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SOMMAIRE

Les proteines kinases sont prmcipalement impliquees dans la transmission des

signaux de la membrane jusqu'au noyau. Notre laboratoire s'interesse a ces mecanismes et

en particulier a 1'un de ses membres nomme ZPK (zipper protein kinase). Cette demiere est

une serine/threonine kinase appartenant a la famille des MLKs (mixed'lineage kinases). Des

travaux anterieurs ont suggere 1'implication de la proteine ZPK dans la regulation des

processus de proliferation et de differenciation cellulaire. La caracterisation de ses

mecanismes d'action au sein des voies de signalisation reste encore iaexplore. Nous savons

cependant que la proteine kinase ZPK est impliquee dans 1'activation de la voie des JNKs (c-

jun N-terminal kinases).

Nous avons done tente d'eclaircir ces mecanismes en identifiant les agents

susceptibles de stimuler Factivite de ZPK par la realisation cPetudes d'activation. Ces

analyses out ete effectuees en mesurant directement ou indirectement les modulations de son

activite (endogene ou transfectee), suite a des stimulations, a 1'aide d'essais kiaases in vitro.

L'identification precise de ces activateurs n'a pu etre etabli, prmcipalement en raison de la

difficulte a mesurer directement 1'activite intrinseque de ZPK. Cependant, la methode

indirecte du "pull down" a permis de suggerer V implication de ZPK dans la voie des JNKs

suite a des stimulations.

Par la suite, nous avons voulu verifier 1'existence d'une relation entre la localisation

de ZPK et sa capacite d'activer la voie des JNKs. Les r^sultats semblent suggerer mie telle

correlation sans toutefois nous permettre de la confirmer avec certitude.
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INTRODUCTION

La cellule est en constante adaptation afin de maintenir un equilibre avec Ie milieu

environnant. Par exemple, Porgaaisme unicellulaire doit s'adapter a des changements de

disponibilite de nutriments ou a des conditions environnementales variables afin de maintenir

son homeostasie cellulaire. Chez les organismes multicellulaires, les cellules doivent pouvoir

interagir les unes avec les autres pour survivre, se developper et ainsi mamtenir cette meme

homeostasie. La transduction des signaux est Ie processus par lequel une stimulation ou une

perturbation est per^ue et convertie dans la cellule en un signal, lequel converge vers des

efifecteurs finaux qui permettent une reponse cellulaire appropriee necessitant 1'expression ou

la repression de genes specifiques. II est important d'elucider les composantes de ces voies

de signalisation et les mecanismes qui gouvernent la transmission de 1'information.

Pourquoi? En plus de comprendre comment les cellules normales r^pondent aux stimuli

extracellulaires, de teUes informations nous aideront a comprendre ce qui se passe dans les

cellules anormales. Dans les maladies telles que Ie cancer et Ie diabete, les cellules ne

repondent plus correctement aux stimuli extraceUulaires resultant en une perte de controle de

la croissance et de plusieurs autres mecanismes intracellulaires.

Chez les eucaryotes, la reaction de phosphorylation/dephosphorylation de proteines

joue un role central dans la regulation de plusieurs processus cellulaires. Ces processus sont

controles reversiblement par les proteines kinases et les proteines phosphatases (Hunter,

1995). Celles-ci constituent les elements majeurs des voies de transmission de signaux en

reponse a des stimuli extemes, puisqu'elles permettent de coupler les evenements a la surface

de la membrane via des recepteurs jusqu'au noyau ou 1'activite de facteurs de transcription

est modifie (Denhart, 1996). Des perturbations intracellulaires telles que des dommages a

1'ADN (acide desoxyribonucleique) ou a la structure du cytosquelette, peuvent aussi etre



per^ues et transmises au noyau sous forme d'un signal specifique via ces proteines. Aussi,

elles sont impliquees dans la regulation de la croissance, la division cellulaire, la mobilite

cellulaire. Ie metabolisme, 1'apoptose, la recoimaissance cellule-cellule et Pexpression des

genes.

Les proteines kinases representent 1'une des plus larges families de proteines. Celle-

ci a ete subdivisee en plusieurs classes selon Facide amine accepteur du groupement

phosphate lors de la reaction catalytique de chaque proteine (Hunter, 1991): (1) il y a les

enzymes qui ajoutent des groupements phosphates sur les residus tyrosines, lesquelles sont

soit des recepteurs associes a la membrane, soit cytoplasmiques et (2) celles qui ajoutent des

groupements phosphates sur des serines et des threonines que 1'on retrouve habituellement

sur la face inteme de la membrane plasmique, dans Ie cytoplasme ou dans Ie noyau (Hanks et

al., 1988). Des experiences montrent qu'il existe aussi des proteiaes kiaases capables de

phosphoryler autant des residus serines/threomnes que des tyrosmes sur un motif Thr-X-Tyr.

Ces proteines sont connues sous Ie nom de kinases a double specificite (Douville et al., 1994;

Dhanasekaran et Reddy, 1998). II est meme possible de diviser cette categorie de proteines

en 3 sous-groupes: (1) les kinases qui montrent une vraie double specificite par la

phosphorylation des residus serines/threonines et tyrosines d'un substrat exogene; (2) les

kinases qui exhibent une double specificite seulement en autophosphorylation; (3) et les

kinases qui poss^dent les motifs et caracteristiques structurales des kinases a double

specificite.

Les proteines kinases: domaine catalytique et regulation

Le domaine catalytique des proteines kinases possede approximativement 250-300

acides amines, ce qui correspond a un poids moleculaire d'environ 30 kDa (kilodalton) de la

proteine. La sequence primaire du domaine kinase contient des residus cles qui ont ete

hautement conserves durant 1'evolution et qui participent a 1'etablissement de sa fonction.



Par consequent, ceci implique une stmcture tridimensionnelle similaire et done un

mecanisme catalytique commun. Ce domaine kinase a ete divise en 12 sous-domames (I-

XII) hautement conserves, separes par des regions faiblement conservees (Hanks et al.,

1988). Le coeur du domaine catalytique est constitue des domaines VI a IX qui portent la

plus grande frequence d'homologie entre les residus. Le domaine catalytique rempli trois

fonctions essentielles: premierement, il oriente et lie Ie phosphate donneur de 1'ATP

(adenosine triphosphate) dans un complexe avec un cation divalent (Mg2+ ou Mn2+).

Deuxiemement, il oriente et lie Ie substrat et finalement il transfert Ie y-phosphate de 1'ATP

sur Ie residu accepteur de la proteine substrat. Les proteines kinases utilisent Ie y-phosphate

de 1'ATP pour gen^rer un phosphate monoester utUisant un groupement alcool (sur une

serine ou une threonine) et/ou un groupement phenol (sur une tyrosine) comme accepteur du

phosphate. Pour ce qui est de Fion metallique (Mg +), celui-ci permet de stabiliser et

d'orienter correctement Ie y-phosphate necessaire a la catalyse. II favorise egalement Ie

developpement d'une charge negative duraat la catalyse (Jonhson et al., 1998).

NatureUement, la premiere cristallisation du domaine kinase de la sous-unite catalytique de la

cAPK (cyclic AMP-dependent protein kinase) a permis de determiner les residus importants

dans la reaction catalytique (voir figure 1). Par la suite, il a ete possible d'afGrmer que la

partie N-tenninale (I-IV) formee de feuillets-P etait principalement impliquee dans la fixation

et Forientation du nucleotide alors que la partie C-terminale (VEA-UC), formee d'helices-a,

etait responsable a la fois de la fixation du peptide substrat et de 1'initiation du

phosphotransfert (Hanks et Hunter, 1995; Bossemeyer, 1995).

Plusieurs mecanismes de regulation des proteines kinases ont et6 identifies jusqu'a

maintenant et Us impliquent autant Ie domaine catalytique que ses structures

extracatalytiques. Par exemple, il existe Ie controle par F addition de sous-unites proteiques

qui reagissent en fonction d'une reponse a un second messager comme dans Ie cas de la

cAPK. L'addition de ces sous-unit^s peuvent elles-memes etre regulees par leur niveau

d" expression dependant de 1'etat fonctionnel de la cellule. Aussi, 1'addition de domaines



Figure 1. Representation schematique du domaine kinase de la sous-unite catalytique
de la cAPK . Ce schema represente la structure tridimensionnelle des 12 sous-domames de
lacAPK.

particuliers permet de cibler les proteiaes kmases dans des localisations subcellulaires

precises et certaines proteines peuvent agir comme inhibiteurs de leur activite kinase par un

processus autoregulateur et amsi moduler leur action. Fmalement, Ie controle peut

s'effectuer par la phoshorylation et la dephosphorylation par d'autres kinases ou

phosphatases. Les sites de phosphorylation sont generalement distribues en carboxy et en

amino terminal de la proteine, mais il semble aussi qu'un domaine situe dans la portion

centrale du domaine kinase appele Ie "segment d'activation" serait egalement un element

essentiel et crucial dans Ie controle de Factivite des proteines kmases (Jonhson et a/., 1996).

Ce segment permet la phosphorylation de la proteine en des endroits precis et participe a la



conversion de Penzyme d'un etat inactif a un etat actif. Ceci engendre un changement

conformationnel de la proteme qui a pour effet de permettre 1'exposition du substrat au

domame catalytique. Ceci a ete bien d^montre chez EREC2 (extracellular response kinase 2)

(Canagarajah et al., 1997).

Malgre 1'existence d'une conservation des residus entre les categories de protemes

kinases (celles qui phosphorylent en serme/threonine et celles en tyrosine), on peut se

demander comment se fait la selection du substrat pour chacun des enzymes? De par la

structure de chacun des acides amines phosphoryles, il est possible de croire que la fente

catalytique d'une tyrosme kinase est dessmee pour positionner Ie groupement hydroxyle de la

tyrosine comme accepteur du phosphate et ne peut effectuer Ie transfert de ce phosphate sur

une serine ou threonine parce que celles-ci ne penetrent pas assez profondement dans la fente

catalytique. Les premieres evidences supportant cette hypothese ont ete obtenues en

comparant la structure tridimensionnelle de la cAPK a celle de 1'IRK (insulin receptor

protem-tyrosine kinase) (Taylor et al., 1995). De plus, il a ete demontre que la sequence

primaire autour des acides ammes phosphoryles par la kinase jouait un role essentiel dans la

reconnaissance du substrat (Pmna et Ruzzene, 1996). Ceci permet done de gouvemer

Fautophosphorylation de la proteme et par Ie fait meme son activite. Une autre question a

laquelle on peut penser est par quel moyen les proteines kinases a double specificite sont-

elles capables de phosphoryler les 2 groupes? Jusqu'a mamtenant, aucun mdice sur ce

mecanisme n'a ete montre avec la comparaison des sequences primaires des differentes

sortes de proteines cristallisees. Par centre, des travaux sur la proteine ERK2 ont montre que

la phosphorylation des 2 residus pourrait se faire sequentiellement en commen9ant par la

tyrosine suivie par la threonine (Haystead et al., 1992).



De la membrane au noyau

Comme nous 1'avons vu auparavant, la transduction du signal de la membrane au

noyau permet de controler 1'homeostasie cellulaire. Chez les eucaryotes, par exemple. Ie

controle de la croissance cellulaire et du developpement est regule par des molecules de

signalisation extracellulaire. Celles-ci activent par la suite des proteines tyrosine kinases

membranaires ou cytoplasmiques, qui a leur tour stimulent les proteines de signalisation

intracellulaires qui controlent biochimiquement les voies menant a la proliferation. Ces

proteines tyrosine kinases jouent un role essentiel dans Ie maintien de 1'homeostasie

cellulaire. Ceci s'explique par Ie fait que lorsque mutees dans differentes parties de leur

structure, celles-ci deviennent constitutivement actives et favorisent la croissance en absence

de stimuli extracellulaires occasioanant la transformation de la cellule (Rodrigues et Park,

1994; Porter et Vaillancourt, 1998). De par leur importance dans ces processus, il y a eu

beaucoup d'avancements ces dernieres annees afin d'identifier les mecanismes par lesquels

ces recepteurs tyrosine kinases regulent leurs cibles et comment ces recepteurs a la surface

cellulaire communiquent avec les facteurs de transcription nucleaire (Pawson et Hunter,

1994).

Les recepteurs

Les recepteurs a la surface cellulaire re9oivent des messages de 1'envu'onnement via

leur domaine extracellulaire qui contient des structures de fixation specifiques pour des

ligands. Lorsque des molecules specifiques se lient a ces structures, cela entraine une serie

d'evenements intracellulaires. Depuis quelques annees, ces mecanismes de translocation du

signal exteme via Ie recepteur semble s'effectuer par la formation de dimeres et

d'oligomeres. Ces mecanismes s'appliquent a plusieurs categories de recepteurs comme

ceux possedant une activite tyrosine kinase ou serine/threomne kinase ainsi que les



recepteurs a cytokines. Les recepteurs tyrosme kmases et a cytokines seront decrits dans les

prochaines lignes.

Les recepteurs tyrosine kinases sont formes d'un domaine transmembranaire qui

separe Ie domaine kinase mtracellulaire du domaine extracellulaire, lequel contient les motifs

specifiques et essentiels a la liaison des differents ligands. Ces recepteurs appartiennent a

differentes families separees selon Ie facteur de croissance avec lequel il peut se lier (platelet-

derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor

(FGF), insulin-like growth factor (IGF), etc) (Heldin, 1995). Chez les recepteurs tyrosine

kinases, la fixation cTun facteur de croissance entraine la dimerisation qui est suivie par

Pautophosphorylation du recepteur. Celle-ci se produit principalement par un mecanisme

intermol^culaire, c'est-a-dire que les recepteurs se phosphorylent Fun 1'autre en tyrosme. On

explique cette phosphorylation par Ie changement dans la conformation du recepteur suite a

cette dimerisation favorisant ainsi 1'augmentation de leur activite kinase. Cette

phosphorylation peut s'effectuer soit a 1'interieur, soit a Pexterieur du domaine kmase du

recepteur. Ces phosphotyrosines constituent des sites d'ancrage pour les molecules de la

transduction des signaux en aval, en formant des complexes via Ie domaine SH2 (src

homology 2) de ces proteines (voir section sur les domaines d'mteraction, p. 12). Par

exemple, plusieurs tyrosmes phosphorylees peuvent etre generees sur Ie recepteur a PDGFp

(jusqu'a 8) suite a la fixation de son ligand afin de pouvoir interagir avec differentes

proteines dont la PLC-y, Src et Nck. (Schlessinger, 1994; Kazlauskas, 1994) (voir figure 2).

Aussi, il ne faut pas oublier que la propagation d'un signal peut dependre de

Fhomodimerisation ou de Pheterodimerisation des recepteurs en cause. Ceci s'explique par

Ie fait que Ie nombre et Ie type de recepteurs (differentes isoformes) exprimes a la surface

cellulaire peut influencer cette dimerisation et ainsi permettre 1'activation de differentes voies

selon Petat de la cellule ou Ie type cellulau-e.



Figure 2. Representation du recepteur PDGFp apres son activation. Les molecules de
signalisation en aval qui contiennent des domaines SH2 (3^) se lient specifiquement aux
phosphotyrosines (^^) du recepteur permettant ainsi de relier les recepteurs aux voies de
signalisation intracellulaire.

Quant a la classe des recepteurs a cytokines, ceux-ci peuvent principalement

interagir avec les interleukmes et les interferons. Malgre que cette classe de recepteurs

se distingue des recepteurs tyrosine kinases par 1'absence d'un domaine catalytique

intracellulaire, leurs mecanismes d'action sont similaires. La liaison d'une molecule

extracellulaire induit une dimerisation ou une oligomerisation des recepteurs a cytokines

permettant ainsi 1'induction d'un signal intracellulaire. Ce signal est mduit via des proteines

cytoplasmiques associees aux domaines intracellulaires de ces recepteurs qui deviennent

egalement actives. Cette signalisation pourrait se faire via des proteines kinase appelees les

"Janus kinase" (JAK) (voir figure 3). Ces dernieres s'activeraient suite a la dimerisation
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Transcription de ISG

Figure 3. Modele de transduction de signaux d'un recepteur a cytokines via les
proteines JAKs apres une fixation de 1'IFNa. L'activation des protemes JAKs (TYK2 et
JAK1) suivant la dimerisation du recepteur entrame par la suite 1'activation des protemes
STATs (ISGF3) afin de stimuler une transcription specifique. Phosphotyrosmes (^).



des recepteurs a cytokines et phosphoryleraient plusieurs cibles de fa^on directe ou mdirecte.

Une de ces cibles serait Ie recepteur lui-meme afm de creer des sites d'ancrage pour les

proteines qui ont des domaines SH2. Une autre cible serait les proteines nommees "signal

transducer and activators of transcription" (STATs) qui se regroupent pour former un

complexe appele ISGF3 (interferon-stmiulated gene factor 3). Suite a 1'activation du

recepteur, ces proteines cytoplasmiques seraient recrutees a la membrane via leur domaine

SH2 pres du complexe JAK-recepteur pour ensuite etre phosphorylees par les JAKs. Cette

phosphorylation entrainerait la dissociation du complexe ISGF3 du recepteur et pennetterait

a ces proteines de s'homodimeriser ou de s'heterodimeriser via leur domame SH2. Celles-ci

seront alors transloquees du cytoplasme au noyau ou elles pourront specifiquement stimuler

la transcription (Taniguchi, 1995).

II n' y a pas une grande difference entre les modes de signalisation des recepteurs

tyrosine kinases et ceux des cytokines meme si ces derniers n'ont pas de domaine kinase. Par

exemple, les recepteurs a EGF et a PDGF activent via leur domaine tyrosine kinase la

phosphorylation des proteines STATs peut-etre via les proteines kinases JAKs. De plus,

apres Pactivation des recepteurs a cytokines, les JAKs ou peut-etre d'autres kinases

pourraient entrainer 1'activation des meme voies que celles suite a une activation des

recepteurs tyrosme kmases grace aux mteractions phosphotyrosine-domaine SH2 (Heldm,

1995).

II existe aussi des recepteurs qui ne se dimerisent pas suite a la liaison d'un ligand.

Ces recepteurs sont appeles les recepteurs couples a des proteines G. Ces demieres sont

pourvues d'une activite catalytique GTPase qui permet Fechange du GDP (guanosme

diphosphate) en GTP (guanosine triphosphate). Ces recepteurs constituent une famille de

proteines contenant 7 helices-a transmembranaires composees principalement de residus

hydrophobes enroules entre les phases extracellulaires et mtracellulau-es (voir figure 4). Ces
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Effecteurs

Figure 4. Mecanisme cT activation des recepteurs couples a des proteines G. La fixation
d'un ligand entraine 1'echange du GDP pour Ie GTP sur la sous-unite a, permettant ainsi de
transmettre un signal aux voies de signalisation intracellulaire.
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recepteurs sont couples a des proteines G heterotruneriques composees des sous-unites a, P

et y responsables d'initier une variete de voies de signalisation intracellulaires a partir de la

membrane. Le mecanisme s'effectue comme suit: lorsque Ie recepteur couple aux prot^ines

G est inactif, la sous-unite a existe sous une forme liee au GDP. Lors de la liaison d'un

agoniste extracellulaire au recepteur, ily a a la fois induction d'un changement

conformationnel de celui-ci et des proteines G qui lui sont associees. Cela entrame la

diminution de Paffinite de la sous-unite a pour Ie GDP qui est alors remplace par Ie GTP.

Ce remplacement occasionne des lors la dissociation de la sous-unite a du recepteur et des

sous-unites P et y pour ensuite effectuer leur role dans la transmission des signaux sur

d'eventuels effecteurs. Par la suite, Ie mecanisme inverse s'effectue afm de permettre la

reassociation des sous-unites au recepteur (Sugden et Clerk, 1997).

Les domaines d'interaction

Malgre 1'homologie observee dans Ie domaine catalytique des proteines kinases, on

ne peut en dire autant de leur partie extracatalytique qui se composent de plusieurs motifs

assez variables leur conierant des mecanismes de controle differents. Plusieurs de ces

domaines, presents dans les proteines de la signalisation cellulaire ont ete identifies et nous

ont permis de mieux comprendre la precision, I'ampliflcation et la speciflcite des voies de

transduction. Ces motifs permettent entre autres, de controler par changements de

conformation, 1" exposition du substrat au domaine catalytique et d'ainsi agir comme regions

inhibitrices. De plus, elles peuvent non seulement aider certaines proteines kinases a

atteindre leurs cibles plus en amont ou en aval de la cascade mais aussi a les localiser dans

des regions subceUulaires particulieres necessaires a leur action. Les domaines modulent

1' interaction entre les proteines et determinent la voie d'un systeme de transduction de

signaux en leur permettant la formation de complexes multiproteiques. Les domames

d'interaction proteine-proteine les plus connus sont les motifs SH2 et SH3. Ces domaines

mesurent entre 50 et 150 acides amines et sont fonnes de residus hautement conserves afin de
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reconnaitre specifiquement leurs substrats. Ces motifs proteiques sont impliques dans

plusieurs cascades de signalisation faisant mtervenir des proteines kinases, des proteines

phosphatases et des proteines adapteurs qui n'ont pas d'activite enzymatique (voir section sur

les prot^ines adapteurs, p.27). Les domames SH3 sont aussi retrouves dans certaines

proteines du cytosquelette ou Us peuvent medier un role regulateur sur 1'architecture et Ie

mouvement de la cellule (Cohen et al., 1995).

Comme nous Pavons vu plus tot, les recepteurs tyrosme kinases s'autophosphorylent

suite a leur dimerisation et cette autophosphorylation est cruciale pour la transmission des

signaux aux molecules en aval. Ce sont les proteines qui portent des domaines SH2 qui vont

interagir avec ces phosphotyrosines. La specificite d'interaction de ces domames SH2 est

determinee par certains residus situes au pourtour de la tyrosine phosphorylee. La

phosphorylation des proteines contenant des domaines SH2 peut aussi contribuer au maintien

de differentes voies de signalisation. Comme demontre plus haut dans Ie cas des JAKs, la

phosphorylation des STATs entraine la dunerisation entre les membres via leur domaine SH2

favorisant la translocation au noyau.

Le motif SH3 reconnait pour sa part des regions riches en prolines dont la sequence

consensus est PXXP. La specificite de fixation est regulee de fa^on similaire aux domaines

SH2 par les residus situes de part et d'autre des prolines invariables (Schlessinger, 1994). II

existe aussi des proteines qui possedent a la fois des domaines SH2 et SH3. Certaines

experiences montrent une action coordonnee entre les deux motifs dans 1'elaboration d'un

mecanisme de signalisation, mais ceci reste a confirmer.

On retrouve les domaines SEE et SH3 chez la plupart des organismes eucaryotes, a

V exception de la levure qui ne contient aucun domame SH2. Des travaux sur Ie sequen^age

du genome de la levure ont montre qu'elle porte 113 genes codant des proteines kinases, ce

qui correspond a 2% de son genome total (Hunter et Plowman, 1997). Dans ce meme
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genome, il y a plusieurs protemes kinases a double specificite mais aucune vraie tyrosine

kinase, suggerant que les recepteurs tyrosine kinases ont evolues en reponse au besoin de la

signalisation cellule-cellule chez les organismes multicellulaires. On evalue la presence de

1000 genes de proteines kinases dans Ie genome des mammiferes (Hunter, 1987) et

aujourd'hui seulement envu-on 450 sont connues. Le modele de la levure a permis de faire

avancer grandement la connaissance des mecanismes cellulaires unpliquant les proteines

kinases puisque 1'organisation de base de la signalisation entre la levure et les organismes

multicellulaires est hautement conservee (Madhani et Fink, 1998).

La transmission des signaux

Les signaux extemes peuvent etre detectes par la cellule soit au niveau de la

membrane, soit a 1'interieur de celle-ci. A partir du premier signal, deux mecanismes

generaux impliquant la phosphorylation de proteines ont evolue pour permettre une reponse

rapide et precise jusqu'au noyau (Karin et Hunter, 1995; Kyriakis et Avruch, 1996a). Le

premier mecanisme implique 1'activation de facteurs de transcription situes dans Ie

cytoplasme dans un etat stable et qui sont transloques au noyau suite a leur activation. C'est

Ie cas notamment du facteur de transcription NF-KB (nuclear factor KB) (Baeuerle et

Baltimore, 1988). Le deuxieme mecanisme regule 1'activation de proteines kinases, du

cytoplasme jusqu'au noyau, ou ces demieres peuvent phosphoryler des facteurs de

transcription cibles. Tel est Ie cas de la cAPK (cyclic AMP-dependent protein kinase) (Nigg

et al., 1985) et de la cascade des MAPKs (mitogen-activated protein kinase) (Seger et al.,

1995). Ce demier mecanisme fait 1'objet de la prochaine section.
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La cascade des MAPKs

La categorie des proteines a double specificite joue un role essentiel dans les voies de

signalisation intracellulaire que 1'on appelle la cascade des MAPKs. Ce module de

signalisation conserve chez les eucaryotes permet Ie cheminement d'un signal extracellulaire

provenant d'un recepteur vers Ie noyau. De plus, certams membres de cette cascade pourrait

agir comme "sensor" afin de detecter les stimuli et ainsi contribuer a reguler les voies de

transduction. Habituellement, la cascade de phosphorylation MAPKKK-* MAPKK-^

MAPK fonctionne comme un module pour permettre a la MAPK, c'est-a-dire au demier

membre de la cascade, de phosphoryler d'autres kinases ou, suivant sa translocation au

noyau, des facteurs de transcription (Treisman, 1996) (voir figure 5). Les MAPKs sont

activees par phosphorylation de residus threonine et tyrosine par les MAPKKs, lesquelles

sont activees par phosphorylation en serine/threonine par les MAPKKKs. Cette cascade de

proteines mediee par les proteines kinases a double specificite entraine une speciflcite

d'activation puisque la plupart des kinases phosphorylent soit en Ser/Thr soit en Tyr.

L'utilisation d'une cascade de phosphorylation est interessante pour la transduction de

signaux car elle permet une amplification, une retroaction, des entrecroisements et des

branchements (Hunter, 1995). Ce sont ces caracteristiques qui font qu'il est tres difficile

d'identifier Ie role et les substrats physiologiques de chacun des membres de la cascade.

Cependant, grace a Papproche moleculaire, plusieurs voies se sont dessinees (Cohen, 1995).

On retrouve dans cette cascade, trois voies principales se distinguant par leurs activateurs. II

y a la voie des ERKs qui est principalement activee par des facteurs de croissance ainsi que

1'ester de phorbol, contrairement a la voie des JNKs (c-jun N-terminal kinase) et de p38,

aussi appele les SAPKs (stress-activated protein kmase). Ces demieres sont activees soit par

des stress cellulau-es (choc osmotique, thermique et U.V.) (Derijard et al., 1994), soit en

reponse a des agonistes relaches ou produits en condition de stress ou d'infection

(cytokines inflammatoires et TNF-a) (Kyriakis et al., 1994). II y a aussi la voie de ERK5
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Signaux extracellulaires
facteurs de croissance, cytokmes, U.V.,

stress, TISTF-a, hyperosmolarite, etc.

GTPases
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Destin cellulaire
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Figure 5. Cascade des MAPKs. La transmission des signaux de la membrane jusqu'au
noyau se fait via une cascade de phosphorylation de proteines kinases du niveau MAPKKKs
au niveau MAPKs. Cette cascade se divise en trois voies precises.
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qui est une voie de signalisation independante de celle des ERKs qui peut etre activee

par un choc osmotique ou oxydatif (Zhou et al., 1995; Abe et al., 1996). D'autres voies

existent vraisemblablement chez les mammi^res car, 6 voies differentes ont ete identifiees et

caraterisees chez la levure.

La voie des ERKs

La voie des ERKs est Pune des plus etudiee a cause de sa participation dans la

regulation de plusieurs processus cellulaires tels la croissance, la differenciation cellulaire,

Foncogenese et Ie cycle cellulaire (Davis, 1993; Crews et Erikson, 1993; Seger et Krebs,

1995). Le mecanisme d'activation resulte de la transmission a partir des recepteurs tyrosine

kinases, des recepteurs couples a des proteines G et des recepteurs a cytokines. Le

mecanisme Ie plus documente pour 1'activation de la voie des ERKs passe par les recepteurs

tyrosine kinases via Ras, lequel active par la suite la cascade Raf-^ MEK (MAPK/ERK

kinase)-> ERK (voir figure 6). Les premieres etapes s'enclenchent suite a P activation par un

ligand, des recepteurs tyrosine kinases. Alors, ceux-ci se dimerisent et leurs domaines

kinases cytoplasmiques se phosphorylent mutuellement sur des residus tyrosines creant des

sites d'ancrage pour les proteines contenant des domaines d'mteraction SH2 comme SHC et

GRB2 (growth factor receptor-binding protein 2). Cette demiere, etant etroitement liee a la

proteine SOS, un facteur d'echange GDP/GTP specifique a Ras qui est normalement

cytoplasmique, est par Ie fait meme recmtee a la membrane pour ensuite devenir un acteur

important dans Factivation de la voie. En effet, SOS permet d'activer la proteme Ras suite a

Pechange du GDP en GTP favorisant alors Ie recrutement de la proteine Raf au niveau de la

membrane plasmique. II y aura par la suite activation de celle-ci et des autres proteines de la

cascade soient MEK et ERKs (Woodgett et at, 1995; Marshall, 1994). Bien que Rafest tres

bien caracterisee dans la voie des ERKs, il existe d'autres proteines kinases qui sont

egalement capables d'activer MEK, dont Mos et la PKC (proteine kinase C). La phosphorylation
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Figure 6. L'activation de la voie des ERKs par les recepteurs tyrosine kinases. Cette
activation favorise Ie recmtement du complexe Grb2-Sos au niveau de la membrane
permettaat ainsi la conversion de la proteine Ras en une forme active. Cette demiere active
a son tour les effecteurs en aval. Tyrosine non-phosphorylee (^) Tyrosine phosphorylee (^)
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de ERK par MEK s'effectue au niveau de la sequence Thr-Glu-Tyr. Une fois active, ERK

peut alors phosphoryler des facteurs de transcription apres avoir ete transloque au noyau

ainsi que d'autres proteines, autant membranaires que cytoplasmiques.

La voie de p38

La voie de p3 8 a ete initialement identifiee par son implication dans la protection

centre les variations osmotiques. Elle est impliquee dans la reponse mflammatoire, dans la

regulation ou la progression de 1'apoptose, amsi que dans plusieurs autres mecanismes

intracellulaires (Fanger et al., 1997; Paul et al., 1997). MKK6 et MKK3 sont les principaux

activateurs de p38 sur Ie motif Thr-Gly-Tyr. Toutefois, les activateurs localises en amont de

ceux-ci ne sont pas tres bien connus dans les cellules de mammifsres. II y a certams

membres de la famille des MAPKKs unpliques initialement dans 1'activation de la vote des

JNKs qui montrent une specificite d'activation pour la voie de p38 (voir figure 7). Nous

savons par contre que Cdc42 et Rac sont en amont de la cascade. Aussi, on sait que p38 est

capable non seulement de reguler 1'activite transcriptionnelle de certains facteurs afm

d'augmenter Factivite de type AP-1, mais aussi de phosphoryler la proteine MAPKAP

(MAPK-activated kinase) qui est responsable quant a elle de la phosphorylation de la

proteine hsp25-27 (heat shock protein 27) (Stokoe et al, 1992).

La voie des JNKs

Une autre voie de la cascade des MAPKs, est celle faisant intervenir les JNKs. II a

ete demontre que cette voie pourrait agir avec celle de p38 mais des travaux supplementau'es

seront necessaires pour Ie confirmer. Le plus important membre, JNK, est code par 3 genes

(JNK1, JNK2, JNK3\ chacun d'eux etant soumis a differents mecanismes d'epissages altematifs
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Figure 7. La voie de p38. Cette voie est active en amont par les proteines Cdc42/Rac. Les
proteines MKK3 et MKK6 sont les prmcipaux activateurs de p38 mais il y a aussi SEK1.
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dont celui en C-terminal necessaire a generer des polypeptides de 46 et 54 kDa. Ces genes

ont environ 90 % d'homologie entre eux et 40% avec la famille des ERKs. Les proteines

JNK1 et JNK2 sont exprimees ubiquitairement, contrairement a JNK3 qui est selectivement

exprime dans Ie cer^eau. Ie coeur et les testicules (Ip et Davis, 1998). L'activation de la voie

des INKs mene a 1'mhibition de croissance cellulaire et possiblement au phenomene

d'apoptose et de la transformation cellulaire, ceux-ci etant dependant du type cellulaire (Paul

et al., 1997; Dhanasekaran et Reddy, 1998). Les principaux membres en amont de la cascade

commmencent a etre de mieux en mieux connus. II faut se rappeler Ie fait que la voie des

JNKs est principalement active par des stress ce qui ne necessitent pas absolument la

presence de recepteurs specifiques contrau'ement a la voie des ERKs. Par centre, lorsque la

voie est sthnulee par les cytokmes mflammatoires, se sont les recepteurs a cytokines qui

entrainent Factivation. Bien que ces recepteurs, comme Ie recepteur a TNFa, n'ont pas

d'activite tyrosine kinase, 1'activation des cibles en aval est mediee par une famille de

proteines TRAF-2 qui interagissent avec ce recepteur et qui sont recrutees suivant la

trimerisation du recepteur en reponse a la liaison du ligand (Natoli et al., 1997). Par la suite,

il y a activation de la voie de JNK (Minden et Karin, 1997). D'un autre cote, la voie des

JNKs est en partie r^gulee en amont par de petites proteines GTPases de la famille de Rho,

Rac et Cdc42 qui permettent Ie couplage des recepteurs au noyau lors de certaines

stimulations (voir figure 8). II a ete montre qu'un mutant Rac peut bloquer 1'activation de

JNK par Ha-Ras, Ie EGF et la proteine v-Src (Coso et at, 1995; Minden et al., 1995). II

existe plusieurs families de MAPKKKs de la voie des JNKs qui pourraient coupler ces

elements en amont avec les effecteurs plus en aval, dont la famille des MEKKs (MAPK/ERK

kinase kinases). La decouverte de plusieurs isoformes dans cette famille a augmente la

complexite de la regulation a ce niveau. Comme par exemple, MEKK1 a ete la premiere

proteine identifiee en tant qu'activateur de MEK1 (un membre de la famille des ERKs).

Toutefois, il a ete determine qu'elle avait une plus grande specificite d'activation pour la voie

des JNKs. MEKK1 serait active par PAK (p21-activated kinase) qui fixe Cdc42 actif, mais

aucune evidence que PAK phosphoryle MEKK1 n'a ete montree. Aussi, MEKK1 pourrait

interagir avec Ras active et 1'activite de celle-ci serait essentielle pour Factivation de MEKK1
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Figure 8. La voie des JNKs. L'activation de cette voie se fait principalement par les
proteines Cdc42/Rac. Cette cascade de phosphorylation active par la suite les deux
principaux activateurs de JNK, MKK7 et SEK1.
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mediee par 1'EGF. Ceci permettrait de coupler les recepteurs a la voie des JNKs. Malgre la

specificite de 1'activation de JNK par MEKK1, certains autres membres de sa famille

pourraient preferentiellement activer d'autres voies. A part les membres des MEKKs,

plusieurs autres MAPKKKs ont de identifies comme activateur de la voie des JNKs tels que,

la famille des GCKs (germinal center kinase), TAKs (TGF-P-activated protein kinase), Tpls

(tumor progression locus) et des MLKs (mixed-lineage kinases). Plusieurs de ces membres

pourraient coupler les evenements plus en amont avec ceux plus en aval avec Fun des deux

principaux activateurs des INKs soit SEK1 (SAPK/ERK-kinasel) (appele aussi MKK4) ou

MKK7. Lawler (1998) a montre que SEK1 a une preference de phosphorylation pour Ie

residu tyrosine, alors que MKK7 phosphoryle specifiquement Ie residu threonine dans Ie

motif Thr-Pro-Tyr du segment d'activation de JNK. De plus, SEK1 est aussi capable de

phosphoryler p38, ce qui montre qu'il pourrait agir aussi comme un coordonnateur des deux

voies (Kiefer et at, 1996). II a ete montre que la partie N-terminale de SEK1 joue un role

majeur dans la determination de la specificite car elle interagit directement avec INK1, p38a

et MEKK1 (Xia et al., 1998). Pour ce qui est de MKK7, celle-ci est activee par les memes

stimuli que SEK1 mais aussi par IL-1 et Ie TNF (Toumier et al., 1997). Aussi, il existe

d'autres mecanismes qui sont capables de contribuer a Factivation de JNK. Par exemple,

P expression de J[P-1 (JNK interacmg protein-1), une proteine cytoplasmique qui interagit

avec JNK a montre qu'elle agissait comme une proteine adapteur dans 1'activation de la voie

impliquant MKK7 amsi que deux membres de la famille des MLKs (voir section sur les

adapteurs) (Whitmarsh et aL, 1998; Dickens et al., 1997). Des etudes realisees in vitro ont

demontre Fexistence de proteines capables d'inactiver JNK, lesquelles sont les

serines/threonines et les tyrosines phosphatases. Cependant, leur capacite d'inactivation de la

voie des JNKs n'a pas encore ete demontree in vivo (Neel et Tonks, 1997).
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Mecanisme de regulation de la transcription par JNK

On remarque que JNK a une grande speciflcite de phosphorylation sur plusieurs

facteurs de transcription ce qui permet 1'augmentation de Factivite transcriptionelle de type

AP-1. Un des plus speciflques, c-jun, est phosphoryle par JNK en serine 63 et 73 pour ainsi

augmenter son activite transcriptionelle. Aussi, il a ete montre que la demi-vie de ce facteur

de transcription etait assez courte. Par Ie fait meme, 1'activation de la voie de JNK et par

consequent la phosphorylation de c-jun, amene 1'augmentation de sa demi-vie et amsi son

accumulation dans Ie noyau ou il peut augmenter 1'activite transcriptionnelle. Malgre

V activation de plusieurs facteurs de transcription par JNK, celui-ci participe aussi a la

repression de certains facteurs de transcription. Un isofomie de la famille des facteurs de

transcription NFAT (nuclear factor of activated T cells), NFAT4, est sequestre sous une

forme latente au niveau du cytoplasme dans les cellules quiescentes. JNK lie la partie N-

terminale de NFAT4 et la phosphoryle au niveau de 2 sites. La deletion de ces sites amene

une accumulation constitutive de NFAT4 dans Ie noyau (Chow et al., 1997).

Les facteurs de transcription contiennent un large eventail de structures de liaison a

FADN tel que Ie motif zinc finger qui est unplique dans la regulation des genes controles par

les MAPKs. La comprehension des mecanismes biochimiques par lesquels la

phosphorylation par les MAPKs peut reguler 1'activite des facteurs de transcription et

1' expression des genes commmence a etre connue. II a en effet ete propose que la

phosphorylation affecterait la stabilite, la fixation a 1'ADN, 1'activation et Ie pouvoir

represseur des facteurs de transcription (Treisman, 1996).

La transformation oncogenique par JNK: activateur ou supresseur de tumeurs?

Plusieurs evidences montrent 1'implication de la voie des JNKs dans la transformation

des cellules. Par exemple, plusieurs proteines comme v-Crk et bcr-abl sont des oncogenes
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capables d'activer fortement la voie des JNKs et Pexpression de mutants dominants negatifs

dans cette meme voie reprune leur pouvoir oncogenique (Tanaka et al., 1997; Raitano et al.,

1995). Ceci appuie fortement 1'hypothese de la participation de la voie des JNKs dans la

transformation de certains types cellulaires. D'un autre cote, la perte de 1'activation de la

voie des INKs peut aussi mener a la transformation des cellules d'ou un role de suppresseurs

de tumeurs. Sur la base de ces observations, on peut penser que la perte du pouvoir

apoptotique de la voie des JNKs pourrait contribuer a amener la survie et par Ie fait meme la

transformation des cellules (Ip et Davis, 1998). II est mtriguant d'observer que dans deux

lignees cellulau-es tumorales derivees de carcinomes de poumon et de pancreas, SEK1, un

des principaux activateurs de INK, porte une deletion dans la region codante de son gene

(Teng et al, 1997). De plus, une mutation a ete detectee au sein du gene codant SEK1 dans

un groupe de tumeurs du pancreas, du sein, du colon et des testicules et celle-ci entraine, dans

la majorite des cas, la perte de la fonction de la proteme (Teng et al, 1997). Ces donnees

suggerent done que SEK1 et possiblement d'autres membres de la voie de JNK, pourraient

etre consideres comme des suppresseurs de tumeurs. Naturellement, Ie pouvoir oncogenique

possible de JNK autant comme activateur que suppresseur de tumeurs reste a etre demontre.

Son role pourrait vraisemblablement varier en fonction du type cellulaire et de

1'envu-onnement dans lequel la cellule se trouve.

Pour ce qui est du role de JNK dans 1'induction de la mort cellulaire, celui-ci demeure

encore obscure malgre Ie grand nombre de publications dans ce domaine. Ceci tient au fait

que JNK est capable d'agir a la fois comme agent pro- et anti-apoptotique. Cela peut

dependre non seulement du type cellulaire mais aussi de 1'isoforme de JNK en cause. II a ete

demontre qu'un isoforme dominant negatif specifique est capable d'inhiber 1'apoptose

induite par les U.V. mais pas un autre (Butterfield et al., 1997). On retrouve par centre

certams systemes qui ont ete tres bien documentes a propos des voies de signalisation

impliquees dans 1'induction de 1'apoptose comme celui des PC-12. Cette induction, mediee

par la privation de NGF (nerve growth factor) dans les cellules PC-12 di£ferenciees, entraine
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sunultanement une activation des voies de JNK et de p38 et une inactivation de la voie des

ERKs(Xia^/., 1995).

Regulation des voies

La decouverte d'une interaction du-ecte entre la forme active du protooncogene Ras et

de la proteine kmase Raf-1 constitue Ie premier example que les petites GTPases regulent un

large eventail de fonctions cellulaires en interagissant avec des molecules a proximite de la

cascade des kinases. L'activation preferentielle des SAPKs par des stress, comparativement

a une pauvre activation par les mitogenes, suggerent fortement que les regulateurs en amont

des voies de ERK et SAPK sont separees (Kyriakis et Avruch, 1996b). L'etude des voies de

transduction des signaux est complexe en raison principalement du fait que certaines voies de

signalisation sont activees a un temps donne en reponse a une stimulation precise. II semble

que la balance qui existe entre ces voies et Pactivation differentielle de chacune determine

une reponse fonctionnelle et par Ie fait meme Ie destin de la cellule. De plus, la meme voie

de signalisation peut aussi avou* des fonctions differentes dependemment du type cellulaire.

Un de ces exemples nous vient de Fetude de la fonction de la voie des ERKs. Bien que

P activation de cette voie est reliee a la stimulation mitogenique des fibroblastes, celle-ci peut

medier une reponse completement differentes dans les PC-12. Dans ces cellules, la voie des

ERKs est mediee par Ie NGF, lequel implique 1'arret de la croissance et la differenciation en

cellules neuronales.

D'un autre cote, la voie des JNKs et de p38 semble etre activees par les memes

activateurs mais il existe quelques differences. Entre autres, il y a Ie delai d'activation de

chacun pour un meme agoniste. La plupart des etudes de regulation des dififerentes voies par

les kinases sont effectuees en transfection transitoire; il serait interessant de voir comment

s'effectue cette regulation de fa9on endogene. Aussi, la decouverte de multiples membres de

la famille des MAPKs et leur habilete a phosphoryler et a activer in vitro plusieurs cibles,
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entraine de nombreux problemes mecanistiques au niveau de la specificite dans 1'action de la

cascade de signalisation mtracellulaire.

Les proteines adapteurs

Pour remedier a ce probleme, la cellule a evolue de maniere a developper plusieurs

mecanismes pour ainsi donner une specificite d'action dans Ie controle de ces voies de

signalisation. Comme nous 1'avons vu precedemment, les domames d'interaction SH2 et

SH3 peuvent dicter 1'activation precise de certaines voies, cependant il existe aussi des

proteines qui peuvent complementer leur mecanisme. On les appelle les proteines adapteurs

ou d'ancrage. Ces proteines n'ont habituellement pas d'activite catalytique mais contribuent

a la specificite des evenements de la transduction des signaux en recmtant les enzymes

actives dans les reseaux de signalisation ou en les pla9ant pres de leurs substrats respectifs

(Pawson et Scott, 1997). Les premieres decouvertes de ces proteines ont ete effectuees chez

la levure. Par la suite, plusieurs nouvelles proteines ont ete identifiees dans les cellules de

mammiferes et semblent participer a la transmission des signaux des MAPKs.

Ces nouvelles proteines agissent d'une maniere specifique en activant selectivement

certains membres d'une voie particuliere de la cascade des MAPKs tout en excluant les

membres des autres voies (Elion, 1998) (voir figure 9). Comme mentionne auparavant, JIP-

1, est une proteme adapteur specifique pour la voie des JNKs. J[P-1 interagit avec MKK7,

MLK3, DLK (dual leucine zipper bearing kinase) et HPK1 (hematopoietic progenitor kinase

1). L'etude du mecanisme de IIP-1 montre qu'elle participe a 1'augmentation de 1'activation

de JNK par MKK7 et MLK3 (Whitmarsh et al., 1998). I/miplication des autres membres

qui interagissent avec JEP-1 dans les mecanismes d'activation n'a pas encore ete montree.

Aussi, il y a MP1 (Mek partner 1), une proteine adapteur specifique pour la voie des ERKs.

Elle permet de lier specifiquement MEK1 et ERK1 et de promouvoir 1'activation de ces

membres (Schaeffer et al., 1998). Un autre candidat, MEKK1, pourrait agir comme proteme
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adapteur dans la cascade des JNKs. MEKK1 est capable de lier NIK, une proteine de la

famille des STE20p qui est capable a son tour de lier une autre proteme adapteur appelee NCK.

Cette demiere, etant la cible de plusieurs recepteurs a facteurs de croissance, pourrait

permettre de lier les recepteurs via MEKK1 a la voie des JNKs. De plus, MEKK1 est

capable de lier JNK et SEK1 (Whitmarsh et Davis, 1998) (voir figure 9).

Comme on peut Ie constater, la stimulation d'une cellule cause une translocation de

plusieurs proteines kinases dans de nouveaux sites. Cette compartunentalisation resulte en

grande partie a la liaison de ces kinases a des proteines specifiques d'ancrage au niveau de

leur site correspondant ou ainsi elles peuvent exercer leur fonction physiologique. Cette

fonction peut etre accomplie par la formation d'un reseau complexe multiproteique

permettant 1'activation des voies specifiques de signalisation (Mochly-Rosen, 1995; Tsunoda

etal., 1998).

La famille des MLKs

La famille des MLKs, une sous-classe de MAPKKKs, est constituee de 5 membres:

MLK-1, MLK-2/MST (MKN28-derived non-receptor type ofserine/threonme kinase), MLK-

3/SPREC (SH3 domain containmg proliae-rich kinase)/PTK-l (protein tyrosine kinase 1),

LZK (leucine zipper-bearing kinase) et ZPK (zipper protein kmase)/DLK (dual leucine

zipper bearmg kinase)/MUK (MAPK-upstream kmase). Les genes de ces proteines ont tous

ete clones par la technique de PCR (polymerase chain reaction) en utilisant des

oligonucleotides degenerescents bases sur des acides amines hautement conserves dans Ie

domaine catalytique des tyrosines kmases (Wilks, 1989). Us se differencient des autres

groupes de protemes kmases principalement par leurs caracteristiques stmcturales distinctes.

Les 5 membres contiennent un domaine kinase qui ressemble a celui des serme/threonine et

tyrosine kinases suivi d'un double domame "leucine/isoleucine zipper". Bien que la fonction

de cette demiere structure dans les proteines kinase n'est pas encore tres bien comme, son
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existence dans les facteurs de transcription est associee a la liaison de PADN et a la

dimerisation (Landschulz et al., 1998). De plus, ce sont des proteines qui ne possedent pas

de domaine transmembranaire ni de sequence signal. Elles sont aussi assez volumineuses,

caracterisees par un po ids moleculaire d'environ 100 kDa et elles ont toutes ete identtfiees en

tant que principaux activateurs de la voie des HSTKs et de p38 (Fanger et al., 1997) (voir

figure 10). On peut diviser cette famille en 2 sous-groupes de proteines. MLK-1, MLK-

2/MST et MLK-3/SPRK/PTK-1 forment Ie premier groupe alors que LZK, ZPK/DLK/MUK

forment Ie deuxieme.

Cdc42/Rac

i / GCK \\ HPK1^ ^^
MLK-1 MLK-2 MLK-3

i lf I /[ [
MKK7 SEK-1 MKK3 MKK6

V V

^
Cdc42/Rac

v-Src

i
ZPK LZK

M̂KK7

u
JNK-1 P38 JNK-1 P38

Figure 10. Schema (Tactivation de la famille des MLKs. I^es fleches rouges indiquent une
interaction proteine-proteine tandis que les fleches noires representent une activation.

Le premier groupe est caracterise par la similarite de leur domaine kinase et de

certaines structures particulieres. Par exemple, les trois membres possedent du c6te N-

terminal de leur domaine kinase un domaine SH3 (src-homology 3). MLK-2 et MLK-3

possedent en aval du motif leucine zipper un site de liaison aux proteines Racl/Cdc42, appele

CRIB (cdc42/Rac interacting binding) (Burbelo et al., 1995). MLK-1 et MLK-2 humain, qui

font partie de ce groupe, ont ete les premiers membres de la famille des MLKs a etre clones
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(Dorow et al., 1993). A ce jour, peu de travaux out ete efifectues sur MLK 1 mis a part la

localisation de son gene sur Ie chromosome 14q24.3-31 (Dorow et al., 1993) ainsi qu'une

etude sur la regulation de son expression au niveau developpemental et fonctionnel dans les

cellules-P pancreatiques (DeAizpuma et al., 1997).

Pour ce qui est de MLK-2/MST, deux articles sur son clonage ont ete publics (Dorow

et al., 1995; Katoh et al., 1995). Son gene est localise sur Ie chromosome 19ql3.1-ql3.2 et

des analyses de "Northern Blot" ont permis de detecter majoritairement 1'expression du gene

dans plusieurs tissus notamment Ie cerveau. Ie muscle squelettique, les testicules et un peu

dans Ie pancreas (Dorow et al, 1995; Katoh et al., 1995). Des etudes d'activation ont permis

de montrer que MLK-2 etait capable de phosphoryler speciflquement in vitro SEK-1 en

threonine 223 et d'activer SEK-1 et JNK-1 par cotransfection dans les cellules COS-1 (Hirai

et al., 1997). Par centre, d'autres etudes ont montre que MLK-2 auraient une plus grande

specificite de phosphorylation et d'activation sur la proteine MKK7 que SEK-1 in vitro et in

vivo et que son domaine kinase serait responsable dans la determination de cette specificite

(Cuenda et Dorow, 1998; Hirai et al., 1998). Par la suite, deux groupes out tente de

determiner par differentes methodes les protemes qui pouvaient interagir avec MLK-2. Le

premier a determine que la partie N-terminal de MLK-2 interagissait avec la P-tubuline et la

prohibitine (Rasmussen et al., 1997; Rasmussen et at, 1998). Par la suite, grace au systeme

des deux hybrides. Ie deuxieme groupe a decouvert que MLK-2 interagissait avec plusieurs

proteines : Cdc42, Rac, rhippocalcine, 14-3-3s, KIF3A et KAP3 (Nagata et al., 1998). Dans

cette meme etude. Us ont colocalise MLK-2 Ie long des microtubules avec INK active.

Le demier membre de ce groupe, MLK-3, a ete clone par trois groupes (Ezoe et al.,

1994; Ing et al., 1994; Gallo et al., 1994) et elle est la proteine dont les mecanismes

d'activation sont les plus etudies. Ces memes groupes ont detecte 1'expression du gene

MLK-3 dans Ie coeur. Ie cerveau. Ie placenta, les poumons, Ie foie, Ie muscle squelettique, les
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reins et Ie pancreas. Le gene MLK-3 est localise sur Ie chromosome 11 ql3.1-13.3 (Ezoe et

al., 1994; Lassam et al., 1997). Par la suite, des essais d'activation out permis de conclure

que MLK-3 etait capable d'activer JNK par Fintermediaire de SEK-1 (Rana et al., 1996;

Teramoto et at, 1996; Tibbles et al., 1996). Cette activation semblerait s'initier par les

protemes Rac/Cdc42 en amont de la cascade des JNKs (Teramoto et at, 1996). De plus,

1'activation de JNK par GCK, HPK1 et C3G est inhibee par un mutant de MLK-3 (Tibbles et

al., 1996; Kiefer et at, 1996; Tanaka et Hanafusa, 1998). Plusieurs partenaires proteiques de

MLK-3 ont ete decouverts. On sait que MLK-3 est capable d'interagir avec Rac et Cdc42

(Teramoto et at, 1996; Nagata et at, 1998), KIF3A et KAP3 (Nagata et at, 1998), SEK-1 et

MKK6 (Tibbles et al., 1996), HPK1 (Kiefer et at, 1996) et ZPK (Tanaka et Hanafasa, 1998).

De plus, JTP-1 qui est une proteiae adapteur, semble etre Ie plus important partenaire de

MLK-3 de part sa selectivite d'activation de JNK avec MKK7, un partenaire intermediau-e et

essentiel (Whitmarsh et aL, 1998) (voir figure 9). De recents travaux sur la fonction du

"leucine zipper" de MLK-3 out pemiis d'affirmer que cette stmcture etait essentielle a la

dimerisation de la proteine et par Ie fait meme a 1'activation de la voie des JNKs (Leung et

Lassam, 1998). D'autres travaux sur 1'activation de la voie des JNKs/SAPKs dans les

lympocytes T montrent une participation de MLK-3 dans 1" induction de Factivateur de

l'interleukine-2 via son element DSE (dyad symmetry element) (Hof&neyer et al., 1998).

Le deuxieme groupe de la famille des MLKs, formes de LZK et ZPK/DLK/MUK est

principalement caracterise par des homologies de sequence. Le premier membre LZK est

une proteine recemment clonee et dont 1'expression du gene est retrouvee dans Ie pancreas

mais aussi dans Ie cerveau, Ie foie et Ie placenta (Sakuma et al., 1997). Ce meme groupe a

aussi determine que LZK se retrouve majoritairement associee aux membranes et qu'elle est

capable d'augmenter la phosphorylation de c-jun et cTactiver JNK endogene.

Le second membre de ce sous-groupe, ZPK/DLK/MUK, est celui sur lequel notre

laboratoire s'interesse particulierement. Son gene a ete clone par differents groupes et ce a

32



partir de plusieurs especes. II a ete clone chez Fhumam (Reddy et Pleasure, 1994; ), la souris

(Holzman et aL, 1994) (Beaudoin et al, 1994) et Ie rat (Hirai et al., 1996). ZPK possede,

comme mentionne auparavant, les structures particulieres de la famille des MLKs. Une

representation de la sequence primaire est representee ^ la figure 11. Les genes ZPK murin et

humain sont situe respectivement sur Ie chromosome 15 (Watanabe et aL, 1997) et 12ql3

(Reddy et al., 1995) et ont 95% d'homologie entre eux. Us sont exprimes dans plusieurs

tissus dont les reins, les intestins, Ie pancreas, les ovaires, les testicules, mais leur site

preferentiel d'expression est Ie cerveau (Reddy et al., 1994; Holzman et al., 1994; Blouin et

al., 1996). Des etudes plus approfondies ont pemus de constater que 1'expression de ZPK

etait regulee de fa9on temporelle et spatiale au cours du developpement embryonnaire

(Nadeau et al., 1997). Elle est egalement exprimee preferentiellement dans les tissus

differencies (Bloum et al., 1996). Du point de vue fonctionnelle, ZPK active JNK et p38 par

cotransfection dans plusieurs lignees cellulaires (Hu-ai et al., 1996; Fan et al., 1996).

I/activation de INK par ZPK serait mediee par Pactivateur MKK7 (Merrit et al., 1999). On

a remarque que Fexpression de ZPK, catalytiquement inactif, pourrait empecher 1'activation

de JNK par v-Src, Cdc42/Racl (Fan et al., 1996) et C3G (Tanaka et Hanafusa, 1998). Cette

demiere activation par C3G semble se faire sequenciellement via MLK-3 et ZPK et implique

une mteraction entre ces deux memes protemes (Tanaka et Hanafusa, 1998). Pour ce qui est

de Fmteraction entre ZPK et JIP-1 (proteine adapteur), aucun mecanisme d'activation de

JNK par ZPK n'a ete montre (Whitmarsh et al., 1998).

Domaine Domaine Domaine Domaine
GP-riche catalytique leucine-zipper GSP-riche

Figure 11: Representation schematique de la sequence primaire de ZPK. GP represente
un domaine riche en glycine-proline et GSP un domaine riche en glycine-serine-proline. Le
domaine leucine-zipper comporte deux motifs separes par une sequence de 25 acides amines.
Le domaine catalytique est compose de diverses caracteristiques propres aux serine/threonine
kinases et aux tyrosme kinases.
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Notre laboratoire a localise ZPK au niveau de 1'apareil de Golgi (Douziech et at,

1999). Cette etude de localisation permettra certainement d'apporter une fonction et un

mecanisme d'action particulier a ZPK. II a ete montre que dans Ie systeme nerveux, la

d6polarisation de la membrane amenait une dephosphorylation de ZPK (Mata et al., 1996).

Dans cette meme etude. Us ont demontre que ZPK se retrouvait associe aux membranes sous

un etat dimerique et non-phosphoryle alors que dans Ie cytoplasme elle etait monomerique a

la fois sous 1'etat phosphoryle et non-phosphoryle. II serait done possible de penser a un

mecanisme d'action impliquant une activation via une relocalisation des membranes au

cytoplasme. A part son implication dans la depolarisation de la membrane, ZPK serait

impliquee dans la regeneration des os (Matsui et al., 1996), du foie (Douziech et al., 1998)

ainsi que dans la regulation de la croissance (Bergeron et aL, 1997) et la differenciation

ceUulaire (Daigle, 1998).

Description du projet de mattrise

Les premieres etudes d'activation effectuees sur ZPK ont ete realisees dans des

cellules transfectees de fa^on transitoire. Celles-ci ont montr^ son implication dans la voie

de transduction de INK. En tenant compte du fait que cette voie est principalement activee

par des stress, nous avons ainsi emis Fhypothese de travail suivante: la proteine kinase ZPK

est activee en reponse a des stimulations extraceUulaires, lesquelles favorisent egalement

F activation de la voie de INK. Les deux objectifs principaux de mon travail de maitrise ont

ete d'identifier les activateurs potentiels de ZPK et de determiner la relation entre sa

localisation et sa capacite a activer la voie de JNK. Afin d'atteindre ces objectifs, nous avons

utilise plusieurs methodes dont 1'essai kmase in vitro qui nous a permis de mesurer les

modulations de 1'activite de ZPK.
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Les etudes sur 1'activation de ZPK ont toutes ete efifectuees dans un systeme de

cellules cultivees in vitro. Au depart, nous avons tente de mesurer 1'activite de ZPK

endogene puisque nous possedions tous les outils necessaires a cette etude. Nous avions un

anticorps polyclonal centre ZPK et une lignee cellulaire (NIH 3T3) qui exprimait assez

fortement la proteine. Par la suite, 1'etude s'est orientee vers la mesure de 1'activity de la

forme transfectee de ZPK dans les lignees cellulaires COS-1 ou HEK 293. Une seconde

methode, plus mdirecte, appelee la technique du "pull-down" a egalement ete utilisee afm

d'analyser F implication de ZPK dans 1" activation de la proteme INK endogene suite a des

stimulations. Cette methode a necessite la production d'une proteine de fusion c-jun

complexee a la glutathione S-transferase.

Finalement, j'ai aussi participe a la caracterisation du role de ZPK au niveau de

Pappareil de Golgi. Mon travail a principalement consiste a montrer qu'une perturbation de

la localisation de ZPK pouvait affecter 1'activation de la voie des JNKs en reponse aux

stimuli extracellulaires.
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CHAPITRE 1

MATEMEL ET METHODES

1.1 Lignees cellulaires et conditions de culture

Toutes les lignees cellulaire, c'est-a-dire les NIH 3T3 (fibroblastes de souris)^ COS-1

(cellules epitheliales de singe) et HEK 293 (ceUules epitheliales humaine) ont ete cultivees

dans du milieu "Dulbecco's Modified Eagle's Medium" (DMEM) (GIBCO BRL, Etats-Unis)

complemente de 8 a 10 % de "Fetal Bovine Serum" (FBS) (GIBCO BRL, Etats-Unis). De

plus, des antibiotiques tels que la penicilline (10 U/ml), la streptomycine (10 p-g/ml) et

Famphotericine B (GIBCO BRL, Etats-Unis) ont ete ajoutes au milieu de culture. Les

cellules out ete cultivees sous une atmosphere d^ 5 % de COi dans une chambre humidifiee.

1.2 Transfection des cellules

Les experiences de transfection ont ete effectuees de fa^on transitoire dans des petris

de 60 mm par la methode a la Lipofectamine (GIBCO BRL, Etats-Unis) selon Ie protocole

recommande par Ie manufacturier. En general, environ 500 000 cellules out ete ensemeneees

la veille du debut de la transfection. Le jour meme de la transfection, U fallait prealablement

iacuber 1'ADN avec la Lipofectamine avant de mettre cette preparation en contact avec les

ceUules. Pour ce faire, 5 ^g d'ADN de pcDNA3-ZPK-HA ou de pMT2-JNK-HA (selon

Fexperience) dilue dans 300 [il de DMEM contenant 0.5 % FBS ont ete ajoutes a 15 [i\ de

Lipofectamine egalement diluee dans 300 (J-l de DMEM contenant 0.5 % FBS. Le melange a
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alors ete incube pour une periode d^envu-on 20 minutes avant d'etre complete avec 2 ml de

DMEM 0.5 % FBS et d'etre ajoute aux ceUules prealablement rincees avec ce meme milieu.

Apres 6 heures d'incubation, les cellules ont ete rincees et incubees avec du DMEM 10 %

FBS pendant 42 heures avant de faire les extraits cellulaires. Pour les experiences d'essais

kinase, certains petris ont ete prealablement incubes dans du DMEM 0.5 % FBS environ 16

heures avant 1'extraction.

1.3 Stimulation des cellules

Les etudes d'activation ont ete effectuees soit sur des cellules non-transfectees, soit

transfectees. Celles-ci out ete soumises a differents traitements afin de mesurer leur efifet sur

Factivite de ZPK. Ces traitements duraient 30 minutes et comportaient, entre autres. Ie

serum (FBS : 20 %), 1'amsomycine (10 ^ig/ml) (Sigma, Canada), 1'ethanol (0.1%), Ie choc

thermique (42 °C), Ie choc osmotique (NaCl: 0.7 M). Apres ces stimulations, les cellules ont

ete immediatement placees sur la glace, rinsees deux fois avec du PBS froid (1 mM KH2P04,

137 mM NaCl et 2.7 mM KC1, (pH 7.4)) et lysees avec Ie tampon adequat pour 1'experience

en cours. Pour ce qui est des traitements aux U.V., les cellules ont ete soumises a une dose

de 40 J/m avec un appareil Stratalmker (Sratagene, Canada) suivi d'une incubation de 30

minutes a 37 °C. En ce qui a trait a 1'etude realisee avec la brefeldine A (BFA) (Sigma,

Canada), les cellules out ete traitees 30 minutes soit avec 2 (ig/ml de BFA, soit avec un

volume equivalent d'ethanol avant d'etre soumises au choc thermique.
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1.4. Extraits cellulaircs et immunoprecipitations

1.4.1 Pour la forme endog^ne de ZPK

Les cellules NIH 3T3 ont ete utilisees afin d'analyser la presence et 1'activite de ZPK

endogene. A confluence, ces cellules ont ete lysees dans 1 ml de PBS contenant 1 % Triton

X-100 et des inhibiteurs de proteases (1 (ig/ml aprotinine, 1 Hg/ml leupeptine et 1 mM

phenyhnethylsulfonyl fluoride (PMSF)). Les cellules out ete par la suite passees a travers

uae aiguille de calibre 23 3-4 fois avant d'etre iacubees a 4 °C pendant 30 minutes sous

agitation. Par la suite, les extraits ont ete centrifuges a 13000 rpm pendant 15 minutes dans

une microfuge et les sumageant ont ete doses selon la methode en microplaque avec Ie "Bio-

Rad protein assay" (Bio-Rad Laboratories, Etats-unis). Les extraits ont alors ete deposes sur

gel SDS-PAGE (20 a 60 ng), ou utilises pour une immunopr^cipitation (voir plus loin).

Les extraits cellulaires qui out ete fractionnes, c'est-a-dire ou la fraction membranaire

a ete separe de la fraction cytoplasmique, ont ete lys^es dans 1 ml de PBS contenant 5 mM

EDTA et des inhibiteurs de proteases (1 p-g/ml aprotmine, 1 Hg/ml leupeptine et 1 mM

PMSF). Les cellules ont ete par la suite homog^neisees dans un homogeneisateur de type B

(environ 40 coups) puis ultracentrifagees a 100 000 g (30 000 rpm) pendant une heure a 4 °C

a 1'aide une ultracentrifugeuse de type Beckman (Canada) et du rotor SW 50.1. Le

sumageant a ete garde comme fraction cytoplasmique tandis que Ie culot comme fraction

membranaire. Afin d'extraire les proteines associees aux membranes du culot, celles-ci ont

ete resuspendues dans Ie meme tampon PBS-EDTA avec des mhibiteurs de proteases

contenant cette fois-ci 1 % Triton. L'extrait a ete incube 30 minutes a 4 °C avec agitation

puis ultracentrifuge a 100 000 g a nouveau. Le sumageant a ete utilise comme fraction
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membranaire. Les deux fractions (cytoplasmique et membranaire) ont alors ete doses et

charges sur gel SDS-PAGE de 7 %.

Pour faire Pimmunoprecipitation de ZPK, environ 0.5 a 1.5 mg de proteines totales de

chaque extrait a ete utilise et complete a des volumes egaux. L'anticorps anti-ZPK (anti-

zaza) (Daigle, 1998) a ete ajoute (1.5 pl) a chaque tube puis mcube pendant 1 heure a 4 °C

avec agitation suivi par Fajout de 50 pl de proteine-A agarose (Boehringer Maimheim,

Canada) et d'une incubation supplementaire de deux heures sous les memes conditions. Le

complexe immunoprecipite a ensuite ete lavee deux fois avec Ie tampon de lyse (PBS+Triton

X-100) et deux fois avec du PBS contenant des inhibiteurs de proteases. Le culot a

fmalement ete resuspendu dans du tampon d'echantillon 2X (2 % (w/v) SDS, 1.4 M P-

mercaptoethanol, 100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 20 % (v/v) glycerol, 0.01 % (v/v) bromophenol

bleu), chauffe 5 minutes a 95 °C et charge sur un gel SDS-PAGE de 7 %.

1.4.2 Pour la forme transfectee de ZPK

Les cellules utilisees pour 1'etude de transfection sont soit les COS-1, soit les HEK

293. Les extraits et les immunoprecipitations ont ete effectues de fa^on similaire a ceux

realises lors de 1'etude sur ZPK endogene. Les cellules ont ete lysees dans un tampon (50

mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0.5 % sodium deoxycholate)

contenant des inhibiteurs de proteases (1 p-g/ml aprotinme, 1 |j,g/ml leupeptine et 1 mM

PMSF) et de phosphatases (0.2 mM sodium orthovanadate, 1 mM NaF, 1 mM sodium

pyrophosphate).
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L'immunoprecipitation a €te efifectuee avec 1'anti-HA (2 |ng/tube) (Boehringer

Mannheim, Canada). Pour les lavages, Ie complexe immunoprecipite a ete lavee deux fois

dans un tampon a haute concentration en sel (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.1 %

Nonidet P-40, 0.05 % sodium deoxycholate) et deux fois dans un tampon a faible

concentration en sel (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1 % Nonidet P-40, 0.05 % sodium

deoxycholate).

1.5 Gel de proteines, transfert sur membrane et immunobuvardage

La preparation des gels de proteines (SD8-PAGE) est basee sur la methode de

LaemmU (1970). La migration a ete effectuee a 150 Volts jusqu'a 1'obtention d'une

separation adequate basee sur la visualisation des marqueurs de poids moleculaires

(Amersham, Canada). Apres la migration des extraits cellulaires ou des complexes

immunoprecipites. Ie gel a ete transfere sur une membrane de polyvinyl-difluoride (PVDF)

(Boehriager Mannheim, Canada) avec un appareil specialise de type semi-sec appele "semi-

phor" (Hoefer Scientific Instrument, Etats-unis) selon la methode recommandee par Ie

manufacturier. La membrane n^cessaire au transfert devait prealablement etre incubee

pendant 5 secondes dans du methanol 100 %, 5 minutes dans de 1'eau distillee et fmalement

de 10 a 15 minutes dans du tampon de transfert TB (5.81 g Tris Base, 2.93 g Glycine, 0.375g

SDS et 200 ml de methanol pour 1 L de Tampon). Le gel a egalement ete incube dans Ie

tampon TB de 10-15 minutes afin de s'equilibrer avec celui-ci. Le transfert a ete effectue

pendant 50 a 55 minutes a 0.8 mA/cm . Par la suite, la membrane a ete incubee toute la nuit

a 4 °C dans Ie tampon TBS-T (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween-20)

contenant 5 % de lait en poudre (Camation, Canada).
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La technique d'immunobuvardage ("Western Blot") a ete effectuee selon Ie protocole

inclus dans la trousse de chemilummescence ECL+ (Amersham, Canada). La membrane a ete

incube avec Ie premier anticorps pendant 1 heure. Les anticorps utUises selon 1'experience

etaient Fanti-ZPK (1:2000), 1'anti-JNK (1:1000) (New England BioLab, Etats-Unis) et 1'anti-

HA (0.2 p-g/ml) (Boehrmger Mannheim, Canada). Le deuxieme apticorps (anti-lapm pour

ZPK et INK et aOti-souris pour HA) (Amersham, Canada) a ete incube pendant une heure a

une dilution de 1:10 000. La revelation a ete effectuee grace au deuxieme anticorps couple a

une peroxydase qui a permis la detection de signaux par autoradiographie.

1.6 Essais kinase

1.6.1 Pour la forme endogene de ZPK

Apr^s la stimulation, les cellules NIH 3T3 ont ete lysees et la proteiae ZPK endogene

a ete immunoprecipitee selon les methodes 4ecrites a la section 1.4.1. Deux lavages

supplementaires du complexe immunoprecipite avec Ie tampon kinase (25 mM HEPES,pH

7.2,10 % glycerol, 100 mMNaCl, 10 mMMgCk, 5 mMMnCli, 0.1 mMNasVC^) contenant

des inhibiteurs de proteases (1 p-g/ml aprotmine, 1 (xg/ml leupeptine et 1 mM PMSF) ont du

etre realises avant d'amorcer la reaction. Chaque echantillon a ete resuspendu dans 50 p-l du

tampon kinase auquel 60 (^M d'ATP froid (Pharmacia Biotech, Canada), 10 (^Ci [y-32P] ATP

(Amersham, Canada) et 5 ^g de "myelin basic protein" (MBP) (GIBCO BRL, Etats-Unis) ont

ete ajoutes. Le tout a ete incube a 30 °C pendant 20 minutes et la reaction a ete arretee

suivant Fajout de 10 (il de tampon d'echantillon 6X (0.35 M Tris-HCl, pH 6.8, 10.28 %

(w/v) SDS, 36 % (v/v) glycerol, 5 % p-mercaptoethanol, 0.012 % (w/v) bromophenol bleu).

Les echantillons ont par la suite ete chauffes a 95 °C pendant 5 minutes et charges sur un gel
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SDS-PAGE de 7 %. La visualisation des proteines phosphorylees (MBP : 20 kDa) a ete

effectuee par autoradiographie du gel prealablement seche.

1.6.2 Pour la forme transfectee de ZPK

Apres la stimulation, les cellules COS-1 ou HEK 293 out ete lysees et la proteine

ZPK transfectee a ete immunoprecipit^e selon les methodes decrite a la section 1.4.2. Deux

lavages supplementaires du complexe immunoprecipite avec Ie tampon kinase (10 mM Tris-

HC1, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCk, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.1 mM sodium

orthovanadate, 1 p-g/ml aprotinine, 1 p,g/ml leupeptme et 1 mM PMSF) ont du etre realises

avant d'amorcer la reaction. Par la suite, chaque echantillon a ete resuspendu dans 40 (il de

ce tampon contenant 15 |J.M ATP firoid et 10 p-Ci [y-3 P] ATP. Aucun substrat n'a ete ajoute

lors des etudes d'autophosphorylation. Pour ce qui est des autres experiences, les substrats

utilises etaient, entre autres, 5 ^ig de MBP, 4 j.ig de caseine (Sigma, Canada) ou 1 p-g de

proteine de fusion GST-SEK1 (Upstate Biotechnology, Etats-Unis). Le tout a ete iacube a

30°C pendant 20 minutes et la reaction a ete arretee suivant 1'ajout de 10 jjl de tampon

d'echantillon 6X. Les echantUlons ont par la suite ete chauffes a 95 °C pendant 5 minutes et

charges sur un gel SD8-PAGE de 7 %. La visualisation des proteines phosphorylees a ete

effectuee par autoradiographie du gel prealablement seche.
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1.7 Production de la prot6ine c-jun

1.7.1 Transformation du vecteur pGEX-c-jun

Afin de produire la proteine de fusion c-jun, il a fallu transformer la construction

pGEX-c-jun (un don du laboratoire du Dre Nathalie Rivard) dans une souche d^Escherichia

coli, nommee BL21 (Pharmacia Biotech, Canada). Le genotype de cette souche bacterienne

est: F' ompT gal [dcm] [Ion] hsdSB (FB' mB'; an E. coli B strain) avec DE3, un prophage 'k

portant Ie gene de la T7 RNA polymerase.

L'expression du vecteur pGEX dans cette souche specifique a pennis la production

d'une proteine fasionnee a la glutathione S-transferase suivant 1'induction a 1'isopropyl-p-D-

thiogalactoside (IPTG) (Pharmacia Biotech, Canada). La transformation a ete effectuee a

F aide de bacteries competentes BL21, lesquelles out ete produites selon Ie protocole etabli

par la compagnie Pharmacia Biotech. Ceci s'effectue en melangeant environ 10 ng du

vecteur pGEX-c-jun avec 50 ^1 de bacteries competentes BL21, Ie tout a ete incube 30

minutes sur la glace. L'echantillon subit par la suite un choc thermique a 42 °C pendant 90

secondes. Apres avoir remis Ie tube 2 minutes sur la glace, 500 p,l de milieu de culture LB

(Luria-Bertani) (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 10 g/L NaCl, (pH 7)) contenant de

1'ampicilline (USB, Etats-Unis) a une concentration de 100 p,g/ml prealablement tempere a

37 °C a ete ajoute et celui-ci a ete incube a 37 °C pendant 1 heure avec agitation.

Finalement, environ 200 ^il de ces bacteries transformees out ei6 etalees sur petris d'agar LB

(10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L d'agar, (pH 7)) contenant encore

de Fampicilline a la meme concentration qu'auparavant et incubees 15-16 heures ^ 37 °C

(Maniatis, 1982).
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1.7.2 Determination du meilleur clone pGEX-c-jun recombinant

Afin de produire la plus grande quantite de proteines de fusion, il a fallu determiner Ie

clone qui la produisait efficacement. II a suffit de repiquer quelques colonies de la souche

BL21 transformees avec Ie vecteur pGEX-c-jun dans 2 ml de milieu LB avec de 1'ampicillme

pendant 15-16 heures et d'analyser leur niveau d'expression respectif. C'est-a-dire a partir

de ces sous-cultures, 150 pl a ete preleve et incube avec 3 ml de milieu LB jusqu'a une

densite optique de 0.6-0.8 unites a 600 mn. Lorsque cette valeur a ete atteiate, chaque tube a

ete divise en deux afin d'obtenir un tube controle et un tube induit a 1'IPTG (0.1 mM). Apres

une incubation de 3 heures, 50 p.1 a ensuite ete preleve pour tester la meilleur induction. Ceci

a ete effectue en centrifugeant les bacteries a 5000 rpm a 4 °C pendant 15 minutes. Le

sumageant a ete retire et 40 ^1 de tampon d'echantillon a ei6 utilise pour resuspendre Ie culot,

lequel a ete chauffe a 95 °C pendant 5 minutes. Finalement, les echantillons ont ete charges

sur gel SDS-PAGE de 12 % puis colorer au "GELCODE Blue Stain Reagent" (Biolynx,

Canada) selon la methode decrite par Ie manufacturier. L'analyse du gel a permis de

determiner Ie clone producteur de la plus grande quantite de proteine c-jun (environ 32 kDa).

1.7.3 Production et purification de la proteine de fusion GST-c-jun

Une culture de 25 ml du meilleur clone producteur a ete utilisee pour ensemencer 225 ml

de milieu (LB) supplemente d'ampicilline. L'incubation a ete poursuivie a 37 °C jusqu'a une

densite optique se situant entre 1 et 2 unites a 600 mn apres quoi 0.1 mM d'lPTG a ete ajoute

a la suspension de fa9on a permettre Pmduction de 1'expression pendant 3.5 heures. A la fin

de la periode de culture, les bacteries ont ete centrifugees a 5000 rpm pendant 15 minutes a

4°C et Ie culot a ete resuspendu dans 10 ml de PBS contenant 10 mM EDTA et des

inhibiteurs de proteases (1 p-g/ml aprotimne, 1 fig/ml leupeptine et 1 rrM PMSF).
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Par la suite, la suspension de bacteries a subi un traitement aux ultrasons avec un "High

Intensity Ultrasonic Processor" (Fisher, Etats-Unis) pendant 3 minutes avec une altemance de

10 secondes sur glace et 10 secondes de sonication. Apres trois etapes de congelation-

decongelation rapide dans la glace seche, la suspension a ete traitee a la DNase 1 (225 a 300

U) (Pharmacia Biotech, Canada) pendant 20 minutes a 37°C. Suite a la digestion, du Triton

X-100 a une concentration finale de 1 % a ete ajoute et mcube a 4 °C avec agitation pendant

30 minutes. La suspension a ete ensuite centrifugee a une vitesse de 15000 rpm pendant 15

minutes avant d'etre chargee sur une colonne de Gluthathione Sepharose 4B (2 ml de

matrice) (Pharmacia Biotech, Canada) prealablement equilibree avec Ie tampon de lyse.

Cette preparation a ensuite ete incubee pendant 30 minutes avec agitation a 25 °C afin

d'assurer la fixation optimale de la proteine de fusion a la matrice. Celle-ci a par la suite ete

lavee avec Ie tampon PBS contenant 1 % Triton (150 ml) jusqu'a 1'obtention dans Ie "flow

through" d'une densite optique de 0 unite a 280 nm. L'elution de la proteine de fusion c-jun

a ete effectuee avec 5 ml de 100 mM HEPES (pH 7) contenant 50 mM de glutathione r^duite

(Pharmacia Biotech, Canada). Des fi-actions de 1 ml ont ete recoltees puis dosees par la

methode en microplaque avec Ie "Bio-Rad protein assay" (BioRad Laboratories, Canada).

Les fractions contenant la proteine d'interet out ete combmees et dialysees durant 15-16

heures a 4 °C dans 2 litres de tampon Tris 10 mM, pH 7.5 contenant 10 % de glycerol. Le

lendemain, cette dialyse s'est poursuivie pour une periode additionnelle de 5 heures dans du

tampon fi-ais.

1.8 Technique du "pull-down" a F aide de la proteine de fusion GST-c-jun

Afm de realiser la technique du "pull-down", la proteine GST-c-jun (430 ^g) a du etre

fixee prealablement aux billes de glutathione sepharose (1 ml) durant 1 heure a la

temperature de la piece. Plusieurs lavages au PBS ont ete par la suite effectues dans Ie but de

se debarasser du c-jun non lie avant de resuspendre cette preparation dans 1 ml de PBS. Des
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lors, la proteine fixee a pu etre utilisee pour realiser la technique du "pull-down". Cette

demiere permettait de purifier JNK endogene a partir d'un extrait cellulaire total grace a son

affinite pour c-jun, lequel constitue 1'un de ses substrats specifiques.

La technique du "pull-down" a ete realises au moyen de cellules NIH 3T3 transfectees ou

non avec ZPK (section 1.2), lesquelles ayant ete extraites selon la methode d^crite ^ la

section 1.4.1. Le tampon de lyse necessaire a la realisation de cette technique (50 mM Tris-

HC1, pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 % glycerol, 1 % Triton-X-100) contenait des

inhibiteurs de prot^ases (5 (xg/ml leupeptiae, 5 ng/ml d'aprotinine et ImM PMSF) et de

phosphatases (40 mM p-glycerophosphate, 50 mM NaF, 200 pM sodium orthovanadate).

Par la suite, un volume de 50 jjl de proteine GST-c-jun fixee a ete ajoute aux extraits

cellulaires pour ensuite etre incubes pendant 3 heures a 4 °C avec agitation. Cette suspension

a ete lavee a 2 reprises avec Ie tampon de lyse puis a ete soit deposee sur gel SDS-PAGE, soit

utUisee dans Ie but de r6aliser un essai kinase. Afin de realiser cet essai, la suspension a ete

lavee a 2 reprises avec Ie tampon kinase (20 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM MgCli, 1 mM

DTT, lp,g/ml leupeptine, 1 (Ag/ml d'aprotinine et 1 mM PMSF) avant d'etre resuspendue

dans 40^1 de ce meme tampon supplemente de 50 mM ATP froid et 5^iCi. [y- P] ATP. La

reaction de phosphorylation a ete effectuee a 30 °C pendant 30 minutes apres quoi 10 [i\ de

tampon d'echantillon 6X ont ete ajoutes afin d'mhiber la reaction. L'analyse de c-jun

phosphorylee a ete effectuee par autoradiographie apres la migration des echantillons sur gel

SDS-PAGE. Aussi, Ie decompte des niveaux de phosphorylation de c-jun a ete effectue par

compteur a scintUlation en excisant la bande correspondante du gel SDS-PAGE.
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CHAPITRE 2

RESULTATS

2.1 Etude de Pactivite kinase de ZPK endogene

Les premieres etudes dans Ie but d'identifier les activateurs de la proteine kinase ZPK

out ete effectuees dans la lignee cellulaire NIH 3T3. L'utilisation de 1'essai kmase in vitro a

permis d'aller mesurer directement 1'effet de diverses stimulations sur 1'activite de ZPK. Les

grandes 6tapes de cette experience sont schematisees a la figure 12. ZPK a ete

immunoprecipitee a 1'aide de Fanti-ZPK complexe a la proteine-A agarose. Apres quelques

lavages, la presence de ZPK au sein du complexe immunoprecipite a ete analysee par

immunobuvardage avant d'entreprendre par la suite 1'etude de 1'activite.

La figure 13A illustre Panalyse par immunobuvardage des immunocomplexes

realises a Faide du serum pr^-immun et de Panti-ZPK. La presence de ZPK est detectee a

environ 150 kDa (puits 1 et 2). La realisation d'un immunobuvardage sur des extraits

cellulaires permet egalement de visualiser ZPK a la meme hauteur (puits 3 et 4). Une bande

a environ 55 kDa est aussi detectee par 1'anti-ZPK. Suite au fi-actionnement cellulaire de ces

memes extraits, cette bande se retfouve dans la fraction cytoplasmique alors que la bande

correspondant a ZPK (bande a 150) se retrouve dans la fraction membranaire (puits 5 et 6).

Pour mesurer Pactivite endogene de ZPK dans les cellules NIH 3T3,1'essai kmase in

vitro a ete analyse sur gel SDS-PAGE (figure 13B). Les cellules ont d'abord ete stimulees
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Figure 12. Representation schematique des grandes etapes menant a Fetude de 1'activite
endogene de ZPK. La proteine kinase ZPK a ete immunoprecipitee a partir des cellules NIH
3T3 avec 1'anti-ZPK pour ensuite etre analysee a la fois par imunobuvardage et par essai
kmase in vitro. L'essai necessitait 1'utilisation du MBP comme substrat, lequel etait
visualisable suivant sa phosphorylation par autoradiographie.
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Figure 13. Analyse de Factivite de ZPK endogene dans les cellules NIH 3T3. A.
Immunobuvardage sur des immunoprecipitations (IP) (pmts 1 et 2) et sur des extraits
cellulaires (puits 3-6) avec soit 1'anti-ZPK (+), soit un serum pre-immun (-). Les extraits
cellulaires ont de plus 6te analyses apres fractionnement par ultracentrifagation de maniere a
recuperer les fractions cytosolique (C) et membranaire (M). B. Autoradiogramme de 1'essai
kinase in vitro de ZPK en reponse a des traitements tels Ie semm (Ser), 1'anisomycine (AN),
Ie NaCl (Na), les U.V. (UV) et Pethanol (ET) pendant 30 minutes. Les quantifications sont
estunees par rapport au nombre de pbcels total.
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avec differents traitements pour ensuite mesurer par autoradiographie Ie niveau de

phosphorylation du MBP. Les traitements ont ete effectues sur des cellules mcubees pour

une periode de 16 heures sans serum afin de dimmuer Ie bruit de fond. L'analyse des

niveaux de phosphorylation du MBP montre que lorsque les cellules sont misent sans semm

(-Ser) pendant au mo ins 16 heures, 1'activite de ZPK diminue de 3,5 fois comparativement

aux cellules proliferant normalement (+Ser) (puits 1 et 2). En ce qui a trait aux traitements,

1'activite de ZPK augmente de 1,22 fois suite a la stimulation des cellules par 1'ajout de

serum (20 %), de 1,61 fois pour 1'anisomycine (10p,g/ml) et de 1,37 fois pour Ie NaCl (0.7

M) (puits 3, 4 et 5). Toutefois, son activite ne semble pas etre affectee par les U.V. (40 J/m^)

et Fethanol (0.1%) (puits 6 et 7). Les niveaux d'activite sont toujours compares avec celui

des cellules sans serum dans lesquelles il est possible de detecter faiblement une bande

phosphorylee dont Ie poids moleculaire s'apparente a celui de ZPK.

2.2 Etude de Pactivite kinase de ZPK transfectee

La seconde approche intentee afin d'identifier les activateurs de ZPK necessitait

Futilisation de la proteine transfectee. La proteine kinase ZPK devait prealablement etre

exprimee dans les cellules COS-1 ou HEK 293 environ 2 jours avant les stimulations pour

ensuite proceder a un essai kinase in vitro. Afin d'immunoprecipiter seulement ZPK

transfectee, Panticorps anti-RA qui reconnait un epitope specifique situe dans la portion

carboxy-temiinal de celle-ci, a ete utilise.

La presence de ZPK transfectee a ete veriflee par immunobuvardage dans les cellules

HEK 293 a 1'aide de Panticorps anti-HA. a la fois sur des immunocomplexes et des extraits

cellulaires. Cette analyse, representee a la figure 14A, montre la presence de ZPK a environ

130 kDa autant lors d'une imnmoprecipitation (puits 1 et 2) que dans des extraits cellulaires
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Figure 14. Analyse de la forme transfectee de ZPK dans les cellules HEK 293. A.
Immunobuvardage sur des immunoprecipitations (IP) (puits 1 et 2) et sur des extraits
cellulaires (puits 3 et 4) avec Panti-HA dans des cellules transfectees (+) ou non (-). B.
Immunobuvardage avec 1'anti-HA sur des extraits cellulaires transfectees resuspendus dans
du tampon d'echantillon contenant (+) ou non (-) du p-mercaptoethanol. NS: non specifique.
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totaux (puits 3 et 4). De plus, une analyse en presence et en absence de p-mercaptoethanol

sur des extraits cellulaires permet de noter Fapparition sur gel SDS-PAGE d'une bande

supplementaire situee a environ au double du poids moleculaire de ZPK transfectee (figure

14B).

L'etude de Factivite de ZPK transfectee a debute par 1'analyse de

Fautophosphorylation et de la specificite de phosphorylation de la proteine in vitro sur

differents substrats. Pour ce qui est de 1'autophosphorylation, celle-ci a ete obtenue en

effectuant un essai kmase in vitro dans les cellules COS-1 en omettant 1'ajout d'un substrat

dans Ie tube d'essai. II est possible d'observer apres autoradiographie du gel SDS-PAGE,

une bande phosphorylee a la hauteur du poids moleculaire de ZPK (figure 15A, puits 3).

L'utilisation de controles negatifs, c'est-a-dire de cellules non-transfectees ou transfectees

avec Ie vecteur vide, montre la specificite de 1'essai (puits 1 et 2). Concernant Fetude de

Factivite de ZPK sur differents substrats, celle-ci a ete effectuee dans les cellules HEK 293

afin de determiner Ie meilleur substrat pour les eventuelles etudes de stimulation. Comme il

est montre a la figure 15B, ZPK semble avoir plus de specificite pour Ie MBP (puits 1 et 2)

que pour la caseine (puits 3 et 4). Cependant, la proteine recombinante SEK-1 est tout a fait

non-specifique (puits 5 et 6). Cette augmentation de specificite est observee en comparant

les cellules non-transfectees a celles transfectees. La presence de ZPK est de plus confirmee

par la detection d'une bande phosphorylee a 130 kDa.

Le MBP a ete utilise afin de mesurer 1'effet de differents traitements sur 1'activite de

ZPK transfectee en essai kinase in vitro dans les cellules HEK 293. A la figure 16A, Ie

niveau de phosphorylation du MBP suite a la transfection de ZPK, augmente faiblement de

0,1 fois (puits 1 et 2) chez les cellules qui proliferent normalement (+Ser) et de 0,5 fois en

condition sans serum (puits 3). Pour ce qui est des differents traitements. Ie choc osmotique

(NaCl, 0.7 M) (puits 5) augmente 1'activite de ZPK transfectee de 22,6 fois comparativement
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Figure 15. Analyse de Pautophosphorylation et (Ie la specificite de substrat de ZPK
transfectee. A. Autoradiogramme de 1'autophosphorylation de ZPK dans les cellules COS-
1 non-transfectees (puits 1), transfectee avec Ie vecteur vide (puits 2) ou Ie vecteur contenant
FADNc de ZPK (puits 3). B. Autoradiogramme de Fessai kinase in vitro dans les cellules
HEK 293 non-transfectee (puits 1,3,5) ou transfectee (puits 2,4,6) avec ZPK sur differents
substrats tels Ie MBP, la caseine et SEK-1.

53



A.
1234567

Transfectee: - ++++++

250

kDa

Autophosphorylation

15 -\

Traitements: +Ser -Seri
Th Na Ser Et̂

kDa
105 -^

B. 123

kDa 42-1

32 H

Quantifications:

1:
^

MBP

^

2:
3:

» 4:
5:
6:
7:

ZPK
transfectee.

0,4
0,5
1,0
3,1
22,6
3,3
2,4

Ouantifications
^

;-jun

1:
• 2:

3:
4:

2,4
1,0
2,7

+Ser -Ser Th

kDa

42 -H

JNK transfectee

Figure 16. Analyse de Factivite de ZPK transfectee dans les HEK 293. A.
Autoradiogramme de Fessai kinase in vitro de ZPK transfectee en reponse a des traitements
tels Ie choc thermique (Th), Ie NaCl (Na), Ie serum (Ser) et Fethanol (ET) pendant 30
minutes (autoradiogramme superieur). Immunobuvardage des extraits cellulaires
correspondant a chacune des conditions avec 1'anti-RA (autoradiogramme inferieur). B.
Controle de 1'essai kinase in vitro en utilisant en transfection soit Ie vecteur vide (puits 1),
soit la proteine kinase JNK (puits 2,3,4) et son substrat specifique c-jun (autoradiogramme
superieur). Immunobuvardage des extraits cellulau-es correspondant a chacune des
conditions avec Fanti-INK (autoradiogramme mferieur). Les quantiflcations sont estimees
par rapport au nombre de pbcels total.
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aux autres traitements tels Ie choc thermique (42 °C), Ie serum (20 %) et Fethanol (0.1%) qui

n'augmente que de 3,1, 2,4 et 3,3 respectivement (puits 4, 6 et 7). La verification des

quantites de ZPK transfectee par immunobuvardage montre que certams puits ne contiennent

pas exactement la meme proportion de proteines et par consequent Ie niveau de

phosphorylation du MBP pourrait etre sous-estime dans certams puits. Cependant, les

quantifications ont ete calculees de maniere a tenir compte de ces variations. Afin de

s'assurer de la validite de la technique, un controle utilisant la proteine JNK transfectee et

son substrat specifique, c-jun, a ete utilise (figure 16B). Dans ce cas, 1'essai kinase in vitro a

ete realise dans les memes conditions que celles utilisees lors des essais avec la proteine ZPK

transfectee. L'autoradiogramme montre les niveaux variables de phosphorylation de c-jun et

par Ie fait meme Pactivite de JNK. Lorsque les cellules proliferent normalement, 1'activite

de JNK est a un niveau basal (puits 2). Toutefois, cette activite diminue de 2,4 fois lorsque

les cellules sont incubees en absence de serum (puits 3) contrairement aux cellules subissant

un choc thermique (42 °C) ou 1'activite est stimulee a raison de 2,7 fois (puits 4). Ceci est

facilement demontrable par Ie haut niveau de phosphorylation de c-jun. On peut done

affirmer que 1'essai permet effectivement d'analyser 1'activite d'une proteine particuliere de

la voie des JNKs.

2.3 Mesure de Factivation de la proteine JNK endogene dans les cellules transfectees

avec ZPK par la methode du "pull down"

Plusieurs etudes anterieures ont demontre la capacite de ZPK a activer la voie des

JNKs. En se basant sur ce fait et toujours dans Foptique d'identifier des activateurs de ZPK,

une methode indirecte connue sous Ie nom de "pull down", a ete utilisee. Cette strategic est

basee sur la specificite de JNK pour son substrat c-jun. I/utilisation d'une proteine

recombinante GST-c-jun (environ 32 kDa), couplee a des billes de glutathione-sepharose, a

facilite la purification de la proteine kmase JNK endogene a partir d'un extrait cellulaire.

Ceci est interessant puisqu'il devient facile de mesurer 1'activite de celle-ci en reponse a des

stimulations particulieres. En comparant 1'activite de JNK endogene dans des cellules
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transfectees ou non avec ZPK, il est done possible de verifler 1'implication de ZPK dans

F activation de la voie des JNKs. Les grandes etapes de cette technique et

Pimmunobuvardage sur la proteine JNK apres Ie "pull down" sont representees a la figure 17.

Les resultats de cette etude effectuee dans les cellules NIH 3T3 sont analyses en

regardant les differents niveaux de phosphorylation du substrat de JNK, c-jun, apres

stimulations (figure 18A). En comparant les cellules non-transfectees avec celles

transfectees lorsque celles-ci proliferent normalement (+Ser), on peut remarquer que

Factivite de JNK endogene augmente (puits 1 et 2). Pour ce qui est des cellules cultivees en

absence de serum pendant au moms 16 heures (-Ser) et celles traitees a 1'aide d'un choc

thermique (42 °C) ou par 1'ajout d'anisomycine (10 Hg/ml), il ne semble pas y avoir

cTaugmentation de Pactivite (puits 4,6,8) causee par la transfection de ZPK. Par contre, si

une analyse plus detaillee est efifectuee (figure 18B) par compteur a scintillation liquide, on

observe une faible augmentation de 1'activite de JNK endogene suite aux traitements lorsque

ZPK est presente. Cette augmentation est de Pordre de 1,17 a 1,2 et est sunilaire a celle dans

les cellules qui proliferent normalement en presence de ZPK.

2.4 Etude de la relation existant entre la localisation de ZPK et I? activation de la voie

des JNKs.

Dans Ie deuxieme volet de ma maitrise, des travaux dans notre laboratou'e sur la

localisation intmcellulaire de ZPK m'ont amene a etudier sa fonction physiologique. ZPK a

ete localisee au niveau de Pappareil de Golgi des cellules NIH 3T3 (Douziech et al., 1999).

Mon objectif etait de montrer P importance de cette localisation dans Ie maintien du role de

ZPK dans la transduction des signaux. Pour ce faire, nous avons utilise la technique du "pull

down" dans des cellules traitees a la brefeldine A (BFA), un agent qui brise de fa<?on

reversible Fappareil de Golgi. En mesurant 1'activite de JNK endogene suite a des

traitements a la BFA dans les cellules NIH 3T3, nous pourrons ainsi etablir une correlation
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Figure 17. Representation schematique des grandes etapes menant b I'etude de
Fimplication de ZPK transfectee dans I'activation de JNK endogene par la technique
du "pull-down". La proteine kinase JNK endogene a ete purifiee a partir des cellules NIH
3T3 (transfectee ou non avec la proteine kinase ZPK) grace a 1'utilisation de la proteme
recombinante c-jun. Cette puriflcation a ete verifiee par immunobuvardage avec 1'anti-JNK.
Par la suite, des essais d'activite ont ete effectues.
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Figure 18. Etude de I'implication de ZPK transfectee dans 1'activation de JNK
endogene par la technique du Mpull-downM. A. Autoradiogramme de 1'essai kinase in
vitro de INK endogene dans les cellules NIH 3T3 transfectees soit avec Ie vecteur vide (puits
1,3,5,7), soit avec ZPK (puits 2,4,6,8). Des stimulations telles que Ie choc thermique
(Therm) et 1'anisomycine (An) out ete effectuees (autoradiogramme superieur).
Immunobuvardage des extraits cellulaires correspondant a chacune des conditions avec
1'anti-HA (autoradiogramme mferieur). B. Histogramme des niveaux de phosphorylation de
c-jun evalues par compteur a scintillation liquide. La valeur de 1 a ete donnee a chaque
echantillon provenant de cellules non-transfectees. L'experience a ete realisee a une seule
repnse.
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entre Ie maintien de 1'integrite de 1'appareil de Golgi (et des proteines associees) et sa

capacite (JNK) a activer la voie des JNKs.

Les resultats de cet essai de "pull-down" sur des cellules normales, traitees a 1'ethanol

(0.1%) ou a la BFA (2 p-g/ml) suivi ou non par un choc thermique sont represent^s a la figure

19A. Dans les cellules qui proliierent normalement, JNK possede une activite basale et est

facilement activable par Ie choc thermique (puits 1 et 2). L'activite de JNK endogene est

comparee entre les cellules traitees a 1'ethanol (puits 3) (controle) et celle traitees ^ la BFA

(puits 5) car cette demiere devait etre resuspendue dans 1'ethanol. Le niveau de

phosphorylation de c-jun diminue. Si 1'on compare les deux memes traitements chez les

cellules ayant subi par la suite un choc thermique, la stimulation de JNK semble avoir eu lieu

mais demeure plus faible dans les cellules traitees a la BFA. Le decompte des niveaux de

phosphrylation de c-jun presente dans 1'histogramme a la figure 19B montre une faible

diminution de 0.2 entre les cellules traitees a Pethanol et celles traitees a la BFA. De plus,

les cellules sont quand meme stimulees d'environ 0.5 fois dans les deux cas.
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Figure 19. Relation entre la localisation de ZPK et sa capacite a activer la voie des
JNKs. A. Autoradiogramme de 1'essai kinase in vitro de JNK endogene dans les cellules
NIH 3T3 traitees a 1'ethanol (ETOH) (controle), a la br^feldine A (BFA) ayant subi (2,4,6) ou
non (1,3,5) un choc thermique (Therm) de 30 minutes (autoradiogramme superieur).
Immunobuvardage des extraits cellulaires correspondant a chacune des conditions avec 1'anti-
INK (autoradiogramme inferieur). B. Histogramme des niveaux de phosphorylation de c-jun
evalues par compteur a scintillation liquide. L'experience a ete realisee a une seule reprise.
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Depuis plusieurs annees, les scientifiques out tente d'identifier et de caracteriser les

molecules participant a la regulation de la transmission des signaux entre la surface ceUulaire

et Ie noyau. Pour y parvenir, Us se sont regulierement toumes vers des etudes d'activation.

A cette fin, ils devaient determmer pour chaque proteine kinase dans quelles conditions et par

quels agents elle etait activee. Entre autres, 1'identification des activateurs specifiques des

differents membres appartenant ^ la famille des MAPKs (ERK, JNK et p38) a pemiis de

mieux comprendre et d'elaborer les principales voies de signalisation. Grace a ces etudes, U

est possible maintenant de savoir pour une stimulation precise, quelles voies de signalisation

sont activees et lesqueUes ne Ie sont pas. Ceci nous permet done de comprendre comment

une cellule fonctionne et reagit lorsqu'elle est stimulee par un quelconque agent. Ces

informations sont importantes pour comprendre les processus cellulaires associes a

1'apparition de maladies telles que Ie cancer.

Contrairement aux proteines kinases MAPKs, celles associees aux niveaux superieurs

(MAPKKs, MAPKKKs) sont moins caracterisees et leur fonction physiologique demeure

indeterminee. II en est de meme pour la proteine serine/threonine kinase ZPK qui constitue

1'objet d'etude de notre laboratoire. Toutefois, certains travaux ont pemus de suggerer sa

participation dans la regulation des processus de proliferation et de differenciation cellulaire.

Afin de mieux comprendre son implication dans ces processus et par Ie fait meme lui

attribuer uae fonction physiologique, nous avons tente de mesurer son activite kinase

intrinseque en reponse a certaiaes stimulations. Cette etude etait prmcipalement orientee vers

Factivation de la voie des HSTKs puisqu'il a deja ete demontre anterieurement que ZPK avait
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la capacite de Pactiver (Hirai et al., 1996). Ainsi mon projet de recherche a porte

principalement d'une part sur 1'identification d'activateurs potentiels de la proteiae kinase

ZPK, et d'autre part sur la determination de la relation entre sa localisation et sa capacite

d'activer JNK.

3.1 Identification des activateurs de ZPK endogene

Les premieres tentatives pour identifier les activateurs de ZPK se sont effectuees de

fa9on endogene dans la Ugnee cellulaire NIH 3T3. Cette lignee exprime assez fortement la

proteine ce qui nous donne un bon outU d'analyse. L'essai kiaase in vitro a ete utilise tout au

long des etudes d'activation. L'analyse des resultats a montre que 1'activite de ZPK

augmente faiblement suite a des traitements avec Ie serum, 1'anisomycine et Ie NaCl

lorsqu'elle est mesuree par essai kmase in vitro. Plusieurs autres experiences (non

presentees) telles que des essais kinases en gel utilisant comme substrat Ie MBP et la caseine,

out ete effectuees avec les cellules NIH 3T3 afin de mesurer les modulations de Pactivite de

ZPK. Cependant, aucun resultat n'a ete obtenu, suggerant ainsi 1'existence d'un probleme de

renaturation de la proteine au cours de la manipulation. Par la suite, nous nous sommes

diriges vers des experiences qui out pennis de mesurer 1'autophosphorylation de ZPK

endogene. Que se soit lors d'etudes de "mobility shift", de marquage au 32P in vivo ou avec

des aaticorps anti-phospho(Ser-Thr), nous n'avons jamais reussi a constater une modulation

de 1'activite intrinseque de ZPK suite a des stimulations. II est par consequent difficile

d'afGrmer si les resultats obtenus in vitro sont concrets. Ceci est de plus seconde par

Fabsence d'une reproductibilite entre les essais. Les expUcations que V on peut tirer de ces

observations sont nombreuses. II s'agit premierement de savoir si notre proteine a une

activite catalytique lorsque qu'elle est mmmnoprecipitee. Ceci pourrait etre observable par la

visualisation d'une bande phosphorylee de poids moleculaire smiilaire a ZPK qui pourrait

nous montrer son autophosphorylation suite a 1'essai. Dans notre cas, nous observons une

bande faiblement phosphorylee qui ne nous permet pas d'affirmer avec certitude que cela est
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bien de 1'autophosphorylation de ZPK. On peut done penser que 1'activite de ZPK est tr^s

faible in vitro. Une autre explication serait au niveau des differentes stimulations utUisees.

Nous avons utilise dans la plupart des cas des stimulations typiques de la voie des JNKs.

Toutefois, il est possible de croire que ZPK est specifique pour un nombre restreint de

stimulations que nous n'avons pas utilisees. Un autre aspect susceptible d'expliquer

1'absence d'activite de ZPK suite a une stimulation serait Putilisation d'un mauvais substrat.

Nous ne savons pas si la proteine ZPK endogene a de 1'affmite pour Ie MBP. Nous avons

reussi a detecter la phosphorylation du MBP, mais il faudrait etre certam que cette derniere

provient specifiquement de ZPK et non d'une proteine contaminante qui serait presente dans

Fimmunoprecipitation. A cette fin, U faudrait analyser par unmunoprecipitation des cellules

prealablement marquees a la methionine S, de fa^on a s'assurer de sa purete.

L'analyse de la proteine ZPK dans Ie complexe immunoprecipite a ete essentielle

pour verifier sa presence. CeUe-ci nous a revele que Panticorps (anti-ZPK) reconnaissait

bien la proteine endogene. L'analyse sur des extraits cellutees totaux (conditions

denaturantes) montre de plus que cet anticorps reconnait une autre proteine d'environ 55

kDa. Cette proteiae n'a pas encore ete identifiee mais nous crayons qu'il s'agit d'un produit

de clivage de la proteine ZPK. II a deja et6 montre que plusieurs proteines kinases sont la

cible d'enzymes proteolytiques telles que les caspases (Cardone et al., 1997). Le clivage de

MEKK1 par exemple, une MAPKKK, a pour effet de liberer son dottiame catalytique et de

rendre cette proteine active (Widmann et a/., 1998). ZPK pourrait aussi etre assujettie a un

clivage proteolytique qui permettrait son activation.

3.2 Identification des activateurs de la forme transfectee de ZPK

L'identification des activateurs de ZPK 4 aussi ete realisee dans les lignees cellulaires

COS-1 et HEK 293 surexprimant cette proteine par transfection. Des analyses ont
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prealablement ete effectu^es afin de s'assurer de la presence de ZPK transfectee dans les

immunoprecipitations. Ceci a ei€ facilement observable par immunobuvardage et a confirme

que Pefficacite de transfection ainsi que 1'anticorps utilise dans les experiences etaient

valables. II a ete de plus remarque que ZPK fonnait un dimere en transfection tout comme

1'avait deja montre Mata (1996). Plus recemment, Leung (1998) a montre que la

dimerisation de MLK3, un autre membre de la famille des MLKs, etait requise pour son

activation.

En ce qui conceme 1'etude de 1'activite de la forme transfectee de ZPK, nous avons

pu constater que son autophosphorylation etait facilement detectable par autoradiographie.

On peut done penser que ZPK transfectee est hautement active suite a sa transfection dans la

lignee cellulaire COS-1. Nous avons obtenu des resultats similaires dans la Ugnee cellulaire

HEK 293. L'affinite de phosphorylation de ZPK a par la suite ete testee sur dififerents

substrats tels que Ie MBP, la caseine et la proteine recombinante SEK-1. Le MBP et la

caseine possedent la capacite d'etre phosphoryles par ZPK transfectee contrairement a la

proteiae SEK-1, qui aurait pu etre une cible en aval dans la cascade des JNKs. Ces resultats

sont en accord avec ceux de Merritt (1999) puisqu'aucune affinite de phosphorylation de

ZPK envers SEK-1 n'a pu etre observee. Le MBP a ete par la suite utilise pour des essais

kinases in vitro. Ces essais out demontre que ZPK etait activee par plusieurs agents tels que

Ie choc thermique. Ie serum et surtout Ie choc osmotique (NaCl). Malgre ceci, il faut

interpreter ces resultats avec beaucoup de pmdence a cause de leur manque de

reproductibilite. Nous n'avons pas reussi a obtenir des modulations constantes de 1'activite

entre les essais, comparativement a ceux effectues avec la proteine kinase JNK et son substrat

c-jun dans les memes conditions. II est difficile d'expliquer ces resultats parce que ZPK

transfectee semble s'autophosphoryler dans 1'essai ce qui suggere la possibilite d'une activite

in vitro. II se pourrait que ZPK transfectee est active a son maximum et meme si 1'on stimule

les cellules, celle-ci n'est pas en mesure de repondre davantage. Ce phenomene est tres

souvent observe lors d'etudes d'activation des proteines kinases transfectees comme dans Ie

cas de MLK2 (Cuenda et Dorow, 1998). Nous avons par la suite observe que ZPK
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transfectee ne se localisait pas dans 1'appareil de Golgi. II est difficile a ce moment de savoir

quels sont les facteurs responsables de cette anomalie mais on peut tout de meme miaginer

que la forme ZPK transfectee n'adopte pas la meme conformation que son homologue

endogene. En consequence, il est possible que ZPK. so it dans 1'impossibilite de repondre aux

stimulations si celle-ci ne se retrouve pas dans son emplacement naturel. Demierement, il a

ete demontre que lorsqu'une proteine kinase etait delocalisee de son site habituel, celle-ci ne

pouvait medier correctement son action au seia de la cascade de transduction (Mochly-

Rosen, 1995). II est probablement important autant pour ZPK que pour toute autre proteiaes

kinases d'etre adequatement situees afin d'exercer une action specifique.

3.3 Mesure de Pactivite de JNK endogene dans des cellules transfectees avec ZPK

Nous avons par la suite essaye de mettre au point un essai d'activite indirect a 1'aide

de la prot^ine kinase endogene JNK et de la forme transfectee de ZPK. Cette technique,

connue sous Ie nom de "pull-down", nous a permis de contoumer 1'essai d'activite sur ZPK

directement et de mesurer celle de JNK endogene. Cette demiere est facilement detectable

grace a la production en bacteries de son substrat specifique c-jun. Nous avons detecte lors

de cet essai que la forme transfectee de ZPK augmente faiblement 1'activite de INK

endogene. Nous remarquons egalement une faible augmentation de 1'activite de JNK dans

des cellules stimulees, prealablement transfectees avec ZPK. Ces resultats suggerent que

ZPK transfectee est unpliquee dans la reponse mtracellulaire au sein de la voie des JNKs lors

des stimulations. Malgre Ie fait que cette participation ne semble pas jouer un role majeur,

celle-ci n'en demeure pas moins presente. Cette faible participation peut etre Ie resultat

d'une mauvaise expression du vecteur contenant 1'ADNc de ZPK, laquelle n'est pas tres

efficace dans les cellules NIH 3T3. L'ef&cacite de transfection des cellules constitue une

seconde explication. Les cellules non-transfectees, a cause de leur abondance, peuvent

possiblement provoquer un bmit de fond qui a pour effet de nuire a la detection de

Paugmentation de Factivite de INK.
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3.4 Relation entre la localisation de ZPK et P activation de JNK endogene

Apres avoir determine la localisation intracellulaire de ZPK au niveau de 1'appareil de

Golgi dans la lignee cellulaire NIH 3T3 (Douziech et al., 1999), nous nous sommes

interroges sur 1'importance de cette compartimentalisation pour 1'accomplissement de sa

fonction dans la transmission des signaux. A cette fin, nous avons etudie 1'effet de la BFA

sur Factivation de INK endogene dans Ie but de suggerer un role physiologique a ZPK. Nous

avons remarque que 1'activite de INK dimmue lorsque les cellules, proliferant normalement,

sont traitees a la BFA. Cette diminution est un peu surprenante puisque JNK a toujours ete

associee aux proteines reagissant positivement aux stress cellulaires d'ou son second nom de

SAPK ("stress-activated protein kinase"). Le traitement des cellules a la BFA entrame la

segregation des saccules du Golgi dans Ie reticulum endoplasmique ainsi que Ie collapsus du

"trans Golgi network" au niveau du centre organisateur des microtubules (MTOC) (Pelham,

1991). Cette desorganisation cause un stress intracellulaire pouvant possiblement provoquer

1' activation des voies de signalisation des MAPKs. Dans Ie cas de INK, la diminution de son

activite suggere que Ie traitement a la BFA occasionne un changement dans la distribution

des proteines impliquees dans la voie des INKs. Or, sachant que JNK activee est situee Ie

long des microtubules (Nagata et al., 1998), des structures etroitement liees a 1'appareil de

Golgi, il est facile de penser que des proteines kinases localisees dans cet organite ne sont

plus en mesure de mamtenir 1'activation de la proteine kinase INK. Aussi, la dimmution de

1'activite de INK pourrait etre une cause plus indirecte suite au traitement a la BFA. Par

exemple, les perturbations caus^es par la BFA stimuleraient 1'activite de proteines

phosphatases qui dephosphoryleraient JNK et par consequent diminueraient son activite.

Lorsque les cellules traitees a la BFA sont par la suite stimulees par un choc thermique, il est

curieux d'observer que 1'activation de INK endogene s'effectue quand meme. Ceci pourrait

s'expliquer par Ie fait que les proteines responsables de 1'activation de JNK lors du choc

thermique ne sont pas toutes affectees par Ie traitement a la BFA. II serait tres interessant de

tenter de determmer pour quelles stimulations 1'activite de JNK endog^ne n'est pas

augmentee dans les cellules prealablement traitees a la BFA. Cela permettrait de savoir, lors
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de quelles stimulations, les proteines localisees dans 1'appareil de Golgi sont impliquees dans

F activation de la voie de JNK.

Le role de ZPK dans ces mecanismes demeure encore indetermine. De plus amples

tmvaux seront necessaires afin de prouver que ZPK est un acteur important dans 1'activation

de la cascade des USTKs lors de ces traitements. Nous pourrions etudier par exemple sa

localisation ainsi que celle des autres membres de la voie des JNKs suite a un traitement a la

BFA, parallelement avec differentes stimulations. L'identification de ces localisations

pourrait etre realisee par immunohistochimie. Des immunoprecipitations a partir d'extraits

cellulaires pourraient egalement etre effectuees pour verifier 1'existence d'interactions entre

ces proteines. Ces experimentations nous permettraient de voir si ces proteines d'une part

colocalisent et d'autre part, si elles sont associees ou non lors des traitements a la BFA et

ainsi expliquer la diminution de Pactivite de JNK. En ce qui a trait a la forme transfectee

de ZPK, il sera difficile d'etudier son role puisque ceUe-ci ne se localise pas dans 1'appareil

de Golgi. Nous poumons cependant contrecarrer cette anomalie en incluant dans la sequence

primaire de ZPK une sequence signal permettant a la proteine exogene de s'associer a

1'appareil de Golgi et ainsi mimer la fonne endog^ne.

3.5 Perspectives d'avenir

Les problemes rencontres lors des essais kinases in vitro peuvent etre etroitement

relies au substrat utilise. Le MBP est un substrat largement utilise pour les proteines kinases

mais semble faiblement specifique pour la famille des MLKs. II faudrait done tenter de

trouver les substrats in vivo de ZPK afin de permettre de mesurer efificacement les

modulations de son activite en reponse aux stimuli. Une methode de biologie moleculaire

frequemment utilisee pour 1'identification de partenaires proteiques est Ie systeme des deux

hybrides. Recemment, une proteine nommee MKK7 a ete identifiee et semble etre
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phosphorylable par ZPK (Merritt et al., 1999). MKK7, un des deux principaux activateurs de

JNK, pourrait etre Ie membre qui interelie ZPK a JNK. II serait interessant de reproduire in

vitro, la cascade qui est accomplie entre ces membres in vivo, afin de pouvoir mesurer les

modulations de Pactivite de ZPK. En produisant en bacteries les proteines MKK7, JNK et c-

jun, tout en utilisant ZPK endogene ou transfectee provenant de cellules stimulees, nous

pourrions reproduire in vitro la cascade de pho?phorylation entre les membres (ZPK—>

MKK7—> INK-^ c-jun) et detecter les differents niveaux de phosphorylation de c-jun.

II faudrait par la suite etudier les mecanismes d'action de la proteine ZPK. Elle

semble posseder un mode de regulation specifique si 1'on en juge de par sa structure

primaire. EUe possede un domaine "leucine zipper" du cote carboxy-terminal de son

domaine catalytique qui doit probablement agir sur 1'activite intrinseque de la proteine. II

serait possible d'^tudier par transfection la fonction de cette partie de la proteine en utilisant

des mutants de deletion de cette structure. Ces travaux ont deja ete effectues chez MLK3

pour demontrer 1'importance du "leucine zipper" lors de son activation (Leung et Lassam,

1998).

Un autre aspect pouvant aussi etre etudie constitue Ie clivage de la proteine ZPK.

Cette demiere pourrait etre regulee en fonction de son cUvage. L'analyse par

immunobuvardage a montre une proteine de 55 kDa se situant dans Ie cytoplasme

contrairement a ZPK qui elle, se retrouve associ^e aux membranes de 1'appareil de Golgi

(Douziech et al., 1999). Ce clivage proteolytique pourrait permettre a ZPK de liberer un

fragment au niveau du cytoplasme dans Ie but d'effectuer SQ, fonction. Cette hypothese

necessite done 1'identification des proteines susceptibles de la cliver. Cette etude pourrait

s'effectuer grace a F expression de ZPK dans un systeme de traduction in vitro. II s'agirait de

prendre Ie produit de cette traduction. Ie soumettre a differentes enzymes proteolytlques

purifiees in vitro et de Ie deposer sur electrophorese SDS-PAGE afin d'observer Ie patron de
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bandes obtenues. A premiere vue, ZPK ne semble pas posseder de sites specifiques pour les

enzymes proteolytiques telles que les caspases nonnalement impliqu6es dans 1'activation des

cytokines proinflammatoires et 1'apoptose (Salvesen et Dbdt, 1997). Cependant, de

nouveaux sites non-conventionnels sont a chaque jour identifies dans differentes proteines

(Samejima et a/., 1999).

Le role physiologique de ZPK devra etre plus approfondie in vivo. Nous pourrions

nous toumer vers Panalyse de 1'implication de ZPK dans la modulation des fonctions

associees a 1'appareil de Golgi. II a deja ete montre que plusieurs proteines kinases sont

impliquees dans Ie processus de secretion constitutive des proteines (Westermana et al.,

1996; Davidson et al., 1992). Des experiences telles que la mesure du relachement des

GAGs (glucosaminoglycanes) et Ie transport du sulfate dans 1'appareil de Golgi pourraient

etre effectuees afin d'investiguer la fonction potentielle de ZPK dans cet organite.
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CONCLUSION

Les etudes d'activation sur les proteines kinases sont importantes puisqu'elles

permettent de detemiiner par quels moyens une ceUule repond adequatement a des sunuli

extemes. Ces analyses out permis de caracteriser plusieurs proteines et de leur attribuer un

role specifique dans 1'une ou 1'autre des nombreuses voies de signalisation intracellulaire.

Dans Ie cas present, mon projet d'etude sur ZPK/DLK/MUK n'a malheureusement pu

amener une meilleur comprehension de son mecanisme d'activation. L'ensemble des

resultats obtenus suggere que ZPK possede des caracteristiques fonctionnelles particulieres

qui ne semblent pas s'apparenter aux autres membres du niveau MAPKKK. II nous a ete en

effet impossible de mesurer avec Constance une quelconque activite en reponse aux

stimulations.

En effet, mon premier objectif etait d'identifier les activateurs potentiels de ZPK.

Cependant, en etant incapable de mesurer son activite intrinseque, nous etions dans

Fimpossibilite d'y parvenir. L'utilisation d'une methode indirecte par "puU down" a

toutefois permis de suggerer 1'implication de ZPK dans 1'activation de la voie des JNKs. Des

travaux sur 1'activation des prot^ines kinases sont tres complexes lorsqu'ils sont effectues sur

une proteiae recemment clonee et que 1'on ne commit pas encore exactement son substrat

specifique. Par contre, ces etudes nous ont permis d'observer differents comportements de la

proteine et de nous informer sur d'eventuels mecanismes d'action que cette proteine pourrait

adopter au cours de la transmission des signaux.

Mon deuxieme objectif de travail visait a etudier la relation existant entre la

localisation de ZPK et sa capacite a activer la voie des INKs. Les resultats que nous avons
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obtenus suggerent effectivement une correlation puisque la BFA semble perturber

P activation de la voie des INKs. De nombreuses manipulations devront done etre realisees

afin de confirmer ou non la participation de ZPK dans la voie des JNKs.

Malgre les difficultes rencontrees, il va s'en dire que cette etude doit etre accomplie

car la detection de Pactivite d'une proteine kimse constitue un outil essentiel a la

determination de son role dans la transmission des signaux. L identification des facteurs

regulant Factivite de ZPK permettra sans aucun doute d'apporter des eclaircissements sur sa

participation dans les processus de proliferation, de dtfferenciation et d'apoptose.

71



ANNEXE 1

Tableau 1. Les acides amines et leur symbole.

ACIDES AMINES CODONS

A
c
D
E

F
G
H
I

K
L

M
N
p

Q
R
s
T
v

w
Y

Ala

Cys

Asp

Glu

Phe

Gly
His

He

Lys

Leu

Met

Asn

Pro

Gto
Arg

Ser

Thr

Val

Trp

Tyr

Alanine

Cysteine

Aspartate

Glutamate

Phenylalanine

Glycine

Histidine

Isoleucine

Lysine

Leucine

Methionine

Asparagiae

Proline

Glutamine

Arginine

Serine

Threonine

Valine

Tryptophane

Tyrosine

GCA
TGC
GAC
GAA
TTC
GGA
CAC
ATA
AAA
TTA
ATG
AAC
CCA
CAA
AGA
AGC
ACA
GTA
TGG
TAG

GCC
TGT
GAT
GAG
TTT

GGC
CAT
ATC

AAG
TTG

AAT
eec
CAG
AGG
AGT
ACC
GTC

TAT

GCG

GGG

ATT

CTA

CCG

CGA
TCA
ACG
GTG

GCTC

GOT

CTC CTG CTT

CCT

CGC CGG CGT
TCC TCG TCT
ACT
GTT
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