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Résumé 
 

Le détournement de la machinerie cellulaire par un pathogène est souvent 

essentiel à sa propagation dans l’organisme de l’hôte. Les voies de signalisation qui 

contrôlent l’homéostasie cellulaire constituent une cible stratégique de nombreux 

virus lors d’une infection. Le virus de la rage possède la particularité d’induire la 

survie des neurones qu’il infecte. Le site de fixation à des domaines PDZ (PDZ-BS) 

de la glycoprotéine du virus de la rage a été identifié comme étant un élément clef 

dans le contrôle des voies de survie et d’apoptose. Ce PDZ-BS reconnaît 

uniquement deux isoformes de la famille des « Microtubule Associated 

Serine/Threonine kinase » (MAST1 et MAST2). La kinase MAST2 possède une 

fonction inhibitrice de survie en contrôlant l’élongation des neurites et interagit, par 

ailleurs, avec le PDZ-BS de la phosphatase PTEN, autre inhibiteur essentiel de la 

survie neuronale. Nous avons montré in vitro que les domaines C-terminaux de 

PTEN (PTEN13-Cter) et de la glycoprotéine (Cyto13-vir) entrent en compétition pour 

la fixation domaine PDZ de MAST2. La résolution de la structure du domaine PDZ 

de MAST2 et PTEN13-Cter, son ligand endogène, révèle un mode d’interaction 

original avec une large surface d’interaction. Ce réseau d’interaction est conservé 

dans la structure du domaine PDZ de MAST2 complexé au ligand viral Cyto13-vir. 

En parallèle, nous avons démontré que le PDZ-BS de la glycoprotéine est 

nécessaire pour induire la survie des cellules infectées et qu’il module la distribution 

spatiale de PTEN in cellulo. Cette localisation est dépendante de la phosphorylation 

de PTEN-Cter. Nous avons alors étudié, par RMN, la cinétique des résidus 

phosphorylés de PTEN-Cter par les deux kinases majoritaires CK2 et GSK3-β. Les 

profils de phosphorylation obtenus in vitro sont très semblables lorsque PTEN-Cter 

est incubé dans des extraits de neurones mais au moins une kinase supplémentaire, 

autre que CK2 et GSK3-β, intervient. L’étude de la phosphorylation de PTEN par 

MAST2 est en cours afin d’identifier le(s) résidu(s) phosphorylé(s) par cette kinase et 

déterminer le rôle fonctionnel de la kinase dans l’homéostasie cellulaire. 

 

Mots-clefs: Survie neuronale, MAST2, PTEN, domaine PDZ, virus de la rage. 
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Abstract 
 

The hijacking of cellular machinery by pathogens, is essential to spread 

through the body of the host. Perturbation of signaling pathways that control cell 

homeostasis is a strategy developed by many other viruses upon infection. One 

originality of rabies virus is that it induces survival of infected neurons to ensure its 

propagation. The PDZ binding site (PDZ-BS) of the glycoprotein of rabies virus was 

identified as a key element to control survival and apoptosis pathways. The PDZ-BS 

of the glycoprotein from the virulent strain recognizes only two isoforms of the 

Microtubule Associated Serine/Threonine kinase family (MAST1 and MAST2). 

MAST2 acts as a survival inhibitor that stimulates neurite retraction and inhibits their 

elongation. In addition MAST2 interacts with the PDZ-BS of the phosphatase PTEN 

that is another inhibitor of neuronal survival. We propose that the glycoprotein 

disrupts the PTEN/MAST2 complex by competition with the PDZ-BS of PTEN and 

disturbs cellular homeostasis. The structure of the PDZ domain of MAST2 

complexed with its endogenous ligand (PTEN13-Cter) reveals an original interaction 

with a large surface of interaction. This interaction network is preserved in MAST2 

PDZ domain complexed with the viral ligand (Cyto13-vir). We demonstrated that the 

PDZ-BS of the glycoprotein is essential to trigger neuronal survival and that it 

induces a partial exclusion of PTEN from the nucleus. It is well established that the 

phosphorylation of PTEN is controlled by its phosphorylation state. So, we have 

deciphered, using NMR, the multi-site phosphorylation pattern of PTEN C-terminal 

domain by CK2 and GSK3-β, In cellular extract, we observed the same ordered and 

distributive process but an alternative pathway, controlled by an another kinase, has 

been highlighted. The contribution of the MAST2 kinase in the phosphorylation of 

PTEN is under investigation. 

 

Key words : neuronal survival, MAST2, PTEN, PDZ domain, Rabies virus. 

 
Title : MAST2 involvement in the mechanism of neuronal survival pathways induced 
by the rabies glycoprotein. 
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Avant-propos : émergence de la lutte pour l’existence 
 

Les premières traces du monde vivant, tel que nous le définissons 

actuellement, datent de 3,6 à 4,1 milliards d’années. Au fil du temps et des 

modifications de l’environnement terrestre, ces organismes n’ont cessé d’évoluer en 

intégrant ou délaissant de nouvelles informations génétiques. Trois grands groupes 

phylogéniques sont aujourd’hui identifiés: les eucaryotes, les procaryotes et les 

archées. Ces cellules ont acquis la capacité de se réguler par l’intermédiaire de 

nombreuses voies de signalisation. Ces voies de signalisation fonctionnent sous la 

pression de nombreux facteurs (internes et externes). Une condition essentielle pour 

qu’un organisme puisse prospérer et transmettre son patrimoine génétique aux 

générations suivantes réside dans sa capacité à absorber les variations de son 

environnement en maintenant ses voies de signalisation à l’équilibre, ce que nous 

définissons par le terme d’homéostasie cellulaire. Toutes ces voies de signalisation 

passent, au minimum, par une cascade de réactions qui implique des molécules 

pouvant être de nature chimique différente (ADN, ARN, protéines, ions, molécules 

organiques…). À chaque étape du processus de régulation, des phénomènes 

naturels aléatoires (mutations génétiques) ou induits (infections par un pathogène) 

peuvent perturber l’homéostasie cellulaire et avoir des conséquences irréversibles 

pour la vie de la cellule ou de l’organisme. Ces phénomènes, qui ne sont a priori pas 

du ressort de l’homme et qui ont toujours fait partie du processus de l’évolution du 

monde vivant, font l’objet, dans notre société, d’une attention toute particulière. En 

effet, ces deux phénomènes, où il subsiste de nombreuses inconnues en recherche 

fondamentale, restent une cause importante de mortalité chez l’Homme.  

Ainsi dans ce contexte, nous nous sommes servi du virus de la rage comme 

d'un outil « évolué » pour caractériser une des voies de signalisation qui conduisent 

la cellule vers la survie. Cette approche possède deux avantages. (1) Elle participe, 

d’un point de vue fondamental, à la compréhension du mécanisme de réplication du 

virus de la rage. (2) L’identification des partenaires cellulaires qui interagissent avec 

les protéines virales complète nos connaissances sur le mécanisme des voies de la 

survie cellulaire. 

Nos travaux ont donc eu pour objet l’étude du rôle de la kinase MAST2 et la 

« Phosphatase and TENsin homolog » (PTEN), deux protéines humaines 
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essentielles dans la régulation de la survie des cellules. Un dérèglement de cette 

machinerie peut conduire à la survie et à la prolifération des cellules. PTEN 

représente une cible très étudiée pour le traitement de cellules cancéreuses. L’idée 

d’utiliser des peptides « pro-survie » pour contrôler l’activité de PTEN a émergé suite 

à nos études sur le virus de la rage qui, pour se disséminer du lieu de morsure au 

système nerveux central de l’hôte, induit la survie des neurones qu’il infecte en 

interagissant avec un partenaire cellulaire de PTEN : la kinase MAST2 (Microtubule 

Associated Serine Threonine protéine 2). Peu d’études ont été menées sur cette 

kinase pour comprendre son implication dans la régulation des voies de survie des 

neurones. À partir de nos données, et notamment avec l’étude des voies de survie 

déclenchées par le virus de la rage, nous avons tenté de compléter ce vide en 

proposant un mécanisme de régulation de MAST2 et PTEN. 

Cette étude vise donc à décrire de manière détaillée l’interaction de la partie 

C-terminal de PTEN et de la glycoprotéine du virus de la Rage avec le domaine PDZ 

d’interaction de MAST2 (MAST2-PDZ), afin de proposer une étape initiale de la 

survie des neurones infectées par la rage. Nous avons également, sur la base de la 

structure de MAST2-PDZ, développé des peptides à forte affinité pour MAST2-PDZ 

ayant la capacité de déclencher la survie cellulaire après leur expression dans des 

neurones ou en dehors de tout contexte d’infection rabique. 
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Chapitre 1 
 
Le virus de la rage 

 
La rage est une encéphalomyélite mortelle affectant l’homme et la quasi-

totalité des mammifères. Les principaux vecteurs connus sont les chiens, chats, 

renards, mangoustes, loups, chacals, mouffettes, ratons laveurs et plusieurs variétés 

de chauves-souris insectivores, frugivores, piscivores ou encore les chauves-souris 

vampires qui se nourrissent du sang des animaux qu’elles mordent. La trace des 

premiers témoignages de rage canine remonte à l’époque Sumérienne, 2000 av. J.-

C. À l’Antiquité, de nombreux écrivains (Juvenal, Virgile, Ovide…) décrivent dans 

leurs textes cette maladie contre laquelle la médecine est impuissante. Démocrite 

(IV-Ve siècles av. J.-C.) nomme la rage, « incendie des nerfs ». Cette phrase prend 

tout son sens avec nos connaissances actuelles que nous détaillerons plus bas et 

illustre les qualités d’observation des Anciens puisqu’il faudra attendre le XIXe siècle, 

avec Louis Pasteur pour mettre en évidence la présence du virus dans le cerveau 

des mammifères infectés. C’est bien plus tard, avec le développement des 

techniques de cultures cellulaires in vitro que sera mis en avant le neurotropisme du 

virus. 

L’ignorance sur l’origine de cette maladie, le comportement anormal et 

impressionnant de l’hôte infecté (spasme, paralysie partielle, vomissement, 

salivement excessif, hydrophobie, agressivité, anxiété, etc.) et son issue toujours 

fatale ouvrirent la voie à de nombreuses croyances et au recours à de remèdes 

étranges. Par exemple, au XVIIIe à Pluvigner (Morbihan), une fontaine aurait eu le 

pouvoir de protéger les animaux de la rage venant s’y abreuver (5). Il faudra 

attendre le XIXe siècle pour comprendre le caractère infectieux de la maladie et 

mettre en place un traitement prophylaxique de la rage. En 1802, George Zinke 

montre que le virus de la rage se transmet par la salive. C’est ensuite, grâce aux 

travaux précurseurs du vétérinaire Pierre Victor Galtier en 1879, et à ses propres 

travaux, que Louis Pasteur développe et teste pour la première fois en 1885 un 

vaccin efficace sur l’homme. Une large campagne de vaccination des chiens 

domestiques en 1918, qui représentent alors à cette époque le principal vecteur, 
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sera engagée en France. Pendant cinquante ans, aucun cas de rage ne sera 

enregistré en France jusqu’en mars 1968 qui verra le début d’une nouvelle vague de 

contamination dans l’Est et le Nord de la France. Le vecteur n’est plus domestique 

(chien) mais sauvage (renard). La France met alors en place une large campagne 

pour éradiquer la rage. Le premier réflexe, pour contenir le front de migration de la 

rage est de diminuer la population des renards en les tuant. En dix-sept ans, 

presque 1 million de renards seront tués, pour 30 510 cas de rage diagnostiqués. 

Devant l’inefficacité de cette mesure, l’État français rend la vaccination antirabique 

des animaux domestiques obligatoire et mène une large campagne de vaccination 

orale des principaux réservoirs. Grâce à ces efforts conjugués, la France est 

déclarée libre de rage en 2005. De nos jours, la rage ne représente plus aucune 

menace en Europe de l’Ouest mais reste un large problème de santé publique à 

l’ouest de l’Oural, ainsi qu’en Asie et Afrique qui représentent 95% des cas de rage 

dans le monde (Fig.1). On estime encore de 55 000 à 70 000 le nombre de morts 

par an et à 7 million le nombre de personnes qui sont vaccinées après une 

exposition présumée au virus de la rage (6). 

 
Figure 1 : Répartition mondiale du virus de la rage. (a) La distribution du virus de la rage en 2007 
est indiquée en orange. La distribution du virus de la rage et les autres membres du genre Lyssavirus 
est représentée en jaune. Le seul pays connu sans lyssavirus est la Nouvelle-Zélande (en vert). (b) 
Nombre de décès humains dus à la rage en 2004 dans le Sud-Est asiatique. 

 

1.1. Classification 
 Le virus de la rage (RABV) est typiquement une espèce prototype du genre des 

lyssavirus (dont le nom vient du mot grec « lyssa » signifiant rage, folie) classée 

dans la famille des Rhabdoviridae (dont le nom dérive aussi du mot grec Rhabdos 

qui signifie bâtonnet). La famille des Rhabdoviridae forme avec les Bornaviridae, 

Filoviridae, Paramyxoviridae et Rhabdoviridae l’ordre des Mononegavirales (Fig.2) 
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qui se caractérise par un simple brin d’ARN non-segmenté de 12 kilobases, de 

polarité négative, complémentaire de l’ARN messager (7), une enveloppe lipidique, 

une nucléocapside de structure hélicoïdale, une ARN polymérase-ARN dépendante, 

un ordre identique des gènes, un promoteur en position 3’ de l’ARN génomique. 

Cette morphologie est retrouvée chez le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) qui 

est le prototype du genre Vesiculovirus (6) et qui a servi de modèle pour la famille 

des Rhabdoviridae avec de nombreuses études structurales sur le virion et de ses 

constituants.  

 

Figure 2 : Arbre phylogénétique du virus de la rage 

 
Les lyssavirus se décomposent en 7 génotypes. RABV appartient au 

génotype 1, alors que le virus « Lagos Bat » (LBV) appartient au génotype 2, le virus 

Mokola (MOKV) au génotype 3, le virus Duvenhage (DUVV) au génotype 4, le virus 

« European bat lysavirus type 1 » (EBL-1) au génotype 5, le virus « European bat 

lyssavirus type 2 » (EBL-2) au génotype 6 et le virus « Australian bat lyssavirus » 

(ABLV) au génotype 7 (Fig.2).  

 

1.2. Propriétés du virus de la rage 
1.2.1. Organisation du virus de la rage 

Le virus de la rage est un virus enveloppé qui a une apparence 

caractéristique en bâtonnet ou en balle de fusil avec une forme conique à une 

extrémité et une forme plan de l’autre (Fig.3 A). La particule mesure entre 130 et 

300nm de long avec un diamètre de 60 à 80nm. Son génome code pour cinq 
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protéines (N, L, P, M et G) (Fig.3). La glycoprotéine G est composée d’un large 

ectodomaine, d’un segment transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique.  

L’ARN viral, associé à la nucléoprotéine N (1300 N/virion), à la polymérase L 

(70 L/virion), ainsi qu’à la phosphoprotéine P (700 P/virion), forme le complexe 

ribonucléoprotéique (RNP) structuré suivant une symétrie hélicoïdale (Fig.3 D et E). 

Le complexe RNP est compacté par la protéine matrice M (1200 M/virion) qui 

s’associe avec la protéine N et la partie cytoplasmique de la glycoprotéine virale 

membranaire G (Fig.3 C). L’ectodomaine de la glycoprotéine G s’associe en trimère 

pour former des spicules (Fig.3 B) à la surface de l’enveloppe virale lipidique (450 

spicules/virion). Les caractéristiques structurales du virus de la rage sont 

schématisées dans la figure.3 E. 
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Figure 3: Structure du 
virion (A) Plan 2D de la 
pointe conique, du tronc 
et de la base du virion 
VSV et modèle créé à 
partir des clichés de 
cryomicroscopie électro-
nique (cryo-EM). N est 
en vert, M en bleu, (1) 
représente le feuillet de 
la membrane interne (en 
violet) et (2) externe (en 
rose). (B) Représentation 
de la structure de 
l’ectodomaine de la gly-
coprotéine G de VSV 
dans une conformation 
post-fusion et position-
née par rapport à la 
bicouche lipidique. La 
position des points 
ancrages membranaires 
à la pointe de la structure 
allongée est indiquée par 
une flèche noire (peptide 
fusion). (C) Représenta-
tion de la structure obte-
nue par cryo-EM qui 
montre la fixation de la 
queue cytoplasmique de 
la glycoprotéine G avec 
la protéine M (bleu clair) 
indiquée par une flèche. 
(D, panneau gauche) 
image EM du complexe 
RP. (D, panneau droit) 
vue de côté de la 
nucléoprotéine polymé-
risé en forme de rosette 
(à gauche) et du com-
plexe RNP issue de la 
production de virus 
rabique (à droite). (E) 
Schéma récapitulatif de 
la structure du virus de la 
rage : la glycoprotéine 
est représentée en jau-
ne, la protéine matrice en 
marron, la phosphopro-

téine en violet, la polymerase en gris, la nucléoprotéine en vert. Adapté à partir de Ge et al (2010) (8), 
Weissenhorn et al (2007) (9), Schoehn et al (2001) (10). 
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1.2.2. Le cycle de réplication du virus de la rage 
Le virus de la rage a une affinité particulière (mais non exclusive) pour les 

cellules du système nerveux de l’hôte. En 1881, Louis Pasteur fut le premier à 

démontrer le rôle important du système nerveux central (SNC) dans l’infection 

rabique. Dans la majorité des cas, l’infection est transmise via la salive après une 

morsure d’un animal infecté (Fig.4). Les virions se retrouvent alors directement en 

contact avec les terminaisons nerveuses. Le virus de la rage se dissémine ensuite 

de neurone en neurone dans la moelle épinière pour rejoindre le tronc cérébral, puis 

les glandes salivaires de l’hôte à partir desquelles le virus sera excrété dans la 

salive.  

 

 

Figure 4: Propagation du virus de la rage. Après une morsure par un animal infecté, le virus de la 
rage emprunte le système nerveux de l’hôte pour rejoindre le cerveau et les glandes salivaires. 
D’après Rabies Eds A.C. Jackson and W.H. Wunner (2002). 

 

Le cycle viral de RABV :  

(i) Le cycle débute par l’adhésion du virus aux récepteurs cellulaires par 

l’intermédiaire d’une reconnaissance spécifique de la glycoprotéine virale. Les 

récepteurs du virus de la rage sont les récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine-α1 

(nAchR) (11), les récepteurs pour les molécules d'adhésion des cellules neuronales 

(NCAM) (12) et les récepteurs de faible affinité des facteurs de croissance nerveuse 

(p75NTR) (13). (ii) Le virus est ensuite internalisé par endocytose. (iii) Les vésicules 
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contenant les particules sont entraînées par transport rétrogrades1 de l’axone 

jusqu’au corps cellulaire du neurone (Fig.5 A et B). La diminution du pH dans le 

compartiment endosomal provoque un important changement de conformation de 

l’ectodomaine de la glycoprotéine qui provoque la fusion de l’enveloppe virale avec 

la membrane de l’endosome et libère de ce fait la RNP dans le cytoplasme. (iv) La 

polymérase virale (L) en complexe avec la phosphoprotéine virale (P), sous-unité 

non catalytique, amorce la synthèse d’un ARN « leader » de 55-58bp à partir de 

l’ARN(-) en 3’, suivie de la synthèse en 5’ de l’ARNm coiffé et polyadénylé qui code 

pour les 5 protéines virales (N, P, M, G et L) et qui seront traduites par la machinerie 

du neurone. Par un mécanisme qui n’est pas complètement décrypté (probablement 

dû à la concentration intracellulaire de protéine N et M qui participent à la régulation 

de la transcription et de la réplication), le complexe L et P interrompt la transcription 

et initie la réplication de l’ARN(-) à partir de l’ARNm (14-16). L’ARN(-) nouvellement 

synthétisé s’associe alors aux protéines N, P et L pour former un nouveau complexe 

RNP (v) Le complexe RNP migre, par un mécanisme inconnu, vers la membrane 

plasmique, est compacté par la protéine matrice M (indispensable pour le 

bourgeonnement) et interagissent avec la partie cytoplasmique de glycoprotéine G 

qui augmente l’efficacité de bourgeonnement (17). Les nouvelles particules virales 

créées peuvent alors infecter la cellule voisine et amorcer un nouveau cycle (Fig.5 

C).

                                                
1 Les cellules neuronales possèdent des prolongements du corps cellulaire appelés neurites 
(dentrites, axones) (Fig.5 A). Il est suggéré que nAChR concentre le virus de la rage à la jonction 
neuromusculaire ou au bouton synaptique, permettant une infection plus efficace des neurones. 
D'autres recherches suggèrent que la réplication du virus de la rage commence dans les cellules 
musculaires, ce qui indique que nAChR pourrait être utilisé pour infecter les cellules musculaires. 
Deux mécanismes différents ont été proposés pour le transport du virus de la rage de l’axone au 
corps cellulaire: soit le transport de la capside du virus (2), soit le virion entier avec la vésicule (1). 
Les évidences expérimentales seraient plutôt en faveur du modèle 1 (Klungen et al). 
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Figure 5: Architecture du neurone (A) Schéma d'un motoneurone dont l’axone est myélinisé. (B) Le 
récepteur nicotinique de l'acétylcholine (nAChR) est situé à la membrane musculaire postsynaptique. 
Dans les deux cas, le virus pénètre dans la cellule en utilisant des molécules d'adhésion cellulaire 
neurale (NCAM) ou un autre récepteur putatif (p75NTR). (C) Représentation simplifiée d’un cycle de 
réplication du virus de la rage dans une cellule infectée. ER, réticulum endoplasmique. D’après 
Schnell et al (2010) (6). 
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1.3. Pathogénicité du virus 

« Un être de raison ». Cette expression anthropomorphique, empruntée à 

Emile Roux (1881) pour décrire la rage, est particulièrement adaptée pour introduire 

et illustrer comment le virus assure sa multiplication en déjouant les mécanismes de 

l’hôte qu’il infecte. En effet, le virus ne détruit pas le système nerveux (SN) dans 

lequel il évolue. Une fois le virus entré dans le SN, sa progression n’est interrompue 

ni par la destruction du neurone infecté, ni par la réponse immunitaire de l’hôte, qui 

constituent les deux principaux remparts de la cellule face à une infection virale. 

Ainsi, nous développerons dans ce paragraphe les deux stratégies qu’adopte le 

virus pour échapper au mécanisme de défense de l’hôte : (i) Le virus de la rage 

détourne la réponse immunitaire de l’hôte (18) et (ii) le virus de la rage préserve 

l’intégrité des cellules qu’il infecte. 

 

1.3.1. Le virus de la rage échappe aux systèmes de défense de l’hôte 
Lors d’une infection par le virus de la rage, les lymphocytes T activés, 

exprimés en périphérie du SN, passent la barrière hémato-encéphalique (19). 

Cependant, les analyses in vivo n’indiquent aucune activité protectrice des 

lymphocytes T dans le SN infecté par le virus de la rage suggérant un 

environnement défavorable pour la survie des lymphocytes T. En effet, la fixation de 

l’ARN double brin virale de la rage sur RIG-1 induit, dans les temps précoces de 

l’infection de la cellule, la production d’interférons (IFNs) de type 1 (-α et -β) et de 

cytokines inflammatoires (20-22) qui conduit à l’expression de molécules dites 

« immuno-subversives » (B7-H1, HLA-G) à la surface des cellules infectées. La 

reconnaissance de ces molécules par les récepteurs des lymphocytes T 

cytotoxiques venus envahir le SN provoque alors leur entrée en apoptose (23-25) et 

empêche, de ce fait, d’éliminer les cellules infectées par le virus de la rage. Ainsi, 

l’induction de l’expression des IFNs constitue un net avantage pour la pathogénicité 

du virus de la rage mais, paradoxalement, les IFNs possèdent aussi une activité 

antivirale qui inhibe la réplication du virus. Par l’intermédiaire de la phosphoprotéine 

P, le virus inhibe, dans des temps plus tardifs, l’expression d’IFNs de type 1 et 2. 

 

Ainsi, dans un premier temps, l’induction de la production d’IFNs empêche les 

lymphocytes T cytotoxiques d’éliminer les cellules infectées par le virus de la rage et 
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dans un deuxième temps, l’inhibition de la production d’IFNs 1 et 2 par les 

différentes isoformes de la phosphoprotéine P favorise la réplication du virus. 

 

1.3.2. Contrôle de survie et de la mort de cellules neuronales infectées par le 
virus de la rage 
 
Maintien de l’intégrité neuronale 

La rétractation des neurites est un moyen de défense pour ralentir la 

progression de l’infection et diminuer la pathogénicité du virus. Il a en effet été 

démontré que la pathogénicité du virus de la rage est positivement corrélée avec la 

capacité des neurones à se régénérer (26). Ainsi, le maintien de l’intégrité du réseau 

neuronal est un facteur essentiel pour la prolifération du virus jusqu’au SNC. De 

plus, il a été mis en évidence que la partie cytoplasmique du virus de la rage induit la 

survie des neuroblastomes humains2 infectés en observant différents marqueurs des 

voies de survie (phosphorylation de la kinase AKT, croissance des neurites et une 

résistance au stress oxydatif) (27) à partir d’une souche virulente CVS (Challenge 

Virus Standard)-NIV3 du virus de la rage qui est fortement neurotrope et provoque 

des encéphalomyélites fatales chez la souris. 

 

Échappement au mécanisme apoptotique 

L’induction de l’apoptose est délétère pour la propagation du virus dans le 

système nerveux rompant la chaine cellulaire de propagation (2, 28). Les protéines 

N et P du virus de la rage séquestrent le récepteur Toll-like 3 (TLR3) (29). Cet amas 

de protéines dans le cytoplasme des neurones constitue les corps de négri (3-5µm) 

qui sont caractéristiques d’une infection par le virus de la rage. Il est proposé que la 

séquestration de TLR3 inhibe ses fonctions pro-apoptotiques (30) et activatrices de 

la rétractation des neurites (31).  

L’induction de l’apoptose dans les neurones infectés in vivo par des souches 

virulentes du virus de la rage est un événement rare (32). Cependant, la souche 

atténuée ERA (Evelyn Rotkitniki Abelseth)-NIV qui a été utilisée comme vaccin dans 

les années 80 provoque la mort des cellules infectées. En effet, cette souche, qui a 

perdu son neurotropisme, induit in vitro l’apoptose des cellules infectées 
                                                
2 Tumeur solide extra crânienne la plus fréquente chez les jeunes enfants 
3 Souche provenant du laboratoire de Neuro-Immunologie Virale (NIV). 
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(lymphocytes et neuroblastomes) (2, 28). La substitution d’un Gln en Glu sur le site 

de fixation au domaine PDZ est suffisante pour interagir avec le domaine PDZ de 

PTPN4 et induire l’apoptose de la cellule infectée. Ainsi, l’efficacité du vaccin issu de 

la souche ERA est probablement liée à la forte propension du virus à induire 

rapidement l’apoptose des cellules infectées.  

 

La voie de survie de la protéine AKT 

La survie neuronale est contrôlée par différentes cascades de signalisation 

dont l’une d’entre elles est la voie AKT. L’activité d’AKT est contrôlée en amont par 

la voie de la kinase PI3K (Fig.6). Dans une cellule saine, la phosphorylation d’AKT 

est finement régulée par des protéines agonistes et antagonistes de la voie de survie 

telle que la phosphatase PTEN (33). Sous une forme activée (phosphorylée), AKT 

induit l’activation de nombreuses voies pro-survie telles que la prolifération cellulaire, 

la survie, le métabolisme, la synthèse de protéine… (Fig.6). La quantification de la 

protéine AKT phosphorylée dans les cellules est un marqueur couramment utilisé 

pour mettre en avant la survie cellulaire. 
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Figure 6 : Voies de régulation contrôlées par PTEN. L'activation de la classe IA 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3Ks) survient grâce à la stimulation des récepteurs tyrosine kinases 
(RTK) et à l'assemblage du complexe avec les récepteurs et PI3K. Ces complexes sont localisés à la 
membrane où la sous-unité p110 de PI3K catalyse la conversion de PtdIns (4,5)P2 (PIP2) en PtdIns 
(3,4,5)P3 (PIP3). PIP3 sert de second messager pour l’activation d’AKT. La phosphorylation d’AKT 
induit l'activation et l'inhibition de plusieurs cibles, conduisant à la croissance, à la survie et à la 
prolifération cellulaires à travers divers mécanismes. GSK3-b, glycogène synthase kinase-3-beta; NF-
kB, Nuclear Factor kappa B; PDK1/2, Protéine kinase 3-phosphoinositide-dépendante 1/2. D’après 
Vivanco (2002) (34). 

 
La croissance des neurites 

La forme caractéristique des neurones et plus particulièrement la formation 

des neurites sont conditionnées par le cytosquelette qui est constitué par les 

microtubules, les microfilaments et les neurofilaments. La formation du cytosquelette 

est un mécanisme dynamique. En fonction de l’environnement cellulaire, de 

nombreux éléments participent continuellement à la rétractation et à l’élongation des 

neurites par l’intermédiaire du cytosquelette. Ces prolongements cellulaires 

constituent des éléments importants pour la transmission d’informations aux autres 

cellules via les synapses (Fig.5 A). De nombreuses maladies neurodégénératives 
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sont liées à l’incapacité de la cellule à induire l’élongation ou à régénérer les neurites 

(35). Récemment, une importante étude sur l’implication du kinome neuronale a 

permis d’identifier les kinases impliquées dans le contrôle de la longueur des 

neurites. Les gènes de 750 kinases ont été éteints individuellement dans des 

neuroblastomes. La contribution de chaque kinase pour la formation de neurites a 

ensuite été analysée en mesurant la longueur des neurites avant et après 

différenciation (Fig.7 A et B). Deux groupes de kinases qui participent 

significativement à la rétractation et à l’élongation des neurites ont été identifiés.  

 

Figure 7 : Clichés de cellules neuronales par microscopie. (A) Cellules SH SY-5Y dont le gène 
est éteint non-différenciées (B) ou différenciées fixées après 48h et marquées avec un anticorps 
spécifique de la betaIII tubuline (présent uniquement dans les neurones matures). D’après Loh et al 
(2008) (36). 

 

La résistance au stress oxydatif 

Dans certaines conditions physiologiques, des réactions produisent des 

radicaux libres (O2
-) hautement réactifs. Ces radicaux libres produisent à leur tour 

des espèces réactives à l’oxygène (ROS) à partir d’une réaction en chaîne dont 

l’intermédiaire principal est l’eau oxygénée (H2O2). Ces molécules sont nocives pour 

les organismes vivants, détériorent une partie des constituants cellulaires majeurs et 

induisent au moins deux voies pro-apoptotiques clairement identifiées : NF-κB et 

ERK1/2 (Fig.8). L’ajout de H2O2 sur les cellules permet de tester leur sensibilité au 

stress oxydatif. 
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Figure 8: Activation des voies de signalisation (NF-κB et ERK1/2) par l’intermédiaire d’espèces 
réactives à l’oxygène (ROS). D’après Dayem et al (2010). 

 
 

1.3.3. La glycoprotéine G facteur de virulence  
La pathogénicité du virus de la rage est multigénique mais la glycoprotéine G 

y contribue majoritairement (37). La glycoprotéine est composée de 524 acides 

aminés et forme un trimère à la surface de l’enveloppe virale. Son large 

ectodomaine assure de nombreuses fonctions dans le cycle viral. Il permet, en 

autres, la reconnaissance des récepteurs cellulaires et catalyse la fusion 

membranaire. Son unique segment transmembranaire, maintient sa localisation 

cellulaire. Le court domaine cytoplasmique de 44 acides aminés participe à 

l’assemblage et au bourgeonnement du virion. Cette séquence possède aussi en C-

terminal un site de fixation au domaine PDZ (cet acronyme provient de la découverte 

des trois premières protéines contenant ce domaine d’interaction : Postsynaptic 

density-95 (38) /Disc large (39) /Zonula occludens-1 (40). Les domaines PDZ, que 

nous développerons dans le second chapitre, sont impliqués principalement dans les 

voies de signalisation (41) et l’architecture de la cellule (42).  

La séquence codant la glycoprotéine G de la souche vaccinale SADB19 a été 

remplacée, avec une technique de génétique reverse, par le gène qui code la 

glycoprotéine G issue d’autres souches rabiques (pathogène et vaccinale). Cette 
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technique permet de s’affranchir des variabilités mulitgéniques de chaque souche et 

de comparer rigoureusement les effets induits par les différentes glycoprotéines G. 

Ainsi, à partir de la souche recombinante SADB19 qui exprime soit la glycoprotéine 

G de la souche CVS virulente (rRABV-VIR) soit la glycoprotéine G de la souche ERA 

atténuée (rRABV-ATT) (Fig.9), il a été mis en évidence, à partir de neuroblastomes 

humains infectés (SK-NS-H), que la pathogénicité du virus de la rage est 

inversement proportionnelle à sa capacité à induire la mort cellulaire (2).  

  

 

Figure 9 : La glycoprotéine G du virus de la rage. Le génome de rRABV-VIR et rRABV-ATT ne 
diffère que par la séquence de la glycoprotéine G. Les 6 mutations sont représentées en vert (rRABV-
ATT) et en rouge (rRABV-VIR). Les séquences complètes de la partie cytoplasmique des deux 
glycoprotéines sont aussi représentées. 

 
Les séquences des protéines G de rRABV-VIR et rRABV-ATT diffèrent par 6 

mutations : quatre sont situées dans l’ectodomaine et deux dans le domaine 

cytoplasmique. Ces mutations de la glycoprotéine G sont suffisantes pour que 

rRABV-ATT induise l’apoptose de la cellule qu’il infecte comme nous pouvons le 

constater avec l’apparition de la fragmentation du noyau sur la figure 10 A, alors que 

le noyau reste intact suite à une infection des cellules par la souche rRABV-VIR 

(Fig.10 B). 
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La souche rRABV-VIR n’induit pas l’apoptose des cellules infectées, mais au 

contraire stimule l’expression des marqueurs de survie que nous avons énumérés 

plus haut (Fig.6). Afin de préciser la ou les mutations de la glycoprotéine G 

responsables de ces phénotypes, des protéines G chimériques ont été produites 

avec les séquences issues des souches virulente et atténuée (Fig.11 A). Ces études 

indiquent que la partie cytoplasmique est responsable des phénotypes de mort ou 

de survie de la cellule infectée (Fig.11 B). Plus particulièrement, (i) le site de fixation 

au domaine PDZ est nécessaire pour induire le phénotype de mort ou de survie 

(Fig.11 C). En effet, lorsque celui-ci est supprimé, il n’y a plus ni apoptose ni survie 

cellulaire induite par la souche recombinante. (ii) La mutation d’un glutamate (Glu) 

versus une glutamine (Gln) est suffisante pour faire basculer le phénotype de mort 

vers la survie (Fig.11 D). 

 

 

Figure 11 : Déterminants responsables de l’induction de l’apoptose lors de l’infection de 
neuroblastomes par des virus recombinants de la rage. (A) La glycoprotéine de la souche CVS 
(rouge) induit la survie des cellules infectées. (B) L’échange des domaines cytoplasmiques des 
glycoprotéines provoque une inversion des phénotypes. (C) La suppression des quatre acides 
aminés qui forment un site de fixation au domaine PDZ conduit à l’absence d’apoptose ou de survie 
des cellules infectées. D’après Préhaud et al (2010) (27). 

Figure 10: Neuroblastomes infectés par 
les souches RABV-CVS-NIV et RABV-
ERA-NIV. Clichés de microscopie UV. Le 
colorant Hoescht permet de visualiser les 
noyaux des cellules SK-NS-H (bleu). La 
nucléocapside est révélée par des anticorps 
spécifiques (vert). La fragmentation du noyau 
est caractéristique de l’apoptose observée 
dans les cellules infectées par rRABV-ATT 
(A) mais est absente lors de l’infection par 
rRABV-VIR (B). D’après Préhaud et al (2003) 
(2). 
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Ainsi pour la première fois, le laboratoire de Monique Lafon a non seulement 

démontré que cette courte séquence est essentielle à l’induction de la survie ou de 

l’apoptose des neuroblastomes infectés mais a surtout mis en évidence la présence 

d’un motif de fixation au domaine PDZ en C-terminal de la partie cytoplasmique de la 

glycoprotéine G rabique. 

 

1.3.4. Identification des partenaires cellulaires de la glycoprotéine G 
Après avoir montré le rôle essentiel de la partie cytoplasmique et notamment 

le site de fixation au domaine PDZ dans le déclenchement des phénotypes de mort 

et de survie, il était alors fondamental d’identifier les partenaires cellulaires de la 

glycoprotéine G pour avancer dans la compréhension des mécanismes de survie et 

de mort. Les domaines cytoplasmiques des souches virulente (CytoG-VIR) et 

atténuée (CytoG-ATT) ont alors été utilisés comme appâts dans des expériences de 

double hybride chez la levure (Hybrigenics). Le criblage à haut débit s’est fait sur 

une banque d’ADN complémentaires de cerveau adulte humain (Fig.12).  

 

Figure 12 : Recherche des partenaires de la glycoprotéine par double hybride. Le criblage a été 
effectué sur une banque d’ADN complémentaires de cerveau humain avec les domaines 
cytoplasmiques (44 acides aminés) des glycoprotéines virales ERA et CVS comme appât. Seules des 
séquences correspondantes aux domaines PDZ de kinases de la famille MAST (Microtubule 
Associated Serine Threonine Kinase) ont été pêchées par le domaine cytoplasmique de la 
glycoprotéine de la souche CVS. Le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine de mort de la souche 
ERA interagit en plus avec d’autres partenaires : le domaine PDZ-7 de MUPP1, le domaine PDZ-1 de 
hDLG2 et l’unique domaine PDZ de la phosphatase PTPN4. Aucun partenaire neuronal n’a été 
identifié lorsque le domaine cytoplasmique tronqué de son site de fixation aux domaines PDZ est 
utilisé comme appât. D’après Préhaud et al (2010) (27). 

 

D’après ces expériences, nous observons que : (i) toutes les séquences 

identifiées dans ces cribles contiennent un domaine PDZ. (ii) aucune protéine 

neuronale n’est identifiée en absence du site de liaison au domaine PDZ de la partie 

cytoplasmique. (iii) CytoG-VIR interagit uniquement avec des protéines de la famille 

des Microtubule Associated Serine/Threonine kinases (MAST1 et MAST2) alors que 
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CytoG-ATT possède un spectre d’interaction plus large en interagissant en plus avec 

PTPN4, hDLG2 et MUPP14. Cette relaxation de spécificité est le facteur déterminant 

responsable de l’induction de l’apoptose via la phosphatase PTPN4, protéine qui 

possède une activité anti-apoptotique (27). En interagissant avec la glycoprotéine G, 

l’activité anti-apoptotique de PTPN4 est inhibée conduisant la cellule vers la mort 

(43). Ce mécanisme moléculaire a été le sujet principal de la thèse de Nicolas 

Babault (43). Ce sujet est aujourd’hui entre les mains de Pierre Maisonneuve. 

 

Pour cette thèse je me suis focalisé sur les bases moléculaires du mécanisme 

de survie induit par la glycoprotéine de la souche virulente CVS-NIV qui interagit 

avec la famille des MAST kinases en m’attachant plus particulièrement à MAST2. 

 

  

                                                
4 Putative uncharacterized protein PTPN4; human Disks large homolog 2 hDGL2; Multiple PDZ 
domain protein 1 MUPP1 
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Chapitre 2 
 
Microtubule Associated Serine/Threonine kinase 2 
(MAST2) 

 
MAST2 est codée par le gène mast2 situé en position 1p34.1 du chromosome 

1 humain. La kinase MAST2 a initialement été associée au microtubule des cellules 

des testicules et impliquée plus particulièrement dans la formation des manchettes 

des spermatozoïdes, base essentielle pour la formation du flagelle (44, 45). La zone 

d’interaction directe avec les microtubules n’a pas été identifiée suggérant une 

interaction indirecte avec les microtubules par l’intermédiaire d’autres protéines (44). 

MAST2 compose, avec quatre autres isoformes (MAST1, MAST3, MAST4 et MAST-

Like), la famille des kinases MAST (Fig.13). MAST2 est aussi exprimée dans 

d’autres tissus (46) tels que le cœur, le cerveau, la rate, les poumons, le foie ou 

encore les muscles squelettique. MAST1 et 2 s’expriment dans l’ensemble des 

tissus testés par Garland et ses collaborateurs contrairement à MAST3 et 4. MAST-

Like (MAST-L) est exprimée majoritairement dans le cœur, les testicules et très 

faiblement dans les muscles squelettiques.  

 

Figure 13 : Expression tissulaire de la famille des kinases MAST. (A) Analyse par RT-PCR de 
l’expression de la famille MAST dans des tissus de rat. La quantité d'ADNc a été estimée à partir de 
la Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (G3PDH), utilisée comme témoin. D’après Garland 
et al, (2008) (46).  
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Dans le cerveau, l’expression des isoformes MAST1-4 varie selon les zones 

cérébrales (46). MAST2 est préférentiellement exprimée dans le cerebellum, 

l’hippocampe et le 3e ventricule (Fig.14).  

 

 
Figure 14 : Expression tissulaire de MAST2 dans un cerveau de rat. Les panneaux montrent des 
coupes de cerveau de rat coupé en trois orientations – horizontale (à gauche), sagittale (au milieu) et 
coronale (à droite) – MAST2 a été détectée avec des oligonucléotides spécifiques marqués 
radioactivement, CO, cortex cérébral; Hi, hippocampe; 3V, 3e ventricule; Ce, cervelet. D’après 
Garland et al, (2008) (46). 
 

2.1. Organisation structurale de MAST2 
La séquence des kinases MAST (1-4) est composée de 3 domaines 

répertoriés (d’après SMART et Pfam). Un domaine de fonction inconnue en N-

terminal, un domaine kinase central et un domaine PDZ situé en C-terminal (Fig.15). 

L’organisation de MAST-L est différente avec deux domaines kinases aux extrémités 

N- et C-terminales (Fig.15). 

 

 

Figure 15 : Famille des kinases MAST. Représentation des 3 domaines identifiés chez MAST1-4 
avec le domaine de fonction inconnue (DUF1908), le domaine kinase et le domaine PDZ en aval. 

 

Cette organisation en domaines est strictement conservée pour MAST1-4. En 

revanche, la taille de la séquence en aval du domaine PDZ et en amont du 
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DUF1908 est variable selon les isoformes. Aucun autre domaine connu n’a été 

identifié sur la base des alignements de séquences. 

 

2.2. Le domaine de fonction inconnue (DUF1908) 
Le domaine DUF1908 n’est associé à aucune fonction connue (Fig.16). La 

structure de ce domaine de MAST3 a été résolue par RMN dans le cadre du 

programme de génomique structurale de Riken au Japon. Aucune information n’est 

disponible sur la façon dont ce domaine a été délimité et ni dans quelle but la 

structure de ce domaine a été résolue. Le domaine DUF1908 est composé de quatre 

hélices compactées (Fig.16 B et C) avec une topologie « up and down » que l’on 

retrouve dans la superfamille des bromodomaines. La structure des bromodomaines 

est associée à diverses fonctions dont la fixation à la chromatine pour les facteurs de 

transcriptions ou encore la fixation aux histones acétylés (47).  

 

Figure 16 : Domaine DUF1908 de la famille des MAST kinases. (A) Alignement de séquences de 
MAST1-4 du domaine DUF1908. Délimitation du domaine de MAST1 (61-338), MAST2 (201-476), 
MAST3 (58-332) et MAST4 (258-535). (B) Structure RMN de plus basse énergie du domaine 
DUF1908 de MAST3 (Code PDB : 1V9V). (C) Rotation de 90° de DUF1908. L’hélice 1 est 
représentée en rouge, 2 en bleu, 3 en orange et 4 en vert. 

 

Dans le futur, il pourrait être intéressant de réaliser un double hybride sur une 

banque d’ADNc de cellules humaines pour identifier les potentiels partenaires du 
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domaine DUF1908 afin de proposer une fonction supplémentaire pour la famille des 

kinases MAST.  

 

2.3. Le domaine kinase 
La suppression et l’addition d’un groupement phosphate sur des biomolécules 

endogènes font partie des mécanismes fondamentaux qui régulent les voies de 

signalisation d’une cellule ou d’un ensemble de cellules et ce, de manière réversible 

grâce à la synthèse de catalyseurs. Deux grandes familles d’enzymes fonctionnent 

ainsi en étroite association: les protéines responsables de l’ajout de groupement 

phosphate sur un substrat donné appelées kinases ou phosphorylases et les 

enzymes qui hydrolysent un groupement phosphate appelées phosphatase ou 

phosphohydrolase. 

La superfamille des kinases représente 2% des protéines codées par le 

génome humain (48). Elles possèdent une topologie similaire avec deux sous-

domaines N- et C-terminaux : un petit sous-domaine N-terminal (Fig.17 A panneau 

droit en haut) composé essentiellement de brins β et un grand sous-domaine C-

terminal (Fig.17 A panneau droit en bas) composé majoritairement d’hélices. 

L’alignement de séquences des 518 kinases du génome humain a permis d’identifier 

12 régions très conservées dans ces deux domaines (Fig.17 B).  

La fixation de l’ATP et du Magnésium est principalement dépendante du 

sous-domaine N-terminal alors que la fixation du substrat dépend du sous-domaine 

C-terminal. Plusieurs résidus clefs qui participent à l’activité catalytique de la kinase 

sont strictement conservés. La lysine de la région II et l’aspartate de la région VII 

permettent l’ancrage et l’orientation de l’ATP (Fig.17 B), alors que l’aspartate de la 

région VIB est indispensable pour le transfert du groupement phosphate sur le 

substrat (Fig.17 B et C).  
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Figure 17 : Le domaine catalytique des kinases eucaryotes. (A) Structure de la kinase PKA qui se 
compose de deux sous-domaines (panneau de gauche): un sous-domaine N-terminal (panneau droit 
en haut) et un sous-domaine C-terminal (panneau droit en bas). L’ATP et des ions métalliques se 
fixent dans la poche entre les deux sous-domaines (représentés deux fois en N- et C-terminal). La 
molécule d'ATP liée est représentée en « ball and stick », les ions Mg sont représentés par des 
sphères grises. Les éléments de structure secondaire sont colorés en fonction de la conservation de 
la séquence en acides aminés au sein de la superfamille des protéines eucaryotes: les motifs 
conservés communs à la superfamille sont indiqués en jaune ; les motifs conservés dans au moins 
deux familles de kinases en orange ; les motifs conservés dans la famille AGC sont en bleu et violet. 
Les résidus critiques et hautement conservés dans la famille AGC sont représentés en « ball and 
stick » vert. La boucle riche en glycine est colorée en vert. La boucle qui forme la région de liaison 
entre les sous-domaines est représentée en rouge. (B) Les 12 régions conservées de la superfamille 
des kinases sont indiquées par un chiffre romain (I-XI). Les motifs ou acides aminés très conservés 
dans la superfamille des kinases sont indiqués le long de la séquence avec x pour n’importe quel 
acide aminé. (C) Motifs consensus des différentes familles de sérines/thréonines kinases dans la 
boucle catalytique de la région VIB et dans la boucle d’activation de la région VIII. Les résidus 
strictement conservés sont une seule lettre majuscule. Deux lettres majuscules indiquent que l’un des 
deux résidus est strictement conservé avec le plus fréquent indiqué en haut. Les positions, où il y a 
plus de deux acides aminés différents, sont en lettre minuscule. « x » signifie que le résidu est peu 
conservé. Les résidus surlignés participent à la reconnaissance spécifique des substrats. Adapté 
d’après Sheeff et al, (2005) (49) et Hanks, (2003) (48). 
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Figure 18 : Représentation des domaines fonctionnels des protéines de la famille des AGC 
kinases. Les kinases ont été regroupées en 21 sous-familles en fonction de l’homologie de leur 
domaine catalytique. La délimitation des domaines est basée sur l'analyse de la séquence primaire à 
partir des bases de données d’Uniprot, PFAM et SMART. Abréviations : aa, acide aminé; C, 
conserved region; CNH, citron homology; CNMP, cyclic nucleotide monophosphate-binding; CRIK, 
citron Rho-interacting kinase; DMPK, myotonin protein kinase; DUF1908, domain of unknown function 
1908; GRK, G protein-coupled receptor kinase; HR1, heptapetide repeat 1; LATS, large tumour 
suppressor; MAST, microtubule-associated Ser/Thr kinase; MIT, microtubule-interacting and 
trafficking; MRCK, myotonic dystrophy kinase-related CDC42-binding kinase; MSK, mitogen- and 
stress-activated protein kinase; NDR, nuclear DBF2-related kinase; PBD, p21 Rho-binding domain; 
PDK1, 3-phosphoinositide dependent kinase; PH, pleckstrin homology; PKA, cAMP-dependent 
protein kinase; PKC, protein kinase C; PKG, cGMP-dependent protein kinase; PKN, PKC-related 
protein kinase; PRK, protein kinase; PX, phox homology; RBD, Rho-binding domain; RGS, regulator 
of G protein signalling; ROCK, Rho-activated protein kinase; RSK, ribosomal S6 kinase; RSKL, RSK-
like; S6K, p70 ribosomal S6 kinase; SGK, serum- and glucocorticoid-induced protein kinase; SGK494, 
Sugen kinase 494; UBA, ubiquitin-associated. D’après Pearce et al (2010) (50). 
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Sur la base des alignements de séquence, la superfamille des kinases 

eucaryotes a été divisée en neuf familles avec : les AGC (cAMP-dependent protein 

kinase/protein kinase G/protein kinase C extended) à laquelle MAST2 appartient, les 

CAMK (Calcium/Calmodulin regulated kinases), les CK1 (Cell Kinase I), les CMGC 

(Cyclin-dependent Kinases et autres kinases proches), les RGC (Receptor 

Guanylate Cyclases), les STE (MAP Kinase cascade kinases), les TK (Protein 

Tyrosine Kinase) et les TKL (Tyrosine Kinase Like). Il existe un 9e groupe (autres 

kinases) composé des kinases qui ne rentrent dans aucune des familles 

précédentes (50). Chaque famille de kinases possède, au niveau de la poche de 

fixation du substrat, des résidus strictement conservés qui confèrent une spécificité 

du domaine catalytique dans la reconnaissance du substrat. (Fig.17 C).  

 

2.3.1. Le domaine catalytique des kinases AGC  
Parmi les 518 kinases eucaryotes identifiées, 60 kinases appartiennent à la 

famille des kinases AGC (Fig.18) (48). La résolution de 14 structures du domaine 

catalytique de la famille AGC a fortement contribué à la connaissance des 

mécanismes moléculaires. Certaines structures oscillent entre une conformation 

active ou inactive. Ainsi, la régulation de l’activité catalytique est contrôlée, pour 

certaines de ces kinases, par un mécanisme allostérique avec le repositionnement 

de résidus clefs qui permettent le transfert du groupement phosphate de l’ATP au 

substrat. Nous ne connaissons pas le mécanisme catalytique de MAST2, ni la 

spécificité pour ses substrats. MAST2 est capable de phosphoryler la protéine NHE3 

(51) et PTEN (52). À partir des alignements de séquence et des structures des 

domaines catalytiques, nous essayerons donc de décrypter ce mécanisme et 

d’identifier les régions importantes pour la régulation de l’activité catalytique. MAST2 

est originale à plusieurs égards au niveau de sa boucle d’activation et de son 

extension C-terminale. 

 

Régulation intra-domaine de l’activité catalytique du domaine kinase: 

La régulation de l’activité catalytique des kinases AGC est contrôlée par le 

repositionnement d’un glutamate essentiel pour la catalyse sur l’hélice αC du sous 

domaine N-terminal (Fig.19) qui permet le transfert du groupement phosphate de 

l’ATP au substrat. Le résidu hydrophobe (Phe) conservé dans la boucle de fixation 
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du magnésium (motif Asp-Phe-Gly) du segment d’activation sert d’intermédiaire en 

formant des contacts hydrophobes avec les résidus de l’hélice αC (Leu et Ile) à 

l'interface des deux sous-domaines. 

 

Figure 19 : Poche de fixation de l’ATP. Les principaux résidus qui participent au positionnement de 
l’ATP sont représentés en « stick » bleu. L’ATP est en « stick » jaune. La figure a été réalisée à partir 
de PKAC-α (code PDB : 1ATP). Tous les résidus qui apparaissent sont strictement conservés dans le 
domaine kinase de MAST2. 

 

Les domaines catalytiques des kinases AGC sont majoritairement activés par 

la phosphorylation d’une Ser/Thr sur boucle d’activation et d’une Ser/thr sur la queue 

C-terminale qui interagit avec l’hélice αC. Ces mécanismes ont notamment été 

décrits pour les sous-familles AKT, S6K, SGK, PKC, MSK, RSK et LAST1 (50). Il a 

été proposé que MAST2 soit capable de s’autophosphoryler en trans ou en cis (52) 

mais le mécanisme d’activation de son domaine catalytique reste inconnu.  

 

La boucle d’activation : 

Deux motifs sont conservés dans la séquence de la boucle d’activation des 

kinases AGC, composée de 25-30 acides aminés avec: (i) un motif Asp-Phe-Gly qui 

fixe l’ion Mg (Fig.19) et (ii) un motif Ala-Pro-Glu. La boucle d'activation des domaines 

kinases inactifs est majoritairement non structurée. Un changement de conformation 

au sein de la boucle d'activation est nécessaire pour favoriser la catalyse. Ce 

changement conformationnel est très souvent induit par la phosphorylation d’un des 

résidus de la boucle d’activation (53). L’alignement de séquence du domaine kinase 

de MAST2 avec les domaines kinases de la famille AGC révèle cependant une 

boucle bien plus longue que les autres membres de la famille AGC (Fig.20 A) 
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suggérant un mécanisme d’activation différent. D’autres kinases n’appartenant pas à 

la famille AGC possèdent cette même caractéristique de longue boucle telle la 

kinase STK16 dont la structure a été résolue par cristallographie aux rayons X. 

Contrairement à la majorité des domaines kinase dont les boucles d’activations 

« classiques » sont très mal définies (peu de densité électronique et/ou facteurs B 

élevés) (Fig.20 B), la boucle de STK16 est stabilisée5 par la formation d’un brin β et 

d’une hélice α (Fig.20 C). La prédiction de structure secondaire sur les 518 kinases 

du génome humain, indique que seulement 7 autres kinases possèdent une hélice 

putative dans la région de la boucle d’activation semblable à STK16 : les 4 kinases 

de la famille MAST (1-4) et trois kinases de la famille NAK6 (BIKE, AAK1 et GAK) à 

laquelle STK16 appartient (Fig.20 A). Le domaine catalytique de STK16 est actif 

sans que la boucle d’activation n’ait besoin d’être phosphorylée (54). Cependant, 

contrairement à la famille MAST, la famille NAK ne possède pas d’extension C-

terminale qui joue un rôle essentiel dans la régulation de l’activité catalytique (55). 

La résolution de la structure du domaine catalytique des MAST kinase paraît donc 

indispensable pour mettre en lumière ce mécanisme moléculaire qui semble 

particulièrement original. 

                                                
5 La densité électronique est très bien définie et les facteurs B sont très bas indiquant que l’amplitude 
de mouvement de la boucle est très faible. 
6 La famille NAK n’est classée dans aucune des 8 grandes familles de kinases (TK, TKL, STE, CK1, 
AGC, CAMK, CMGC ou encore APK). Elle appartient à la famille de kinases dite « autres ». 
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Figure 20 : Originalité de la boucle d’activation de MAST2. (A) Alignement des séquences de la 
boucle d’activation de différentes kinases AGC. Dans le panneau du bas, prédiction des structures 
secondaires de la boucle de MAST2 (en rouge), de AAK1, de BIKE et de STK16. STK16_human_exp 
correspond aux structures secondaires extraites de la structure de STK16 (code PDB : 2BUJ). (*) 
Correspond aux résidus qui interagissent avec le sous-domaine C-terminal. (B) Schéma d’un 
domaine kinase. Le site de fixation de l’ATP est dessiné ainsi que deux résidus clefs qui permettent la 
correcte orientation de l’ATP. La boucle d’activation est coloriée en orange. (C) Superposition de la 
boucle d’activation de Aurora (sous une forme active) (code PDB : 2OL7) en violet avec la boucle 
d’activation de STK16 (code PDB : 2BUJ) en rouge. Les deux motifs conservés DL/FG et APE sont 
représentés en « stick ». Abréviation : ASCH : activation segment C-terminal helix. 

 

L’extension C-terminale des kinases AGC: 

 La majorité des kinases AGC possède une queue C-terminale qui joue un rôle 

essentiel dans la régulation de l’activité catalytique. Cette queue C-terminale, 

principalement désordonnée, est composée d’une cinquantaine d’acides aminés et 

possède trois séquences d’interactions conservés (Fig.21 A):  

- Un point d’ancrage avec le sous domaine C-terminal (CLA/CLT) avec une 

séquence consensus WxxV/LxxxxΦ (Φ pour n’importe quel aa hydrophobe, x 

pour n’importe quel aa).  

- Un point d’ancrage proche du site actif (ALT) avec une séquence consensus 
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DxxxF.  

- Un point d’ancrage avec le sous domaine N-terminal (NLT) qui possède une 

séquence consensus I/FxxFpS. 

 

 Cette séquence C-terminale possède de plus un site putatif de fixation au 

domaine SH3 avec une séquence consensus PxxP mais qui n’est pas conservée 

dans la famille MAST (55). Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour 

identifier le rôle de cette séquence. 

 

 La fixation du motif hydrophobe de la queue C-terminale (HF) dans la poche 

entre l’hélice αC et le brin β3 (Fig.21 B) est un événement critique pour la catalyse. 

Par exemple, sans la fixation du motif HF, l’activité du domaine catalytique de la 

kinase AKT diminue significativement (56, 57). Certains acides aminés des hélices 

αc et αb et des brins β1, 4 et 5 essentiels pour l’activité catalytique, et qui forment un 

réseau d’interaction avec le motif HF, sont strictement conservés dans les kinases 

de la famille AGC (Fig.22). Dans la structure d’AKT de la famille AGC, à l’état inactif, 

l’hélice αC est désordonnée lorsque le motif HF est absent de la poche hydrophobe 

du sous domaine N-terminal (58). La fixation du motif HF d’AKT permet de stabiliser 

l’hélice αC positionnant correctement le glutamate indispensable pour la catalyse 

(58, 59). De plus, la phosphorylation de la sérine conservée en aval du motif HF 

(I/FxxFpS) permet de former une interaction spécifique avec l’arginine de l’hélice αC 

conservée dans la famille des kinases AGC (60). Dans sa forme inactive, le motif HF 

de certaines kinases AGC peut aussi se fixer par contact inter-moléculaire dans la 

poche de la kinase PDK1 de la famille AGC. Ne possédant elle-même pas de queue 

C-terminale, l’activité de PDK1 est induite par la reconnaissance de la queue C-

terminale d’autres kinases AGC dont la séquence consensus du motif HF est 

FxxFSpY/F. La phosphorylation de la sérine en aval du motif HF augmente l’affinité 

avec PDK1 (60, 61) et de fait, son efficacité de phosphorylation. L’interaction du 

motif HF avec PDK1 permet ainsi de phosphoryler la boucle d’activation des 

partenaires de PDK1 tel que AKT (62), PRK2 et PKCζ (63), RSK2 (60), S6K1 et 

SGK1 (64) et de les activer à leur tour.  

 La conservation de certains résidus indispensables pour l’activité catalytique 

montre que ces kinases de la famille AGC partagent un mécanisme commun. 
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Cependant, d’autres niveaux de régulation sont spécifiques à chaque sous-famille 

de kinase. La régulation inter-domaine est un mécanisme très répandu. Parmi les 60 

kinases de la famille AGC, 40 possèdent des domaines adjacents qui peuvent 

réguler l’activité catalytique du domaine kinase (50).  

 L’efficacité de phosphorylation de MAST2 est, par exemple, dépendante de la 

présence du domaine PDZ qui est séparé du domaine kinase par 200 acides 

aminés.  

 

Figure 21 : Queue C-terminale du domaine kinase de MAST2. (A) Alignement de séquence de la 
partie C-terminale des kinases appartenant à la famille AGC. Les résidus hydrophobes conservés 
sont en rouge. Le motif PxxP est en noir. Le résidu Asp conservé qui interagit avec le domaine N-
terminal est en jaune. (B, panneau gauche et milieu). Structure du domaine kinase modélisé à partir 
du serveur PHYRE par alignement avec la structure du domaine kinase de PKC-α (code PDB : 
1CMK). Seule la queue C-terminale de PKC-α est représentée en vert. Les résidus conservés sont 
représentés en « stick ». La poche de fixation de l’ATP est colorée en rose. Le site de fixation du 
motif I/FxxF est coloré en bleu. (B, panneau droit) Représentation schématique du mode de fixation 
de la queue C-terminale. Abréviation : CLA, C-lobe Anchor ; CLT, C-lobe tether ; AST, active-site 
tether ; NLT, N-lobe tether. D’après Kannan et al (2007) (55). 
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2.4. Les domaines PDZ 
Le domaine PDZ est ubiquitaire chez les organismes eucaryotes. Il y aurait 

267 domaines PDZ différents dans le génome humain (65) présents dans 147 

protéines d’après la base de données SMART. Ils sont aussi présents chez les 

plantes et les bactéries suggérant une origine lointaine. Ce sont des domaines 

essentiellement d’interaction protéines-protéines qui reconnaissent le site de fixation 

aux domaines PDZ (PDZ-BS) généralement situé à l’extrémité C-terminal des 

ligands (41). Ces interactions se révèlent être essentielles dans l’organisation des 

complexes de signalisation et de transduction du signal. Quelques constatations 

peuvent être déduites des nombreuses études portant la transduction du signal : (i) 

les nombreuses protéines dans les cascades de signalisation sont majoritairement 

connectées par des interactions protéine-protéine ; (ii) l’association des protéines de 

signalisation les unes aux autres forme de très larges complexes appelés complexes 

de signalisation ou transducisomes ; (iii) les transducisomes sont souvent attachés à 

la membrane cellulaire via des récepteurs transmembranaires et/ou d’autres 

protéines associées à la membrane (66). Le transducisome se divise en deux 

catégories : les protéines d’échafaudage contenant plusieurs domaines d’interaction 

protéine-protéine qui permettent de former de larges complexes protéiques et les 

protéines de signalisation qui, associées à un domaine catalytique, augmentent la 

spécificité de substrats et améliorent la transduction du signal (67).  

 

2.4.1. Structure  
Les domaines PDZ sont composés de 80 à 100 acides aminés avec une 

topologie qui est très conservée malgré leur très faible identité de séquence (<15%) 

(68). Plus de 250 structures de domaines PDZ sont présentes dans la PDB depuis la 

résolution en 1996 de la première structure cristallographique obtenue avec le 

domaine PDZ-3 de PSD-95 en complexe avec son ligand (69).  

 



 49 

 

Figure 23 : Structure du 3e domaine PDZ de PSD95 en interaction avec son ligand. 
Représentation en ruban du domaine PDZ en complexe (code PDB : 1BE9). Les hélices sont en bleu 
et les brins β en vert. Le peptide, représenté en « stick », est en violet. D’après Doyle et al (1996) 
(69). 

 

Ainsi, les domaines PDZ forment une structure globulaire et compact avec 5 

ou 6 brins β antiparallèles (β1-β6) et deux hélices α (α1 et α2). Les résidus du brin 

β2 et de l’hélice α2 forme l’essentiel du site de fixation du ligand (Fig.23).  

 

2.4.2. Mode d’interaction des domaines PDZ 
Interaction domaine PDZ/PDZ-BS 

Initialement, il a été proposé que les trois derniers acides aminés C-terminaux 

du ligand sont suffisants pour former le complexe avec le domaine (70, 71). En effet 

d’après les premières structures, les trois premiers résidus du PDZ-BS s’insèrent 

dans le sillon formé par le brin β2 et l’hélice α2 du domaine PDZ et forment ainsi un 

brin β intermoléculaire avec le feuillet β2/β3 du domaine PDZ. Le résidu en position 

0 (P0)7 du PDZ-BS vient se loger dans la cavité hydrophobe formée par le motif 

conservé FGF à l’entrée du brin β2 et les résidus hydrophobes de l’hélice α2. Le 

résidu P-1 est orienté vers le solvant et interagit préférentiellement avec les chaînes 

latérales du brin β2. Le résidu P-2 interagit avec les résidus en bas de l’hélice α2.  

Sur cette base, les domaines PDZ ont alors été classés par rapport à la 

spécificité de reconnaissance du ligand. Ainsi, les domaines PDZ de classe I 

                                                
7 Par convention, P0 est le résidu à l’extrémité C-terminale en position 0. P-1 est le résidu en amont 
du résidu P0 et ainsi de suite. 
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interagissent préférentiellement avec le motif S/T-X-ΦCOOH ; les domaines de classe 

II avec le motif Φ-X-ΦCOOH et les domaines de classe III avec le motif D/E-X-ΦCOOH, 

où X est n’importe quel acide aminé et Φ représente un résidu hydrophobe (72).  

Cette classification est cependant discutée car trop restrictive et ne prend pas 

en compte les autres acides aminés en amont de P-2 (73-75). Il est indéniable que 

les trois premiers résidus constituent la base essentielle de l’interaction. Cependant 

la contribution des quatre ou cinq résidus en amont de ce site minimal de fixation 

contribue significativement à l’interaction en modulant l’affinité et la spécificité pour 

les domaines PDZ (76-79).  

Ainsi de nouvelles propositions ont été faites pour caractériser les interactions 

PDZ/PDZ-BS en utilisant différentes approches. Une analyse à grande échelle sur 

l’interaction de 82 domaines PDZ (28 issus de C.elegans et 54 de H.sapien) a isolé 

16 classes de domaines PDZ sur la base des 5 derniers acides aminés (au lieu de 3) 

C-terminaux des PDZ-BS (77). Une autre a présenté 25 classes de domaines PDZ à 

partir d’expériences faites sur 249 PDZ de toutes espèces confondues (<67% 

d’identité de séquence) en mutant deux positions critiques pour l’interaction avec le 

ligand: le résidu en bas de l’hélice α2 et celui à l’entrée du brin β2 (80). À l’évidence, 

il est restrictif de chercher à classer les domaines PDZ dans des catégories 

discrètes sur leur unique capacité à lier ou non un ligand. Une quantification des 

interactions de 157 domaines PDZ avec 217 peptides dérivés de ligands naturels 

issus du génome de la souris a mis en évidence que les domaines PDZ forment un 

continuum en affinité et spécificité avec leur cible (81).  

En revanche, il est utile sur la base de prédiction de définir la spécificité d’un 

ligand pour un domaine PDZ à partir de sa séquence primaire pour concevoir de 

nouveaux ligands (82). En effet, de telles méthodes ouvrent une voie très 

intéressante pour la conception de molécules inhibitrices. Plus difficile, il serait 

précieux de prédire la (les) cible(s) préférentielle(s) de certains pathogènes qui 

possèdent un PDZ-BS et qui potentiellement peuvent perturber une ou plusieurs 

voies de signalisation pour assurer leur propagation (83, 84).  
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Divergence du mode d’interaction canonique des domaines PDZ :  

La régulation de l’interaction du domaine PDZ avec son partenaire ne se 

limite pas à un mécanisme d’interaction canonique PDZ/PDZ-BS. Certains domaines 

PDZ interagissent avec d’autres cibles que les motifs C-terminaux.  

 
Dimérisation  

Certains PDZ forment des homo ou hétéro dimères in vitro. D’abord 

considérées comme un artefact de cristallisation, plusieurs études ont révélé la 

pertinence biologique de ces interactions in cellulo. Le domaine PDZ de GRASP, 

sous sa forme monomérique, participe au trafic cellulaire des récepteurs glutamates 

à la membrane en interagissant avec leurs PDZ-BS (85). En absence du ligand 

endogène, GRASP forme un homodimère ou un homotétramère dans le cytoplasme 

selon sa concentration. La structure du domaine PDZ de GRASP, sans ligand 

endogène, indique que les brins β2 et β3 de chaque protomère forme une surface de 

dimérisation (Fig.24 A) et que le PDZ-BS en C-terminal de GRASP vient se loger en 

trans entre l’hélice α2 et le brin β2 de GRASP-PDZ rendant ainsi le site inaccessible 

pour d’autres ligands. L’ajout du ligand endogène de GRASP in vitro déplace 

l’équilibre oligomérique vers le monomère.  

À l’inverse, la fixation d’un des ligands endogènes du PDZ de NHERF1 induit 

l’oligomérisation de NHERF1 in vitro et in cellulo (86). La comparaison de la 

structure des domaines PDZ de NHERF1 et de GRASP indique un mécanisme de 

dimérisation différent. En effet, les brin β1 de chaque protomère de NHERF1 forment 

un feuillet antiparallèle (Fig.24 B).  

 

Figure 24 : Dimérisation des domaines PDZ. (A) Structure cristallographique du domaine PDZ de 
GRASP (code PDB : 2EG0). (B) Structure cristallographique du dimère du domaine PDZ de NHERF1 
(code PDB : 1Q30). 
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Une étude in vitro récente vient de mettre en évidence que ce mécanisme de 

dimérisation est potentiellement bien plus répandu qu’attendu. En effet, l’analyse 

d’interaction PDZ-PDZ par polarisation de fluorescence in vitro sur une banque de 

157 PDZ issus du génome de la souris (soit environ 25 000 interactions testées) 

indique que 30% des domaines PDZ forment, en solution, un complexe avec des 

constantes de dissociation comprises entre 0,5 et 25 µM (87). Il serait nécessaire de 

rechercher les résidus qui sont systématiquement conservés parmi ces domaines 

capables de dimériser en comparaison avec ceux qui n’interagissent pas avec 

d’autres domaines PDZ. Cependant, la diversité des structures dimériques et le 

faible pourcentage d’identité des séquences primaires des domaines PDZ 

compliquent énormément l’analyse. De plus, il existe d’autres structures 

cristallographiques de domaine PDZ avec deux protomères dans une unité 

asymétrique qui possèdent une conformation différente de celles présentées dans la 

figure 24 A et B (88). Enfin, les données fonctionnelles in cellulo manquent pour 

pouvoir discuter de la conséquence biologique de ces associations.  

 

Fixation d’un motif interne 

Deux modes de fixation entre un domaine PDZ et un motif interne ont été 

décrits dans la littérature. Le domaine PDZ de PAR6 forme un complexe avec un 

motif interne linéaire de la protéine PALS1 se fixant dans le sillon du brin β2 et de 

l’hélice α2 (89) (Fig.25 A). Le résidu P(+1) du PDZ-BS interne interagit avec la 

boucle β1β2 (Fig.25 A).  

Une autre catégorie de motif interne possède quand à elle une structure 

caractéristique en épingle à cheveux à la sortie du brin β5 du domaine PDZ et forme 

un complexe PDZ/PDZ-BS de type « head to tail » (Fig.25 B). Le complexe le mieux 

caractérisé est celui composé de la protéine nNOS avec la β-syntrophine. Le 

domaine PDZ de nNOS possède une extension en C-terminale avec une structure 

en épingle à cheveux à la sortie du brin β5 qui vient se loger dans la poche de 

fixation canonique du domaine PDZ de la β-syntrophine (Fig.25 A).  
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Figure 25 : Motif de fixation interne des domaines PDZ. (A) Structure cristallographique de PAR6-
PDZ en complexe avec PALS1 (code PDB : 1X8S). (B) Structure cristallographique du complexe de 
nNOS avec le domaine PDZ de la β-syntrophin (code PDB : 1QAV). (C) Alignement de séquences 
des domaines PDZ qui présentent une potentielle extension en épingle à cheveux. Les résidus 
conservés sont encadrés. D’après Hillier et al, (1999) (90). 

 

Le groupement carboxylate en C-terminal du PDZ-BS est remplacé par un 

coude β. Les résidus en amont de ce coude, forme un pseudo-peptide (PDZ-BS 

interne). On retrouve pour ces pseudo-peptides les mêmes deux classes principales 

I (S/T-X-V) et II (φ-X-φ) de PDZ-BS. L’alignement de séquence de nNOS avec 

d’autres domaines PDZ neuronaux suggèrent que plusieurs résidus à la sortie du 

brin β5 sont conservés et sont susceptibles de former une structure en épingle à 

cheveux (Fig.25 C). Il est ainsi hautement probable que le nombre d’interactions 

PDZ/PDZ-BS identifiées de ce type va s’accroître dans l’avenir. 
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Fixation à la membrane 

Une dernière catégorie de domaines PDZ, très peu documentée, est capable 

d’interagir avec la membrane plasmique (91) soit par l’intermédiaire des 

phosphoinositides (92), soit par une interaction électrostatique avec la membrane 

(93).  

 

2.4.3. Régulation de l’interaction des domaines PDZ 
Le très grand nombre de domaines PDZ et de ligands humains pose la 

question cruciale du mode de régulation des interactions d’un domaine PDZ avec 

son ligand considérant l’importante redondance des séquences des quatre derniers 

acides aminés C-terminaux des PDZ-BS. La localisation cellulaire joue un rôle 

primordial dans la régulation de ces interactions. Des domaines supplémentaires 

des protéines avec un domaine PDZ et les séquences « signales » modulent la 

compartimentation cellulaire des protéines in vivo. De plus, l’expression des 

protéines est soumise à de nombreux facteurs de régulation qui contrôlent la 

synthèse. Ainsi, la concentration intracellulaire et l’affinité de chaque protagoniste 

sont bien entendu des facteurs décisifs pour favoriser ou non une interaction dans la 

cellule. 

 

Affinité des complexes PDZ/PDZ-BS et PDZ/PDZ 

Les constantes d’affinités des complexes PDZ/PDZ-BS et PDZ/PDZ 

mesurées in vitro sont majoritairement comprises entre 1 et 10µM (87, 94-96). En 

comparaison des constantes d’affinités de certains anticorps pour leur antigène, ces 

interactions peuvent être qualifiées de faibles. Cependant, elles sont adaptées au 

caractère transitoire de ces interactions impliquées dans les mécanismes de 

signalisation. Les liaisons hydrogènes, formées entre le domaine PDZ et le PDZ-BS, 

jouent un rôle essentiel dans l’affinité du complexe et plus particulièrement le 

groupement carboxylate qui, lorsqu’il est substitué par d’autres groupements (amide, 

alcool hydrazide, methyl ester), fait chuter drastiquement l’affinité (x50-100) (97). 

Ainsi, peut-on constater, par titrage calorimétrique isothermale, que la contribution 

enthalpique est largement majoritaire dans la formation des complexes PDZ/PDZ-

BS. 
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Modifications post traductionnelles  

Un changement de la spécificité du substrat ou de la poche d’interaction du 

domaine PDZ est un mécanisme supplémentaire pour moduler l’affinité du 

complexe. Ainsi, l’ajout d’un groupement phosphate sur une sérine, thréonine ou 

tyrosine sur le PDZ-BS peut abolir ou diminuer significativement l’interaction avec le 

domaine PDZ (Fig.26 A) (76, 98-100). À l’inverse, dans le cas de MRP2, la 

contribution d’une charge négative due à la phosphorylation du PDZ-BS peut 

augmenter l’affinité du ligand pour son domaine PDZ (101). 

Les modifications de la poche de fixation du domaine PDZ sont aussi un 

mécanisme efficace pour abolir une interaction avec un ligand. Par exemple, à partir 

d’un stimulus externe (exemple : la lumière), le cinquième domaine PDZ d’INAD 

forme un pont disulfure entre l’hélice α2 et le brin β2 qui interdit la fixation du PDZ-

BS (Fig.26 B) (102). La phosphorylation de résidus proche de la poche de fixation du 

domaine PDZ peut aussi modifier la formation des complexes (103-105). 

 

Figure 26 : Modifications post traductionnelles des PDZ-BS et des domaines PDZ qui 
modulent l’affinité des complexes PDZ/PDZ-BS. (A) Inhibition de l’interaction (symbolisée par une 
croix) due à la phosphorylation du PDZ-BS ou du domaine PDZ. (B) Suppression de l’interaction par 
la formation d’un pont disulfure (=ox) dans la poche de fixation du PDZ-BS. D’après Lee & Zheng, 
(2010) (106). 

 

Tous ces différents mécanismes sont réversibles et permettent ainsi de 

réguler plus efficacement, en fonction de l’environnement cellulaire, la transmission 

de l’information dans un contexte in vivo.  
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Allostérie 

La poche du domaine PDZ entre l’hélice α2 et le brin β2, où vient se loger le 

PDZ-BS, possède des résidus très conservés. Cette interaction comme nous venons 

de le voir participe à la transduction du signal dans la cellule. Toutes ces interactions 

créent, à la surface du domaine PDZ, une perturbation énergétique qui, dans 

certains cas, se répercute, par un effet domino, sur une zone plus large au sein de la 

structure tridimensionnelle du domaine PDZ. Plusieurs études ont montré que ces 

résidus sont liés physiquement créant ainsi un « chemin énergétique » (94). Sur 

cette base et grâce aux nombreuses séquences disponibles de domaines PDZ, 

plusieurs outils informatiques ont été développés pour mettre en évidence les 

résidus conservés qui participent à ce phénomène allostérique (107-109). Ainsi, 

peut-on remarquer qu’à la suite de la fixation du PDZ-BS, des résidus des brins β3, 

β4 et α1 sont perturbés bien qu’il n’y ait pas d’interactions directes avec le PDZ-BS 

(Fig.27).  

 

 

Figure 27 : Transfert d’informations à travers la structure 
tridimensionnelle. Représentation schématique du phénomène 
d’allostérie avec les chemins énergétiques représentés par des doubles 
flèches bleues. Les surfaces distales, affectées par la fixation du substrat 
sont représentées avec des boules rouges. D’après Reynolds et al. (2011) 
(110).  

 

 

La question sur les conséquences de ces perturbations a été posée par 

plusieurs groupes. Celle-ci nous conduit aussi à réfléchir sur la nécessité d’un tel 

chemin énergétique. En effet, dans un contexte plus général, le domaine PDZ peut 

transmettre une information « structurale » à des domaines adjacents en cis ou en 

trans. Cette information structurale peut être utilisée pour moduler la fonction ou 

encore l’affinité de la protéine pour son ligand (111). Plusieurs études ont ainsi pu 

mettre en avant la relation entre dynamique et affinité du domaine PDZ pour son 

partenaire qui, pour certaines protéines, est aussi dépendante d’une extension 

supplémentaire au domaine PDZ en N- et/ou C-terminal. La protéine Par-6 possède 

en N-terminal du domaine PDZ de Par-6, à l’entrée du brin β1, une séquence de 

reconnaissance de la protéine Cdc42. La formation de ce complexe, qui se trouve à 
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l’opposé du site de fixation du domaine PDZ, augmente l’affinité de Par-6-PDZ pour 

ses ligands (Pals1 et Par-3) d’un facteur 13. La fixation de Cdc42 entraine 

effectivement une rigidification de certaines zones hautement dynamiques de l’apo-

Par-6-PDZ.  

Un autre exemple concerne la première structure d’un domaine PDZ résolue 

par cristallographie : le troisième domaine PDZ de PSD95. Ce domaine PDZ 

possède à la sortie du brin β5 en C-terminal, une hélice supplémentaire qui flanque 

les brins β3 et β2. La présence de cette hélice, qui n’interagit pas avec le peptide, 

permet d’augmenter l’affinité du domaine PDZ d’un facteur 21 (112). La 

phosphorylation de la tyrosine sur cette hélice supplémentaire induit un changement 

de conformation, supprimant l’interaction de cette hélice avec β2-β3 et de ce fait 

diminue la constante d’affinité du domaine PDZ pour son substrat (113).  

  

Extension C- et N-terminal des domaines PDZ et organisation modulaire 

La plupart des domaines PDZ sont définis par une structure canonique qui a 

été décrite dans les chapitres précédents : avec 5 brins β et 2 hélices α 8. 

Cependant, comme nous l’avons vu précédemment, il existe des structures 

secondaires supplémentaires en N- et C-terminal. D’après une analyse 

bioinformatique, uniquement sur la base de prédiction de structure secondaire, ces 

extensions seraient présentes dans 40% des domaines PDZ humains testés (soit 

107 sur les 267 PDZ totaux). Le rôle joué par ces extensions est particulièrement 

intéressant à plusieurs niveaux. Dans une revue récente, Luck et al, font une 

rétrospective très détaillée de cette littérature qui, pour le moment, n’en est qu’à son 

balbutiement. Comme, nous l’avons évoqué plus haut, l’extension de ces domaines 

PDZ peut moduler l’affinité avec leur ligand sans changer la structure globale du 

domaine PDZ « conventionnel ». Ces extensions jouent aussi un rôle important sur 

la dynamique de la protéine et sur leur stabilité conformationnelle (114). 

 

Ces extensions peuvent aussi jouer un rôle dans l’orientation relative du 

domaine PDZ avec ses domaines adjacents. En effet, en allant toujours plus loin sur 

la notion de domaine, ainsi peut-on parler de domaines PDZ qui sont organisés en 

                                                
8 La définition de domaine, n’est ici qu’une question de vocabulaire et est parfaitement discutable. 
Nous ne cherchons pas ici à redéfinir la notion de domaine. Pour aller un peu plus loin sur cette 
notion : la revue de Wang et al, (2010) et Luck et al, (2012). 
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ce que nous pourrons appeler des « supra » domaines. Plusieurs études récentes 

ont mis en évidence l’effet synergique de plusieurs domaines adjacents formant ainsi 

des homo- ou hétéro « supra-domaine ». Un fait marquant est le trio formé par les 

domaines PDZ/SH3/Guanylate Kinase que l’on retrouve dans de nombreuses 

protéines (ZO-1-3, MPP 1-7, CASK, DLG1-5 et CARMA 1-3) (Fig.28). L’affinité du 

domaine PDZ pour son ligand est, encore une fois, modulée par la présence de 

domaines adjacents. Ainsi l’affinité du domaine PDZ de ZO-1 et DLG1 chute 

drastiquement en l’absence des deux autres domaines (115, 116). Ces études 

biochimiques et structurales soulignent à la fois l’importance de l’extension C-

terminal et l’orientation du domaine PDZ avec le domaine SH3 pour l’affinité du 

domaine PDZ. Une simple mutation à une position clef, qui supprime l’interaction 

entre le domaine SH3 et le domaine PDZ, est suffisante pour diminuer d’un facteur 8 

l’affinité du complexe PDZ/PDZ-BS.  

 

 

Figure 28 : Organisation en domaine des protéines MAGUK et structure du complexe ZO-1 
PDZ3-SH3-GuK/peptide Cx4. (A) Schéma sur l’organisation en domaine des protéines MAGUK. Le 
« supra domaine » PDZ3-SH3-Guk est mis en évidence avec un carré en pointillés. (B) Structure du 
complexe ZO-1 PDZ3-SH3-GuK/peptide Cx45. Le domaine PDZ3 est indiqué en orange, le domaine 
SH3 en bleu, le domaine Guk en vert. Le cinquième brin du domaine SH3 et le brin suivant du 
domaine Guk est représenté en magenta et le peptide Cx45 en rose. 

 

La présence du domaine PDZ peut aussi moduler la fonction d’autres 

domaines adjacents. C’est le cas, par exemple, de la protéine CASK (117) et de 

PTPN4 (travail de thèse de Pierre Maisonneuve, Unité de RMN des biomolécules). 

Pour cette dernière, l’efficacité catalytique du domaine phosphatase de PTPN4 est 

modulée par la fixation du PDZ-BS sur le domaine PDZ. 
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Dans le chapitre suivant, nous nous arrêterons plus en détails sur le cas 

particulier des domaines PDZ de la famille MAST en se basant sur les données 

présentées dans ce chapitre. 

 
2.4.4. Les partenaires cellulaires de MAST2-PDZ 

À ce jour, cinq partenaires du domaine PDZ de MAST2 ont été identifiés : la 

β-syntrophine (118), la periaxine (119), la protocadherine LKC (120), la protéine 

échangeuse Sodium/hydrogène 3 (NHE3) (51) et PTEN (52).  

 

Interaction canonique : 

Exceptée la β-syntrophine, ces protéines possèdent tous un PDZ-BS en C-

terminal, mais seules les interactions des PDZ-BS de la phosphatase PTEN (-

ITKVCOOH) et de la protocadherine LKC (-TTDLCOOH) avec MAST2-PDZ ont été 

confirmées in vitro. Les interactions de la periaxine (AAAVCOOH) et de NHE3 

(STHMCOOH) avec MAST2-PDZ ont été identifiées par immunoblot mais aucune zone 

d’interaction n’a été déterminée et, contrairement à PTEN et la protocadherine LKC, 

nous ne savons pas si l’interaction est conservée lorsque le PDZ-BS C-terminal est 

altéré. Il est en effet possible que MAST2-PDZ interagissent avec un autre mode de 

fixation des domaines PDZ en interagissant avec un motif interne de NHE3 (121) ou 

en formant un hétérodimère via le domaine PDZ de la periaxine.  

 

Interaction « atypique » : 

Il existe, dans la littérature, des exemples d’interactions de domaines PDZ 

avec un motif interne (Cf Fixation d’un motif interne, p51). Dans ce court paragraphe, 

nous posons la question de savoir si la famille MAST possède une telle particularité. 

En effet, l’interaction, détectée par autoradiographie, de la β-syntrophine (fusionnée 

à une étiquette GST) avec MAST2 est un exemple très intéressant. Selon les 

auteurs de cette étude, les deux protéines forment un hétérodimère impliquant 

chacun leur domaine PDZ (118). Plusieurs constructions de MAST2 de tailles 

variables montrent effectivement que des constructions qui ne possèdent a priori 

que le domaine PDZ de MAST2 interagissent uniquement avec les délimitations de 

la β-syntrophine qui contiennent le domaine PDZ. L’interaction est abolie avec la 
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suppression du domaine PDZ de la β-syntrophine. Il n’existe cependant pas de 

structure de ce complexe qui puisse affirmer une interaction domaine PDZ-PDZ. Une 

interaction de type « head to tail » comme pour le complexe nNOS/β-Syntrophine 

n’est pas à exclure.  

En effet, les auteurs d’une autre étude qui montre une interaction entre le 

domaine PDZ de la β-syntrophine et un variant de MAST1 chez la souris, connu 

aussi sous le nom de SAST124 (Syntrophin Associated Serine/Threonine), exprimé 

uniquement dans le cerveau et localisé préférentiellement dans le noyau, dont la 

partie C-terminale juste en aval du domaine PDZ (à partir du résidu 1117) est 

tronquée (122), sont allés un peu plus loin dans leur raisonnement. Sur la base des 

alignements de séquence avec le domaine PDZ de nNOS, les auteurs suggèrent 

que l’interaction n’implique pas directement le domaine PDZ de SAST124 mais les 

résidus C-terminaux à la sortie du brin β5 du domaine PDZ qui comme pour le 

complexe nNOS/β-syntrophine forme une structure en épingle à cheveux qui vient 

se loger dans le site d’interaction du domaine PDZ de la β-syntrophine (Fig.25 B). 

L’alignement de séquence à la sortie du brin β5 des domaines PDZ de nNOS, 

O02063, AF-6, CLP36, GRIP-PDZ3, SHP et MAST1-4 indique que les résidus qui 

forment une structure en épingle à cheveux à la sortie du brin β5 du domaine PDZ 

de nNOS sont majoritairement conservés (Fig.29). Les domaines PDZ de MAST2 et 

SAST124 partagent 84% d’identité de séquence.  

Figure 29 : Conservation d’un site putatif interne dans la famille MAST1-3. Alignement des 
séquences primaires de l’extension C-terminale en sortie des domaines PDZ humains de nNOS, AF-
6, CLP-36, GRIP-PDZ3 et MAST1-4. Les brins β sont représentés par une flèche noire. L’hélice α est 
notée par un rectangle noir. Les résidus conservés par rapport à la séquence primaire de nNOS sont 
surlignés en rouge. Adapté à partir de Hillier et al, (1999) (90). 
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Ainsi, en faisant cette analogie avec le complexe nNOS/β-Syntrophine, il 

serait intéressant de vérifier expérimentalement ce mode d’interaction entre les 

domaines PDZ de MAST2 et la β-syntrophine. En effet, dans la première étude, les 

auteurs concluaient à une interaction PDZ-PDZ, or la délimitation de leurs 

constructions comporte le motif putatif d’interaction de type « head to tail ».  

En conclusion, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour 

affirmer ou infirmer la formation d’un hétérodimère PDZ-PDZ entre MAST2 et la β-

Syntrophine. 

 

MAST2-PDZ forme-t-il un homodimère in vivo ? 

Les structures du domaine PDZ des isoformes MAST1, 3 et 4 ont été résolues 

par cristallographie aux rayons X. Ces trois structures forment un homodimère dans 

l’unité asymétrique. La surface de dimérisation des domaines PDZ de MAST1 et 3 

implique les brins β2 et β3 de chaque protomère. Il est intéressant de constater que 

MAST1-PDZ, MAST3-PDZ et GRASP-PDZ adoptent une conformation similaire du 

domaine PDZ (Fig.30 A). L’alignement de séquence ne permet pas de dégager une 

conservation stricte des acides aminés situés à l’interface de dimérisation. En effet, 

les quatre principaux résidus clefs de GRASP-PDZ Tyr119, Leu121, Phe134 et 

Cys136 du feuillet β2β3 impliqués dans la dimérisation du domaine PDZ sont 

remplacés (dans l’ordre) par une Ile, une Val, une Met/Ile/Val et un Trp dans la 

famille MAST. Le caractère hydrophobe de ces résidus est néanmoins conservé. Par 

ailleurs, GRASP-PDZ et les MAST-PDZ possèdent, par rapport à la majorité des 

domaines PDZ, des brins β2 et β3 plus étendus qui fournissent une surface de 

dimérisation importante (Fig.30 A et B). La surface de dimérisation est différente 

pour le domaine PDZ de MAST4. En effet, les deux brins β2 de chaque protomère 

forment un feuillet antiparallèle (Fig.30 A). Contrairement à MAST1-PDZ et MAST3-

PDZ, le brin β3 n’intervient pas dans la dimérisation du complexe. Seules la valine et 

l’isoleucine en bas du brin β2 forment des contacts de Van der Waals.  
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Figure 30 : Surface de dimérisation des domaines PDZ de la famille MAST. (A, panneau de 
gauche) Alignement des structures cristallographiques du dimère de GRASP-PDZ (en rouge, code 
PDZ : 2EG0) avec MAST1-PDZ et MAST3-PDZ (en gris, code PDB : 3PS4 et 3KHF). (A, panneau de 
droite) Structure cristallographique du dimère de MAST4-PDZ. La surface de dimérisation est 
représentée par des sphères. (B) Alignement de la séquence primaire de domaines PDZ neuronaux 
humains. Les résidus hydrophobes qui participent à la dimérisation du domaine PDZ de GRASP et de 
la famille MAST sont surlignés en rouge et indiqués par des flèches. Les structures secondaires de 
MAST1-PDZ sont représentées le long de la séquence. 

 

Choix des constructions de MAST1,3,4-PDZ: 

La structure cristallographique des trois domaines PDZ de MAST a été 

résolue par le consortium de génomique structurale, à Oxford. Pour faciliter la 

cristallogenèse, une méthode systématique a été mise en place en rajoutant en C-

terminal du brin β5 un PDZ-BS exogène (123). Cette technique leur a permis de 

cristalliser de nombreuses structures oligomériques de domaines PDZ dont celles de 

MAST1, 3 et 4. MAST1-PDZ et MAST3-PDZ forment ainsi un dimère où chaque 

PDZ-BS d’un protomère se loge dans le sillon de l’autre protomère (Fig.31 A). Ces 
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structures n’ont jamais été publiées dans un journal scientifique et aucune étude en 

solution sur l’autoassociation des MAST1,3,4-PDZ n’a encore été réalisée. Il est 

donc difficile de discuter du choix des expérimentateurs pour la séquence du PDZ-

BS exogène C-terminal (-QSLVCOOH pour MAST1-PDZ et -ETSVCOOH pour MAST3-

PDZ) et pour son lieu d’insertion (après la Thr1057 de MAST1 et la Thr1040 de 

MAST3). Ce choix, sans doute involontaire, permet que la séquence du PDZ-BS C-

terminal exogène s’aligne parfaitement avec le PDZ-BS putatif interne défini plus 

haut (Fig.31 B). 

 
 

MAST4 et GRASP ne possèdent pas de PDZ-BS putatif interne d’après 

l’analyse de séquence. Cependant le site de fixation de GRASP, lorsque GRASP est 

sous une forme oligomérique inactive, est auto-inhibé par la fixation, en trans, de 

son PDZ-BS en C-terminal (-ESQLCOOH).  

Avec toutes ces données parcellaires, nous posons donc aujourd’hui la 

pertinence biologique des dimères observés par ces données cristallographiques 

sachant que la dimérisation de GRASP-PDZ est un moyen de régulation dans la 

cellule et que MAST1-PDZ et MAST3-PDZ autoassociés adoptent la même 

Figure 31 : Fixation du PDZ-BS 
de MAST1-PDZ et MAST3-PDZ. 
(A) Structure cristallographique du 
dimère de MAST3-PDZ. Le PDZ-
BS exogène C-terminal de 
MAST3-PDZ est représenté en 
bleu. (B) Alignement de la 
séquence des vingt acides aminés 
à la sortie du brin β5. Le PDZ-BS 
interne putatif est souligné en 
rouge. La séquence primaire du 
PDZ-BS exogène C-terminal est 
indiquée en italique soulignée en 
bleu. Les résidus qui ne respectent 
pas le site consensus du PDZ-BS 
sont indiqués en vert et en italique. 
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conformation. La question est maintenant ouverte afin de comprendre le rôle dans la 

cellule de la dimérisation possible du domaine PDZ de la famille MAST.  

 

2.4.5. Régulation inter-domaine de l’activité catalytique du domaine kinase de 
MAST2 

Nous ne connaissons ni le mécanisme de régulation de l’activité du domaine 

catalytique de MAST2 ni la spécificité de son substrat bien que deux ligands aient 

été identifiés : la protéine NHE3 (51) et le domaine C-terminal de la phosphatase 

PTEN (52). L’efficacité de phosphorylation de PTEN dépend de l’interaction du 

domaine PDZ avec le PDZ-BS de PTEN. De plus, la présence du domaine PDZ de 

MAST2 induit une autophosphorylation de MAST2. Ces informations constituent un 

point de départ très intéressant pour envisager l’étude mécanistique de l’activité 

catalytique de MAST2. 

Les deux domaines ont-ils évolué et fonctionnent-ils de manière synergique ? 

et la fixation du ligand sur le domaine PDZ de MAST2 peut-il induire le passage du 

domaine catalytique de MAST2 dans une conformation active (autophosphorylation, 

allostérie…) ?  

 

La recombinaison des gènes codant pour des domaines de fonctions 

différentes a été proposée pour être une source majeure d'innovation évolutive (41). 

Dans un premier temps, il s’agit de regarder si au cours de l’évolution certains 

résidus, indispensables pour un fonctionnement synergique interdomaine, ont été 

conservés. Cependant, nous nous confrontons à une très faible source de données. 

Parmi les 518 kinases humaines identifiées, la combinaison intramoléculaire entre 

un domaine kinase et un domaine PDZ ne se retrouve que dans la famille MAST1-4 

et la protéine CASK qui appartient à la famille des kinases CAMK. Cette protéine est 

composée d’un domaine kinase et d’un domaine PDZ en aval séparé par un 

« linker » qui possède deux domaines L279. En aval du domaine PDZ, CASK 

possède aussi un domaine SH37 et un domaine guanylate kinase. Le domaine PDZ, 

comme pour MAST2, augmente l’efficacité de phosphorylation du substrat (117). Le 

domaine kinase ne possède que 26% d’identité de séquence avec le domaine 

                                                
9 L27 provient du nom des deux premières protéines qui ont été découvertes portant ce motif: Lin-2 et 
Lin-7. SH3 signifie SRC homology 3 domaines. 
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kinase MAST2 et 17% avec le domaine PDZ. L’analyse des séquences ne nous a 

pas permis de dégager de motifs spécifiques communs aux deux protéines. 

Les domaines kinase et PDZ sont séparés par 213 acides aminés pour la 

protéine CASK et par 250 acides aminés pour la famille MAST. Nous avons vérifié 

sur cette longue séquence de MAST2 s’il y avait aussi des domaines L27 bien que 

ceux-ci ne soient pas nécessaires pour l’efficacité de phosphorylation de CASK. Ces 

domaines, composés de 50 à 60 acides aminés, forment 3 hélices et s’autoassocient 

en hétéro ou homodimères. Cependant, la séquence primaire du « linker » de 

MAST1, 2, 3 et 4 est très peu conservée (<13% d’identité de séquence), alors que le 

domaine kinase, possède une identité de séquence de plus de 90% et que le 

domaine PDZ a une identité de séquence entre 80 et 90%. L’identité de séquence 

du « linker » de MAST2 avec celui de CASK est aussi très faible (16%). Il est 

pourtant intéressant de noter que la prédiction de structure secondaire sur le 

« linker » de MAST2 suggère la présence d’hélices aux mêmes positions que le 2e 

domaine L27 de CASK (Fig.32). L’identité de séquence n’est pas plus élevée que 

sur l’ensemble de la séquence du « linker ».  

 

Figure 32 : Identification des domaines L27 putatifs de la famille MAST. Alignement de la 
séquence primaire du « linker » de MAST1-4 avec la séquence primaire du « linker » de CASK. Les 
acides aminés en gras correspondent à la délimitation des domaines L27 de CASK. Les résidus en 
rouge correspondent aux acides aminés qui forment une hélice dans la structure résolue par RMN 
(code PDB : 1Z8L). Les rectangles rouges correspondent à la prédiction de structures secondaires 
des hélices α pour la séquence de CASK. Les rectangles gris correspondent à la prédiction de 
structures secondaires des hélices α pour la séquence de MAST2. 
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Il reste encore certainement des domaines qui n’ont pu être identifiés sur la 

seule base d’alignement de séquence. En effet, au moins deux tiers des acides 

aminés de MAST2 n’ont pas de domaine défini.  

 

 

2.5. La fonction cellulaire de MAST2 
La fonction de MAST2 n’est pas clairement définie et nous ne connaissons 

pas le mécanisme de régulation de son activité. MAST2 s’exprime de manière 

ubiquitaire avec un taux d’expression variable selon le type cellulaire (Fig.13) (46). 

Cependant, la concentration intracellulaire de MAST2 dans une cellule semble être 

un facteur important pour la régulation de l’homéostasie cellulaire. Plusieurs études 

ont lié la surexpression de MAST2 avec le cancer du sein (124), des ovaires (125) et 

de la prostate (126). Récemment, une différence d’épissage des exons de MAST2 a 

été corrélée avec l’apparition de maladies neurodégéneratives (127). Dans les 

neurones, MAST2 a de plus été identifiée comme un inducteur de la rétractation des 

neurites et un inhibiteur de l’élongation des neurites qui sont des marqueurs de la 

survie neuronale (36). En effet, une large étude du kinome a permis de regrouper, à 

partir de l’extinction des gènes de 750 kinases par ARN interférence, les kinases 

impliquées directement ou indirectement dans le contrôle de la pousse des neurites. 

 

2.6 Prémisse d’une histoire d’un ménage à trois 
Le domaine PDZ de MAST2 est une cible du PDZ-BS de la glycoprotéine G 

du virus de la rage. Nous aurons l’occasion de revenir à plusieurs reprises sur ces 

données dans la partie des résultats. Un lien existe entre MAST2, la glycoprotéine G 

et le déclenchement de la survie dans les neurones infectés avec un troisième 

protagoniste : PTEN. MAST2 et PTEN ont tous les deux été décrits comme 

inhibiteurs de la survie neuronale (36, 128) . Notre hypothèse au début de ce projet, 

est que l’interaction de MAST2-PDZ et du PDZ-BS de la phosphatase PTEN (52) est 

essentielle dans le contrôle de la prolifération cellulaire. Nous proposons que, dans 

une cellule infectée par le virus de la rage, le PDZ-BS de la glycoprotéine G virale 

inhibe la formation du complexe MAST2/PTEN (Fig.33). 
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Figure 33 : Un ménage à trois. Lors de l’infection par la souche virulente, la glycoprotéine portant le 
site de fixation au domaine PDZ interagit avec MAST2-PDZ. La glycoprotéine inhibe la formation du 
complexe PTEN/MAST2 qui a pour conséquence, selon notre hypothèse, d’être responsable des 
phénotypes de survie observés. 

 
Dans le prochain chapitre, nous nous arrêterons donc sur la phosphatase PTEN 

pour compléter notre compréhension sur les mécanismes de survies déclenchés par 

la glycoprotéine virale.  
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Chapitre 3 
 

Phosphatase and TENsin homolog deleting on 
chromosome TEN (PTEN) 
 

 

De par son mode de vie et des modifications de son environnement, l’Homme 

est confronté à une recrudescence de cancers. En 2008, l’OMS estimait à 13% la 

proportion de morts liées au cancer et prévoit une augmentation de plus de 30% d’ici 

2030. Bien que plus de 1/3 des cancers pourraient être soignés avec un dépistage 

précoce, et que 40% d’entre eux pourraient être évités grâce à une meilleure 

hygiène de vie, l’avancée des connaissances sur les mécanismes de régulation des 

voies contrôlant la vie et la mort des cellules reste déterminante pour une lutte anti-

tumorale efficace et complète.  

 

La protéine humaine PTEN (PTEN) est la deuxième protéine la plus mutée 

après p53 et responsable de nombreux cancers. PTEN a été découverte en 1997 

par deux équipes qui cherchaient à isoler un gène suppresseur de tumeur sur le 

chromosome 10q23 (129, 130). À 15 jours d’intervalle, ces équipes ont montré que 

la délétion homozygote du gène PTEN chez l’Homme était corrélée avec plus de 

90% des tumeurs primitives du cerveau (glioblastomes) et que des mutations 

spécifiques étaient, elles aussi, corrélées avec l’apparition de tumeurs dans de 

nombreux tissus cellulaires. Dès 1996, une équipe avait fait le lien entre le locus du 

chromosome 10q23 et le syndrome de Cowden (maladie génétique avec forte 

probabilité de développer des tumeurs malignes) (131). 80% des familles atteintes 

par le syndrome de Cowden possèdent une mutation germinale sur le gène de 

PTEN (132). L’attention portée à cette protéine depuis, n’a cessé de croître (Fig.34) 

faisant de cette protéine une cible thérapeutique majeure. 
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Figure 34 : Nombre de publications se référant à PTEN de 1997 à 2010. Source tirée de Pubmed. 

 

Ces 15 ans de recherches sur PTEN ont révélé un niveau de régulation 

extrêmement fin et complexe permettant à PTEN de contrebalancer certaines voies 

de survie. L’analyse des phénotypes cellulaires et la caractérisation des 

caractéristiques moléculaires de PTEN ont permis de mieux appréhender les 

différentes pathologies liées à l’altération de la fonction de PTEN.  

Je vais dans ce dernier chapitre exposer, dans un premier temps, l’état actuel 

des savoirs concernant la régulation de l’activité de PTEN, puis son implication dans 

les différentes pathologies connues.  

 
 

3.1. Délimitation des domaines de PTEN 
La protéine PTEN humaine est composée de 403 acides aminés. Elle 

possède 2 larges domaines : un domaine phosphatase de 172 acides aminés en N-

terminal (Fig.35, en vert) et un domaine C2 de 160 acides aminés en C-terminal 

(Fig.35, en rouge). Ces deux domaines sont séparés par une séquence de 5 acides 

aminés (en noir). Les deux extrémités N-terminale (1-14) et C-terminale (352-403) 

de PTEN ne sont pas structurées mais jouent un rôle essentiel dans la localisation et 

la régulation de l’activité anti-proliférative de PTEN.  
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Figure 35 : Représentation schématique de PTEN. Le domaine phosphatase est représenté en 

vert et le domaine C2 en rouge. Les parties non structurées sont représentées par un trait noir. 

 

 

3.1.1. Le domaine Phosphatase 
La nature des substrats (protéines, acides nucléiques, sucres, lipides …) des 

phosphatases humaines est extrêmement variée. Devant la très grande diversité de 

phosphatases, nous nous focaliserons uniquement sur une partie des phosphatases 

protéiques et lipidiques. Quatre superfamilles de phosphatases ont été isolées selon 

la spécificité de l’enzyme pour son substrat protéique ou lipidique. Ce cloisonnement 

n’est pas hermétique, il existe en effet des phosphatases avec une double 

spécificité : PTEN fait partie de cette catégorie qui représenterait 40% de la totalité 

des phosphatases identifiées (61/150) (133). Cependant, cette estimation est à 

prendre avec précaution. Un domaine catalytique peut, en effet, présenter une 

spécificité de substrats relativement large in vitro mais les contraintes in vivo 

(localisation subcellulaire, concentration, domaine adjacent…) peuvent réduire 

considérablement le spectre des substrats de la phosphatase. Le camembert ci-

dessous (Fig.36) illustre la répartition actuelle des phosphatases humaines 

identifiées. De nombreuses inconnues subsistent cependant. Par exemple, 

l’identification de la première et unique, à l’heure actuelle, « Protein Histidine 

Phosphatase » humaine est récente (2002) en comparaison des premières études 

de Fisher et Krebs commencées en 1959 sur la phosphorylation des protéines.  
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Figure 36 : Représentation de la répartition des différentes familles de phosphatases 
humaines. Le camembert illustre la synthèse issue des différentes sources (134-139). 

 

Les « Protein Tyrosin Phosphatases »  

PTEN a initialement été classée avec la famille des « Protein Tyrosine 

Phosphatase » (PTP). Elle possède une signature invariante caractéristique des 

PTP Cys(X)5Arg qui correspond à la boucle de fixation du groupement phosphate 

hydrolysable du substrat. La cystéine accepte le groupement phosphate à partir du 

substrat de la phosphotyrosine pour former un intermédiaire (Fig.37). La chaîne 

latérale de l’arginine permet de maintenir l’orientation correcte du groupement 

phosphate grâce au réseau de liaisons hydrogène. Le troisième acide aminé 

essentiel à cette catalyse, est un aspartate qui joue le rôle de donneur de proton au 

groupement anionique partant.  

 

Figure 37 : Représentation du site catalytique des PTP. La fixation du groupement phosphate 
dans la poche catalytique au niveau de la boucle Cys(X)5Arg, conduit à l’hydrolyse du substrat 
phosphorylé par l’intermédiaire de l’aspartate. 

 

Malgré cette signature, la topologie des domaines catalytiques n’est pas 

conservée chez tous les membres de cette famille. Il a été proposé que la fonction 
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de protéines appartenant à la famille des PTP initialement différentes ait convergé 

vers une fonction commune (hydrolyse d’un groupement phosphate sur son 

substrat) tout en conservant une architecture « ancestrale ». Des études 

phylogénétiques et la résolution des structures tridimensionnelles des domaines 

catalytiques de certaines protéines ont mis en évidence que ces domaines 

partageaient un ancêtre commun avec d’autres domaines de fonction différente 

largement répandus dans les trois grands groupes phylogénétiques du vivant 

(procaryotes, eucaryotes et archées).  

Les PTP se divisent en 4 classes qui sont présentées dans la figure 38. 

 

 

Figure 38 : Classification et spécificité des substrats des PTP. Les familles de PTP sont classées 
par couleur : classe I « Cys-based » PTP (vert), classe II « Cys-based » PTP (jaune), class III « Cys-
based » PTP (bleu), et « Asp-based » PTP (saumon). La spécificité des substrats de chaque groupe 
est listée dans le tableau de droite. D’après Alonso et al (2004) (134). 

 

- La classe I représente plus de 92% de la famille des PTP humaines 

(99/107). Cette classe est très diversifiée et peut être séparée en plusieurs sous-

groupes selon un critère fonctionnel et modulaire. Ainsi sont regroupées les PTP 

récepteurs-like (RPTP) transmembranaires, les PTP non récepteurs-like (NRPTP) et 

plusieurs sous-groupes de protéines avec une double spécificité (DSP). Parmi 

celles-ci, nous retrouvons les MAP kinases phosphatases (MKP), les DSP dites 
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atypiques (« atypical » DSP) et 3 sous-groupes minoritaires composés des 

slingshots, des PRLs et des CDC14. Nous porterons une attention toute particulière 

aux deux derniers sous-groupes : celui de PTEN et des myotubularines qui 

appartiennent aux PTP/DSP capables d’hydrolyser spécifiquement le phosphate des 

dérivés phosphatidylinositoles. PTEN déphosphorylent avec une plus grande 

spécificité le phosphate D3 des phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate alors que 

les myotubularines déphosphorylent surtout le phosphate D3 des 

phosphatidylinositol-3-phosphate. Ces phosphatases sont schématiquement 

représentées ci-dessous avec la délimitation de leurs différents domaines respectifs 

(Fig.39). 

 

- La classe II compte une seule enzyme : la « Low-Molecular-Weight Protein 

Tyrosine Phosphatase » (LMPTP). Comme son nom le souligne, cette protéine 

(18kDa) est plus petite que les autres PTP (140). Sa topologie est similaire à celle 

des arsenates reductases de Saccharomyces cerevisiae et Bacillus subtilis (141). 

Bien que son rôle physiologique ne soit pas encore clairement identifié, LMPTP est 

impliquée avec de nombreuses pathologies telles que : la polyarthrite rhumatoïde, 

l’asthme, le diabète, la cardiomyopathie ou encore la maladie d’Alzheimer (142). 

 

- La classe III est représentée par trois Cdc25 phosphatases. Ces domaines 

possèdent la même topologie que les domaines Rhodaneses. La fonction des Cdc25 

aurait donc évolué en détournant la fonction sulfurtransférase initiale (143). Les 

Cdc25 phosphatases jouent un rôle important dans la régulation du cycle cellulaire 

et de la stabilité du génome (144).  

 

- Le mécanisme d’hydrolyse de la classe IV est différent des trois autres 

classes : il est dépendant d’un cation nécessaire à l’hydrolyse du groupement 

phosphate. La classe IV se trouve aussi au croisement de deux familles d’enzymes: 

les PTP et les « Haloalkanoic Acid Dehalogenase » (HAD) (145). À ce jour, quatre 

protéines EYA ont été expérimentalement identifiées comme PTP et impliquées 

dans le développement embryonnaire des yeux, des muscles, les reins et les oreilles 

(146).  
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Figure 39 : Vue schématique de la composition de tous les membres de la famille PTP de 
classe 1. Abréviations : BRO, baculovirus BRO homology; C1, protein kinase C conserved region 1; 
C2, protein kinase C conserved region 2; CA, carbonic anhydrase-like; CAAX box, farnesylation 
signal; CH2, cdc25 homology region 2; CRAL/TRIO, cellular retinaldehyde binding protein/trio 
homology (Sec14p homology); FERM, band 4.1/ezrin/radixin/moesin homology; FN, fibronectin-like; 
FYVE, Fab1/Yotb/Vac1p/early endosomal antigen-1 homology; Ig, immunoglobulin-like; KIM, kinase 
interaction motif; KIND, kinase N lobe-like domain; MAM, meprin, A2, RPTPµ homology; PBM, PDZ 
binding motif; PDZ, postsynaptic density-95/discs large/ZO1 homology; PH, pleckstrin homology 
(including GRAM domains); PTB, phosphotyrosine-binding domain; SH2, src homology 2; SH3B, src 
homology 3 domain binding motif; SH4, src homology 4 (myristylation signal).coil, coiled-coil domain; 
GB, glycogen binding; mRC, mRNA capping; PBM, PDZ binding motif; pepN, N-terminal peptidase-
like; PH-G, pleckstrin homology-“GRAM” domain; Pro-rich, proline-rich; Sec14, Sec14p homology (or 
CRAL/TRIO). Un rectangle noir représente un segment transmembranaire et une croix rouge sur un 
domaine PTP signifie que le domaine catalytiquement est a priori inactif. D’après Alonso et al (2004) 
(134). 
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PTEN : Une phosphoinositide 3-phosphate phosphatase 

Dès lors qu’il fut établi que la phosphatase PTEN était un gène suppresseur 

de tumeur, l’identification des substrats de PTEN présentait un intérêt majeur. Ce 

sont les recherches de T. Maehama et J. E. Dixon en 1998 qui proposèrent les 

premiers que le substrat in vivo de PTEN pouvait être un dérivé phosphate du 

phosphatidylinositole (PtdIns) : le PtdIns(3,4,5)P3 (147). Rapidement, d’autres 

groupes ont démontré que la déphosphorylation du PtdIns(3,4,5)P3 par PTEN était 

liée à sa fonction suppresseur de tumeur (148).  

Les phosphoinositides sont des dérivés phosphorylés du 

phosphatidylinositole (PtdIns). PtdIns est composé de deux chaînes carbonées et 

d’une tête polaire inositol qui peut être phosphorylée à partir des trois groupements 

hydroxyl sur son carbone 3, 4 et 5 par des kinases spécifiques Fig.40. 

 

 

Figure 40 : Représentation de la structure chimique du phosphoinositole. (A) et de ses dérivés 
phosphorylés (B). D’après Fruman et al (1998) (149). 

 

Les phosphoinositides représentent moins de 1% de la totalité des 

phospholipides (150). Les PtdIns-4-P et les PtdIns-4,5-P représentent 

respectivement 60% et 30% de la totalité des phosphoinositides (149). Malgré le très 

faible pourcentage de PtdIns-3,4,5-P, celui-ci joue un rôle précurseur important en 

interagissant avec des protéines intracellulaires qui participent au maintien de 

l’équilibre de nombreuses voies de régulation, parmi lesquelles : la prolifération 

cellulaire, la survie, la réorganisation du cytosquelette, le transport du glucose.  
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Plusieurs familles de kinases et de phosphatases participent à la régulation 

complexe de phosphorylation des phosphoinositides (Fig.41). Parmi les 

phosphatases, nous retrouvons la famille PTEN (PTEN, TPIP et TPTE) et la famille 

des myotubularines qui participent à l’hydrolyse du phosphate en position 3 des 

phosphoinositides.  

 

Figure 41 : Métabolisme des Phosphoinositides chez les mammifères. Les kinases et 
phosphatases identifiées qui régulent la synthèse des phosphoinositides sont indiquées sur le 
schéma. PTEN est encadré en rouge et déphosphoryle le phosphate en position D-3 du groupement 
inositol. PTEN déphosphoryle préférentiellement les PIP3 en PIP2 et est indiqué par un encadrement 
rouge en gras D’après Liu et al (2010) (150). 

 

 

La structure de PTEN a été résolue en 1999 par cristallographie aux rayons X 

(151). Le domaine catalytique de PTEN est composé d’un feuillet central de 5 brins β 

entouré de 2 hélices α d’un côté de 4 hélices α de l’autre (Fig.42 B). La comparaison 

de la poche catalytique de PTEN avec la structure d’une PTP « classique » (PTPB1, 

première PTP caractérisée en 1988 (152)) montre que le site catalytique est plus 

large (151), condition qui semble déterminante pour la spécificité du substrat (Fig. 42 

A). 
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Figure 42 : Structure cristallographique du domaine catalytique de PTEN. (A) Coupe 
transversale de la surface de la poche du site actif de PTEN (en bleu) et de PTP1B (en rose), D’après 
Lee et al (1999) (151). (B) Représentation du domaine PTP de PTEN en vert, code PDB 1D5R. La 
boucle C(X)5R est représentée en rouge. Les deux résidus de la boucle strictement conservés 
Arg130 et Cys124 sont représentés en bâtonnet rouge. La molécule PI(3,5)P2 est représentée en 
bâtonnet beige. Code PDB 1ZVR. (C) Vue du site catalytique de PTEN montrant les ponts hydrogène 
(pointillés noirs) s’établissant avec le phosphate D3 de PI(3,5)P2. 

 

La superposition de la boucle Cys(X)5Arg à partir de la structure de PTEN 

(code pdb :1D5R) et myotubularine 2 MTMR2 (code pdb : 1ZVR) nous a permis de 

positionner virtuellement la molécule PI(3,5)P2 dans la poche catalytique de PTEN. 

Cette modélisation permet d’orienter le phosphate D-3 dans la poche et de proposer 

un mécanisme de déphosphorylation du PtdIns(3,4,5)P3 par PTEN qui est 

semblable à celui des tyrosines (Fig.42). En effet, l’Arg130 établit plusieurs liaisons 

hydrogènes avec le phosphate D3, alors que la Cys124 est positionnée en face du 

phosphate D3 jouant son rôle d’accepteur (Fig.42 C). La constante de dissociation 

de PTEN pour le substrat PtdIns-3,4,5-P est de 59 µM avec une efficacité (Kcat/Km) 

de 7.103 M-1.s-1 (153).  
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PTEN possède-t-elle une activité phosphatase protéique ? 

Cette question a été abordée dès le début de la découverte de PTEN après 

sa classification parmi les PTP. Cette question reste toujours ouverte à la 

discussion. PTEN possède une double spécificité (protéique et lipidique), puisque 

qu’elle est capable de déphosphoryler des tyrosines, des sérines, et des thréonines 

in vitro (154, 155). Cependant l’affinité et la vitesse de catalyse sont faibles, voir 

nulles, en comparaison avec celles de la déphosphorylation de PtdIns-3,4,5-P. La 

kinase FAK (« Focal Adhesion Kinase »), impliquée dans l’adhésion cellulaire, a été 

identifiée comme un substrat de PTEN in vivo dans des cellules de fibroblastes (NIH 

3T3) à partir d’expériences de co-immunoprécipitation. Les auteurs ont mis en 

évidence que l’état de phosphorylation de FAK dépendait de l’activité du domaine 

catalytique de PTEN (156). Cependant, ni diminution de la phosphorylation de FAK, 

ni co-immunoprécipitation avec PTEN n’ont été constatées sur deux autres lignées 

cellulaires de glioblastomes (U87MG et LN229) (157). Plus récemment, il a été 

observé que PTEN co-immunoprécipite avec FAK dans des carcinomes colorectaux 

(cellules HT-29). En appliquant sur les cellules un débit fluidique de force variable, 

les auteurs ont constaté que le niveau de phosphorylation de FAK est corrélé avec la 

force d’adhésion de la cellule. Cette dernière est inversement proportionnelle à la 

quantité de PTEN intracellulaire (158). Ainsi, la déphosphorylation de FAK par PTEN 

induirait une diminution de l’adhésion des cellules.  

Une équipe a récemment mis en évidence que PTEN possède une activité 

phosphatase nucléaire sur le facteur de transcription « Cyclic AMP Response 

Element-Binding » (CREB) (159). PTEN déphosphoryle Ser133 de CREB et inhibe 

ainsi sa fonction. L’activité de CREB est dépendante de cette phosphorylation. 

CREB régule la transcription de gènes impliqués dans la croissance cellulaire.  

Enfin, une équipe proposa en 2004 que PTEN-Cter puisse être son propre 

substrat mais sans apporter d’évidences expérimentales (160). Cette auto-

déphosphorylation a été mise en évidence expérimentalement que très récemment à 

partir d’un peptide de PTEN-Cter (DHYRYSDTTDSDPENE) phosphorylé par CK2 en 

présence d’γ-32P ATP. Ainsi la déphosphorylation de PTEN-Cter permettrait de 

réguler la fonction inhibitrice de la survie de PTEN (161). Il y a fort à penser que de 

nouvelles évidences viendront compléter ces résultats très prochainement. À suivre 

attentivement… 
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3.1.2. Le domaine C2 
La spécificité des phosphatases dépend en partie de la poche catalytique et 

des changements conformationnels locaux induits par la fixation d’un substrat (162). 

In vivo, l’activité de la protéine dépend aussi de sa localisation cellulaire et de son 

accessibilité aux substrats. Comme illustré par la figure 39, la diversité des modules 

qui accompagnent les domaines PTP est remarquable. Ces domaines participent de 

façon synergique ou indépendante à l’activité spécifique de l’enzyme et à la 

régulation des voies de signalisation. Dans cette partie, je traiterai plus 

spécifiquement du domaine C2 adjacent au domaine PTP pour comprendre son rôle 

dans la fonction de PTEN. 

 
La superfamille des domaines C2 

La superfamille des domaines C2 est très répandue chez les eucaryotes. Les 

domaines C2 s’associent préférentiellement aux lipides et se divisent en 7 familles : 

AIDA-C2, PTEN-C2, NT-C2, PKC-C210, DOCK-C2, PI3K-C2 et B9-C2 (163). On ne 

retrouve pas d’équivalent chez la bactérie. Il est proposé que ces domaines C2 

soient apparus avec les eucaryotes et que la diversité des domaines C2 ait émergé 

en parallèle de plusieurs structures intracellulaires typiquement eucaryotes, telles 

que le système de trafic vésiculaire, l'ancrage de l’actine et du cytosquelette aux 

membranes plasmiques et vésiculaires, la localisation des « small GTPases » aux 

membranes ou encore la transduction de signaux à partir de phospholipides (163). 

 

La famille de PTEN-C2 

La famille de PTEN-C2 est composée de 7 protéines (Fig.43). Le domaine 

phosphatase est situé systématiquement en amont du domaine C2 séparé par une 

séquence de 5 à 7 aa. 

 

                                                
10 Cette famille a été la première étudiée. La fixation des PKC-C2 est dépendante de la fixation d’ions 
Calcium. Ce mode de fixation a très vite été généralisé aux autres domaines C2, faisant des 
domaines C2 indépendants des ions Calcium une exception. Il est intéressant de constater qu’une 
étude phylogénétique de 2010 (33) a fait passer les PKC-C2 (seule famille dépendante de la fixation 
du Ca2+) du rang commun à celui d’exception.  



 81 

 
Figure 43 : Alignement des domaines des protéines appartenant à la famille de PTEN-C2. Les 
segments transmembranaires sont représentés en noir, les domaines phosphatases en vert, le 
domaine kinase en bleu foncé, les domaines C2 en rouge, les domaines SH2 (domaine α/β de 100aa, 
liaison à une tyrosine phosphorylée) en bleu clair et le domaine J (domaine de 4 hélices α de 60 aa, 
liaison à Hsc70, motif conservé HPD (164)) en violet.  

 

Cette famille de protéine illustre la diversité fonctionnelle et spatiale associée 

à la spécificité des domaines C2 (160, 165). En effet, TPTE est localisé 

préférentiellement dans le golgi et TPIP dans le réticulum endoplasmique des 

cellules testiculaires. Leurs fonctions cellulaires sont encore très mal définies, bien 

qu’une activité phosphoinositide 3-phosphate ait été mise en évidence (166). La 

famille des protéines tensins 1, 2 et 3 (TNS1, 2 et 3) est localisée principalement 

autour de la matrice extracellulaire et du cytosquelette. Elles jouent un rôle important 

dans l’adhésion cellulaire et exercent une fonction suppresseur de tumeur (167). 

Pour terminer, la protéine Cyclin-G-associated kinase (GAK) est un cofacteur de la 

protéine Hsc70 responsable de la décapsidation des vésicules de clathrines (164), 

mécanisme important de l’endocytose. 
 
Rôle du domaine C2 de PTEN 

Le domaine C2 de PTEN est constitué de 161 acides aminés qui forment un 

tonneau β avec une large boucle C2 (Gly282-Asp312) essentielle pour la fonction 

suppresseur de tumeur de PTEN. Cette boucle affecte la fixation de PTEN à la 

membrane et la dégradation de PTEN in vivo (168).  

La constante de dissociation in vitro du domaine C2 pour les vésicules 

lipidiques composées de POPC1/POPS11 (8:2) est de 7µM (169). Cette affinité 

augmente d’un facteur 30 en présence du domaine PTP de PTEN, suggérant un 

effet coopératif des deux domaines pour la fixation de PTEN à la membrane. Das et 

al, ont mis en évidence que PTEN interagit avec les membranes particulièrement 
                                                
11 POPC, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; POPS, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoserine.  
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riches en lipides chargés négativement tels que les POPS. En comparant l’affinité in 

vitro de PTEN pour des vésicules ayant une composition lipidique proche de la 

membrane plasmique du feuillet cytoplasmique POPC/POPE12/POPS/POPI12/ 

cholesterol (12:35:22:9:22) et de la membrane nucléaire côté cytoplasmique 

POPC/POPE/POPS/POPI (61:21:4:7:7), les auteurs montrent que PTEN se fixe, 

dans la première condition, avec une affinité de 440nM alors qu’il ne note aucune 

interaction dans la deuxième condition13 présentant moins de lipides chargés 

négativement.  

L’ajout de KCl (500mM), diminue drastiquement l’affinité de PTEN à la 

membrane d’un facteur 10000 suggérant une interaction essentiellement 

électrostatique (169) avec une contribution minoritaire des contacts hydrophobes 

(170). L’étude de la structure de PTEN met en évidence deux « patchs » basiques 

sur le domaine C2 (K221, K223, K266, K267, K269, H272 et K327) et un « patch » 

basique sur le domaine PTP (R47, R161, K163, K164) pouvant interagir avec les 

POPS de la membrane plasmique des cellules (Fig.44). La mutation de la séquence 

263-K-M-L-K-K-D-K-269 en alanine 263-A-A-G-A-A-D-A-269 ne modifie pas la 

structure du domaine C2 mais affecte la fixation de PTEN à la membrane in vitro 

(151). 

 
Figure 44 : Vue de la structure cristalline de PTEN. Le domaine PTP est représenté en vert. Le 
domaine C2 en rouge. Les trois pachs basiques interagissant avec la membrane plasmique sont 
illuminés en bleu, les chaînes latérales illustrées en bâtonnet bleu. La boucle catalytique du domaine 
PTP est illuminée en rouge. 

                                                
12 POPE, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; POPI, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphoinositol. 
13 La différence de composition en cholestérol dans les deux conditions n’est pas mise en cause dans 
la fixation du domaine C2 à la membrane. La différence de composition des vésicules POPC/POPS 
(8:2) ou POPC/POPS/cholestérol (6:2:2) n’affecte pas l’affinité in vitro de PTEN avec la membrane. 
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L’interaction de ces résidus basiques avec les POPS permettrait ainsi de 

présenter correctement la poche enzymatique aux PtdIns(3,4,5)P3. Les domaines 

PTP et C2 semblent indissociables pour la fixation de PTEN à la membrane et 

l’activité catalytique de PTEN. L’interface d’interaction PTP/C2 est un élément 

essentiel : il suffit de supprimer une liaison hydrogène interdomaine, pour diminuer 

l’activité catalytique de 85% (151).  

 
3.1.3 La partie N-terminal : effecteur allostérique? 

Nous venons de voir que le domaine C2 interagissait avec les POPS des 

membranes et que le domaine PTP contribuait significativement à l’affinité aux 

membranes. Redfern et al sont allés plus loin dans la mécanistique de fixation de 

PTEN à la membrane en étudiant la partie N-terminal de PTEN (171). 

La partie N-terminale est composée de 22 acides aminés (1-21) sans structure 

secondaire. Cette étude débouche sur plusieurs observations (171) :  

- La suppression des 15 premiers résidus N-terminaux diminue 

significativement l’activité enzymatique. 

 

- La partie N-terminale se fixe préférentiellement aux PtdIns-4,5-P. Ce nouvel 

ancrage augmente l’affinité d’un facteur 12 mais la fixation du domaine C2 et 

PTP aux POPS n‘est pas modifiée. PTEN interagit ainsi avec les POPS et les 

PtdIns-4,5-P de manière synergique et totalement indépendante.  

 

 

-  La fixation de la partie N-terminale aux PtdIns-4,5-P induit un changement de 

conformation du domaine PTP (expérience réalisée par dichroïsme circulaire). 

Des études structurales supplémentaires seraient nécessaires pour élucider 

ce phénomène allostérique car nous ne savons pas quelle région du domaine 

PTP est concernée. Une piste intéressante est la boucle catalytique « WPD ». 

En effet, cette boucle, importante pour la catalyse du substrat, adopte, dans 

de nombreuses PTP, une dynamique de transition ouverte/fermée qui module 

l’affinité pour le substrat et l’efficacité catalytique (162). Cela n’a encore 

jamais été mis en évidence avec le domaine PTP de PTEN.  
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3.1.4. La partie C-terminale : une combinaison d’acides aminés riche en 
informations 

Il est communément admis que les larges régions désordonnées (au-delà de 

50 aa) peuvent être essentielles dans la régulation des voies de signalisation (172). 

Le domaine C-terminal de PTEN (PTEN-Cter) est composé de 53 acides aminés 

sans structure secondaire et possède une combinaison d’acides aminés riche en 

informations (Fig. 45) avec : 

- Sept sites de phosphorylation impliquant plusieurs kinases: CK2 (173), 

GSK3-β (174), MAST2 (52) et LKB1 (175).  

- Une séquence (368-390) qui code pour un site putatif d’exclusion nucléaire 

(NES) (176). 

- Trois sites de coupure par la Caspase-3. 

- Deux séquences PEST14 (350-374 et 379-396) (177).  

- Un site de fixation au domaine PDZ (PDZ-BS) qui permet le recrutement de 

plusieurs partenaires (MAGI-2 (178), MAGI-3 (179), Dlg1 et MAST2 (52)).  

 

Nous reviendrons plus précisément, dans les paragraphes suivants, sur la 

conséquence de ces modifications traductionnelles sur la régulation de PTEN.  

 

 

Figure 45 : Séquence de PTEN-Cter. Les sites de coupure par la Caspase-3 sont indiqués par des 
flèches rouges. Les sites de phosphorylations sont surlignés en bleu. Les deux domaines PEST sont 
encadrés en orange. Le signal d’exclusion nucléaire (NES) est indiqué par un cadre vert. Le site de 
fixation au domaine PDZ est encadré en violet. Le site d’interaction étendu du domaine PDZ de 
MAST2 est indiqué par des pointillés violets.  

 

                                                
14 Les domaines PEST désignent une région riche en proline (P), Glutamine (E), Sérine (S) ou 
Thréonine (T). Ces séquences sont liées à une diminution de la ½ vie de la protéine. De nombreuses 
régions classées comme domaine PEST ont, rétrospectivement, été attribuées aux phosphodégrons. 
Les phosphodégrons sont des séquences potentiellement phosphorylables qui contrôlent (suivant 
l’état de phosphorylation) la dégradation des protéines par l’intermédiaire des ubiquitines ligases qui 
reconnaissent ces régions spécifiques.  
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Par ailleurs, nous constatons que les sites de phosphorylation chevauchent 

les autres séquences de signalisation. Plusieurs expériences montrent que le 

recrutement des partenaires de PTEN via le PDZ-BS, sa demi-vie ainsi que sa 

localisation cellulaire sont dépendants de l’état de phosphorylation de PTEN-Cter 

(173, 177, 180-182). 

La suppression de PTEN-Cter ou la mutation des sites de phosphorylation en 

alanine conduit à deux mêmes conséquences: d’une part, l’accumulation de PTEN 

dans le noyau comparé à la protéine native (182), d’autre part la baisse significative 

de la demi-vie de PTEN in vivo (183).  

Par ailleurs, la suppression ou la mutation de PTEN-Cter augmente l’efficacité 

de l’activité biologique de PTEN in vivo (183). Cette observation peut être expliquée 

par la phosphorylation de PTEN-Cter qui diminue la fixation de PTEN à la membrane 

(Fig.46).  

 

 

Figure 46 : Illustration de la fixation de PTEN à la membrane dépendante de la phosphorylation 
de PTEN-Cter. La déphosphorylation de PTEN-Cter favorise la conformation ouverte et la fixation de 
PTEN à la membrane (et inversement). Le modèle est basé sur les observations de Vazquez et al 
(184) et Rahdar et al (185). 
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Un modèle en échange avec une conformation ouverte/fermée a été proposé 

par comparaison du temps de résidence à la membrane de PTEN sauvage et des 

mutants dont les sites de phosphorylation de la queue C-terminal ont été substitué 

par des alanines (185). La suppression des sites de phosphorylation augmente le 

temps de résidence de plus d’un facteur 2. Dans la figure 46, PTEN-Cter 

phosphorylé interagit avec le domaine C2. L’interaction du domaine C2 avec PTEN-

Cter masque le site de fixation des POPS et diminue l’interaction transitoire de 

PTEN avec la membrane. Lorsque PTEN-Cter est déphosphorylé, PTEN-Cter 

adopte une conformation principalement ouverte. Le site de fixation des POPS est 

de nouveau accessible et, par conséquent, augmente la fixation du domaine C2 à la 

membrane.  

 
3.2. La régulation de PTEN 
 PTEN est régulée à plusieurs niveaux depuis la synthèse de son gène jusqu’à 

sa dégradation (Fig.47). Les premiers niveaux de régulation sont le contrôle de la 

synthèse du gène pten et la traduction de l’ARNmessager. L’activité et le devenir de 

PTEN dépendront ensuite des différentes interactions mises en jeu modulant les 

modifications post-traductionnelles, sa dégradation, son activité et sa localisation 

sub-cellulaire.  

 

 
Figure 47 : Interactions entre les facteurs codants et non-codants qui déterminent la 
concentration finale de PTEN. Mécanisme « classique » de la copie du brin d'ADN de PTEN (1), 
Régulations transcriptionnelle (2) et épigénétique (3) qui affectent l'expression de l'ARNm de PTEN. 
Le niveau d'ARNm de PTEN ou la traduction est contrôlé par les miARNs (5). La disponibilité des 
miARN est également contrôlée par l’intermédiaire des ARNce (« competing endogenous ») (4). 
D’après Berger et al (2011) (3). 
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PTEN est une protéine cytoplasmique qui par différents mécanismes est 

transportée à la membrane et dans le noyau. Ainsi, l’activité de PTEN dépendra 

essentiellement des nombreuses contraintes qui régulent sa localisation dans la 

cellule pour maintenir l’homéostasie.  

 

 
 
3.2.1. Le contrôle de la transcription du gène 
 Le gène de PTEN est composé de 9 exons avec une région de 100kb sur le 

chromosome humain 10q23 (Fig.48 A).  

 
Figure 48 : Régulation de la transcription du gène de PTEN. (A) (en haut) Représentation 
schématique du locus de PTEN (GenBank accession number AF067844). Les exons sont illustrés par 
des boîtes noires 1-9. (En bas) Agrandissement de la région en amont du codon « start ». La position 
des oligonucléotides utilisés pour identifier le site de transcription est représentée. La numérotation 
des résidus est relative au codon ATG (+1). D’après Stambolic et al (2001) (186). De nombreux 
protéines régulent positivement la transcription de PTEN (EGR-1, PPARγ, Myc, and p53) et 
négativement (NFκB, c-Jun, HES, and TGFβ signaling). NOTCH1 peut activer ou inhiber la 
transcription de PTEN selon le contexte cellulaire (187). 
  

Le promoteur de pten (-2233 à +1) ne possède pas de séquence spécifique 

des « TATA box » et ne contient pas non plus de site de fixation pour un grand 
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nombre d’autres facteurs de transcription de liaison à l’ADN (186). Cependant, il 

existe des sites spécifiques de liaison à l’ADN reconnus par des protéines qui 

régulent positivement ou négativement la transcription du gène pten. Dans la figure 

48 B, les protéines qui régulent positivement la transcription de PTEN, de façon 

directe (trait plein) ou indirecte (pointillé), sont indiquées en vert. Les protéines qui 

régulent la transcription négativement, sont indiquées en rouge (187). Les protéines 

régulatrices de la transcription de pten sont aussi soumises soit à une régulation 

transcriptionnelle, traductionnelle et post-traductionnelle par d’autres molécules 

(188) (PTEN compris).  

Un deuxième niveau de régulation intervient dans le cytoplasme, en inhibant 

la traduction par le biais de micro ARN qui se fixent sur l’ARNm de PTEN et qui 

bloquent la synthèse de la protéine (189). En effet, de récentes expériences ont mis 

en évidence l’existence d’un pseudogène PTEN (PTENP1) qui contrôle la traduction 

de PTEN en inhibant les miARN qui ciblent l’ARNm de PTEN. Cette séquence est 

appelée ARN « Competing Effect » (ARNce). L’ARNm de PTENP1 contrôle la 

traduction de PTEN en interagissant avec les miARN qui ciblent l’ARNm de PTEN 

(190) (Fig.49). Il s’agit ici, comme l’indique la figure 49, d’un mécanisme de 

traduction qui est contrôlé par une double inhibition. 
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Figure 49 : Régulation de la traduction de PTEN. En haut à gauche : Inhibition de la traduction par 
la fixation des miARN sur la séquence d’ARNm(1) cible. En haut à droite : Interaction d’un ARNm(2) 
sur un miARN ciblant l’ARNm(1). D’après Salmena et al (2011) (191). En bas : contrôle de la 
traduction de PTEN dépendant du niveau de transcription de l’ARNm de PTENP1. D’après Poliseno 
et al (2010) (190).  

 

 

 

3.2.2. Les partenaires cellulaires 
De nombreuses protéines cellulaires liant PTEN ont été identifiées. Le tableau 

1 présente une liste des partenaires humains qui interagissent directement in vitro 

avec les différents domaines de PTEN.  

Tableau 1 : Partenaires cellulaires de PTEN, d’après Gericke et al (2006) (192), Bonifant et al 
(193), Salmena et al (2008) (187), Van Diepen et al (2009) (194), Song et al (2011) (195). 

Protéines cellulaires Domaine d'interaction de PTEN 

Smad2/3 PTP 
PCAF PTP 

Androgen receptor PTP 
Caveolin-1 Domaine C2 

neutral endopeptidase Domaine C2 
MVP Domaine C2 
p53 Domaine C2 
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PDGFR Domaine C2 
MSP58 Domaine C2 

CENP-C Domaine C2 
PICT-1 Domaine C2 
Rock Domaine C2 

Thioredoxin-1 Domaine C2 
NEDD4-1 Domaine C2/PTEN-Nter 

LKB1 Domaine C2/PTEN-Cter 
CK2 PTEN-Cter 

GSK3-Beta PTEN-Cter 
MyosinVa PTEN-Cter 
MAGI-2 PDZ-BS 
MAGI-3 PDZ-BS 
hDLG PDZ-BS 

hMAST205 PDZ-BS 
MAGI-1b PDZ-BS 

SAST PDZ-BS 
MAST3 PDZ-BS 

Bazooka/PAR-3 PDZ-BS 
NHERF PDZ-BS 
S1P2R N.D. 
NMDAR N.D. 

FAK/Paxillin N.D. 
Caspase 8 N.D. 

TFG N.D. 
P300/CPB N.D. 
APC/CDH1 N.D. 

 
La rencontre de PTEN avec ses partenaires aboutit à une modification de 

l’activité cellulaire (catalytique et non catalytique), à un contrôle de la dégradation de 

PTEN, à une relocalisation subcellulaire ou encore à des modifications post-

traductionnelles. Ces modifications affectent à leur tour les réseaux d’interactions 

avec pour conséquence « d’allumer » ou « d’éteindre » certaines voies de 

signalisation. L’interactome de PTEN est, par exemple, modulé par la 

phosphorylation de PTEN-Cter. À partir d’extrait cellulaire, Vazquez et al ont 

démontré que PTEN sauvage (phosphorylé dans les cellules d’après les western 

blot anti-Ser380) migre préférentiellement vers les bas poids moléculaires (47 - 

100kDa) alors que les mutants non phosphorylables migre plutôt vers les hauts 

poids moléculaires (> 600kDa) (184). Ces données suggèrent que la 

phosphorylation de PTEN-Cter module l’interaction avec ces partenaires cellulaires. 

37 protéines ont été identifiées par spectrométrie de masse à partir d’expériences de 
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« pull down » en utilisant une étiquette histidine en C-terminal15. Les auteurs ont 

ainsi pu identifier de nouveaux partenaires directs ou indirects (196). Ces protéines 

sont représentées selon leur domaine d’activité dans la figure 50. 

 

 

Figure 50 : Répartition des partenaires directs et indirects de PTEN selon leur fonction. 
L’expérience a été réalisée à partir de “pull down” couplée à la spectrométrie de masse sur des 
extraits cellulaires humains. La protéine PTEN avec l’étiquette histidine en C-terminal a été produite 
chez E.coli (196). 

 
Ainsi, nous constatons que l’interactome de PTEN est riche et semble 

participer à la régulation de nombreuses voies de signalisation que nous détaillerons 

dans les paragraphes suivants.  

 
3.2.3. Les modifications Post-traductionnelles 

La régulation de PTEN passe par plusieurs modifications post-

traductionnelles qui, nous le verrons, concerne l’ensemble de la séquence de PTEN. 

Bien que plusieurs éléments soient établis, la corrélation entre la fonction de la 

protéine et les modifications post-traductionnelles demande encore de nombreuses 

investigations pour identifier le rôle de chacune d’elles. L’analyse est, de plus, 

rendue complexe puisqu’une modification peut avoir des conséquences différentes 

                                                
15 Le choix de l’étiquette en C-terminal n’est peut-être pas judicieux car il masque le site de fixation au 
domaine PDZ. Par conséquent, des partenaires potentiels n’ont pas pu être identifiés par cette 
méthode. (En d’autres termes, il aurait fallu les deux positions d’étiquette pour être complet …) 
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sur le devenir de PTEN selon le contexte cellulaire et les modifications post-

traductionnelles environnantes.  

Dans cette partie, je traiterai ainsi des modifications post-traductionnelles et 

des facteurs de régulation identifiés. Je me focaliserai plus particulièrement sur les 

partenaires de PTEN qui possèdent des domaines kinase, phosphatase, ubiquitine 

ligase ou encore acetyltransférase.  

 

Oxydation 
Sous certaines conditions physiologiques, des réactions produisent des 

radicaux libres (O2
-) hautement réactifs. Ces radicaux libres produisent à leur tour 

des espèces réactives à l’oxygène (ROS) à partir d’une réaction en chaîne dont 

l’intermédiaire principal est l’eau oxygénée (H2O2). Ces molécules à forte 

concentration sont nocives pour les organismes vivants et détériorent une partie des 

constituants cellulaires majeurs. Au cours de l’évolution, certaines cellules se sont 

adaptées en faisant des ROS un élément de signalisation pour contre balancer l’effet 

d’un stress oxydatif (197). Le domaine catalytique de PTEN possède deux cystéines 

(Cys71 et Cys124) dont l’état d’oxydation dépend des ROS. L’état d’oxydation de 

ces cystéines module l’activité catalytique de PTEN. En effet, cette activité (PIP3 -> 

PIP2) diminue in vitro lorsque Cys71 et Cys124 sont à l’état oxydé et in vivo lorsque 

la cellule est soumise à un stress oxydatif par ajout de H2O2 (Fig.51) (198-200). 

 

Figure 51 : Schéma représentant l’inactivation du domaine catalytique via un mécanisme 
d’oxydation. Les chaînes latérales des cystéines 71 et 124 apparaissent sous leur forme oxydée (S-
S) et réduite (S-H). 
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Ce mécanisme participerait ainsi à la résistance au stress oxydatif en rendant 

le domaine catalytique inactif. Cela entraîne une augmentation du « pool » de PIP3 

qui favorise in vivo les voies de signalisation qui participent à la survie cellulaire et 

au métabolisme (Cf figure. 6, p28).  

 
Acétylation 

Trois lysines acétylées de PTEN ont été identifiées in vivo (K125, K128 et 

K402) impliquant deux acetyltransférases, PCAF et CBP, et déacétylées par SIRT1 

(201, 202). Très peu d’informations sont disponibles sur ce mécanisme. Les lysines 

125 et 128 se situent sur la boucle catalytique Cys(X)5Arg. L’activité catalytique 

(PIP3->PIP2) de PTEN est diminuée de 45 % in vitro lorsque ces deux lysines sont 

acétylées par PCAF (201). Peut-être pouvons-nous noter ici une certaine 

incohérence quant à la réalité biologique. En effet, PCAF et CBP sont des protéines 

nucléaires et l’activité catalytique mesurée in vitro de PTEN est sub-membrane 

plasmique. Cela sous-entend qu’après l’acétylation de K125 et K128 dans le noyau, 

PTEN doit être exportée vers la membrane sans être déacétylé pour exercer un 

contrôle négatif sur l’activité catalytique de PTEN à la membrane. Il est cependant 

possible d’imaginer qu’une acétyltransférase cytoplasmique soit impliquée dans ce 

processus de régulation de l’activité catalytique de PTEN. En absence d’expériences 

complémentaires, il convient donc d’être prudent avant d’établir une corrélation entre 

l’acétylation de PTEN et son activité phosphatase in vivo. 

Ces mêmes auteurs ont montré que l’acétylation de PTEN conduit à l’arrêt de 

la phase G1 du cycle cellulaire. Parallèlement, il a été montré que la diminution de 

quantité de PTEN nucléaire est corrélée avec l’activation de la phase S du cycle 

cellulaire (203). Ainsi, nous pouvons nous interroger sur le lien direct qui relie la 

relocalisation cellulaire de PTEN, le cycle cellulaire et l’acétylation de K125 et K128 

de PTEN. Cela constituerait un élément important pour faire progresser nos 

connaissances sur le mécanisme de régulation de PTEN. 

 L’acétylation de K402 par la CBP, est a priori indépendante des deux autres 

lysines. K402 se situe dans le site de fixation des domaines PDZ. Cette acétylation 

diminue l’affinité de PTEN-Cter pour les domaines PDZ de hDlg et MAGI-2 (202). 

Les autres domaines PDZ (NERHF, MAST) qui ciblent PTEN-Cter n’ont pas été 

testés. Encore une fois, la question de la localisation n’est pas abordée et nous nous 
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heurtons à la même interrogation que précédemment. Les protéines contenant les 

domaines PDZ qui ciblent PTEN sont principalement sub-membranaires ou 

cytoplasmiques. La CBP est une protéine nucléaire. L’augmentation de la force 

d’interaction de hDlg et MAGI-2 avec PTEN-Cter constatée in vitro a-t-elle vraiment 

une réalité dans la cellule?  

 
Caspase  

PTEN est clivée in vivo par la caspase-3 dans plusieurs sites de PTEN-Cter 

(Fig.52) (177). Ce clivage supprime le PDZ-BS et diminue drastiquement la durée de 

vie de PTEN dans la cellule. L’efficacité de clivage de la caspase-3 dépend aussi de 

l’état de phosphorylation de PTEN-Cter. Le clivage de PTEN-Cter est également 

dépendant de la caspase-9. La caspase-9 fait partie des caspases initiatrices. C’est 

à dire qu’elles ne clivent pas directement PTEN-Cter mais sont responsables de 

l’activation de la caspase-3. Les caspases initiatrices se retrouvent essentiellement 

dans des complexes de haut poids moléculaires. Nous aurons noté dans le tableau 

1 que PTEN interagit avec la caspase-8 qui fait partie, comme la caspase-9, des 

caspases initiatrices. La question qui nous vient donc à l’esprit est : est-il possible 

que PTEN participe à sa propre régulation en activant (directement ou 

indirectement), les caspases initiatrices (8 et 916) à partir du recrutement de PTEN 

dans les complexes de haut poids moléculaires ?  

 

Figure 52 : Mécanisme du clivage de PTEN-Cter par la caspase-3 

 

                                                
16 La caspase 9 est synthétisée sous une forme monomérique inactive. L’activation de la caspase-9 
passe par la formation d’un homodimère qui permet le clivage d’un de ses sites. Il est intéressant de 
noter que l’activation de la caspase-9 est inhibée par la phosphorylation de la Ser144. Sa 
déphosphorylation, par une kinase inconnue (PTEN ?), induit l’activation de la caspase-9 et de la 
caspase-3. 
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Phosphorylation 
Nous avons déjà discuté de l’importance de la phosphorylation de PTEN-Cter 

sur la modulation de l’activité catalytique, la localisation cellulaire, la demi-vie PTEN 

et l’interaction de PTEN avec ses partenaires. Plusieurs protéines phosphorylant 

(CK2, GSK3-β, LKB1, MAST2) ou induisant (PICT-1) la phosphorylation de PTEN 

ont été identifiées. Toutes les informations sont résumées dans la figure 53.  

De nombreuses études in vitro portées sur la phosphorylation de PTEN-Cter, 

ont mis en évidence les 5 résidus (Ser 370, Ser380, Thr382/83 et Ser385) 

phosphorylés par CK2-α (173, 183) et les deux résidus phosphorylés (Ser362 et 

Thr366) par GSK3-β (174) en substituant les sérines et thréonines par des alanines. 

Une étude a mis en évidence, à partir des cellules de glioblastomes qui surexpriment 

PTEN, que les seuls les résidus 370 et 385 étaient détectés par spectrométrie de 

masse (204). Les autres sites n’ont pu être mis en évidence par cette technique. 

Toutes ces données sont parcellaires et aucune étude, jusqu’à présent, n’a produit 

des données faisant la synthèse de tous ces résultats. L’étude cinétique de la 

phosphorylation par la kinase n’est pas documentée. Le site consensuel reconnu 

préférentiellement par kinase CK2 est la séquence SxxE (205, 206). 
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Figure 53 : Phosphorylations de PTEN-Cter et ses conséquences. Les sites phosphorylés par 
CK2 sont en bleu, ceux par GSK3-b sont en rouge. Le site consensus minimal reconnu par CK2 est 
SXXE/ résidu anionique. Le site consensus minimal reconnu par GSK3-b est SXXXE/résidu 
anionique et TPXXE/résidu anionique. 
 

Cependant un environnement chargé négativement en aval du substrat de 

CK2 peut être suffisant pour induire la phosphorylation (206). Il est intéressant de 

noter que la phosphorylation de S362 et T366 par GSK3-β n’est possible qu’après 

phosphorylation de S370 par CK2 (174). Les deux autres kinases MAST2 et LKB1 

phosphorylent PTEN-Cter in vitro mais le/les site(s) de phosphorylation n’ont pas été 

identifiés (52, 175). Les multiples combinaisons de phosphorylation couplées aux 

nombreuses conséquences sur les propriétés de PTEN rendent l’interprétation des 

expériences particulièrement difficile. Il est en effet très délicat de corréler un 

phénotype cellulaire avec la phosphorylation d’un unique site. Des paramètres 

supplémentaires sont évidemment à prendre en compte mais la synthèse de tous 

ces résultats est rendue difficile tant les variables sont nombreuses et difficilement 
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corrélables. À cela viennent s’ajouter, les kinases qui ciblent un même résidu. Il est 

probable que MAST2 et LKB1 ciblent un résidu phosphorylé par CK2. De plus, 

PICT-1, qui a été identifié comme un gène suppresseur de tumeur, favorise la 

phosphorylation de S380 par l’intermédiaire d’une kinase ou phosphatase non 

identifiée (207). La complémentarité de différentes approches (biophysique, biologie 

moléculaire, biologie cellulaire…) est indispensable pour aborder ce mécanisme de 

régulation de PTEN. 

Les phosphorylations de S229, T232, T319 et T321, présentes sur la face 

opposée du site de fixation des POPS du domaine C2, semble jouer aussi un rôle 

essentiel pour la fonction de PTEN. La substitution de ces 4 résidus en alanine 

supprime complètement la fonction de PTEN17 (208). La kinase identifiée est la 

kinase Rock. 

 La phosphorylation de Y240 et Y315 dans le domaine C2, joue un rôle 

important sur la fonction de PTEN (209). En effet, la mutation de ces deux résidus 

conduit à une diminution drastique de l’activité catalytique lipidique de PTEN. 

Aucune tyrosine kinase n’a été identifiée responsable de ces phosphorylations.  

 

 

Phosphorylation de PTEN et localisation sub-membranaire 
Le transport de PTEN à la membrane est un mécanisme actif. En effet, PTEN 

est amenée à la membrane par la myosinVa (194). Ce moteur moléculaire 

transporte des molécules ou organelles par l’intermédiaire de l’actine. L’interaction 

de PTEN avec la myosinVa dépend de PTEN-Cter et de ses sérines et thréonines 

qui doivent être phosphorylées. Le ou les phosphorylations nécessaires au transport 

de PTEN n’ont pas été clairement déterminées. Paradoxalement, PTEN doit être 

sous sa forme active (non phosphorylée) pour déphosphoryler PIP3 à la membrane. 

En effet la déphosphorylation de PTEN-Cter induit la fixation du domaine C2 qui 

permet d’orienter le domaine PTP qui peut exercer son activité catalytique en 

déphosphorylant les PIP3 en PIP2. Ainsi, l’activité catalytique de PTEN est contrôlée 

indirectement par la phosphorylation de PTEN-Cter qui module la fixation du 

                                                
17 Les auteurs ont suivi deux voies de régulation dont PTEN joue le rôle d’intermédiaire : la voie de 
phosphorylation de la kinase AKT et le chimiotactisme dans des cellules embryonnaires de foies 
humains. 
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domaine C2 à la membrane. Cela suggère qu’une phosphatase membranaire, 

potentiellement PTEN elle-même, permettrait de l’activer.  

 
Ubiquitination  

L’ubiquitine ligase NEDD4-1 interagit avec PTEN in vivo. La polyubiquitination 

de PTEN par NEDD4-1 in vivo module la fonction inhibitrice de survie de PTEN 

(210). En effet, la surexpression de NEDD4-1 dans des cellules HeLa provoque une 

augmentation de la prolifération cellulaire et l’extinction de son gène provoque une 

régression tumorale dans des xénogreffes chez des souris. La polyubiquitination des 

protéines dans la cellule est suivie de la dégradation de la protéine par le 

protéasome (211). L’inhibition du protéasome conduit aux mêmes observations, 

suggérant ainsi le rôle oncogène de NEDD4-1, responsable de la dégradation de 

PTEN par le protéasome via la polyubiquitination. On note que les domaines PEST 

et de la phosphorylation de PTEN-Cter régulent également la dégradation de PTEN 

par le protéasome. La phosphorylation de PTEN-Cter inhibe indirectement la 

polyubiquitination de PTEN (212). Cependant il n’existe pas de démonstration qui 

indique que l’interaction de NEDD4-1 ou d’autres ubiquitines ligases avec PTEN est 

modulée par la phosphorylation de son domaine C-terminal. 
NEDD4-1 peut aussi jouer un rôle de modulateur de la localisation cellulaire. 

Alors que la polyubiquitination de PTEN séquestre la protéine dans le cytoplasme 

pour une dégradation par le protéasome, la monoubiquitination de Lys13 et Lys289 

favorise le transport de PTEN dans le noyau18. Lys13 se trouve dans la séquence N-

terminale non structurée qui contient un signal de localisation dans le noyau (NLS). 

L’ubiquitination de Lys13 contribue à la localisation nucléaire de PTEN. Lys289 est 

située sur la large boucle non-structurée du domaine C2 (Fig.54). Le maintien de 

PTEN dans le noyau est aussi contrôlé, en partie, par la protéine HAUSP qui 

hydrolyse les sites monoubiquitinilés de PTEN (Lys13 et Lys289) dans le noyau 

(213).  

                                                
18 Le mécanisme de transport de PTEN à la membrane reste un sujet de débat. Un groupe a en effet 
mis en évidence que la localisation de PTEN pouvait être faite par diffusion passive tandis que 
d’autres groupes ont montré que la distribution nucléaire de PTEN dépend des NLS et NES putatifs, 
notamment par l’intermédiaire de la protéine MVP ou du mécanisme dépendant de Ran. L’analyse du 
transport nucléaire est complexe en raison notamment des nombreuses modifications post-
traductionnelles qui participent à la distribution cellulaire de PTEN.  
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Figure 54 : Structure de PTEN et localisation cellulaire (A) Structure cristallographique de PTEN 
(1DR5). Le domaine phosphatase est en vert. Le domaine C2 est en rouge. Les séquences en aa des 
parties sans structures secondaires intrinsèques et absentes du cristal (PTEN-Cter, PTEN-Nter et la 
boucle C2) sont indiquées. K13 et K289 sont en caractère rouge. Les sérines et thréonines de PTEN-
Cter phosphorylés sont représentées en bleu. (B) Mécanisme de régulation de la localisation de 
PTEN selon les modifications post-traductionnelles de la phosphatase (ubiquininylations et 
phosphorylations). D’après Trotman et al (2007) (214), Wang et al (2007) (210), Song et al (2008) 
(213) et Maccario et al (2010) (212). 
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3.3. Fonctions cellulaires de PTEN 
PTEN est une protéine multifonctionnelle : elle exerce ses fonctions qui sont 

dépendantes ou non de son activité catalytique et plus particulièrement de son 

activité catalytique lipidique dans différents compartiments cellulaires. 

 

3.3.1. Fonctions cellulaires « catalytique-dépendantes » 
La localisation de PTEN à la membrane plasmique induit la déphosphorylation 

des molécules de PIP3 en PIP2. Les molécules de PIP3 sont des précurseurs 

cellulaires qui sont reconnues et qui interagissent avec les domaines « Pleckstrin 

homology » (PH) (215). Ces domaines, d’une centaine d’acides aminés, peuvent 

être considérés comme des modules, associés généralement à d’autres domaines, 

qui participent, entre autre, à la régulation des voies de signalisation intracellulaire 

telle que la voie de phosphorylation d’AKT (216).  

  

Contrôle de la voie de phosphorylation de AKT 

La protéine kinase AKT contrôle, via son domaine catalytique, plusieurs voies 

de régulation cellulaire pro-survie (Fig.55). Le domaine catalytique d’AKT est activé 

par la kinase PDK1 qui phosphoryle un résidu de la boucle d’activation du site 

catalytique d’AKT (33). L’activation de la kinase AKT est aussi dépendante de 

l’interaction des PIP3 avec le domaine PH (Pleckstrin Homology) que possède AKT 

et PDK1. Cette interaction permet ainsi d’enrichir localement AKT et PDK1 sous la 

membrane plasmique. PTEN joue le rôle de contre balancier en diminuant la 

quantité de PIP3 à la membrane et de ce fait diminue indirectement la quantité de 

molécules AKT active (33) (Fig.55).  
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Le maintien de l’équilibre des activités de PI3K et de PTEN permet ainsi de 

contrôler la phosphorylation de la position D-3 du PIP3 et ainsi de moduler les voies 

activées par AKT à savoir : la sénescence, la mort cellulaire, l’angiogenèse, le 

métabolisme et la survie. 

 
Contrôle du chimiotactisme 

 De nombreuses autres voies de signalisation, moins bien caractérisées que la 

voie AKT, sont dépendantes de la concentration de PIP3 à la membrane. Les 

protéines PHDA et Crac, qui possèdent un domaine PH, participent au 

chimiotactisme et la polarisation cellulaire (217, 218). 

 
3.3.2. Fonctions cellulaires « catalytique-indépendantes » 

Ces dernières années, plusieurs études ont mis évidence des fonctions de 

PTEN dans le noyau, indépendantes de son activité catalytique. Ainsi plusieurs 

Figure 55 : Voie d’activation de la 
protéine kinase AKT par 
l’intermédiaire des PIP3. PI3K 
phosphoryle la position D-3 du 
phosphoinositides (haut de figure) 
tandis que PTEN déphosphoryle 
cette même position. La 
phosphorylation de D-3 permet le 
recrutement et l’activation de la 
protéine AKT. D’après Sansal et al 
(2004) (1). Dans le bas de figure, 
l’activation d’AKT inhibe la mort 
cellulaire et la sénescence et active 
la survie, le métabolisme et 
l’angiogénèse de la cellule. D’après 
Los et al (2009) (4). 
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études ont mis en évidence que PTEN nucléaire participait au maintien de l’intégrité 

chromosomale et au contrôle de la prolifération cellulaire et à la sénescence 

(Fig.56).  

  

 
Figure 56 : Relocalisation de PTEN dans le noyau et régulation de plusieurs voies de 

signalisation via un mécanisme indépendant du domaine catalytique de la phosphatase. (1) 
Dans le noyau, PTEN s’associe à la protéine C du centromère (CENP-C) (219). La suppression de 
cette interaction conduit à une déstabilisation du centromère. (2) PTEN est associée in vivo au 
promoteur de la protéine RAD51 et participe positivement au contrôle de la transcription de RAD51 
qui est impliqué dans la réparation de l’ADN (219). (3) PTEN favorise la formation du complexe entre 
l’acétyltransférase p300 et le facteur de transcription p53. P53 est alors acétylé avec pour 
conséquence d’induire la tétramérisation et d’augmenter la stabilité du facteur de transcription (220). 
(4) La fixation de PTEN avec CDH1, augmente l’activité du complexe APC/CDH1. Ce complexe 
possède une activité suppresseur de tumeur en inhibant les voies de régulation contrôlant la 
sénescence et la prolifération cellulaire. Song et al démontrent le rôle anti-prolifératif de PTEN 
nucléaire qui ne dépend pas de l’activité catalytique de PTEN (195). D’après Salmena et al (2008) 
(187) et Song et al (2011) (195). 
 

   

3.4. Pathogénie neurologique associée à PTEN 
PTEN est une protéine ubiquitaire qui est localisée différemment selon le type 

cellulaire (221-225). Je me focaliserai sur les pathologies neurologiques liées à 

PTEN.  

Un dysfonctionnement de PTEN est très souvent associé au développement 

de tumeurs des cellules neuronales humaines (20-30%), parfois très agressives 

(226). Cependant, certaines mutations de PTEN conduisent à des troubles 

neurologiques parmi lesquels nous pouvons citer : Alzheimer (227), la maladie de 

Cowden (228), certains signes autistiques (229), des retards mentaux, ou encore 
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des troubles psychiatriques (229). PTEN ne possède pas d’isoformes pour 

compenser une éventuelle perte de fonction.  

Cependant, comme nous l’avons décrit précédemment, le niveau de 

régulation de PTEN est tel qu’il est très difficile de proposer un mécanisme 

moléculaire expliquant, sans ambiguïté, le phénotype cellulaire associé. Les réseaux 

d’interactions sont si inter-connectés les uns aux autres, qu’il est particulièrement 

délicat de décorréler les effets indirects des conséquences directes d’une perte de 

fonctionnalité de PTEN. De plus, les phénotypes analysés in cellulo sont 

particulièrement liés à l’environnement cellulaire, aux tissus ou aux types cellulaires. 

Les conclusions d’une observation in cellulo font parfois l’objet de vives critiques, au 

minimum d’une certaine vigilance quant à leur généralisation in vivo. 

Dans ce paragraphe, nous tâcherons donc de traiter ces observations 

phénotypiques en ayant conscience de la limite de chacune des approches utilisées, 

d’où la nécessité d’utiliser une approche pluridisciplinaire pour assoir la pertinence 

d’un phénotype lié à la fonction de PTEN.  

 

3.4.1. Aspects cliniques 
PTEN régule de nombreux processus cellulaires essentiels pour le 

développement et l’homéostasie de la cellule. Il n’est donc pas étonnant d’observer 

des pathologies diversifiées liées aux disfonctionnements de la régulation de PTEN. 

Une mutation peut en effet, altérer directement l’activité catalytique (« hot spot ») ou 

perturber le réseau d’interaction, les modifications post-traductionnelles ou encore la 

localisation cellulaire de PTEN. La figure ci-dessous illustre la fréquence d’apparition 

des mutations du gène PTEN pour des patients ayant développé une tumeur 

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic). Plus de la moitié de ces mutations 

affecte le domaine catalytique. Seulement 2% des mutations apparaissent sur la 

partie C-terminale (Fig.57). 
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Figure	
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  D’après	
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et	
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  (2009)	
  (226).	
  

 

Nous verrons aussi que la concentration intracellulaire de PTEN actif est un 

élément important pour la régulation de la cellule. 

Ces conséquences sont parfois malheureuses pour l’Homme en entraînant 

une mort prématurée ou un retard mental. 

  

Mutations Germinales  

Les mutations germinales de PTEN sont souvent associées à une 

prédisposition aux développements de tumeurs et à l’apparition certaines 

pathologies qui affectent le développement de certaines régions du cerveau humain 

telles que les syndromes de Lhermitte-Duclos (SLD) et de Bannayan-Riley-

Ruvalcaba (SBBR) (60% des cas dépistés présentent des mutations germinales). Le 

SLD est souvent associé à un développement anormal et un élargissement du 

cervelet avec un risque de développer un cancer. Le SBBR s’accompagne entre 

autre d’une macrocéphalie et d’un retard mental dans 50% des cas mais 

contrairement au SLD, il ne présente a priori pas de susceptibilité de développer une 

tumeur.  

 La macroencéphalie d’individus qui présentent des signes autistiques ou un 

retard mental est liée à des mutations de résidus conservés de PTEN (229, 230). 

L’analyse de la séquence du gène PTEN de patients autistes indique que 17% 
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d’entre eux possèdent une mutation germinale. Cependant pour toutes ces études, 

aucune ne propose un mécanisme moléculaire qui soit lié à ces phénotypes.  

 Enfin, des études réalisées sur des cellules de cerveau de cadavres humains 

sains (a priori) ou de malades souffrant d’Alzheimer ont mis en évidence que la 

distribution de PTEN était significativement altérée avec une exclusion partielle du 

noyau (227, 231) et que la phosphorylation de S380 de PTEN-Cter était aussi 

significativement diminuée chez les personnes atteintes d’Alzheimer (232).  

 

Mutations Somatiques 

Au vu de l’extrême complexité de la régulation de PTEN dépendant de sa 

séquence, la probabilité qu’une mutation ponctuelle ait des conséquences 

pathologiques pour l’homme est importante. L’altération de l’activité de PTEN dans 

les astrocytes conduit à la formation de tumeurs primitives du cerveau, dites tardives 

(stade 4), parmi les plus agressives appelées glioblastomes multiformes (GBM) 

(233). L’incapacité de PTEN à réguler une ou plusieurs voies de régulations ne fait 

qu’aggraver le pouvoir tumorigène de la cellule neuronale.  

 
Haploinsuffisance  

Une diminution incontrôlée de la concentration intracellulaire de PTEN a un 

effet néfaste sur la régulation de la cellule et conduit systématiquement au 

développement de cellules tumorales. Dans des modèles de glioblastomes humains 

au stade précoce, la diminution de taux d’expression de PTEN accélère la formation 

de glioblastomes de stade tardif (3 et 4) (234). La prolifération cellulaire est 

inversement proportionnelle au pourcentage de PTEN actif dans la cellule jusqu’à un 

certain point. En effet, l’inhibition totale de synthèse de PTEN conduit à un 

mécanisme cellulaire de sénescence (3) (Fig.58). 
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3.4.2. Enjeux thérapeutiques liés à PTEN 
Parmi l’ensemble des études étiologiques qui ont été reliées à PTEN, très peu 

ont abordé la biochimie ou la biophysique de la phosphatase dans le but de corréler 

un disfonctionnement du mécanisme moléculaire de PTEN avec le développement 

d’une tumeur ou avec la présence de troubles neurologiques dont nous avons 

discuté précédemment. Bien souvent, un raccourci est très vite franchi entre 

l’observation de mutation du gène de PTEN et le phénotype cellulaire associé sans 

établir les conséquences de la mutation sur les propriétés de la phosphatase.  

La fonction de PTEN a très vite été reliée à la régulation négative de la voie 

de signalisation pro-survie de la kinase PI3K/AKT dès la découverte de la spécificité 

du substrat de son domaine catalytique. Pour rétablir un déséquilibre lié au 

dysfonctionnement de PTEN qui n’est alors plus capable de maintenir l’homéostasie 

cellulaire, plusieurs molécules ont été développées pour enrayer la production de 

PIP3 par la kinase PI3K ou pour diminuer l’activité catalytique d’AKT en inhibant son 

domaine kinase ou celui de PDK1, responsable de l’activation d’AKT (235). 

Figure 58 : Quasi-suffisance et 
haploinsuffisance “forcée”. La quasi-
suffisance correspond à l’altération de 
l’activité suppresseur de tumeur de 
PTEN après une faible inhibition de 
l’expression de PTEN. 
L’haploinsuffisance “forcée” signifie 
que la diminution de l’expression de 
PTEN est plus tumorigène que la perte 
totale d’expression. Cela s’explique par 
l’activation, dans la cellule, d’un 
mécanisme de sénescence qui peut 
être assimilé à un mécanisme de 
sécurité cellulaire lorsqu’il y a perte 
complète de l’expression de PTEN. 
Abréviation : PICS : « PTEN loss-
induced cellular senescence ». D’après 
Berger et al (2011) (3). 
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Cependant, l’activité de PTEN est particulièrement complexe et ne peut être 

réduite qu’à l’activité catalytique lipidique de PTEN19. Une mutation sur le gène de 

PTEN peut avoir un effet pleïtrope. Les mécanismes qui régulent la localisation 

subcellulaire, sa demi-vie, le contrôle de la synthèse des protéines, l’activité 

indépendante de l’activité catalytique de PTEN sont certainement à prendre avec 

autant de considération dans l’apparition des diverses pathologies. Cela exige donc 

une approche fondamentale sur plusieurs fronts pour aboutir à la conception de 

molécules efficaces.  

Le dérèglement de l’homéostasie cellulaire peut aussi être induit par l’infection 

d’un pathogène qui, à partir des protéines exogènes issues de son génome, court-

circuite les voies de signalisation pour en tirer un avantage pour sa dissémination 

dans l’organisme. Dans certains cas le pathogène provoque la mort de la cellule, 

dans d’autres cas, il induit la survie de la cellule comme le virus de la rage que nous 

avons décrit dans le chapitre 1. Ce virus neurotrope a en effet acquis la capacité 

d’induire la survie des neurones qu’il infecte. Nos récentes études ont mis en 

évidence un lien, que nous discuterons dans la partie résultats, entre la phosphatase 

PTEN et la survie du neurone induite par le virus de la rage. Nous pouvons alors 

tirer parti de ces connaissances pour identifier de nouvelles cibles telles que MAST2. 

  

                                                
19 Cet exemple permet d’illustrer mes propos sur l’intérêt d’une approche pluridisciplinaire. En effet, la 
mutation de K289 sur la large boucle du domaine C2 a été corrélée avec la maladie de Cowden et 
l’apparition de cancers (prostate et colon). Les études biochimiques in vitro et in cellulo ont pu mettre 
en évidence que K289 est monoubiquitinilé par une ubiquitine E3 ligase in vitro et in cellulo (80, 83). 
Cette ubiquitination est nécessaire pour le contrôle de trafic subcellulaire cytoplasmique et nucléaire 
de PTEN. Les auteurs montrent que la mutation inhibe l’importation de PTEN dans le noyau. 
Rétrospectivement, nous voyons que de certaines tumeurs sont liées à une localisation subcellulaire 
anormale de PTEN. Cette avancée nous permet d’envisager de nouvelles pistes pour contrôler le 
trafic cellulaire de PTEN à partir des données biochimiques. Ces recherches ont permis aussi 
d’identifier de nouvelles cibles potentielles. Ce cercle vertueux (génétique -> biochimie -> biologie 
moléculaire et cellulaire ->…) est à mon sens un très bon exemple pour le développement d’un sujet 
de recherche. 
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Problématiques 
 

L’objectif de ma thèse « Implication de la kinase MAST2 et de la phosphatase 

PTEN dans la survie neuronale induite par la glycoprotéine du virus de la rage » est 

d’élucider les mécanismes moléculaires à l’origine de la survie neuronale induite par 

le virus de la rage. Ce virus neurotrope induit une encéphalomyélite d’issue toujours 

fatale. Sa virulence est fondée sur sa capacité à induire la survie du neurone qu’il 

infecte. L’Unité de Neuroimmunologie Virale dirigée par M. Lafon, avec qui nous 

collaborons, a montré que la glycoprotéine G virale est responsable du phénotype 

de survie de la cellule infectée. Plus précisément, les quatre acides aminés C-

terminaux de la glycoprotéine G (-QTRLCOOH) sont essentiels : ils codent pour un 

motif de reconnaissance de domaine PDZ (PDZ-BS). Les domaines PDZ sont 

composés d’environ 100 acides aminés impliqués dans la régulation de nombreuses 

voies de signalisation via des interactions protéine-protéine. Les partenaires 

neuronaux de la glycoprotéine virale ont été identifiés par double-hybride : la 

glycoprotéine de survie reconnaît uniquement deux isoformes de la famille des 

microtubule associated serine threonine kinase (MAST1 et MAST2) (Préhaud et al, 

2010, Annexe 2). La kinase MAST2 possède une fonction inhibitrice de survie en 

régulant négativement l’élongation des neurites et en induisant leur rétraction. 

MAST2 interagit avec le PDZ-BS de PTEN, qui comme MAST2, inhibe la survie 

neuronale. 

L’infection virale, comme l’extinction des gènes PTEN ou MAST2, déclenche 

la survie du neurone infecté. Nous avons proposé l’hypothèse, avec nos 

collaborateurs, que la glycoprotéine virale serait capable d’inhiber le complexe 

PTEN/MAST2 en entrant en compétition avec PTEN pour sa liaison au domaine 

PDZ. Mon projet de thèse a consisté à tester cette hypothèse, aussi bien au niveau 

structural in vitro que biologique in cellulo. Pour cela, j’ai résolu les structures par 

RMN des deux complexes formés par MAST2-PDZ avec les domaines C-terminaux 

de liaison de PTEN et de la glycoprotéine G et j’ai étudié les propriétés biophysiques 

de ces interactions. J’ai par ailleurs suivi le devenir de PTEN au cours de l’infection 

virale, en faisant l’hypothèse que l’inhibition de la formation du complexe 

MAST2/PTEN se traduit, lors de l’infection, soit par sa dégradation, soit par sa 

relocalisation subcellulaire. 



 110 

Mon projet de thèse consiste donc en une étude structure-fonction du 

domaine PDZ de MAST2 (MAST2-PDZ) en interaction avec ses ligands viraux 

(Cyto13-G) et endogènes (PTEN-Cter) afin de proposer un mécanisme moléculaire 

à l’origine de la survie du neurone infecté (Résultats 1). Dès le début du projet, nous 

avons constaté que MAST2-PDZ a la propriété de s’autoassocier in vitro, régulée 

par la fixation du ligand. Nous avons étudié dans le détail ce mécanisme par 

diverses approches biophysiques.  

Nous avons proposé que l’interaction MAST2-PDZ/PTEN-Cter module la 

phosphorylation du domaine C-terminal de PTEN par MAST2. PTEN est 

phosphorylée en plusieurs sites par différentes kinases exprimées dans les cellules 

neuronales. Dans un premier temps, nous avons étudié finement la phosphorylation 

de PTEN-Cter in vitro par des kinases purifiées en associant RMN et spectrométrie 

de masse. Nous avons comparé le profil de phosphorylation in vitro avec celui 

obtenu dans des extraits de neuroblastomes humains. Nous avons dans un 

deuxième temps entrepris la production du domaine kinase MAST2 par différentes 

approches (Résultats 2).  

 Enfin, nous avons montré que des peptides ciblant MAST2-PDZ ont la 

capacité de déclencher par eux-mêmes la survie de cellules dans lesquelles ils ont 

pénétré. Nous avons alors utilisé les structures de MAST2-PDZ en complexe afin 

d’optimiser des séquences peptidiques capables de restaurer la survie de neurones 

en souffrance en postulant que les molécules les plus affines pour MAST2 sont 

potentiellement les plus efficaces pour induire la survie neuronale (Résultats 3).   
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Résultats 1 
 

 

« L’interaction de MAST2 avec la glycoprotéine G déclenche la 

survie de neuroblastomes infectés par le virus de la rage et 

s’accompagne d’une relocalisation cellulaire de PTEN. » 

 
 
Résumé 

PTEN et MAST2 sont deux protéines inhibitrices de la survie neuronale qui 

dans la cellule forment un complexe protéique grâce à l’association du domaine PDZ 

de MAST2 avec la séquence C-terminale de PTEN porteuse d’un site de liaison aux 

domaines PDZ (PDZ-BS). Dans une cellule neuronale infectée par le virus de la rage 

(RAVB), le PDZ-BS porté par le C-terminal du domaine cytoplasmique de la 

glycoprotéine virale (Cyto-G) se lie également au MAST2-PDZ. L’infection virale 

comme l’extinction des gènes PTEN ou MAST2 déclenchent la survie du neurone 

infecté, suggérant que la glycoprotéine virale est capable d’inhiber le complexe 

PTEN/MAST2 en entrant en compétition avec la phosphatase pour le site de liaison 

au PDZ. Afin de proposer les bases moléculaires d’une telle compétition, les 

structures par RMN des complexes formés par MAST2-PDZ et les séquences C-

terminales de PTEN et de Cyto-G ont été résolues. Nous avons constaté que ces 

deux complexes PDZ/ligands possèdent une même surface étendue et originale 

d’interaction et que les peptides viraux et endogènes possèdent des propriétés 

communes de liaison que nous avons étudiées en détail. De plus, nous avons mis 

en évidence que la glycoprotéine G virale favorise l’exclusion nucléaire de PTEN 

dans des cellules de neuroblastomes infectés. Cette relocalisation est dépendante 

du PDZ-BS de la glycoprotéine G. Notre étude montre que la localisation cellulaire 

de PTEN est perturbée par l’inhibition du complexe MAST2/PTEN via le PDZ-BS de 

la glycoprotéine G et ouvre des perspectives sur le mécanisme de régulation de 

PTEN lié à la survie neuronale. 
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Abstract 223 words 

Two inhibitors of neuronal survival, the PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted 

on chromosome 10) and MAST2 (microtubule-associated Ser/Thr kinase 2) proteins, interact 

together via the PDZ domain of MAST2 (MAST2-PDZ) and the C terminal sequence of 

PTEN (PDZ-BS). When human neuroblastoma cells are infected by rabies virus (RABV), 

MAST2-PDZ is also targeted by the C-terminal PDZ-BS of the viral G protein. RABV 

infection triggers survival in a PDZ-BS−dependent fashion, as does the silencing of PTEN or 

MAST2. The viral G protein and PTEN may then compete to bind the MAST2-PDZ. The C-

terminal sequences of PTEN and of RABV G protein interact strongly and similarly with 

MAST2-PDZ. The NMR structures of these complexes exhibit the same unexpected large 

surface of interaction, a structural basis for the specificity of these recognitions. Additionally, 

expression of the viral G protein in infected neuroblastoma cells promotes the nuclear 

exclusion of PTEN in a PDZ-BS−dependent manner without alteration of the total cellular 

pool of PTEN. These findings suggest that the formation of a complex between MAST2 and 

PTEN is specifically affected by the viral G protein, and emphasize how the disruption of a 

critical protein-protein interaction regulates intracellular PTEN trafficking. In turn, the data 

show how the viral protein might be used to decipher the underlying molecular mechanisms, 

and to clarify how PTEN subcellular localization regulates neuronal survival. 
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Introduction 

 The phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 protein (PTEN) is 

widely expressed in brain, preferentially in neurons and at the synapse (1), where it affects 

neuronal survival (neurite outgrowth and axonal regeneration). Through its ability to 

dephosphorylate the 3’ position of phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate, PTEN inhibits the 

survival/proliferative signaling pathway initiated by phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) and 

relayed by the downstream AKT serine threonine kinases (2-4). Inactivation of PTEN exerts 

a neuroprotective effect on neuronal precursors (5), enhances self-renewal or proliferation of 

neural progenitors (6), promotes dendritic and axonal growth, and modulates axon branching 

(7-11). 

PTEN, originally described as a protein localized in the cytoplasm, can also be found 

at the plasma membrane (12), in micro-domains (13), and in the nucleus, where it exerts 

additional functions likely independently of its phosphatase activity (14). Cellular 

compartmentalization is critical for the regulation of PTEN functions (15). In particular, 

PTEN must be brought to the plasma membrane to antagonize PI3K activity. The balance 

between nuclear and cytoplasmic localization of PTEN is crucially affected during 

tumorigenesis, apoptotic processes and neurosurvival after ischemia (16,17). Localization 

and posttranslational modifications are not independent events; the nuclear import of PTEN 

requires mono-ubiquination at specific lysine residues (18) and the interaction with the 

Nedd4 family-interacting protein 1 (Ndfip1), a protein regulating PTEN ubiquitination (17). 

In addition, maintenance and entry of PTEN in nucleus is clearly affected by phosphorylation 

of its unstructured C-terminal domain (PTEN-Cter), itself related to the ubiquitinated status 

of PTEN (15, 17, 19). Nevertheless, a detailed mechanism of action encompassing all these 

observations is still lacking (20, 21).  

For PTEN to be fully active at the membrane, a stretch of several Ser/Thr residues 

present in PTEN-Cter must be dephosphorylated (22). PTEN function is also modulated by 

its insertion in numerous multi-protein complexes. PTEN-Cter interacts with scaffold 

proteins such as membrane-associated guanylate inverted kinase 2 (MAGI2) (23), Na+/H+ 

exchanger regulatory factor (NHERF) (24), prostate apoptosis response 3 (Par-3) (25) or the 

microtubule-associated Ser/Thr kinases 1, 2, and 3 (MAST1, 2, and 3). The sequestration of 

only a small fraction of PTEN by NHERF at the plasma membrane is sufficient to attenuate 

AKT survival signaling in cells treated with platelet-derived growth factor (24). The binding 

of MAST2 to PTEN has also been demonstrated to increase the efficiency of PTEN 

phosphorylation (26). The interaction between these two proteins involves a PDZ domain 
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(MAST2-PDZ) located in the central part of MAST2 (27, 28) and a PDZ binding site (PDZ-

BS) formed by the final three amino acids (aa) (-TKVCOOH) of PTEN. PDZ domains are 

modular structures, 80 to 100 aa long, and are well known to mediate transient protein-

protein interactions (29) that are centrally involved in organizing signal transduction 

pathways. MAST2 is a submembrane protein localized at the postsynaptic region of the 

neuromuscular junction and central synapses in several parts of the brain (30, 31). It belongs 

to the family of AGC kinases. MAST2 was identified as an antagonist of neuronal survival 

via its ability to inhibit neurites outgrowth and to stimulate neurites retraction (32), and 

MAST2 inactivation in human neuroblastoma cells triggers survival as PTEN silencing does 

in rat dorsal root ganglion neurons (33). 

Assessing the role of the PDZ-BS of PTEN may be one way to advance the 

understanding of PTEN function in neuronal survival. Indeed, the interaction established by 

the PTEN PDZ-BS with the MAST2-PDZ can be specifically challenged in living cells 

because it has been previously shown that MAST2-PDZ is also targeted by the C-terminus (-

TRLCOOH) of the envelope G protein of the rabies virus (RABV) (34, 35). RABV is a strictly 

neurotropic virus that has acquired the selective advantage to promote the survival of the 

neurons that it infects (36). The interaction between MAST2-PDZ and the PDZ-BS of the 

RABV G protein results in the selective recruitment of MAST2 at the membrane of RABV-

infected cells. Provided that the RABV strain is a virulent one, this recruitment deeply 

influences the fate of the infected neuronal cells by activating the cellular P-Akt pathway and 

promoting neurites outgrowth (35). Neurons are then affected in a manner qualitatively 

similar to the attenuation of endogenous PTEN. On this basis, we surmised that, if the 

competition between PTEN and the G protein towards the PDZ domain of MAST2 was 

specific enough, infection by a virulent RABV strain would target and abolish this sole 

interaction of PTEN in cells. This would likely result in a discrete perturbation of a functional 

feature of endogenous PTEN. 

To understand the respective binding specificities of PTEN and RABV G protein with 

MAST2-PDZ, we solved the structures of the MAST2-PDZ domain in complex with the 13 

aa C-terminal sequences of PTEN (MAST2-PDZ/PTEN13-Cter) and of RABV G protein 

(MAST2-PDZ/Cyto13-att). Astonishingly, the C-terminal domains of PTEN and RABV G 

protein each possess the same unexpected network of connectivity, defining a common and 

original surface of interaction with the MAST2-PDZ domain. Next, we analyzed the fate of 

PTEN localization in infected neuronal cells when the formation of the complex between 

MAST2-PDZ and PTEN is likely prevented by the viral G protein. Our results strongly 



 119 

support the possibility that RABV Cyto-G may compete efficiently with PTEN to bind the 

MAST2-PDZ, resulting in a drastic alteration of sub-cellular PTEN localization. 

 

Results 

PTEN13-Cter binds to MAST2-PDZ via both canonical and distal interactions. The 

interaction between MAST2-PDZ and PTEN13-Cter was quantified in vitro by means of 

isothermal titration microcalorimetry experiments. The apparent dissociation constant 

KD(app) was 2 µM at a concentration of 1.8 µM monomer units. Binding was mainly driven 

by an overall enthalpy contribution (ΔHapp ≈ −6 kCal/mol). Then, the complex was analyzed 

at the atomic level by means of NMR experiments. 

The structure of the MAST2-PDZ/PTEN13-Cter complex was solved by NMR (Fig. 

1A). NOE assignment and structure calculation of the MAST2-PDZ/PTEN13-Cter complex 

were performed using ARIA2.2 and HADDOCK software programs. Sixty-seven 

intermolecular distances between MAST2-PDZ and PTEN13-Cter were estimated from 

filtered NOE NMR experiments. The final ensemble of ten structures of lowest energies has 

an average pair-wise root mean square deviation (RMSD) of 0.9 ± 0.2Å for backbone atoms 

(Table S1). 

MAST2-PDZ adopts the topology of the PDZ domain, with five β-strands and two α-

helices. As expected, the extreme C-terminus of the PTEN13-Cter interacts tightly with the 

PDZ binding groove composed of α2-helix and β2-strand. It forms an antiparallel β-strand 

via a complete set of canonical intermolecular backbone hydrogen bonds. Eighty-six percent 

of intermolecular NOEs involve the final three C-terminal amino acids of PTEN13-Cter (-

TKVCOOH). MAST2-PDZ possesses the class I domain-specific interaction network, which 

allows recognition of the consensus sequence Ser/Thr-X-ΦCOOH where X is any residue and 

Φ is a hydrophobic residue. The backbone amides of Tyr17, Gly18, and Phe19 of the 

carboxylate-binding loop are hydrogen-bonded to the C-terminus of PTEN13-Cter, while the 

side chain of Val(0) enters the deep hydrophobic cavity formed by Tyr17, Phe19, Val77, Ile80, 

and Leu81. The cationic side chain of Lys(-1) interacts with the methyl side chain of Thr20 of 

the MAST2-PDZ through hydrophobic contacts, and is linked to Glu43 through an ionic bond 

downstream of the β3 strand. The methyl side chain of Thr(-2) establishes a hydrophobic 

interaction with the side chain of Val77 from the α2 helix, and its hydroxyl group is 

hydrogen-bonded to the Nε2 of His73. Ile(-3) is stabilized by hydrophobic contacts involving 

the aliphatic side-chain of Arg22. 
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Additionally, we identified that the N-terminal sequence of PTEN13-Cter also 

interacts with MAST2-PDZ. The originality of this binding mode arises from the interactions 

occurring between the N-terminal aromatic residue of PTEN13-Cter Phe(-11) and the β2, β3, 

and β5 strands of the MAST2-PDZ. Phe(-11) interacts with exposed hydrophobic residues of 

β2 and β3 strands (Fig. 1B). Intermolecular NOEs were observed between the benzyl side 

chain of Phe(-11) and the Ile24, Met39, Val26, and Leu94 side chains of MAST2-PDZ β2, β3, and 

β5 strands (fig. S1). This hydrophobic cluster is conserved in the MAST family (MAST1, 2, 

3, and 4) (Fig. 1C). The Trp41 indole group of the MAST2-PDZ is at 4-5 Å from the Phe(-11) 

benzyl side chain in an edge-to-face conformation. Notably, we did not observe any contacts 

between the central 6-aa linker separating the two anchor points and the PDZ domain. 

Thus, the complex formed by the PTEN13-Cter and the MAST2-PDZ involves both 

the final four aa at the C-terminus of the peptide and a second anchorage site composed of the 

N-terminal Phe residue interacting with exposed residues of the MAST2-PDZ β-sheet. 

 

The RABV Cyto13att mimics the binding mode of PTEN13-Cter with MAST2-

PDZ. Analysis of the binding mode of MAST2-PDZ with the 13-aa C-terminal domains of 

four different RABV G peptides (Cyto13-vir, Cyto13-att, Cyto13-IRL, and Cyto13-ARL) 

(Table1) revealed a KD(app) ranging from 0.57 to 14 µM; Cyto13-att had the greatest affinity 

(0.57 µM). We solved the NMR structure of the MAST2-PDZ/Cyto13-att complex (Fig. 1D). 

The RMSD of the 10 lowest-energy structures was 0.89 ± 0.2 Å for backbone atoms. The C-

terminal anchor, which encodes a class I PDZ-BS, is constituted by the final three C-terminal 

peptide residues (-TRLCOOH) inserted into the PDZ binding pocket in a conventional mode. 

This interaction network is similar to the one observed for PTEN13-Cter (-TKVCOOH). 

Competition biding experiments, done by NMR, showed that PTEN13-Cter and Cyto13-att 

peptides compete at the same site for the binding to MAST2-PDZ (fig. S2). As previously 

described (27), the substitution (Gln to Glu) at position -3 of Cyto13-vir and Cyto13-att, 

respectively, leads to a contrasted phenotype due to a relaxation of specificity; however, as 

observed by NMR, the mutation leads to only minor conformational fluctuations of the 

MAST2-PDZ (fig. S3). The binding of RABV G peptides to the MAST2-PDZ is mainly 

driven by a large enthalpy contribution (ΔH(app)≈ −10 kcal/mol). In addition, we demonstrated 

that MAST2-PDZ can also bind class II PDZ-BS (-ARLCOOH and -IRLCOOH) and various 

residues in position -3 (Asp, Gln, and Glu), expressed by different RABV strains, without a 

drastic decrease of affinity (Table 1). The Oε2 atom of Glu(-3) accepts hydrogen bonds from 
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the guanidino group of Arg22 from the β2 strand. The variety of residues at positions -2 and -

3 of the four tested viral sequences highlights the robustness of MAST2-PDZ to accept a 

variety of aa. 

As observed for Phe(-11) of PTEN13-Cter, a second distal anchor point involving Trp(-

11) binds the hydrophobic cluster of β2-β3 strands (a cluster strictly aligned with the cluster 

observed for PTEN13-Cter). The MAST2-PDZ residues in contact are Ile24 and Val26 of the 

β2 strand and Trp41 of the β3 strand (Fig. 1E). Intermolecular NOEs indicate that the indole 

group of MAST2-PDZ Trp41 in the β3-strand interacts with the indole group of the Trp(-11) of 

Cyto13-att at 2-3 Å (fig. S4). The side chains of Trp41 and Trp(-11) adopt an edge-to-face 

conformation. As observed for the MAST2-PDZ/PTEN13-Cter complex, no contact was 

detected between the 6-aa linker separating the two anchor points and the PDZ domain. The 

flexibility of the conserved Gly pair likely favors the distortion required to insure a 

concomitant contact at the two anchors. Notably, Trp(-11) and at least one of the two Gly 

residues are conserved in the majority of RABV G proteins. 

To assess the respective energetic contributions of the anchor points, bindings were 

measured (Table 1) with a tetrapeptide (Cyto4-att) encompassing the four C-terminal 

residues, and a peptide that contains a Trp to Ala substitution at position -11 (Cyto13-att-W(-

11)A). Suppression of the 9 aa upstream of Cyto13-att decreased the KD(app) of Cyto4-att by 

11-fold (6.37 µM), while the W(-11)A substitution decreased the KD(app) of Cyto13-att-W(-

11)A by 3-fold (1.64 µM). The loss of the N-terminal anchor is energetically equivalent to 

the loss of the crucial interaction occurring at position -2 monitored with the -ARLCOOH and -

IRLCOOH PDZ-BS, which indicates that although the C-terminal anchor is the major 

contributor to the overall binding enthalpy, the N-terminal anchor also plays a critical role in 

the optimal and specific interaction with the MAST2-PDZ. 

Altogether, these results indicate that PTEN and RABV G have striking similarities in 

their mode of binding to the MAST2-PDZ. The interaction of PTEN and viral peptides with 

the MAST2-PDZ involves both canonical PDZ-BS/PDZ interaction and distal binding that 

includes the contribution of a second anchor to the extended β2/β3 strands of the PDZ 

domain. 

 

Both PTEN13-Cter and Cyto13-att favor full dissociation of dimeric MAST2-PDZ. At 

high concentrations and in the absence of peptide, multimeric forms of MAST2-PDZ coexist 

in solution. At concentrations below 100 µM, the monomeric and dimeric species strongly 
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predominate over the other multimeric forms, in agreement with our sedimentation 

experiments (Table 2). Sedimentation equilibrium experiments performed at various speeds 

(22,000, 26,000, 32,000, and 44,000 rpm) and at different concentrations (30, 45, 180, and 

722 µM) yielded an equilibrium dissociation constant of 29 µM compatible with the 

progressive shift in the emission fluorescence spectrum of the protein when the concentration 

of MAST2-PDZ is varied (fig. S5). 

 Upon addition of PTEN13-Cter, this multimer equilibrium is shifted fully towards the 

monomer species (Table 2). Such a shift was also observed when Cyto13-att was added to the 

solution, indicating that the two peptides have the same ability to favor the monomeric 

species of MAST2-PDZ. The multimer equilibrium is not affected by the addition of the 

truncated Cyto9-Δ4, indicating that the PDZ-BS is required for the dissociation of MAST2-

PDZ.  

Tightly associated dimers have been observed for the X-ray structures of the MAST1-

PDZ and MAST3-PDZ domains (Fig. 2A, left panels). These dimeric structures have been 

artificially stabilized via the cis addition of a PDZ-BS at the C-terminal end of the PDZ, each 

protomer binding the PDZ-BS of the other. The monomer-monomer interface involves the 

conserved hydrophobic clusters of β2/β3 strands from each MAST1 and MAST3 PDZ 

protomer. This hydrophobic cluster is also conserved in MAST2-PDZ and is involved in the 

binding of the N-terminal sequences of PTEN13-Cter and Cyto13-att (Fig. 2A middle and 

right panels, and Fig. 2B). Consequently, we propose that the N-terminal anchor of Cyto13-

att precludes the MAST2-PDZ self association by masking the hydrophobic clusters of the 

β2/β3 strands. 

To confirm that the dissociation of MAST2-PDZ dimers by the peptides follows a 

similar mechanism, we compared the fluorimetry titrations of MAST2-PDZ at 2 µM and 30 

µM by PTEN13-Cter and Cyto13-att. Based on the monomer/dimer equilibrium constant of 

29 µM, we calculated the percentages of monomer that are equal to 89% and 49% for 2 µM 

and 30 µM, respectively. Indeed, both peptides induce a fluorescence change of Trp41 in 

MAST2-PDZ. We established that the peptides quasi-exclusively bind to the MAST2-PDZ 

monomers. The KD(app) of the monomer-peptide complex, deduced from a simple site-to-site 

mechanism at 2 µM of MAST2-PDZ, approximates the true dissociation constant. As 

expected, at this MAST2-PDZ concentration, only very low peptide binding cooperativity is 

observed, and the KD(app) displayed in Table 1 are extremely close to the true KD. 
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The in vitro interaction of RABV Cyto13-att or PTEN13-Cter with MAST2-PDZ is 

therefore a synergistic mechanism involving the N- and C-terminal anchors that prevents the 

self-association of MAST2-PDZ. Again, regarding this property, RABV Cyto13-att and 

PTEN13-Cter display a striking similarity. 

 

The PDZ-BS of RABV G protein decreases the pool of nuclear PTEN in RABV-infected 

neuroblastoma cells. Having shown that the C-terminal sequences of PTEN and the RABV 

G protein have similar structural and biophysical properties, we next examined the possibility 

that the fate of PTEN was modified in infected neuronal cells through a competition between 

RABV G protein and PTEN. For this purpose, human-derived neuroblastoma SH-SY-5Y 

cells were non-infected (N.I) or fully infected for either 24 hours or 48 hours with 

recombinant RABV (rRABV) expressing either the full-length G protein (RABV-vir) or a 

PDZ-BS−deleted G protein (RABV-Δ4). PTEN and G protein amount were compared in the 

three conditions by Western blotting (Fig. 3A), and quantified by chemiluminescence 

analysis (Fig. 3B). G/PTEN ratio were calculated in tht infected cells. Results are shown for 

48 hours after rRABV infection. As shown in Fig. 3A, RABV infection slightly modifies the 

global concentration of PTEN whereas the concentration of the RABV G protein vastly 

overcomes that of PTEN in all cases (Fig. 3C). Thus, a complex occurring between MAST2-

PDZ and PTEN-Cter is likely abolished in the infected cells.  

To assay the impact of this putative disruption, we used confocal microscopy and 

compared the cellular distribution of PTEN in rRABV-infected and in N.I cells 48 hours 

post-infection. Cells were three colors-stained with a mouse monoclonal antibody raised 

against RABV G protein to detect infected cells (Fig. 4A), Hoechst staining to delineate the 

nucleus (Fig. 4, A to D), and a rabbit polyclonal PTEN-specific antibody (Fig. 4, C and D). In 

RABV-infected neuroblastoma cells (Fig. 4A), as already observed (27) the protein G is 

exclusively located in the cytoplasm with accumulation at the plasma membrane. In the 

absence of infection (Fig. 4D) PTEN is detected in both the cytoplasm and in the nucleus. In 

striking contrast to what happens in N.I cells, RABV infection triggers the exclusion of 

PTEN from the nucleus (Fig. 4C). This is marked, firstly, by the absence of correlation 

between the two fluorescent signals corresponding to PTEN and the nucleus respectively in 

RABV-vir−infected cells (Fig. 4, E and F) as compared to NI cells (Fig. 4, G and H) and, 

secondly, by the decrease of the ratio between nuclear and cytoplasmic PTEN after RABV-

vir infection (0.60) compared with NI (0.92) (Fig. 4I). The observation in RABV-Δ4 infected 



 124 

cells that this ratio (0.87) was similar from those of NI cells (0.92) indicates that RABV 

excludes PTEN from the nucleus in a PDZ-BS−dependent fashion (Fig. 4I).  

The same type of cells was infected with a lentivirus engineered to deliver the G 

protein of RABV-vir only. As shown in Fig. 5A, in a cell expressing the G protein (green), 

fluorescence intensity of PTEN in the nucleus is faint (nucleus remains blue in the merge 

image) suggesting nuclear exclusion of PTEN. In contrast, in the neighboring cell that does 

not express the G protein, PTEN still localizes in the nucleus (nucleus turns purple in the 

merge image). When cells were infected with a lentivirus engineered to deliver the G protein 

of RABV-vir lacking the PDZ-BS (RABV-vir delta) (Fig. 5B), nuclear exclusion was not 

observed any more. PTEN is therefore efficiently excluded from the nucleus by the sole 

expression of the G protein in a PDZ-BS dependent manner. 

As a control, we checked whether a pulse with a peptide encoding the PTEN13-Cter, 

where the PDZ-BS of PTEN is located, could lead to similar results, PTEN nuclear exclusion 

was again observed in this case but the dominant feature was that overall amount of PTEN in 

the peptide loaded cells was reduced (fig. S6): injection of a peptide corresponding to the C-

terminus of PTEN, and able to compete with endocellular PTEN at other PDZ domains has a 

drastic effect on the whole cellular content of PTEN and not only on its localization. For our 

purpose, the study of the role of nuclear PTEN in neuron homeostasis, the viral competitor 

appears to be a tool more finely tuned than a C-terminal PTEN peptide sequence. 

Altogether, our results strongly support the hypothesis that RABV G protein and 

PTEN compete in cells for the MAST2-PDZ. Our approach specifically targets this unique 

interaction and leads to more clear-cut results than a competition of PTEN by its C-terminal 

homolog. We conclude that the MAST2-PTEN interaction in cells has a drastic impact on the 

compartmentalization of PTEN in neuronal cells.  

 

Discussion 

Several viral proteins contain short, generally disordered signaling regions that are 

able to rewire and to deregulate cellular pathways (35, 37). Interference with cellular 

homeostasis has been specifically documented with respect to C-terminal regions of viral 

proteins able to target PDZ domains, particularly in the case of HPV, HTLV-1, influenza 

virus, or RABV, through the cytoplasmic tail of its G protein (35, 38). Using viral proteins as 

interfering tools to characterize the pathways that they perturb requires that upon infection, 

they act as competitors endowed with great specificity and sufficient affinity in a vital 
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cellular process. Here, we provide the first structural and biological evidence that this is 

indeed the case for the perturbation exerted by the RABV G protein on the interaction linking 

the PDZ domain of MAST2 with the PDZ-BS of one of its endogenous ligands, PTEN. 

We have analyzed the perturbation of host cellular processes that triggers survival of 

infected neuronal cells, a competition between the viral RABV G protein and PTEN for the 

PDZ domain of MAST2. Based on our NMR data, we have demonstrated that G protein and 

PTEN interact similarly with the PDZ target, in an original manner implying not only the 

final amino acids of canonical C-terminal regions, but also another anchoring region at the N-

terminus of the assayed peptides. This distal anchoring binds an exposed hydrophobic patch 

present in the extended β2/β3 strands of MAST2-PDZ, a region previously shown to be 

involved in the auto-association of the MAST1-PDZ and MAST3-PDZ from the highly 

conserved MAST kinase family. In agreement with these observations, we have demonstrated 

that both endogenous and viral ligand binding lead to the complete monomerization of 

MAST2-PDZ. 

We compared the affinity of the PDZ-MAST2/Cyto13-att association with a set of 

binary interactions quantified by fluorescence polarization and involving 217 peptides and 85 

mouse PDZ domains (39). Our complex belongs to the rare class displaying the highest (i.e., 

sub-micromolar) affinity, 4% of the total. We discuss below the contribution of the N-

terminal anchor to the complex’s affinity, its specificity, and possibly to the regulation of the 

binding process. As documented in several studies, the final four C-terminal amino acids are 

sufficient to mediate a substantial interaction with PDZ domains. Here, the terminal residues 

of the two types of sequences contribute mainly to the strength of binding with MAST2-PDZ. 

However, as shown by the W(-11)A substitution and the N-terminal deletion in the viral 

peptide, the N-terminal anchoring increases the peptide’s affinity for MAST2-PDZ. The 

presence of elongated β2 and β3 strands in the recipient domain of MAST2-PDZ is also 

shared by a few other PDZ domains, including PAR3-PDZ3 (2K20) and GRASP-PDZ 

(2PNT). Exhaustive studies on human PDZ domains and random peptides 10 amino acids 

long have shown that up to seven C-terminal residues of the ligand may be implicated in the 

interaction with PDZ domains (39, 40). Our results extend this range to 12 residues, and more 

importantly, they assess the reason for the extension of this network of interactions. The 

presence of an additional interaction implying a specific position of the peptide and an 

original feature of the PDZ domain clearly reinforces the specificity of an interaction in the 

C-terminal part of the sequences of both PTEN and G protein that otherwise appears to be 

relatively trivial. It was shown previously that the C-terminal sequence of the G protein of 
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virulent RABV has a single known cellular family of interactors upon infection: MAST2 and 

its isoform, MAST1 (35). This high specificity can now be explained by the structural 

particularities of the G protein’s interaction with MAST-PDZ. The key residues of ligands 

involved in this supplementary set of interactions at position -11 (Phe for PTEN and Trp for 

the G protein) are conserved. Furthermore, to exclude other spurious interactions, the residue 

at position -3 should be unable to contract interactions with other PDZ domains, a feature 

leading to recruitment of proteins controlling adverse pathways (41). In the case of PTEN, 

the aromatic residue present at -11 is also conserved and preserves the recognition of MAST-

PDZ. However PTEN must also recognize other motifs. Indeed, recognition of Par-3 also 

requires distal interactions, besides the very C-terminal sequence. These distal electrostatic 

contacts involve three acidic residues at positions -8, -9 and -10 of PTEN and, again, the 

extended β2/β3 strands of the Par-3 PDZ3 domain (42). This triplet of charges is absent at 

homologous positions of all presently known sequences of the G protein of different RABV 

isolates, suggesting that the virus, during adaptation to its hosts has increased its specificity 

towards a single PTEN interaction. 

The peptide induced breakdown of a PDZ-PDZ interface is another similarity, worthy 

of consideration. The N-terminal anchoring interferes via steric interactions with the 

formation of MAST2-PDZ homodimers involving the extended β2/β3 strands. The global 

structure of this hydrophobic auto-association region is similar to that observed in the 

MAST1-PDZ and MAST3-PDZ, as well as the structures of other PDZ domains, including 

GRASP-PDZ (2EGK) and NHERF4-PDZ3 (2V90). Notably, the frequency of PDZ-PDZ 

interactions in eukaryotic proteins has been recently documented (43). Dimerization occurs in 

vitro in 30% of the 157 PDZ domains tested. Although several types of heterologous 

complexes involving MAST2 and SAST124, an isoform of MAST1 (31, 44), have been 

documented, auto-association of MAST2 has not been yet studied in cells. Neutralization of 

the dimeric interface of its PDZ domain upon peptide acceptance may provide an interesting 

clue for MAST2 regulation that could follow one of the allosteric mechanisms postulated for 

PDZ conformational changes (45). 

Our work points out that the G protein appears to be a convenient tool to specifically 

disrupt the binary interaction between PTEN and MAST2 in cells. We have shown above 

how this competitor could be conveniently delivered via lentivirus vectors. We have 

documented a specific result emerging from this strategy, the partial exclusion of PTEN from 

the nucleus during infection by a virulent RABV strain. As MAST2 inactivation leads to a 
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phenotype similar to PTEN inactivation, we initially made the hypothesis that during RABV 

infection the total amount of PTEN would decrease, relieving a block against cellular 

proliferation; it turned out not to be so, the amount of PTEN in human neuroblastoma cells 

remaining roughly stable during infection. Rather, the viral G protein specifically alters the 

cellular localization of PTEN in neuroblastoma, decreasing the preferential localization of 

PTEN in the nucleus of NI cells. A lower concentration of nuclear PTEN in human 

neuroblastoma cells infected with a RABV strain triggering neurosurvival is consistent with 

the report of lower concentrations of nuclear PTEN observed in highly proliferating advanced 

tumors (46). The mechanisms by which the exit of PTEN from the nucleus controls survival 

and proliferation are currently unclear. This could be related to the tumor-suppressive 

function exerted by PTEN within the nucleus, recently documented by Song and coworkers 

and assign to its regulating role on the assembly and activity of APC-CDH1 (47).  

When human neuroblastoma cells were exposed to hypoxia, the stress stimulus did 

not affect the total cellular pool of PTEN, as in our case, and also resulted in nuclear PTEN 

entry(17). While in these two studies, the neuronal survival is obtained with nuclear PTEN 

trafficking, hypoxia and infection result in trafficking in opposite directions. After ischemia, 

neuronal survival was concomitant of PTEN migration into the nucleus, whereas, in RABV 

infection the triggering of neuronal survival was accompanied with PTEN migration outside 

the nucleus. These differences seem to depend upon the basal localization of PTEN before 

application of the stress. Under normal homeostasis, PTEN is localized in the nucleus and in 

the cytoplasm of human neuroblastoma cells, mouse primary motor neurons (E13) and mouse 

embryonic fibroblasts (MEFs) as well (17, 48, 49), whereas PTEN is found predominantly in 

the cytoplasm of cortical neurons (17). The amount and the localization of endogenous PTEN 

are therefore highly cell and context specific. It is worth noting that in contrast to human 

neuroblastoma, murine cortical neurons express low amount of MAST2 (30), an observation 

suggesting a critical role for MAST2 in PTEN localization under homeostatic conditions. 

After a stress, cellular trafficking between the cytoplasm and the nucleus could be in reality a 

compensating mechanism, adjusting the PTEN concentration to similar values in the nuclear 

compartment of any cellular type, a level optimal for activation of signaling pathways 

commanding neurosurvival and neuroprotection. 

Covalent modifications of the PTEN-Cter clearly affect its rate of nuclear import and 

its stability. Monoubiquitination operates faster on non-phosphorylable forms of PTEN and 

favours nuclear entry (17). These non-phosphorylable forms are also more susceptible to 

degradation (50). Hence response to an external stress can result from a shift in the dynamic 
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equilibrium existing between, phosphorylated and non-phosphorylated forms of PTEN and to 

a change in their cellular localization. Furthermore, these species bind differently to a tumor 

suppressor protein, PICT1 (51) and to Ndfip1, the latter being a crucial cofactor for rapid 

nuclear entry (17). Valiente and co-workers have already shown that binding of PTEN to 

MAST2-PDZ increases the rate of PTEN phosphorylation, most likely within the C-terminal 

stretch of Ser/Thr residues known to affect, once dephosphorylated, the overall protein 

stability (52-54). The catalytic domain of this AGC kinase is expected to display strong 

sequence specificity. We suggest that this pattern of post-translational modifications is 

modified, depending on the presence or absence of G protein interference, and that it drives 

the temporal re-distribution of PTEN upon viral infection. 

The infection of neuronal cells with virulent RABV strains or with lentiviral 

constructs carrying the relevant C-terminal G sequences will now be used to investigate the 

mechanism by which the concomitant depletion of PTEN within the nucleus occurs, and 

whether this is the main road by which RABV regulates neuronal proliferation and survival.  
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Materials and Methods 

 

Sample preparation for biophysical experiments 

MAST2-PDZ, non-labeled and uniformly 15N/13C- or 15N-labeled (1099–1193 renumbered 2-

96), were expressed and purified as previously described (34). Peptides (Cyto13-att, Cyto13-

vir, Cyto13-W(-11)A, Cyto13-ARL, Cyto13-IRL, Cyto4-att, Cyto9-Δ4 and PTEN13-Cter) 

were synthesized in solid phase using an Fmoc strategy (Covalab) (see Table 1 for respective 

sequences). 

 

NOE Assignments and Structure Calculations 

Sequential assignment of 1H, 13C, and 15N signals was performed following standard 

procedures as previously described (34). All NMR experiments were carried out at 298 K on 

a Varian Inova 600MHz spectrometer equipped with a cryoprobe (2D 1H-1H NOESY, 3D 
13C- and 15N-edited NOESY-HSQC, 3D 13C/15N-double filtered 13C-edited NOESY to 

distinguish intra- and inter-molecular NOEs and 2D and 3D 13C/15N-double filtered TOCSY 

for 1H assignment of Cyto13-att and PTEN13-Cter). The mixing time was 120 ms for all 

NOESY spectra and 90 ms for the TOCSY spectrum. Proton 3JHN-HA scalar couplings were 

determined from a 3D HNHA experiment. Coupling constants were transformed into dihedral 

angle constraints as follows: ϕ = −120° ± 25° for 3JHN-Hα ≥ 8.0 Hz, ϕ = −65° ± 25° for 3JHN-HA 

≤ 5.5 Hz.  

Peaks in NOESY spectra were assigned with the program ARIA 2.2 (55) coupled to CNS 1.1 

(56) following ARIA's standard protocols with spin diffusion correction. Chemical shift 

tolerances were set to 0.025 ppm for HN protons, and 0.05 ppm for protons in the indirect 

dimension of 3D experiments, 0.5 ppm for 13C and for 15N. To obtain the final structure 

ensemble, 100 structures were calculated with ARIA 2.2/CNS 1.1 and refined in explicit 

water using the PARALLHDG 5.3 force field. The 10 lowest total energy structures were 

selected and used as an input for the HADDOCK (high ambiguity driven docking) program 

1.3 (57) to dock Cyto13-att or PTEN13-Cter onto the MAST2-PDZ. Initial Cyto13-att or 

PTEN13-Cter coordinates (unfolded peptides) were built with PyMOL (available from 

http://www.pymol.org). HADDOCK’s parameters were left at their default values. The 

quality of the 10 best structures was analyzed with PROCHECK 3.5.4 (58) and 
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WHAT_CHECK (59). The statistics for the best 10 structures and of the experimental 

restraints are given in Supplementary Data Table S1. 

 

Biophysical experiments 

 ITC. Measurements were made as previously described (34). In the case of an exclusive 

binding on the monomeric species, the KD(app) (F) at any starting concentration of protein, 

c(0) should be related to the true constant Kd0 (F) by the equation: K0= x.KD(app), where x is 

the initial fraction of monomeric species at concentration c(0), estimated from the 

equilibrium sedimentation data. Furthermore, all saturation curves should be devoid of any 

cooperativity, as was observed in the data given in Table 1, within experimental error. 

Hydrodynamic characteristics. Samples of MAST2-PDZ and MAST2-PDZ complexes 

were centrifuged in a Beckman Coulter XL-I analytical ultracentrifuge at 25 °C in an AN60-

Ti−equipped, four-hole rotor. Detection of the protein concentration as a function of radial 

position and time was performed by optical density measurements. For sedimentation 

velocity experiments, 300 µl of MAST2-PDZ (100 µM) or MAST2-PDZ (100 µM) in 

complex with Cyto4-att, Cyto9-Δ4, Cyto13-att, Cyto13-att-W(-11)A, and PTEN13-Cter (200 

µM) was spun for 15 hours at a rotor speed of 60,000 rpm using 12-mm double-sector 

aluminum centerpieces. In sedimentation equilibrium experiments, 40 µl of MAST2-PDZ (30 

µM, 45 µM, 180 µM, and 722 µM) was spun sequentially at rotor speeds of 26,000 rpm, 

32,000 rpm, 38,000 rpm, 44,000 rpm, and 48,000 rpm using 12-mm 6-sector Epon 

centerpieces. The data were acquired after running times of 7 hours, 6 hours, 6 hours, 6 

hours, and 2 hours for each speed, respectively. 

The following parameters were calculated using Sednterp 1.09 and used for the 

experimental analysis: partial specific volume = 0.746 ml g−1, viscosity η = 0.916 cP, and 

density ρ = 1.00468 g ml−1. Sedimentation velocity data analysis was performed by 

continuous size distribution analysis c(S) using the program Sedfit 12.0 (available at 

http://www.analyticalultracentrifugation.com) (60). All c(S) distributions were calculated 

with a fitted frictional ratio f/f0 and a maximum entropy regularization procedure with a 

confidence level of 0.55. Sedimentation equilibrium radial distributions were analyzed by 

global fitting using the monomer–dimer model with Sedphat 8.2 software (available at 

http://www.analyticalultracentrifugation.com) (61). Monte Carlo analysis was performed on 

the fit to estimate measurement error. 

!
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Fluorescence Spectroscopy. The fluorescence spectra were recorded on a 1-ml sample using 

an LS-5B spectrofluorimeter (PerkinElmer Life Sciences). The excitation wavelength was set 

at 295 nm with an excitation bandwidth of 2 or 5 nm, and the fluorescence emission spectra 

were recorded from 300 to 450 nm (emission bandwidth of 5 nm) in the presence (ratio 1:1) 

or absence of peptide. The fluorescence emission spectrum of MAST2-PDZ was also 

recorded with addition of different peptide concentrations ranging from 1 to 130 µM. After 

each dilution of MAST2-PDZ, a 5 min equilibrium period was allowed before recording the 

spectrum. The background fluorescence was recorded similarly in the absence of added 

proteins and subtracted from all spectra. 

Note: All biophysics experiments were performed in 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5 at 

298 K. 

 

Cells and virus. Recombinant RABV (rRABV) viruses expressing either a full-length G 

protein (RABV-vir) or a G protein lacking the PDZ-BS (RABV-Δ4) were obtained as 

previously described (35). SK-N-SH (ECACC ref 86012802) or SH-SY-5Y (32) human-

derived neuroblastoma cells were either non-infected  or infected with each strain of rRABV 

at a multiplicity of infection of 3. Lentivirus vector coding for RABV-vir G protein or 

RABV-vir G protein Δ4 were produced from the plasmid pRev-TRE-G-CVS (Gen Bank 

AF406694, Prehaud C. et al., 2003). The G gene was isolated by high fidelity PCR and 

cloned in the lentivirus plasmid pLenti6.3/V5-TOPO® (In Vitrogen, France).  

HIV vectors were prepared by co-transfecting HEK293 cells with a four-plasmid system 

including the above plasmids carrying the genes of interest, the pMDLg/pRRE and the 

pRSV-Rev packaging plasmids and the VSV-G protein expression plasmid (pMDG) (62). 

Supernatants were collected after 2 days. HIV Gag protein p24 measured in vector 

preparations by enzyme-linked immunosorbent assay (HIV p24 ELISA, Perkin Elmer, USA) 

was in the range of 70–100 ng of p24/µl. The infectivity of each stock was monitored on 

neuroscreen cells (Cellomics, USA) before use. SK-N-SH (6.0 x 104 cells) were infected for 

48 hours with virus particles containing 30 ng of p24.  

A FITC conjugated TAT-PTEN13-Cter peptide (C21H11NO5S-YGRKRRQRRR-

PFDEDQHTQITKV) was synthesized. Cells were treated for 3 hours with 25 µM of peptide 

in culture medium.  
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Western blotting. RABV- and non-infected cells were lysed 48 hours post-infection. 

Immunoblotting using rabbit polyclonal antibodies directed against the cytoplasmic tail of 

PTEN (138G6, ref 9559, Cell Signaling Technology) a rabbit monoclonal antibody directed 

against the cytoplasmic domain of RABV G protein (V9), or a mouse monoclonal antibody 

directed against alpha-tubulin (AB-1, ref CP06, Oncogene RP) was performed with cell 

lysates of NI cells or RABV-infected cells as previously described (63). 

 

Immunocytochemistry. RABV-infected and NI SH-SY-5Y or SK-N-SH cells were double-

stained 48 hours post-infection as previously described (35) using a mouse monoclonal 

antibody directed against the RABV G protein [mouse monoclonal antibody PVE-12, (64) or 

rabbit monoclonal antibody V9] and rabbit polyclonal antibodies directed against the C-

terminus of PTEN (138G6, ref 9559, Cell Signaling Technology). Nuclei were stained with 

Hoechst 33342. Confocal microscopy images were acquired using a Zeiss LSM 510 META 

(version 3.2) on Axiovert 200M with a Plan Apochromat 63X and N.A. 1.4 objective, or with 

a Perkins Elmer Spinning disk. Confocal images were compiled using serial Z-stacks 0.3 µm 

apart and analyzed with Zeiss LSM Image browser. 

Image analysis was performed with Neuro Image J. The amount of PTEN in the entire 

cell, in the nucleus, and in the cytoplasm were measured by quantification of PTEN antibody-

associated pixels in the entire cell, in the nucleus as identified by Hoechst staining, or in the 

cytoplasm of RABV-infected cells as identified by anti-RABV G protein staining (number of 

cells per condition = 30 cells in at least 3 distinct fields). Results are presented as mean of 

pixels +/- SEM. Student’s t-test was used for statistical analysis. 
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Supplementary Materials 

Table S1.  Statistical analysis of MAST2-PDZ/PTEN13-Cter and MAST2-PDZ/Cyto13-att 

NMR structures. 

fig. S1.  Intermolecular NOEs spectrum of MAST2-PDZ in complex with PTEN13-Cter. 

fig. S2.  Cyto13-att removes the MAST2-PDZ/PTEN13-Cter complex in vitro. 

fig. S3.  Differences in MAST2-PDZ amide proton chemical shifts between MAST2-

PDZ/Cyto13-att and MAST2-PDZ/Cyto13-vir complexes. 

fig. S4.  Intermolecular NOEs spectrum of MAST2-PDZ in complex with Cyto13-att. 

fig. S5. Constant dissociation of MAST2-PDZ dimer measured by analytical 

ultracentrifugation at various concentrations. 

fig. S6.  PTEN localization in human neuronal cells after intracellular delivery of a FITC 

conjugated TAT PTEN13-Cter. 
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Table 1. Peptide sequences and their affinities for MAST2-PDZ 

Sequence alignment of the PDZ-BS C-termini of 8 peptides, and their apparent dissociation 

constants (KD(app)) for MAST2-PDZ measured by fluorimetry and isothermal titration 

microcalorimetry experiments. PTEN13-Cter, the final C-terminal 13 aa of PTEN; Cyto13-

vir, the final C-terminal 13 aa of G protein from the CVS-NIV RABV strain; Cyto13-att, the 

final C-terminal 13 aa of G protein from the ERA-NIV RABV strain; Cyto13-att-W(-11)A, a 

mutant of Cyto13-att that contains a W(-11)A substitution; Cyto4-att, the PDZ-BS of Cyto13-

att; Cyto13-IRL, the final C-terminal 13 aa of G protein from the CVS-B2c RABV strain; 

Cyto13-ARL, the final C-terminal 13 aa of G protein from the vampire bat RABV strain; 

Cyto9-Δ4, a truncated Cyto13-att that lacks the PDZ-BS. KD(app) and Kd were measured by 

isothermal titration microcalorimetry at 30 µM of MAST2-PDZ and by fluorimetry at 2 µM 

of MAST2-PDZ, respectively. Thermodynamic parameters are presented with ΔH and TΔS 

corresponding to enthalpy and entropy of the system, respectively. Numbers in red represent 

the position of the aa.  

 

Table 2. Peptide addition favors the monomeric form of MAST2-PDZ 

Distribution of sedimentation coefficients (S20W) of MAST2-PDZ in complex with 

PTEN13-Cter, Cyto13-att, Cyto13-att-W(-11)A, and Cyto4-att obtained by sedimentation 

velocity analytical ultracentrifugation experiments. 
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Figures 

 

Fig. 1. NMR structures of MAST2-PDZ bound to Cyto13-att and PTEN13-Cter have similar and original 
surfaces of interaction. (A) Views of the backbone of ten structures of lowest energy of MAST2-PDZ 
(gray)/PTEN13-Cter (purple). (B) Close-up views depict the distal binding sites of MAST2-PDZ/PTEN13-Cter. 
(C) Sequence alignment of the MAST family PDZ motif. β-strands (black arrows), α-helices (black cylinders), 
and coil regions (black lines) are indicated above the sequences. Dots below the sequences indicate residues 
involved in PTEN13-Cter (purple) or Cyto13-att (orange) binding identified by intermolecular NMR 
experiments. (D) Views of the backbone of ten structures of lowest energy of MAST2-PDZ (gray)/Cyto13-att 
(orange). (E) Close-up views depict the distal binding sites of MAST2-PDZ/Cyto13-att. The insets illustrate the 
position of Phe(-11) and Trp(-11), and interacting residues of MAST2-PDZ are represented in red. Phe(-11) of 
PTEN13-Cter and Trp(-11) of Cyto13-att are shown in purple and orange, respectively. All of the structural 
models are generated with Pymol (Delano Scientific). 
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Fig. 2. The binding of PTEN13-Cter and Cyto13-att induce steric hindrance for MAST2-PDZ auto-
association. (A) The structures of MAST1-PDZ (3PS4), MAST2-PDZ (2KQF, 2KYL), and MAST3-PDZ 
(3KHF). MAST isoform residues of β2/β3 strands involved in the dimerization or binding of position (-11) of 
PTEN13-Cter and Cyto13-att are shown. (B) Sequence alignment of the MAST1-, MAST2-, and MAST3-PDZ 
domains. β-strands (black arrows), α-helices (black cylinders), and coil regions (black lines) are indicated above 
the sequences. Dots below the sequences indicate residues involved in PTEN13-Cter (purple) or Cyto13-att 
(orange) binding identified by intermolecular NMR experiments. Blue diamonds are amino acids of the crystal 
structures of MAST1-PDZ (3PS4) and MAST3-PDZ (3KHF) involved in auto-association. 
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Fig. 3. RABV infection produces a large excess of G protein compared with PTEN, but does not modify 
PTEN amount compared to non infected condition. Human-derived neuroblastoma SH-SY-5Y cells were 
infected for 24 hours with recombinant RABV (RABV-vir), recombinant RABV-Δ4 (RABV-Δ4), or were non-
infected (N.I). (A) Western blotting of PTEN and G protein 48 hours after RABV infection and NI cells by 
analysis. The α-Tubulin was used as a gel loading control. (B) Histograms depict quantification after 
spectrophotometer analysis for PTEN (black histogram) and RABV (white histogram). (C) The RABV-G/PTEN 
ratio was calculated from data obtained in B. Results are shown as arbitrary units. These results are 
representative of three independent experiments (SD are indicated). 
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Fig. 4. RABV infection disturbs PTEN nuclear localization in a PDZ-BS−dependent manner. Upper panel 
(immunocytochemistry) Fluorescence confocal microscopy analysis of 48 hours recombinant RABV (RABV-
vir)−infected and non-infected (N.I) human-derived SH-SY-5Y neuroblastoma cells. RABV-vir infected and N.I 
(A to D) cells were three colors-stained:  G protein (green), PTEN (red) and nuclear (blue). In the upper panels 
(A and B), the red channel (PTEN) has been turned off, while in (C and D) the green channel (G protein) has 
been switched off.  Fluorescence emission waves (red for PTEN and blue for nuclei) were recorded in C and D 
images on a 40µm vertical axis (E and H) a 70µm horizontal axis (F and G) to shown the presence or exclusion 
of PTEN from the nucleus. PTEN is excluded from the nucleus in RABV-vir−infected cells (E and F) because 
the peaks of blue and red waves are shifted, whereas PTEN remains in the nucleus of N.I cells (G and H), where 
the blue and red peaks coincide. Lower panel (histogram) (I) Calculation of the ratio of nuclear PTEN to 
cytoplasmic PTEN in SK-N-SH cells (48 hours post-infection) with Image J Neuro plugging. These experiments 
were reproduced at least three times. Student’s t-test was used for statistical analysis. (* P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.005).  
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Fig. 5. Expression of G protein delivered by a lentivector excludes PTEN from the nucleus in a PDZ-BS 
dependent manner. (A) Human SK-N-SH neuronal cells were infected with a lentivirus expressing the G 
protein of RABV-Vir strain. Two cells are shown. Left panel: one cell expresses the G protein (green) and the 
neighbored cell does not. Middle panel: PTEN can be detected in both cells (red). Right panel: PTEN is 
excluded from the nucleus in the cell expressing G protein (nucleus is blue in merge image) whereas PTEN 
remains in the nucleus in the cell not expressing G protein (nucleus remains purple). (B) Human SK-NS-H 
neuronal cells were infected with a lentivirus expressing the G protein of RABV-VirΔ4 (green). PTEN is not 
excluded from the nucleus in the cell expressing G protein lacking the PDZ-BS (nucleus is purple in merge 
image). Bar is 20 µm. These pictures are representative of three independent experiments. 
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Table S1. Statistical analysis of MAST2-PDZ/PTEN13-Cter and MAST2-PDZ/Cyto13-
att NMR structures 1) 

 
 

1) The statistics were obtained from a subset of the 10 best energy water-refined structures following the protocol 

described in Materials and Methods. The number of the various constraints is given in parentheses. 
2) Dihedral constraints were predicted from experimental data using Talos software. 
3) The improper torsion restraints serve to maintain planarity and chirality. 
4) The coordinate precision was defined as the ratio of the average RMSD to the mean coordinate structure. 
5) These values were calculated using PROCHECK-NMR software and are reported for the non-flexible 

residues, MAST2-PDZ/PTEN13-Cter and MAST2-PDZ/Cyto13-att. 
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fig. S1 

 
Intermolecular NOEs spectra of MAST2-PDZ in complex with PTEN13-Cter. Portion of intermolecular 

NOEs spectrum (mixing time 150 ms) of MAST2-PDZ residues (Ile24, Met39, and Ile94) in complex with Phe(-11) 

of PTEN13-Cter at a protein/peptide molar ratio of 1:2 and 25 °C in Tris 50 mM / NaCl 150 mM, pH 7.5 buffer. 
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fig.S2 

 
Cyto13-att removes the MAST2-PDZ/PTEN13-Cter complex in vitro. (A) 1H-15N HSQC spectra of 

MAST2-PDZ (200µM) incubated with PTEN13-Cter (375µM) (in purple) and incubated both with PTEN13-

Cter (375µM) and Cyto13-att (325µM) (in orange). MAST2-PDZ resonances of the spectrum, affected by 

Cyto13-att, are labeled with assignment information. (B and C) are representative correlation peaks of resonance 

(Tyr17 and Gly18) affected by successive addition of Cyto13-att (38µM, 90µM, 125µM and 325µM) in MAST2-

PDZ/PTEN13-Cter solution.  
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fig. S3 

 
Differences in MAST2-PDZ amide proton chemical shifts between MAST2-PDZ/Cyto13-att and MAST2-

PDZ/Cyto13-vir complexes, ΔδHN = δHN(att) - δHN(vir). The residues that were most upfield or downfield  

shifted in the MAST2-PDZ/Cyto13-att complex are labeled in blue or purple, and correspond to a weakening or 

strengthening of the corresponding H-bonds (threshold: 0.02 ppm). Upfield shifts of approximately 0.1 ppm 

correspond to H-bond lengthening of about 2-5 pm. Arg22, Met39, Val40, and Ile60 are located in the β-sheet 

formed by strands β2, β3, β4, and Leu21 and Ala23 are located on the face of the β2 strand pointing towards the 

peptide. We examined the NMR chemical shifts of H-bonding amide protons (HN), to correlate their values 

with the strength of H-bonds (1). Surprisingly, this analysis reveals that the β2/β3/β4 canonical H-bond network 

in close vicinity to the E/Q mutation is locally strengthened in the MAST2-PDZ/Cyto13-vir complex compared 

with the MAST2-PDZ/Cyto13-att complex. This fine-tuned structural rearrangement leads to a favorable 

energetic contribution, which partially balances the unfavorable replacement of the bifurcated and charged Arg22 

guanidino group and Oε2 atom of Glu(-3) H-bonds by neutral group involving the isosteric residue Gln(-3). Such a 

compensatory effect may explain the small variation in the binding free energies between the complex 

formation with Cyto13-vir versus Cyto13-att, ΔΔG0 = RT ln(Kd(Cyto13-vir)/Kd(Cyto13-att)) = 0.5 kcal·mol-1, 

corresponding to the 2-fold difference in affinity. 
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fig. S4 

 
Intermolecular NOEs spectra of MAST2-PDZ in complex with Cyto13-att. Portion of intermolecular NOEs 

spectrum (mixing time 150 ms) of MAST2-PDZ residues (Ile24, Val26, Trp41) in complex with Trp(-11) of 

Cyto13-att at a protein/peptide molar ratio of 1:2, and 25 °C in Tris 50 mM / NaCl 150 mM, pH 7.5 buffer. 
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fig. S5 

 
Dissociation constant of the MAST2-PDZ dimer measured by analytical ultracentrifugation at various 

protein concentrations. Experimental radial distributions of MAST2-PDZ during sedimentation equilibria 

performed at 30 µM (white and black squares), 45 µM (blue triangles), 180 µM (purple diamonds), and 722 µM 

(red circles); fitted curves (continuous lines) correspond to the monomer–dimer model. 
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fig. S6 
 

 
PTEN expression in human neuronal cells after intracellular delivery of a FITC conjugated TAT 

PTEN13-Cter. Human SK-N-SH cells were treated for 3h with FITC conjugated TAT PTEN13-Cter. Two cells 

are shown. Left panel: one cell has been loaded with the peptide (green) the neighbored cell has not. Middle 

panel: PTEN (red) is expressed in both cells, especially in non-loaded cell. Right panel: PTEN is excluded from 

the nucleus in the cell loaded with PTEN peptide (nucleus is blue in merge image) whereas PTEN remains in 

the nucleus in the cell not expressing the PTEN peptide (nucleus is purple) 

. 



 153 



 154 



 155 

1.2. Commentaires 
Cette publication s’inscrit dans la continuité du papier de Terrien et al (2009) 

(Annexe 1) et Préhaud et al (2010) (Annexe 2). Nous avons étudié dans un premier 

temps le domaine PDZ de MAST2 qui présentait un meilleur score en double hybride 

que MAST1. De plus, la fonction anti-survie de MAST2 a été clairement établie, 

contrairement à MAST1. En effet, l’extinction du gène de MAST2 induit la croissance 

des neurites, inhibe la rétractation et résiste au stress oxydatif (36). Enfin MAST2 

interagit et phosphoryle PTEN (52). Le degré de phosphorylation de PTEN dépend 

de la fixation de MAST2-PDZ sur le PDZ-BS de PTEN (52). Cependant, nous ne 

connaissons pas les conséquences cellulaires lorsque MAST2-PDZ ne peut plus 

interagir avec PTEN. Dans cette publication, nous proposons un mécanisme pour le 

déclenchement de la survie d’un neurone infecté par le virus de la rage avec la 

glycoprotéine G qui cible a priori spécifiquement MAST2-PDZ. 

Ce papier analyse depuis la cellule jusqu’aux détails à l’échelle atomique les 

interactions MAST2-PTEN. Volontairement, nous n’avons pas détaillé le mécanisme 

moléculaire de fixation exclusive des peptides avec le monomère MAST2-PDZ. 

Nous le ferons dans le chapitre 1.3. Ces résultats feront l’objet d’une publication plus 

spécialisée abordant la biophysique des domaines PDZ. 

Un autre point du papier que je soulignerai ici, est la difficulté de transposer 

une observation in vitro à une observation in cellulo, a fortiori in vivo. Le phénotype 

que nous observons dans la cellule est dépendant de la fixation du PDZ-BS de la 

glycoprotéine G de RABV et nous observons une relocalisation de MAST2 avec la 

glycoprotéine G à la membrane (27). Les expériences de double hybride (dans la 

levure), sur une banque d’ADNc de cerveau humain, nous indiquent que la 

glycoprotéine G de RABV interagit avec MAST1 et MAST2. Sur cette base nous 

faisons l’hypothèse que la glycoprotéine G de RABV interagit préférentiellement 

avec ces kinases en écartant dans un premier temps d’autres partenaires potentiels 

in cellulo. C’est évidemment une des limites de la technique utilisée qui propose une 

liste non exhaustive de partenaires potentiels. Dans ce sens nous avons lancé un 

criblage à haut débit, pour compléter cette étude dans la levure. Nous avons utilisé 

une technique in vitro proposée par la société Panomics qui consiste à incuber le 

PDZ-BS biotinylé (ici : Cyto-G) avec des membranes de nitrocellulose sur lesquelles 

ont été greffés 123 domaines PDZ humains avec une révélation par ECL 
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(ElectroChimioLuminescence). Ces données sont cohérentes avec celles obtenues 

par double hybride. CytoG, issu de la souche virulente, interagit avec un faible 

nombre de partenaires. i) MAST2 interagit avec Cyto-G ; ii) trois interactions 

supplémentaires sont détectées (Shank1, Dlg-D1, NHERF1-D1). Cyto-G possède 

ainsi une spécificité pour les kinases MAST1 et MAST2. Une collaboration avec 

Renaud Vincetelli a été engagée pour compléter ces données, en utilisant CytoG 

comme appât sur une banque complète de PDZ humain (260 PDZ). 

Le troisième point que j’aborderai ici est le modèle de compétition entre PTEN 

et la glycoprotéine G pour MAST2. Nous avons construit notre argumentation sur les 

affinités apparentes in vitro des complexes avec MAST2-PDZ, les localisations et les 

concentrations relatives de PTEN et la glycoprotéine G in cellulo. Nous avons en 

effet utilisé des anticorps produits à façon qui ciblent spécifiquement la glycoprotéine 

G ou PTEN. Nous avons estimé par Western Blot, les quantités de ces deux 

protéines présentes dans les extraits cellulaires. Nous avons observé au moins 100 

fois plus de glycoprotéine G que de PTEN in cellulo. Ces données ne sont 

cependant pas précises. D’autres expériences, telles que les ELISA, seront 

nécessaires pour affiner ce résultat.  

Nos résultats démontrent par ailleurs que la glycoprotéine G module la 

localisation cellulaire de PTEN et nous supposons que cela se fasse par 

l’intermédiaire de MAST2, elle-même relocalisée par la protéine virale. Nous avons 

en effet montré que le PDZ-BS de la glycoprotéine G, qui module la localisation 

cellulaire de PTEN, est spécifique des isoformes MAST1 et MAST2. De nombreuses 

études ont montré que la localisation cellulaire de PTEN est corrélée avec la survie 

de la cellule. Cette survie des neurones est prérequise pour la dissémination du 

virus de la rage à travers le système nerveux. Des expériences supplémentaires 

sont programmées pour soutenir les hypothèses que nous avançons dans ce papier, 

notamment le rôle de la phosphorylation de PTEN par MAST2-PDZ que nous 

aborderons dans le chapitre 2.2. 
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1.3. Résultats complémentaires/Perspectives : mécanisme 
moléculaire de MAST2-PDZ 

Nous avons été confrontés dès le début de nos expériences avec MAST2-

PDZ à la formation, au cours du temps, d’un précipité dans nos échantillons. Ce 

processus d’agrégation n’apparaissait plus dès lors que l’on rajoutait le partenaire de 

MAST2-PDZ dans la solution. La comparaison des expériences d’ultracentrifugation 

de MAST2-PDZ seul ou en complexe, avec son ligand, nous a permis de mettre en 

évidence que la fixation du ligand déplaçait une forme oligomérique instable, qui au 

cours du temps s’agrégeait, vers une forme de faible masse moléculaire, stable et 

soluble. En faisant une approximation sur le rayon de Stokes de la protéine, nous en 

avons déduit que MAST2-PDZ seul en solution était en équilibre monomère/dimère 

et que cet équilibre était déplacé vers une espèce monomèrique lors de l’ajout de 

son partenaire (Cyto13-G ou PTEN13-Cter). Le temps de corrélation, calculé par 

RMN, (6,3 ns) de MAST2-PDZ complexé avec Cyto13-att est en accord avec les 

données d’ultracentrifugation (236). 

Ces résultats préliminaires présentés ici sont une première étape pour décrire 

le mécanisme moléculaire de l’interaction de MAST2-PDZ avec ses partenaires. Le 

but de cette approche est d’appréhender les mécanismes potentiels de régulation de 

l’activité de MAST2 par ses partenaires.  

 

1.3.1. Déduction des constantes « vraies » de dissociation des complexes 
MAST2-PDZ/peptides 

En solution, la constante de dissociation du dimère de MAST2-PDZ, mesurée 

par ultracentrifugation analytique à l’équilibre, est de 29µM (+/-3). 

 

 
 

Nous avons, pour l’article Terrien et al, proposé que les peptides (quels qu’ils 

soient) se fixent préférentiellement sur le monomère de MAST2-PDZ. Nous nous 

sommes limités à ne rapporter que les concentrations de demi-saturation du peptide 
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sur le monomère de MAST2-PDZ à 2µM et 30µM de MAST2-PDZ, sans détailler le 

mécanisme d’association du peptide et de dissociation du dimère de MAST2-PDZ.  

Lorsque l’on ajoute le ligand à une solution de MAST2-PDZ en équilibre 

monomère/dimère, et que l’on considére que le peptide se fixe sur un seul site du 

protomère de MAST2-PDZ, voici le schéma réactionnel qu’il est possible de 

présenter : 

 

 
Cependant, selon le modèle décrit dans Terrien et al (2012), proposé à partir 

de nos données expérimentales (236), le ligand se fixe exclusivement sur le 

monomère de MAST2-PDZ, simplifiant donc le modèle de fixation du ligand comme 

suit :  

 
 

En effet, d’après nos expériences de sédimentation (Table 2, Terrien el al 

2012), l’ajout de ligands déplace totalement l’équilibre multimérique vers le 

monomère. Les expériences ont été faites en saturant les sites de MAST2-PDZ avec 

un très large excès de ligand.  
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Ainsi, pour une approche préliminaire, un modèle simplifié est proposé en 

développant un formalisme qui permet de simuler la fixation exclusive du ligand sur 

le monomère de MAST2-PDZ 20. Ce modèle se fonde sur les hypothèses suivantes : 

- Le site de fixation du peptide sur MAST2-PDZ sous forme dimérique est non 

accessible ; 

- Et/ou un changement conformationnel locale module l’affinité du peptide pour 

MAST2-PDZ selon son degré d’oligomérisation ; 

- Et/ou il existe une compétition entre le site de dimérisation du domaine PDZ de 

MAST2 et le site de fixation du ligand. 

 

De ce fait, pour une fixation exclusive du ligand L sur le monomère, à toute 

concentration de [L] libre, la constante locale de dissociation est égale à : 

 
« x » représente la fraction de protéine ([M]/[MT]) présente sous la forme de 

monomère à une concentration [L] de ligand. 

En absence de ligand, la constante d’association de MAST2-PDZ s’écrit : 

 

                                                
20 Il est tout de même important de moduler nos propos, en ajoutant que la fixation du ligand sur le 
monomère et sur le dimère n‘est pas incompatible avec nos données d’ultracentrifugation. En effet, 
dans le cas particulier où le ligand se fixe sur le dimère mais avec une affinité inférieure à celle du 
monomère, la saturation de site de MAST2-PDZ par le ligand favorise, de fait, la formation du 
complexe monomérique au détriment du dimère. Cependant, la solution mathématique reste 
extrêmement compliquée. Pour une première approche, nous avons sélectionné un modèle de 
fixation exclusive du ligand sur le monomère. 
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La concentration de MAST2-PDZ totale [MT] est donc diminuée par la 

disparition des espèces liées qui sont uniquement des monomères : 

 
Y représente la fraction de monomère lié ([ML]/[MT]). Ceci est la seule cause 

du déplacement de l’équilibre vers le monomère et donc du changement de la 

constante K(L) lors de la fixation (elle tend vers K0 car x -> 1 avec la disparition 

progressive des espèces PDZ non liantes, à partir d’une valeur locale supérieure 

K0/x. À toute concentration initiale de domaine PDZ, on peut calculer la fraction de 

monomère libre restant (x), pour une valeur de Y donnée par l’équation :  

 
La perte d’affinité pour L est donnée par « x », lui-même déterminé à toute 

concentration initiale de MAST2-PDZ par la valeur 1-Y. 

Dans le modèle de fixation exclusive sur le monomère, le gain progressif 

d’affinité lors du titrage ne dépend pas de l’affinité intrinsèque K0 mais du rapport 

L/K0 (voir équation 7). La fixation exclusive du ligand sur le monomère déplace 

l’équilibre multimérique vers le monomère qui, de ce fait, augmente le nombre de 

site disponible de MAST2-PDZ. La forme des courbes de saturation est donc la 

même pour un ligand de faible ou de forte affinité pour MAST2-PDZ une fois la 

concentration initiale [MT] fixée. 
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Ainsi, en partant de la valeur connue de « a » (constante d’équilibre 

d’association du dimère estimée en ultracentrifugation à l’équilibre) et de [MT], il est 

possible de faire une simulation en faisant varier les valeurs de Y. Pour chacune de 

ces valeurs, λ(L) est fixée. On en déduit « x » et de ce fait la constante locale 

d’affinité relative à K0 : K(L)/K0. 

Connaissant Y et K(L)/K0, on en déduit la valeur de L/K0 en ce point. Il est alors 

possible de simuler la courbe théorique attendue en reportant Y ou « x » en fonction 

de L/K0 et de comparer cette courbe qui reflète le système de fixation exclusive sur 

le monomère à partir de nos valeurs expérimentales. 

 

À 2µM de MAST2-PDZ (soit ≈90% de monomère), nous considérons que la 

constante de dissociation apparente mesurée est une bonne approximation de la 

constante de dissociation « vraie » K0 du peptide sur le monomère de MAST2-PDZ. 

L’équation de Hill qui reflète, dans notre cas, les propriétés de fixation du peptide sur 

la protéine, est donc réduite à une fixation simple où le nH est proche de 1. La figure 

59 montre une simulation avec le pourcentage de site saturé de MAST2-PDZ pour 

un modèle de fixation simple du ligand sur un seul site en vert et le modèle de 

fixation exclusive sur le monomère en bleu en fonction de la concentration de ligand. 

La courbe rouge représente le pourcentage de monomère. Les deux courbes (verte 
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et bleue) se superposent quasiment parfaitement. La valeur de l’indice de Hill nH est 

égale à 1,025 qui indique une très faible coopérativité. 

 

Figure 59 : Comparaison des simulations d’un modèle de fixation exclusive sur le monomère 
de MAST2-PDZ en équilibre monomère/dimère à 2µM avec un modèle de fixation simple. (En 
rouge) % de monomère non lié en fonction de la concentration totale de ligand. (En bleu) % de M 
saturé avec le ligand L en fonction de la concentration totale de ligand L pour un modèle en équilibre 
monomère/dimère avec fixation exclusive sur le monomère. (En vert) % de M saturé avec le ligand en 
fonction de la concentration totale de ligand L pour un modèle avec fixation simple du ligand sur le 
monomère. 

 

À 30µM de MAST2-PDZ, il y a environ 50% de monomères. Si nous prenons 

en compte notre modèle, la fixation du ligand sur le monomère induit un 

déplacement de l’équilibre multimérique vers le monomère qui génère un nombre de 

sites disponibles légèrement supérieur à 1 et qui, de ce fait, se définit par un effet 

coopératif. Comme précédemment, nous avons comparé les deux simulations 

(fixation simple versus modèle de fixation exclusive sur un monomère en équilibre 

monomère/dimère). Nous constatons que la courbe bleue est décalée vers la droite 

qui est la conséquence d’un effet coopératif avec nH égal à 1,133.  
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Figure 60 : Comparaison des simulations d’un modèle de fixation exclusive sur le monomère 
de MAST2-PDZ en équilibre monomère/dimère à 30µM avec un modèle de fixation simple. (En 
rouge) % de monomère non lié en fonction de la concentration totale de ligand. (En bleu) % de M 
saturé avec le ligand en fonction de la concentration totale de ligand L pour un modèle en équilibre 
monomère/dimère avec fixation exclusive sur le monomère. (En vert) % de M saturé avec le ligand en 
fonction de la concentration totale de ligand L pour un modèle avec fixation simple du ligand sur le 
monomère.  

 

Si l’on compare sur la figure 60 la simulation et nos données expérimentales 

décrites dans le tableau 2, ces dernières sont parfaitement en accord avec une 

fixation exclusive du ligand sur le monomère de MAST2-PDZ. Le nombre de Hill est 

en effet, pour tous les complexes proches de 1, parfaitement représentatif d’une 

fixation simple sur le monomère lorsque [MAST2-PDZ] = 2µM et nous observons 

bien une faible coopérativité lorsque [MAST2-PDZ] = 30µM. Toutes ces expériences 

et calculs sont détaillés dans la partie « Matériels et méthodes ». À partir de 

l’ajustement des données expérimentales, le logiciel BIOEQS, que nous avons 

utilisé, génère un fichier avec la quantité de l’espèce M2 (dimère nu), de l’espèce ML 

(saturation du monomère), de M (monomère nu), et du ligand libre en fonction de la 

concentration totale de ligand [L]. 
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Tableau 2 : Constantes de dissociation et indices de coopérativité des complexes MAST2-PDZ 
calculés à partir du modèle de fixation exclusive du ligand sur le monomère. 

FLUORIMETRY EXPERIMENTS 

Peptide MAST2-PDZ Kd(1) (µM) Kd(2) (µM)* 

Cyto13-att 

2 µM 1.8 6.04 

30 µM 1.13 47 

Global fitting 0.78 63.7 

Cooperativity 2 µM nH = 1.04 
  

Cooperativity 30 µM nH = 1.158 

Cyto4-att 

2 µM 6.8 

  

30 µM 8.9 

Global fitting 7.9 

Cooperativity 2 µM nH = 1.022 

Cooperativity 30 µM nH = 1.132 

Cyto13-att-W(-11)A 

2 µM 1.59 

  

30 µM 3.26 

Global fitting 2.3 

Cooperativity 2 µM nH = 1.04 

Cooperativity 30 µM nH = 1.128 

Cyto13-vir 

2 µM 1,46 

  

30 µM ND 

Global fitting ND 

Cooperativity 2 µM ND 

Cooperativity 30 µM ND 

PTEN13-Cter 

2 µM 1.95 

  

30 µM 0.85 

Global fitting 1.7 

Cooperativity 2 µM nH = 1.022 

Cooperativity 30 µM nH = 1.126 

* Nous avons introduit pour le peptide cyto13-att un second site de fixation, non équivalent et 
indépendant du premier site de fixation, de très faible affinité nécessaire pour être en accord avec nos 
données expérimentales.  
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En prenant l’exemple de MAST2-PDZ en complexe avec le ligand PTEN13-

Cter (représentatif des autres expériences), la figure 61 illustre le phénomène de 

coopérativité de MAST2-PDZ à 30µM (courbe bleue), par rapport à MAST2-PDZ à 

2µM (courbe verte) avec l’ajout de ligand. 

 

 

Figure 61 : Simulation de la concentration en sites MAST2-PDZ à 2 et 30µM saturé avec le 
ligand PTEN13-Cter en fonction de la concentration de ligand libre PTEN13-Cter. 

 
Nos données sont donc compatibles avec la fixation exclusive du ligand sur le 

monomère. Tous les complexes, à 30µM de MAST2-PDZ, possèdent un faible indice 

de coopérativité équivalent à la valeur simulée (nH = 1,13) d’après le modèle de 

fixation exclusive.  

Nous avons décrit un mécanisme d’interaction général avec MAST2-PDZ 

pour tous les peptides. Or nous avons vu que le peptide possède 2 sites d’ancrages, 

l’un en N- et l’autre en C-terminal. L’ancrage N-terminal représente l’originalité 

d’interaction du ligand avec un domaine PDZ. Il est conservé dans le ligand 

endogène et les ligands viraux qui interagissent avec les brins β2β3 de MAST2-PDZ. 

Pour affiner notre analyse et proposer un mécanisme de fixation du peptide, des 
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expériences de cinétique de variation de fluorescence, à l’aide d’un Stopped-flow, 

sont envisagées pour suivre la formation des complexes au cours du temps.  

La séquence N-terminale pourrait ainsi avoir une double fonction, d’une part 

elle module l’affinité/spécificité pour le domaine PDZ, d’autre part elle occupe le site 

probable de dimérisation de MAST2-PDZ empêchant ainsi la dimérisation du 

domaine PDZ de MAST2. 

 

1.3.2. Discussion sur le mécanisme moléculaire qui induit la dissociation du 
dimère de MAST2-PDZ 

Les structures des deux isoformes MAST1-PDZ et MAST3-PDZ en dimère et 

la structure des complexes de MAST2-PDZ partagent des caractéristiques 

structurales en faveur du modèle que nous venons de décrire. Nous postulons que 

la fixation du ligand induit une gêne stérique empêchant la dimérisation de MAST2-

PDZ. En effet, les résidus impliqués dans la dimérisation de MAST1,3-PDZ sont 

majoritairement conservés chez MAST2-PDZ (Cf. figure 2, article Terrien et al, 2012, 

p140). Cependant, lorsque nous ajoutons le tétrapeptide (Cyto4-att), qui ne contient 

que l’ancrage C-terminal, avec MAST2-PDZ (donc absence de gêne stérique avec le 

site de dimérisation), nos données de centrifugation concordent avec le modèle de 

fixation préférentiel sur le monomère : l’équilibre monomère/dimère est également 

déplacé vers le monomère avec l’ajout de Cyto4-att. Cependant, nous ne pouvons 

écarter l’hypothèse d’une meilleure affinité de Cyto4-att pour le monomère qui, de ce 

fait, nous amènerait à la même conclusion. Nous ne pouvons pas exclure non plus 

un changement de conformation locale qui pourrait également diminuer 

drastiquement la constante d’association du dimère de MAST2-PDZ. En effet, 

d’après la structure et les variations des déplacements chimiques des complexes de 

MAST2-PDZ observés par RMN, nous constatons que l’interaction de l’Arg22 avec 

le résidu en position -3 du peptide induit un réarrangement structural local sur les 

brins β3 et β4 qui pourrait être une explication supplémentaire sur la disparition de 

l’espèce dimérique en solution lorsque l’on ajoute Cyto4-att.  

 

Premièrement, ces résultats appellent quelques remarques : il est possible 

que Cyto4-att déplace l’équilibre monomère/dimère de manière beaucoup moins 

efficace qu’un peptide avec l’ancrage N-terminal. Dans ce sens, nous avons suivi en 
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ultracentrifugation à l’équilibre le déplacement de l’équilibre oligomérique de MAST2-

PDZ à 30µM en faisant varier les concentrations totales de peptides. Cependant, la 

différence de masse entre l’état complexé avec le peptide et le dimère est faible. Il 

n’est donc pas possible de mesurer le pourcentage de sites saturés de monomères 

et de fait, de calculer le pourcentage de monomère et de dimère en solution.  

Deuxièmement, la largeur de pic à mi-hauteur des expériences de 

sédimentation est plus large avec le complexe MAST2-PDZ/Cyto4-att que pour les 

autres complexes (Cf. figure 2, Terrien el al, 2012, p.140). Cette observation qui 

n’est pas discutée dans le papier, nous intéresse particulièrement. Un élargissement 

du pic peut refléter une hétérogénéité de forme du complexe MAST2-PDZ/Cyto4-att. 

La sédimentation est, en partie, dépendante de la géométrie des macromolécules. 

Une question qui est toujours restée en suspens depuis le début du sujet est : quelle 

est la conformation de la longue boucle β2/β3 du monomère en absence de ligand ? 

Il n’a pas été possible d’exploiter les spectres RMN hétéronucléaires de MAST2-

PDZ sous forme apo, en raison d’un élargissement des raies et de l’agrégation de 

l’échantillon au cours du temps.  

Troisièmement, l’ancrage N-terminal du peptide augmente son affinité d’un 

facteur 11 pour MAST2-PDZ. Nous pouvons ajouter à ce gain d’affinité, un gain de 

spécificité. Ce gain peut être nécessaire in vivo pour induire un phénotype cellulaire. 

Il est envisagé de produire des virus recombinants qui expriment une glycoprotéine 

G avec une affinité plus faible (mutation de l’ancrage N-terminal par exemple) pour 

le domaine de MAST2-PDZ et d’observer s’il existe une corrélation entre l’affinité de 

la glycoprotéine G pour MAST2-PDZ et le déclenchement de la survie neuronale. Il 

sera indispensable de vérifier que la spécificité n’est pas affectée. En effet, le risque 

de modifier la séquence est de créer de nouvelles interactions impliquant la 

glycoprotéine G.  

Les résultats obtenus avec MAST2-PDZ/Cyto4-att ouvrent une nouvelle 

perspective qui consiste à déterminer la conformation et à mesurer la dynamique 

des brins β2/β3 de MAST2-PDZ/Cyto4-att par RMN et de les comparer avec les 

conformation/dynamique du complexe MAST2-PDZ/Cyto13-att. Si notre hypothèse 

est correcte, nous devrions avoir une dynamique des brins β2/β3 de MAST2-

PDZ/Cyto4-att plus importante que MAST2-PDZ/Cyto13-att. En effet, l’hypothèse 

que nous formulons est que le bas de la boucle β2/β3 est en échange entre deux 



 168 

états conformationnels, en absence de ligand ou en présence de Cyto4-att, pouvant 

affecter la géométrie de MAST2-PDZ. La conformation de β2/β3 stabilisée par 

l’interaction avec le PDZ-BS serait alors défavorable pour l’auto-association de 

MAST2.  

 

1.3.3. Comportement thermodynamique des complexes 
 

Nous avons mesuré les contributions enthalpiques de MAST2-PDZ à 30µM 

(≈50% de monomères) en complexe avec différents ligands par microcalorimétrie 

isothermale (ITC). À partir de ces valeurs, nous en avons déduit une constante 

d’affinité apparente liée à l’interaction du peptide en utilisant un modèle de fixation 

simple sur le monomère. Contrairement aux expériences de fluorimétrie décrites ci-

dessus, le modèle ne prend pas en compte la contribution énergétique due à la 

dissociation du dimère (Fig. 62).  

 

 

Figure 62 : Modèle de fixation simple ou exclusive du ligand sur le monomère MAST2-PDZ. 
 

Pour comparer les constantes apparentes (KD(APP)) des différents complexes, 

mesurées par fluorimétrie ou ITC, nous avons traité les données de la même 

manière avec un modèle de fixation simple du ligand sur le monomère. Les résultats 

sont présentés dans les tableaux 3 et 4.  

Premièrement, les constantes d’affinité apparentes à 2 et 30µM mesurées en 

fluorimétrie sont différentes (tableau 3). À 2µM, KD(APP) ≈ K0 et à 30µM KD(APP) > K0. 

Ces résultats sont en accord avec un modèle plus complexe que la fixation simple 

du ligand sur le monomère de MAST2-PDZ que nous avons évoqué plus haut. 
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Tableau 3 : Constantes de dissociation apparente des complexes de MAST2-PDZ mesurées 
par fluorimétrie 

 
 

De façon surprenante, les constantes de dissociation mesurées par ITC à 

30µM de MAST2-PDZ sont égales aux constantes de dissociation à 2µM en 

fluorimétrie. Selon notre modèle, la contribution énergétique due à la dissociation du 

dimère à 2µM de MAST2-PDZ est négligeable, contrairement à 30µM où la part 

énergétique de la dissociation du dimère de MAST2-PDZ ne peut plus être négligée. 

De ce fait, nous nous attendions à avoir une constante de dissociation, mesurée par 

ITC, à 30µM différente de celle mesurée à 2µM en fluorimétrie en utilisant un modèle 

de fixation simple. 

En ITC, nous mesurons la chaleur dégagée par la perturbation du système, 

c’est-à-dire la contribution enthalpique ΔH. L’affinité est reliée à la somme des 

contributions enthalpiques et entropiques. Les contributions entropiques ne sont pas 

directement mesurables par ITC. Ils sont déduits à partir du KD et du ΔH d’après la 

relation ΔG = ΔH-TΔS avec ΔG=-RTln(KD).  

Quand bien même la dissociation du complexe du dimère MAST2-PDZ soit 

purement entropique et que l’enthalpie mesurée corresponde à l’association du 

ligand, comment est-il possible que le KD ne soit identique aux KD mesurés à 2µM de 

MAST2-PDZ en fluorimétrie ? Nos données ont été exploitées à partir du logiciel 

Origin 7 et son module microcalorimétrie avec un modèle de fixation simple. Il est 

envisageable que l’ajustement généré par le logiciel sous-estime la contribution de la 

part énergétique de la dissociation du dimère par rapport à la fixation du ligand. Il est 

prévu de repartir de nos données brutes mesurées en ITC pour retraiter les données 

avec un modèle qui soit plus adapté à nos observations, c’est-à-dire, celui que nous 

avons présenté plus haut pour s’affranchir de ce biais. 
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Tableau 4 : Constantes de dissociation apparentes et paramètres thermodynamiques des 
complexes de MAST2-PDZ mesurées par Isotermal Titration Calorimetry (ITC) 

 
 

Figure 63 : Représentation des paramètres thermodynamiques des complexes de MAST2-PDZ 

(ΔH versus TΔS). Les points rouges correspondent à MAST2-PDZ en complexe avec Cyto13-vir, 

Cyto13-att, Cyto13-att-W(-11)A, Cyto13-TRM, Cyto13-ARL et PTEN13-Cter. La droite en pointillés 

rouges représente la régression linéaire obtenue à partir des valeurs en rouge. Le point bleu 

représente le complexe MAST2-PDZ/Cyto4-att.  

 

 Nous avons dans un deuxième temps analysé le comportement 

thermodynamique des différents complexes. Deux résultats intéressants sont 

illustrés par la figure 63. Premièrement, les paramètres thermodynamiques des 

interactions entre MAST2-PDZ et tous les peptides de 13 acides aminés suivent une 

relation ΔH = 1,23*TΔS+A, bien que la séquence en acides aminés de certains 

peptides soit très différente. Si l’on compare MAST2-PDZ en complexe avec Cyto13-

att ou Cyto13-att-W(-11)A, la perte du groupement aromatique en position -11 
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provoque des interactions déstabilisantes ou une solvatation dont les pertes 

correspondantes sont plus importantes (≈2,4 kCal/mol) que les gains entropiques 

(≈1 kCal/mol) dûs, en partie, à la flexibilité du complexe MAST2-PDZ/Cyto13-att-W(-

11)A dont l’ancrage N-terminal est altéré.  

Il est plus difficile de discuter du comportement thermodynamique des autres 

peptides en prenant comme référence Cyto13-att sachant qu’ils diffèrent de plus 

d’un acide aminé. D’après les structures des complexes MAST2-PDZ/PTEN13-Cter 

et MAST2-PDZ/Cyto13-att, une liaison hydrogène canonique est établie entre 

l’oxygène de la chaine latérale de la thréonine de Cyto13-att en position -2 avec la 

chaîne latérale de l’histidine 73 de MAST2-PDZ. Or, pour le complexe MAST2-

PDZ/Cyto13-ARL, la chaîne latérale du résidu alanine en position -2 du ligand 

Cyto13-ARL, ne peut apporter ce gain enthalpique. Nous constatons alors une forte 

perte enthalpique d’environ 5 kCal/mol qui n’est pas entièrement compensée par un 

gain entropique de ≈+3,8 kCal/mol, ce qui se traduit par une perte d’affinité d’un 

facteur 9.  

 Le complexe MAST2-PDZ/Cyto4-att est intéressant. Les caractéristiques 

thermodynamiques d’interaction de ce complexe ne suivent pas la droite de 

compensation enthalpie-entropie des autres peptides. Les peptides Cyto4-att et 

Cyto13-att ont la même séquence C-terminale. D’après la structure du complexe 

MAST2-PDZ/Cyto13-att, les 4 derniers acides aminés du peptide interagissent tous 

avec la poche de fixation de MAST2-PDZ qui contraint les angles φ et ϕ du site 

d’ancrage C-terminal en formant un brin intermoléculaire. Le reste des acides 

aminés de la séquence de Cyto13-att contribue aussi à l’énergie libre du complexe. 

Les mécanismes de compensation enthalpie/entropie sont beaucoup plus restreints 

pour le complexe MAST2-PDZ/Cyto4-att. Il n’est donc pas étonnant que Cyto4-att ne 

suit pas la même relation que les peptides longs de 13 acides aminés. Les mesures 

de paramètres dynamiques par RMN sur les complexes MAST2-PDZ/Cyto4-att et 

MAST2-PDZ/Cyto13-att-W(-11)A, discutées plus haut, seront utiles afin de discuter 

les résultats de thermodynamique de manière plus pertinente. 

 

1.3.4. Protocoles expérimentaux 
Mesures des caractéristiques des interactions : 

MAST2-PDZ a été obtenu comme décrit dans la publication Terrien et al. 

Tous les peptides ont été synthétisés comme il est décrit dans la référence (27).  
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Les mesures ITC et de fluorimétrie ont été effectuées comme décrit dans les 

données supplémentaires de l’article Terrien et al (2012). 

 

Simulation : 

Les données d’interactions ont été analysées en utilisant le programme 

BIOEQS. Ce programme a été développé par C. Royer (237). Le modèle présenté 

ici, qui correspond à la fixation exclusive du ligand sur le monomère de MAST2-PDZ, 

a été utilisé dans le logiciel BIOEQS pour ajuster nos données expérimentales. Nous 

avons déclaré quatre espèces : le monomère et le dimère de MAST2-PDZ, le 

monomère lié au ligand et le ligand libre.  

Nous avons utilisé l’interface du logiciel BIOEQS pour entrer les paramètres 

nécessaires à la réalisation de l’ajustement de nos données. La première énergie 

libre utilisée pour notre modèle, ΔG°(DIM), correspond à la dissociation du dimère de 

MAST2-PDZ. La deuxième énergie libre ΔG°(ML) correspond à la fixation du ligand 

sur le monomère. Une troisième énergie libre a été introduite pour le complexe 

MAST2-PDZ/Cyto13-att et qui représente la fixation aspécifique d’un deuxième 

ligand sur le monomère de MAST2-PDZ. 

La valeur de fluorescence à saturation de MAST2-PDZ seule a été fixée pour 

chaque expérience. La variation de fluorescence a été mesurée au point isobestique 

à 354nm où la fluorescence de M est égale à la fluorescence de M2. Cela nous 

permet de nous affranchir des variations de fluorescence dues à la dissociation du 

dimère. ΔG°(DIM) a été fixée à partir du KD déduit à partir des expériences 

d’ultracentrifugation. La fluorescence des peptides Cyto4-att, Cyto13-att-W(-11)A et 

PTEN13-Cter, qui ne contiennent aucun tryptophane, a été fixée à 0. La 

fluorescence de Cyto13-att seule a été déduite des expériences de titrage de 

MAST2-PDZ avec Cyto13-att. Nous faisons donc une approximation en considérant 

que la fluorescence de peptide n’est pas modifiée lorsqu’il est lié à MAST2-PDZ. Le 

ΔG°(ML) est calculé à partir des KD des complexes de MAST2-PDZ à 2µM mesuré en 

fluorimétrie avec un modèle de fixation simple et est utilisé comme estimé provisoire. 

Le fichier de sortie contient les valeurs des concentrations de toutes les 

espèces générées du modèle par simulation (à partir des données d’ajustement). 

Ces valeurs sont disposées en une seule colonne, bloc par bloc. Chaque bloc 

comporte 40 valeurs qui correspondent aux 40 valeurs de la concentration totale de 
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ligand de la simulation ([L]tot de 0.1 à 1000). L’ordre des blocs est celui du modèle. 

Le 1er bloc correspond aux valeurs de la simulation de l’espèce ML2 (40 valeurs), le 

2e à l’espèce M2 (dimère libre), le 3e à ML (saturation du 1er site), le 4e à M 

(monomère libre) et le 5e à L (le ligand libre). Ces concentrations sont exprimées en 

mol/L. Grâce à ces données, nous pouvons reconstituer la saturation de chacun des 

sites (données non incluses).  
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Résultats 2 
« Les études cinétiques sur la phosphorylation de la queue C-

terminale de PTEN révèlent deux cascades indépendantes qui 

suivent un ordre séquentiel selon un mécanisme distributif. » 
 
Résumé 

L’activité enzymatique ainsi que la sublocalisation cellulaire de PTEN est, en 

partie, régulée par l’ajout ou la suppression de groupement phosphate sur des 

sérines et thréonines de PTEN-Cter. Cet équilibre dynamique, qui fait intervenir des 

kinases et phosphatases, est déterminant pour le maintien de l’homéostasie. Nous 

montrons dans cette étude que la RMN est un outil approprié pour analyser l’ordre et 

la cinétique de phosphorylations des sites multiples de PTEN-Cter. Ainsi, nous 

avons identifié, sans ambiguïté, les sept sites phosphorylés connus de PTEN-Cter 

par CK2 (S370, S380, T382, T383 et S385) et par GSK3-β (S362 et T366) in vitro. 

Nous avons également identifié deux nouveaux sites de phosphorylation (Ser361 et 

Thr363). De plus, en suivant l’apparition transitoire des états intermédiaires 

phosphorylés, nous avons montré qu’il est possible de déterminer la séquence des 

réactions et de calculer les constantes de vitesse apparentes pour chaque étape. 

Ces résultats montrent que deux cascades de phosphorylation qui regroupent S380-

S385 et S361-S370 se produisent indépendamment l’une de l’autre et que, dans 

chaque cascade, les évènements suivent un ordre séquentiel 

(S385P→S380P→T383P→T382P et S370P→T366P→S362P→S361P→T363P) selon 

un mécanisme distributif (dissociation de la kinase entre chaque étape). 

Dans un deuxième temps, nous avons comparé le profil de PTEN-Cter 

phosphorylé par des kinases endogènes issues des extraits cellulaires de 

neuroblastomes humains avec celui obtenu in vitro. Nos données indiquent que les 

kinases endogènes présentes dans les extraits cellulaires de neuroblastomes sont 

capables de phosphoryler PTEN-Cter, que les cascades de phosphorylations par 

CK2 et GSK3-β sont aussi contrôlées selon le même mécanisme distributif établi in 

vitro et qu'au moins une kinase supplémentaire, présente dans les extraits 

cellulaires, phosphoryle PTEN-Cter indépendamment de CK2 et de GSK3-b et 

probablement sur Thr383. 
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2.1. Article Cordier et al. (soumis) 
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Materials and Methods 

PTEN-­‐Ctail	
  expression	
  and	
  purification.	
  	
  

Recombinant unlabeled and U-15N/13C-labeled C-terminal tail of PTEN (PTEN-Ctail, 54 

residues including residues V351-V403 of human PTEN and a N-terminus non-native Met 

resulting from cloning) were produced as follow (1): PTEN-Ctail was encoded as a N-

terminal Glutathione S-Transferase (GST) tagged protein in a pDEST15 expression plasmid 

(Gateway System, Invitrogen). The vector was used to transform Escherichia coli BL21 

(DE3) star (Invitrogen). Cells were grown in a 2.5 l bioreactor of LB medium for unlabeled 

PTEN-Ctail and of stable-isotopically labeled M9 minimal medium containing 1.0 g/l 

15NH4Cl and 2.0 g/l 13C-glucose as the sole nitrogen and carbon sources for U-15N/13C-

labeled PTEN-Ctail. Protein expression was induced at OD600nm 0.8 – 1.0 with 1.0 mM IPTG 

at 30°C for 3 h. Harvested cells were resuspended in buffer A (50 mM Tris-HCl, 150 mM 
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NaCl, pH 7.5) with 2 mM β-mercaptoethanol and a protease inhibitor cocktail (Roche) and 

then disrupted in a French press. Clarified cell lysate was then loaded on a GST column 

(GSTrap HP, GE) equilibrated with buffer A. The tag-GST was cleaved by the TEV protease 

(1% M/M) directly injected on the column overnight at 4°C. The samples containing the 

PTEN-Ctail were pooled and concentrated to 1.0 ml and loaded onto a size exclusion column 

(Sephacryl S-100 HP 16/60, GE) equilibrated with buffer A. All purification steps were 

performed at +4°C and in presence of a protease inhibitor cocktail (Roche). Size, purity and 

sequence of the PTEN-Ctail samples were checked by SDS-Page, mass spectroscopy and 

microsequencing using Edman degradation. U-15N/13C-labeled PTEN-Ctail was concentrated 

with a Vivaspin 6 centrifugal filter device (3 000 MWCO, Sartorius). Protein concentration 

was estimated from its absorbance at 280 nm assuming a calculated ε280 of 2980 M-1.cm-1.  

For the NMR experiment, a stock solution of U-15N/13C-labeled PTEN-Ctail was prepared 

at a concentration of 600 µM, in a solution containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 90% H2O and 10% D2O. 

 

SELDI-­‐TOF-­‐MS	
  experiments.	
  	
  

PTEN-Ctail (unlabeled) was incubated with CK2 kinase, 2 mM ATP and 10 mM MgCl2-

containing kinase buffer. The CK2 kinase reaction was stopped at 100°C for 10 min and the 

samples were analyzed using the SELDI-TOF-MS technology. Several concentrations of 

PTEN-Ctail (from 10 to 30 µM) and CK2 kinase (from 3 to 20 nM) as well as times of 

phosphorylation reaction (from 5 min to 4 hours) were tested at 30°C and 37°C in order to set 

up the phosphorylation conditions for the NMR experiments. 5 µl of Gallium nitrate (50 mM) 

were applied twice on each spot of the immobilized metal affinity chromatography 30 (Imac 

30) chemical surface (BIO-RAD) under shaking, wet air and at room temperature. Then, 5 µl 
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of binding buffer were added on each spot for 1 hour under the same conditions. PTEN-Ctail 

sample was diluted in binding buffer and 1200 fmoles of peptides were spotted on each spot 

from Imac 30. Samples were incubated for 60 min at room temperature under shaking. Then, 

the chip was washed: three times with the binding buffer, and four times in water. The 

samples were air-dried. 0.7 µl of α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) saturated was 

diluted in 50% acetonitrile – 0.5% trifluoroacetic acid and was applied twice on each spot 

and the spots were air-dried. Spectra were generated with 7 shots at an intensity of 1600 nJ 

and a focus mass at 6500 Da (SELDI-TOF pcs4000 model). External mass calibration curve 

was performed on one spot of each array by using Human ACTH (1-24), Bovine Insulin B-

chain, Human Insulin and recombinant Hirudin. Raw spectra were processed and analyzed 

with the Ciphergen Express data manager software version 3.0 (CE; Ciphergen Biosystems). 

Spectra were externally calibrated with Human ACTH (2933.5 +1H), Bovine Insulin B-chain 

(3495.9 + 1H), Human Insuline (5807.7 + 1H) and recombinant Hirudin (6963.5 + 1H). The 

baseline was established using default parameters and spectral intensities were normalized by 

total ion current (TIC).  

 

In	
  vitro	
  CK2-­‐	
  and	
  GSK3β-­‐phosphorylation	
  assays	
  by	
  NMR	
  spectroscopy.	
  	
  

For the in vitro experiment, the pH of the NMR sample (Shigemi NMR microtubes) of U-

15N/13C-labeled PTEN-Ctail was adjusted to 6.7, since resonance intensities of Ser and Thr 

residues of interest were severely weakened at pH above 6.7, due to extensive amide proton 

exchange with solvent.  

The commercially available unlabeled CK2 kinase was purchased from Merck Millipore 

(Casein kinase 2α, active; MW 48.7 kDa, purity > 95%, Catalog #14-445) with a given 

specific activity of 1310 pmol/min/µg on a model substrate peptide. The commercially 
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available unlabeled GSK3β kinase was purchased from Merck Millipore (GSK3β, active; 

MW 51 kDa, purity 97%, Catalog #14-306) with a given specific activity of 881 

pmol/min/µg on a model substrate peptide. The MgCl2-containing kinase buffer was 

purchased from Cell Signaling Technology (Catalog #9802) and contained 25 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 5 mM β-glycerophosphate, 2 mM DTT, 0.1 mM Na3VO4, 10 mM MgCl2.  

The series of 1H-15N HSQC recorded in the time course of the CK2 or GSK3β reaction 

were acquired for acquisition times increasing from 6 min (at the beginning of the reaction) 

to 90 min (at the end). After about 120 hours of GSK3β reaction, the pH of the sample started 

to decrease, likely due to ATP hydrolysis, inducing overall resonance shifts in the HSQC 

spectra.  

 

Preparation	
  of	
  human	
  neuroblastoma	
  cell	
  extracts	
  for	
  NMR	
  experiments.	
  	
  

SH-SY5Y human neuroblastoma cells were grown as described in (2). Cells were 

differentiated with 10 mM db-cAMP as described by (3). Cellular extracts were made 48 

hours post drug treatment. Briefly, 108 cells were harvested and rinsed with PBS (Life 

Technologies, U.K.). The cell pellet was resuspended in 0.4 ml of lysis buffer [Complete 

lysis buffer (pH 7.5, Cell signaling, #9803), 2X complete Roche anti-proteases 

(#11697498001), 2X Roche phostop (#4906845001)], kept on ice for 15 min with gentle 

shaking every 2 min, then centrifuged at 13 000 g for 10 min at 4°C. The supernatant was 

treated with benzonase and incubated further at 4°C for 15 min. The cell lysate was 

centrifuged at 13 000g for 10 min at 4°C. The supernatant was aliquoted in 50 µl fractions 

and deep frozen in liquid nitrogen. Protein concentration (12 to 15 mg/ml) was determined by 

micro BCA (Pierce, USA).  

 



 191 

Western	
  blotting.	
  	
  

Cell extracts from SH-SY5Y human neuroblastoma was subjected to electrophoresis 

(SDS-PAGE), transferred to a PVDF membrane, and immunoblotted with CK2α Rabbit 

polyclonal antibody (Cell Signaling, #2656) and GSK3β rabbit monoclonal antibody (Cell 

signaling, #9315) using Rabbit TrueBlot®: Anti-Rabbit IgG HRP (eBioscience, #18-8816). 

Blots were prepared using SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo 

Scientific). Exposure time was 5 minutes. Primary and secondary antibodies were diluted 

(1:1000 and 1:3000, respectively) in PBS (Phosphate Buffered Saline) buffer containing 2% 

BSA and 0.1% Tween 20.  

 

Numerical	
  simulation	
  of	
  the	
  dynamic	
  process	
  of	
  phosphorylation	
  in	
  the	
  S380-­‐S385	
  

cluster.	
  	
  

In order to evaluate the dependence of the kapp,i on the initial concentrations of substrate 

and enzyme, we generated simulations of the time distribution of the concentration of all 

species, based on the more realistic reaction scheme shown in panel A of Figure S4. 

According to this still simplified enzymatic mechanism, the enzyme CK2 is assumed to 

process each phosphorylation step through a standard minimum enzymatic reaction, that is, 

the reversible formation of the enzyme/substrate complex, governed by the intrinsic rate 

constant ki and k-i, followed by an irreversible dissociation of this complex towards the 

product of the reaction depending on the catalytic rate constant kcat,i. Due to the large excess 

of ATP (2 mM) and its moderate consumption, the binding of this second substrate as well as 

the release of ADP are omitted in this scheme. According to the simple 2-step enzyme 

substrate reaction, the Michaelis-Menten approximation predicts a steady state for the 

enzyme-substrate intermediate, that is a 0 order reaction (linear time-decay of the substrate 
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concentration) as long as the dissociation of the intermediate complex towards the product is 

the rate limiting step of the reaction. As the substrate is consumed, the steady state tends to 

end up for the benefit of a continuous succession of pseudo-first order reactions, with a minor 

time-dependence of the instantaneous rate constant. The duration of the steady state along the 

time course of the reaction depends on the value of kcat,i relative to the product of ki by the 

substrate concentration. In the case of the reaction of PTEN-Ctail with CK2, the time 

distribution of our experimental data could be satisfactorily fitted to multiexponential 

equations for any step, which indicates a short-term steady state situation.  

The commercial program VisSim 3.0 (Visual Solutions, Westford, MA) was used to 

simulate the time course of the concentrations of substrate and product of each reaction, S to 

P4, by numerical integration of the differential equations describing the kinetic mechanism, 

using the 5th order Runge-Kutta method (1.08 106 steps; step size 0.05). Starting from our 

experimental conditions (initial substrate concentration [S]0 of 120 µM and total enzyme 

concentration [E]0 of 8 nM), the 12 parameters ki, k-i and kcat,i were manually optimized to 

reproduce at best the variation upon time of species A to E measured experimentally. With 

the rate constants k-i arbitrary set to 1 s-1, the following set of constants was retained (see 

Figure S4, panel B):  

k1 = 0.1 s-1µM-1 k-1 = 1 s-1 kcat,1 = 20 s-1 

k2 = 0.035 s-1µM-1 k-2 = 1 s-1 kcat,2 = 20 s-1 

k3 = 0.042 s-1µM-1 k-3 = 1 s-1 kcat,3 = 8 s-1  

k4 = 0.03 s-1µM-1 k-4 = 1 s-1 kcat,4 = 3 s-1 

Using this set of intrinsic rate constants, we then examined the effect of changing [S]0 and 

[E]0 on the kinetics of each of the species S, P1, P2, P3 and P4. Then, from a global fitting of 

the time course of these species to equations (1a) to (1e) given below, we deduced the 
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apparent rate constant kapp,i associated to each step of substrate to product conversion, as we 

did with our experimental NMR data. 

As shown in panel C of Figure S4, at constant [E]0 (8 nM), decreasing [S]0 from 120 to 50 

µM results in a slight increase (about 20%) of each apparent rate constant. The ratios between 

apparent rate constants are independent on [S]0 indicating that a change of the initial substrate 

concentration in the cell extracts should only have a global scaling effect on the apparent rate 

constants determined in vitro. 

As shown in panel D of Figure S4, at constant [S]0, increasing [E]0 results in a speeding up 

the kinetics. The variation of the apparent rate constants with [E]0 is linear, as intuitively 

expected, indicating that a change of the enzyme concentration has only a global scaling 

effect on the apparent rate constants.  

 

Equations of the linear 5-state model 

According to the linear 5-state model:  

€ 

A
kapp,1" → " " B

kapp,2" → " " C
kapp,3" → " " D

kapp,4" → " " E ,  

the time course of the disappearance/appearance of each phosphorylated species A to E in 

the S380-S385 cluster (called species A’ to E’ in the S361-T366 cluster) is given by the 

following equations:  
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where A, B, C, D, E (called A’, B’, C’, D’, E’ for the S361-T366 cluster) are the resonance 

amplitudes of residues in each species, with A0 = A+B+C+D+E and kapp,1, kapp,2, kapp,3 and 

kapp,4 are the apparent rate constants of the S385, S380, T383 and T382 phosphorylation 

events, respectively (called k’app,1, k’app,2, k’app,3 and k’app,4 for T366, S362, S361 and T363, 

respectively). Each apparent rate constant depends on the rates for reversible enzyme binding 

and for catalysis and product dissociation, and is specific for a given concentration of 

substrate and kinase.  
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Figures 

 

Figure S1. Phosphorylation-induced NMR chemical shift perturbations. Average (1H, 

15N) chemical shift changes, calculated as Δδav = [(ΔδH)2 + (ΔδN × 0.159)2]1/2, induced upon 

sequential phosphorylation by CK2 after 21 h (red, CK2-phosphorylated to 

unphosphorylated) and by GSK3β after 9 h (blue, sequentially CK2- and GSK3β-

phosphorylated to CK2-phosphorylated) or by simultaneous phosphorylation by the two 

kinases (black, simultaneous CK2- and GSK3β-phosphorylated to unphosphorylated). Open 

circles correspond to NH2 groups of Asn and Gln residues. 1H and 15N chemical shifts of 

Ser/Thr residues phosphorylated by CK2 and GSK3β (labeled in red and blue respectively) 

are the most affected. Chemical shifts can be sensitive to phosphorylation-induced changes in 

the neighborhood of a phosphorylated residue up to n ± 5.  
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Figure S2. SELDI-TOF-mass spectrometry profiles of PTEN-Ctail phosphorylated by 

CK2 kinase. PTEN-Ctail (12 µM) was incubated with 6 nM of CK2 kinase, 2 mM ATP and 

10 mM MgCl2-containing kinase buffer at 37°C. As control, PTEN-Ctail was monitored after 

2 hours at 37°C in the absence of kinase (upper panel). In the presence of CK2, aliquot were 

removed at 15 min (middle panel) and 2 hours (lower panel) after the beginning of the 

phosphorylation reaction. The CK2-reaction was stopped and the samples were analyzed 

using the SELDI-TOF-MS technology. Peaks matching the molecular weight of PTEN-Ctail 

and of its phosphorylated forms are indicated by arrows on the spectra. Nine 

phosphorylations of PTEN-Ctail were observed 2 hours after the CK2 addition in our 

experimental conditions.  
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Figure S3. Western Blot. Immunoblots revealing the presence of endogenous CK2α (45 

kDa) and GSK3β (47 kDa) kinases in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell extracts.  

 

 

Figure S4. Simulation of the dynamical process of phosphorylation in the S380-S385 

cluster. (A). Sequential oversimplified enzymatic reaction model in the S380-S385 cluster. E 

is the enzyme, S is the unphosphorylated substrate, P1, P2 and P3 are the three released 

intermediate products with 1, 2 and 3 phosphorylated sites and P4 is the fully phosphorylated 

product (S, P1 to P4 correspond to species A, B to E in our model described by equation (1) 

of the manuscript). ES, EP1 to EP3 are the enzyme/substrate complexes transiently formed 
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during the chain reaction. ki and k-i are the rates for reversible enzyme binding and kcat,i the 

constant characterizing the overall process leading to catalysis and to dissociation of the 

phosphorylated product from the enzyme. The sum of the concentrations of substrate in its 

different states is assumed constant though the reaction, so that [S]+[P1]+[P2]+[P3]+[P4] = 

[S]0, [S]0 being the initial substrate concentration (the concentration of the bound species ES, 

EP1 to EP3 are neglected). The concentration of enzyme, [E]0, is constant though the 

reaction. (B) The simulation of the variation of the concentration of substrate and product in 

the time course of the reaction is shown as lines (in black, blue, green, orange and red for S, 

P1, P2, P3 and P4, respectively), using the optimized set of ki, k-i and kcat,i parameters (see 

Materials and Methods of Supporting Information above) and our experimental conditions: 

[S]0 = 120 µM and [E]0 = 8 nM. The NMR experimental data are shown as filled squares 

(with the same color-coding for species A, B, C, D and E, respectively). (C) Influence of the 

initial substrate concentration on the apparent rate constants. Table of the apparent rate 

constants kapp,1, kapp,2, kapp,3 and kapp,4 (in h-1) extracted from fitting (a) our experimental data 

recorded at [S]0 = 120 µM, (b) the simulated data performed at [S]0 = 120 µM and (c) the 

simulated data performed at [S]0 = 50 µM (at constant [E]0 = 8 nM). (D) Influence of the 

enzyme concentration on the apparent rate constants. Plot of the apparent rate constants kapp,1, 

kapp,2, kapp,3 and kapp,4 (blue, green, orange and red, respectively) extracted from fitting the 

simulated data performed at various enzyme concentrations [E]0 (at constant [S]0 = 120 µM). 

The solid line corresponds to linear regression.  
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Tables 

Table S1. Values of the apparent rate constants (h-1) of phosphorylations within the 

S380-S385 cluster.  

Species kapp,1 (S385) (h-1) kapp,2 (S380) (h-1) kapp,3 (T383) (h-1) kapp,4 (T382) (h-1) 

A (1) 1.93 ±  0.29 NA NA NA 

B (1) 1.93 (2) 0.65 ±  0.01 NA NA 
2.15 ± 0.32 0.64 ± 0.002 NA NA 

C (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 ±  0.05 NA 
1.93 (2) 0.64 ± 0.05 0.82 ± 0.05 NA 

D (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 (4) 0.49 ±  0.04 
1.93 (2) 0.65 (3) 0.85 ± 0.11 0.49 ± 0.04 

E (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 (4) 0.51 ±  0.04 
1.93 (2) 0.65 (3) 0.99 ± 0.30 0.48 ± 0.09 

A+B (1) 1.93 (2) 0.64 ± 0.09 NA NA 
B+C (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.77 ± 0.02 NA 
C+D (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 (4) 0.58 ± 0.01 
C+D+E (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 (4) 0.84 ± 0.03 (6) 
D+E (1) 1.93 (2) 0.65 (3) 0.82 (4) 0.65 ± 0.02 
Global A to E (5) 2.00 ± 0.05 0.65 ± 0.01 0.83 ± 0.02 0.49 ± 0.06 
Consensus values 1.93 ±  0.29 0.65 ±  0.01 0.82 ±  0.05 0.50 ±  0.04 

(1) Values of the apparent rate constants correspond to averages and standard deviations over 

individual fits of each representative of a phosphorylated species (or combinations of species) as 

indicated on Figure 2. These values depend on the concentration of kinase and substrate (8 nM CK2 

and 120 µM PTEN-Ctail).  
(2) Average kapp,1 deduced from fitting kinetics of A.  
(3) Average kapp,2 deduced from fitting kinetics of B.  
(4) Average kapp,3 deduced from fitting kinetics of C.  
(5) Global fit of average of species A, B, C, D, E. Errors correspond to standard errors (from Monte 

Carlo analysis).  

(6) Since C+D+E = 1-A-B, this combination of species is essentially dependant on kapp,1 and kapp,2. 

Thus, the value of kapp,4 cannot be inferred from such a combination.  

 

Table S2. Values of the apparent rate constants (h-1) of the isolated phosphorylation 

S370.  

 kapp (S370) (h-1) 

U (1) 0.16 ± 0.01 
P (1) 0.15 ± 0.01 
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Consensus values (2) 0.15 ±  0.01 
(1) Values of the apparent rate constants correspond to averages and standard deviations over 

individual fits performed on each representative of the unphosphorylated (U) or phosphorylated (P) 

species. Representative residues of the phosphorylation of S370 were S370U/P, V369, N372. These 

values depend on the concentration of kinase and substrate (8 nM CK2 and 120 µM PTEN-Ctail).  
(2) Consensus values correspond to average and standard deviation of fitting the U and P species (the 

two lines above).  

 

Table S3. Values of the apparent rate constants (h-1) of 

phosphorylations within the S361-T366 cluster.  

Species k’app,1 (T366) (h-1) k’app,2 (S362) (h-1) k’app,3 (S361) (h-1) k’app,4 (T363) (h-1) 

A’ (T366U) (1) 0.46 ± 0.01 NA NA NA 
1 – A’ (T366P) (1) 0.41 ± 0.01 NA NA NA 
A’+B’ (1) 0.43 (2) 0.193 ±  0.010 NA NA 
C’ (1) 0.43 (2) 0.193 (3) 0.012 ±  0.001 NA 
D’ (1) 0.43 (2) 0.193 (3) 0.012 (4) < 0.006 ±  0.001 (5) 
Consensus values 0.43 ±  0.03 0.193 ±  0.010 0.012 ±  0.001 < 0.006 ±  0.001 (5) 

(1) Values of the apparent rate constants correspond to individual fits of the average amplitudes 

representative of a species (or a combination of species) as indicated on Figure 3 and standard errors 

come from Monte Carlo analysis. These values depend on the concentration of kinases and substrate 

(8 nM CK2, 39 nM GSK3β and 120 µM PTEN-Ctail). For T366U (species A’) and T366P (species 

B’+C’+D’+E’ = 1 – A’) the apparent rate constant was extracted from a fit to single exponential 

functions.  
(2) k’app,1 deduced from consensus value of fitting kinetics of A’ and 1 – A’.  
(3) k’app,2 deduced from fitting kinetics of A’+B’.  
(4) k’app,3 deduced from fitting kinetics of C’.  
(5) Poor accuracy on k’app,4, since the decay of species D’ is not sampled.  
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2.2. Perspectives 
La RMN est particulièrement bien adaptée pour suivre la phosphorylation pour 

notre étude de PTEN-Cter. Dans un premier temps, l’objectif de ce projet est de 

mettre en place une méthodologie pour détailler le mécanisme de phosphorylation 

de PTEN-Cter par des kinases in vitro et par des kinases endogènes dans des 

extraits de cellules neuronales. Dans un deuxième temps, nous souhaitons nous 

focaliser sur MAST2 pour identifier le(s) résidu(s) de PTEN-Cter phosphorylé(s) par 

cette kinase et le rôle de ces phosphorylations dans un contexte cellulaire. L’étude 

de la phosphorylation de PTEN est rendue difficile par les problèmes rencontrés 

pour produire le domaine kinase soluble de MAST2. Plusieurs projets, réalisés en 

parallèle, sont toujours en cours pour produire ce domaine. Enfin, des résidus 

phosphorylés de PTEN-Cter semblent affecter la conformation de la protéine et 

aurait une répercussion directe sur sa fonction. Ainsi, pour le mettre en évidence, 

une dernière étude consiste à étudier la conformation dite « ouverte/fermée » de 

PTEN selon l’état de phosphorylation de la queue C-terminale. Nous détaillerons 

dans cette partie les résultats préliminaires que nous avons déjà obtenus et les 

stratégies qui sont envisagées. 

 

2.2.1. Cinétique de phosphorylation de PTEN-Cter in vitro (suite) 
La Ser385 est le résidu qui amorce la cascade de phosphorylation de PTEN-

Cter. Que se passe-t-il si la sérine est substituée par une alanine ? Un mutant est en 

cours de construction pour répondre à cette question, pour savoir si la cascade est 

bloquée ou simplement retardée. 

Nous avons vu aussi que Ser361 et Thr363 sont phosphorylés, probablement 

par CK2 à la vue des sites consensus. Ces deux nouveaux résidus n’avaient jamais 

été identifiés phosphorylés jusqu’à présent. Ces phosphorylations interviennent 

après la phosphorylation par GSK3-β de Ser362 et Ser366. À ce stade nous ne 

pouvons conclure si ces résidus sont phosphorylés par CK2 ou GSK3-β. Un moyen 

de le savoir, pour identifier sans ambiguïté la kinase responsable, serait de refaire 

cette expérience en arrêtant la réaction juste avant la phosphorylation de ces résidus 

(en chauffant tout simplement les échantillons pour inactiver les kinases) et ajouter 

ensuite dans un cas la kinase CK2 et dans l’autre GSK3-β.  
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2.2.2. Cinétique de phosphorylation de PTEN-Cter dans les extraits de 
neurones (suite) 

CK2 et GSK3-β sont les deux kinases majoritaires identifiées mais il en est 

d’autres qui semblent aussi jouer un rôle important dans la régulation de PTEN à 

travers la phosphorylation de PTEN-Cter tel que MAST2. C’est pourquoi, dans un 

premier temps, nous avons décidé de suivre la phosphorylation de PTEN-Cter par 

des kinases endogènes à partir d’extraits de neurones. D’après nos données, les 

cinétiques sont différentes de celles obtenues in vitro avec CK2 et GSK3-β. Nous 

avons observé quelques différences notables, comme la présence dans les extraits 

d’une phosphorylation supplémentaire (Thr383 ?) par une kinase différente de CK2 

et GSK3-β. Ainsi, il est possible de prendre plusieurs directions pour aller plus loin 

dans l’interprétation de nos données :  

- Utilisation dans les extraits d’inhibiteurs de CK2 et GSK3-β. (que devient 

Thr383 ?) ; 

- Culture de cellules neuronales dont le gène de PTEN est soit éteint ou soit 

surexprimé (que devient Ser380 ?) ; 

- Utilisation de mutants de PTEN-Cter (S385A…) pour diminuer la 

phosphorylation de CK2.  

 

Ces trois premiers points participent à identifier les résidus qui pourraient être 

affectés par d’autres kinases endogènes, et plus particulièrement MAST2, sans que 

l’on ait besoin de produire le domaine kinase de MAST2. 

 

2.2.3. Étude de la phosphorylation de PTEN-Cter in cellulo 
En se projetant sur le plus long terme, il serait intéressant de suivre par RMN 

la phosphorylation de PTEN injecté dans des cellules. La technique a été éprouvée, 

à ce jour, uniquement avec des oocytes. Plusieurs défis expérimentaux restent à 

surmonter : 

 

- La vectorisation des peptides 

Il est indispensable de faire pénétrer PTEN-Cter marquée 13C/15N dans les 

cellules, de manière reproductible et efficace. Il existe des séquences peptitiques 

pénétrantes. Certaines, comme les séquences TAT que nous avons testées, sont 
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très efficaces mais, après translocation, nous ne contrôlons pas la localisation 

cellulaire du peptide qui peut être très différente de celle de la protéine endogène. 

D’autres équipes en Europe essaient aussi de faire pénétrer leur protéine d’intérêt 

marquée par électroporation. L’efficacité de cette technique reste très dépendante 

des cellules et des protéines utilisées et n’est pas généralisable. 

 

- Le seuil de détection en RMN 

La RMN est une technique peu sensible. Les quantités nécessaires sont de 

l’ordre, au minimum, de plusieurs dizaines de micromolaires. De ce fait, si nous 

envisageons de mesurer les constantes cinétique de phosphorylation in cellulo telles 

qu’elles ont été réalisées in vitro, nous devrions cibler une concentration finale de la 

centaine de micromolaires. D’une part, nous risquons de rencontrer des difficultés 

expérimentales pour atteindre ces concentrations et d’autre part, nous serons donc 

très éloignés des concentrations de PTEN endogène. 

 
- Maintien des cellules en vie dans un tube Shigemi de RMN 

Les neuroblastomes poussent habituellement en adhérant à une surface 

solide avec un milieu de culture riche en éléments essentiels pour la croissance des 

cellules eucaryotes. Il s’agit de maintenir les cellules en vie pendant l’expérience 

RMN (>20h), sachant que nous sommes contraints de placer une importante 

quantité de cellules (100 millions) dans un volume très restreint (200 à 300µl). Ainsi, 

l’enjeu majeur est que les cellules, du fait de leur concentration, ne soient pas 

asphyxiées et ne lysent pas. Des tubes spécialement conçus pour ce genre 

d’expériences devront très probablement dans l’avenir être développés pour 

répondre aux nouvelles exigences de la RMN biologique.  

 

- Les modifications post-traductionnelles dans les neuroblastomes 

Contrairement aux extraits cellulaires, nous ne pouvons pas inhiber la 

déphosphorylation de PTEN-Cter par les phosphatases endogènes. La dégradation 

de PTEN-Cter par le protéasome peut aussi présenter une limite supplémentaire. De 

plus, nous sommes aussi dépendants de la concentration intracellulaire d’ATP 

produites par la cellule.  
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Nous cherchons avant toute chose à répondre à une question biologique : 

Est-ce que la kinase MAST2 participe à la régulation de la phosphorylation de PTEN 

dans des neuroblastomes humains ? Nous disposerons de lignées cellulaires 

surexprimant MAST2 ou, à l’inverse, avec une expression très réduite. 

 

 

2.2.4. Production et tests d’activités in vitro de la kinase MAST2 
Il a été démontré que MAST2 phosphoryle PTEN-Cter in cellulo (52) mais 

aucun site n’a encore été identifié. Nous avons donc décidé de produire le domaine 

kinase de MAST2 (MAST2-K) chez E.coli BL21(DE3) star pour étudier la 

phosphorylation de PTEN-Cter in vitro. Deux constructions ont été exprimées : 

MAST2-K298 et MAST2-K352.  

Le domaine MAST2-K298 correspond au domaine kinase fonctionnel exprimé 

dans les cellules COS-7 (52). Nous sommes donc repartis de cette même 

délimitation.  

MAST2-K352 possède une extension de 54 acides aminés en C-terminal qui 

correspond à une séquence conservée chez la famille des AGC kinases et qui est 

essentielle pour l’activité catalytique d’une majorité de ces kinases (Cf. Chapitre 2, 

p.46).  

Ces domaines ont été exprimés en présence d’une étiquette histidine (HIS) 

(HIS-MAST2-K298 et HIS-MAST2-K352), d’une étiquette « Glutathion S-

Transferase » (GST) (GST-MAST2-K298 et GST-MAST2-K352) ou encore d’une 

étiquette « Maltose Binding Protein » (MBP) (MBP-MAST2-K298 et MBP-MAST2-

K352) en N-terminal dans des plasmides Gateway pDEST15, 17 et MBP 

(Invitrogen).  

Les constructions avec les étiquettes HIS et MBP sont surexprimées chez 

E.coli, contrairement aux constructions avec l’étiquette GST. Cependant, nous 

n’avons jamais réussi, pour toutes les constructions, à produire un domaine 

catalytique actif en solution, malgré les différentes conditions que nous avons 

utilisées. De nombreux tests de dénaturation et renaturation ont été réalisés mais 

cela ne nous a pas permis de solubiliser HIS-MAST2-K298 ou HIS-MAST2-K352 : 

aucune activité de phosphorylation de PTEN-Cter n’a pu être mis en évidence. 

L’étiquette MBP augmente la quantité de protéine dans la phase soluble pour la 

construction MBP-MAST2-K352 mais pas pour MBP-MAST2-K298. Cependant, 
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lorsque l’étiquette MBP est clivée, nous avons constaté que la protéine s’agrégeait. 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence d’activité catalytique du domaine, même en 

conservant l’étiquette MBP et la protéine (83,5kDa) possède un volume de rétention 

identique au volume mort des colonnes de gel filtration que nous avons testé (S-100, 

S-200 et S-300). De ce fait, des études biophysiques n’ont pu être réalisées pour 

caractériser la protéine. 

En parallèle, nous avons fait cloner plusieurs constructions de MAST2-K298, 

MAST2-K352 dans des plasmides permettant leur expression dans des cellules 

d’insectes Sf9 infectées par baculovirus. La protéine est sécrétée dans le milieu de 

culture, du fait de la présence d’une séquence signal.  

Une construction du bidomaine (MAST2-K698), incluant le domaine kinase 

(350aa) et le domaine PDZ (100aa) espacés l’un de l’autre d’une large séquence de 

250 acides aminés qui ne possède pas de structures secondaires connues, a 

également été construit. Aucun signal de la protéine n’a pu être détecté à partir des 

expériences de western blotting. Soit les clones ne s’expriment pas dans les cellules 

d’insectes (il n’est pas exclu que l’expression de cette kinase perturbe les voies de 

signalisation des cellules), soit la protéine est très vite dégradée une fois 

synthétisée. 

 

Ces difficultés nous ont amenés à repenser notre stratégie. La délimitation 

d’un domaine se faisant de manière empirique, il est absolument nécessaire de 

tester un nombre de délimitation bien supérieur à celui que nous venons de 

présenter ici. Plusieurs plateformes en France proposent ce type de solution en 

faisant des tests à haut débit, avec de nombreuses délimitations et étiquettes, dans 

le but d’obtenir le domaine exprimé soluble et fonctionnel. Une collaboration a donc 

été entamée avec le laboratoire d’architecture et fonction des macromolécules 

biologiques à Marseille. 

 

L’obtention du domaine kinase et du bi-domaine de MAST2 permettrait 

d’identifier les sites phosphorylés de PTEN-Cter qui, jusque-là, restent inconnus, 

mais aussi d’étudier l’impact du domaine PDZ sur l’efficacité de phosphorylation de 

PTEN-Cter. C’est en effet une première étape vers une étude sur l’interdépendance 

de deux domaines en cis de MAST2 qui participe à la régulation de la 

phosphorylation de PTEN-Cter. La résolution de la structure tridimensionnelle sera 
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une étape supplémentaire pour élucider le mécanisme de régulation de l’activité 

catalytique de MAST2.  

 

2.2.5. Étude par RMN de la conformation ouverte/fermée de PTEN en fonction 
de la phosphorylation de PTEN-Cter 

Les conséquences de la phosphorylation de PTEN-Cter sont multiples. Nous 

avons pu en avoir un bref aperçu dans l’introduction. En effet, phosphorylé, PTEN a 

une activité catalytique plus faible et est moins susceptible à la protéolyse alors que, 

non phosphorylé, l’activité catalytique est augmentée mais est aussi plus sensible à 

l’action des caspases et de la dégradation par le protéasome.  

 Nous nous intéressons ici aux changements conformationnels induits par la 

phosphorylation de PTEN-Cter, afin de valider le modèle ouvert/fermé et d’identifier, 

à partir de mutants alanines, quels sont les sites phosphorylés nécessaires au 

passage de la conformation dite « ouverte » ou « fermée » de PTEN. Nous ne 

connaissons ni le mécanisme d’ouverture et fermeture ni la surface d’interaction des 

domaines de PTEN. Ces conformations seraient dépendantes de la phosphorylation 

de PTEN-Cter. Nous entendons par conformation « fermée » que la partie C-

terminale interagit avec les domaines PTP et/ou C2 de PTEN, contrairement à la 

conformation ouverte. Il a en effet été proposé que le domaine C2, qui interagit avec 

la membrane plasmique via les phosphatidyl sérines, puisse aussi interagir avec les 

sérines et thréonines phosphorylées de PTEN-Cter. Nous comprenons donc que, 

par compétition de site, PTEN phosphorylé ne peut plus se lier à la membrane. Par 

conséquent, l’activité catalytique de PTEN se retrouve réduite lorsque PTEN est 

dans une conformation dite « fermée ». La RMN couplée au SAXS se révèle alors 

être une approche pertinente pour analyser et identifier ce type d’interaction 

transitoire interdomaine. Dans ce but, nous avons exprimé PTEN entier et les 

domaines C2 et C-terminal de PTEN (PTEN-C2-Cter) avec une étiquette histidine en 

N-terminal à partir de la souche E.coli BL21(DE3) star. Nous obtenons une très forte 

expression de PTEN entier qui se retrouve entièrement dans la phase insoluble. 

Cependant, les tests de dénaturation et renaturation ne permettent pas de replier la 

protéine dans la phase soluble. Par contre, une faible quantité de PTEN est obtenue 

en cellules d’insectes dont une partie se retrouve dans la phase soluble et active. 

Plusieurs tests d’expressions sont engagés pour améliorer ce rendement. 



 209 

Par ailleurs, une fraction de PTEN-C2-Cter est exprimée dans la phase 

soluble. La prochaine étape consiste donc à optimiser l’expression de ce domaine 

en milieu minimum enrichi en isotope 15N/13C pour étudier la conformation de PTEN-

C2-Cter in vitro par RMN lorsqu’il est phosphorylé ou non par des kinases telles que 

CK2, GSK3-β ou encore MAST2-K. Si les conditions sont favorables, il sera possible 

de déterminer la surface d’interaction entre le domaine C2 et PTEN-Cter sur la base 

des différences de déplacements chimiques à partir des spectres HSQC 1H-15N. 
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Résultats 3 : Applications 
 

 

« Développement de peptides pro-survie. » 
 
Résumé 

Sur la base de nos résultats décrits dans le paragraphe 1, nous avons décidé 

d’utiliser nos connaissances et nos résultats pour développer des peptides de forte 

affinité pour MAST2-PDZ et capables d’induire la survie d’une cellule neuronale. 

Nous postulons que le phénotype de survie de la cellule est corrélé à l’affinité des 

peptides pour MAST2-PDZ. À partir de la structure des complexes de MAST2-PDZ, 

nous avons donc déterminé des séquences optimales de haute affinité pour MAST2-

PDZ. Un premier lot de peptides optimisés a été testé in vitro. Nous avons augmenté 

l’affinité d’un facteur 10 pour le meilleur peptide par rapport à la partie cytoplasmique 

de la glycoprotéine G issue d’une souche virulente. Nos collaborateurs ont mis au 

point une stratégie pour produire ce peptide par le système de lentivirus dans un 

modèle de cellules neuronales humaines. Les premiers résultats montrent que ce 

peptide augmente significativement la formation des branchements des axones des 

cellules neuronales qui est un marqueur de survie bien établi. Sachant que ces 

peptides pourraient être utilisés pour un usage thérapeutique, un brevet a été 

récemment déposé21. Le rôle de ces peptides serait de restaurer le réseau de 

communication entre les neurones qui a été détruit suite à une maladie 

dégénérescente, ou à un accident neurologique. Suite à un deuxième tour 

d’optimisation, un deuxième peptide est actuellement testé, son affinité pour MAST2-

PDZ étant augmentée d’un facteur 20. 

 
 

                                                
21 Wolff N., Préhaud C, Lafon M, Khan Z, Terrien E. DI N° 2011-20. European patent 
application 11 306 3184. (2011) “High MAST2-Affinity polypeptides and uses therof” 
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3.1. Résultats 
La stratégie de conception des peptides, que nous avons décidé d’employer 

pour induire la survie des neurones, repose sur la structure des complexes de 

MAST2-PDZ. Nous sommes partis de l’hypothèse suivante : en inhibant la formation 

des complexes de MAST2-PDZ avec le (ou les) ligand(s) cellulaires de MAST2-PDZ, 

la survie des neurones est induite. Le schéma ci-dessous illustre cette hypothèse 

avec le ligand PTEN (un des ligands cellulaires de MAST2-PDZ identifiés) (Fig. 64). 

 

Figure 64 : Perturbation de l’homéostasie cellulaire. À gauche, l’interaction de MAST2 avec PTEN 
participe au maintien de l’homéostasie cellulaire. À droite la compétition avec un peptide pro-survie 
(PPS) empêche la fixation du PDZ-BS de PTEN sur MAST2-PDZ. Ce déséquilibre favorise la survie 
de la cellule.  

 

Voici la stratégie globale que nous avons construite pour valider notre démarche :  

 

 
 

L’affinité du peptide optimisé pour MAST2-PDZ est mesurée in vitro par 

microcalorimétrie. Suivant le résultat, il est nécessaire ou non de faire un nouveau 

tour d’optimisation. Si le résultat est considéré comme positif, alors la séquence 

codant le peptide sélectionné est intégrée au génome d’un lentivirus. Des cellules 

neuronales de différentes lignées sont ensuite infectées par un lentivirus pour 

produire le peptide. Le phénotype de la cellule est alors analysé. Si le résultat est 

satisfaisant, les peptides seront testés sur un modèle animal.  
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3.1.1. Stratégie d’optimisation des séquences à partir de la structure des 
complexes de MAST2-PDZ 

Le développement de ces peptides pro-survie repose sur l’analyse du 

domaine PDZ de MAST2. Nous avons donc tenu compte de la spécificité et de la 

force d’interaction du peptide pour MAST2-PDZ. 

L’étude de la spécificité d’un ligand pour son partenaire dans la cellule est 

une tâche délicate. Nous avions démontré précédemment que la séquence Cyto13-

vir interagit préférentiellement avec le domaine PDZ de MAST1 et MAST2, seuls 

interactants mis en évidence par double-hybride. Une substitution unique en position 

(-3) Gln -> Glu du PDZ-BS est suffisante pour diminuer la spécificité du ligand (Cf. 

figure 12, p.33) sans affecter son affinité. Comme nous l’avons démontré, cette 

relaxation de spécificité conduit cependant la cellule vers la mort, la séquence virale 

interagissant avec le domaine PDZ de la phosphatase PTPN4 (43). 

Nous avons donc développé notre raisonnement dit « de spécificité » à partir de la 

force d’interaction du ligand pour MAST2-PDZ et PTPN4-PDZ : un ligand très affin 

pour MAST2-PDZ (< 1µM) et peu affin pour PTPN4-PDZ (>500µM) serait un bon 

candidat afin d’induire la survie cellulaire sans déclencher l’apoptose (Fig. 65).  

 
 

D’après nos données structurales et thermodynamiques, les peptides se 

délimitent en trois régions : un premier segment correspond à l’ancrage C-terminal, 

le deuxième à une zone centrale qui ne possède pas ou peu d’interaction avec 

MAST2-PDZ et pour le troisième segment, le site d’ancrage du Trp(-11) ou Phe(-11) 

(Fig. 66).  

Figure 65 : Schéma représentant la 
constante de dissociation de MAST2-
PDZ (en abscisse) et PTPN4-PDZ (en 
ordonné) pour un même ligand. Les 
peptides possédant une affinité pour 
PTPN4-PDZ < à 500µM sont exclus 
quelque soit l’affinité pour MAST2-PDZ. 
Les peptides qui possèdent une affinité > à 
500µM avec PTPN4-PDZ et une très forte 
affinité pour MAST2-PDZ (<1µM) seront 
retenus. Le but du projet Neurovita est de 
proposer des peptides ayant une affinité de 
quelques dizaine de nM. 
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Les peptides pro-survie ont été conçus en deux étapes. La première étape 

consiste à définir les résidus importants pour la spécificité du ligand. Ces acides 

aminés seront fixés dans les différents tours d’optimisation. Ensuite, nous avons 

défini les acides aminés susceptibles d’apporter un large gain d’affinité en se basant 

sur les résultats obtenus par microcalorimétrie et à partir de la structure des 

complexes de MAST2-PDZ. 

 

Figure 66 : Structure du complexe MAST2-PDZ/Cyto13-att (2KQF). Le complexe est représenté 
en structures secondaires à partir du logiciel Pymol. En bleu, MAST2-PDZ. En vert, le ligand Cyto13-
att. Les résidus C-terminaux qui forment le site minimal de fixation de MAST2-PDZ sont entourés en 
rouge (partie I). Trp(-11), constituant le point d’ancrage III est représenté en bâtonnets et entouré en 
rose (partie III). Les résidus qui forment le lien entre la partie I et la partie III sont entourés en bleu 
(partie II). La suppression de l’ancrage du Trp(-11) diminue l’affinité apparente d’un facteur 3. La 
suppression de l’ancrage N-terminal (II + III) diminue l’affinité apparente d’un facteur 11. 

 

Étape 1 : Spécificité des peptides pour MAST2-PDZ 

Nous avons défini 3 acides aminés clefs des peptides viraux qui participent à 

la reconnaissance spécifique de MAST2-PDZ mais pas à celle de PTPN4-PDZ.  

 

1 / Tout d’abord, nous avons conservé l’Arginine (-1) sur la base de la 

structure du complexe MAST2-PDZ/Cyto13-att (Fig.67, panneau de gauche). En 

effet, le groupement guanidinium de la chaine latérale de Arg(-1) forme un pont 
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ionique avec Oε2 de la chaine latérale du Glu44 de MAST2-PDZ. Parallèlement, 

l’analyse de la structure cristallographique de PTPN4-PDZ en complexe avec 

Cyto13-att (code PDB 3NFK) indique que la densité électronique de Arg(-1) est très 

mal définie et ne fait aucun pont ionique avec les acides aminés adjacents de 

PTPN4-PDZ (pas de contrainte de la chaine latérale) (Fig. 67, panneau de droite). 

De plus, la mesure des constantes de dissociation des complexes de PTPN4-PDZ et 

l’analyse de la structure du complexe PTPN4-PDZ/GluN2A-16 (code PDB 3NFL), 

mettent en avant le rôle favorable d’une courte chaine latérale anionique telle que 

Asp(-1) (43).  

 

2/ Gln(-3) est un résidu essentiel pour le maintien de la spécificité avec 

MAST2-PDZ que nous avons conservé pour la conception de nos peptides 

optimisés. En effet, la substitution de Glu -> Gln pour le complexe de MAST2-PDZ 

n’affecte pas la force d’interaction du complexe contrairement au complexe PTPN4-

PDZ (Fig. 67). De plus, en double hybride, le peptide Cyto13-vir ne reconnaît pas le 

domaine PDZ de PTPN4 et nous avons montré que cette simple substitution par Glu 

est suffisante pour faire basculer le devenir de la cellule vers la mort (27).  

 

3/ Pour terminer, nous avons conservé l’ancrage de Trp(-11) qui fait 

l’originalité de la fixation du ligand par rapport au complexe PTPN4-PDZ, qui 

n’interagit qu’avec les 4-5 acides aminés C-terminaux de Cyto13-att (Fig. 67). En 

effet, contrairement à PTPN4-PDZ, MAST2-PDZ possède une surface d’interaction 

plus étendue avec des brins β2 et β3 allongés. Le groupement indol de Trp(-11) fait 

des contacts de Van der Waals avec le groupement indol de Trp41 et avec les 

chaînes latérales de Ile24 et Val26 de MAST2-PDZ.  
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Figure 67 : Spécificité des peptides viraux pour MAST2-PDZ et PTPN4-PDZ. À gauche, structure 
RMN de plus basse énergie du complexe MAST2-PDZ (bleu)/Cyto13-att (rouge) (code PDB : 2KQF). 
Les résidus des peptides qui favorisent la reconnaissance spécifique de MAST2-PDZ sont 
représentés en bâtonnets avec 1 qui correspond à Arg(-1), 2 à Glu(-3) et 3 à Trp(-11). 
L’agrandissement à gauche illustre la formation du pont ionique entre Arg(-1) et Glu44 (pointillés 
noirs). À droite, structure cristallographique du complexe PTPN4-PDZ (bleu)/Cyto13-att (rouge) (code 
PDB : 3NFK). Seulement cinq acides aminés du peptide en Cterminal possèdent une densité 
électronique et interagissent avec la poche de fixation de PTPN4-PDZ. L’agrandissement à droite 
indique que Arg(-1) est exposé au solvant. 

 

Ainsi, notre séquence minimale spécifique de MAST2-PDZ ressemblerait à 

XWXXXXXXXQXRϕ avec X pour n’importe quel acide aminé et ϕ pour un acide 

aminé hydrophobe. Nous avons ensuite défini les acides aminés pouvant générer un 

gain d’affinité supplémentaire.  
 

Étape 2 : Gain d’affinité des peptides pour MAST2-PDZ  

Il existe peu de possibilité afin d’optimiser la partie C-terminale, point 

d’ancrage I. Sur les 4 acides aminés qui composent le PDZ-BS minimal, il ne reste 

que la position (0) et la position (-2) à optimiser, les positions (-1) et (-3) restant 
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fixées afin de maintenir la spécificité pour MAST2-PDZ. Les deux positions (0) et (-2) 

déterminent aussi la classe à laquelle le domaine PDZ appartient. Nous avons vu 

que MAST2-PDZ interagit préférentiellement avec les PDZ-BS de classe 1 (XS/TXϕ) 

et également avec ceux de classe 2 (XϕXϕ) avec néanmoins une diminution de la 

force d’interaction du complexe (Tab.5). En effet, le groupement méthyl de Thr(-2) 

forme à la fois une interaction de type Van der Waals avec les chaînes latérales de 

Val76 et Val77 et une liaison hydrogène avec Oε de Thr(-2) et le proton de Nε de 

His73 que l’on ne retrouve pas avec les ligands de classe 2.  

Pour la position (0), nous avons conservé la leucine. En analysant la structure 

de MAST2-PDZ en complexe avec Cyto13-att et PTEN13-Cter, nous avons observé 

que Leu(0) remplit mieux la cavité hydrophobe de MAST2-PDZ composé par les 

résidus Tyr17, Phe19, Leu21, Val76, Val77 et Ile80 que Val(0). En conclusion, nous 

avons conservé la séquence C-terminale du virus de la rage (-QTRL) de la souche 

virulente CVS. 

 

Les segments I et III étant fixés, nous avons donc porté nos efforts 

d’optimisation sur le segment II qui possède très peu de contacts avec MAST2-PDZ 

et qui se retrouve contraint par l’ancrage C-terminal et l’ancrage de Trp(-11) qui est 

conservé chez la majorité des protéines G des souches du virus de la rage. En 

terme énergétique, la contribution du segment II se traduirait par une faible 

contribution enthalpique favorable et une contribution entropique largement 

défavorable. Cela peut s’interpréter soit par la contrainte des angles φ et ϕ des 

acides aminés du segment II lié ou soit par une organisation particulière de la 

couche de solvatation autour du complexe. Sur cette base, nous avons cherché à 

conserver la forte contribution enthalpique mesurée lorsque l’on ajoute Cyto13-vir, 

apporté principalement par l’ancrage C-terminal, tout en réduisant la pénalité 

entropique du segment II.  

La majorité des protéines G ont conservé le doublet de glycine en position (-5) 

et (-6) et au moins une des glycines est strictement conservée. Nous supposons que 

cette glycine est un avantage pour le positionnement de Trp(-11) qui est payé par un 

coup entropique défavorable dû à la contrainte des angles φ et ϕ d’au moins une 
de ces glycines. Malheureusement, nous ne disposons pas des données sur 

l’amplitude de mouvement du segment II. En effet, nous n’avons mesuré que 
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quelques NOEs entre le segment II et MAST2-PDZ qui ne sont pas suffisantes pour 

conclure sur la flexibilité du segment II. En l’absence de telles données, nous nous 

sommes focalisés sur les combinaisons d’acides aminés de Cyto13-vir et PTEN13-

Cter qui possède un ancrage N-ter de Phe(-11) en l’absence de Gly sur le segment 

II. Nous avons donc créé dans un premier temps des peptides hybrides avec des 

résidus qui explorent un espace conformationnel, via leurs angles φ et ϕ, restreint 

par rapport aux glycines pour diminuer la pénalité entropique et qui possèdent des 

interactions moins labiles que le complexe MAST2-PDZ/Cyto13-vir pour augmenter 

la contribution enthalpique.  

Nous avons aussi diminué la taille du segment II pour favoriser au maximum les 

contacts entre le peptide et MAST2-PDZ tout en conservant l’ancrage de Trp(-11) 

avec Ile24, Val26 et Trp41. Tous ces peptides ont été synthétisés puis testés in vitro 

afin de mesurer leur constante de dissociation apparente avec MAST2-PDZ par 

microcalorimétrie. Nous avons également analysé les paramètres thermo-

dynamiques de ces interactions afin d’ajuster notre protocole d’optimisation. 

 

 
3.1.2. Mesure des constantes d’affinité 

Nous avons mis en évidence une relation linéaire entre enthalpie et entropie 

pour les différents peptides viraux en interaction avec MAST2-PDZ (Cf. figure 63, 

p170). En formant une liaison hydrogène supplémentaire (contribution enthalpique 

favorable) le système est alors plus contraint (contribution entropique défavorable). 

En jouant sur l’équilibre entre ΔH et TΔS, nous avons alors optimisé les séquences à 

partir de nos structures et des paramètres thermodynamiques des complexes pour 

concevoir des peptides de haute affinité pour MAST2-PDZ.  

 

 

 

Premier tour d’optimisation (Test 1) : 

Un premier lot de 6 peptides a été synthétisé. Chaque expérience a été faite 

dans les mêmes conditions à 30µM de MAST2-PDZ finale et en titrant avec le 

peptide par ITC. Les valeurs sont reportées dans le tableau 5. 
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Tableau 5 : Paramètres d’interactions mesurées par ITC de MAST2-PDZ complexé avec les 
peptides du premier tour d’optimisation. 

Note : les peptides en poudre (10 mg) ont été solubilisés dans du tampon Tris 50mM (pH 7,5), NaCl 
150mM. Deux des peptides sont totalement insolubles (440 et 444). 

 

Pour ce premier test, nous avons procédé pas à pas en essayant d’identifier 

les résidus « clefs » pour augmenter l’affinité apparente du complexe. Les peptides 

442 et 443 ont été optimisés en conservant la taille de la séquence de 13 acides 

aminés.  

Les séquences du segment II de Cyto13-att pour le peptide 442 et du 

segment II de PTEN13-Cter pour 443 ont servi de séquences initiales en y apportant 

quelques modifications déterminées à partir de la structure de chacun des 

complexes de MAST2-PDZ.  

Nous avons substitué 2 acides aminés pour 442 : Ser(-9) -> Val(-9) et Lys(-7) 

-> Ala(-7). D’après la structure de MAST2-PDZ/Cyto13-att, Ser(-9) est à proximité de 

Ala23, Ile24 et Arg25. En substituant Ser(-9) par un acide aminé hydrophobe (Val), il 

était possible de favoriser les contacts de Van der Waals. Lys(-7) ne fait aucun 

contact avec MAST2-PDZ et est tourné vers le solvant. Nous avons donc choisi un 

petit acide aminé neutre en faisant l’hypothèse que ce résidu est moins déstabilisant 

que la longue chaîne latérale de Lys(-7).  

Pour le peptide 443, nous avons substitué les deux aspartates (-10) et (-8) par 

deux alanines. Dans la structure MAST2-PDZ/PTEN13-Cter, ces deux acides 

aminés sont tournés vers le solvant.  

Il convient d’être prudent sur la contribution thermodynamique apportée par la 

substitution de chaque acide aminé du peptide, les effets étant souvent pleïotropes. 

Cependant, nous constatons (Tableau 6) que nous avons amélioré l’affinité 

apparente du complexe d’un facteur 2 à 3 par rapport à la séquence originale de 

Cyto13-vir (1,3µM). Pour les peptides 442 et 443, nous conservons une très forte 

contribution enthalpique (-10341 et -9088 cal/mol). Il est intéressant de noter que 
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442 qui possède une paire de glycine présente une contribution entropique aussi 

défavorable (-1737 cal/mol) que Cyto13-vir (-1878 cal/mol) alors que 443, qui ne n’a 

pas de glycines, possède une contribution entropique plus favorable de 1377cal/mol 

par rapport à 442. 

Les peptides 439 et 441 ont une séquence plus courte (11 acides aminés). 

Des résidus du segment II ne sont pas du tout en contact avec MAST2-PDZ d’après 

nos spectres de RMN. Nous avons donc supprimé Lys(-7) et Ser(-6) qui ne nous 

semblaient pas indispensables pour maintenir l’ancrage de Trp(- 11) passant alors 

en position -9 Trp(-9). Comme précédemment, nous avons testé le segment II issu 

du ligand exogène (Cyto13-vir) pour le peptide 441 ou issu du ligand endogène 

(PTEN13-Cter) pour le peptide 439.  

Premièrement, pour les deux peptides 439 et 441, nous améliorons l’affinité 

apparente d’un facteur 5 à 10 par rapport à Cyto13-vir. Deuxièmement, nous 

constatons qu’en supprimant deux acides aminés, nous augmentons la contribution 

entropique à l’énergie libre du complexe. Pour 439, la contribution entropique est 

augmentée de 2524 cal/mol avec en parallèle une diminution de la contribution 

enthalpique 1475 cal/mol. Pour 441, la large contribution enthalpique (-10230 

cal/mol) est conservée mais la contribution entropique (+1070 cal/mol) augmente 

sensiblement. À travers ces expériences, il se confirme que le doublet de glycine 

joue un rôle important dans l’énergie libre du complexe. 

 

Deuxième tour d’optimisation (Test 2) : 

Sur la base des deux peptides les plus affins (439 et 441), nous avons choisi 

une nouvelle série de peptides en modifiant trois positions : (-4), (-5) et (-6).  
 

Tableau 6 : Paramètres d’interactions mesurées par ITC de MAST2-PDZ complexé avec les 
peptides du deuxième tour d’optimisation. 
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Dans un premier temps, un peptide hybride entre 439 et 441 a été conçu en 

substituant une des glycines de 441 correspond au résidu de 439. La substitution de 

Gly(-4) en Gln(-4) pour le peptide 454 augmente l’affinité d’un facteur 2 par rapport à 

441, soit un facteur 20 par rapport à la séquence originale (Cyto13-vir). Pour 454, 

nous observons que la présence de Gln(-4), comme dans 439, diminue la 

contribution enthalpique par rapport à 441 (+1515cal/mol) mais est contrebalancée 

par une contribution entropique plus importante (+1916cal/mol). Par contre, la 

substitution de Gly(-5) en Thr(-5) pour le peptide 455 ne change pas l’affinité du 

complexe si nous le comparons à 441. En effet, la diminution de la contribution 

enthalpique (+796 cal/mol) s’accompagne d’une perte entropique (+766 cal/mol). 

Dans un deuxième temps, la contribution de His(-8) a été évaluée afin 

d’identifier si ce résidu jouait un rôle important dans l’énergie du système. D’après la 

structure des complexes de MAST2-PDZ, His(-8) de Cyto13-att et His(-6) de 

PTEN13-Cter sont proches de Arg25 de MAST2-PDZ. En partant des séquences 

des peptides 439 et 441, nous avons donc muté His(-6) en alanine constituant alors 

les séquences 460 et 461. Nous constatons effectivement une diminution de la 

contribution enthalpique (+2746 cal/mol et +766 cal/mol). En contrepartie, un gain 

entropique est observé dans les deux cas qui ne compense pas totalement la perte 

énergétique pour 460 (+2494 cal/mol) contrairement à 461 (+1076 cal/mol). La 

contribution de His est significative mais dépend de la combinaison d’acides aminés 

en aval (GG versus TQ), la contribution peut être favorable ou défavorable.  

Enfin, nous avons testé une dernière substitution de His(-8) par Tyr(-8) qui est 

présente dans certaines souches virulentes qui provoquent la rage. Nous avons 

donc remplacé His(-8) de 455 par une tyrosine (peptide 453) pour estimer sa 

contribution. L’affinité apparente du complexe est peu affectée. Nous observons une 

importante diminution de la contribution enthalpique par rapport à 455 (+2923 

cal/mol) qui est partiellement compensée par une contribution entropique de +2563 

cal/mol. Nous avons conclu que Tyr(-8) n’améliore pas l’affinité du ligand avec 

MAST2-PDZ. Un troisième tour d’optimisation serait envisageable pour améliorer la 

contribution de la position (-8) car toutes les combinaisons d’acides aminés n’ont pas 

encore été testées. 

. 
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3.1.3. Preuve de concept  

Tous ces peptides ont été conçus pour tester la survie de cellules neuronales. 

La stratégie d’utiliser des peptides pénétrant dont on ne maîtrise pas la localisation 

cellulaire, n’a pas été retenue car le groupe de Monique Lafon a mis en évidence 

que le trafic membranaire est nécessaire pour déclencher significativement la survie 

des cellules neuronales. Les peptides, couplés à un signal d’adressage à la 

membrane, ont donc été exprimés dans des cellules humaines (SH-SY5Y), de rats 

(Neuroscreen) et de souris (DRG), à partir de lentivirus. Ces protocoles, développés 

par le groupe de Monique Lafon, sont complexes et coûteux en temps mais ils ont le 

grand avantage d’exprimer la molécule cible de manière constitutive et stable. Les 

lentivirus ont été utilisés pour y indroduire le gène codant le peptide d’intérêt. Les 

lentivirus infectent les cellules neuronales et expriment le peptide cible. La 

croissance des neurites, marqueur de survie dans les neurones, est ensuite 

analysée. Dans un premier temps, le peptide Cyto13-vir a été testé. Une croissance 

significative des neurites a été observée. Pour le peptide qui possède une affinité 

supérieure (x10) pour MAST2-PDZ, 441, la croissance des neurites est comparable 

à celle induite par Cyto13-vir. Cependant, l’arborisation des neurites, autre marqueur 

de survie, est significativement augmentée. Le peptide 454, le plus affin pour 

MAST2-PDZ, est en cours de test.  

 

Pour conclure, nous avons réussi à augmenter significativement l’affinité de 

ligand pour MAST2-PDZ en analysant les paramètres structuraux et 

thermodynamiques. Nous avons produit des peptides de hautes affinités pour 

MAST2-PDZ qui possèdent une faible affinité pour PTPN4-PDZ in vitro. À partir d’un 

premier tour d’optimisation, nous avons conçu un peptide avec une affinité 

apparente supérieur d’un facteur 10 par rapport à la séquence originale pour 

MAST2-PDZ. Ce peptide, exprimé dans des cellules neuronales, induit 

significativement la survie des cellules en augmentant le nombre de branchement 

des neurites. Sur la base de ces résultats, nous avons poursuivi avec un deuxième 

tour d’optimisation qui a permis de gagner un facteur 2 supplémentaire pour l’affinité 

du peptide pour MAST2-PDZ. 

 



 224 



 225 

3.2. Discussion & perspectives 
Au final, plusieurs peptides présentant une affinité de quelques dizaines de 

nanomolaire pour le domaine PDZ ont été sélectionnés. À noter que seulement 4% 

des interactions in vitro PDZ/PDZ-BS possèdent une affinité sub-micromolaire (81). 

Nous proposons ici, des peptides avec des affinités parmi les meilleurs pour un 

domaine PDZ. En raisonnant uniquement sur la contribution apportée par le PDZ-

BS, nous nous confrontons aux limites de notre démarche. Nous ne tenons pas 

compte des réarrangements structuraux de MAST2-PDZ (Cf. figure S3, Terrien et al, 

2012, p.149), ni de l’hydratation de l’ensemble du complexe par exemple. 

Nous n’avons pas fait pour l’instant de troisième tour d’optimisation. Il sera 

intéressant d’attendre les résultats in cellulo du peptide 454 avant de s’engager dans 

cette voie pour tester de nouvelles séquences. Il y a, à l’évidence, des positions à 

optimiser. Par exemple, la position (0) est une possibilité. Nous avons à disposition 

un PDZ-BS d’une souche d’un virus de la rage où Leu(0) de Cyto13-att est 

substituée par Met(0). La méthionine en position (0) n’est pas fréquente parmi les 

PDZ-BS et pourrait être utilisée pour augmenter la spécificité du peptide pour 

MAST2-PDZ. Nous avons mesuré la constante d’affinité de ce peptide (Cyto13-trm) 

avec MAST2-PDZ. Il améliore sensiblement l’affinité par rapport à Cyto13-att et 

interagit très faiblement avec PTPN4-PDZ (> 500µM).  

Il est aussi probable que nous ayons atteint la limite du système d’interaction 

de MAST2-PDZ pour augmenter l’affinité. Nous avons vu, en effet, que l’affinité 

stagne autour de 60-100nM pour le dernier tour d’optimisation. La surface 

d’interaction du complexe MAST2-PDZ est particulièrement large pour un complexe 

PDZ/peptide mais reste faible au regard de l’ensemble des complexes protéiques 

(238). Les gains ou les pertes d’affinités dûs à la substitution d’un résidu sur le 

segment II sont faibles et ne contribuent qu’à une faible amélioration de l’affinité des 

peptides pour MAST2-PDZ. 

 

Nous pouvons aussi nous interroger sur la nécessité de créer des peptides 

davantage affins pour déclencher la survie. Notre hypothèse de départ repose en 

effet sur la compétition des peptides optimisés avec les ligands endogènes de 

MAST2-PDZ. De ce fait, une amélioration de l’affinité devrait être corrélée avec une 

augmentation de la survie cellulaire, sauf si nous avons atteint un seuil critique pour 
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le déclenchement des mécanismes de survie. Une étude précédente sur la mort 

cellulaire induite par des peptides pro-apoptotiques a en effet montré que la force 

d’interaction des peptides pour leur cible (PTPN4-PDZ) était proportionnelle, jusqu’à 

une valeur seuil, au % de mort cellulaire (43). Une interaction transitoire peut être 

nécessaire pour déclencher un phénotype de survie (239). Le peptide le plus affin ne 

sera donc pas forcément le meilleur candidat, d’où la nécessité de développer une 

méthode efficace pour pouvoir tester l’efficacité de plusieurs peptides. Le brevet a 

été déposé dans le but de proposer des molécules capables de restaurer le réseau 

neuronal détérioré de patients ayant subi un traumatisme. Pour cette étude, nos 

collaborateurs ont retenu les critères d’accroissement des neurites (capacité à créer 

de nouveaux contacts avec les neurones voisins) et d’arborisation des neurites 

(capacité à augmenter le nombre de contact d’un neurite avec les neurones 

adjacents). 

Nous avons constaté une élongation des neurites en présence de Cyto13-vir. 

Pour le peptide 441, l’élongation des neurites n’est pas différente mais le nombre de 

branchement est significativement plus important. Il nous est très difficile de conclure 

si l’affinité in vitro de nos ligands pour MAST2-PDZ est le facteur discriminant, vu le 

faible nombre de peptides testés pour le moment in cellulo. Nous n’avons pas non 

plus évalué les spécificités de chaque peptide. Enfin – nous l’avons déjà souligné à 

plusieurs reprises mais c’est une difficulté récurrente – l’efficacité du peptide réside 

aussi par sa localisation cellulaire. L’ajout d’un segment transmembraire, grâce à 

l’insertion du gène qui code le peptide optimisé (+ un signal d’adressage à la 

membrane) dans des lentivirus, augmente significativement l’efficacité des peptides 

pour déclencher les voies pro-survie. La mise en place de molécules qui ciblent 

spécifiquement des compartiments cellulaires est un « challenge » supplémentaire 

pour proposer des molécules efficaces qui restaureraient le réseau neuronal 

déterioré in vivo.  
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Conclusions et perspectives générales 
 

 

 

Ces dernières pages me permettent ici de faire une brève synthèse des 

résultats obtenus au cours de cette thèse et de mieux appréhender les enjeux et 

défis futurs qui s’ouvrent à nous pour la compréhension des mécanismes de 

régulation de MAST2 et PTEN. Ces avancées ont ainsi pu voir le jour grâce à la 

complémentarité et la collaboration fructueuse des deux unités qui ont travaillé sur 

ce projet. 

 

 

 

Le virus de la rage est un pathogène qui, pour se disséminer dans 

l’organisme de l’hôte, induit la survie des neurones infectés en détournant la 

machinerie cellulaire. Le PDZ-BS de la glycoprotéine G du virus de la rage est 

nécessaire pour déclencher cette survie. Durant une grande partie de cette thèse, 

nous avons collecté de nombreux résultats afin de proposer des mécanismes 

moléculaires qui conduisent à la survie du neurone. Nous avons ainsi pu montrer 

que le phénotype de survie dépend du recrutement des protéines cellulaires MAST1 

et MAST2 par le PDZ-BS de la glycoprotéine G. La spécificité du PDZ-BS de la 

glycoprotéine G est essentielle dans la virulence du virus. Nous avons en effet 

montré qu’une simple substitution en position -3 du PDZ-BS de la glycoprotéine G 

(Gln->Glu) suffisait à diminuer la spécificité du PDZ-BS, ce que nous avons appelé 

la relaxation de spécificité. En interagissant avec des partenaires supplémentaires, 

d’autres voies de signalisation sont perturbées, entraînant inéluctablement la cellule 

vers la mort. Dans une cellule infectée par une souche virulente du virus de la rage, 

la glycoprotéine G interagit spécifiquement avec le domaine PDZ de MAST2 et 

relocalise celle-ci à la membrane. Nous avons détaillé in vitro les déterminants 

d’interactions et de spécificité du PDZ-BS de la glycoprotéine G pour le domaine 

PDZ de MAST2.  
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MAST2 possède une fonction régulatrice de la longueur des neurites et 

interagit via son domaine PDZ avec le PDZ-BS de PTEN qui est une protéine 

inhibitrice de la voie de survie AKT. Afin d’étudier les mécanismes moléculaires 

impliquant le PDZ-BS de la glycoprotéine G dans la cellule infectée, une description 

détaillée de MAST2-PDZ en complexe avec les 13 aa C-terminaux de PTEN et de la 

glycoprotéine G a été réalisée. Le réseau d’interaction des deux complexes est 

identique avec une interaction canonique de la partie C-terminale du peptide et une 

interaction originale impliquant la région N-terminale du peptide avec un aromatique 

en position -11 qui n’a jamais été mis en évidence dans d’autres complexes 

PDZ/PDZ-BS. Cet aromatique est conservé dans la quasi-majorité des 

glycoprotéines G des souches virulentes de la rage. La substitution de cet 

aromatique par une alanine diminue l’affinité du complexe d’un facteur 3.  

 

 

Nous avons ainsi proposé un modèle sur la participation de MAST2 dans la 

régulation de PTEN dans la cellule. Le PDZ-BS de la glycoprotéine G est nécessaire 

pour induire l’exclusion nucléaire de PTEN qui joue un rôle essentiel dans le contrôle 

de la prolifération cellulaire. Ainsi, la glycoprotéine G exprimée en large excès dans 

une cellule infectée inhibe la formation du complexe MAST2/PTEN in cellulo et 

modifie la répartition cellulaire de PTEN. Pour préciser le rôle du complexe 

MAST2/PTEN dans la survie cellulaire, il est nécessaire d’apporter de nouvelles 

évidences expérimentales. Cependant, nous nous confrontons à des mécanismes 

qui font intervenir de nombreuses autres protéines, domaines et modifications post-

traductionnelles qui régulent son activité de manière extrêmement complexe. La 

kinase MAST2 phosphoryle la partie C-terminale de PTEN. L’efficacité de 

phosphorylation de cette kinase est dépendante de l’interaction du PDZ-BS de 

PTEN avec le domaine PDZ de MAST2 (Fig. 68). Il est bien établi, dans la littérature, 

que la phosphorylation de PTEN contrôle sa localisation cellulaire et sa fonction. 

L’étape clef de l’enclenchement de la survie neuronale par le virus pourrait être la 

perturbation de la phosphorylation de PTEN par MAST2 via la glycoprotéine G. 
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Nous nous sommes donc intéressés aux modifications post-traductionnelles 

de PTEN et plus précisément à la phosphorylation de PTEN-Cter par plusieurs 

kinases, dont MAST2. Une étude par RMN de la phosphorylation de PTEN-Cter a 

été menée in vitro avec deux kinases majoritaires CK2 et GSK3-β dans un premier 

temps. Cette approche nous a permis pour la première fois, dans nos conditions, 

d’observer l’ensemble des phosphorylations par CK2 (Ser370, Ser380, Trh382/383 

et Ser385) et GSK3-β (Ser362 et Thr366) qui étaient jusqu’à présent obtenues de 

façon parcellaire dans les publications. De plus, l’étude cinétique de l’apparition de 

chaque site phosphorylé, qui n’avait encore jamais été réalisée, nous a permis de 

Figure 68 : Schéma du mécanisme 
moléculaire de la survie neuronale 
impliquant le trio MAST2/PTEN 
/glycoprotéine virale. En haut : cellule 
non infectée. Interaction du domaine 
PDZ de MAST2 avec le PDZ-BS de 
PTEN. Phosphorylation de la partie C-
terminale de PTEN. La(les) phospho-
rylation(s) participe(nt) à la reloca-
lisation cellulaire de PTEN. En bas : 
cellule infectée par le virus de la rage 
(RABV-vir). L’interaction de MAST2 et 
PTEN est inhibée, par compétition, par 
la glycoprotéine virale. La phospho-
rylation de PTEN-Cter est par consé-
quent diminuée, induisant une exclu-
sion nucléaire de PTEN. Les phéno-
types de survie sont dépendants de la 
localisation de PTEN.  
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mettre en évidence l’ordre d’apparition des résidus phosphorylés par CK2 puis 

GSK3-β. Ces deux cascades indépendantes de phosphorylations ont, par ailleurs, 

des fonctions biologiques a priori distinctes. De plus, deux nouveaux résidus 

phosphorylés (Ser361 et Thr363) ont été identifiés in vitro. Le profil de 

phosphorylation est très semblable dans les extraits cellulaires avec, cependant, un 

autre chemin de phosphorylation identifié suggérant l’action d’au moins une kinase 

supplémentaire qui pourrait être MAST2.  

Le rôle de l’activité catalytique de MAST2 reste à démontrer pour la survie 

neuronale. Nous avons donc entamé une étude sur le domaine kinase de MAST2 

dont l’efficacité de l’activité catalytique est dépendante de la fixation du PDZ-BS de 

PTEN au domaine PDZ de MAST2. L’étude de l’activité catalytique de MAST2-K est 

en cours mais les tests réalisés à ce jour ne nous ont pas permis d’obtenir un 

domaine soluble et actif. D’autres tests sont en cours, notamment pour l’expression 

en cellules eucaryotes afin d’élucider le mécanisme particulièrement intéressant de 

l’activité catalytique de MAST2. 

 

Le domaine PDZ de MAST2 est en équilibre monomère-dimère en solution in 

vitro. La forme monomérique est quant à elle favorisée en présence du ligand de 

MAST2-PDZ. Par comparaison des structures des domaines PDZ résolues de la 

famille des MAST kinases, nous avons pu constater que l’ancrage N-terminal du 

peptide (Cyot13-att et PTEN13-Cter) implique les mêmes acides aminés des brins 

β2/β3 de MAST2-PDZ qui participent à la formation du dimère chez MAST1,3-PDZ. 

Cette observation nous a menés à nous interroger sur la présence du dimère de 

MAST2 dans un contexte cellulaire. Des données complémentaires doivent être 

apportées pour éclaircir ce point qui a déjà été mis en évidence dans d’autres 

systèmes analogues tel que l’homologue, chez la souris, du domaine PDZ de la 

protéine GRASP (Tamalin) qui dimérise de la même manière que MAST1,3-PDZ. 

 

 

À partir de l’ensemble de ces données, la perspective de lier recherche 

fondamentale et appliquée a vu le jour grâce notamment à un financement obtenu 

auprès de l’Institut CARNOT-Pasteur Maladies infectieuses, qui a pour objectif de 

favoriser les projets valorisant la recherche appliquée. Ainsi, ayant une 



 233 

connaissance détaillée au niveau atomique du domaine PDZ de MAST2, nous avons 

produit des peptides affins pour le domaine PDZ avec, en postulat de départ que (i) 

le déclenchement de la survie d’un neurone est induit par l’inhibition du complexe 

MAST2-PDZ/PTEN et que (ii) l’efficacité du substrat de MAST2-PDZ pour 

déclencher le phénotype de survie dépend, au moins en partie, de l’affinité de la 

molécule pour MAST2-PDZ. Ainsi, sur la base de la structure de MAST2-PDZ, nous 

avons sélectionné plusieurs peptides présentant un KD(app) 10 à 20 fois plus affin que 

le peptide issu du virus virulent de la rage. Notre simple postulat s’est avéré 

fructueux puisque les deux peptides les plus affins, exprimés dans divers modèles 

de cellules neuronales, ont induit une réponse pro-survie. Des études 

complémentaires sont à l’œuvre pour alimenter le brevet qui a été déposé à la suite 

de ces résultats. 

 

Dans cette thèse, nous avons donc abordé plusieurs aspects de la régulation 

des domaines PDZ. Nous avons abordé la relation entre les interactions PDZ/PDZ-

BS, la localisation cellulaire et les modifications post-traductionnelles. De nombreux 

points, résumés dans cette conclusion, n’ont pu être que partiellement abordés 

pendant cette thèse et mériteraient encore de nombreuses investigations plus 

approfondies. Cependant, ces résultats fournissent des outils efficaces pour la 

compréhension des mécanismes de régulation de PTEN et de MAST2 et ouvrent 

ainsi plusieurs axes de recherches clairement identifiés et prometteurs pour le futur. 
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Annexe 1 
(Publication) 

 
1H, 13C and 15N resonance assignments of the PDZ of 
Microtubule-Associated Serine/Threonine kinase 205 
(MAST205) in complex with the C-terminal motif from 

the rabies virus glycoprotein. 
 

Elouan Terrien, Catherine Simenel, Christophe Préhaud et al (2009)
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Annexe 2 
(Publication) 

 
Attenuation of Rabies Virulence: Takeover by the 

Cytoplasmic Domain of Its Envelope Protein 
 

Christophe Préhaud, Nicolas Wolff, Elouan Terrien et al (2010) 
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