ces résidus sont situés au niveau de la boucle d’activation
de Cdkl (Malumbres and Barbacid, 2005). L'activitt de Cdkl dépend également de la
phosphorylation du résidu Thr161 par la CAK (CDK-activating kinase) qui permet I’association de
Cdk1 a la Cycline B. (Porter and Donoghue, 2003).

La déphosphorylation des résidus Thrl4 et Tyrl5 permet |'activation du site catalytique de Cdk1.
Cette déphosphorylation est réalisée par la phosphatase a double spécificité Cdc25, elle-méme
activée par PLK1 (Polo-like kinase 1) en fin de phase G2. Une partie du pré-MPF activé par Cdc25
phosphoryle Cdc25 et participe a linactivation de Weel et Mytl. Ce double mécanisme de
rétrocontrdle positif constitue la boucle d’auto-amplification du MPF (figure 4). Une fois qu’il est
activé, le MPF orchestre une série de modifications requises pour la progression en phase M, en
phosphorylant différentes protéines substrats (Porter and Donoghue, 2003).Les cibles du MPF
comprennent les histones H1 impliquées dans la condensation de I’ADN. Le MPF phosphoryle

également les lamines, ce qui participe a la désorganisation de I'enveloppe nucléaire. Enfin, parmi
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ses substrats, on retrouve également les protéines associées aux microtubules et ’APC/C dont

I'activité est nécessaire a I'ubiquitinylation et la dégradation de la cycline B lors de la mitose (Errico

et al., 2010).
Boucle d’auto-
Weel/Mytl | | amplification
CAK
T14P, ,Y15P ! P P T14 , Y15
Cdk1 || ¥ ||
T161P _
cdkl cdc2s TP Cdk1
i ‘ Cycline B ‘ . Cycline B
Cycline B
Pré-MPF MPE
inactif actif

Figure 4 : Mécanismes d'activation du MPF

La cycline B synthétisée se fixe a CdK1. Cdk1 est alors phosphorylée par la CAK (Thr161) et par Weel
et Myt1 sur les résidus inhibiteurs Thr14 et Tyr1l5. En fin de phase G2, cdc25 activée déphosphoryle
ces deux résidus et active le MPF. Ce dernier contribue a son activation massive par deux mécanismes
de rétrocontréle positif : I'inhibition de Weel et Myt1 et I'activation de Cdc25.

2.2. lLatransition métaphase-anaphase

Lors de la transition métaphase-anaphase, les chromosomes sont distribués de maniere égale entre
les deux cellules fille de facon a conserver le méme génome. Le moyen d’y parvenir repose sur la
cohésion des chromatides sceurs, qui s’opére des leur réplication. Cette cohésion s’effectue par des
interconnexions entre les deux chromatides, au niveau de leurs centromeres et le long des bras
chromosomiques, grace a des complexes protéiques en forme d’anneau appelés cohésines. La
cohésion le long des bras chromosomiques est rompue lors de la prophase. Au niveau des
centromeres, elle est maintenue jusqu’en métaphase, lorsque chacune des deux chromatides sceurs
est attachée aux microtubules orientés vers les poles opposés. En début d’anaphase, les anneaux de
cohésines s’ouvrent, ce qui désunit les chromatides sceurs et permet leur migration vers les poles

opposés du fuseau.

24

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Introduction I. Le cycle cellulaire

D’un point de vue moléculaire, les complexes de cohésines sont formés par I'association d’un dimére
Smc1-Smc3 (Structural Maintenance of Chromosomes protein) associé a I'a-kleisin, qui a son tour
recrute les sous-unités Scc3/SA, Pds5 et Wapl (Nasmyth, 2011). La séparase est une endopeptidase
capable de cliver la sous-unité a-kleisin de la cohésine, abolissant ainsi la cohésion des chromatides
sceurs. Jusque la transition métaphase-anaphase, la séparase est prise en charge par la sécurine, une
protéine chaperonne inhibitrice. L’activation de la séparase est dépendante du franchissement du
point de contrdle du fuseau ; si I'attachement des kinétochores au fuseau mitotique est correct, il y a
activation de I’APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome). L'APC/C, couplé a son régulateur
cdc20, greffe alors un groupement ubiquitine sur la sécurine ce qui conduit a sa dégradation. La
séparase qui n’est donc plus inhibée exerce alors son activité de clivage sur les cohésines et

I’'anaphase peut commencer (Lara-Gonzalez et al., 2012).

Lorsque l'attachement des chromosomes au fuseau est incorrect, le MCC (Mitotic Checkpoint
Complex), qui comprend Mad2, BubR1, Bub3 et cdc20, est assemblé. Ce complexe inhibe I’activité de
I’APC/C et empéche ainsi la dissociation des chromatides sceurs via le clivage des cohésines (figure
5). Le point de contrdle du fuseau a donc pour réle le maintien de I'intégrité du génome en retardant
la division jusqu’a ce que soit garantie la ségrégation correcte des chromosomes (Bharadwaj and Yu,
2004). Ce point de contrble est essentiel puisque la disjonction précoce de ces chromatides peut
entrainer des aneuploidies, lesquelles sont impliquées dans différentes pathologies. Elles peuvent,
par exemple, conduire a un syndrome de Down (trisomie 21) lorsque ce probleme a lieu lors de la
méiose. Les aneuploidies sont également fréquemment retrouvées dans les pathologies cancéreuses

(Riguet et al., 2011).
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Figure 5 : Le point de contréle de I’assemblage du fuseau

Tant que les chromosomes ne sont pas correctement attachés au fuseau, le point de contréle du
fuseau est actif et la cohésion entre les chromatides sceurs est maintenue. Une fois I'attachement
terminé, I’APC/C est activé et conduit a la dégradation de la sécurine. La séparase est alors libre de
cliver les cohésines centromériques, ce qui permet la ségrégation des chromatides sceurs. Adapté
d’aprés : Bharadwaj and Yu 2004.
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Il. PKA et MAPK/ERK : deux kinases impliquées dans le contréle du cycle cellulaire

Les principes moléculaires détaillés précédemment ne posent que les bases générales des
mécanismes qui régulent les transitions G2/M et métaphase-anaphase. En effet, d’autres protéines
comme les kinases impliquées dans les voies de signalisation peuvent moduler la régulation du cycle
cellulaire. C'est le cas de la Mitogen Activated Protein Kinase/ Extracellular Regulated Kinase
(MAPK/Erk1/2) et de la cAMP-dependant Protein Kinase (PKA), deux protéines clés des processus de
développement embryonnaire, de différenciation, et également de la prolifération (Chambard, et al.

2007; Lamb, et al. 1991; Roberts, et al. 2002; Zeilig, et al. 1976).

1. PKA et la régulation du cycle cellulaire
1.1. La voie de signalisation AMPc/PKA

1.1.1. Généralités sur la voie de signalisation AMPc/PKA

La voie canonique de la signalisation AMPc/PKA est activée par la fixation de ligands extracellulaires
spécifiques sur les récepteurs couplés aux protéines-G (GPCRs) présents a la membrane. Ces
protéines G appartiennent au groupe des GTPases et sont des hétérotrimeres constitués de trois
sous-unités : a (Go), B (Gg) et y (Gy). Lorsque cette voie de signalisation est inactive, Ga est couplée
au récepteur membranaire, liée a une molécule de GDP et associée a Gg et G,. La stimulation des
GPCRs induit I'échange de la molécule de GDP pour une molécule de GTP, ce qui entraine la
dissociation de Ga-GTP. Celle-ci active alors I'adénylate cyclase (AC), qui catalyse I’ATP en AMPc (3’5’

adénosine monophosphate cyclique).

L'AMPc se fixe sur 3 types d’effecteurs : les protéines EPAC (guanine nucleotide Exchange Protein
activated by cAMP), les canaux ioniques CNG (cyclic-nucleotide-gated ion channels) et PKA. Cette
derniere est une enzyme tétramérique composée a I’état inactif de 2 sous-unités catalytiques (C) et 2
sous-unités régulatrices (R). L’activation de cette enzyme requiert la fixation de 2 molécules d’AMPc
sur chacune des sous-unités régulatrices, qui entraine la dissociation d’'un dimere de sous-unités
catalytiques. Sous forme libre, les sous-unités catalytiques phosphorylent divers substrats au sein de

la cellule (figure 6) (Pearce et al., 2010).

Cette voie de signalisation est impliquée dans de nombreux processus de la vie cellulaire tels que la
transcription, la migration, la mort cellulaire ou encore la prolifération (Lefkimmiatis and Zaccolo,

2014)
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Figure 6 : La voie de signalisation AMPc/PKA

La fixation d’un ligand au GPCR induit I'activation de I'adénylate cyclase responsable de la production
d’AMPc. Lorsque 'AMPc se fixe sur les sous-unités régulatrices de PKA, cela entraine la dissociation
d’un dimere de sous-unités catalytiques qui constitue la forme active de PKA.

Chez les Eucaryotes supérieurs, il existe deux types d’ACs : une famille transmembranaire et régulée
par les protéines G (9 membres) et une AC soluble (dont il existe des variants d’épissage) qui est
localisée dans le cytoplasme ou retrouvée associée a des domaines subcellulaires (noyau,
mitochondries, microtubules). Cette seconde famille est régulée par le bicarbonate et le calcium mais
est insensible a certaines drogues comme la forskoline. L’AC soluble est exprimée dans certains types
cellulaires comme les astrocytes, les ostéoblastes ou les cellules rénales (Dessauer, 2009;

Tresguerres et al., 2011).

1.1.2. PKA:Isoformes, structure et substrats

Isoformes

Il existe quatre variants de la sous-unité régulatrice de PKA, codés par des génes distincts et appelés
Rla, RIB, Rlla et RIIB. Dépendamment des sous-unités régulatrices Rl ou RIl que contient PKA, celle-ci
est définie comme PKA de type | ou PKA de type Il. Dans ces différents types, les sous-unités Rl ont

des propriétés d’homo-ou d’hétéro-dimérisation tandis que les sous-unités RIl sont des
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homodimeres exclusivement (Skalhegg and Tasken 2000). Les deux types d’holoenzyme présentent
également des patrons de localisation différents : la PKA de type | est majoritairement cytosolique
tandis que la PKA de type Il est le plus souvent liée aux organelles. De plus, les profils d’expression
des sous-unités régulatrices varient en fonction du type cellulaire et/ou tissulaire. Rla et Rlla sont
exprimées de facon ubiquitaire; RIB est principalement exprimée dans les tissus adipeux,
endocriniens, reproducteurs et cérébraux, tandis que RIB est surtout détectée dans le cerveau
(Pidoux and Tasken, 2010). Ces différentes caractéristiques permettent de générer de nombreuses

combinaisons, ce qui participe a la diversité des réponses liées aux variations du taux d’AMPc.

Chez I'humain, les sous-unités catalytiques sont codées par 3 genes différents et sont appelées Ca,
CB et Cy. Il existe deux variants d’épissage de Ca: Cal (exprimée de facon ubiquitaire) et Ca2
(uniquement retrouvée dans les spermatozoides). De nombreux variants issus de |'épissage alternatif
de CB ont également été identifiés. Cy, quant a lui, semble spécifique des tissus testiculaires. De plus,
la protéine kinase PRKX, dont le géne est situé sur le chromosome X, est également capable de
s’associer avec les sous-unités régulatrices de PKA de facon dépendante au taux d’AMPc. Le géne
codant PRKX présente 94% d’homologie avec un géne situé sur le chromosome Y qui code pour la
protéine PRKY. Ces deux dernieres formes sont considérées comme des sous-unités catalytiques de

PKA bien que leurs fonctions restent inconnues (Soberg et al., 2013).

Structure

Les sous-unités régulatrices possedent en N-terminal un domaine de dimérisation
(Dimerization/Docking Domain (D/D)) responsable, comme son nom l'indique, de la liaison entre les
deux sous-unités régulatrices et qui permet également la fixation aux protéines d’ancrage : les AKAPs
(A-Kinase Anchor Proteins). Le domaine D/D est suivi d’'une région flexible contenant une séquence IS
(Inhibitor Sequence) qui se lie au site actif de la sous-unité catalytique et I'inhibe en absence d’AMPc.
Enfin, les sous-unités régulatrices contiennent en C-terminal deux domaines A et B de fixation de
I’AMPc (Kim et al., 2006). A I'état inactif, seul le site B de fixation a '’AMPc est exposé. Lorsque
I’AMPc s’y fixe, la sous-unité régulatrice montre un changement de conformation qui facilite la
fixation de I'AMPc sur le site A. Cela permet alors la dissociation du dimére de sous-unités

catalytiques (Kim et al., 2007) (figure 7).

Les sous-unités catalytiques sont des protéines biglobulaires. Elles présentent un petit lobe en N-
terminal qui sert de site de fixation pour I’ATP. Le grand lobe en C-terminal est impliqué dans la
catalyse du transfert de phosphate, et fonctionne également comme domaine d’ancrage pour les

substrats et les sous-unités régulatrices (Kim et al., 2007; Taylor et al., 2004). La phosphorylation du

29

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Introduction Il. PKA et MAPK/ERK

résidu Thr197, situé dans la boucle d’activation de la sous-unité catalytique, est essentielle a la
configuration optimale du site catalytique (Kim et al., 2006). Cette phosphorylation est effectuée par
PDK-1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1) et est suivie de I'autophosphorylation de PKA sur le
résidu Ser338 (lyer et al., 2005; Taylor et al., 2004) (figure 7).

Sous-unité i
P : ai ail
régulatrice Nt Gl
Site A de fixation Site B de fixation
de 'AMPc de FAMPCc

Ser197

. Ser338
catalytique
LEL N-ter C-ter

Figure 7 : Les différents domaines composant les sous-unités de PKA

Représentation schématique des différents domaines qui composent les sous-unités régulatrices et
catalytiques de PKA. Les abréviations sur le schéma correspondent a: D/D pour domaine de

dimérisation ; IS pour séquence inhibitrice.

Substrats

Les sous-unités catalytiques de PKA possedent une activité sérine-thréonine kinase et phosphorylent
leurs substrats sur une séquence consensus R/K-R/K-X-S/T. En 2001, plus de 100 substrats de PKA ont
été répertoriés. Parmi eux sont retrouvées des protéines impliquées dans la signalisation de I'AMPc
(e.g. : le récepteur B2 adrénergique, les phosphodiestérases PDE43D et PDE3B), mais également dans
la signalisation MAPK (e.g. : Raf-1). Des facteurs de transcription sont également phosphorylés par
PKA. C’est le cas de CREB (cAMP Response Element-binding protein) et de NFkB. Enfin, les cibles de
PKA comprennent également certaines histones (e.g. : H3), des protéines impliquées dans la mort
cellulaire (e.g.: BAD) ou encore dans la contraction des muscles striés (e.g. : Troponin 1) (Shabb,

2001).

1.1.3. Régulation spatiale de la voie cAMP/PKA

La signalisation AMPc/PKA influence divers processus cellulaires via la phosphorylation de

nombreuses protéines substrats (Shabb, 2001). Si les différentes isoformes existantes de PKA sont un
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premier niveau de discrimination des substrats en réponse a un signal donné, la régulation spatiale et

temporelle joue également un réle clé.

L'AMPc, a cause de son caractére hydrophile, est une molécule diffusible. Les phosphodiestérases
(PDEs) sont les enzymes responsables de sa dégradation. Les membres de cette famille possedent
une extrémité N-terminale variable qui confere aux différentes PDEs des propriétés de localisation
vers différents compartiments cellulaires (e.g.: membrane plasmique, appareil de Golgi ou
mitochondries)(Baillie, 2009). En dégradant 'AMPc a des endroits spécifiques, ces enzymes
délimitent les contours de zones a fortes concentrations d’AMPc. Les PDEs ont donc pour réle de
contenir 'AMPc, pour |'empécher de diffuser librement dans le cytosol. Il en résulte des
microdomaines d’AMPc intracellulaire (Lefkimmiatis and Zaccolo, 2014). Par exemple, des travaux
ont mis en évidence le role essentiel de PDE4D dans le maintien d’un gradient d’AMPc depuis la
membrane vers le cytosol suite a la stimulation des GPCRs par la prostaglandine E1 (Terrin et al.,

2006).

D’autres protéines, les AKAPs (A-Kinase Anchor Proteins) participent a la régulation spatiale de
I'activité PKA. Les membres de cette famille (une cinquantaine) sont capables d’interagir PKA et de la
cibler ainsi vers différents compartiments cellulaires. Toutes les AKAPs (excepté la péricentrine)
contiennent en effet une courte séquence (14 a 18 acides aminés) qui permet l'interaction avec les
sous-unités régulatrices de PKA. La majorité des AKAPs interagit avec PKA de type Il. Certaines AKAPs
se fixent a PKA de type I, qui est pourtant majoritairement soluble dans le cytoplasme. D’autres
AKAPs présentant une double spécificité pour Rl et Rll ont également été identifiées (Pidoux and
Tasken, 2010; Scott et al., 2013). Ces protéines peuvent ancrer les différentes isoformes de PKA au
niveau des centrosomes (c’est le cas de AKAP350, AKAP450, CG-NAP et de la péricentrine), du
cytosquelette (MAP2, AKAP12, AKAP78) mais également au niveau de l'appareil de Golgi, des
mitochondries ou de la membrane nucléaire (Diviani and Scott, 2001; Pidoux and Tasken, 2010). Par
ailleurs, ces AKAPs peuvent interagir avec d’autres membres de la voie de signalisation de I’AMPc tels
gue les GPCRs ou I'adenylate cyclase. Elles peuvent également interagir avec des phosphatases, des
phosphodiestérases ou avec les membres d’autres voies de signalisation. C’'est le cas pour AKAP-Lbc
qui interagit avec KSR, une protéine d’échafaudage de la voie de MAPK/ERK (Lefkimmiatis and
Zaccolo, 2014; Smith et al., 2010). Ces AKAPs jouent donc des réles clés au niveau de la régulation
spatio-temporelle de l'activité de PKA, en agissant comme des plateformes de recrutement

moléculaire pour la signalisation.
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1.2. Réle de PKA dans la régulation du cycle cellulaire

1.2.1. Effet de ’AMPc sur la prolifération

L'AMPc exerce une action sur la prolifération. Cette molécule peut, dépendamment du type
cellulaire, inhiber ou stimuler la croissance cellulaire. Le tableau 1 présente I'impact de I’AMPc sur

guelques exemples de lignées cellulaires.

Type cellulaire Effet d’'une augmentation d’AMPc Référence

Cellules pigmentées de (Hecquet et al., 2002)

) kel 21 e Inhibition de la prolifération
I’épithélium rétinien

Cellules musculaires lisses Inhibition de la prolifération (Indolfi et al., 1997)

Cellules de kyste épithélial (Yamaguchi et al., 2000)

Stimulation de la prolifération

rénal
Fibroblastes 3T3 Inhibition de la prolifération (Pastan et al., 1975)
Thyrocytes humains Stimulation de la prolifération (Kimura et al., 2001)

Tableau 1 : Quelgues exemples d’effets de I’AMPc sur la prolifération de différents types cellulaires

Ces effets s’expliquent notamment par les différences d’expression des membres de la famille de
PDEs et des AKAPs entre les types cellulaires. Par ailleurs, il a été montré que les effets de ’AMPc sur
la prolifération peuvent également dépendre du cycle cellulaire. Dans les cellules Hela, les travaux
de Zeilig ont révélé que la concentration intracellulaire d’AMPc varie lors des différentes phases du
cycle cellulaire : elle est maximale lors de la transition G1/S et chute jusqu’a atteindre son taux le
plus bas en phase G2 et M. Ces travaux ont également montré que I'ajout d’un analogue de ’'AMPc
(le 8-Br-cAMP) en début de phase S allonge la durée des phases S, G2 et M. Enfin, lorsque le 8-Br-

cAMP est ajouté lors de la mitose il accélere la sortie de division (Zeilig et al., 1976).

1.2.2. Roles et effecteurs de PKA lors de la transition G2/M dans les modéles méiotiques

Une partie des actions de PKA sur le cycle cellulaire et notamment sur la transition G2/M ont été
extraites d’apres des données expérimentales obtenues sur le modeéle ovocyte de Xenopus laevis.
Chez ce modele, aprés ajout de progestérone, I'activité de I'adénylate cyclase est inhibée tandis que
celle des PDEs reste inchangée, ce qui conduit a une chute du taux intracellulaire d’AMPc lors du

déclenchement de la reprise de méiose. Il a été montré que l'inhibition de PKA entraine la
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maturation des ovocytes en absence de progestérone. Au contraire, I'augmentation de son activité
(par injection de sous-unité catalytique) inhibe la maturation induite par la présence de progestérone
(Karaiskou, et al. 2001). L’inhibition de PKA induite par la progestérone est donc indispensable a
I'activation du MPF. PKA phosphoryle cdc25 sur le résidu sérine en position 287, ce qui entraine
I'inactivation de cette phosphatase via sa séquestration par la protéine 14-3-3. Maintenue inactive, la
phosphatase activatrice du MPF ne peut donc pas permettre la transition G2/M des ovocytes tant
que PKA est active (Duckworth et al., 2002) (figure 8). Enfin, la synthése protéique (qui est une étape
clé de la maturation) semble également sous le contréle de I'inhibition de PKA. En effet, dans les
ovocytes ayant recu une injection de sous-unité catalytique, la synthése de p39mos, qui est

essentielle a I'activation de la voie MAPK/ERK, est bloquée (Matten et al., 1994).

Dans les ovocytes de souris, I'inhibition de PKA est également essentielle a la reprise méiotique.
Néanmoins, si I'on maintient un taux d’AMPc élevé en utilisant un inhibiteur des PDEs, mais que I'on
déstabilise la sous-localisation de PKA grace a un peptide abolissant I'interaction entre PKA et ses
AKAPs, les ovocytes sont capables de reprendre le cours de la méiose. Cet élément indique que
I’action de PKA lors de la reprise méiotique doit étre sous-localisée (Solc et al., 2010). Dans ce modéle
cellulaire également, la phosphatase Cdc25B est une cible de PKA. Cette phosphatase, lorsqu’elle est
phosphorylée par PKA est, de la méme fagon que chez le xénope, inhibée et séquestrée par la
protéine 14-3-3 (Pirino et al., 2009). Dans ces conditions, le MPF ne peut pas étre déphosphorylé et
activé, et la reprise méiotique est inhibée. Enfin, PKA est capable de phosphoryler et d’activer Weel1B
(un homologue de Weel exprimé lors de la méiose murine), ce qui inhibe I'activité catalytique du

MPF (Han et al., 2005) (figure 8).

En conclusion, dans les modeles de reprise méiotique, amphibiens et mammiferes, qui miment la
transition G2/M, PKA est un régulateur négatif du franchissement de ce point de contréle puisqu’il
exerce une action négative sur les mécanismes d’activation du MPF. Cette inhibition doit étre
controlée dans le temps et I'espace, ce qui souligne I'importance d’une régulation spatio-temporelle

de I’activité PKA pour la progression du cycle.
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Figure 8 : Effets et cibles de PKA lors de la transition G2/M dans les modéles méiotiques

Dans les ovocytes, PKA phosphoryle Cdc25 ce qui entraine sa séquestration par 14-3-3. PKA
phosphoryle également Weel ce qui I'active. Lors de la reprise méiotique, la stimulation hormonale

(progestérone) induit une inactivation de PKA. Cdc25 n’est plu

s inactivée par PKA et déphosphoryle le

MPF. Weel n’est plus activée et ne phosphoryle plus Cdkl1 sur les résidus inhibiteurs. Ces deux
mécanismes permettent la reprise méiotique suite a I'inhibition de PKA.
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1.2.3. ROles et effecteurs de PKA lors de la progression de la mitose

Plusieurs études ont révélé que I'activité de PKA est indispensable lors de la mitose. Cette kinase
peut notamment phosphoryler certains facteurs nécessaires a son déroulement et est impliquée a

différents niveaux du processus de division cellulaire.

Régulation de I’entrée en mitose dans des extraits cyclants

Les extraits cyclants d’ovocytes de xénope sont des extraits acellulaires d’ovocytes fécondés qui
miment les premiéeres divisions embryonnaires. Dans ces extraits, les phases S et M s’enchainent sans
la présence des phases G1 et G2. Dans ce modeéle, des oscillations du taux intracellulaire d’AMPc et
de I'activité PKA ont été observées. Ces parametres sont maximums en début d’interphase, décrofent
ensuite pour atteindre un minimum au début de la mitose et recommencent a s’élever lors de la
métaphase. Lorsque I'on empéche la ré-augmentation d’activité PKA a ce moment, la sortie de
mitose est inhibée (Grieco et al., 1996) . De plus, toujours dans des extraits cyclants, I'inhibition de
PKA conduit a une activation prématurée du MPF. A l'inverse, I'ajout d’un analogue de ’AMPc pour
activer PKA induit un retard de I'activation du MPF (Grieco et al., 1994). Dans ce modeéle, PKA est

donc un régulateur négatif de I'entrée en mitose.

Implication dans la condensation de la chromatine

PKA est impliquée dans le processus de condensation de la chromatine. Les sous-unités de type Rlla
sont associées a AKAP95, protéine qui est localisée au niveau de la chromatine lors de la mitose dans
les cellules Hela. Il a été montré que cette interaction, et I'activité de PKA sont nécessaires au
maintien de la condensation des chromosomes (Collas et al., 1999). L’interaction Rlla-AKAP95
dépend de la phosphorylation de Rlla sur la thréonine 54 (Landsverk et al., 2001). Ce résidu est
phosphorylé in vitro par Cdk1, ce qui suggere un lien complexe entre I'activité de PKA et celle du MPF
lors de la mitose (Keryer et al., 1998). De plus, PKA phosphoryle le principal variant de I'histone
H1 (H1.4). Cette derniere est phosphorylée de la prophase a la cytokinese, ce qui entraine sa
dissociation de la chromatine. Cette phosphorylation contribue a la progression de la mitose puisque
I’expression de H1.4, mutée pour ce site de phosphorylation, entraine une réduction du nombre de
cellules en mitose. Par ailleurs, lorsque PKA est inhibée et que H1.4 ne se dissocie pas de la

chromatine, on observe une forte augmentation de la compaction de ’ADN (Chu et al., 2011).
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Implication au niveau du fuseau et des centrosomes

Les centrosomes, centres organisateurs des microtubules sont des organites cellulaires essentiels
pour garantir la fidélité du processus de ségrégation des chromosomes lors de la mitose. Des études
de caractérisation du protéome du centrosome ont révélé la présence de différentes sous-unités de
PKA (Ca, CB, Rlla et RIIB) au niveau de cette stucture (Andersen et al., 2003; Nogales-Cadenas et al.,
2009). De plus, plusieurs AKAPs sont capables d’ancrer PKA a ces structures, telles que AKAP350,
AKAP450, CG-NAP et la péricentrine, ce qui suggére que PKA pourrait avoir de multiples réles et/ou
cibles au niveau des centrosomes. D’ailleurs, I'abolition de I'interaction AKAP-PKA donne lieu a des
anomalies de formations du fuseau (Diviani and Scott, 2001). Les travaux de Terrin, réalisés en
cellules CHO (Chinese hamster ovary) ont révélé que le niveau d’AMPc, ainsi que I'activité de PKA aux
centrosomes augmentent lors de la mitose. En interphase, un faible niveau d’AMPc est localement
maintenu grace a PDE4D3, une phosphodiestérase qui dégrade I’AMPc spécifiquement au niveau des
centrosomes. Lorsque ce micro domaine a faible concentration d’AMPc est aboli suite a I'expression
d’un mutant inactif de cette PDE, les cellules s’arrétent en prophase. Cette observation suggere que
la régulation du niveau d’AMPc et de I'activité PKA au niveau des centrosomes est indispensable a la

progression de la mitose (Terrin et al., 2012).

Implication au niveau des kinétochores

Chez la levure bourgeonnante Saccharomyces cerevisiae, PKA joue un réle au niveau des
kinétochores. La réduction de I'activité PKA permet de restaurer la viabilité perdue lors de mutation
de protéines kinétochoriennes, ce qui implique qu’une diminution de I'activité PKA est nécessaire

pour les fonctions de ces complexes moléculaires (Ma et al., 2012; Magtanong et al., 2011).

Implication lors de la transition métaphase-anaphase

La régulation de I'activité de PKA semble essentielle au franchissement de la transition métaphase-
anaphase. En effet, PKA phosphoryle deux sous-unités de I’APC/C, le complexe moléculaire
responsable de la dégradation des cyclines et impliqué dans la ségrégation des chromatides sceurs.
Ces sous-unités sont Cdc27, qui est impliquée dans le recrutement des protéines adaptatrices et
Tsg24/APC1 qui est impliguée dans le maintien structural de I’APC/C. La phosphorylation de ces deux
sous-unités a un effet inhibiteur sur le fonctionnement de 'APC/C, ce qui suggére qu’une chute
d’activité PKA est nécessaire au franchissement de la transition métaphase-anaphase (Kotani et al.,

1998; Matyakhina et al., 2002; Thornton and Toczyski, 2006).

36

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Introduction Il. PKA et MAPK/ERK

Réle sur I'activité de Aurora A

Aurora A kinase constitue également une cible de PKA. Aurora A est une protéine clé pour la
progression de la mitose : elle est impliquée dans la maturation des centrosomes, la formation du
fuseau et participe a I'activation du complexe Cdk1/Cycline B (Nikonova et al., 2013). Aurora A est
également requise, lors de I'anaphase, pour I'assemblage du fuseau central (structure qui se forme
au centre du fuseau de division et qui participe a la cytokinése) (Reboutier et al., 2013). |l a été
montré que PKA phosphoryle Aurora A en position Thr288, ce qui conduit a une augmentation de son

activité (Walter et al., 2000).

Implication dans la stabilité chromosomique

Plusieurs travaux ont établi un lien entre PKA et la stabilit¢é chromosomique (Matyakhina et al.,
2002). Par exemple, dans les cellules BW1J) (cellules d’hépatome murines), les sous-unités Rl ainsi
gue les sous-unités catalytiques sont co-localisées avec la tubuline (a et B) du fuseau mitotique. De
plus la surexpression de Rla ou l'expression d’'un dominant négatif de PKA conduisent a une
augmentation de la proportion de cellules possédant un fuseau multipolaire (c’est a dire possédant
plus de 2 poéles) (Imaizumi-Scherrer et al., 2001). De plus, PKA phosphoryle I'oncoprotéine 18
(stathmine). Cette protéine déstabilise les microtubules et son activité est régulée négativement par
phosphorylation au début de la mitose pour permettre la formation du fuseau (Larsson et al., 1997,

Rubin and Atweh, 2004).

1.2.4. Quelle est I'activité de PKA au cours de la mitose ?

La régulation de I'activité PKA semble agir a de nombreux niveaux, a la fois pour déclencher la mitose
lors de la transition G2/M mais également afin de permettre le déroulement de cette étape de
division. Plusieurs éléments indiquent que I'activité de cette kinase semble étre trés finement
régulée dans le temps et I'espace afin de permettre la combinaison de ses différentes actions via
différents effecteurs sous-localisés au sein de la cellule. Néanmoins, lorsque l'on s’intéresse a

I'activité globale de PKA a ce moment du cycle, il est difficile d’avoir une vision claire.

Nous avons mentionné précédemment les travaux précurseurs de Zeilig, qui s’est intéressé au taux
d’AMPc intracellulaire et a observé que ce taux est au plus faible lors de la mitose des cellules Hela
(Zeilig et al., 1976). Pourtant, I'activité de PKA est nécessaire lors de la mitose, notamment pour
I'inhibition de I’APC/C, étape clé de la progression vers I'anaphase (Kotani et al., 1998). Parallélement
aux travaux de Zeilig et collaborateurs, une étude en cellules CHO, observait en revanche une

augmentation de I'activité de PKA lors de la mitose (Costa et al., 1976). Une augmentation similaire
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de I'activité de PKA du début de la mitose jusqu’en métaphase, a été rapportée en cellules NIH3T3

(Kotani et al., 1998).

Les fluctuations d’activité de PKA lors de la mitose et des phases qui la précedent ou la suivent
restent donc difficiles a évaluer. L'une des raisons est la dépendance au type cellulaire de ces
variations qui sont affectées par les patrons d’expression de certains régulateurs de la voie
AMPc/PKA tels que les PDEs ou les AKAPs. Par ailleurs, 'aspect spatio-temporel de la régulation PKA
implique également que les variations globales, c’est-a-dire dans toute la cellule, du niveau d’AMPc
ou d’activité de PKA peuvent étre le reflet d’'une large gamme de variations (augmentation ou
inhibition plus ou moins fortes) sous-localisées au sein de la cellule. Les variations détectées
pourraient ne représenter ainsi que la moyenne des différentes modifications intracellulaires. Cet
effet de « moyennage » peut avoir un impact encore plus important sur une population de cellules a
cause des variations naturelles intercellulaires. Par exemple, méme dans une population
synchronisée, les cellules n’entrent pas en mitose au méme instant précis, les différentes étapes
n’ont pas non plus la méme durée exacte d’une cellule a une autre. Chaque prélevement effectué a

un temps donné ne reflete donc que la moyenne de ces variations temporelles intercellulaires.

Une question clé qui reste a élucider, est donc de déterminer précisément de quelles facons les
différentes variations d’activité PKA interviennent dans le temps et |'espace afin d’agir sur ses

multiples cibles et effecteurs nécessaires a la progression de la mitose.

2. MAPK/ERK et la régulation du cycle cellulaire

2.1. La voie de signalisation MAPK/ERK1/2

2.1.1. Généralités sur la voie de signalisation MAPK/ERK1/2

Les MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) constituent une famille de protéines conservée au
cours de I'évolution chez les eukaryotes. Cette famille comprend plusieurs sous-familles telles que
ERK1/2 (Extracellular-signal Regulated Kinases 1/2), JNKs (c-Jun N-terminal Kinases), p38 (stress-
activated kinase of 38 kDa) ou ERK5/BMK1 (Big Mitogene-activated Kinase)(MacCorkle and Tan,
2005). D’autres sous-familles de MAPKs, telles que ERK3/4, ERK7/8 ainsi que NLK, ont été décrites

comme atypiques (Cargnello and Roux, 2011; Coulombe and Meloche, 2007).

Ces enzymes sont des sérine/thréonine kinases qui sont organisées en cascades composées de
plusieurs niveaux. La kinase en amont est appelée la MAP3K/MAPKKK (MAP-Kinase Kinase Kinase).

Sous l'effet d’un stimulus, elle phosphoryle et active une MAP2K/MAPKK (MAP-Kinase Kinase),
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laquelle a son tour phosphoryle et active une MAPK. Ces cascades protéiques jouent un role crucial
dans la transduction du signal et permettent d’orienter ou de moduler les décisions cellulaires en

réponse a des stimuli (Bodart, 2010) (figure 9).

Stimulus

Protéines cibles

Réponse cellulaire

Figure 9 : Architecture de la cascade des MAPKs

En réponse a un stimulus, la MAP3K est phosphorylée et active a son tour la MAP2K, laquelle en
retour phosphoryle la MAPK. Cette derniere, alors active, phosphoryle divers substrats pour moduler
la réponse cellulaire.

Dans le reste de ce manuscrit nous nous intéresserons spécifiquement a MAPK/ERK (qui réfere ici a
ERK1/2). La voie de signalisation qui aboutit a I'activation de ERK1/2, est activée en réponse aux
signaux extracellulaires qui stimulent des récepteurs tyrosine kinase, des intégrines ou encore des

récepteurs couplés aux protéines-G.

La voie canonique MAPK/ERK est activée par la fixation d’un facteur de croissance, tels que I'EGF
(Epidermal Growth Factor) ou le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) sur leur récepteurs tyrosine
kinase membranaire respectifs. Cette interaction conduit a la dimérisation de ces récepteurs, qui est
suivie de leur autophosphorylation. Cette derniére étape permet le recrutement de la protéine
adaptatrice Grb-2 (growth factor receptor binding Homology 2), qui est liée au facteur d’échange de
guanine SOS (Son of sevenless). Le recrutement de SOS a la membrane permet son interaction avec la

petite GTPase Ras (Rat sarcoma) qui est liée au GDP. SOS active ensuite le relargage du GDP en
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faveur du GTP. Ras-GTP recrute alors RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), la MAP3K, au niveau
de la membrane ou elle est notamment activée par des évenements de phosphorylation et de
déphosphorylation. Elle peut alors phosphoryler la MAP2K, MEK (1 et 2) qui a son tour active
phosphoryle la MAPK/ERK. Les kinases ERK1 et ERK2 phosphorylent ensuite de nombreux substrats a
la fois cytoplasmiques et nucléaires (Cseh et al., 2014; Ramos, 2008; Yoon and Seger, 2006) (figure
10).

EGF

. Récepteur aux facteurs

de croissance

: = = —aa
~P | Grb2| SOS

B ==

Cytoplasme

-~

RAS

P ERK1/2
e / \
b
substrat P
| —
substrat

Figure 10 : Représentation schématique de la voie MAPK/ERK activée par les facteurs de croissance

La fixation d’un ligand entraine la dimérisation et I'autophosphorylation des récepteurs aux facteurs
de croissance. Le recrutement de Grb2 et SOS permet leur interaction avec Ras, qui active ensuite Raf.
Raf phosphoryle ensuite MEK qui a son tour phosphoryle ERK1/2. Cette derniére alors active

phosphoryle ses substrats nucléaires et cytoplasmiques.

Les protéines Rafs forment un groupe de sérine/thréonine kinase constitué de 3 isoformes chez les

mammiféres (A-Raf, B-Raf et C-Raf également appelé Raf-1). Il existe deux isoformes de MEK : MEK1
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et MEK2, qui sont des kinases a double spécificité. MEK1/2 peut en effet phosphoryler son substrat

ERK1/2 sur des résidus serine, thréonine ou tyrosine (Shaul and Seger, 2007).

Dans les cellules Hela et dans les cellules COS-7 les concentrations des différents membres de la
voies de signalisation MAPK/ERK ont été déterminées et sont reportées dans le tableau 2 (Fujioka et
al.,, 2006). En Hela, il existe au sein de la cellule cent fois plus de MEK que Raf, tandis que la
concentration de ERK représente deux tiers de celle de MEK. De plus, suite a une stimulation par
I'EGF, il a été mesuré que seules 5% des MEK sont phosphorylées contre 60% des ERK. Enfin, dans
I'ovocyte de xénope, la concentration de Mos (la MAP3K dans ce modele) est 400 fois inférieure a
celle de MEK, sa cible en aval (Huang and Ferrell, 1996). Ces éléments réveélent qu’une forte

amplification du signal peut au sein de la cascade (Fujioka et al., 2006; Roskoski, 2012).

Hela COos-7 Ovocytes de
xénope
En nM
Ras 400 530 Non determiné
Raf 13 5.4 (ici Mos) : 3
MEK 1400 1800 1200
ERK 960 810 1200

Tableau 2 : Concentration intracellulaire des différents membres de la cascade MAPK/ERK

Les concentrations des différents membres de la cascade son exprimées en nM. Pour les cellules HelLa
et COS-7, ces valeurs sont extraites d’apreés : Fujioka et al., 2006. Pour 'ovocyte de xénope, elles sont

extraites d’apreés : Huang and Ferrell, 1996.

2.1.2. ERK1/2

Isoformes et structure

Chez les vertébrés, deux isoformes sont exprimées: ERK1 et ERK2, respectivement 44 et 42 kDa, qui
possedent 84% d’homologie, sont exprimées de fagcon ubiquitaire et partagent de nombreuses
fonctions. Elles sont notamment impliquées dans la régulation de la transcription, de Ia
différenciation, de la sénescence mais également dans la prolifération et la progression du cycle
cellulaire. Elles sont activées par des phosphorylations, effectuées par MEK1/2 sur les résidus
thréonine et tyrosine (Thr202 et Tyr204 pour ERK1 et Thr184 et Tyr186 pour ERK2) présents au

niveau de leur boucle d’activation. MEK1/2 dans sa forme active phosphoryle d’abord le résidu
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tyrosine, ce qui entraine la dissociation de MAPK/ERK. MAPK/ERK interagit ensuite a nouveau avec
MEK1/2 (la méme ou une autre protéine) qui catalyse alors la phosphorylation du résidu thréonine

en amont (Ferrell and Bhatt, 1997).

Comme toutes les protéines kinases, MAPK/ERK posséde un petit lobe en N-terminal, qui contient la
boucle de fixation de I'ATP, appelé aussi la P-loop. En C-terminal, elles possedent un lobe plus grand,
qui comprend les résidus catalytiques associés au transfert de I’ATP vers les substrats. D’'un point de
vue tridimensionnel, le site catalytique se trouve au niveau de la poche entre les deux lobes. Lorsque
la kinase est a I’état inactif, les lobes sont plus éloignés I'un de l'autre qu’a I'état actif, ou ils se

rapprochent (Roskoski, 2012)(figure 11).

Petit lobe
N-terminal

Boucle
d’activation

Grand lobe
C-terminal

Figure 11 : Représentation schématique des modifications structurelles lors de [l'activation de

MAPK/ERK

Lors de I'activation de MAPK/ERK, les deux lobes se rapprochent, et les résidus du site catalytique sont
repositionnés pour permettre la fixation et l'orientation des substrats pour la phosphorylation.
Modifié d’aprés : Futran et al., 2013.

Motifs d’interactions

MAPK/ERK contient deux sites de fixation (ou docking domain) : le DRS (D recrutement site) qui
reconnait les motifs D sur les protéines substrats et le FRS (F recrutement site) qui reconnait les
motifs F. Les séquences consensus de ces motifs sont représentées figure 12. Ces sites de fixations
augmentent la spécificité de MAPK/ERK et permettent souvent d’améliorer I'efficacité de la

phosphorylation (Futran et al., 2013).
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F-sites:

Elk1 GESQVFQFEFP

SAP1 PAKLSFOFPS

Ksri PSQOFNEPN

DUS4 SOEVESEFPY

MKP1 STTTVFHNFPV

Araf ROQEHFSEFPA
Consensus  -—-———- F-FP-
D-sites:

Elk1

cJun

MKP3

MKP1

MEK1

MKK2 KSKRKKD---LELSCHM
Consensus o

Figure 12 : Sites consensus de fixation retrouvés sur les substrats de MAPK/ERK

Avec + correspondant a un acide aminé chargé positivement, et ¢ a un acide aminé hydrophobe.
D’apres : Futran, et al. 2013.

Epissage alternatif

Il existe une version ERK1c qui résulte d’un épissage alternatif de ERK1 (insertion de I'intron 7 dans la
région codante). Cette insertion génére un codon stop et produit une protéine de 41 kDa contenant
18 acides aminés modifiés en C-terminal. Ce variant d’épissage est impliqué dans la fragmentation de
I'appareil de Golgi lors de la mitose. ERK1c est préférentiellement phosphorylée par le variant
d’épissage de MEK1 (appelé MEK1b) (Roskoski, 2012; Shaul et al., 2009). Une seconde forme issue de

I’épissage alternatif nommée ERK1b a été décrite chez le rat (Roskoski, 2012).

Les substrats de MAPK/ERK

ERK1/2 phosphoryle préférentiellement ses substrats au niveau de sites riches en proline, dont la
séquence consensus est Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro. En 2006, plus de 160 substrats de ERK1/2 ont été
dénombrés (Yoon and Seger, 2006). On retrouve dans cette liste des facteurs de transcription (e.g. :
Elk1, c-Jun ou c-Myec...), des protéines du cytosquelette (e.g. : lamine B2, stathmine,Tau...) mais
également des kinases et des phosphatases impliquées dans la régulation de la voie MAPK/ERK1/2
(e.g. Rafl, B-Raf, MKP3), ainsi que d’autres protéines impliquées dans la signalisation (e.g. :

récepteur a 'EGF, PDE4, PLCy) (Yoon and Seger, 2006).
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2.1.3. Régulation de MAPK/ERK

En tant que protéine clé de la signalisation, MAPK/ERK est activée en réponse a de nombreux stimuli
et peut en retour phosphoryler une grande variété de substrats spécifiques. Pour discriminer entre
les cibles et orienter la réponse cellulaire MAPK/ERK est trés finement régulée dans le temps et
I'espace. L'amplitude et la durée du signal jouent également un role dans le destin cellulaire. C’est
par exemple le cas pour les cellules PC12 (Phéochromocytome de rat) ol la stimulation par I'EGF
conduit a une activation transitoire de MAPK/ERK et a la prolifération cellulaire, tandis que la
stimulation par le NGF (Nerve Growth Factor) conduit a une activation soutenue qui méne a la

différenciation et au développement de neurites (Marshall, 1995; Santos et al., 2007).

Régulation par les boucles de rétrocontréle : quelques exemples

Parmi les différents substrats de MAPK/ERK, certains d’entre eux sont capables d’agir sur la cascade
MAPK, afin d’augmenter (rétrocontréle positif) ou de diminuer (rétrocontrole négatif) I'activité de
MAPK/ERK. Si I'on reprend I'exemple des réponses EGF/NGF dans les cellules PC12: lors d’une
stimulation EGF, le réseau MAPK présente un rétrocontrdle négatif exercé de MAPK/ERK vers Raf-1.
Cependant, suite a une stimulation NGF, MAPK/ERK exerce une action de rétrocontréle positif sur
Raf-1 (figure 13). Dans le cas du NGF, il a été proposé que le rétrocontréle positif dépende de la
phosphorylation de RKIP (une protéine inhibitrice de Raf) par PKC (Protéine Kinase C). RKIP, dans sa
forme phosphorylée, permettrait en effet la phosphorylation de Raf-1 par ERK1/2, en diminuant
I’affinité de RKIP pour Raf-1 (Santos, et al. 2007).

MAPK/ERK phosphoryle Raf sur différents résidus. Ces phosphorylations peuvent conduire a une
inhibition de I'activité de Raf. En effet, la phosphorylation de ces sites inhibe I'interaction entre Raf et
Ras, promeut la déphosphorylation (par PP2A) et I'inactivation de Raf (Dougherty et al., 2005). A
I'inverse, il a été montré que la phosphorylation de Raf par MAPK/ERK peut favoriser son activité
(Balan et al., 2006). MEK1/2 est également une cible de MAPK/ERK. Une inhibition de MEK1/2 a été
reportée suite a sa phosphorylation par MAPK/ERK sur des résidus Thr292 et Thr212 (Ramos, 2008).

En phosphorylant ses substrats, MAPK/ERK contribue donc a sa propre régulation en agissant de

facon positive ou négative a différents niveaux de la cascade.
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Figure 13 : Boucles de rétrocontréle impliquées dans les décisions cellulaires, en réponse a la
stimulation des cellules PC12 par différents facteurs de croissance

En réponse a une stimulation par I'EGF, 'activité de MAPK/ERK exerce un effet de rétrocontréle
négatif sur I'activation de la cascade. Cela conduit a une activation transitoire de MAPK/ERK et a la
prolifération des cellules PC12. En réponse & une stimulation par le NGF, I'activité de MAPK/ERK a un
effet de rétrocontréle positif (via PKC et RKIP) sur I'activation de la cascade. Cela conduit a une
activation soutenue de MAPK/ERK et a la différenciation des cellules PC12.

Régulation par les protéines phosphatases

Les MAPKs, MAP2Ks et MAP3Ks sont activées par phosphorylation. De plus l'inhibition ou la
modulation des fonctions des MAP2Ks et MAP3Ks implique aussi des processus de phosphorylation.
Les phosphatases jouent donc un réle clé dans la régulation positive et négative de la cascade
MAPK/ERK (Raman et al., 2007). La premiére phosphatase identifiée comme inactivant ERK1/2 est
PP2A, une phosphatase spécifique des résidus serine/thréonine. D’autres protéines tyrosine

phosphatases présentent également une bonne spécificité pour ERK : c’est le cas de PTP-SL, STEP ou

encore HE-PTP (Pouyssegur et al., 2002).

Il existe également une famille de phosphatases a double spécificité capable de déphosphoryler et

d’inactiver ERK1/2, a la fois sur les résidus tyrosine et thréonine. Ces protéines sont appelées les
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MKPs (MAPK phosphatases). Ces enzymes sont composées de deux domaines: un domaine de
fixation des MAPKs en N-terminal et un domaine responsable de I'activité phosphatase en C-
terminal. Cette famille est divisée en trois groupes. Les MKPs de type | sont localisées dans le noyau
et sont activées en réponses a de nombreux stimuli qui activent également la voie MAPK/ERK. Il a
donc été suggéré que cette sous-famille (qui comprend MKP-1, MKP-2 ou encore PAK1,) joue un réle
dans les processus de rétrocontréle de I'activité de MAPK/ERK au niveau du noyau. Les membres de
la seconde sous-famille (qui inclut MKP-3, MKP-4 et MKP-X) possedent un signal d’export nucléaire et
sont donc localisés dans le cytoplasme. Ces MKPs sont exprimées de fagon tissus-spécifique. La
troisieme sous-famille (qui comprend MKP-5, MKP-7 et M3/6 ) est spécifique de JNK et p38 (Kondoh
and Nishida, 2007).

Régulation par les protéines d’échafaudage

Dans de nombreux contextes, la spécificité de la signalisation MAPK est facilitée par la présence de
protéines d’échafaudage. Ces protéines assemblent différents membres de la voie de la signalisation
et favorisent la transmission du signal en mettant en proximité les composants de la cascade. Ces
protéines ont donc un rdle dans la modulation de la signalisation MAPK/ERK (Dhanasekaran et al.,
2007). Parmi ces protéines, on trouve KSR (Kinase Suppressor of Ras), MP-1 (MEK partner 1) ou la

paxilline.

En absence de stimulation, KSR-1 (I'un des deux membres de la famille des protéines KSR), est
séquestré dans le cytosol via la protéine 14-3-3, dépendamment de sa phosphorylation sur deux
résidus (Ser297 et Ser392). Dans cet état, KSR-1 interagit constitutivement avec MEK et ERK. Lors
d’une stimulation par les facteurs de croissance, Ras provoque la déphosphorylation de KSR-1 par
PP2A, ce qui abolit I'interaction entre KSR-1 et 14-3-3. KSR migre alors vers la membrane plasmique
ou il forme un complexe incluant Raf, MEK et ERK. Dans cette configuration KSR facilite I'activation

de la voie MAPK (Zhang et al., 2013) (figure 14) .

Pour citer un autre exemple, la paxilline est une protéine du cytosquelette impliquée dans I'adhésion
focale. Cette protéine est liée a MEK en absence de stimulus. Aprés une stimulation par I'HGF
(Hepatocyte Growth Factor), la paxilline est phosphorylée, ce qui conduit au recrutement de
MAPK/ERK. La forme active de Raf est ensuite recrutée, ce qui permet d’activer MEK et MAPK/ERK

qui sont placés en proximité (Dhanasekaran et al., 2007).
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Figure 14 : Représentation schématique de I'activation de la voie MAPK/ERK gréce & la protéine
d’échafaudage KSR-1

En absence de stimulation, KSR-1, liee a MEK et ERK, est séquestrée dans le cytosol par 14-3-3. Lors
d’une stimulation par des facteurs de croissance, Ras induit la déphosphorylation de KSR-1 par PP2A.
KSR61 migre a la membrane, se fixe a Raf et facilite alors I'activation de le cascade en plagcant RAF,
MEK et ERK en proximité.

Ces protéines d’échafaudage servent aussi de plateformes de recrutement pour de nombreuses
protéines telles que des phosphatases (exemple: interaction KSR-PP2A), mais également des
membres d’autre voie de signalisation (exemple : interaction KSR et AKAP-Lbc) afin de permettre la

modulation de I'activité de MAPK dans le temps et I'espace (Ory et al., 2003; Smith et al., 2010).

2.2. Role de MAPK/ERK dans la régulation du cycle cellulaire

2.2.1. MAPK/ERK et la régulation de la prolifération

Comme précédemment mentionné dans I'exemple de la régulation de la décision cellulaire dans les
cellules PC12, I'activité transitoire de MAPK/ERK participe a la prolifération lors d’une stimulation par
I'EGF (Marshall, 1995; Santos et al., 2007). La stimulation de l'activité MAPK/ERK rehausse la
prolifération, tandis que I'utilisation de dominant négatif ou d’ARN antisens contre les membres de la
voie de signalisation MAPK/ERK induit une inhibition de la prolifération (Zhang and Liu, 2002). Il a été

montré dans plusieurs modeéles cellulaires (cellules épidermiques, de la vessie ou du foie) que
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I'inhibition de MAPK/ERK était corrélée a un blocage ou un ralentissement significatif de la

progression de la phase G2 en mitose (Dumesic et al., 2009; Factor et al., 2010; Kumar et al., 2009).

L'activité de MAPK/ERK régule les complexes Cdk/Cycline responsables de la transition G1/S
(Cdk4/Cycline D ; Cdk6/Cycline D ; Cdk2/Cycline E). En effet, MAPK/ERK régule la transcription de la
Cycline D1, mais également la translocation nucléaire de Cdk2 et I'assemblage du complexe
Cdk2/Cycline E (Chambard et al., 2007). MAPK/ERK est également impliquée dans la régulation
positive de la phosphorylation activatrice de Cdk2 (résidu thrl60) (Lents et al., 2002). MAPK/ERK
participe de plus a la régulation négative de 173 génes (dont 29 sont des génes antiprolifératifs) en
phase G1 (Yamamoto et al., 2006). Enfin de nombreuses dérégulations de la voie MAPK/ERK, sont
retrouvées associées a des lésions cancéreuses. C'est notamment le cas pour B-Raf qui est muté,
cette mutation entrainant une activation constitutive, dans 66% des mélanomes (Dhillon et al.,

2007).

2.2.2. Role et effecteurs de MAPK/ERK dans la transition G2/M

Dans |'ovocyte de xénope, la micro-injection de la forme active de MEK, de ERK2 (seule isoforme
exprimée chez le xénope) ou encore de RSK (Ribosomal protein S6 subunit Kinase) (I'une des cibles de
ERK) permet la reprise de méiose (Bodart, 2010; Bodart et al., 2002; Dupre et al., 2011; Gross et al.,
2001; Huang et al., 1995). Lors de la reprise méiotique, ERK2 active RSK qui en retour phosphoryle et
inhibe Myt1, une des kinases qui régule négativement le MPF (Palmer et al., 1998). Plus récemment,
il a été montré que RSK phosphoryle directement Cdc25 (Wu et al., 2014). ERK contribue donc ainsi a
I’activation du MPF via deux mécanismes distincts : l'inhibition de Mytl et I'activation de Cdc25.
Toujours chez le xénope mais en extraits cyclants, il a été montré que ERK2 phosphoryle deux des
guatre sites de phosphorylation présents au niveau de la séquence de rétention cytoplasmique de la
Cycline B1. Or la phosphorylation de ces sites est nécessaire a la localisation nucléaire du complexe
Cdk1/Cycline B1 et donc a l'initiation de la mitose (Walsh et al., 2003). Lorsque ERK2 est inhibée, la
Cycline B est retenue dans le cytosol, ce qui empéche le MPF d’accéder a ses substrats : un retard
d’entrée en mitose est alors observé dans ces conditions (Chambard et al., 2007). De plus, dans les
extraits cyclants, il a été montré que ERK2 interagit avec la phosphatase Cdc25, la phosphoryle
directement, ce qui augmente son activité et contribue a I’activation du MPF (Wang et al., 2007).
Chez le xénope, que ce soit au niveau de la méiose ou des premiéres mitoses embryonnaires, ERK2
participe donc a la transition G2/M en favorisant I’activité du complexe Cdk1/Cycline B1. Néanmoins,

la reprise de méiose peut s'effectuer en absence d'activité ERK2, cette derniere étant requise
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principalement pour la formation du fuseau méiotique, I'inhibition de la réplication entre les deux

divisions méiotiques et I'arrét en métaphase Il (Bodart et al., 2005; Dupre et al., 2002).
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Figure 15 : Effets et cibles de ERK2 lors de la transition G2/M chez le Xénope

T161P— cdk1

Pre-MPF Cycline B <

ERK2 et son substrat RSK sont capables d’activer cdc25. RSK phosphoryle et inhibe également Myt1.
Ces deux mécanismes contribuent a I'activation du MPF. De plus ERK2 phosphoryle la cycline B au

niveau de la séquence de rétention cytoplasmique ce qui permet la translocation nucléaire du MPF.

MAPK/ERK est également impliquée lors de la transition G2/M des cellules somatiques mammiféres
puisque I'expression d’un dominant négatif de ERK retarde la progression en G2/M (Wright et al.,
1999). Chez I'humain, ERK2 interagit également avec Cdc25C, I'un des isoformes responsables de
I'inhibition du complexe Cdk1/Cycline B, et le phosphoryle (Wang et al., 2007). Néanmoins, I'effet de
I'inhibition de MAPK/ERK sur I'entrée en mitose reste controversé. En effet, aucun retard n’a été

observé en cellules NIH3T3 suite a l'inhibition de MAPK/ERK par 'U0126 (Horne and Guadagno,
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2003). De méme, aucun retard n’a été observé dans les mémes conditions en cellules Ptk (rat
kangaroo cells), RPE1 (human retinal pigment epithelia 1) ou en cellules HelLa (Shinohara et al.,

2006).

Si I'activité de MAPK/ERK est nécessaire a la transition G2/M, celle-ci doit toutefois étre régulée
puisque la suractivation de MAPK/ERK, conséquence d’une déplétion d’une des phosphatases a
double spécificité capable de déphosphoryler MAPK/ERK (VHR/Dusp3), peut entrainer un arrét dans
le cycle cellulaire en G2/M (Rahmouni et al., 2006). De plus, dans les cellules Hela, I'activation de
MAPK/ERK, par une stimulation EGF ou par l'ajout de 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate,
entraine un retard d’entrée en mitose. Ce retard est corrélé avec une dégradation de Cdc25B, ce qui
blogue donc I'activation du complexe Cdk1/cycline B (Astuti et al., 2009). Ces éléments semblent
indiquer que pour le franchissement de la transition G2/M, l'activité de MAPK/ERK doit étre

comprise dans un intervalle permissif, c’est-a-dire ni trop faible ni trop élevée.

2.2.3. Role et effecteurs de MAPK/ERK lors de la progression de la mitose

MAPK/ERK joue également un rdle lors de la progression de la mitose en agissant sur plusieurs
évenements. Le premier d’entre eux est la condensation de ’ADN. La phosphorylation de I'histone
H3 en position Serl0 est associée a la condensation des chromosomes lors de la mitose. Cette
phosphorylation, qui est catalysée par les kinases MSK1 et 2 (mitogen- and stress-activated kinase),
débute en prophase, est maximale au moment de la métaphase, puis décroit jusque en télophase
(Nowak and Corces, 2004). Les kinases MSKs sont activées par la voie MAPK/ERK. L’activité de
MAPK/ERK est nécessaire en début de mitose car la phosphorylation en Serl0 de I'histone H3 est
requise pour l'initiation de la division (Van Hooser et al., 1998). De plus, MAPK/ERK phosphoryle
également la protéine CENP-E. Cette derniére est impliquée dans I'attachement des chromosomes
sur le fuseau et joue donc un rdle critique lors de la transition métaphase-anaphase. MAPK/ERK
phosphorylée est retrouvée au niveau des kinétochores. Comme MAPK/ERK phosphoryle CENP-E sur
les sites qui régulent l'interaction avec les microtubules, MAPK/ERK pourrait jouer un réle dans
I’association chromosomes-microtubules lors de la mitose (Chambard et al., 2007; Zecevic et al.,

1998).

MAPK/ERK phosphorylée et donc activée a également été observée au niveau de la tubuline dans les
cellules en mitose (Chambard et al., 2007). L'utilisation d’un inhibiteur de MEK, 1’'U0126 inhibe la
formation du fuseau de division en extraits mitotiques de xénope. Par ailleurs, dans les ovocytes de
xénope, l'utilisation d'U0126 conduit a I'apparition de fuseaux méiotiques aberrants (Bodart et al.,

2005).Dans des cellules NIH3T3, cette inhibition conduit également a I'apparition de fuseaux
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anormaux et de défauts d’alignements des chromosomes sur la plague métaphasique (Horne and
Guadagno, 2003). En revanche dans la méme lignée cellulaire, d’autres travaux n’ont détecté aucune

anormalité de mitose dans les mémes conditions expérimentales (Shinohara et al., 2006).

Enfin, en activant RSK, MAPK/ERK jouerait également un rdle lors de la cytokinése. En effet la
déplétion de RSK1 par ARN antisens, conduit a une augmentation du nombre de cellules binucléées.
Ces défauts de cytokinése résultent de problémes lors de la formation du sillon de clivage et de sa
progression. Les protéines Rho A et anilline, des régulateurs de la cytokinese, sont délocalisées dans
ces conditions de déplétions, ce qui suggere que I'effet de RSK sur la cytokinése serait médié par ces

protéines (Nam et al., 2014) .

2.2.4. Quelle est I'activité de MAPK/ERK lors du cycle cellulaire ?

En cellules CHO, des expériences de mesure d’activité basées sur la phosphorylation de la MBP
(myelin basic protein) réalisées sur des extraits de cellules synchronisées ont révélé que I'activité de
ERK1 oscille au cours du cycle avec un pic en phase G1 et un second pic autour de la mitose
(Tamemoto et al., 1992). En cellules NIH3T3, il a été observé que la phosphorylation de ERK1/2
augmente lors de la phase S puis diminue en G2, avant de ré-augmenter lorsque les cellules
effectuent la mitose et retournent en G1. Dans la méme étude, mais cette fois-ci concernant les
cellules Hela, le méme type de profil a été observé (Roberts et al., 2002). Si ces études mettent en
évidence une augmentation de I'activité MAPK/ERK lors de la transition G2/M, d’autres études ont
montré que le niveau d’activité MAPK/ERK est au contraire réduit lors de la mitose (Harding et al.,

2003; Shinohara et al., 2006).

De la méme fagon que pour PKA, ces résultats contradictoires peuvent en partie s’expliquer par une
spécificité liée au type cellulaire. Mais une fois encore, I'aspect spatio-temporel de la régulation et de
I’activité MAPK/ERK peut également contribuer aux contradictions décelées quant au profil d’activité

de cette kinase au cours de la transition G2/M et de la mitose.
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3. Interactions entre les voies de signalisation PKA et MAPK/ERK

Un dialogue moléculaire entre les voies MAPK/ERK et PKA est mis en évidence par un ensemble de
travaux sur différents modeles cellulaires (e.g. : NIH3T3, HEK 293, COS-7...). PKA peut i) activer la
cascade MAPK/ERK, ii) I'inhiber ou encore iii) retarder son activation, en agissant a différents niveaux
de la cascade et en fonction du type cellulaire (Stork and Schmitt, 2002). Réciproquement, la voie de
signalisation MAPK/ERK peut activer ou inhiber la signalisation PKA (Houslay, 2006). Néanmoins,
certaines de ces interactions sont spécifiques de certains types cellulaires. Un dialogue entre PKA et
MAPK/ERK n’est pas observé dans toutes les lignées (exemple : cultures primaires immatures de
neurones de rat). Enfin, ce dialogue moléculaire peut également étre restreint dans I'espace a un

compartiment cellulaire spécifique (Gerits et al., 2007).

3.1. Effets de PKA sur la signalisation MAPK/ERK

3.1.1. Inhibition ou activation de la voie MAPK/ERK médiée par Rap-1

Rap-1 appartient a la famille des petites GTPases. Il a été montré que cette protéine, lorsqu’elle est
activée, empéche la fixation entre Ras et Raf-1, ce qui a pour conséquence d’inhiber 'activation de
cette derniére et donc de la cascade MAPK/ERK. Cette action dépend de PKA, qui phosphoryle Rap-1
sur le résidu Ser179. Cette phosphorylation augmente le chargement du GTP de Rap-1 et donc son
activation (Gerits et al., 2007). C'est également la phosphorylation par PKA qui régule la localisation
de Rapl en membrane, ce qui participe a son activation (Takahashi et al., 2013). L’activation de Rap-
1, conduisant a l'inhibition de la voie MAPK/ERK, peut également avoir lieu via la tyrosine kinase Src,

laquelle est phosphorylée et activée par PKA (Gerits et al., 2007; Stork and Schmitt, 2002).

Si Rap-1 permet I'inhibition de la cascade MAPK/ERK activée par Raf-1, elle peut en revanche activer
cette voie de signalisation lorsqu’elle est déclenchée par B-Raf. En effet Rap-1 exerce une activation
sur B-Raf (Stork and Schmitt, 2002) (figure 16). Cette isoforme de Raf est notamment exprimée dans
le cerveau, les cellules endocrines, ou les cellules de prostate. Il a été montré que la transfection de
B-Raf dans des types cellulaires qui ne I'expriment pas de facon endogéne, transforme ’AMPc en un

activateur de MAPK/ERK (Vossler et al., 1997).
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Figure 16 : Inhibition et activation de la voie MAPK/ERK par PKA médiées par Rap-1

En fonction de I'isoforme de Raf exprimée, I'activité PKA a une action différente. En phosphorylant
Rap-1, PKA active B-Raf et donc la cascade MAPK/ERK. A linverse, Rap-1 phosphoryleé inhibe
Iinteraction entre Ras et Raf-1 ce qui inhibe la cascade MAPK/ERK.

3.1.2. Phosphorylation de Raf-1 par PKA

L'activation de Raf nécessite son recrutement membranaire et implique plusieurs évenements de
phosphorylation. A I'état inactif, Raf-1 est phosphorylée sur plusieurs résidus, ce qui permet sa
séquestration par 14-3-3. En cellules COS-7, lorsque le taux intracellulaire d’AMPc augmente, PKA
phosphoryle Raf-1 sur trois résidus sérine en position 43, 233 et 259. La phosphorylation en Ser233
créé un site de fixation ayant une trés forte affinité pour 14-3-3. Cette interaction avec 14-3-3
maintient Raf-1 dans une conformation inactive et I'empéche de se lier a Ras lorsque le niveau
d’AMPc est élevé (Dumaz and Marais, 2003). L’inhibition de Raf-1 est, de plus, régulée dans I'espace.
Il a en effet été montré que Raf-1 interagit avec une phosphodiestérase (la PDE8A) dont I'activité
permet de réduire le niveau de phosphorylation au niveau de la Ser259. Or, cette phosphorylation
empéche Raf-1 de migrer a la membrane pour se lier a son activateur Ras (Brown et al., 2013).

L'hypothese suggérée par les auteurs est que la PDE8A liée a Raf-1 générerait un microdomaine a
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faible concentration d’AMPc, ce qui conduirait a une plus faible activité de PKA spécifiquement dans

cette zone (Brown et al., 2013; Maurice, 2013).

L'inhibition de Raf-1 par PKA peut également étre médiée par d’autres protéines. Par exemple,
I’activation de Raf-1 requiert sa phosphorylation par PAK (p21 protein -activated kinase) au niveau du
résidu Ser 338. En cellules NIH3T3, il a été montré que cette phosphorylation, et donc I'activation de

Raf-1, sont inhibées par I'activité de PKA (Edin and Juliano, 2005).

3.1.3. Effets de PKA sur la voie MAPK/ERK via les phosphatases

PKA peut également avoir un effet activateur ou inhibiteur sur 'activation de MAPK/ERK en agissant
sur des phosphatases spécifiques. Dans un premier cas, la protéine tyrosine phosphatase PTP-SL peut
interagir avec MAPK/ERK grace a son domaine KIM (kinase interaction motif). Il a été montré que
PKA peut phosphoryler cette phosphatase au sein de domaine, ce qui altere les capacités de PTP-SL a
se fixer et a déphosphoryler MAPK/ERK sur le résidu tyrosine. Dans ce contexte, MAPK/ERK n’est plus
retenue dans le cytoplasme, ce qui suggeére que I'activité PKA régule I'activation de MAPK/ERK et sa
translocation nucléaire (Blanco-Aparicio et al., 1999). Dans un second cas, des travaux ont révélé que
I'activité de PKA régule la transcription du géne codant pour la phosphatase MKP-1. De plus, lors
d’une stimulation de la signalisation MAPK/ERK par les facteurs de croissance, a la fois MAPK/ERK et
PKA contribuent a protéger MKP-1 de sa dégradation. Ces éléments suggerent qu’un niveau basal
d’activité PKA est requis pour ajuster le niveau d’activité MAPK lors de ces stimulations (Pursiheimo

et al., 2002).

3.1.4. Effets de PKA sur la voie MAPK/ERK via les protéines d’échafaudage

Il a été montré que la protéine d’échafaudage KSR-1 interagit avec I'une des protéines d’ancrage de
PKA : AKAP-Lbc. La présence de cette protéine d’ancrage augmente I'activité de MAPK/ERK lors d’une
stimulation par 'EGF. En présence d’AMPc, PKA liée a cette protéine d’ancrage phosphoryle KSR-1
sur la sérine en position 838, ce qui pourrait réguler son association avec MEK ou encore apporter un
élément conformationnel nécessaire au maintien du complexe. De plus, bien que Raf soit recrutée
par KSR-1 lors de la stimulation par les facteurs de croissance, il semble que dans ce contexte un
autre mécanisme permette de maintenir Raf en proximité de son substrat préférentiel MEK1/2. En
effet, Raf-1 ainsi que B-Raf, qui sont actifs dans ce cas, ont été retrouvés associés a AKAP-Lbc.
L'interaction AKAP-Lbc avec KSR-1 permet donc de mettre en place un complexe protéique qui a

pour but de favoriser et d’amplifier la signalisation MAPK/ERK (Smith et al., 2010; Smith et al., 2011).
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3.2. Effets de MAPK/ERK sur la signalisation PKA

S’il est admis que PKA peut moduler I'activation de la voie MAPK/ERK, quelques exemples décrivent
également comment, a l'inverse, MAPK/ERK peut exercer une action sur I'activité de PKA. RSK, cible
en aval de MAPK/ERK, se fixe sur les sous-unités régulatrices de PKA lorsqu’elle est inactive, ce qui
favorise la dissociation de ses sous-unités et donc I’activation de PKA (Houslay, 2006). En revanche,
lorsque RSK est activée par MAPK/ERK, sa fixation sur les sous-unités catalytiques inactive PKA en
favorisant I'interaction entre le dimére de sous-unités catalytiques (Chaturvedi et al., 2006; Houslay,
2006). Un autre point de connexion entre MAPK/ERK et PKA est la phosphodiestérase PDE4D, qui
présente un domaine KIM ainsi qu’un domaine de fixation pour MAPK/ERK et peut donc étre
phosphorylée par cette kinase. La phosphorylation de PDE4D provoque son inhibition, ce qui peut
entrainer une activation localisée de PKA puisque 'AMPc n’est pas dégradé. PKA, alors active,
phosphoryle également la PDE4D, ce qui léve son inhibition. L’activité de MAPK/ERK cause donc une
augmentation transitoire de I'activité de PKA par ce mécanisme. Néanmoins, certaines isoformes de
la PDE4AD (PDED4D1 et PDE4D2) ne possédent pas le domaine phosphorylable par PKA ; dans les
zones ou ces protéines sont présentes, |'activation de PKA ne peut pas subir les effets de cette boucle

de rétrocontréle (Hoffmann et al., 1999; Houslay, 2006).

3.3. Effets du dialogue entre PKA et MAPK/ERK sur la vie cellulaire

Les interactions entre PKA et MAPK/ERK influencent l'intégration des signaux en réponse a un
stimulus. La signalisation AMPc peut inhiber la prolifération induite par les facteurs de croissance
activant la voie MAPK/ERK dans de nombreuses lignées telles que les NIH3T3, les cellules
endothéliales, les hépatocytes ou encore les cellules musculaires lisses. Au contraire, les signaux
générés par I"AMPc activent MAPK/ERK et stimulent ainsi la prolifération dans d’autres types
cellulaires comme les cellules de Sertoli, les cardiomyocytes ou encore les cellules PC12. Les
mécanismes précédemment décrits impliquant I'expression de Raf-1 ou B-Raf et la GTPase Rapl

seraient impliqués dans ces effets sur la prolifération (Stork and Schmitt, 2002).

Si 'on reprend I'exemple des réponses MAPK/ERK aux différents facteurs de croissance EGF et NGF
en cellules PC12, on peut noter que l'activité de PKA participe également a I'établissement d’une
réponse transitoire ou soutenue. En effet, les stimulations par le NGF et par I'EGF activent PKA au
niveau membranaire, mais avec des cinétiques différentes. L'activité de PKA est soutenue en
présence de NGF tandis qu’elle est transitoire en présence d’EGF. C’est la PDE3 qui serait
responsable de ces différentes dynamiques. L'inhibition de la PDE3 multiplie par deux le temps lors

duquel MAPK/ERK reste actif lors d’une stimulation par 'EGF (Herbst et al.,, 2011). Dans ce type
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cellulaire on retrouve les deux isoformes de Raf: B-Raf et Raf-1. L’activation de Rapl, qui est
notamment activée par PKA, joue donc un rdle activateur de la voie MAPK/ERK. La modélisation du
réseau MAPK/ERK a permis de montrer que la stimulation par le NGF induit une activation soutenue
de Rapl qui conduit a l'activation soutenue de MAPK/ERK et donc a la formation de neurites

(Sasagawa et al., 2005).

Interaction PKA-

\ / AKAP-Lbc-KSR1

ERKIIZ

———> PDE4D >
—_— | PKA |

m
I
=
=
~
N
r
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Figure 17 : Récapitulatif des différents dialogues moléculaires possibles entre les voies MAPK/ERK et
PKA

Le schéma représente les différents moyens d’inhibition et d’activation de PKA sur MAPK/ERK et
réciproquement. Les interactions détaillées sont expliquées dans le texte. Le schéma ci-dessus ne
représente probablement pas un dialogue universel, mais récapitule les différents éléments issus de la

bibliographie dont certains sont spécifiques d’un contexte ou type cellulaire.
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lll. Les biosenseurs FRET pour la mesure d’activité kinase in vivo

Les propriétés dynamiques des kinases MAPK/ERK et PKA requiérent I'utilisation de méthodes
permettant de mesurer leur activité dans le temps et I'espace. Les limites des technologies
employées au début de ce travail de thése nous ont conduit a mettre en place une approche utilisant

des biosenseurs FRET rapporteurs d’activité kinasique afin d’étudier ces propriétés.

1. Principe de fonctionnement des biosenseurs FRET

1.1. Généralités

Le terme de biosenseur regroupe toute une catégorie de systémes ou d’outils sensibles aux analytes
biologiques et donc capables de les détecter spécifiguement. Ces systémes sont composés de deux
parties : i) un biorécepteur (également appelé élément de reconnaissance moléculaire) qui est la
partie capable de reconnaitre I'analyte, et ii) un transducteur, qui correspond a la partie capable de

transformer I'information recue par le biorécepteur en un signal mesurable (figure 18).

BIOSENSOR

analyte Biorecepteur

Transducteur Signal Mesurable

Figure 18 : Représentation schématique d’un biosenseur au sens générigue

Un biosenseur se compose d’un biorécepteur capable de détecter un analyte, et d’un transducteur qui
transforme I'information en un signal mesurable. D’apres : Vandame et al., 2013a.

1.2. Les biosenseurs rapporteurs d’activité kinasique

Les biosenseurs se classent en différentes catégories en fonction des propriétés physiques ou
chimiques utilisées pour transduire le signal. Dans la suite de ce travail, le terme biosenseur fera
référence a une seule sous-catégorie de biosenseurs optiques : les biosenseurs utilisant le FRET
(Forster Resonance Energy Transfer) comme signal mesurable, et plus spécifiquement ceux capables
de mesurer I'activité d’une kinase, qui seront appelés plus simplement biosenseurs FRET (FRET-

based biosensors) dans la suite de ce document.
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Ces biosenseurs FRET, sont génétiquement codés et donc construits par des techniques de biologie

moléculaire. lls se composent d’au moins trois parties agencées selon le schéma présenté figure 19 :

- Un couple de fluorophores adapté pour les expériences de FRET; les plus fréquemment
utilisés dans la construction de biosenseurs sont la CFP (Cyan Fluorescent Protein) et la YFP
(Yellow Fluorescent Protein) ainsi que leurs variants (exemples : CyPET, Turquoise, Venus,
cpVenus, YPet...). La CFP correspond au fluorophore donneur et la YFP au fluorophore
accepteur.

- Un substrat spécifique de la kinase d’intérét ; dans une majorité des cas, il s’agit d’'une courte
séquence d’acides aminés issue d’'un substrat spécifique et contenant une séquence
consensus de phosphorylation.

- Un domaine de reconnaissance des acides aminés phosphorylés ou PAABD (phospho-

aminoacid binding domain)

A Fluorophore donneur substrat rophore accepteur
B % " FRET
_JJN Kinase + ATP
Eliisidnlione —
—
donneur
phosphatase
Substrat
Fluorophore
accepteur
PAABD

Figure 19 : Principe moléculaire et principe de fonctionnement d’un biosenseur FRET

A) Représentation schématique des différentes parties composant un biosenseur. B) Représentation
schématique du changement conformationnel du biosenseur qui s’opére lorsque la kinase est active.

D’apres : Vandame et al., 2013a.

Lorsque la kinase d’intérét est active, elle phosphoryle le substrat qui est alors reconnu par le PAABD.
Ceci entraine un changement conformationnel du biosenseur, qui permet un rapprochement des
deux fluorophores et donc un transfert d’énergie de type FRET. Ce phénomeéne est réversible : sous

I'action de la phosphatase appropriée et en absence d’activité kinase, le substrat et déphosphorylé,
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le biosenseur est relaxé et il n'y a plus de transfert d’énergie (figure 19). Les biosenseurs FRET
permettent de mesurer une balance entre I'activité kinase et I'activité phosphatase. Chaque signal

détecté résulte donc de la modulation de I'activité de ces deux types de protéines.

L'aspect structurel d’'un biosenseur est donc crucial pour sa fonctionnalité. Des « linkers », séquences
d’acides aminés ne codant pour aucune des 3 parties précédemment mentionnées, peuvent étre
ajoutés entre les différents éléments d’un biosenseur afin d’'y apporter plus de souplesse ou de
rigidité, dépendamment des cas, afin de favoriser le transfert d’énergie entre les fluorophores. Des
séquences d’adressages vers différents compartiments cellulaires peuvent compléter la construction

du biosenseur.

1.3. Introduction a la technique de FRET

Le FRET est un transfert d’énergie non radiatif, sous la forme d’un couplage dipole-dipdle, qui peut
avoir lieu entre deux fluorophores sous plusieurs conditions. La premiére condition repose sur la
proximité puisque ce phénomene ne peut avoir lieu que si les deux protéines fluorescentes sont
suffisamment proches I'une de I'autre (de I'ordre de 10 nm). De plus, ce phénoméne requiert le
chevauchement du spectre d’émission du fluorophore donneur et du spectre d’excitation du
fluorophore accepteur (figure 20). Enfin, I'orientation de ces fluorophores I'un par rapport a I'autre,

est également importante pour le couplage dipole-dipéle.

Les événements de FRET modifient certaines propriétés de la fluorescence émise par les

fluorophores du biosenseur.

- Sous l'effet de ce transfert, on assiste a la diminution de l'intensité d’émission du
fluorophore donneur tandis que celle de I|'accepteur augmente. C'est sur cette
modification que sont basées les mesures de FRET dites ratiométriques qui consistent a
évaluer les variations du rapport intensité d’émission de la YFP par rapport a celle de la
CFP.

- Le temps de vie d’un fluorophore est une de ses propriétés intrinséques et correspond au
temps moyen (de I'ordre de quelques nanosecondes) dans lequel il reste dans un état
excité avant d’émettre un photon. Un évenement de FRET est caractérisé par la
diminution du temps de vie du fluorophore donneur qui peut étre mesuré par les

techniques de FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy).
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Figure 20: Exemple du chevauchement des spectres d’émission du donneur et d’excitation de
'accepteur

Spectres d’excitation et d’émission pour le couple de fluorophores CFP/YFP. Valeurs obtenues

d’apres le site web du laboratoire de Roger Tsien : http://www.tsienlab.ucsd.edu/

Les biosenseurs rapporteurs d’activité kinase,FRET ainsi que ses techniques de mesure, sont détaillés
dans la publication: From FRET imaging to practical methodology for kinase activity sensing in living
cells. Vandame P & Sipieter F ,Spriet C, Leray A, Vincent P, Trinel D, Bodart JF, Riquet FB, Héliot L

Progress in molecular biology and translational science 113:145-216.

2. Evolution des bioenseurs PKA et MAPK/ERK

L'objectif, lorsque I'on fait évoluer un biosenseur, est de lui conférer de meilleures propriétés de
spécificité et de sensibilité. Ce dernier parametre dépend tout d’abord de la capacité du biosenseur a
étre phosphorylé par la kinase, méme lorsque celle-ci est tres peu active. Cela dépend également de
I'intensité des signaux FRET obtenus et donc de leur capacité a étre extraits du bruit de fond. En
effet, lors de certains processus cellulaires, des variations d’activité faibles mais significatives
peuvent s’avérer indétectables avec un outil peu sensible. Les biosenseurs rapporteurs d’activité

MAPK et PKA ont donc connu plusieurs générations d’améliorations.
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2.1. Evolution des biosenseurs rapporteurs de I'activité PKA

ART

Le premier biosenseur destiné a I'étude de I'activité de PKA a été développé en 2000 et présente
qguelques différences avec le principe général présenté paragraphe Ill.1.2 . Ce biosenseur appelé ART
se compose de deux fluorophores la BGFP et la RGFP qui encadrent le domaine KID (Kinase inducible
domain) de CREB, I'une des principales cibles de PKA (Nagai et al., 2000). Ce biosenseur ne contient
aucun PAABD. Lorsqu’il est phosphorylé, le domaine KID connait un changement conformationel qui

permet le transfert d’énergie entre les deux fluorophores.

AKAR1 a4

Un PAABD a ensuite été ajouté dans les générations 1 a 4 de AKAR (A Kinase Activity Reporter),
développées par Jin Zhang et collaborateurs. Dans AKAR1, ce PAABD provient de la séquence de la
protéine 14-3-3 (famille de protéines qui se fixe spécifiquement aux résidus sérine phosphorylés)
(Zhang et al., 2001). Néanmoins, ce biosenseur est peu sensible a I'action des protéines phosphatases
ce qui ralentit la réversibilité de la réponse FRET et limite donc son utilisation pour les études
physiologiques (Zhang, et al. 2001). AKAR1 a été optimisé (générant ainsi AKAR2) en partant de
I’hypothése selon laquelle I'affinité de 14-3-3 pour le substrat phosphorylé serait trop forte pour
permettre une déphosphorylation efficace. C’'est le domaine FHA1 (forkhead associated domain 1)
qui a été choisi pour substituer a 14-3-3 et le substrat a également été optimisé en conséquence afin
de favoriser sa reconnaissance par le FHA1 (Zhang et al., 2005). A partir de cette seconde version,
d’autres éléments ont été modifiés afin d’améliorer le rapport signal sur bruit pour les signaux FRET
générés par le repliement du biosenseur. Le remplacement du fluorophore accepteur par la
cpVenusE172 (une version permutée circulairement de la Venus, elle-méme un variant de la YFP) a
donc donné lieu a une troisieme version de ce biosenseur appelée AKAR3 (Allen and Zhang, 2006).
AKAR3 a encore été amélioré en 2011 via le remplacement du fluorophore donneur par la Cerulean.
(Depry et al., 2011). L’évolution des différentes parties composant AKAR1 a AKAR4 est décrite dans le

tableau 3.
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Fluorophore | PAABD Substrat Fluorophore
donneur accepteur
AKAR1 Kemptide modifié
ECFP 14-3-3 Citrine
(zhang et al., 2001) AGGTGGSLRRASLPGTGGSEL
AKAR2
ECFP FHA1 SAGKPGSGEGTKGLRRATLVDGGTGGS Citrine
(zhang et al., 2005)
AKAR3
ECFP FHA1 SAGKPGSGEGTKGLRRATLVDGGTGGSEL cpV EL172
(Allen and Zhang, 2006)
AKAR4
Cerulean FHA1 SAGKPGSGEGTKGLRRATLVDGGTGGSEL cpV EL172

(Depry et al., 2011)

Tableau 3 : Composition des biosenseur AKAR1 a AKAR4

Comparaison des modifications apportées aux différentes générations de AKAR. Dans la colonne
substrat, les acides aminés représentés en gras représentent le site consensus reconnu par PKA avec

en rouge la sérine ou la théronine phosphorylable. Le kemptide est un substrat synthétique de PKA.

AKAREV

Ce biosenseur a été modifié d’apres la version AKAR3. Dans cette étude, les auteurs ont mis au point
un « backbone » pour la création de biosenseurs rapporteurs d’activité kinase, c’est-a-dire une
séquence plasmidique contenant les séquences codant pour deux fluorophores et un
linker (positionné entre le substrat et le PAABD). Ces différents composants sont séparés par des
sites de restriction permettant l'insertion de différents substrats et PAABDs afin de pouvoir
construire facilement un biosenseur pour une kinase donnée. Dans ce backbone, le couple de
fluorophore a été optimisé et dans AKAREV, le donneur a été conservé (ECFP) tandis que I'accepteur
a été remplacé par la YPet. La longueur du linker positionné entre le substrat et le PAABD a
également été optimisée. Ce linker, composé de répétitions SAGG, permet d’augmenter
significativement les ratios obtenus suite a I’ajout d’un analogue de I’AMPc, lorsque sa longueur
augmente. La longueur optimale a été définie comme composée de 29 répétitions du motif SAGG et
forme donc le linker appelé « EV linker » (Komatsu et al., 2011). Dans AKAREV, le PAABD et le
substrat d’AKAR3 ont été conservés. Ce biosenseur présente un signal FRET trois fois plus important
que AKAR3 ou AKAR4 lors d’une stimulation de I'activité de PKA par un analogue de I'AMPc
(dbcAMP).
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FLIM-AKAR

Si jusque-la les différentes optimisations des biosenseurs rapporteurs d’activité PKA ont été réalisés
pour les mesures de FRET ratiométriques, aucun de ces outils n'a été testé en FLIM dans les
publications associées a leur développement. Afin de pouvoir réaliser des mesures d’activité PKA
dans le tissu cérébral, les fluorophores de AKAR3 ont été modifiés pour créer un rapporteur d’activité
PKA optimisé pour les mesures en microscopie FLIM deux-photons. La ECFP a été remplacée par une
version monomérique tronquée de la EGFP (meGFPA) et cpVenus a été remplacée par une version
non fluorescente et circulairement permutée de la YFP (cpsREACH). Ces modifications permettent
une sensibilité au pH réduite, un meilleur rapport signal sur bruit lors des mesures de temps de vie

du donneur et minimisent également les fuites spectrales (Chen et al., 2014).

2.2. Evolution des biosenseurs rapporteurs de I'activité MAPK/ERK

Miu2

Le premier biosenseur FRET pour I'étude de MAPK/ERK, a été construit en 2006 de facon différente
du schéma présenté dans le paragraphe Ill.1.2. Ce biosenseur, appelé Miu2 (pour MAPK Indicator
Unit ERK2), exploite en effet le changement conformationnel qui a lieu lorsque MEK se lie a ERK. Il se
compose donc d’une YFP et du CFP qui flanquent la séquence codante de ERK2 (issue du xénope),
respectivement en N-terminal et en C-terminal. De courts linkers (2 et 3 acides aminés) séparent les
séquences des protéines fluorescentes de la séquence de ERK2. Lorsque la voie de signalisation est
activée, MEK se fixe a MAPK/ERK endogéne mais également a ERK2 présent dans le biosenseur. Cette
fixation entraine le repliement de ERK2 au sein de Miu2, ce qui rapproche les deux fluorophores et

permet un transfert d’énergie mesurable (Fujioka et al., 2006).

Si Miu2 a été le précurseur des biosenseurs MAPK/ERK, il présente néanmoins I'inconvénient d’agir
en surexprimant ERK2. Or, cette surexpression, peut dans certains cas pe,rturber les processus
cellulaires, comme c’est par exemple le cas dans les cellules HCC (Human Hepatocellular Carcinoma)
ou la surexpression de ERK contribue a une augmentation de la prolifération (Tsuboi et al., 2004).
Enfin, le biosenseur Miu2 refléte principalement l'interaction MEK-ERK et I'activité de MEK plutot

gue celle de son effecteur en aval.

Erkus
Le premier biosenseur FRET rapporteur d’activité MAPK/ERK a été développé en 2007. Nommé Erkus

(Sato et al., 2007), ce biosenseur reprend la composition détaillée dans le paragraphe 11l.1.2. Le
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méme couple de fluorophore que pour Miu2, c’est-a-dire CFP/YFP, a été utilisé dans Erkus. Ces

fluorophores encadrent :

- le domaine FHA2 (Forkhead-Associated 2), qui dérive de Rad53p (une kinase impliquée
dans la réponse aux agents génotoxiques chez Saccharomyces cerevisiae (Hoch et al.,
2013)). Ce domaine correspond au PAABD et reconnait les résidus thréonine lorsqu’ils
sont phosphorylés ;

- suivi d’'une séquence codant pour un linker (en acides aminés : GTGGSSGSGS) ;

- suivi d’'une courte séquence d’acides aminés correspondant a un substrat spécifique de
MAPK/ERK : le résidu Thr669 au sein du récepteur a I'EGF (en acides aminés:
KRELVEPLTPSIEAPNQALLR).

De plus, un motif d’ancrage de MAPK/ERK a été ajouté a l'extrémité du biosenseur, aprés la
séquence de la YFP, afin d’augmenter I'affinité de MAPK/ERK pour le biosenseur et donc maximiser
son efficacité. Ce motif provient d’'un des substrats de MAPK/ERK: RSK-1 (séquence en acides
aminés : PIESSILAQRRVRKLPSTTL). Enfin, deux autres versions d’Erkus ont été développées a partir de

cette structure :

- Erkus-nuc, qui contient, apres le motif d’ancrage, un signal de localisation nucléaire (en
acides aminés : DPKKKRKVDPKKKRKVDPKKKRKV)
- Erkus-cyto, qui contient a la place, une séquence d’export nucléaire (en acides aminés :

LPPLERLTL)

Erkus est également réversible, lors d’'une inhibition de MAPK/ERK ou sous I'action des protéines

phosphatases (Sato et al., 2007).

EKAR

En 2008, une deuxieme génération du biosenseur rapporteur d’activité MAPK a été développée
(Harvey et al., 2008). Les mémes éléments que pour Erkus ont été utilisés mais chague composant a
été modifié et adapté afin de générer EKAR (Extracellular-requlated Kinase Activity Reporter) et d’en

améliorer la spécificité et la sensibilité.

L'ingénierie de protéines fluorescentes connait de rapides évolutions et de nouveaux fluorophores
plus stables, ou possédant un meilleur rendement quantique, voient régulierement le jour. L'une des
facons d’améliorer un biosenseur, est donc de modifier le couple de fluorophores afin d’améliorer le

transfert d’énergie. Dans EKAR, le couple de fluorophores se compose d’un variant de la CFP, la
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mCerulean, et d’un variant de la YFP, la mVenus. Une version alternative de EKAR existe aussi avec

un autre couple composé de I'eGFP et de la mRFP.
La séquence encadrée par ces deux fluorophores est constituée de :

- un domaine WW, qui correspond au PAABD, et qui reconnait les résidus thréonine
phosphorylé, avec une forte affinité pour les séquences riches en proline ;
- suivi d'un linker composé de 72 résidus glycine, qui confere une flexibilité accrue entre le

PAABD et le substrat ;

- une partie de la séquence codant pour la protéine Cdc25 contenant le résidu thr48

spécifiguement phosphorylé par ERK (en acides aminés : PDVPRTPVGK) ;

- un domaine d’ancrage pour ERK cette fois ci situé juste a c6té du substrat. Il s’agit de la

séguence consensus reconnue par ERK (en acides aminés : FQFP).

EKAREV

EKAREV provient du méme travail de développement d’un backbone optimisé que AKAREV. Le
PAABD, le substrat ainsi que le domaine d’ancrage de MAPK/ERK présents dans EKAR ont été
conservés mais le linker a été remplacé par 29 répétitions du motif SAGG. Le couple de fluorophores

a également été remplacé par celui composé de la ECFP et de la YPet (Komatsu et al., 2011).

EKAR2G

Enfin, une nouvelle version optimisée a partir de EKAR, a été construite en 2013. Dans cette étude
les auteurs ont développé une librairie afin de tester différents fluorophores donneurs (des variants
de la mTFP1 (monomeric Teal Fluorescent Protein) permutés circulairement en différentes positions)
en combinaison avec différents variants de la Venus. Les versions présentant les couples de
fluorophores mTFP1/cp227-Venus/cpl73 et mTFP1/cp105-Venus/cp195 sont plus sensibles que
EKAR et forment donc deux nouveaux biosenseurs optimisés pour les mesures d’activité MAPK/ERK

appelés EKAR2G1 et EKAR2G2 (Fritz et al., 2013).
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Objectifs

Les kinases MAPK/ERK et PKA ont fait I'objet de nombreuses études, notamment concernant
leur implication et leurs rdles lors de ce processus essentiel qu’est la division cellulaire. Malgré ces
études, les profils d’activité de ces kinases au cours du cycle cellulaire restent obscurs. Si des
résultats en contradictions quant a ces profils peuvent étre la conséquence de certaines
caractéristiques propres aux différents modeles cellulaires d’étude, les propriétés dynamiques et
spatio-temporelles des réseaux de signalisation impliquant ces 2 kinases, peuvent aussi étre mises en
cause. En effet, certaines méthodologies requierent de travailler sur un grand nombre de cellules a
la fois. Or, dans une population de cellules, les réponses a une condition expérimentale peuvent étre
moyennées ou écrasées, a cause de la variabilité des cinétiques de réponse d’une cellule a une autre.
De la méme facon, la perte de l'intégrité cellulaire, parfois nécessaire a certaines méthodologies,

rend indétectables les variations de localisations.

Néanmoins, la détermination des activités PKA et MAPK/ERK ainsi que la compréhension de
leurs régulations, restent des questions de premier ordre, tant pour une connaissance fondamentale
des mécanismes controlant la progression du cycle cellulaire, que pour I'amélioration de leur ciblage

thérapeutique dans le cas de pathologies associées au cycle cellulaire telles que les cancers.

Grace aux innovations dans les domaines de I'ingénierie des protéines fluorescentes et de la
microscopie, de nouveaux outils ont vu le jour afin de suivre les variations de I’activité d’'une protéine
d’intérét in vivo et en cellules uniques, permettant ainsi de s’affranchir des effets de moyennage au
sein d’une population. Nous nous sommes donc intéressés a ces outils : les biosenseurs de type KAR

(Kinase Activity Reporter).

L'objectif de ce travail de thése a donc été de déterminer les profils spatio-temporels
d’activité des kinases PKA et MAPK/ERK au cours du cycle cellulaire et plus particulierement lors de la

mitose dans le modele cellulaire Hela.

- Dans ce cadre, la premiére étape de ce projet a été de confronter notre modeéle
cellulaire, les cellules Hela, aux données de la littérature sur les effets et profils de
phosphorylation et de localisation de MAPK/ERK et PKA.

- Face aux limites techniques observées, la seconde étape a été de mettre en place une
stratégie de mesure d’activité kinasique pour PKA et MAPK/ERK utilisant les biosenseurs
et de développer de nouveaux outils moléculaires dédiés a la mesure d’activité

MAPK/ERK in vivo.
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Enfin, I'utilisation de ces outils nous a ensuite permis d’étudier le comportement spatio-

temporel de ces kinases lors du processus de division cellulaire.

La derniéere partie de ce travail a été effectuée en collaboration avec I'équipe du Dr.
Emanuele Biondi et concerne le développement et la mise en place d’'un biosenseur FRET pour
I’étude de la phosphorylation chez les procaryotes. Ce travail a été réalisé dans le contexte spécifique

de I'étude du régulateur majeur de la progression du cycle cellulaire de la bactérie Caulobacter

crescentus.
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Résultats

PARTIE | : Etude de PKA et de MAPK/ERK lors du cycle cellulaire des cellules HelLa

1. Caractérisation du modele cellulaire et de son cycle cellulaire

1.1. Choix de la lignée cellulaire Hela

Les cellules Hela sont des cellules épithéliales d’adénocarcinome provenant de la biopsie du col de
I'utérus effectuée en 1951 sur la patiente Henrietta Lacks, dont les initiales furent utilisées pour

nommer cette lignée cellulaire (Lucey et al., 2009).
Le choix du modele d’étude pour ce travail s’est porté sur cette lignée pour plusieurs raisons :

i) Cette lignée a fait I'objet de nombreux travaux concernant I’étude du cycle cellulaire, ce qui en fait
un modele trés documenté, notamment par des travaux de transcriptomique et de protéomique. Ce
modele est donc trés complet quant a I'analyse du cycle cellulaire (Dephoure et al., 2008; Whitfield

et al.,, 2002).

ii) Les cellules Hela présentent également I'avantage d’étre particulierement résistantes d’un point
de vue expérimental et aisément transfectables. Elles constituent un modele de choix pour la mise en

place d’expériences de microscopie de fluorescence sur des cellules vivantes.

iii) Aucun élément bibliographique n’indique, a notre connaissance, une dérégulation de la voie des
MAPK/ERK, telle gu’une activation constitutive de B-RAF, ni de surexpression des sous-unités
régulatrices de PKA, qui sont des caractéristiques observées dans de nombreuses lignées
cancéreuses (Caretta and Mucignat-Caretta, 2011; Dhillon et al., 2007). Cette propriété permet donc
de réaliser une étude des activités de PKA et MAPK/ERK dans leur forme a priori « native » afin d’en
comprendre les fonctions. Notre étude pourra servir de comparaison avec des lignées présentant des

dérégulations de I'une ou de ces deux protéines kinases.

1.2. Caractéristiques du cycle de division des cellules Hela

Dans nos conditions de culture, les cellules Hela présentent un taux de prolifération de 2,25 en 24h
(figure 21A). Le temps de doublement de population calculé est de 21h30. Nos expériences de
cytométrie en flux sur des cellules traitées a I'iodure de propidium pour une détection du contenu en
ADN ont révélé que dans une population non synchronisée, 55% des cellules sont en phase GO/G1,

29% sont en phase S et 15% en phase G2/M (figure 21B,C). Ces données suggérent des durées
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d’environ 12h pour les phases GO/G1, de 6h pour la phase S, tandis que les phases G2 et M sont plus

rapides et s’étendent sur un peu plus de 3h.
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Figure 21 : Détermination du temps de chaque phase du cycle cellulaire des cellules Hela.

(A) Nombres de cellules a 24 et 48h, utilisés pour déterminer le taux de prolifération de Hela (B)
Contenu en ADN mesuré par cytométrie en flux sur une population de cellules non synchronisées et
traitées a l'iodure de propidium et (C) pourcentages de cellules dans chaque phase. Les statistiques
ont été calculées sur trois expériences.

1.3. Synchronisation des cellules Hela

Les techniques de synchronisation utilisant la thymidine et/ou le nocodazole permettent de stopper
la progression du cycle cellulaire a une étape donnée (transition G1/S ou prométaphase). La
thymidine, lorsqu’elle est ajoutée au milieu de culture, est incorporée dans les cellules ou elle sera
rapidement transformée en dTTP (desoxythymidine triphosphate) qui est un inhibiteur allostérique
de la ribonucléotide réductase, enzyme responsable de la réduction de la cytidine diphosphate (CDP)
en dCDP. Il en résulte un blocage de la synthése d’ADN suite a la diminution de la concentration de
dCTP synthétisée, entrainant un arrét du cycle cellulaire en fin de phase G1, au moment de la
transition G1/S. Plusieurs rincages, constituant I'étape de relache, sont ensuite nécessaires pour

permettre la reprise du cycle cellulaire.

Lorsque les cellules Hela sont soumises a cette synchronisation, nous observons que de t= 2h a t= 6h
plus de 94% des cellules sont effectivement en phase S. Le reste de la population constitue la fraction

de cellules non synchronisées de I'expérience. L’entrée en phase G2/M est détectée a partir de t= 8h
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pour environ un quart des cellules. La proportion de cellules en G2/M augmente jusque 55% a t= 9h
avant d’atteindre un maximum de 64,2% a t= 10h. A ce méme moment, plus de 10% des cellules sont
déja entrées en phase G1. Enfin les temps 12h et 14h s’accompagnent d’une augmentation de la

fraction de cellules de retour en phase G1 (figure 22 et tableau 4).

Phase S

0h 4h

2h 6 h
Phases G2/M Phase G1

8h 9h 10h 12 h 14 h

ry

b
9|

Figure 22 : Progression du cycle des cellules HelLa aprés une synchronisation par la thymidine.

Population de cellules synchronisées en fin de phase G1 par la technique de double blocs thymidine, et
prélevées a différents temps aprés la reprise du cycle. Les cellules ont été traitées a l'iodure de

propidium et le contenu en ADN a été mesuré par cytométrie en flux.

Oh 2h 4h 6h 8h 9h 10h 12h 14h
G0/G1 0% 0% 2.3% 2.6% 2.9% 4.8% 11.6% 45.9% 69.5%
S 97,30% | 94.9% 94% 97.4% 70.8% 38.2% 24.2% 24.2% 11.3%
G2/M | 2,73% 5.1% 3.7% 0% 26.3% 57% 64.2% 29.9% 19.2%

Tableau 4 : Répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a chaque temps

apres synchronisation par la thymidine.

Table des pourcentages de cellules dans les phases GO/G1, S et G2/M obtenus en cytometrie de flux

pour I'expérience représentée figure 22.

La synchronisation utilisant le nocodazole a la suite d’'un bloc thymidine permet quant a elle de
stopper la progression du cycle cellulaire en début de mitose, au moment de la prométaphase. Le
nocodazole est un poison du fuseau mitotique, qui interfére avec la polymérisation des microtubules,

empéchant la formation du fuseau de division. D’aprés la littérature, les concentrations de

70

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Résultats I. PKA et MAPK/ERK au cours de cycle cellulaire

nocodazole utilisées pour la synchronisation varient du nanomolaire au micromolaire. Afin de
déterminer la concentration optimale pour nos expériences, les cellules Hela ont été soumises a
différentes quantités de nocodazole puis fixées. Les microtubules ont été marqués par
immunofluorescence avec un anticorps anti-a-tubuline et ’ADN grace a |'utilisation du Hoechst, afin
de déterminer cellule par cellule le stade de progression dans la mitose. La figure 23 montre les
différences morphologiques, notamment au niveau de la texture de '’ADN, qui ont été utilisées pour

classer les cellules dans chaque stade.

interphase prophase prométaphase  métaphase anaphase télophase

Figure 23 : Aspect du double marquage ADN/microtubules au cours des différentes étapes de la

mitose

Les cellules ont été synchronisées par un bloc thymidine suivi d’un bloc nocodazole puis fixées.
L’immuno-marquage de I’ a-tubuline est représenté en vert et le marquage ADN par le Hoechst est

représenté en rouge.

La gamme de concentrations de nocodazole révele qu’'un maximum de 85% des cellules présente un
phénotype de prométaphase a 100 nM. En deca de ces concentrations, la synchronisation est
nettement moins efficace (figure 24). Afin de minimiser les effets toxiques du nocodazole sur les
cellules utilisées, les expériences nécessitant une synchronisation en prométaphase ont été réalisées

en utilisant 100 nM de nocodazole.
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Figure 24 : Gamme de concentration du nocodazole et efficacité sur I’arrét des cellules

Cellules synchronisées par un bloc thymidine suivi d’un bloc nocodazole qui a été réalisé a différentes
concentrations (de 1 nM a 1,3 uM). Les cellules (n= 151 a 223 par condition) ont été classées dans les

différents groupes sur des critéres morphologiques.

2. Analyse de la phosphorylation de MAPK/ERK au cours du cycle cellulaire des HelLa

2.1. Etude des niveaux de phosphorylation de MAPK/ERK

L’activation des MAPK/ERK 1 et 2 est liée a la phosphorylation sur leurs résidus Thr202 et Tyr204
(Thr183 et Tyrl85 pour ERK2). La mesure de ces niveaux de phosphorylation par immunoempreinte
est couramment utilisée pour estimer de fagon indirecte I'activité de MAPK/ERK. Afin d’apprécier les
variations d’activité de MAPK/ERK au cours du cycle, nous avons utilisé cette technique sur des
cellules synchronisées au moment de la transition G1/S. Comme constaté sur la figure 25, de la phase
S (t= Oh a t= 6h) jusqu’au retour en G1 (t= 12h), nous n’observons pas de variation tranchée du
niveau de phosphorylation de MAPK/ERK. Les contréles (stimulation de la voie par I'EGF, puis
inhibition de I'activité par ’'U0126) valident ces résultats, puisqu’ils permettent d’observer une trés

forte augmentation de I'intensité des bandes correspondant aux MAPK/ERK 1 et 2 phosphorylées.
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Figure 25 : Niveau de phosphorylation de MAPK/ERK dans une population synchronisée.

Immuno-empreintes réalisées sur des extraits protéiques (30 ug par puits) de cellules synchronisées
en G1/S et prélevées a différents moments de leur progression dans le cycle (t= Oh a t= 14h).Ont été
utilisés les anticorps dirigés contre les MAPK/ERK diphosphorylées (dpERK1/2), les MAPK/ERK totales
et I'actine comme témoin d’équicharge. En contréle, les mémes immunoempreintes sont réalisées sur
des extraits de cellules non synchronisées avant et aprés activation de la voie MAPK par I'EGF, ainsi

que sur des cellules mises en présence d’un inhibiteur de I'activité de MEK (U0126).

Lors des expériences de caractérisation du cycle cellulaire sous I'effet de la synchronisation par la
thymidine (figure 22), nous avons observé que si la phase S présente un taux de synchronisation tres
élévé, dans les populations prélevées a 8h, 9h ou 10h, seule une partie des cellules est en G2/M (au
maximum 64%). Le reste des cellules est réparti entre les phases S et GO/G1. Nous atteignons ici
certaines limites de la synchronisation cellulaire et il est donc possible d’imaginer que certaines
variations de la phosphorylation de MAPK/ERK sont simplement diluées dans la moyenne des cellules
dans les différentes phases a ces temps donnés (exemple a t = 9h ou 57% des cellules sont en G2/M
et 38% encore en phase S) . Une autre hypothese réside dans le fait que les variations de
phosphorylation MAPKs ne seraient pas des variations de la quantité de protéines phosphorylées

mais des variations de leur localisation au sein de la cellule.

2.2. Etude de la localisation des formes phosphorylées de MAPK/ERK au cours du cycle

Afin de déterminer si la localisation des formes phosphorylées de MAPK/ERK varie au cours du cycle,
nous avons réalisé des expériences d’'immuno-fluorescence sur des cellules synchronisées et fixées
aux mémes temps que dans les expériences précédentes de cytométrie en flux et d’'immuno-
empreinte (figure 22 et figure 25). Les formes diphosphorylées (dpMAPK) de MAPK/ERK, ainsi que
les MAPK/ERK totales ont été marquées. Le marquage de I’ADN effectué par le Hoechst nous permet

de visualiser le noyau. En phase S, les formes biphosphorylées de MAPK/ERK sont détectées
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majoritairement dans le cytoplasme, mais en phase G2, MAPK/ERK phosphorylée est détectée dans
le compartiment cytoplasmique et dans le noyau. La répartition de cette protéine est homogéne
dans la cellule lors de la phase M, a I'exception de la plague métaphasique ou elle est pratiquement
exclue. Enfin, les cellules présentent a nouveau au début de phase G1 une localisation des MAPK/ERK

phosphorylées qui est homogene entre le noyau et le cytoplasme (figure 26).

dpMAPKs MAPKs totales Merge

M ....

Figure 26 : Localisation des MAPK/ERK phosphorylées lors des différentes phases du cycle cellulaire

Immunofluorescence des MAPKs diphosphorylées (en vert) et totales (en rouge) combinée a un
marquage de I'ADN (en bleu) effectué sur des cellules synchronisée par la thymidine. Quelques
cellules représentatives de chaque phase S : (t=2h), G2 (t=8h), M (t=9h) et G1 (t=12).

D’un point de vue plus quantitatif, les niveaux d’intensité des formes phosphorylées de MAPK/ERK
(en vert sur la figure 26) ont été mesurés pour chaque temps et comparés aux conditions controles.
Afin de s’affranchir des variations intercellulaires de niveau d’expression de MAPK/ERK, ces mesures
ont été normalisées sur le niveau d’intensité des MAPK/ERK totales (en rouge sur la figure 26). Les

résultats révelent que le taux de phosphorylation de MAPK/ERK au cours des différentes phases du

74

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Résultats I. PKA et MAPK/ERK au cours de cycle cellulaire

cycle reste faible au regard de ce qu’il peut atteindre lors d’une stimulation par facteur de croissance.
Le rapport MAPK/ERK phosphorylée/non phosphorylée atteint en effet un maximum de 0,75 a t = 4h
contre 2,25 lors d’une stimulation par de I'EGF (données non représentées pour la condition EGF).
Néanmoins, le taux de phosphorylation de MAPK/ERK varie au cours du cycle, notamment lors de la
phase S avec une augmentation de la phosphorylation a t= 4h. Une légere augmentation du taux de
phosphorylation est également détectée au cours de la mitose (0,51 a t =9 et 10h). Ce taux est plus

élevé qu’en phase G2 (0,38 a t = 8h) et qu’en début de phase G1 (0,35 a t = 12h) (figure 27).

14h

9h et 10h 12h
cellules en
mitose

1 4+

0,9 1

Oh 2h 4h 6h 8h

Figure 27 : Taux de phosphorylation de MAPK/ERK au cours du cycle cellulaire
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Calcul du rapport d’intensité du marquage MAPK/ERK phosphorylée sur MAPK/ERK totale & chaque
temps apres une synchronisation par la thymidine. Les mesures ont été réalisées sur 9 a 12 cellules

par condition.

Nous avons ensuite effectué le méme calcul de rapport MAPK/ERK phosphorylée sur MAPK/ERK
totale mais cette fois-ci en séparant le noyau et le cytoplasme, pour les cellules en phases S, G2 et
G1. De fagon trés intéressante, les résultats montrent que lors des phases S et G2, le taux de
phosphorylation est plus élevé dans le compartiment cytoplasmique que dans le noyau, tandis que
cette tendance s’inverse aprés la mitose aux temps 12 et 14h (figure 28). Ces éléments nous
indiquent que les variations de phosphorylation de MAPK/ERK, sont sous-localisées au sein de la

cellule.
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Figure 28 : Comparaison des taux de phosphorylation des MAPK/ERK par compartiment au cours du
cycle cellulaire

Calcul du rapport d’intensité du marquage MAPKs phosphorylées/MAPKs totales dans le noyau et
dans le cytoplasme a chaque temps aprés une synchronisation par la thymidine. Les mesures ont été

réalisées sur 9 a 12 cellules par condition.

3. Analyse des effets et de la localisation de PKA au cours du cycle cellulaire des cellules

Hela

3.1. L'augmentation du taux d’AMPc entraine un retard de prolifération

Les travaux de Zeilig en 1976 sur I'effet de I’AMPc sur le cycle cellulaire des cellules Hela, ont montré
gue I'élévation du contenu cellulaire en AMPc en phase S ou en phase G2, grace a |'utilisation d’un
analogue (le 8br-cAMP), retarde I'entrée en mitose de 10h (Zeilig et al., 1976). Afin d’observer son
effet dans nos conditions expérimentales, nous avons soumis les cellules HeLa non synchronisées a
une concentration de 100 uM de 8br-AMPc et avons controlé leur prolifération a 24 et 48h. Les
résultats indiquent un retard de prolifération particulierement important a 48h (figure 29). Ces
résultats confirment I'importance des variations du taux intracellulaire d’AMPc pour la progression
du cycle, puisque maintenir cette concentration élevée de fagon artificielle, ralentit la prolifération
des cellules. Néanmoins, des expériences de cytométrie en flux sur des cellules traitées dans ces
conditions, n‘ont pas permis de déterminer significativement a quel moment du cycle les cellules

sont retardées.
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Figure 29 : Retard de prolifération des cellules HeLa soumises a un traitement par un analogue de
I’AMPc.

Prolifération des cellules HelLa soumises ou non a une concentration de 0,1 mM de 8-br-cAMP a 24h

et 48h.Les statistiques ont été calculées sur trois expériences.

3.2. Localisation de PKA au cours du cycle

Nous avons ensuite observé si la localisation des sous-unités catalytiques de PKA varie au cours du
cycle cellulaire. Aprés synchronisation cellulaire par la thymidine, les cellules ont été fixées afin de
réaliser une immunofluorescence indirecte dirigée contre la sous-unité de PKA (PKAc). Lors des
phases S, G2 et de retour en G1, ce marquage présente une texture granulaire, cohérente avec la
présence des AKAPs qui faconnent des microdomaines pour I'ancrage subcellulaire de PKA. Aucune

différence notable n’est observée entre les différentes phases G1, S et G2 (figure 30).
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Figure 30: Localisation des sous-unités catalytique de PKA lors des phases S, G2 et G1

Les cellules ont été synchronisées par la thymidine puis fixées. Un marquage des sous-unités
catalytiques de PKA (en rouge) par immuno-fluorescence et un marquage de ’ADN (en bleu) ont été
réalisés. Les images montrent quelques cellules représentatives de chaque phase S : (t=2h), G2 (t=8h),
G1 (t=12).

En revanche, dans les temps entourant la phase de mitose, nous avons identifié dans certaines
cellules deux petites régions, localisées dans cytoplasme mais en proximité du noyau, ou l'intensité
du marquage de cette sous-unité était beaucoup plus élevée. Afin de déterminer a quel moment
précis correspondait ce phénotype, nous avons réitéré ces expériences d'immuno-fluorescence en y
apportant deux modifications: i) les cellules ont été synchronisées par la technique du bloc
thymidine suivi d’un bloc nocodazole dans le but de visualiser un maximum de cellules dans les
étapes précoces et pendant la mitose, ii) un marquage a-tubuline a été ajouté pour permettre de
déterminer les différents stades de la mitose. Ce type de marquage permet de définir les différentes
étapes de la mitose grace a I'observation de la formation du fuseau de division et de la condensation

des chromosomes. Les images ont révélé que la localisation de PKAc reste granulaire dans tout le
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corps cellulaire lors de la mitose. La concentration de PKAc est toutefois plus faible dans les zones ou
sont situés les chromosomes condensés. C'est lors des phases précoces de la mitose que nous avons
retrouvé deux zones a forte concentration de PKAc. En prophase, ces zones se situent de part et
d’autre du noyau, aux endroits vers lesquels convergent les microtubules. En prométaphase, ces
deux régions se situent au milieu des asters. Ces éléments indiquent que PKAc est plus concentrée au

niveau des centrosomes (figure 31).

prophase prométaphase métaphase anaphase telophase cytokinese

Figure 31 : Localisation des sous-unités catalytiques de PKA lors des différentes étapes de la mitose.

Les cellule sont été synchronisées par un bloc thymidine suivi d’un bloc nocodazole, puis fixées. Un
marquage de I'a-tubuline (en vert), des sous-unités catalytiques de PKA (en rouge) par immuno-

fluorescence et un marquage de I’ADN (en bleu) ont été réalisés.

Si on remplace le marquage PKAc par un marquage de la y-tubuline, marqueur des centrosomes, on
observe le méme patron de localisation que pour les zones trés intenses en PKAc (voir I'exemple de
la prométaphase, figure 32). Ces éléments confirment I'augmentation de la concentration des sous-

unités catalytiques de PKA au niveau des centrosomes, ce qui est cohérent avec I'augmentation
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d’activité PKA détectée au niveau des centrosomes lors de la mitose (Terrin et al.,, 2012) (cf

introduction).

a-tubuline y-tubuline Merge

Figure 32 : Localisation des centrosomes par le marquage y-tubuline

Une cellule représentative en prophase qui présente un marquage de I'a-tubuline (en vert), la y-

tubuline (en rouge) combinée a un marquage de I’ADN (en bleu).

4. Limites de I’étude des activités MAPK/ERK et PKA dans des populations de cellules

Nos données indiquent que des variations de phosphorylation et/ou de localisation de PKA et/ou
MAPK/ERK se produisent lors de la mitose. Au début de cette étape de division, les sous-unités
catalytiques de PKA sont fortement sous-localisées au niveau des centrosomes. Concernant
MAPK/ERK, nous avons pu noter que si le taux de phosphorylation était plus élevé dans le
cytoplasme avant la mitose, c’est dans le compartiment nucléaire qu’il est le plus élevé apres I'étape

de division.

Nous avons ensuite cherché a déterminer si I'activité de ces kinases varie au cours de la mitose. Bien
que tres performants pour réaliser des mesures sur de la protéine purifiée, les tests de mesure
colorimétrique et fluorescent que nous avons testés (STAR ERK1/2 ELISA (Merk Milipore) et
ProFluor® PKA Assay (Promega)) pour mesurer I'activité de ces kinases se sont révélés peu fiables et
peu reproductibles lorsque utilisés sur des extraits cellulaires. Par ailleurs, la synchronisation
cellulaire présente certaines limites. Une fraction des cellules reste toujours non synchronisée et il
existe des variations intercellulaires des différents temps requis pour effectuer chaque phase. Par
exemple, sur la figure 22, lors d’'une synchronisation par la thymidine, a t= 10h seuls 64% des cellules
correspondent aux cellules en mitose et en phase G2. |l est donc délicat d’apprécier les variations

courtes d’activité au sein d’une population.
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PARTIE Il : Mise en place d’une approche en cellules uniques utilisant les biosenseurs FRET

Les limites observées et détaillées dans la partie précédente requierent, dans le cadre de I'étude des

kinases, des techniques de mesure d’activité in vivo en cellules uniques. La seconde partie de mon

travail de thése a donc été de mettre en place au sein du laboratoire, les stratégies nécessaires a ces

mesures basées sur |'utilisation des biosenseurs FRET.

1. Mise en place technologique

Cette partie du travail a fait I'objet de la publication : From FRET imaging to practical methodology

for kinase activity sensing in living cells. Vandame P & Sipieter F ,Spriet C, Leray A, Vincent P, Trinel

D, Bodart JF, Riquet FB, Héliot L Progress in molecular biology and translational science 113:145-216.

1.1. Définition de l'intervalle dynamique

L'une des propriétés cruciales d’'un biosenseur est son intervalle dynamique. Cet intervalle

correspond a la différence de valeur de ratio ou de temps de vie entre deux cas de figure : lorsque la

kinase est complétement inactive et lorsqu’elle est pleinement active. Ces deux états peuvent étre

obtenus grace a l'utilisation de drogues ou molécules spécifiques des kinases d’intérét. L'intervalle

dynamique doit étre le plus large possible de maniere a ce que le bruit de fond de la mesure soit

négligeable par rapport aux variations d’activité. Un bon intervalle dynamique est donc lié a un bon

rapport signal sur bruit (figure 33).

Afin de détecter les meilleurs signaux possibles, et d’obtenir le rapport signal sur bruit le plus élevé

possible, il existe deux possibilités : diminuer le bruit et/ou augmenter l'intervalle dynamique. La

premiére étape est I'optimisation des parametres d’acquisitions vers le meilleur compromis entre :

© 2014 Tous droits réservés.

une illumination optimale afin de collecter un maximum de photons de fluorescence et
donc d’obtenir la meilleur estimation des signaux FRET ;

un gain faible pour minimiser le bruit de fond ;

une puissance d’excitation et un temps d’exposition faibles afin de minimiser I'apparition

d’effets phototoxiques et de photoblanchiement.
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Figure 33 : lllustration schématique de l'intervalle dynamigque

Courbe schématique d’étude de FRET par mesure des ratios d’intensité, avant et apreés stimulation de
I'activité kinase, puis aprés son inhibition. Les variations de chaque état d’activité kinase
correspondent au bruit de l'instrument et de I"échantillon. L’intervalle dynamique correspond a la
différence de FRET (en ratio dans ce cas, mais également en temps de vie) entre le maximum et le

minimum d’activité kinase détecté.

1.2. Avantages et inconvénients des différentes techniques de mesures testées

La premiere étape de la mise en place technologique pour |'utilisation des biosenseurs au sein du
laboratoire a été le test de différentes techniques de mesure de FRET afin de déterminer la méthode
adéquate pour chaque expérience. Les trois méthodes les plus couramment utilisées pour les

mesures de FRET et disponibles sur site sont :

- les mesures ratiométriques ;

- les mesures de temps de vie dans le domaine temporel (également appelé TCSPC pour
time correlated single photon counting) ;

- les mesures de temps de vie de fluorescence dans I'espace des fréquences (également

appelé FD-FLIM pour Frequency domain-FLIM).

Pour comparer ces techniques, nous avons utilisé les biosenseurs AKAR3 et AKAR4 qui détectent

I'activité de PKA (Allen and Zhang, 2006; Depry et al., 2011). Ces biosenseurs, particulierement
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performants et documentés, ont été nos outils de base pour cette mise en place technologique
(figure 34). Depuis le début de ces travaux, une nouvelle version du biosenseur PKA existe : AKAREV
(Komatsu et al., 2011), ainsi que la version FLIM-AKAR optimisée pour les mesures de FRET par FLIM
(Chen et al., 2014).

H-89
forskoline

2,14
2,12

21
2,08
2,06
2,04
2,02

T=_8 min T= 24 min

1,98
1,96

1,94 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

temps (min)

Temps de vie de fluorescence (ns)

Figure 34 : Exemple de mesure d’activité PKA par FD-FLIM.

Temps de vie de fluorescence mesuré sur des cellules exprimant le biosenseur AKAR4. Le temps de vie
de fluorescence est mesuré toute les minutes et une chute de temps de vie correspond a une
augmentation de FRET et donc de I'activité PKA. A t=5 min, les cellules ont été mises en présence de
forskoline, un activateur de l'adénylate cyclase qui induit une élévation du taux intracellulaire
d’AMPc. A t= 20 min, les cellules ont été mises en présence de H-89, un inhibiteur de I'activité PKA. Les
images montrent une cellule représentative (le temps de vie est représenté en échelle pseudo-couleur)

aux différents temps indiqués. D’aprés (Vandame et al., 2013a).

Le tableau 5 présente nos conclusions sur ces différentes techniques dans le cadre de notre étude.
Les différents avantages de la technique ratiométrique en font une méthode de choix notamment
pour des mesures d’activité sur des périodes longues, telles que le cycle cellulaire. En effet, les faibles
temps d’expositions et la puissance requise pour lillumination, n’induisent que peu d’effets
phototoxiques. Nos mesures ont montré que le photoblanchiement était négligeable dans ces
conditions. Néanmoins, le FLIM reste une alternative de choix, notamment dans I'objectif d’utiliser
plusieurs biosenseurs dans la méme cellule afin de mesurer plusieurs parameétres a la fois, ou encore
pour de I'imagerie en tissus épais, tels que des coupes de tissu cérébral (Carlson and Campbell, 2009;

Chen et al., 2014).
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Technique : Avantages : Inconvénients :
RATIO - Temps d’exposition par image court | > Analyse complexe car de
(=0,5 sec) nombreuses sources d’artéfacts sont
- Bonne résolution temporelle a prendre en considération
- Puissance d’excitation requise faible
(< 1mW)
- Peu de photoblanchiement
- Nécessite uniquement des filtres
appropriés
- Résolution spatiale dépendante du
microscope
FD-FLIM - Temps d’exposition par image - Temps d’exposition par image plus
raisonnable (max 10 sec) long (=10 sec)
- Peu de photoblanchiement -> Puissance d’excitation requise plus
- Facilité d’analyse élevée (=4mW)
- Nécessite I'acces a un équipement
sophistiqué
TCSPC - Trés bonne résolution spatiale - Temps d’exposition total plus long
- Grande précision dans les mesures (de I'ordre de la minute)
de signal FRET - Faible résolution temporelle
- Nécessite I'acces a un équipement
sophistiqué

© 2014 Tous droits réservés.

Tableau 5 : Avantages et inconvénienst des différentes technigues de FRET dans le cadre d’expérience

de time-lapse utilisant les biosenseurs.

Les caractéristiques liées au temps d’exposition et a la puissance sont celles des systéemes disponibles

sur site, dans les conditions permettant de mesurer I'activité kinase de PKA avec le biosenseur AKAR3.

Pour plus de détails sur la partie suivante qui concerne l'aspect méthodologique des mesures

d’activité kinase liée a I'utilisation des biosenseurs voir la publication page 128.

2. Optimisation des outils préexistants : optimisation du biosenseur rapporteur d’activité

MAPK/ERK

Au cours de I'étape de mise en place et de caractérisation, nous avons constaté que le biosenseur
d’activité MAPK/ERK développé par Harvey (appelé EKAR pour Extracellular-reqgulated Kinase Activity
Reporter) présente un intervalle dynamique faible a la fois dans la littérature et sur nos systémes.
Or, nos données précédemment obtenues par western blot ou par immuno-fluorescence suggerent
que les variations d’activité MAPK au cours du cycle sont faibles. Dans une recherche d’outils plus

performants, nous avons donc entrepris de modifier ce biosenseur afin d’en améliorer la sensibilité.
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Cette partie du travail a fait 'objet de la publication: Optimization of ERK activity biosensors for
both ratiometric and lifetime FRET measurements. Vandame P, Spriet C, Riquet F, Trinel D, Cailliau-

Maggio K, Bodart JF. Sensors 14(1):1140-54

2.1. Comment optimiser un biosenseur ?

Plusieurs éléments peuvent étre modifiés pour obtenir un meilleur intervalle dynamique. L'idée
générale de I'optimisation d’un biosenseur est, soit d’en améliorer le récepteur, par exemple en
ajoutant un domaine de fixation (docking domain) de la kinase d’intérét dans la séquence du
biosenseur afin de favoriser I'interaction senseur/kinase, soit de modifier la partie transductrice,

pour améliorer le signal FRET. Ce deuxieme choix implique plusieurs stratégies :

- Modifier les fluorophores : il existe de nombreux variants de chaque fluorophore qui
présentent des propriétés optimisées comme un meilleur rendement quantique ou un temps
de vie plus élevé. De nouveaux couples de fluorophores optimisés pour le FRET sont

régulierement développés.

- Modifier son changement de conformation : I'idée ici est d’apporter plus de flexibilité ou de
rigidité au biosenseur, dans le but de favoriser la bonne orientation et le rapprochement des

fluorophores.

2.2. Optimisation du biosenseur MAPK/ERK

2.2.1. Stratégie d’optimisation

Afin de rétrécir le champ d’investigations possibles, nous nous sommes basés sur de précédentes
optimisations (Depry et al.,, 2011) et sur un biosenseur présentant un intervalle dynamique

remarquable (Klarenbeek et al., 2011), pour tenter d’améliorer le biosenseur MAPK/ERK.

Dans le cadre de I'optimisation d’AKAR3 vers AKAR4 publiée en 2011, le simple changement du
fluorophore donneur (remplacement de la CFP par une Cerulean) en combinaison avec la CpVenus, a
permis d’augmenter l'intervalle dynamique d’environ 35% a 57% pour les mesures ratiométriques,
ainsi que de 120 picosecondes (ps) a 140 ps sur les expériences de FD-FLIM (Depry et al., 2011;
Vandame et al., 2013a).
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Parmi les outils qui utilisent le FRET pour caractériser la voie AMPc/PKA, nous avons été amenés a
utiliser une autre catégorie de biosenseur, qui ne reporte pas l'activité de la kinase mais la
concentration d’AMPc. Ceux-ci sont construits d’une fagon un peu différente : ils utilisent la propriété
de la protéine Epacl (ou Epac2) a se déplier lorsque '’AMPc s’y fixe. Ils sont constitués de deux
fluorophores qui flanquent la séquence de la protéine EPAC (Ponsioen et al., 2004). Parmi ces outils,
le biosenseur TEPACY présente un intervalle dynamique impressionnant de 700ps en FLIM et de
presque 100% en FRET ratiométrique (Klarenbeek et al., 2011). Les fluorophores de ce biosenseur
ont été choisis de fagon a optimiser les mesures par FRET ratiométrique mais également par FLIM. En
effet, le fluorophore donneur est une turquoise tronquée qui présente un temps de vie plus élevé
gue les variants CFP et Cerulean (3,7 ns a la place de 2,3), tandis qu’en place d’accepteur, se trouve
un dimere CpVenus-Venus qui augmente les capacités d’ extinction ou « quenching » et favorise les

expériences de FLIM et de FRET ratiométriques (Goedhart et al., 2010; Kremers et al., 2006).

La premiére étape de I'optimisation du biosenseur MAPK/ERK existant a donc été de remplacer les
fluorophores de EKAR par ceux présents dans AKAR4 et TEPACY (figure 35A). Lorsque nous avons
commencé a tester ces nouveaux biosenseurs, de nouveaux travaux concernant |’optimisation des
biosenseurs ont été publiés dans lesquels un linker a été concu pour améliorer les capacités de
plusieurs senseurs kinase préexistants (Komatsu et al., 2011)(cf. introduction). Sa présence ajoute le
suffixe EV aux acronymes précédents pour donner un nom a cette nouvelle génération d’outils. Les
résultats préliminaires encourageants du couple de fluorophores turquoise-dimére CPVenus-Venus
nous ont conduits a les combiner a ce nouveau linker (figure 35B). La figure 35 expose c la
composition des 3 constructions testées et leurs modifications par rapport aux générations
précédentes. Ces constructions ont été nommeées d’aprés le biosenseur dont ils sont issus en vy

ajoutant les initiales des fluorophores utilisés.
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Figure 35 : Stratégie d’optimisation du biosenseur MAPK

ERK DD correspond au domaine de docking de MAPK/ERK (séquence d’acides aminés: FQFP). WW
correspond au PAABD. Le substrat correspond a une partie de la séquence de la protéine Cdc25
(séquence d’acides aminés: PDVRTPVGK) qui est spécifiquement reconnue et phosphorylée par
MAPK/ERK sur la thréonine 48. EKAR-Cer/CpV and EKAR-TVV dérivent de EKAR (Harvey et al., 2008)
et EKAREV-TVV dérive de EKAREV (Komatsu et al., 2011). D’apres (Vandame et al., 2013b)

2.2.2. Mesures des intervalles dynamiques des biosenseurs MAPK/ERK

Dans le but de créer une nouvelle génération de biosenseur MAPK la plus polyvalente possible pour
la communauté scientifique, nous avons choisi de tester nos constructions a la fois en FRET
ratiométrique et en FLIM afin de déterminer le biosenseur le plus performant. Pour ce faire, les
cellules exprimant les différentes constructions moléculaires ont été privées de sérum afin
d’inactiver la voie MAPK/ERK. Aprés quelques images qui correspondent a l'absence d’activité
MAPK/ERK, les cellules ont été soumises a une stimulation par I'EGF, qui a pour conséquence
d’activer la cascade MAPK/ERK (figure 36 et 37). Chaque biosenseur que nous avons construit a été

comparé a celui a partir duquel il a été modifié.
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Les mesures ratiométriques ont révélé que EKAR-Cer/cpV et EKAR-TVV présentent des intervalles
dynamiques supérieurs a celui de EKAR apres stimulation par I'EGF (figure 36). En revanche, la

différence entre EKAREV et EKAREV-TVV est peu significative.
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Figure 36 : Intervalles dynamiques des biosenseurs optimisés par rapport aux biosenseurs d’origine

mesurés par FRET ratiométrigue

Les courbes représentent les variations des ratios YFP/CFP mesurés sur des cellules (n= 22 a 43 par
condition) exprimant les différents biosenseurs et privées de sérum avant et apres stimulation de
I'activité MAPK/ERK par I’EGF. D’aprés (Vandame et al., 2013b)

Lorsque la méme expérience est réalisée en FLIM, on observe que EKAR-TVV et EKAREV-TVV
présentent des intervalles dynamiques supérieurs, contrairement a EKAR-Cer/cpV qui est pourtant

meilleur que EKAR lors des expériences de FRET par mesure des ratios (figure 37).

88

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014

Résultats II. Mise en place d’une approche biosenseur FRET
50 - EGF 50 - EGF
0 !!‘\k;f . 0 %
I 2
5042 50 4
50 3 50 2
> o
o ©
| = o wi
100 { o | 100 g
£ 8
150 { 3 ' ' -150 {3
5 £
200 {5 200 4 2
3 £
.E .§
= Temps (min) B Temps (min
250 12 ; : ; . -250 . : s Ll .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Légende: [l EKAR B EexAr-cer/cpv [ exar-Tw [] exarev Bl ExAREV-TWV

Figure 37 : Intervalles dynamiques des biosenseurs optimisés par rapport aux biosenseurs d’origine

mesurés par FD-FLIM

Les courbes représentent les variations de temps de vie mesurées par FD-FLIM sur des cellules (n=4 a
8 cellules par condition) exprimant les différents biosenseurs et privées de sérum, avant et aprés
stimulation de I'activité MAPK/ERK par I'EGF. D’apreés (Vandame et al., 2013b).

Le calcul des intervalles dynamiques obtenus par soustraction de la moyenne des points avant
stimulation a la moyenne des points de la phase plateau apres stimulation par I'EGF, pour chacune
des deux techniques montre que EKAR-TVV est le biosenseur le plus polyvalent. En effet, son
intervalle dynamique est de 21,5% au lieu de 14,2% pour EKAR en FRET ratiométrique et de 160 ps
au lieu de 60 ps en FLIM. Le cas EKAREV-TVV est également intéressant: si celui-ci présente le
meilleur intervalle dynamique en FLIM (192 ps), il ne présente aucun bénéfice pour les expériences

de FRET-ratio (figure 38).

Comment un biosenseur peut-il étre optimisé pour une technique de mesure et non pour une autre ?
Le fait est qu’un événement de FRET correspond a une modification de I'environnement local d’un
fluorophore. Cette modification affecte plusieurs des propriétés de la fluorescence. Or, FRET
ratiométrique et FD-FLIM reposent chacun sur la mesure d’une ces propriétés: les intensités
d’émission ou le temps de vie. Le repliement d’un biosenseur, nécessaire au transfert d’énergie, peut
également contribuer en lui-méme a modifier I'environnement local d’un fluorophore. Une
hypothése pour répondre a la question de départ est que les modifications engendrées par le

repliement du biosenseur (et non par le FRET) pourraient affecter différemment les propriétés de la
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lumiére, donnant naissance ainsi a des biosenseurs tres performants pour une technique de mesure

mais pas obligatoirement pour une autre.
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Figure 38 : Histogrammes des intervalles dynamiques obtenus en FRET ratio et en FD-FLIM

Les histogrammes représentent les variations de ratio (en % a gauche) et de temps de vie (en ps a
droite) obtenues aprés stimulation par I'EGF pour les différents biosenseurs. 2 étoiles représentent
une p-value < 0,01 et trois étoiles représentent une p-value < 0,001. Sur I’histogramme de gauche les
symboles sont en rouge quand les données ont été comparées a EKAREV et en noir quand comparées
a EKAR. D’aprés (Vandame et al., 2013b).

Le dernier point a contrbler lors de I'optimisation d’'un biosenseur est de vérifier que les
modifications apportées n’ont pas altéré sa réversibilité, c’est-a-dire sa capacité a étre
déphosphorylé sous I'action de protéines phosphatases et donc a retourner a un état
conformationnel relaxé. Pour ce faire, les cellules ont été soumises, aprés une stimulation par I'EGF,
a un traitement par 'U0126, un inhibiteur de I'activité MAPK/ERK. Sous I'effet de 'U0126, les cellules
exprimant EKAR-TVV ou EKAREV-TVV, ont montré des niveaux de FRET qui décroissent jusqu’a
retourner au niveau basal (c’est-a-dire, le méme niveau de FRET qu’en état de privation de sérum)
ce qui confirme leur réversibilité (figure 39). Nous avons également construit par mutagénese dirigée
les mutants non phosphorylables de EKAR-TVV et EKAREV-TVV comme contréle négatif. Pour ces
deux mutants, la thréonine au sein du substrat a été remplacée par une alanine. Lors des différentes
activations ou inhibitions de MAPK/ERK, aucune variation des signaux de FRET n’a été détectée

(figure 39).
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Figure 39 : Réversibilité de EKAR-TVV

Les courbes représentent les variations du ratio YFP/CFP, mesurées sur des cellules exprimant EKAR-
TVV (n= 16) ou sa version mutée (n= 25), avant et aprés stimulation de I'activité MAPK par I'EGF et
apreés inhibition de I'activité MAPK par I'U0126. En dessous, une cellule représentative de chaque

condition a différents temps.

En conclusion, cette étape d’optimisation du biosenseur MAPK, nous a permis de développer un
biosenseur polyvalent et performant : EKAR-TVV, dont I'intervalle dynamique est meilleur que celui
des générations précédentes, a la fois en FRET ratiométrique et en FLIM. Ce biosenseur, ainsi que
EKAREV-TVV qui présente le meilleur intervalle en FLIM, sont mis a disposition de la communauté

scientifique et permettront des mesures d’activité MAPK/ERK in vivo plus sensibles.
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PARTIE lll : Mesures des activités kinase PKA et MAPK/ERK au cours du cycle cellulaire

Les inconvénients des premiéres générations de biosenseurs MAPK/ERK ont été estimés au début de
ce travail (cf. partie Il des résultats). lls nous ont conduits a débuter cette partie du travail par une
étude de l'activité de PKA au cours du cycle, en attendant de disposer de nouveaux outils pour

étudier MAPK/ERK.

1. Etude spatio-temporelle de I’activité de PKA

Cette partie du travail a fait I'objet de la publication : The spatio-temporal dynamics of PKA activity

profile during mitosis and its correlation to chromosome segregation. Pauline Vandame, Corentin

Spriet, Dave Trinel, Armance Gelaude, Katia Caillau, Coralie Bompard, Emanuele Biondi and Jean-

Francois Bodart. Cell Cycle, 2014. Sous presse.

1.1. l'activité de PKA augmente lors de I’entrée en mitose

Les données d'immuno-fluorescence (figure 31) indiquent que les sous-unités catalytiques de PKA,
responsables de son activité de phosphorylation, sont fortement localisées aux centrosomes lors des
premieres étapes de la mitose. Nous avons cherché a savoir si, a ce moment du cycle cellulaire,
I'activité de PKA varie. Dans cet objectif, nous avons utilisé le biosenseur rapporteur d’activité PKA :
AKAREV (Komatsu et al., 2011). Les cellules ont été synchronisées au moment de la transition G1/S
par la technique du bloc thymidine et les mesures de FRET ont été réalisées toutes les 5 min par
calcul des ratios d’intensité car c’est la méthode la moins phototoxique et la plus favorable a de
I'imagerie sur des temps d’acquisitions longs. La figure 40 montre les profils d’activité PKA obtenus
au cours de la mitose. L'activité de PKA augmente lorsque la cellule se détache de son substrat et
s’arrondit, phénotype caractéristique de I'entrée en mitose. Cette activité reste élevée lors de la
progression de la mitose et décroit au moment ou les cellules prennent une forme allongée (lors de

I’'anaphase) juste avant d’effectuer leur cytokinése (figure 40).

Aprés la cytokinese, lorsque les cellules retournent en phase G1, deux comportements ont été

observés :

- Certaines cellules ont montré un pic d’activité PKA, pendant un laps de temps court, avant de

retourner a un niveau d’activité plus faible (figure 40).

- Ce pic n’a toutefois pas été détecté dans toutes les cellules. Une hypothése pour I'expliquer est que
cet évéenement est parfois trop court pour étre décelé systématiquement avec une acquisition toutes

les 5 minutes.
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Figure 40 : L’activité de PKA augmente lors de la mitose

La courbe représente le ratio YFP/CFP mesuré dans une cellule en mitose exprimant le biosenseur
rapporteur d’activité PKA AKAREV. A t= 4h45, la courbe se divise en deux courbes pour suivre
I'activité PKA dans chacune des cellules filles. Les images représentent le ratio YFP/CFP en échelle

pseudo-couleur, avant pendant et aprés la mitose.
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Afin de controler que les variations de FRET observées lors de la mitose ne sont pas un artefact,
conséquence de modifications physico-chimiques, ou encore morphologiques, nous avons construit
une version non phosphorylable de AKAREV par mutagenése dirigée. Lors d’une stimulation de
I'activité de PKA par la forskoline, cette version mutée ne montre aucune variation du ratio YFP/CFP,
ce qui valide la construction de ce mutant (figure 41). Nous avons ensuite réalisé des mesures au
cours du cycle sur des cellules transfectées avec AKAREV T>A. Dans ces conditions, on observe une
légére chute du signal FRET depuis I'arrondissement des cellules jusque la cytokinese. Néanmoins, la
comparaison statistique des ratios entre les cellules exprimant AKAREV et AKAREV muté aux
différents moments de la mitose confirme que les variations observées sont significatives et
correspondent a une augmentation de l'activité PKA (figure 42). Cette analyse montre une
augmentation du ratio YFP/CFP de 24% au moment de la mitose, correspondant donc a une
augmentation de l'activité PKA. Cette activité décroit a la cytokinése : le ratio YFP/CFP diminue
jusque 11%. Enfin la valeur intermédiaire en G1 s’explique par les deux types de comportements

observés (pic d’activité PKA ou non) (figure 42).
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Figure 41 : Validation fonctionnelle du biosenseur muté AKAREV T>A

Ratios YFP/CFP mesurés sur des cellules exprimant AKAREV (n=20) ou AKAREV T>A (n=11), avant et
apreés addition de 12.5 uM de forskoline (a t= 8min). Images représentatives d’une cellule pour chaque
condition avant et apres ajout de forskoline, en échelle pseudo-couleur.
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Figure 42 : Comparaison statistique des variations de ratio FRET observées dans les cellules exprimant

AKAREV et sa version mutée lors de la mitose.

L’histogramme représente les différences moyennes entre les ratios mesurés sur les cellules exprimant
AKAREV (n=8) et AKAREV muté (n=8). Les différentes étapes ont été différenciées sur des critéres
morphologiques : i) fin de G2/prophase correspond aux 5 points avant I'arrondissement de la cellule,
ii) mitose correspond au moment ou la cellule est effectivement ronde, iii) cytokinese correspond au
moment ol la cellule s’allonge et commence sa constriction en deux cellules filles et iv) début de G1,
correspond aux 5 points suivants.

1.2. L'activité de PKA est sous-localisée pendant les différentes étapes de la mitose

Dans un second temps, nous avons observé que |'activité de PKA est sous-localisée au sein de la
cellule lors des étapes de la mitose. Nous avons réalisé des expériences de FRET par calcul des ratios
d’intensités en augmentant la résolution et en y ajoutant du sectionnement optique sur un
microscope confocal. Les cellules exprimant le biosenseur AKAREV ont été synchronisées et fixées au
moment de la mitose. Sur les cellules en métaphase, nous avons observé que I'activité PKA était
particulierement élevée a proximité des chromosomes et, au contraire, plus faible la ou se tient le

fuseau de division (figure 43).

Afin de vérifier que ces variations ne résultent pas d’un artéfact causé par des variations de la
concentration du biosenseur dans ces régions, la méme expérience a été réalisée sur des cellules
exprimant le biosenseur mutant AKAREV T>A, ainsi que sur des cellules exprimant AKAREV et traitées
par un inhibiteur de I'activité PKA, le H-89. Dans ces deux conditions, aucune variation de ratio n’a
été observée, ce qui confirme que les changements de ratio détectés au niveau des chromosomes ou

du fuseau correspondent bien a différents niveaux d’activité PKA (figure 44).
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intensité FRET ratio

Figure 43 : Sous localisation de I'activité PKA en métaphase

Une cellule exprimant le biosenseur AKAREV en métaphase (représentative de n=12). Le haut de la
figure représente successivement I'image d’intensité de la CFP (en niveau de gris) afin de visualiser les
différentes structures intracellulaires, I'image de ratio YFP/CFP en pseudo-couleur et la superposition
de ces deux images afin de visualiser quelles activités sont corrélées a quelles structures. La partie
basse représente un agrandissement de la région d’intérét définie sur I'image en haut a gauche. Dans
le but de mieux visualiser les évenements qui ont lieu au niveau des chromosomes, l'intensité est
représentée cette fois-ci par une échelle de niveau de gris inversée, suivie de I'image de ratio, puis de
la superposition des deux images précédentes.

AKAREV AKAREV T>A
+ H-89

Figure 44 : Contréle de sous localisation de l'activité PKA

Image des ratios YFP/CFP (en échelle pseudo-couleur) pondérés par I'intensité pour des cellules en
métaphase exprimant i) AKAREV et traité par le H-89 (représentative de n=4) ii) AKAREV T>A
(représentative de n=6).
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Nous avons observé que ce patron de sous-localisation de I'activité PKA (activité plus forte a
proximité des chromosomes) se prolongeait en anaphase. En effet, lors de cette étape de la mitose,
une activité PKA importante est détectée au niveau de I’ADN, tandis qu’elle est plus faible entre les

deux lots de chromosomes en train de migrer vers les poles de la cellule (figure45).

Figure 45 : Sous localisation de ’activité PKA en anaphase

Une cellule en anaphase exprimant le biosenseur AKAREV (représentative de n=3). La partie haute de
la figure représente successivement une image d’intensité de la CFP (en niveau de gris) afin de
visualiser les différentes structures intracellulaires, I'image de ratio YFP/CFP en échelle pseudo-
couleur, et la superposition de ces deux images afin de visualiser quels niveaux d’activité sont corrélés
a quelles structures. La partie basse représente un agrandissement de la région d’intérét définie sur
I'image en haut a gauche. Dans le but de mieux visualiser les événements qui ont lieu au niveau des
chromosomes, l'intensité est représentée cette foi- ci par une échelle de niveau de gris inversée, suivie

de I'image de ratio, puis de la superposition des deux images précédentes.

Nous sommes actuellement en train de mettre en place une stratégie de mesure de I'activité PKA aux
centrosomes, pour observer cette activité notamment en prophase et prométaphase. Nous avons
combiné I'expression du biosenseur AKAREV avec une étape d’immunofluorescence indirecte
utilisant un anticorps dirigé contre la y-tubuline. Pour I'instant nos mesures a cet endroit présentent
un rapport signal/bruit faible et sont difficilement analysables notamment a cause de la petite taille

de la zone a analyser.
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1.3. L'augmentation d’activité PKA lors de la mitose est nécessaire a un alignement correct

des chromosomes en métaphase.

L'étape suivante a été de déterminer le role de I'augmentation d’activité PKA lors de la mitose. Cette

augmentation est-elle nécessaire a la progression de la mitose ?

Les cellules ont donc d’abord été synchronisées en fin de phase G2 par un bloc thymidine suivi d’un
bloc nocodazole. Apreés la reldche permettant aux cellules la reprise du cycle, elles ont été mises en
présence de 10 uM de H-89, I'inhibiteur de PKA, puis fixées a t= 1h et t= 2h apreés la reprise. D’apres
les marquages de I'’ADN (marquage Hoechst) et du fuseau (immunofluorescence indirecte dirigée
contre I'a-tubuline), chaque cellule de chaque condition a été classée selon la phase de la mitose
dans laquelle elle se trouve. Les cellules en cytokinese forment deux compartiments a part entiere
avec deux noyaux dans lesquels ’ADN est toujours condensé, tandis que I'identification des cellules
ayant accompli la mitose et de retour en G1 est basée sur la présence d’'un pont de cytoplasme
(également marqué par I’ a-tubuline) entre deux cellules. Dans ces conditions d’inhibition de PKA, la
progression de la mitose n’est pas retardée. En effet, 2h aprés la relache, 57.7 + 5.3% des cellules

sont retournées en G1 contre 64.6 + 10.8% en condition contrdle (figure 46).
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Figure 46 : Progression de la mitose lors d’une inhibition de PKA

Pourcentage de cellules (n= 632 a 1195 par condition) dans chaque phase de la mitose, interphase ou
retour en G1, classées sur la base de critéres morphologiques.
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L'observation des phénotypes des cellules en métaphase soumises a I'inhibition de PKA par le H-89 a
révélé des anormalités. En effet, un grand nombre de cellules en métaphase présentait un défaut
d’alignement des chromosomes sur le fuseau. Dans certains cas, la migration précoce, d’'un ou d’une
partie des chromosomes, a été observée a un pole de la cellule. Dans d’autres cas, les chromosomes
ont présenté un alignement anarchique sur un fuseau pourtant déja parfaitement formé (figure 47).
Si on compare ces phénotypes avec ceux de la condition controle on observe que ces défauts
d’alignement en métaphase concernent jusque 63% des cellules traitées par le H-89 (figure 48). Ces
données suggerent que l'augmentation d’activité PKA au début de la mitose est nécessaire a la
préservation de la stabilité chromosomique. Dans les méme conditions expérimentales, I'ajout de 8-
br-cAMP (analogue de ’AMPc) a la place du traitement H-89, n’a révélé ni retard ou accélération de

la progression de la mitose, ni aberrations de I'alignement des chromosomes sur le fuseau.

controle

10 pm

Figure 47: Phénotypes de cellules en métaphase lors de l'inhibition de PKA

Immuno-fluorescence de I'a-tubuline (en vert) combinée a un marquage de I’ADN (en rouge) effectués
sur des cellules synchronisées par un bloc thymidine suivi d’un bloc nocodazole, puis traitées par le H-
89 lors de la reprise du cycle cellulaire.
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Figure 48 : Proportion de cellules présentant un phénotype mitotique aberrant lors d’une inhibition
PKA

Pourcentage de cellules présentant les phénotypes de mitose défectueux illustrés figure 47, aprés 1h
ou 2h de traitement par le H-89 effectué lors de la reldche du bloc nocodazole. Les étoiles
représentent la p-value obtenue par test de student (sur trois expériences) avec : * < 0.05 and ** <
0.01.

2. Résultats préliminaires : les effets de PKA lors de la mitose résultent-ils d’une influence

sur la signalisation MAPK/ERK ?

2.1. Comment varie I'activité de MAPK/ERK lors de la progression du cycle et lors de la

mitose ?

Les données de Western Blot et d'immuno-fluorescence (figures 25 et 26,) semblent indiquer que les
niveaux de phosphorylation de MAPK/ERK et donc de son activité, sont faibles au long du cycle
cellulaire si nous les comparons aux variations obtenues lors d’une stimulation par I'EGF. De plus, si
des relocalisations des formes phosphorylées de MAPK/ERK entre les différentes phases ont été
observées, aucune variation tranchée du niveau de phosphorylation global de MAPK/ERK n’a été
détectée en Western Blot. Afin de vérifier si ce dernier résultat est la conséquence des limites de la
synchronisation cellulaire, nous avons réalisé des mesures d’activité MAPK/ERK in vivo, cellule par

cellule.

Nos résultats préliminaires, obtenus avec le biosenseur EKAR-TVV n’ont, pour 'instant, pas révélé de

variation tranchée lors de la progression du cycle et de la transition G2/M. En revanche, nous avons

100

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Pauline Vandame, Lille 1, 2014
Résultats Ill. Dynamique de PKA et MAPK/ERK au cours de la mitose

pu observer une forte chute du signal au moment de la cytokinese, en fin de mitose. Cette
diminution d’activité est tres rapide a I’échelle du cycle, puisque le signal passe du niveau basal a son
niveau minimal en 10 minutes environ et revient ensuite au niveau basal 30 min plus tard. Plus
précisément, la chute de I'activité MAPK/ERK débute lorsque la cellule s’arrondit lors de I'anaphase.
Le ratio YFP/CFP est minimal au moment de la cytokinése puis remonte un peu plus lentement

lorsque les cellules finissent de s’individualiser et se ré-étalent sur leur substrat (figure 49).

interphase métaphase anaphase cytokinése retourenG1l

Figure 49 : Variation d’activité MAPK/ERK lors de la mitose

Les niveaux de FRET sont représentés par une échelle pseudo-couleur avant, pendant et apres la
cytokinése.

2.2. PKA peut-elle modifier I'activité de MAPK/ERK ?

Il a été rapporté dans la littérature que MAPK/ERK est impliquée dans la stabilité chromosomique et
I’aneuploidie. Il a également été montré que I'activité de PKA peut moduler I'activité de MAPK/ERK
(cf introduction). Comme nous l'avons démontré figure 47 et 48, l'inhibition de PKA entraine
I"apparition de phénotypes mitotiques aberrants pouvant générer des aneuploidies. Une de nos
hypothéses est que l'effet de cette inhibition sur I'alignement des chromosomes sur le fuseau

dépendrait de MAPK/ERK.

Afin de déterminer quel était I'effet de PKA sur I'activité MAPK/ERK, nous avons utilisé I'inhibiteur de
PKA (H-89) sur une population de cellules non synchronisées. Pour réaliser une étude cellule par
cellule et observer si la phosphorylation de MAPK/ERK augmente dans ces conditions, nous avons
réalisé marqué MAPK/ERK phosphorylée, MAPK/ERK totale (par immuno-fluorescence indirecte) et
I’ADN (par traitement au Hoechst) afin d’identifier le compartiment nucléaire. Dans le but de
s’affranchir des variations intercellulaires de niveau d’expression de MAPK/ERK, toutes les mesures
d’intensité de fluorescence du marquage MAPK/ERK phosphorylé ont été normalisées sur I'intensité
de la fluorescence du marquage MAPK/ERK total. Enfin, afin d’observer si les variations de

phosphorylation suite a une inhibition de PKA sont sous-localisées au sein de la cellule, cette analyse
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a été réalisée pour chaque cellule dans le compartiment cytoplasmique d’un c6té et pour le

compartiment nucléaire de I'autre.
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Figure 50 : Analyse cellule par cellule des taux de phosphorylation nucléaire et cytoplasmique de

MEPK/ERK

Rapport de l'intensité de fluorescence des marquages MAPK/ERK phosphorylée sur MAPK/Erk totale

dans le noyau et dans le cytoplasme en condition contréle (n=171), en condition de stimulation par
I'EGF (n=188) et en condition d’inhibition de PKA par le H-89 (n= 394).

Les résultats présentés figure 50 révélent une augmentation de la phosphorylation de MAPK/ERK

sous l'action du H-89 et ce, a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Néanmoins, la spécificité de

cette variation induite par une inhibition de PKA lors de la mitose reste a confirmer par d’autres

analyses.
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PARTIE IV : Extension du systeme de mesure d’activité/phosphorylation a un organisme

modeéle procaryote : étude du cycle cellulaire chez Caulobacter crescentus

Si les biosenseurs rapporteurs d’activité kinase sont de plus en plus couramment utilisés en cellules
eucaryotes, ceux-ci sont beaucoup moins développés pour I'étude des kinases bactériennes.
Néanmoins, les travaux de Gao et collaborateurs ont mis en évidence que les propriétés
d’homodimérisation des régulateurs de réponses chez Escherichia coli pouvaient étre utilisées afin de
détecter I'activité de la kinase en amont (Gao et al., 2008). Avec I'appui de I'équipe d’Emanuele
Biondi, nous avons donc développé un nouveau type de biosenseur pour I'étude in vivo de I'activité
et la phosphorylation du principal régulateur du cycle cellulaire chez la bactérie modele Caulobacter

crescentus.

1. Présentation du contexte de I’étude

1.1. Caulobacter crescentus et son cycle cellulaire

C. crescentus est |'organisme modele de I'étude du cycle cellulaire pour la famille des
Alphaproteobacteria, un groupe taxonomique hétérogene qui comprend des symbiotes de plantes
(par exemple : Rhizobium) ainsi que des pathogénes animaux (Brucella, Rickettsia) et de plantes
(Agrobacterium). C. crescentus est une bactérie aquatique a gram-négative qui présente une division
asymétrique. Chaque cycle de division produit deux cellules filles possedant le méme génome mais
un programme de développement différent. La premiere cellule fille est sessile et possede une
extension de la membrane externe formant un pédoncule (stalk) qui lui permet de s’attacher a son
substrat. Cette cellule fille peut recommencer immédiatement un nouveau cycle de réplication du
chromosome et est appelée « stalked cell » (cellule pédonculée). La seconde cellule fille est motile,
possede un flagelle et des pili qui lui permettent de nager jusqu’a un environnement ou les
conditions nutritives sont favorables. Celle-ci se différencie alors en cellule pédonculée : elle perd le
flagelle et les pili et commence au méme podle la biosynthése du pédoncule. Cette deuxieme cellule

est appelée « swarmer cell » (cellule flagellée) (figure 51)(Curtis and Brun, 2010).
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Figure 51 : Le cycle cellulaire de C.crescentus

C. Crescentus connait une division asymétrique qui produit deux cellules filles différentes : une cellule
pédonculée qui recommence immédiatement un nouveau cycle de réplication et une cellule flagellée
qui se déplace jusqu’a trouver des conditions favorable afin de se différencier en cellule pédonculée.
A) représentation schématique du cycle de développement de C.crescentus. B) une cellule flagellée et
C) une cellule pré-divisonnelle en microscopie électronique. D’apres :(Skerker and Laub, 2004)

1.2. CtrA et la régulation du cycle cellulaire chez C. crescentus

Le controle de cette division cellulaire asymétrique implique un réseau de régulation complexe
composé en grande partie de systemes a deux composants. Classiquement, et comme leur noms
I'indique, ces systémes sont composés de deux partenaires : une histidine kinase et un régulateur de
réponse. L’histidine kinase en réponse a un signal, s’autophosphoryle sur un résidu histidine. Ce
groupement phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate du domaine receveur du
régulateur de réponse, ce qui modifie I'activité de son domaine effecteur. Certaines histidine kinases
(histidine kinases hybrides) possédent leur propre domaine receveur auquel cas, le groupement
phosphate est d’abord transféré a ce niveau sur un résidu aspartate. Ce groupement est ensuite pris

en charge par une Hpt (histidine phosphotransfer protein) puis transféré au régulateur de réponse.
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C'est par ce deuxieme type d’histidine kinase qu’a lieu I'activation du régulateur majeur de la
progression du cycle cellulaire chez C. crescentus: le facteur de transcription CtrA (Cell-cycle
transcription regulator A). CtrA est activé par le phospho-relai composé de I'histidine kinase CckA et
de la phosphotransferase ChpT (Biondi et al., 2006). CtrA est activé lorsqu’il est phosphorylé sur le
résidu aspartate présent en position 51. Dans cet état, il a été montré que CtrA agit comme un
activateur ou un répresseur de la transcription. Il a notamment été mis en évidence que CtrA
contréle, directement ou indirectement, la transcription de 26% des genes régulés en fonction du
cycle cellulaire (Laub et al., 2000). Parmi ceux-ci, on retrouve des génes dont les produits sont
impliqués dans de nombreux processus essentiels a la progression du cycle cellulaire tels que
I'assemblage du flagelle et des pili, la biosynthése du pédoncule, l'initiation de la réplication de
I’ADN, la méthylation de I’ADN et la division cellulaire (Laub et al., 2002). De plus, au stade cellule
flagellée, CtrA actif se lie a 5 sites au niveau de I'origine de réplication ce qui bloque l'initiation de la

phase S (Domian et al., 1997).

1.3. Régulation spatiale et temporelle de CtrA

La concentration de CtrA oscille lors de la progression du cycle cellulaire. CtrA est présent et actif au
stade cellule flagellé, ou il inhibe I'initiation de la réplication du chromosome (Quon et al., 1998). Lors
de la transition G1/S, CtrA est déphosphorylé et dégradé ce qui permet a la cellule du dupliquer son
ADN (Domian et al., 1997). Puis, en cellule pré-divisionnelle, il est synthétisé a nouveau et
phosphorylé permettant ainsi la transcription de génes impliqués dans la progression du cycle (Laub
et al.,, 2000). La phase de division produit donc une cellule flagellée dans laquelle CtrA doit étre
présent et phosphorylé, et une cellule pédonculée dans laquelle CtrA doit étre dégradé pour
permettre l'initiation d’un nouveau cycle de réplication. En cellules pré-divisonnelles, CtrA doit donc

étre régulé de facon spatiale et temporelle afin de générer deux cellules filles différentes.

Comme la plupart des histidines kinase, CckA agit a la fois comme une kinase mais également comme
une phosphatase sur son substrat CtrA. Lorsque CckA n’est pas auto-phosphorylée, les groupements
phosphate sont « renvoyés » du régulateur de réponse vers la kinase, ou ils seront hydrolysés (Chen
et al., 2009). L’activité de CckA est régulée par la kinase DivL, qui lui permet une activation maximale
(Tsokos et al., 2011). De plus, I'activité de CckA est régulée négativement par un autre systéme a
deux composants qui est constitué du régulateur de réponse DivK et de I'histidine kinase DivJ, dont
I’action est contrebalancée par la phosphatase PleC (Biondi et al., 2006). DivK, lorsqu’il est
phosphorylé, peut se fixer a DivL et ainsi perturber son interaction avec CckA, ce qui inhibe I'activité

de cette derniére (Tsokos et al., 2011).
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Il est important de noter que, si CtrA diffuse librement dans la bactérie, CckA est, quant a elle,
principalement localisée aux poles de la cellule pré-divisionnelle (Angelastro et al., 2010). Toujours a
ce stade, PleC et DivL sont localisées au péle qui donnera naissance a la cellule flagellée, tandis que
DivJ est localisé au pole pédonculé. La phosphorylation de CtrA au stade pré-divisonnel est donc
régulée par un arrangement spatial complexe. En effet, au péle flagellé, PleC est responsable de la
déphosphorylation de DivK, qui n’inhibe donc pas l'interaction CckA-DivL, ce qui promeut en
conséquence l'activité kinase de CckA et la phosphorylation de CtrA. En revanche, au pole opposé, la
colocalisation de DivJ et CckA, qui agit alors comme une phosphatase, réprime la phosphorylation de

CtrA (figure 52) (Tsokos and Laub, 2012; Tsokos et al., 2011) .

Péle pedoncule Péle flagelle

Activité phosphatase Activité kinase
de CckA de CckA

Figure 52 : Localisation des composants du réseau de régulation de CtrA

Au pdle pédonculé, la co-localisation de CckA avec DivJ lui confére une activité de phosphatase pour

CtrA. Au péle flagellé, la présence de DivL et de PleC permettent a CckA d’agir comme une kinase.

Le fait que CckA agisse comme une phosphatase au pole pédonculé et comme une kinase au péle
opposé au stade pré-divisionnel, suggere I'existence d’un gradient de phosphorylation de CtrA entre
les deux poles pour assurer I'asymétrie de la division (figure 53)(Chen et al., 2011). Néanmoins, a ce

jour, aucune mesure directe de la phosphorylation de CtrA in vivo n’a été réalisée.
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CckA
kinase

[CtrA~P] +

CckA
phosphatase

[CtrA~P] -

Figure 53 : Représentation schématique du gradient hypothétique de phosphorylation de CtrA

Comme CckA agit comme une source de phosphorylation pour CtrA au pdle flagellé, il a été suggéré
que les formes phosphorylées formeraient un gradient entre les deux pdles de la bactérie au stade
pré-divisonnel. D’apres (Chen et al., 2011).

2. Développement et validation d’'un biosenseur utilisant le FRET pour mesurer la

phosphorylation de CtrA

2.1. Principe et construction du biosenseur

Des travaux antérieurs ont montré que sous l'effet de la phosphorylation, les régulateurs de
réponses se dimérisent et que cette propriété peut étre étudiée par FRET in vitro (Gao et al., 2008).
Nous avons considéré I’hypothese selon laquelle le régulateur de réponse CtrA de C. crescentus se
comporte de la méme fagon. Nous avons donc construit, par biologie moléculaire, deux protéines de
fusion constituées du domaine receveur de CtrA couplé a une CFP dans un premier cas et a une YFP
dans un second cas. Le principe de cet outil est que lorsque la kinase CckA est active, il y a
phosphorylation et dimérisation de CtrA, ce qui se traduit par un rapprochement des deux
fluorophores, entre lesquels peut avoir lieu un transfert d’énergie par FRET. Dans les deux cas, le
domaine receveur et la protéine fluorescente sont séparés par de courts linkers optimisés
(GGGGGHM et GGGLVPRGSGGHM pour respectivement la CFP et la YFP (Gao et al., 2008)) afin

d’apporter une certaine flexibilité a la construction et favoriser les évenements de FRET (figure 54).
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CckA/ChpT

Figure 54 : Principe de fonctionnement du biosenseur de phosphorylation CtrA

Le domaine receveur de CtrA (CtrA REC en vert) a été fusionné dans un cas a la CFP (en bleu) et a la
YFP (en jaune) dans un autre cas. Dans chacune de ces constructions, CtrA REC et la protéine
fluorescente sont séparés par un linker (Lcrp et Lyep). Lorsque le phospho-relai est activé, CtrA est
phosphorylé et se dimérise, ce qui conduit a un transfert d’énergie entre les fluorophores.

Les séquences codant pour ces différentes protéines de fusion ont été insérées dans différents
vecteurs d’expression : un vecteur a grand nombre, et un autre a faible nombre de copies, qui
peuvent étre exprimés conjointement chez C. crescentus sous |'effet d’'une induction par I'IPTG ou le

xylose.

2.2. Validation du biosenseur rapporteur de la phosphorylation de CtrA in vivo

Afin de pouvoir utiliser ce biosenseur pour I'étude de la phosphorylation de CtrA et de sa localisation
subcellulaire in vivo, nous devions d’abord confirmer sa fonctionnalité. Nous avons donc construit

deux lignées de C. crescentus:

- La premiere exprime CtrA-CFP et CtrA-YFP, sous le contréle de promoteurs inductibles

respectivement par I'IPTG et le xylose (figure 55).

- La seconde exprime CtrA-CFP et la YFP seule, sous le controle des mémes promoteurs et

nous sert de contrdle négatif.
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CtrA-CFP CtrA-YFP

expression induite par  expression induite par le
PTG xylose

Figure 55 : Lignée de C. crescentus exprimant CtrA-CFP et CtrA-YFP

L’expression de CtrA-CFP (en bleu) et de CtrA-YFP (en jaune) a été induite par I'ajout d’IPTG (1ImM) et

de xylose (0.1%) au milieu de culture.

Comme constaté sur la figure 55, les niveaux d’expression de chacune des protéines de fusion varient
d’une bactérie a une autre. Ici, contrairement aux biosenseurs qui ont été présenté précédemment
pour I'étude des kinases MAPK/ERK et PKA, I'expression des fluorophores n’est pas stoechiométrique.
Ceci a été pris en compte pour la réalisation des expériences de mesure de FRET ainsi que leur

analyse (détaillé dans la section Matériel et Méthodes).

Les mesures de FRET ont été réalisées sur les deux lignées. Les ratios ont été calculés et appliqués
pixel par pixel avec une échelle pseudo-couleur. Les résultats montrent une augmentation
significative du signal FRET seulement lorsque les deux fluorophores sont fusionnés a CtrA (figure
56). L'analyse statistique, cellule par cellule, confirme que la différence de ratio observée est
significative, ce qui atteste du fonctionnement de notre biosenseur in vivo (figure 57). Des
expériences de FRET in vitro, (mesure de l'interaction CtrA-CFP et CTRA-YFP lorsque la cascade de
phosphorylation est reconstituée en présence ou en absence d’ATP) réalisées par Antonella
Fioravanti (doctorante dans I'équipe d’Emanuele Biondi) ont permis de démontrer que cette

dimérisation est dépendante de la phosphorylation (données non représentées ici).

Si I'on observe attentivement les signaux FRET sur la figure 55, dans la condition CtrA-CFP + CtrA-YFP,
on peut noter des différences de ratio et donc de I'intensité de la phosphorylation de CtrA, d’une

cellule a une autre mais également au niveau subcellulaire.
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Figure 56 : Dimérisation de CtrA in vivo

Mesures de FRET réalisées sur les lignées de C. crescentus exprimant les protéines citées a gauche (un
champ représentatif pour chaque condition). Sont représentés : DIC, CFP, YFP ainsi que I'image de

ratio FRET pixel par pixel en échelle pseudo-couleur.

2.5+

Ratio FRET (U.A.)

0,5 1

0 I '
CtrA-CFP + CtrA-CFP +
CtrA-YFP YFP

Figure 57 : Analyse statistique des ratios FRET mesurés in vivo entre CtrA-CFP et CtrA-YFP

Valeurs moyennes de ratio FRET dans chaque condition aprés une analyse cellule par cellule (n=30)
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2.3. Etude de la phosphorylation de CtrA au cours du cycle cellulaire

Les cultures de C. crescentus sont facilement synchronisables puisque il est aisé d’isoler les cellules
flagellées par centrifugation par gradient. Nous avons donc réalisé des mesures de FRET sur la lignée
exprimant CtrA-CFP et CtrA-YFP au cours du cycle cellulaire (figure 58). Le tO correspond a la
population de cellules flagellées et donc a la phase G1. Les cellules effectuent ensuite leur
différenciation en cellules pédonculées (le pédoncule est difficilement visible aprés I'étape de
synchronisation) et progressent en phase S puis G2 pour enfin se diviser. Il est important de noter
que si CtrA endogéne est dégradé lors de la transition G1/S afin de permettre la réplication de I’ADN,

ce n’est pas le cas de nos protéines de fusion qui ne contiennent que le domaine receveur de CtrA (et

ne possedent donc pas la séquence nécessaire a sa protéolyse).

Ratio YFP/CFP (U.A.)

Figure 58 : Ratio YFP/CFP mesuré au cours de la progression du cycle cellulaire de C. crescentus

Ratios YFP/CFP mesurés sur une population synchronisée de C. Crescentus exprimant CtrA-CFP et
CtrA-YFP. Une partie de la culture synchrone a été prélevée et fixée toutes les 15 minutes. Pour
chaque temps, sont représentées les images de DIC et de ratio YFP/CFP en échelle pseudo-couleur.
L’histogramme représente la moyenne des ratios mesurés cellule par cellule a chagque temps (n= 15 a
30 bactérie par conditions)
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Les résultats de cette expérience révélent que les ratios YFP/CFP et donc la phosphorylation de CtrA
varient au cours du cycle cellulaire. Ces ratios dépendent de la quantité de CtrA-CFP et CtrA-YFP
phosphorylée par rapport a la quantité de leur forme non phosphorylée et révelent donc
principalement I'activité de la cascade CckA-ChpT. La figure 58 nous montre que I'activité CckA est
plus faible at=0et t=15 min, qu’elle augmente au cours de la phase S puis diminue a nouveau lors

dest=75ett=90 min.

Afin de comparer ces données a la phosphorylation de CtrA endogéne, une immuno-empreinte a été
réalisée par Antonella Fioravanti sur la méme lignée bactérienne dans les mémes conditions de
synchronisation. Les formes phosphorylées et non phosphorylées de CtrA sont discriminées sur le gel
par un retard de migration associé a la présence dans le gel d’électrophorése d’'un Phos-Tag ayant
une affinité pour les groupements phosphate. A partir de ce gel, nous avons calculé le taux de

phosphorylation de CtrA (intensité des bandes CtrA phosphorylé/CtrA non phosphorylé) (figure 59).
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Figure 59 : Taux de phosphorylation de CtrA endogéne au cours du cycle cellulaire

Immuno-empreinte du niveau de CtrA endogéne, au cours du cycle, dont les formes phosphorylées
présentent un retard de migration di a la composition du gel d’électrophorése (présence du Phos-
Tag™). L’histogramme représente le ratio CtrA phosphorylé/CtrA non phosphorylé qui a été calculé
par mesure de l'intensité des bandes.

Comme le montre la figure 59 (sur I'immuno-empreinte), au moment de la transition G1/S le niveau

de CtrA phosphorylé chute pour ré-augmenter lors de la phase S et atteindre un maximum en G2.
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Cette observation est cohérente avec les réles de CtrA dans la progression du cycle. Si on regarde le
ratio de phosphorylation, le profil obtenu au cours du cycle est similaire aux ratios FRET obtenus, ce

qui confirme que notre biosenseur peut étre utilisé pour mesurer I'activité CckA.

2.4. Localisation subcellulaire de la phosphorylation de CtrA

Afin de confronter nos données au modele établi selon lequel, en cellules pré-divisionnelles, la
phosphorylation de CtrA forme un gradient depuis le pole pédonculé jusqu’au pole qui donnera
naissance a la cellule flagellée, nous avons entrepris d’analyser la sous-localisation des niveaux de
FRET dans ce type de cellules. Pour ce faire, chaque bactérie au stade pré-divisionnel (identifiée sur
critéres morphologiques dans une population non synchronisée) a été divisée en cinq parties égales
depuis le pole pédonculé jusqu’au pble flagellé, et la valeur moyenne du ratio dans chaque zone a
été mesurée. Nos résultats montrent que CtrA est majoritairement phosphorylé a I'extrémité du pole
flagellé tandis que cette phosphorylation est beaucoup moins importante a I'extrémité du poéle
pédonculé (figure 60). Ces éléments sont cohérents avec le fait que la phosphorylation de CtrA soit

requise en cellules flagellées pour inhiber la réplication de I’ADN.
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Figure 60 : Niveaux de phosphorylation de CtrA aux deux péles des cellules pré-divisionnelles

Les valeurs sur le graphe représentent les moyennes des ratios mesurées a chaque extrémité pour 15
bactéries au stade pré-divisionnel. Afin de s’affranchir des variations intercellulaires et de pouvoir
détecter les changements de ratio intracellulaires, chaque mesure a été normalisée sur les valeurs de
ratio minimum et maximum de la bactérie étudiée.
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Si, dans ces mémes bactéries au stade pré-divisionnel, on trace ensuite une ligne large de 4 pixels
allant du péle pédonculé vers le pdle opposé et que I'on mesure les ratios YFP/CFP sur cette ligne,
deux types de profils de phosphorylation différents sont obtenus. Dans un cas, le niveau de
phosphorylation est faible au pble pédonculé, augmente graduellement jusqu’au premier tiers de la
bactérie et atteint une phase plateau élevée dans les deux tiers restant du corps cellulaire. Dans le
second cas, on observe une phase plateau ou le niveau de phosphorylation est faible dans les deux
tiers du corps cellulaire (en partant du pdle pédonculé) puis la phosphorylation augmente

graduellement pour atteindre son maximum au pole opposé (figure 61).
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Figure 61 : Profils de phosphorylation de CtrA en cellules pré-divisionnelles.

Profils des ratios YFP/CFP (normalisés sur les valeurs minimum et maximum de chaque bactérie pour
s’affranchir des variations de FRET intercellulaire) mesurés le long du corps cellulaire en partant du

péle pédonculé vers le pble opposé. A) et B) représentent les deux types de profils obtenus.

Nos résultats préliminaires indiquent que le profil figure 61A correspond aux cellules au stade pré-
divisionnel précoce (30-45 min) tandis que le profil figure 61B correspond aux cellules au stade pré-
divisionnel tardif (60-75 min). De facon intéressante, nous n’avons pas identifié jusqu’a présent de
profil intermédiaire, ce qui peut suggérer que le passage entre ces deux étapes s’effectue
rapidement. De plus contrairement a I’hypothése posée précédemment (Chen et al.,, 2011), nous
n’observons pas de gradient uniforme partant d’'un pole a I'autre, mais plutot un gradient qui est
restreint a une petite partie du corps cellulaire, et qui pourrait se déplacer au cours du cycle. Afin
d’étudier comment se produit I'établissement de ce profil spatial de phosphorylation de CtrA, nous
projetons de réaliser des mesures similaires dans des lignées de C. crescentus présentant des

mutations des membres du réseau de régulation de CtrA.
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L'intégration des signaux extracellulaires se traduit, au niveau cellulaire, par différentes prises de
décisions : progression ou sortie du cycle cellulaire, différenciation, mort cellulaire programmeée ou
migration. La maniére dont une cellule intégre ces signaux demeure une question de premier ordre
dans le domaine de la biologie. Cette question est d'autant plus intrigante que, dans la plupart des
cas, l'intégration a lieu en mobilisant des effecteurs moléculaires communs a la majorité des cellules.
Il existe deux manieres de concevoir des réponses a cette question: i) les effecteurs communs
agissent sur des protéines en aval, qui elles, sont spécifiques d'un type cellulaire concerné et
engagent une réponse disctincte ; ii) ces effecteurs communs sont régulés dans le temps et I'espace
et ce sont les différences spatio-temporelles qui déterminent I’action sur les protéines cibles et, en
conséquence, la spécificité de la réponse cellulaire. La voie de signalisation MAPK/ERK, par exemple,
possede plus de 160 substrats en aval (Yoon and Seger, 2006). Comment une méme cascade de
signalisation peut-elle discriminer les protéines a phosphoryler afin d’orienter la cellule vers une
fonction donnée ? Une partie de la réponse se trouve dans les propriétés dynamiques et la régulation
spatio-temporelle des kinases participant a la signalisation cellulaire. En effet la durée ou l'intensité
de I'activation des MAPK/ERK, sont des éléments cruciaux qui contribuent a ces décisions cellulaires
(Santos et al., 2007). La sous-localisation de l'activité kinase au sein de la cellule est également
déterminante dans lI'accomplissement des processus cellulaires, comme cela a été démontré pour la
kinase PKA qui possede plus de cents substrats (Shabb, 2001; Terrin et al., 2012). Dans notre étude
de la régulation du cycle cellulaire, nous nous sommes donc concentrés sur ces aspects dynamiques,

en nous focalisant sur deux protéines kinases au coeur des voies de signalisation : MAPK/ERK et PKA.

L’étude de la dynamique des protéines doit beaucoup a Osamu Shimomura, Martin Chalfie et Roger
Tsien, qui ont recu en 2008 un prix Nobel pour la découverte de la GFP et de ses propriétés. En effet,
de nouveaux outils ont été développés, basés sur les propriétés de la fluorescence et utilisant la GFP
et/ou ses nombreux variants spectraux. Parmi ces outils, les biosenseurs FRET rapporteurs d’activité
kinasique ont émergé depuis les années 2000, et ont notamment permis d'appréhender la mesure de
I'activité des protéines kinases en cellules uniques et vivantes, c’est-a-dire qui ont conservé leur
intégrité physique et leurs compartiments cellulaires. Ces outils permettent donc de mesurer la
dynamique de I'activité kinase dans le temps et dans I'espace en s’affranchissant des limites de
résolution temporelle qui peuvent étre observées dans les expériences utilisant des populations de
cellules. En effet, au sein d’une population, les cellules ne répondent pas a un stimulus au méme
instant exact. Les variations observées sur une population en représentent alors que la moyenne des
variations qui touchent chacune des cellules. Cet effet de moyennage peut étre encore plus

impactant si I'on étudie les variations qui ont lieu lors de processus longs tels que le cycle cellulaire.
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Nous avons en effet montré que lors d’'une synchronisation cellulaire par la thymidine, les phases G2
et M (qui sont les phases les plus courtes) ne représentent, dans le meilleur des cas, que 64% des
cellules (figure 22). Il est donc délicat d’apprécier les variations courtes d’activité au sein d’une
population. Par ailleurs, de précédents travaux du laboratoire ont révélé, lors d'étude de la voie
MAPK/ERK dans les ovocytes de xénope, les limites des méthodes d’immunoempreinte pour
apprécier le niveau d'activité des MAPK/ERK. Dans certains cas, le niveau de phosphorylation de
MAPK/ERK n’est pas corrélé a son niveau d’activité (Beaujois et al., 2013, et communications

personnelles) .

Optimisation du biosenseur rapporteur d’activité MAPK/ERK

Afin de détecter des variations d’activité kinase dans leur contexte natif, la communauté scientifique
est en recherche constante d’outils de plus en plus sensibles et performants. Or, les biosenseurs
MAPK/ERK préexistants au début de ce travail (EKAR, puis plus tard EKAREV), ont montré des
intervalles dynamiques faibles. Or, lors de certains processus cellulaires, des variations d’activité
faibles mais significatives peuvent étre indétectables avec un outil dont l'intervalle dynamique est
faible. Nos résultats, obtenus notamment par immuno-empreinte (figure 25), suggerent que les
variations d’activité MAPK/ERK au cours du cycle cellulaire dans les cellules Hela sont fines et sous-
localisées. Si nous possédions déja des outils performants pour les mesures d’activité PKA, I'intervalle
dynamique de EKAR semblait trop faible pour observer des variations au cours du cycle. Nous avons
donc développé un biosenseur rapporteur d’activité MAPK/ERK optimisé pour les mesures de FRET
par calcul des ratios d’intensité mais également pour le FLIM. Notre construction EKAR-TVV montre
un intervalle dynamique plus grand avec ces deux techniques, par rapport a celui de EKAR et EKAREV.
Notre biosenseur est donc plus sensible et est mis a disposition de la communauté scientifique. Afin
de mesurer 'activité de MAPK/ERK dans des compartiments spécifiques, différentes séquences de

localisation pourront y étre ajoutées par la suite.

Lors de cette étape d’optimisation, un deuxieme biosenseur a attiré notre attention : EKAREV-TVV.
Ce dernier présente le meilleur intervalle dynamique dans les mesures de FRET par FLIM, mais
aucune amélioration lors de mesures ratiométriques. Comment ce biosenseur peut-il étre optimisé
pour une technique de mesure et non pour une autre ? Une hypothése est que le repliement du
biosenseur contribue en lui-méme a modifier I'environnement local d’un fluorophore (c’est-a-dire en
plus de mettre a proximité le second fluorophore). Il serait donc possible que cette modification

affecte différemment les propriétés de la fluorescence comme le temps de vie ou lintensité
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d’émission. Cela pourrait expliquer pourquoi EKAREV-TVV est trés performant en FLIM mais par pour

les mesures ratiométriques.

Etude dynamique de I'activité de PKA et de MAPK/ERK lors de la mitose

Les voies de signalisation PKA et MAPK/ERK sont fréquemment dérégulées dans les pathologies
cancéreuses (Caretta and Mucignat-Caretta, 2011; Dhillon et al., 2007). Les protéines qui composent
ces cascades sont des cibles thérapeutiques potentielles (Naviglio et al., 2009; Santarpia et al., 2012).
Il est donc crucial de comprendre comment ces kinases agissent lors de la progression duc cycle. PKA
et MAPK/ERK sont impliquées a de nombreux niveaux dans le contréle de la progression du cycle
cellulaire. Ces kinases sont régulées de facon tres dynamique. La détermination de leurs profils
spatio-temporels d’activités au cours de ce processus est un enjeu de taille afin de comprendre
comment leurs différentes actions sont coordonnées au sein de la cellule pour aboutir a la formation

de deux cellules filles.

L'étude de la dynamique spatio-temporelle de PKA avec les biosenseurs FRET, nous a permis de
mettre en évidence les variations d’activité de cette kinase lors de la mitose avec une résolution
temporelle de cing minutes. Nous avons montré que |'activité de PKA augmente en début de mitose
pour revenir a un niveau basal a la cytokinese (figure 40). Cette augmentation d’activité ne semble
pas indispensable a I'entrée en mitose, puisque lors d’une inhibition de PKA nous n’avons observé
aucun retard, ni accélération, de I'entrée ou de la progression de la mitose (figure 46). Au contraire,
I'inhibition de PKA, en extraits cyclants d’ovocyte de xénope, induit une activation prématurée du
MPF (Grieco et al., 1994). Cela suggere des différences dans les modes d’actions de PKA lors de la
transition G2/M, entre ces différents types cellulaires. Enfin nous avons montré que I'augmentation
de l'activité PKA joue un role dans la stabilité chromosomique, comme I'atteste I'apparition de

phénotypes mitotiques aberrants lors de I'inhibition de PKA (figures 47 et 48).

Les mécanismes moléculaires responsables du role de PKA dans le maintien de l'intégrité génétique
dans ce contexte restent toutefois a déterminer. Nos résultats souléevent donc de nombreuses

qguestions quant au role de PKA sur la ségrégation des chromosomes :

- Quels sont les effets d'une inhibition de PKA sur le point de contrdle du fuseau ?

- L'effet de PKA sur la stabilité chromosomique dépend-il d’Aurora A ?
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- Leffet de PKA sur la stabilité chromosomique dépend-il de MAPK/ERK?
- Quelle est I'activité de PKA aux centrosomes lors des phases précoces de la mitose ?

- Peut-on perturber la signalisation PKA dans des compartiments subcellulaires spécifiques

pour en étudier les effets sur la stabilité chromosomique?

L’inhibition de PKA altére-t-elle le point de contréle du fuseau?

Plusieurs travaux ont mis en évidence une implication de la signalisation PKA dans les fonctions des
centrosomes, des kinétochores ou dans I'assemblage du fuseau (Diviani and Scott, 2001; Imaizumi-
Scherrer et al., 2001; Magtanong et al., 2011; Terrin et al., 2012; Walter et al., 2000). Nous avons
également mis en évidence que lors de la métaphase et de I'anaphase, I'activité de PKA est
particulierement élevée a proximité de la chromatine (figures 43 et 45). Cela pourrait suggérer que
I'activité de PKA lors de la mitose joue un réle dans I'attachement des chromosomes sur le fuseau.
Cette hypothese souléve une autre question : qu’en est-il alors de I’activation du point de contréle

du fuseau lors de I'inhibition de PKA ?

L'étude de Kotani et collaborateurs a montré que la chute de l'activité de PKA est nécessaire a
I’activation de I'APC/C et a la transition métaphase-anaphase (Kotani et al., 1998). Nous pouvons
supposer que, lors de I'inhibition de I'augmentation d’activité PKA en début de mitose, I’/APC/C n’est
plus régulé négativement par la phosphorylation de PKA sur ses sous-unités tsg24 et Cdc27. Cela
pourrait permettre aux cellules de s’affranchir du point de controle du fuseau et aux chromosomes
de migrer prématurément. De plus, lors de I'inhibition de PKA nous n’avons constaté aucun retard de
progression de la mitose. Cet élément soutient I'hypothése selon laquelle lI'inhibition de PKA

permettrait de se libérer de I'action du point de contréle du fuseau.

Comme mentionné précédemment, il a été rapporté que la chute d’activité PKA est essentielle a la
transition métaphase-anaphase. Pourtant nos résultats démontrent que l'activité de PKA reste
élevée jusque la cytokinése. Il est possible que la diminution d’activité de PKA ne soit requise que
dans certains compartiments. Une variation globale n’exclue pas, en effet, I'existence de variations
locales essentielles. Cela renforce I'idée que I'activité de PKA doit étre précisément régulée de facon

spatiale afin de coordonner ses différents réles lors de la mitose.

L’effet de PKA sur la stabilité chromosomique dépend-il de I'activité d’Aurora A ?
Il a été décrit que PKA phosphoryle Aurora A en position Thr288, ce qui conduit a une augmentation

de son activité (Walter et al., 2000). Aurora A est localisée aux centrosomes depuis le début de la
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prophase jusque la télophase. L'inhibition de cette kinase induit de nombreux défauts de mitoses,
tels qu’une amplification des centrosomes (c’est-a-dire la présence de plus de deux centrosomes),
des alignements aberrants de chromosomes, ou des fuseaux multipolaires (Lukasiewicz and Lingle,
2009). Lors d’une inhibition de PKA, I'activité d’Aurora A serait réduite, ce qui pourrait également

contribuer a I'apparition de phénotypes mitotiques aberrants.

L’effet de PKA sur la stabilité chromosomique dépend-il de I'activité de MAPK/ERK?

Enfin, nos résultats préliminaires ont révélé que I'inhibition de PKA entraine une augmentation de la
phosphorylation de MAPK/ERK (figure 50). D’aprés la littérature, la surexpression ou l'inhibition de
MAPK/ERK générent des fuseaux de division anormaux, de linstabilité chromosomique et des
défauts de mitoses (Riquet et al., 2011). Il semble que I'activité MAPK/ERK lors de la mitose doive
étre finement régulée et située dans un intervalle permissif afin de maintenir la stabilité
chromosomique. |l est envisageable que I'effet de linhibition de PKA sur la ségrégation
chromosomique ait lieu via une augmentation de I'activité de MAPK/ERK. Une perspective possible
serait donc de réduire I'activité MAPK (avec de faibles doses d’inhibiteur) tout en inhibant PKA et
d’observer si ces conditions expérimentales permettent de retrouver des phénotypes mitotiques
normaux. De plus, confirmer la chute d’activité MAPK/ERK lors de la cytokinése, ainsi que mesurer la
dynamique de ses variations lors de la mitose, nous permettrait de mieux comprendre le role de

cette kinase dans le processus de division.

Bien que les résultats concernant I'activité MAPK/ERK lors de la cytokinése restent a confirmer, il est
intéressant de noter que le méme type de profil (chute d’activité rapide) est observé a la cytokinése
lors de mesure d’activité PKA. Les signaux FRET, générés par le repliement du biosenseur sous I'effet
de l'activité kinase, sont réversibles sous l'action des protéines phosphatases. Aussi, ces outils
mesurent une balance entre I'activité kinase et I'activité phosphatase. Il est donc également possible
d’émettre comme hypothese que I'activité des protéines phosphatases augmenterait fortement lors

de la cytokinese.

Quelle est I'activité de PKA aux centrosomes lors des phases précoces de la mitose ?

Nous avons également montré que les sous-unités catalytiques de PKA sont présentes en plus forte
concentration au niveau des centrosomes lors de la prophase et de la prométaphase (figure 31). Les
travaux de Terrin, ont montré qu’en mitose I'activité de PKA au niveau des centrosomes. Néanmoins,
les auteurs se sont uniquement intéressé a I'étape de métaphase (Terrin et al., 2012). Il serait donc

intéressant de pouvoir mesurer |'activité de PKA a cet endroit dans les phases précoces de la mitose.
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Pour cela nous sommes en train de mettre en place des expériences qui combinent expression du
biosenseur AKAREV et immuno-marquage de la tubuline y pour observer I'évolution de I'activité de
PKA sur des cellules fixées aux différentes étapes de la mitose. Afin de mesurer cette activité en
cellule vivantes, il serait possible de modifier AKAREV par biologie moléculaire pour lui ajouter un
signal de localisation centrosomal (ce type de séquence est notamment présent chez la cycline E

(Matsumoto and Maller, 2004)).

Peut-on perturber la signalisation PKA dans des compartiments subcellulaires spécifiques pour en
étudier les effets sur la stabilité chromosomique?

Afin de déterminer comment la dynamique spatio-temporelle de PKA est impliquée dans la
ségrégation correcte des chromosomes lors de la mitose, une autre stratégie pourrait étre mise en
place. L'idée est de manipuler localement le contenu en AMPc en agissant sur les AKAPs ou PDEs
spécifique de certains compartiments cellulaires. Par exemple : I'expression d’'un dominant négatif de
PDE4D3 entraine une augmentation de la concentration en AMPc au niveau des centrosomes (Terrin
et al., 2012). A ce méme endroit, il est possible de délocaliser PKA en surexprimant une partie de la
séquence d’acides aminés situés en C-terminus de la protéine AKAP450 (la partie responsable du
ciblage d’AKAP450 aux centrosomes). Cette manipulation sature les sites de fixation disponibles et

conduit a la délocalisation de cette AKAP et de I'activité de PKA (Keryer et al., 2003).

Toujours dans I'idée de manipuler localement I'activité de PKA, il existe des outils moléculaires, qui
peuvent étre utilisés en combinaison avec les biosenseurs FRET, permettant de perturber la
signalisation intracellulaire (Sample et al.,, 2014). C'est le cas de loutil appelé SMICUS
(Spatiotemporal Manipulation of Intracellular cAMP Using sAC) qui permet de générer de 'AMPc
dans différents compartiments cellulaire. Pour le construire, Sample et collaborateurs ont utilisé une
isoforme de I'adénylate cyclase qui est soluble (sAC) et chimiquement activée par le bicarbonate
(Tresguerres et al.,, 2011) . Cette protéine est étiquetée avec une protéine fluorescente pour
controdler la transfection et le niveau d’expression. Différents signaux de localisation y ont été ajoutés
afin de pouvoir activer la production d’AMPc spécifiquement dans le noyau, dans le cytoplasme ou a

la membrane plasmique (Sample et al., 2012).
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Si les biosenseurs FRET sont de plus en plus couramment utilisés chez les eucaryotes, ceux-ci sont
encore peu développés pour I'étude de I'activité kinase et la phosphorylation chez les procaryotes.
Pourtant I'étude du cycle cellulaire bactérien requiere également des informations spatio-

temporelles.

Etude de la phosphorylation du principal régulateur du cycle cellulaire de Caulobacter crescentus

Le processus de division cellulaire asymétrique est un mécanisme crucial chez les eucaryotes car il
permet de générer de nombreux types cellulaire a partir du zygote, ou encore car il est responsables
de l'auto-renouvélement et de la différenciation des cellules souches (Morrison and Kimble, 2006).
La division asymétrique est retrouvée chez certains modeéles unicellulaires eucaryotes (i.e. : la levure

bourgeonnante Saccharomyces cerevisiae) mais également procaryotes (Li, 2013).

Le modeéle bactérien C. crescentus est un excellent modeéle pour I'étude de la régulation des
processus spatio-temporel. Cette bactérie, en plus de sa division asymétrique possede deux poles
différents qui peuvent étre distingués par des critéres morphologiques. Les mécanismes a I'origine
de cette division impliquent le facteur de transcription CtrA. Ce régulateur de réponse doit, a la fin de
la division cellulaire, étre phosphorylé et actif dans la cellule fille flagellée afin d’inhiber la réplication
de I'ADN, tandis que sa déphosphorylation et sa dégradation sont nécessaires a l'initiation de la
phase S dans la cellule fille pédonculée. Il a donc été supposé que dans les stades précédant la
division, les formes phosphorylées de CtrA formeraient un gradient uniforme entre les deux poles de
la cellule (Chen et al., 2011). Néanmoins aucune mesure directe n’avait jusqu’ici permis de confirmer

ou d’infirmer cette hypothese.

Nous avons donc construit un outil moléculaire basé sur le FRET afin d’étudier in vivo la
phosphorylation de CtrA. Cet outil se compose de deux protéines de fusion : le domaine receveur de
CtrA fusionné a la CFP dans un cas et a la YFP dans |'autre cas, qui sont exprimés sous le contréle de
deux promoteurs différents (figures 52 et 53). Aprés avoir validé que la dimérisation de ces protéines
de fusion dépend de leur phosphorylation par CckA, nous avons entrepris d’étudier la localisation de

cette phosphorylation en cellules pré-divisionnelles.

De facon tres intéressante, nous observons un gradient de phosphorylation dans ces bactéries.
Néanmoins ce gradient est confiné dans une zone restreinte du corps cellulaire et laisse place dans le
reste de la bactérie a des niveaux de phosphorylation homogenes (figure59). De plus ce gradient est

localisé différemment au cours de la progression du cycle :
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- Dans les stades pré-divisionnels précoces, le niveau de phosphorylation est faible au péle
pédonculé, augmente graduellement jusqu’au premier tiers de la bactérie et atteint une
phase plateau élevée dans les deux tiers restant du corps cellulaire. A cette étape du cycle, le
gradient de phosphorylation est donc situé en proximité du pole pédonculé.

- Dans les stades pré-divisionnels tardifs, on observe une phase plateau ol le niveau de
phosphorylation est faible dans les deux tiers du corps cellulaire (en partant du pole
pédonculé) puis la phosphorylation augmente graduellement pour atteindre son maximum
au pole opposé. A cette étape du cycle, le gradient de phosphorylation est donc situé en

proximité du poéle flagellé

Nous n’avons en revanche pas identifié de stade intermédiaire ou le gradient serait placé au milieu
du corps cellulaire et entouré de deux phases plateaux. Ceci peut suggérer que le gradient se déplace

de fagon rapide d’une position a I'autre au cours du cycle.

Ces résultats ouvrent de nombreuses questions concernant I'établissement et le maintien de ces
profils de localisation des formes phosphorylées de CtrA. Nous supposons que les protéines DivL,
DivK, Div] ou encore PleC, qui participent a définir I'activité de CckA en tant que kinase ou
phosphatase, pourraient contribuer a I'établissement de ces profils de localisation. Les profils de
sous-localisation de CtrA phosphorylée seront donc étudiés dans des lignées présentant des

mutations de ce réseau de régulation.

En conclusion générale, 'utilisation de biosenseurs FRET nous a permis de révéler pour la premiére
fois le profil spatio-temporel d’activité de PKA au cours de la mitose avec une résolution de cing
minutes. Nous avons également montré que l'activité de cette kinase est sous-localisée et est
particulierement élevée a proximité des chromosomes lors de la métaphase et I'anaphase.
L'augmentation d’activité de PKA qui a lieu en début de mitose est d’ailleurs requise pour le maintien
de l'intégrité du génome. Il serait particulierement intéressant d’élargir cette étude a d’autres
modeles cellulaires, tumoraux ou non, afin de déterminer si ces actions de PKA sont spécifiques aux
cellules Hela ou si elles sont conservées lors de la mitose des cellules eucaryotes. Des lignées
cellulaire telles que les fibroblastes NIH3T3 ou encore les cellules CHO pourraient étre utilisées dans
ce contexte, afin d’y comparer les données d’activité PKA précédemment obtenues in vitro (Costa et

al., 1976; Kotani et al., 1998).

De plus le développement d’un biosenseur optimisé pour les mesures d’activité MAPK/ERK, nous a
permis de mettre en évidence que I'activité de cette kinase chute brusquement lors de la cytokinése,

de facon similaire a l'activité de PKA. Enfin la création d’'un biosenseur rapporteur de la
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phosphorylation du régulateur majeur du cycle cellulaire chez C. crescentus, nous a permis de
déterminer la répartition des formes phosphorylées de CtrA avant la division. Ce biosenseur nous
servira par la suite a comprendre comment le réseau de régulation de CtrA participe a I'asymétrie de

la division de C. crescentus.

Le développement et [Iutilisation d’outils pour la mesure de [I'activité kinase, ou de Ia
phosphorylation en cellule unique, permettent donc d’obtenir une vision en quatre dimensions des
processus biologiques. De nombreuses questions restent encore a résoudre pour comprendre la
maniére dont PKA coordonne ses différentes actions lors de la mitose des cellules Hela, ou encore
pour comprendre comment s’établissent et se maintiennent les gradients de phosphorylation de

CtrA lors du cycle cellulaire de C.crescentus.
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Matériel et Méthodes

Cette section est organisée en deux grandes parties qui récapitulent I'ensemble des techniques
employées pour I'étude du cycle cellulaire chez les eucaryotes dans un premier cas, et chez les

procaryotes dans un second cas.

I. Etude du cycle cellulaire eucaryote

1. Biologie Moléculaire

1.1. Construction des biosenseurs EKAR optimisés

Les versions optimisées de EKAR, ainsi que les mutants inactifs, ont été construits comme décrits
précédemment (Vandame et al., 2013b). Ces constructions ont notamment été modifiées en utilisant
les fluorophores et/ou linker présents dans EKAR, AKAR4, TEPACYY, et EKAREV (Depry et al., 2011;
Harvey et al., 2008; Klarenbeek et al., 2011; Komatsu et al., 2011). Nous remercions d’ailleurs Dr. Jin
Zhang, Dr. Karel Svoboda, Dr. Jun-ichi Miyazaki et Dr. Kees Jalink (The Nederlands Kanker Instituut)
pour nous avoir fourni ces différents plasmides. Les cartes des plasmides contenant les biosenseurs

optimisés EKAR-TVV et EKAREV-TVV sont en annexe page 155 et 156.

1.2. Construction du biosenseur mutant AKAREV T>A

Le plasmide contenant le biosenseur AKAREV nous a été fourni par Dr. Jun-ichi Miyzaki (Komatsu et
al., 2011). La version mutée AKAREV T>A a été construite par mutagenése dirigée suivant la
procédure décrite par Sawano et Miyawaki, en utilisant ['oligonucléotide antisens 5’
GCCGTCAACCAGCGCCG CGCGCCTCAATC 3’ (Sawano and Miyawaki, 2000). La carte du plasmide

contenant le biosenseur AKAREV est en annexe page 154.

2. Culture cellulaire, synchronisation et transfection transitoire

Les cellules Hela ont été cultivées a 37°C en présence de 5% de CO2 dans du DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium : 1g/l D-glucose, L-Glutamine, Pyruvate) supplémenté par 10% de sérum de
veau feetal et 1% d’antibiotiques (Pénicilline 100U/mL, Streptomycine 100 pg/mL). Pour certaines
expériences les cellules ont subi une privation en sérum (DMEM supplémenté par 0.5% de SVF)
pendant 8h.

Des activateurs et inhibiteurs de MAPK et de PKA ont été utilisés dans certaines expériences pour

traiter les cellules : EGF a 100 ng/mL (Sigma Aldrich) et U0126 a 10 uM (Sigma Aldrich) pour MAPK,
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8-br-cAMP a 0,1mM (Tocris Bioscience), forskoline a 12,5 uM  (Tocris Bioscience) H-89
dihydrochloride a 10 uM (Sigma Aldrich) pour PKA.

La synchronisation cellulaire au moment de la transition G1/S a été réalisée par la technique du
double bloc thymidine. Les cellules ont été mises en présence de 2,5 mM de thymidine (Sigma
Aldrich) pendant 24h. Elles ont ensuite été replacées pendant 12h dans du milieu de culture frais,
puis remises en présence de 2,5 mM de thymidine pendant 24h. La synchronisation cellulaire au
moment de la transition G2/M a été réalisée par la technigue du bloc thymidine suivi d’un bloc
nocodazole. Les cellules ont été mises en présence de 2,5 mM de thymidine (Sigma Aldrich) pendant
24h. Elles ont ensuite été replacées pendant 6h dans du milieu de culture frais, puis remises en
présence de 100 nM de nocodazole (Sigma Aldrich) pendant 4h. Les cellules reprennent leur cycle
cellulaire lorsqu’elles sont remises en présence de milieu de culture frais.

Les transfections transitoires des différents plasmides ont été réalisées avec du FUGENE HD (Roche)
sur des cellules précédemment ensemencées sur lamelles de verre. Un mélange de 100uL d’opti-
MEM, 1 a 2 pg de plasmide et de 4uL d’agent transfectant a été incubé a 37°C pendant 30 min puis

ajouté directement dans le milieu de culture.

3. Test de prolifération

100 000 cellules ont été ensemencées dans chacun des puits d’'une plaque 6 puits, dans les milieux
contenant ou non des inhibiteurs ou activateurs de la kinase étudiées aux concentrations
mentionnées précédemment. Aprées 24 ou 48h de traitement, les cellules ont été détachées de leur
substrat par 300 pL de trypsine. 700 puL de milieu de culture y a été ajouté et I'ensemble a été
transféré en tube 1,5mL. Apres homogénéisation et coloration au bleu trypan, les cellules ont été
comptées sur lame de Malassez. Pour chaque expérience, chaque condition a été réalisée en triplicat

et chaque triplicat a été compté deux fois.

4. Cytométrie en flux

Les cellules ont été fixées dans une solution d’éthanol 70% glacé. Aprés 24h d’incubation a -20°C, les
cellules ont été rincées, puis traitées par une solution d’iodure de propidium (100 pg/mL; Sigma
Aldrich) et de RNAse A (200 ug/mL ; Sigma Aldrich) 1h a 37°C. L’analyse du contenu en ADN a été
réalisée sur un cytofluorimetre en flux (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Chaque analyse a été
effectuée sur 10.000 cellules. L'iodure de propidium a été excité par un laser monochrome a 488 nm
et la fluorescence a été détectée sur le canal FL3 (650 nm). Le logiciel Cell Quest Pro a été utilisé pour

I'acquisition des données, et le logiciel ModFit pour I'analyse des phases du cycle cellulaire.
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5. Western-Blotting

Pour les différentes conditions des extraits protéiques ont été réalisés et soumis a une
électrophorése en gel de polyacrylamide (12%) en conditions dénaturantes. Aprés transfert les
membranes de nitrocellulose sont saturées par 5% de BSA ou 5% de lait pendant 45min, puis
incubées 1h a température ambiante avec les différents anticorps primaires.

Les anticorps primaires sont dirigés contre : les formes biphosphorylées de Erk1/2 (Sigma Aldrich,
1/2000eéme), Erk1/2 totaux (Abcam, 1/1000éme) et I'actine (Santa Cruz, 1/1000&éme). Les anticorps
secondaires : anti- immunoglobulines de souris ou e lapin couplées a la péroxydase (GE Healthcare,
1/10000éme) sont ensuite incubés 45min. La révélation est effectuée par réaction de

chimioluminescence (Western Lightning Plus-ECL, Perkin Elmer).

6. Immuno-fluorescence

Les cellules ont été fixées par une solution de paraformaldéhyde (4%) pendant 30 min puis
perméabilisées avec une solution de Triton-100X (0,5%). La saturation est effectuée pendant 1h dans
une solution composée de 2% BSA, 2% SVF, 5% sérum normal d’ane, ou de 2% de BSA uniqguement
en fonction des anticorps. Les anticorps primaires ont été incubés pendant 2h afin de marquer :

- les formes biphosphorylées de Erk1/2 (Sigma Aldrich) utilisé au 1/100%™®

- Erk1/2 totaux (Abcam) utilisé 1/200%™¢

- les sous-unités catalytique de PKA (Abcam) utilisé au 1/500™m¢

- 1" a-tubuline (Sigma Aldrich) utilisé au 1/700°™

- I" y-tubuline (Sigma Aldrich) utilisé au 1/2000%™¢

Les anticorps secondaires utilisés (produits chez I'dne et sont des anti-immunoglobulines de souris
couplé a un Alexafluor488, ou des anti-immunoglobulines de lapin couplés a un Alexafluor594
(Invitrogen)) ont ensuite été incubés 1h. Avant le montage entre lame et lamelle par une solution de
Mowiol-488, les cellules ont été incubées dans une solution contenant 2 ug/mL de Hoechst

(Molecular Probes, Life Technologies).

7. Microscopie confocale

Les images des expériences d'immuno-fluorescence ont été réalisées sur un microscope confocal SP5
(Leica Microsystem) avec un objectif a immersion (huile) 63x, N.A. 1.4, ou sur un microscope confocal
A1-R (Nikon) équipé d’un objectif a immersion (huile) 60x 1.4 NA. Dans le deux cas les acquisitions

ont été réalisées de facon séquentielle. Sur le SP5, |’excitation a été effectuée a 405, 488 et 594 nm
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et les signaux ont été respectivement détectés entre 420-480nm, 505-590nm et 605-710nm. Su I'Al-
R, I'excitation a été effectuée a 405, 488 et 561 nm et les signaux ont été respectivement détectés a

450 *+ 50, 525 + 50 et 595 + 50 nm.

8. Mesure de FRET ratiométrique
8.1. En vidéomicroscopie

Les expériences de mesure de FRET en time-lapse ont été réalisées sur des cellules exprimant les
différents biosenseurs, dans du DMEM sans rouge de phénol pour les expériences de plus de 4h ou
dans le cas contraire, dans le milieu L-15 (Leibowitz Medium.) Les images ont été acquises sur un
vidéomicroscope inversé AF6000X (Leica Microsystems) thermostaté a 37°C, avec un objectif 63x 1.3
NA a huile. L'excitation a été réalisée avec un filtre passe-bandes 427 + 10nm et avec un miroir
dichroique double bande (440/520 nm). Les signaux ont été détéctés avec une roue a filtres rapide
pour le fluorophore donneur et le fluorophore accepteur respectivement a 472 + 30 nm et 542 + 27
nm. L'ajout de composés chimiques au milieu de culture pour activer ou inhiber une kinase a été
réalisé manuellement.

L'analyse a été effectuée sur le logiciel Imagel avec une macro (sous-logiciel écrit en langage Java et
pouvant étre intégré dans Imagel) que nous avons développée a partir de la procédure décrite par
Kardash (Kardash et al., 2011).Pour plus de détails, le code de cette macro est en annexe. La
pondération des images de ratio par l'intensité a été effectuée grace a une procédure Matlab

développée par Dave Trinel.

8.2. En microscopie confocale

Les expériences de mesures de FRET pour déterminer la sous-localisation de I’activité kinase ont été
réalisées sur un microcope confocal A1-R (Nikon) équipé d’un objectif a immersion (huile) 60x 1.4
NA. L'excitation est réalisée a 405 nm et les signaux sont simultanément détectés a 450 + 50 et 525 +
50 nm.

L'analyse a été effectuée sur le logiciel Imagel) avec une macro que nous avons développée a partir
de la procédure décrite par Kardash (Kardash et al., 2011).Pour plus de détails, le code de cette
deuxiéme macro est en annexe. La pondération des images de ratio par l'intensité a été effectuée

grace a une procédure Matlab développée par Dave Trinel.
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9. Mesure de FRET par FLIM
9.1. En FD-FLIM

Les mesures de FRET par FLIM dans le domaine fréquentiel (FD-FLIM) ont été réalisées sur un
systeme LIFA (Lambert Instruments) installé sur un microscope Inversé Eclipse TE2000 (Nikon) équipé
d’une chambre thermostattée a 37°C et d’un objectif a huile 60x 1,4NA. Les acquisitions ont été
effectuées avec un bloc filtre CFP (426-446 nm excitation ; miroir dichroique 455 nm; émission
460/500 nm). La fréquence de modulation utilisée a été réglée sur 40 MHz et la MCP (microchannel
plate) a 800V. Une solution d’acide carboxylique 7-(diethylamino)coumarin-3 (Sigma Aldrich) diluée
dans du méthanol a été utilisée comme référence de temps de vie (4 ns). Chague mesure de temps
de vie de fluorescence au cours du temps a été calculée grace a 'acquisition de 36 images en
décalage de phase. L'ajout de composés chimiques au milieu de culture pour activer ou inhiber une
kinase a été réalisé manuellement. Enfin, les valeurs de temps de vie de phase ont été extraites grace

au logiciel LiFlim.
9.2. EnTCSPC

Les mesures de TCSPC sont réalisées sur le systeme et selon le protocole décrit précédemment

(Waharte et al., 2006).

Il. Etude du cycle cellulaire procaryote
1. Biologie Moléculaire

Les séquences du domaine receveur de CtrA, de la CFP et de la YFP ont été amplifiées par PCR avec

les oligonucléotides listés dans le tableau 6, clonés dans le pGEM-T (Proméga) puis séquencés.

Oligonucléotide sens Oligonucléotide antisens

CtrA | 5 AAGCTTATGCGCGTACTGTTGATCGAGGATG 3’ 5" GGTACCCTTCGAACGACGGACCACCGCGT 3’

rec Hindlll Kpnl
CFP 5’ CATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 3’ 5" AAGCTTGTGGCCGCCGCCGCCGCCCTTGTACAGC
Ndel TCGTCCATGCCGA 3’
Hindlll linker CFP
YFP 5’ CATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 3’ 5’ AAGCTTGCCGCCCGAGCCGCGCGGGACGAGGC
Ndel CGCCGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA 3’

Hindlll linker YFP

Tableau 6 : Liste des oligonucléotides utilisés pour le clonage du biosenseur de phosphorylation CtrA

Les sites de restriction sont représentés en rouge, les séquences codant pour les linkers présents entre

la protéine fluorescente et CtrA dans le biosenseur sont représentées en bleu
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CtrA en combinaison avec la CFP dans un cas et la YFP dans |'autre cas, ont ensuite été insérés par
restriction/ligation dans le pSRK qui est un vecteur d’expression a grand nombre de copies (Khan et
al., 2008). Les genes chimériques ont ensuite été réamplifiés a partir de ces constructions par PCR en
utilisant I'oligonucléotide sens 5 CACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 3’ et l'oligonucléotide
antisens de CtrA présenté dans le tableau 6 (la séquence CACC correspond au 4 bases nécessaires au
clonage directionnel par le systéeme Gateway). Les produits PCR ont été clonés dans le pENTR-D (Life
Technologies) et séquencés a nouveau. Les séquences codant pour CtrA-CFP et CtrA-YFP ont ensuite
été introduites par LR-recombinaison dans le vecteur pML396 (vecteur d’expression inductible par le

xylose).

2. Culture et synchronisation des lignées C. crescentus

Les bactéries ont été cultivées dans du milieu PYE (peptone-yeast extract) a 30°C et sous agitation. Au
besoin, les antibiotiques suivants ont été ajoutés au milieu de culture : tétracycline (1 pg/ml) et
kanamycine (25 pug/ml). L'expression de CtrA-CFP a été induite par ajout de 1mM d’IPTG (isopropyl-b-

D- thiogalactoside). L'expression de CtrA-YFP a été induite par ajout de 0,1% de xylose.

Pour la synchronisation, une culture de 20 mL a DO=0,6 a été centrifugée a 4°C, 11000 rpm,
resuspendue dans 2 mL milieu minimal (M2 salts) auquel est ajouté 2 mL de Percoll (Sigma Aldrich).
Le mélange a ensuite été centrifugé a nouveau a 10000g, 4°C pendant 20 min, puis la bande
correspondant aux cellules flagellées a été isolée, rincée avec du milieu minimal puis transférée en

milieu de culture PYE a 30°C.

3. Mesure de FRET en bactéries

Pour chaque condition, apres 4h d’induction de I’expression des protéines de fusion 1 mL de culture
bactérienne a DO=0,6 a été centrifugé puis resuspendu dans 150 uL de PBS. Pour |'expérience en
cellule synchronisée, les bactéries ont été fixées par une solution de paraformaldéhyde 4%, pendant
15 min a température ambiante, suivies de 30 min a 4°C. Apres rincage, ces bactéries ont été
resuspendues dans du PBS. Une goutte de cette suspension bactérienne a ensuite été déposée entre
lame et lamelles. Les images ont été acquises sur un vidéomicroscope AL6000-X (Leica Microsystem)
avec un objectif a huile, 100X 1,4 NA. L’excitation est réalisée avec les filtres passe-bandes suivants :
427+10 et 504+12 nm et avec un miroir dichroique double bandes (440/520 nm). Les signaux ont été
détectés avec une roue a filtres rapide pour le fluorophore donneur et le fluorophore accepteur

respectivement a 472 + 30 nm et 542 + 27 nm.
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L’analyse des ratio YFP/CFP a été effectuée sur le logiciel Image) avec une macro que nous avons
développée, avec 'aide de Corentin Spriet, a partir de la procédure décrite par Kardash (Kardash et
al., 2011), en prenant en compte |’expression non stcechiométrique des fluorophores et en adaptant
I’équation finale selon celle précédemment décrite pour ce type d’expériences (Wouters et al.,
2001). Pour plus de détails, le code de cette macro est en annexe. Lors de chaque expérience, les
coefficients de compensation spectrale du donneur et de I'accepteur ont été recalculés sur des

échantillons exprimant CtrA-CFP seul et CtrA-YFP seul.

4. Electrophorése Phos-Tag, Immuno-empreinte CtrA et quantification

L'électrophorese SDS-PAGE Phos-Tag a été réalisée selon la procédure décrite précédemment (Pini et
al., 2013). Apreés transfert, la membrane a été saturée dans du PBS a 3% de lait et 0.1% de NP40, puis
incubée sur la nuit & 4°C avec un anticorps dirigé contre CtrA (dilution : 1/3000°™¢) dans le mélange
PBS/lait/NP40. Aprés quatre nouveaux rincages, la membrane a été incubée 1h avec I'anticorps
secondaire dilué au 1/50000°™ dans le mélange PBS/lait/NP40, puis révélée avec le kit Substrat HRP
Immobilon Western Blotting Chemoluminescence (Merck Milipore). La quantification de l'intensité

des bandes CtrA phosphorylé et CtrA non phosphorylé a été réalisée avec le logiciel Imagel.
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