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RESUME

Le déroulement de la mitose est trés étroitement contr6lé par une succession de réactions
enzymatiques en particulier, celles catalysées par de nombreuses protéines kinases et
phosphatases. Plus précisement, la sérine/thréonine kinase mitotique Aurora-A est essentielle
a ces processus car elle participe a la régulation de la transition G2/M, du cycle des
centrosomes, du fuseau mitotique et de la ségrégation des centrosomes. Aurora-A est activée
grace a son interaction avec d’autres protéines telles que TPX2 et AJUBA et son activité
kinase est modulée par la phosphorylation de sites specifiques. Par ailleurs, il a été récemment
montré in vitro que la dégradation de Aurora-A par la voie du protéasome est induite par la
déphosphorylation d’un résidu trés conservé : la sérine 51. Ceci suggeére qu’une phosphatase
induit la protéolyse de Aurora-A par déphosphorylation du résidu S51. Dans cette étude, nous
avons montré que la phosphatase PP2A et la kinase Aurora-A sont co-localisées dans les
centrosomes des cellules mammiféres et interagissent au sein d’un méme complexe. De plus,
I’inhibition pharmacologique de I’activité de PP2A ou [I’inhibition de son expression
conduisent & stabiliser Aurora-A in vivo. Ces résultats indiquent que PP2A contrble la
dégradation de Aurora-A in vivo. Enfin, Nous avons confirmé in vivo dans des cellules

mammiferes que la phosphorylation du résidu S51 protege Aurora-A de la dégradation.

Mitosis progression is tightly controlled by a succession of enzymatic reactions, including
those catalyzed by numerous protein kinases and phosphatases. More specifically, the mitotic
serine/threonine kinase Aurora-A is required in these processes as it is involved in the
regulation of the G2/M transition, centrosome cycle, mitotic spindle and chromosomes
segregation. Aurora-A is activated by interacting with other proteins such as TPX2 or AJUBA
and its kinase activity is modulated by the phosphorylation at specific sites. Besides, it has
been recently shown in vitro that Aurora-A degradation by the proteasome pathway is
induced by the dephosphorylation of a highly conserved residue: serine 51. In this study, we
have shown that the phosphatase PP2A and the kinase Aurora-A are co-localized in
centrosomes and are interacting within the same complex. Moreover, the pharmacological
inhibition of PP2A activity or the inhibition of its expression both led to Aurora-A
stabilization in vivo. These results indicate that PP2A controls Aurora-A degradation in vivo.
Finally, we confirmed in vivo in mammalian cells that phosphorylation of the S51 residue
prevents the degradation of Aurora-A.
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CHAPITRE 1:

LE CYCLE CELLULAIRE, LAMITOSE ET LEURS
REGULATEURS MAJEURS

I Le renouvellement et la prolifération cellulaire chez les eucaryotes

La comprehension des mécanismes a I’origine de I’édification et de I’organisation de la
matiére vivante a connu une prodigieuse avancée au XIX"®™ siécle avec la « théorie
cellulaire » du botaniste Mathias Schleiden et du zoologiste Théodor Schwann qui
proposerent la cellule comme unité de base de tout organisme vivant. Quelques décennies
plus tard, Rudolf Virchow proposa un axiome selon lequel « toute cellule provient d’une
cellule » (Klein, 1936). La simplicité de cet énoncé est aussi grande que la complexité des
phénoménes qui le sous-tendent et qui constituent un centre d’intérét majeur de la biologie
cellulaire depuis prés de deux siécles. Cette théorie a conduit a I’idée de multiplication
cellulaire par division.

En traversant le cycle cellulaire, les cellules recoivent des informations qui vont leur
permettre de s’organiser entre elles, dans I’espace et le temps et ce, durant toute la vie de
I’individu. Au cours de I’embryogenese par exemple, la cellule ceuf se divise, génere de plus
en plus de cellules qui vont s’organiser, former des feuillets et tissus pendant la
morphogenése puis des organes fonctionnels lors de I’organogenése. Mais ces deux processus
requierent plus que I’accroissement du nombre des cellules. Elles doivent aussi se spécialiser
en faisant I’acquisition de caractéristiques structurales et fonctionnelles au cours de la
différenciation. Plus tard et durant toute la vie de I’organisme pluricellulaire adulte, le cycle
cellulaire assure le renouvellement cellulaire de la plupart des cellules pour compenser la mort
cellulaire ou réparer une lésion. La variété des processus dans lesquels s’engagent les cellules
qui traversent le cycle cellulaire suggere d’une part qu’il se compose de plusieurs phases
distinctes par leurs natures et leurs fonctions et d’autre part qu’il doit étre extrémement

finement régulé.



Il Les différentes étapes du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une succession de 5 phases : GO, G1, S, G2 et M qui peuvent se
regrouper en deux grandes étapes principales. La premiére de ces deux étapes, I’interphase,
est le siége de la réplication de I’ADN. Ceci permet au matériel génétique, dans une deuxieme
étape, de se répartir de fagon parfaitement égale entre les pdles de la cellule en division,

générant ainsi deux cellules filles parfaitement identiques a la cellule mére.

11.1 Les phases du cycle :

La phase GO peut étre considérée comme étant en dehors du cycle cellulaire. Les cellules
sont quiescentes et attendent des signaux leur permettant de reprendre leur progression en G1.
Cette premiere phase du cycle cellulaire tire son nom de I’anglais « gap » qui signifie
intervalle ou pause car aucun phénomeéne lié au cycle cellulaire n’est observable au
microscope. G1 est une phase de décision : soit les cellules vont progresser dans le cycle
cellulaire et se diviser, soit elles se différencient (Zavitz and Zipursky, 1997) (Cooper, 2001).
Le choix des cellules pour I’'une ou I’autre de ces possibilités se fait en fonction du point de
restriction R (Pardee, 1974). Il correspond au moment de la phase G1 apres lequel un type
cellulaire donné est irréversiblement amené a poursuivre son cycle en phase S,
indépendamment des facteurs mitogenes. Au contraire, les cellules privées de ces facteurs
avant le point de restriction deviennent quiescentes de maniere réversible (Zetterberg et al.,
1995). La phase G1 prépare essentiellement la phase de réplication de I’ADN (S) en
permettant notamment la synthese de la machinerie de réplication. La duplication de I’ADN
est un mécanisme semi conservatif associant & chaque brin parental un brin néo-formé afin
d’assurer la pérennité de la transmission de I’information génétique.

La phase G2 de I’interphase prépare les cellules a la mitose. La plupart des protéines
essentielles a la division cellulaire sont en effet synthétisées lors de cette phase. Elle permet
notamment la synthése des protéines histones et la duplication des centrosomes, véritables
chefs d’orchestre de la mitose. En plus de la synthese protéique, bon nombre d’enzymes,
notamment des protéine kinases, sont activées lors de cette phase en vue de la réalisation de la
transition G2/M. Le déroulement et le contréle de la mitose (phase M) seront explicités dans

un prochain paragraphe .



11 Les régulateurs majeurs du cycle cellulaires

La succession ordonnée des différentes phases du cycle cellulaire est contrdlée par une
grande variété de protéines dont quatre familles majeures : les Cyclines (Pines, 1993a; Pines,
1993b), les Kinases Dépendantes des Cyclines (CDK) (Pines, 1994), les Protéines du
Rétinoblastome et les Inhibiteurs des Kinases Dépendantes des Cyclines (CKI) (Denicourt
and Dowdy, 2004). Ces protéines garantissent le déroulement correct du cycle cellulaire. Elles
participent a la constitution des points de contréle qui autorisent ou non la cellule a continuer

sa progression dans le cycle cellulaire.

I11.1 Les Cyclines :

Les Cyclines constituent une famille de protéines présentes a des taux variables selon
les phases du cycle cellulaire et comportant un domaine commun d’une centaine d’acides
aminés, la cyclin box, servant a lier les CDKs pour les activer (Kobayashi et al., 1992) (Lees
and Harlow, 1993). Les Cyclines peuvent étre classées en deux sous-familles : les Cyclines
« START » ou G1 (Cyclines C, D et E) et les Cyclines mitotiques (A et B).

L’expression des Cyclines START C et D (D1, D2, D3) est maximale lors de la phase
G1 alors que la Cycline E a son pic d’expression lors de la transition G1/S. Le taux
d’expression des Cyclines mitotiques A et B quant a lui croit progressivement lors des phases
S et G2 pour atteindre finalement un pic au cours de la transition G2/M (Pines, 1993b).
Chague Cycline a une fonction bien définie dans le temps concernant la régulation du cycle
cellulaire. Ainsi, les Cyclines D assurent la progression des cellules dans la premiére partie de
la phase G1 (passage ou non du point R). Elles sont synthétisées en réponse a la présence de
facteurs mitogénes et, inversement, sont rapidement dégradées en leur absence (Sherr, 1994a).
Cette sensibilité aux facteurs mitogenes permet aux cellules qui en sont privées et qui n’ont
pas passé le point de restriction de ne pas poursuivre leur cycle cellulaire. Les Cyclines D
interagissent majoritairement avec les sous unités catalytiques CDK4 et CDK6 décrites au
paragraphe suivant (Bates et al., 1994) (Meyerson and Harlow, 1994).

La Cycline E, dont le pic d’expression se produit apres celui des Cyclines D, forme un
complexe avec CDK2 (Koff et al., 1991). Ce complexe agit seulement a la fin de la phase G1,
apres le passage du point R et est nécessaire a la transition G1/S. La Cycline E est ensuite
progressivement dégradée en phase S par le protéasome (Hatakeyama et al., 1994).



Enfin le role de la Cycline C dans le contréle du cycle était encore mal compris jusqu'a
présent. Cette Cycline était connue pour s’associer avec CDK8 en un complexe liant PCNA
(Proliferativ Cell Nuclear Antigen), une sous unité de la polymérase & impliquée dans la
réparation et la réplication de I’ADN (Akoulitchev et al., 2000). Cependant, de récents
travaux ont mis en évidence que la Cycline C interagit également avec CDK3 et que I’activité
kinase de ce complexe régule la transition Go/G1 (Ren and Rollins, 2004).

Les role et mode d’action des Cyclines mitotiques sont quant a eux bien caractérises.
Les Cyclines A et B peuvent toutes deux s’associer a CDK1 lors de la transition G2/M pour
activer I’entrée en mitose. Inversement, leur dégradation est requise par les cellules pour sortir
de la mitose (Minshull et al., 1989). Cette dégradation est contrdlée par une séquence appelée
« boite de destruction » commune a de nombreuses protéines mitotiques. Cette sequence est
reconnue par le complexe APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) qui
I’ubiquitinyle et entraine ainsi une protéolyse rapide et soudaine par le protéasome (Sudakin
etal., 1995).

La Cycline A peut également s’associer a CDK2 en fin de G1 pour promouvoir la
transition G1/S et activer la réplication de I’ADN (Rosenblatt et al., 1992) (Cardoso et al.,
1993).

Les Cyclines B sont au nombre de trois : B1, B2 et B3. Cependant, la Cycline B1 est
la mieux caractérisée et la plus importante dans le déclenchement de la mitose. Elle est
soumise a une régulation originale qui est a la fois spatiale et temporelle. En effet, durant
I’interphase, la Cycline B1 s’associe avec CDK1 et va continuellement du cytoplasme vers le
noyau, et inversement, grace a une Séquence de Rétention Cytoplasmique (CRS) (Hagting et
al., 1999) (Hagting et al., 1998). Cependant, le flux net entre I’import et I’export nucléaire se
fait en faveur du cytoplasme durant cette phase (Pines and Hunter, 1994). La séquence CRS
peut étre phosphorylée par les MAP kinases (notamment Erk2) en synergie avec PIk1 (polo-
like kinase 1) (Margolis et al., 2003; Walsh et al., 2003) (Yuan et al., 2002). Cette
phosphorylation empéche la reconnaissance de la séquence CRS par I’exportine, un facteur
d’exportation nucléaire et provoque ainsi sa rétention dans le noyau lors de la transition
G2/M. Le complexe cylinel/CDK1 participe alors a I’entrée en mitose (Glotzer et al., 1991;
Holloway et al., 1993).

Toutes ces Cyclines exercent leurs roles de régulateurs du cycle cellulaire par

I'intermédiare de leur association aux Kinases Dépendantes des Cyclines (CDK).



111.2 Les Kinases Dépendantes des Cyclines :

Ces protéine kinases appartiennent a une famille de Sérine/Thréonine Kkinases
comptant ai moins huit membres numerotés de 1 a 11 (CDK1 a CDK11) (Pines, 1994).
Chague membre se présente sous la forme d’un hétérodimere associant une sous unité
catalytigue CDK et une Cycline activatrice. Le monomére CDK isolé n’a pas d’activité
détectable. L’activation de cette sous-unité s’effectue selon au moins trois niveaux de
régulation : I’association a une Cycline, des modifications post-traductionnelles, I’association
a une proteine inhibitrice.

La liaison de la Cycline est une étape nécessaire mais non suffisante a I’activation de
la kinase CDK. Elle modifie la conformation de la CDK et I’active (Espinoza et al., 1996;
Morgan et al., 1998). Chaque sous unité kinase posséde une séquence XGXPXXXXREX
conservée a laquelle se lient les Cyclines de facon exclusive (Ducommun et al., 1991)
(Endicott et al., 1994). La liaison de la Cycline permet d’une part d’orienter correctement
I”’ATP lié au monomere CDK lors de sa catalyse, d’autre part de rendre le site catalytique plus
accessible au substrat par un changement de conformation (Jeffrey et al., 1995). Cependant, la
liaison de la Cycline n’est pas suffisante a I’activation mais permet sa phosphorylation.

Le complexe CAK (Cyclin Activated Kinase : CDK7, Cycline H et Mat1) phosphoryle
le dimére Cycline/CDK sur une Thréonine (160 ou 161 selon les CDKSs) et le stabilise. Apres
dissociation de la Cycline, cette thréonine pourra étre déphosphorylée par la KAP (CDK
Associated Phosphatase). Seule la phosphorylation sur Thréonine 160 ou 161 est activatrice.
En revanche, la phosphorylation des résidus Thrl4 et Tyrl5 par les protéine kinases de la
famille Weel/Myt1l/Mik1l sont inhibitrices mais cette inhibition peut étre levée par les
phosphatases CDC25 A, B et C. Ces phosphatases activent les complexes Cyclines/CDKs
pour permettre la progression du cycle cellulaire.

Ces deux premiers niveaux d’activation par les Cyclines et les phosphorylations sont

résumes dans la figure 1.
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Figure 1 : Premiére étapes de I’actiavtion des Cyclines Dépendantes des Kinase .

Un troisiéme niveau de régulation implique I’interaction des complexes Cycline/CDK
principalement avec trois familles de protéines inhibitrices : les protéines du rétinoblastome,
les INK4 (INhibitor of CDK4) et les CIP/KIP (CDK Inhibiting Protein).

111.3 La famille des protéines du rétinoblastome :

Les protéines pRB, p107 et p130 de la famille du rétinoblastome sont connues pour
réguler négativement la croissance cellulaire (Grana et al., 1998) (Sherr, 1994b). Les
complexes Cyclines/CDKs peuvent interagir avec les protéines du rétinoblastome via un
domaine appelé « Pocket Domain », d’ou leur nom de protéines de la poche. Les complexes
Cyclines/CDKs actifs phosphorylent les protéines du rétinoblastome, modulant ainsi leur
interaction avec un grand nombre de protéines cellulaires (Calbo et al., 2002) (Garriga et al.,
2004). En effet, seules les formes non phosphorylées ou hypophosphorylées de ces protéines
peuvent lier leurs ligands et régulent négativement la progression du cycle cellulaire. Ces
ligands sont principalement de trois types : des régulateurs de la transcription, les complexes
Cyclines/CDKS et des composants de la machinerie de réplication.

Pour réguler la transcription, les protéines de la poche interagissent avec des enzymes
telles que les histones déacétylases et surtout avec des facteurs de transcription, en particulier
les membres de la famille E2F (Stevens and La Thangue, 2003). Lorsqu’ils sont associés aux
protéines de la poche, ces facteurs répriment I’expression de nombreux régulateurs du cycle
cellulaire (par exemple les Cyclines E et A (Coqueret, 2002) (Lees et al., 1992), CDK1
(Strobeck et al., 2000), CDC25C (Vigo et al., 1999)) ainsi que des protéines du métabolisme



de I’ADN et des complexes de réplication (Thymidine Kinase (Hengstschlager et al., 1994;
Ogris et al., 1993), Thymidilate Synthase (Johnson, 1992), Orc1 (Ohtani et al., 1996), CDC6
(Ohtani et al., 1998) et MCM (Tsuruga et al., 1997)). L’action inhibitrice des protéines de la
poche sur la prolifération s’exerce donc largement par le contrdle des facteurs E2F.
Inversement, la phosphorylation des protéines de la poche par les complexes Cyclines/CDKS
leve la répression de ces genes en libérant les facteurs E2Fs et relance la progression dans le

cycle cellulaire (Chow et al., 1996).

111.4 La famille des inhibiteurs KIP/CIP :

Cette famille de protéines nucléaires compte trois membres connus comme répresseurs
universels de I’activité de toutes les CDKs (Pavletich, 1999). Il s’agit des protéines
p21WAFLCIPL (h27), p27XIPVICKIPICZ (h57), p57"'"2 qui dirigent toutes trois les complexes
Cycline D/CDK vers le noyau. Les KIP/CIP ne sont pas spécifiques d’une phase en particulier
et ne dissocient pas le complexe Cycline/CDK pour I’inhiber (Sherr and Roberts, 1999). Des
études structurales montrent que p21 et p27 agissent stoechiométriquement sur les complexes
Cyclin/CDK en modifiant la structure du site actif de la sous unité CDK (Russo et al., 1996).
Leur liaison mime la fixation de I’ATP et empéche sa catalyse. Cependant, I’inhibition des
complexes Cycline/CDK dépend de la nature de la Cycline. Ainsi, il semble que la plupart des
complexes contenant une Cycline D soient associés a p21 ou p27 sans pour autant se trouver
inhibés (Sherr and Roberts, 1999). De plus, de faibles concentrations de CIP/KIP suffisent a
inhiber CDK2 alors qu’une forte surexpression de p27 est nécessaire pour inactiver CDK4
(Olashaw and Pledger, 2002). L’ensemble de ces données a conduit a I’élaboration du modéle
suivant : les protéines p21 et p27 sont titrées par les complexes CyclineD/CDK au fur et &
mesure de leur formation. Ainsi, le complexe CyclineE/CDK?2 inhibé par les KIP/CIP va étre
progressivement activé (Bouchard et al., 1999). D’une certaine maniére ce complexe va
s’activer lui méme en phosphorylant p27 qui va alors étre dégradé (Sheaff et al., 1997). Ce
processus participe a la transition G1/S.



I11. 5 La famille des inhibiteurs INK4 :

Cette famille de protéines tres conservées comporte quatre membres partageant prés
de quarante pourcents d’homologies entre eux et codés respectivement par un géene unique. Il
s’agit de p16INK4a/MT51/CDNK2/CDK4I (p16), p15INK4b/MTSZ’ pl8INK4c/INK6A ot plglNK4d/INKGBl
Contrairement aux KIP/CIP, ces protéines lient les protéine kinases CDK4 et CDKG6 de
maniére spécifique et inhibent leurs activités (Jeffrey et al., 2000). Les protéines INK4 sont
en conséquence les principales régulatrices de la phosphorylation de pRb. Leurs structures
révelent des répétitions de motifs ankyrine impliqués dans I’interaction avec d’autres
protéines (Seto et al., 1992) (Serrano et al., 1993). Ces protéine kinases CDK4 et CDKG6
peuvent se retrouver dans divers complexes dans les cellules (Mahony et al., 1998) : avec
HSP90/CDC37 dans les cellules quiescentes, avec la Cycline D et p21 ou p27, enfin avec une
molécule INK4 en G1. Dans les cellules en GO (quiescentes), CDK4 ou CDKG6 sont
complexées a HSP90/CDC37 (Lamphere et al., 1997) ;(Stepanova et al., 1996). Puis, comme
évoqué précédemment, CDK4 va s’associer en G1 aux Cyclines D dont I’expression
augmente et aux KIP/CIP p21 ou p27. Ces derniers qui étaient associés stoechiométriquement
aux complexes CyclineE/CDK2 et CyclineA/CDK?2 sont alors relachés et les complexes sont
activés. Le complexe CyclineE/CDK2 actif permet aux cellules d’entrer en phase S en
phosphorylant d’une part pRb et d’autre part p27, qui sera consécutivement dégradé (Parry et
al., 1999). Il existe donc une compétition entre les inhibiteurs INK4 et les KIP/CIP.

Les différents niveaux de régulation des CDKs peuvent étre schématisés de maniere

simplifiée comme dans la figure 2.
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Figure 2 : Mode d’action des substrats et ligands des CDKs.
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Ces quatre familles de protéines agissent en synergie pour orchestrer les transitions
irréversibles entre les différentes phases du cycle cellulaire. Une nouvelle phase ne débute que

si la précédente est correctement achevee.

I11. 6 La protéolyse et la régulation du cycle cellulaire :

Les acteurs du cycle cellulaire sont régulés tant au niveau de leur synthése et de leur
activation que de leur dégradation (Peters, 2002). Ainsi, dans les cellules proliférantes, ces
molécules sont cycliguement synthétisées, activées et désactivées puis protéolysées. Cette
dégradation est prise en charge par un énorme complexe de plus d’une quarantaine de sous
unités appelé le Protéasome 26s (Hendil and Hartmann-Petersen, 2004). Ce complexe
reconnait et dégrade des protéines ubiquitinylées par I’action successive de trois enzymes : E1
(Ubiquitin-activating enzyme), E2 (Ubiquitin-conjugating enzyme) et E3 (Ubiquitin Ligase).
Deux complexes ubiquitine ligase différents interviennent dans la régulation du cycle
cellulaire : le complexe SCF (Skip-cullin-F-Box) et le complexe APC/C (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome) (Page and Hieter, 1997; VVodermaier, 2004).

Le complexe SCF est activé par les protéines contenant un motif dégéneré de quarante

acides aminés : la F-box (Craig and Tyers, 1999). Les protéines a F-box du complexe servent



d’adaptateurs spécifiques du substrat. Il en existe au moins une centaine chez les mammiferes
dont Skp2. Ce complexe est actif du milieu de la phase G1 au début de la phase G2. Son
activité est indispensable a la transition G1/S durant laquelle ses substrats sont les protéines
p27 et la Cycline E.

Le complexe APC/C est quant a lui actif de la fin de la phase G2 au début de la phase
G1 suivante (Rape and Kirschner, 2004). Il a donc principalement pour substrats des protéines
mitotiques. Son activité est nécessaire a la transition métaphase/anaphase et a la cytokinese.
Ce complexe peut étre activé séquentiellement par deux protéines: Cdc20 et Cdhl. APC/C
activé par Cdc20 correspond a la forme mitotique du complexe. Les substrats du complexe
APC/C/Cdc20 contiennent un motif R-X-X-L-X-X-X-X-N appelé D-box (Destruction Box)
(Prinz et al., 1998). Toutes les Cyclines mitotiques ont une D-box. A la fin de la mitose,
APC/C est activé par Cdhl déphosphorylée qui reconnait les protéines contenant une D-box
et/ou un motif de trois résidus : la KEN-box (Pfleger and Kirschner, 2000). Cdc20 comporte
elle-méme cette séquence. Elle est donc un substrat de APC/C/Cdhl en fin de mitose.
D’autres protéines telles que Nek2 ou les protéine kinases Aurora possédent une KEN-box,
une D-box et sont reconnues par APC/C/Cdhl comme nous le verrons plus tard. Les voies

d’activation de la protéolyse au cours du cycle cellulaire sont schématisées dans la figure 3.

DEGRADATION DEPENDANTE DE L'UBIQUITINE
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Figure 3 : Voies d’activation du protéasome et protéolyse dépendante de I’ ubiquitine au cours du cycle
cellulaire.
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IV Les transitions de I’interphase et les points de controle du cycle

IV.1 La transition GO/G1 :

Cette transition essentielle a I’entrée des cellules dans le cycle cellulaire obéit
principalement a deux voies de régulation (Jones and Kazlauskas, 2001a; Jones and
Kazlauskas, 2001b). La premiere voie met en jeu la stimulation de récepteurs tyrosine kinase
transmembranaires par des facteurs mitogenes. Ces récepteurs vont activer différentes
cascades de signalisation dépendantes de protéines kinases. Cette activation est médiée par la
famille des protéines G monomériques Rho ou Ras prénylées en C-terminal. Différentes
cascades de kinase de type MAPKKK/MAPKK/MAPK vont alors pouvoir activer la
transcription de genes requis pour la poursuite du cycle cellulaire tels que les Cyclines D et
les CDKS. Cette transcription peut étre activée par une autre voie controlée par le produit du
proto oncogéne Myc (Wanzel et al., 2003). Ce dernier peut en effet former avec la protéine
Max un complexe hétérodimerique activant la transcription des genes des Cyclines D et E,
CDC25A, CDK4 et E2F necessaires en phase G1. Enfin, de récents travaux ont montré que la
Cycline C pouvait s’associer a CDK3 pour stimuler la phosphorylation de pRb sur S807/811
et que cette phosphorylation serait nécessaire aux cellules pour sortir de la phase GO (Ren and
Rollins, 2004). Cette transition est schématisée figure 4.

Transition GO/G1

TRANSCRIPTION DES GENES ESSENTIELS A LA DIVISION

ﬂ T
MAPK
® ..
MAPKK
T

MAPKKK

’ Rho-Ras/GTP prénylées \

Facteurs de croissance — Stimuli mitogénes

D’aprés L. Meijer 2003

Figure 4: La transition GO/G1 assure I’activation de la transcription des genes essentiels au cycle
cellulaire.
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IVV.2 La progression en G1 et la transition G1/S:

Au début de G1, la Cycline D est synthétisée en réponse aux facteurs mitogenes. Les
cellules sont retenues en phase G1 par les protéines du rétinoblastome qui s’associent aux
facteurs E2F (Jones and Kazlauskas, 2001a). L’expression des genes nécessaires a la
progression dans le cycle cellulaire est ainsi réprimée. Au milieu de la phase G1, la Cycline E
est synthétisée en réponse a la phosphorylation partielle de pRb par les complexes
CyclineD/CDKA4-6. La Cycline E se trouve alors soit libre soit associée a CDK2. Ce complexe
phosphoryle pRb qui libére totalement les facteurs E2F et les génes qu’ils contrélent sont
transcrits (Lees et al., 1992). Lorsque la concentration de Cycline E libre excéde la
concentration de p27, la Cycline E phosphoryle p27 qui est alors ciblée par une protéine
(Skp2) du complexe SCF et degradée. L’activité de la Cycline E augmente donc fortement et
conduit & un état de phosphorylation maximale de pRb. Ceci permet I’expression de la
Cycline A a la fin de la phase G1. La Cycline A s’accumule et capture CDK2 qui est associée
a la Cycline E. La concentration de la Cycline E libre augmente. Elle est a son tour ciblée par
Skp2 et protéolysée (Won and Reed, 1996).

Cette transition sert a préparer la réplication de I’ADN. En effet, la transition G1/S est
amorcée par I’assemblage d’un complexe pré-réplicatif nécessaire a la réplication. Dans ce
complexe, I’ORC (Origin Recognition Complex), qui s’est lié aux origines de réplication,
recrute CDC6, une ATPase et Cdtl, un facteur de transcription (Madine et al., 2000). Apres
fixation de la protéine MCM10 (Mini Chromosome Maintenance 10), la kinase Cdc7 active le
complexe pré réplicatif (Masai and Arai, 2002). La kinase CDK2/CyclineE est activée par
CDC25A. L’activité kinase CDK2 permet alors de fixer CDC45 sur la chromatine. Ce dernier
recrute I’ADN polymérase o pour répliquer I’ADN. Le contrble de la phase S est ensuite
principalement assuré par le complexe CyclineA/CDK2 active par CDC25B comme indiqué
sur la figure 5 (Wilborn et al., 2001).
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Figure 5: La transition G1/S assure la formation du complexe CDK2/Cycline A.
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1V. 3 La transition G2/M :

Cette transition s’étend de la phase G2 au début de la condensation des chromosomes.
De nombreuses protéines, principalement des proteéine kinases et des phosphatases,
interviennent lors de cette transition pour réguler et activer CDK1, I’une des principales
protéine kinases régulatrices de la mitose (Meszaros et al., 2000; Nilsson and Hoffmann,
2000; Pines, 1998; Taylor and Stark, 2001). Au cours de la phase G2, la kinase CDK1 est
active et associée a la CyclineA (Jackman and Pines, 1997). Cependant les fonctions de ce
complexe demeurent peu connues bien qu’une hypothése veuille qu’il participe a I’activation
du complexe CDK1/CyclineB. Les mécanismes moléculaires conduisant a I’activation du
complexe sont schématises figure 6. La synthese de la Cycline B augmente progressivement
en fin de G2 et atteint un maximum en prophase. Elle s’associe au fur et a mesure de sa
synthese a CDK1 qui est alors monomeérique et inactive. La cellule accumule ainsi une
guantité maximale de complexe CDK1/CyclineB en prophase. Cependant, ce complexe est
maintenu inactif par les protéine kinases Weel et Myt1 qui phosphorylent les résidus T14 et
Y15 de CDK1 (Booher et al., 1997; Fattaey and Booher, 1997; Wells et al., 1999). La
phosphorylation de la thréonine 161 nécessaire a I’activation est quant a elle réalisée par
CDK7/Cycline H/Matl (Kaldis et al., 1998). Quatre événements vont conduire a I’activation
du complexe pour I’entrée en mitose : I’inactivation des protéine kinases inhibitrices Weel et
Mytl, la déphosphorylation des résidus T14 et Y15, la phosphorylation de la CyclineB et
enfin la translocation du complexe actif dans le noyau.
Les protéine kinases PKB et p90ORSK phosphorylent et inactivent Weel et Mytl. De plus,
grace a TOMEL, Weel va étre dégradée par le protéasome en fin de G2 (Lim and Surana,
2003). Ce sont ensuite les phosphatases CDC25 qui prennent le relais pour déphosphoryler les
résidus T14 et Y15. CDK1 serait en premier lieu déphosphorylée et activee par CDC25B. Le
complexe CDK1/CyclineB activé phosphorylerait en retour les CDC25, générant ainsi une
boucle d’auto-amplification de son activation. Par ailleurs, la kinase de type Polo Plkl
participe a l'activation du complexe via ces phosphatases CDC25. Elle phosphoryle aussi la
Cycline B, permettant ainsi I’interaction de CDK1 avec les CDC25 (Qian et al., 2001; Roshak
et al., 2000; Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Enfin, la Cycline F et I’importine [ régulent
la translocation du complexe CDK1/CyclineB dans le noyau ou se trouvent ses
substrats (Toyoshima-Morimoto et al., 2002; Yuan et al., 2002): de protéines centrosomales,
des lamines nucléaires, des protéines nucléolaires et Eg5 (une protéine motrice de type
kinésine) (Blangy et al., 1995). L’activité de CDK1 vis-a-vis de ces substrats et corrélée avec
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les changements morphologiques de la mitose. Une représentation de cette transition est
proposée figure 6. La description faite ici des mécanismes moléculaires conduisant a cette
transition n’est pas exhaustive. Les protéines kinase Aurora-A et phosphatase PP2A qui sont
I’objet de notre étude participent également a ces régulations. Leurs roles dans cette transition

seront développés dans les chapitres qui les concernent respectivement.
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Figure 6: La transition G2/M et les mécanismes conduisant a I’activation du complexe régulateur majeur
de la mitose CDK1/CyclineB.
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1VV.4 Les points de contrdle du cycle cellulaire :

Outre les mécanismes régulant les transitions G1/S et G2/M précédemment évoques,
les cellules ne progressent dans le cycle cellulaire qu’a la condition qu’elles puissent se
diviser. Ceci nécessite que leur matériel génétique soit en état d'étre dupliqué en phase S et
transmis aux cellules filles lors de la mitose. Les cellules disposent de deux machineries
enzymatiques surveillant I’intégrité de I’ADN et permettant de bloquer respectivement les
cellules avant la phase S ou avant la mitose. Ces machineries impliquent les protéine kinases
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM and Rad3-related) de la famille des
PIKKs (Phosphatidylinositol 3-Kinase-like Kinases) (Hammond and Giaccia, 2004,
Koundrioukoff et al., 2004). Chacune de ces protéine kinases est spécifique d’un type
particulier de dommages de I’ADN : ATM est engagee en cas de radiations ionisantes et de
coupures double-brin alors que ATR agit en reponse aux UV ou aux erreurs de réplication.
Pour bloguer le cycle cellulaire, ces protéine kinases phosphorylent et activent Chk1 et Chk2
qui a leur tour phosphorylent et inactivent CDC25A et CDC25B, empéchant ainsi I’activation
de CDK1 et CDK2. Leur mode d’action est présenté figure 7.

DOMMAGES DE I’ADN
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- ~

UV, UH, erreurs de réplication P radlatmns ionisantes, cassures de I’'ADN

POINTS DE
CONTROLE

D*aprés L. Meijer

Figure 7: Machinerie de controle de I’état de I’ADN au cours du cycle cellulaire.



V La mitose

V.1 Caractéristiques générales :

Lorsque les cellules ont dupliqué leur ADN ainsi que bon nombre de leurs composants
cytoplasmiques, elles sont prétes a se diviser lors de la mitose. Le déroulement de la mitose
peut étre décrit de deux manieres au moins:

La plus connue consiste en une succession de six phases reposant sur des changements
de morphologie des chromosomes et de I’enveloppe nucléaire : prophase, prométaphase,
métaphase, anaphase, télophase et cytokinese. En prophase, les chromosomes finissent de se
condenser et I’enveloppe nucléaire se fractionne en petites vésicules. Le fuseau mitotique se
forme en prométaphase de telle sorte que les chromosomes puissent s’y aligner a équidistance
des pbles en métaphase. Les chromatides sceurs migrent ensuite de maniére opposée en
direction des pdles lors de I’anaphase. La chromatine se décondense progressivement en
télophase, le fuseau se désagrege et les cellules filles sont finalement séparées suite a la
division du cytoplasme au cours de la cytokinese.

Récemment, Pines et Rieder ont proposé une seconde maniére de définir la mitose non
plus selon des criteres morphologiques mais comme une succession de transitions
caractérisées au niveau moléculaire par I’activité de protéine kinases spécifiques et une
succession de protéolyse par le complexe APC/C (Pines and Rieder, 2001). Cette définition
originale de la mitose a pour avantages de s’affranchir des aspects morphologiques
(condensation des chromosomes, état de I’enveloppe) qui peuvent varier selon les espéces.
Par exemple, I’enveloppe nucléaire ne se rompt jamais chez Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe et Aspergillus nidulans (Kubai, 1975). En revanche, cette
définition repose sur des mécanismes moléculaires trés conservés de la levure aux vertébrés.
Pines et Rieder décrivent ainsi cing transitions :

La Transition 1 s’étend de G2 a la prophase avant que la condensation des
chromosomes ne devienne visible. La progression des cellules vers la mitose peut étre
retardée réversiblement lors de cette phase par différents stress. Les protéine Kkinases
CDK1/CyclineA, PIk1 et Aurora-A sont alors actives.

La Transition 2 correspondant a I’engagement irréversible des cellules en mitose. Elle
est caractérisée par I’activation du complexe CDK1/CyclineB et sa translocation nucléaire.

La Transition 3 se confond parfaitement avec la prométaphase. C’est une phase de
contrble des évenements avant que les cellules n’achevent la division. Des machineries

enzymatiques veillent a ce que les kinétochores soient attachés au fuseau mitotique et a
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I’activation du complexe APC/C-Cdc20. L’attachement du dernier kinétochore constitue un
signal qui paracheve I’activation de APC/C.

Il s’ensuit, lors de la transition 4, la protéolyse par APC/C/cdc20 de la sécurine requise
pour la séparation des chromatides sceurs. La Cycline B par APC/C/Cdhl est a son tour
dégradée pour I’entrée en télophase.

Par conséquent, lors de la Transition 5, CDK1 se retrouve inactivée. L’enveloppe nucléaire se
reforme et la cytokinése se produit. APC/C va lier Cdhl consécutivement a la dégradation de
Cdc20. D’autres protéines telles que Aurora-A subissent alors une protéolyse.

La correspondance entre ces transitions et les phases de la mitose est schématisée figure 8.
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Figure 8: Correspondance entre les évenements moléculaires et les changements morphologiques
survenant au cours de la mitose.
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A I’issue de la mitose, les deux cellules filles peuvent avoir des contenus
cytoplasmiques parfaitement identiques ou au contraire différant par la nature et/ou la
concentration des molécules qu’ils contiennent. Il s’agit alors d’une division asymétrique : les
cytoplasmes des deux cellules filles sont pourvus de déterminants morphogénétiques
différents a I’origine de devenirs cellulaires différents.

La division asymétrique se trouve ainsi a l’origine de certains processus de
différenciation ou de détermination (Knoblich, 2001; Roegiers and Jan, 2004). Ce type de
division est souvent caractéristique des cellules souches ou pluripotentes comme celles des
cryptes de I’intestin gréle ou de la moelle osseuse par exemple (Gordon et al., 1992; Schena
and Abbattista, 2003). Elle permet de produire par division une cellule assurant le
renouvellement du stock de cellules souches et une cellule de type progénitrice a I’origine de
différents types cellulaires différenciés.

Les cing transitions mitotiques sont contrdlées par un grand nombre de familles de
protéines dont les activités sont interdépendantes. Le déroulement de la mitose est associé en
premier lieu spécifiquement a I’activité kinase CDK1 du complexe CyclineB/CDK1. Par
ailleurs trois grandes familles de protéine kinases se retrouvent dans le contrdle et la
régulation des modifications morphologiques et des points de contr6le de la mitose : les
protéine kinases de type Polo (Polo-like Kinases PIks), les protéine kinasesde type NIMA
« NIMA-related » et enfin les protéine kinases Aurora.
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V.2 Les protéine kinases de type polo (PIks) :

Cette famille de ser/thr protéine kinases a été mise en évidence dans des mutants
inaptes a réaliser une mitose correcte chez Drosophila melanogaster (polo) et Saccharomyces
cerevisiae (cdc5) (Glover et al., 1991; Kitada et al., 1993; Sunkel and Glover, 1988). Les
protéine kinases de cette famille possédent un domaine kinase dans leur région N-terminale et
un domaine appelé PBD (Polo Box Domain) en C-terminal. Ce dernier contient deux motifs
nommés polo Box (sauf pour la kinase plk4 qui n’en a qu’un), véritables signatures de cette
famille. Le domaine polo contient eégalement une petite région Pc (Polo-box cap), un site
conservé d’activation de la phosphorylation appelé boucle T (Thr210 chez I’lhomme) et une
D-box. Par ailleurs, trois résidus du domaine polo sont impliqués dans la liaison aux
phosphopeptides : Trp414, His538 et Lys540 (Cheng et al., 2003; Elia et al., 2003) L’activité
de protéine kinases plks est régulée a différents niveaux : par phosphorylation, par régulation
de la synthése et de la dégradation et par le domaine PBD. La boucle d’activation T peut étre
phosphorylée in vitro chez le Xénope par la protéine kinase A et la plkkl (polo-like kinase
kinase 1). D'autres sites de phosphorylations ont été identifiés mais leur signifiance in vivo
reste a déterminer. D’autre part, la régulation de la transcription de plks, notamment par les
facteurs de transcription Forkhead et la dégradation des protéines par APC/C en fin de mitose
constituent un deuxieme niveau de régulation. Enfin, le domaine PBD interagit avec le
domaine kinase en absence de phosphopeptides. Il empéche ainsi la liaison du substrat et
I’activation du domaine kinase. La liaison de phosphopeptides au domaine PBD libere le
domaine kinase, permet la phosphorylation de la boucle T et donc I’activation de la kinase.

Chez les mammiferes, la kinase PIk1 (nommée aussi Plk), est la mieux caractérisée. Le
role des autres protéine kinases Plks (Plk2, PIk3 et Plk4) reste comparativement peu connu
(Barr et al., 2004; Glover et al., 1998; Tong et al., 2002). Nous développerons donc
principalement les connaissances relatives a PIK1.

Lors de la transition G2/M, PIk1 contribue & I’activation du complexe CDK1/CyclinB.
PIk1 a pour substrats les phosphatases CDC25, qu’elle active et les protéine kinases Mytl et
Weel qu’elle inhibe. Il existe deux hypotheses quant aux roles des Plks a cette étape du cycle
cellulaire. Des études proposent les plks comme les protéine kinases a I’origine de I’activation
de CDK1. Mais d’autres résultats suggérent que I’activation des Plks dépend de I’activation
de CDK1 et se produit donc postérieurement a celle-ci. 1l semblerait au total, que la fonction
des Plks en amont ou en aval de I’activation de CDK1 dépende des especes. Par ailleurs, PIk1

peut phosphoryler la Cycline B1 sur la sérine 133 et la sérine 147. Cette derniére est engagée
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dans I’accumulation nucléaire de la Cycline. En revanche, la fonction de la phosphorylation
de la sérine 133 demeure inconnue.

De nombreuses etudes ont identifié différentes fonctions associees a I’activité de
PIK1 : I’entrée en mitose (Roshak et al., 2000), I’activation de points de contréle mitotiques
(Smits et al., 2000), la régulation du complexe APC/C (Golan et al., 2002) ; (Kotani et al.,
1998), la phosphorylation du protéasome (Feng et al.,, 2001) ainsi que le cycle des
centrosomes (Golsteyn et al., 1995). Plk1 est localisée dans les centrosomes en interphase et
s’associe avec les pbles du fuseau mitotique (Golsteyn et al., 1995). Elle contribue a la
maturation des centrosomes en participant au recrutement de la y-Tubuline permettant ainsi, a
I’activité de nucléation des centrosomes nécessaire a la formation du fuseau d'augmenter
(Lane and Nigg, 1996). De méme PIlk1 permet de recruter différentes protéines associées aux
centrosomes telles que NIp (Ninein-like protein). Lorsque les cellules entrent en mitose, PIk1
phosphoryle Nlp et permet ainsi la séparation des centrosomes dupliqués (Casenghi et al.,
2003). De plus, les Plks pourraient coopérer avec les protéine kinases NIMA dans les
centrosomes. En effet I’extrapolation de mécanismes décrits chez S. Pombe laisse penser que
la kinase Nek2 pourrait phosphoryler diverses protéines cibles dans les centrosomes de
mammiferes. Ces protéines serviraient d’ancrage aux Plks (Fry et al., 1998; Grallert and
Hagan, 2002).

La kinase PIk2 joue elle aussi un réle important dans le cycle des centrosomes. De
récents travaux ont montré que la surexpression de dominants négatifs ou de mutants
déficients pour I’activité kinase ainsi que I’utilisation d’ARN interférentiels spécifiques de
PIk2 interfére avec la duplication des centrioles (Warnke et al., 2004).

En metaphase, un signal inactive le complexe APC/C tant que tous les chromosomes
ne sont pas attachés au fuseau mitotique. Ce signal est transduit notamment par les protéines
CENPE et BUB/MAD. Lorsque le dernier chromosome est attaché au fuseau, le signal
s’arréte et le complexe APC/C-CDC20 est activé. Il permet I’ubiquitinylation de la sécurine
qui va étre dégradée par le protéasome. La protéase séparase clive alors les cohésines qui
maintiennent les chromatides sceurs appariées. Cette protéolyse est facilitée par Plk1l qui
phosphoryle les cohésines. L’anaphase peut avoir lieu. L’activité de PIk1 est encore requise
en fin de mitose. Elle réalise la phosphorylation de MKIp2 (Mitotic Kinesin-like protein 2)
nécessaire a la cytokinése (Neef et al., 2003). Les fonctions de Plk1 au cours de la mitose sont

schematisées dans la figure 9.
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F igure 9: Rdles de la protéine kinase Plk1 au cours de la transition G2/M et pendant la mitose.

V.3 Les protéine kinases NIMA :

Des trois familles de protéine kinases mitotiques introduites dans cette partie, la
famille des protéine kinases Nrk (NIMA Related Kinases ou protéine kinases de type NIMA)
est la moins bien connue. La kinase NIMA a été identifiée la premiere fois chez Aspergillus
nidulans en criblant des mutants thermosensibles (Fry and Nigg, 1995; Osmani and Ye,
1996). Certains de ces mutants restaient bloqués en G2 a température restrictive et n’entraient
jamais en mitose. Ils furent nommés nim pour « Never In Mitosis ». Le clonage du gene
permit d’identifier la protéine sérine/thréonine kinase NIMA dont I’activité est essentielle a
I’entrée en mitose. Chez les vertébrés, sept protéine kinases s’apparentant a NIMA ont été
identifiées mais les protéines Nek2 sont ses plus proches homologues (Holland et al., 2002;
Kandli et al., 2000; Letwin et al., 1992; Levedakou et al., 1994; Schultz et al., 1994; Schultz
and Nigg, 1993; Tanaka and Nigg, 1999). Deux isoformes existent grace a un épissage
alternatif : Nek2A et Nek2B. La région N-terminale de ces protéines comprend un domaine
kinase dont les motifs sont typiques des Seérine/Thréonine protéine kinases (Hanks and
Hunter, 1995). La région C-terminale non catalytique contient un domaine «agrafe a
leucine » permettant I’homodimérisation des Nek2 et impliquée dans leur trans-

autophosphorylation (Fry et al., 1999). L activité Nek?2 tout au long du cycle cellulaire résulte
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des activités cumulées des deux isoformes. Les deux variants sont quasiment indétectables en
G1. La présence des deux produits d’épissage augmente pendant la transition G1/S de trois a
quatre fois et reste stable durant les phases S et G2. Nek2A disparait ensuite rapidement au
début de la mitose alors que Nek2B est maintenue et ne diminue que lors de la phase G1
suivante. Au total, I’activité Nek2 est faible en G1, augmente en S et G2 et diminue en
mitose. La destruction soudaine de Nek2A en mitose est le fait de sa dégradation par le
complexe APC/C. Nek2A est en effet une cible pour ce complexe activé soit par Cdc20, soit
par Cdh1l car elle possede une D-Box et une KEN-box (Fry et al., 1995; Hames et al., 2001).
En outre ces motifs dédiés au contrdle de la protéolyse, le domaine C-terminal de Nek2A
contient le motif canonique (KVHF) de liaison a la sous unité catalytique de PP1
(Phosphatase Protein 1) (Cohen, 2002; Garcia et al., 2004; Helps et al., 2000) (voir
pplsignature.pasteur.fr réalisé par A. Garcia).

Comme PIk1, Nek2 régule le cycle des centrosomes en permettant leur séparation. Ce
role est assumé grace a des interactions avec la phosphatase PP1 et la protéine C-Napl
(Centrosomal Nek2-Associated Protein 1). Nek2 et C-Napl sont co-localisées dans les
centrosomes, aux extrémités proximales des centrioles (Fry et al., 1998). Par ailleurs,
Iisoforme o de la sous-unité catalytique de PP1 (PP1c) posséde également une localisation
centrosomale (Andreassen et al., 1998). Ces trois protéines forment un complexe ternaire
dans les centrosomes qui s’autorégule : Nek2A peut phosphoryler C-Napl et PPI1c.
Inversement, PP1c peut déphosphoryler C-Napl et Nek2A aprés leur phosphorylation par
Nek2A. Récemment, Faragher et Fry ont apporté la premiere preuve directe que la fonction de
Nek2A est nécessaire a la mitose, notamment en permettant la séparation des centrosomes et
la formation d’un fuseau bipolaire (Faragher and Fry, 2003). lls proposent que cette
séparation se déroule en deux temps. Dans un premier temps, I’activité de PP1c vis-a-vis de
Nek2A serait inhibée suite a la phosphorylation de la phosphatase ou a sa liaison a un
inhibiteur. Nek2A ainsi activée conduirait a la perte de cohésion entre les centrioles mére et
fille, induite notamment par phosphorylation de C-Napl. Cette derniére serait dans un
deuxieme temps déplacée des centrosomes, en partie suite a sa phosphorylation par Nek2A.
Cependant, ce modeéle n’exclut pas que Nek2A ait d’autres substrats entre les centrioles et que
le déplacement total de C-Napl ne fasse intervenir d’autres protéine kinases mitotiques. Ce
mecanisme est schématisé dans la figure 10.
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Figure 10: Régulation de la dissociation des centrioles par la protéine kinase Nek2A.

Nek2 est également impliquée indirectement dans la ségrégation de chromosomes. En
effet, Nek2 a pour substrat la protéine Hecl (Highly Expressed in Cancer) (Zheng et al.,
1999). Dans les cellules humaines, Hecl participe au recrutement de protéines telles que
Madl et Mad2 au niveau des kinétochores (Martin-Lluesma et al., 2002). Au cours de la
transition G2/M, Nek2 réalise la phosphorylation de Hecl qui est essentielle par la suite pour
la ségrégation des chromosomes (Chen et al., 2002b). Dans les cellules humaines, une autre
kinase de la famille NIMA, Nek6, est requise pour la ségrégation des chromosomes et la
progression de la mitose. Contrairement a Nek2, son activité n’est pas indispensable a la
transition G2/M. En revanche elle est nécessaire lors de la transition métaphase/anaphase,
probablement pour phosphoryler et/ou recruter des constituants des points de contrdle
mitotiques (Yin et al., 2003).
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V.4 Les protéine Kinases Aurora :

Les protéines Aurora-A appartiennent a une famille de Sérine/Thréonine protéine
kinases mitotiques découvertes chez S. cerevisiae et nommé alors IPL1 pour « Increase In
Ploidy 1 » (Francisco and Chan, 1994; Francisco et al., 1994). Des mutants conditionnels ipl1
thermosensibles présentaient de séveres défauts de ségrégation des chromosomes a 37°C et
par consequent une ploidie anormale. Si le génome de la levure ne code que pour une kinase
(Ipllp) (Goffeau et al., 1996; Hunter and Plowman, 1997), trois membres de cette famille ont
d’ores et déja été identifiés chez les mammiferes Aurora-A, B et C (Bischoff and Plowman,
1999; Descamps and Prigent, 2001; Giet and Prigent, 1999; Ke et al., 2003). Chez I’hnomme,
elles sont codées par trois génes différents : STK6 (appelé aussi STK15) code pour Aurora-A,
STK12 pour Aurora-B et STK13 pour Aurora-C. Il existe également un pseudo géne
(STK6P). Ces trois protéine kinases sont surexprimées dans de nombreux cancer, en
particulier Aurora-A, comme nous le verrons dans le dernier chapitre. De nombreuses
nomenclatures sont utilisées pour désigner ces protéine kinases. Par soucis de clarté, nous
utiliserons la désignation proposée par Erich Nigg : Aurora-A, B et C (Nigg, 2001). De plus,
Aurora-A étant le sujet de notre étude, elle sera présentée de maniére détaillée par la suite.

Ces trois protéine kinases observent des localisations différentes et assurent des
fonctions cellulaires différentes mais partagent des caractéristiques structurales (figure 11)
(Bischoff and Plowman, 1999; Descamps and Prigent, 2001; Giet and Prigent, 1999; Ke et al.,
2003). Les protéine kinases Aurora-A, B et C sont de taille différentes mais leurs régions C-
terminales comportent un domaine catalytique similaire. Deux motifs trés conservés se
trouvent dans ce domaine. Le premier est une boucle d’activation dont la séquence est la
signature des protéine kinases Aurora. Cette boucle peut étre phosphorylée sur la thréonine du
motif RxT. Ceci conduit a I’activation de la kinase. Le deuxiéme motif correspond a une boite
de dégradation putative de type D-Box reconnue par le complexe APC/C/Cdh1. Comme pour
la plupart des protéines régulatrices du cycle cellulaire, la dégradation des protéine kinases
Aurora constitue un niveau essentiel de la régulation de I’activité kinase. Les régions N-
terminale des trois protéine kinases sont de taille variable et ne présentent que peu ou pas de
similitudes entre elles. Cependant, trois boites conservées ont été identifiées dans cette
région : A-boxl, A-boxll, A-boxIll. Bien que la fonction de ces trois boites demeure mal
comprise, elles semblent étre engagées dans la localisation subcellulaire des trois protéine

kinases et/ou dans la reconnaissance des substrats. Le réle de la A-boxlIl de Aurora-A est
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quant a lui I’objet de cette these. Nous montrerons que la sérine 51 sur la protéine humaine est

engagée dans le contréle de la dégradation de la kinase.

A-Boxes Boucle d’activation D-box
Aurora B 344
Aurora C 309
A-BoxI A-BoxIl A-BoxIII
Aur-A CONPLPVNSGQAQRVL SNSSQR--VPL NQKQKQLQATS
Aur-B OTAPSGLSTLPQRVL EPVTPSALV-L OKVMENSS
Aur-C SSPRAVVQL NQTA-Q-QPSS
Boucle d’activation D-box (consensus : RxxLxxVxE)
Aur-A  DFGWSVHAPSSRRTTLCGTLDYLPPE PSQRPMLREVLEHPW
Aur-B  DFGWSVHAPSLRRKTMCGTLDYLPPE PSERLPLAQVSAKPW
Aur-C DFGWSVHTPSLRRKTMCGTLDYLPPE PLERLPLAQILKHPW
D’aprés R. Giet 1999

Figure 11: Structures primaires des protéine kinases Aurora.

26



V.5 Aurora-B :

Les taux de transcrits et de protéines Aurora-B atteignent un pic lors de la transition
G2/M. En revanche, I’activité de la kinase augmente plus tard, entre la métaphase et la fin de
la mitose (Bischoff et al., 1998; Terada et al., 1998). A la fin de la division cellulaire, la
protéine est dégradée par le complexe APC/C/Cdhl. La localisation de Aurora-B est
dynamique pendant la mitose. Elle appartient en effet a la famille des protéines passagéres qui
compte également les protéines INCENP (Inner Centromere Protein) et Survivine (Terada et
al., 1998). Aurora-B forme un complexe avec ces protéines. L activité kinase de Aurora-B est
stimulée dans le complexe par INCENP et probablement aussi par Survivine (Adams et al.,
2000; Bolton et al., 2002). La localisation du complexe dépend de I’activité de tous ces
composants. De récents travaux ont montré qu’une courte séquence C-terminale de Aurora-B
était importante pour sa localisation et sa fonction lors de la mitose (Scrittori et al., 2005).
Aurora-B se trouve d’abord le long des chromosomes en prophase. Son activité est alors
nécessaire a la phosphorylation la sérine 10 de I’histone H3, contrairement a celle de Aurora-
A (Adams et al., 2001b; Giet and Glover, 2001; Hsu et al., 2000). Cette phosphorylation est
correlée a la condensation des chromosomes a laquelle elle ne participe que indirectement, par
des mécanismes de remodelage de la chromatine (Adams et al., 2001b; de la Barre et al.,
2001; MacCallum et al., 2002). Par la suite Aurora-B va se concentrer dans la région des
centromeéres en métaphase. A cette étape, la localisation dépend également de la
phosphorylation d’un variant de I’histone H3 requis pour I’assemblage du kinétochore :
CENP-A. La kinase Aurora-A phosphoryle CENP-A et permet ainsi le recrutement de
Aurora-B au niveau des centromeéres (Kunitoku et al., 2003). Une fois en place, Aurora-B
maintient la phosphorylation de CENP-A sur la sérine 7. En anaphase, Aurora-B gagne la
partie centrale du fuseau mitotique pour finalement se retrouver au niveau de I’anneau de
division en télophase et cytokinese (Gruneberg et al., 2004). Cette relocalisation des
centromeéres au fuseau central est caractéristique des protéines passageres et leur permet de
coordonner des fonctions dans la condensation, I’alignement et la séparation des
chromosomes. Pour cela Aurora-B régule la bi-orientation des chromosomes en empéchant la
formation d’attachements mérotéliques (un kinétochore est attaché aux microtubules des deux
pbles) ou synthéliques (les deux kinétochores sont attachés aux microtubules d’un méme
pble). Cette fonction est assurée en association avec MCAK (Mitotic Centromere Asssociated
Kinesin), un membre de la sous-famille des kinésines Kinl qui dépolymérise les microtubules
(Andrews et al., 2004; Ducat and Zheng, 2004; Lan et al., 2004). Aurora-B lie et recrute

MCAK au centre des centroméres non attachés aux microtubules. Aurora-B peut alors
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phosphoryler MCAK et inhiber son activité de dépolymérisation. Lorsque les microtubules
s’attachent, des forces de tension apparaissent dans les kinétochores et déplacent MCAK par
rapport a Aurora-B. MCAK se retrouve alors dans une zone ou elle peut étre déphosphorylée
par PP1 et dépolymériser les microtubules. Ces mécanismes sont schématisés figure 12.

Bi-orientés Synthéliques  Mérotéliques
B
C]PP1
[ ]Aur-B
B MCAK
Non attachés Correction de Congression Bi-orientation

P’attachement

(D’aprés D. Ducat et Y.Zheng, 2004)
Figure 12: Modélisation des roles de Aurora-B, PP1 et MCAK dans I’orientation des chromosomes
métaphasique. A : Possibilités d’attachement correct et incorrect des kinétochores au fuseau. B :
Régulation spaciale de I’acitivité de MCAK par Aurora-B et PP1 dans I’orientation des chromosomes
métaphasiques.

Aurora-B joue également un r6le dans le point de contréle su fuseau. En effet de
récents travaux ont montré que le maintien de I’association de Mad2 et BubR1 avec les
kinétochores nécessitait I’activité de Aurora-B (Ditchfield et al., 2003).

Enfin, le complexe des protéines passageres est nécessaire a la cytokinese. Lorsque ce
complexe se trouve au niveau du corps intermédiaire, Aurora-B phosphoryle deux substrats :
La vimentine et MgcRacGap (Male Germ Cell Rac GTPase Activating Protein). En
phosphorylant respectivement ces deux subtrats, Aurora-B réalise deux modifications
nécessaire a la réalisation de la cytokinese : elle module le réseau de filaments de vimentine et
convertit MgcRacGAP en RhoGAP (Minoshima et al., 2003).
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V.6 Aurora-C :

Aurora-C est le troisieme membre de la famille des protéine kinases Aurora et aussi le
moins bien connu (Adams et al., 2001a; Giet and Prigent, 1999). Ses taux d’ARN messagers
et de protéines présentent aussi un pic lors de la transition G2/M. Elle se localise dans les
centrosomes de I’anaphase lors de la cytokinése. Son expression est trés faible et méme
parfois indétectable dans certaines lignées. Elle est au contraire trés abondante dans le
testicule, en particulier lors de la formation des fuseaux de pendant la gamétogenése. Une
étude récente a montré que lorsque Aurora-C est surexprimée, elle s’apparente a la famille des
protéines passageres et que ses fonctions sont redondantes et complémentaires de celles de
Aurora-B (Sasai et al., 2004).
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CHAPITRE 2 :

LA PROTEINE KINASE AURORA-A : NATURE ET
FONCTION D’UN ONCOGENE

I Régulation de I’expression Aurora-A

Les protéine kinases Aurora-A sont des Sérine-Thréonine kinases qui contrélent de
nombreux évenements mitotiques. Paradoxalement, le premier membre, Eg2, a été identifié en
criblant est une banque d’ADN complémentaires d’ceufs de Xénope pour y trouver des ARN
messagers déadenylés apres la fertilisation (Paris and Philippe, 1990). Par la suite, différents
groupes ont permis de comprendre que Eg2 contrdlait la transition G2/méiose | dans les
oocytes et régulait le fuseau mitotique dans les ceufs chez le xénope (Andresson and
Ruderman, 1998; Roghi et al., 1998). Les orthologues de Aurora-A furent découverts chez de
nombreuses espéces, dont I’homme. En effet, la kinase fut identifiée comme le produit d’un
gene amplifié dans les tumeurs du sein et occupant le locus 20q13. Le nom de BTAK (Breast
Tumor Activated Kinase) lui fut alors attribué (Sen et al., 1997).

Ce geéne code pour une protéine de 403 acides aminés pour un poids moléculaire de
45.8 kDa chez I’homme. Les cellules mitotiques, embryonnaires ou germinales actives sont
riches en transcrits de ce géne (Bischoff et al., 1998; Kimura et al., 1997). Par ailleurs,
I’expression de Aurora-A est régulée au cours du cycle cellulaire : les concentrations d’ARN
messagers et de protéines ainsi que I’activité kinase sont faibles en G1 et S, atteignent un pic
en G2 et M puis diminuent apreés la mitose (Bischoff et al., 1998; Kimura et al., 1997). La
variation du taux de messagers au cours du cycle cellulaire est due, au moins, a la présence de
deux éléments cis régulateurs antagonistes dans la partie 5’ du promoteur du géne. Le premier
contient un motif ets reconnu spécifiguement par E4TF1l. E4TF1l est un complexe
tétramérique nucléaire de la famille des régulateurs transcriptionnels séquence-spécifiques :
les protéines ETS. La fixation de E4TF1 augmente I’activité du promoteur et régule
positivement la transcription. Le deuxiéme élément cis-régulateur se trouve en aval du site de
liaison ets. Il comprend deux éléments répresseurs en tandem connus pour réguler la

transcription de nombreux genes spécifiquement en G2 et M (par exemple la Cycline A). Ces
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deux éléments répriment spécifiquement I’expression de Aurora-A en G1/S et sont essentiels

pour le contréle de I’expression en fonction du cycle cellulaire (Tanaka et al., 2002).

Il Profil d’expression et localisation subcellulaire :

La protéine kinase Aurora-A appartient au materiel péricentriolaire et sa co-
localisation avec la y-tubuline confirma son appartenance aux centrosomes (Gopalan et al.,
1997; Kimura et al., 1999; Roghi et al., 1998). La détection de la protéine fusionnée a la GFP
ou par immunofluorescence révele sa présence en fin de phase S/G2 au niveau des
centrosomes dupliqués. Elle reste associée aux centrosomes qui cheminent aux poles opposés
du fuseau mitotique. Le signal dans les centrosomes augmente quand I’enveloppe nucléaire se
fragmente et que le fuseau bipolaire se forme. Le signal est maintenu jusqu’au début de la
phase G1 suivante lors de laquelle Aurora-A est dégradée (Dutertre et al., 2002; Sugimoto et
al., 2002). Il est intéressant de noter que cette localisation ne dépend pas de I’activité kinase
(Giet and Prigent, 1998). En revanche, ces auteurs montrérent plus tard que les domaines N-
terminal ou catalytique fusionnés a la GFP pouvaient tous les deux se localiser dans les
centrosomes de cellules de Xénope grace a des mécanismes différents (Giet and Prigent,
2001) : la localisation centrosomale du domaine N-terminal obéit & un mecanisme actif qui
dépend de la présence des microtubules. Au contraire, la localisation du domaine C-terminal
est indépendante des microtubules mais probablement guidée par I’affinité pour des substrats.
La localisation de la protéine entiere semble elle aussi indépendante des microtubules. Elle est
en effet maintenue dans les centrosomes méme en présence de nocodazole qui dépolymérise
les microtubules (Roghi et al., 1998). En conclusion, la localisation d'Aurora-A et les
fonctions qui lui sont associées reposent probablement en grande partie sur les interactions de

la kinase avec ses régulateurs ou ses substrats.
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11 Régulation de Aurora-A :

L’équipe de Ruderman a mis en évidence que I’activation de Aurora-A nécessitait une
ou plusieurs phosphorylations de la protéine (Andresson and Ruderman, 1998). Quelques
années plus tard, ce méme groupe cartographia trois sites de phosphorylation de Aurora-A :
les résidus Ser-51, Thr-288 et Ser-342 de la protéine humaine (soit Ser-53, Thr-295 et Ser-349
de l'orthologue du Xénope) (Littlepage et al., 2002). Chacun de ces acides aminés a ensuite
été muteé respectivement en alanine ou en acide aspartique. Les mutants ont été exprimés dans
des cellules sf9 et leurs activités kinases testées. Les mutations T295A, T295D chez le
Xénope abolissent completement I’activité kinase suggérant que la phosphorylation de cette
thréonine est requise pour I’activité de la protéine (Littlepage et al., 2002). Deux autres
groupes ont montré que le résidu correspondant de Aurora-A humaine, T288, est également
impliqué dans I’activité kinase (Bischoff et al., 1998; Walter et al., 2000). Cette thréonine se
situe dans la boucle d’activation de Aurora-A dans une région désordonnée d’un point de vue
structural. Des études cristallographiques ont montré que cette phosphorylation pourrait
structurer la boucle d’activation et participer ainsi a générer une conformation active
(Nowakowski et al., 2002). Le groupe de Conti confirma ceci peu aprés gréce a I’étude de la
structure tridimensionnelle de la protéine humaine phosphorylée sur la thréonine 288, en

absence ou en présence de la protéine TPX2 (Bayliss et al., 2003).

I11.1 Activation de la protéine par TPX2 :

TPX2 est une protéine associée aux microtubules qui interagit avec Aurora-A pour la
localiser au niveau du fuseau. Elle lie et active Aurora-A via sa région N-terminale (Kufer et
al., 2002). L’étude structurale révéela qu’en absence de TPX2, la boucle d’activation et le site
de liaison du substrat se chevauchent et empéchent la fixation optimale du substrat. De plus,
cette conformation facilite la déphosphorylation par PP1 de la thréonine 288 en I’exposant au
solvant. Au contraire, La liaison de TPX2 contraint la conformation de la boucle d’activation
de telle sorte que la thréonine 288 se trouve protégée de la déphosphorylation (Figure 1-9).
Cette interaction active donc I’autophosphorylation de Aurora-A sur T288 et verrouille la
protéine dans sa conformation active (Bayliss et al., 2003). TPX2 semble étre spécifique de
I’activation de Aurora-A en dépit de la grande homologie avec la boucle d’activation de

Aurora-B. Récemment, le méme groupe a montré que la discrimination entre Aurora-A et
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Aurora-B par TPX2 repose sur la différence d’un seul acide aminé conservé de la boucle

d’activation (Bayliss et al., 2004). L'ensemble de ces données est résumé sur la figure 13.

.

Aurora A partiellement Aurora A totalement
activée activée

D’aprés Glover 2001

Figure 13: Modélisation de I’activation allostérique de Aurora-A par TPX2.

La mutation de la sérine 349 en acide aspartique inactive complétement la kinase dans les
cellules sf9 suggérant que la phosphorylation de cette sérine pourrait réguler négativement
I’activité de la kinase. Par ailleurs, elle se trouve immeédiatement en amont d’un des sites de
liaison & PP1, K*°VEF. La phosphorylation de Ser-349 pourrait donc affecter le recrutement

ou moduler la force de liaison a PP1 (Littlepage et al., 2002).
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111.2 Inhibition de Aurora-A par PP1 et activation par I’inhibiteur de phosphatase 1-2:

La protéine phosphatase 1 (PP1) est une Sérine/Théonine phosphatase cellulaire
majeure. Elle a un réle important dans la mitose. PP1 et la kinase Aurora-A sont toutes deux
enrichies dans les centrosomes. Une étude in vitro a montré que ces deux protéines pouvaient
se réguler négativement I’une et I’autre (Katayama et al., 2001). Ce travail a mis en évidence
que la structure primaire de Aurora-A présente deux domaines de liaisons a PP1 dans le
domaine catalytique : K***VLF et K*VEF pour la protéine de Xénope. Lorsque ces sites sont
mutés, Aurora-A se trouve hyperphosphorylée. PP1 pourrait donc réguler négativement la
kinase en déphosphorylant au moins I’'un des résidus essentiels a I’activation. Ceci est
cohérent avec I’hypothése suivante : la phosphorylation de la sérine 349 de Aurora-A in vivo
affecterait la liaison de PP1 et empécherait donc la déphosphorylation de la thréonine 295.
Inversement, Aurora-A phosphoryle et inhibe PP1 in vitro. Par ailleurs, nous montrerons dans
cette thése que Aurora-A interagit avec une autre protéine phosphatase, elle aussi localisée
dans les centrosomes : PP2A.

La protéine phosphatase PP1 peut étre inhibée spécifiquement par une protéine
hautement conservée : I’Inhibiteur-2 (1-2) (Huang and Glinsmann, 1976). Cet inhibiteur peut
lier stoechiométriguement PP1 et I’inhibe sous sa forme monomérique ou associée a des
protéines régulatrices. La forme phosphorylée de I-2 restaure I’activité phosphatase (Ballou et
al., 1983; Hemmings et al., 1982; Terry-Lorenzo et al., 2002; Wang and Brautigan, 2002).
Dans les cellules HelLa, cette forme est prédominante en mitose et concentrée dans les
centrosomes, suggeérant une fonction spécifique dans la division (Brautigan et al., 1990; Leach
et al.,, 2003). Il est intéressant de noter que les protéines humaines 1-2 et Aurora-A
interagissent in vitro et in vivo (Satinover et al., 2004). Comme TPX2, I-2 peut stimuler
allostériquement I’activité de Aurora-A sans augmenter la phosphorylation de la T288 de
maniere indépendante de la liaison a PP1. La bifonctionnalité de 1-2 pourrait permettre de
modifier rapidement I’état de phosphorylation de la kinase au cours de la mitose (Satinover et
al., 2004).

111.3 Inhibition de Aurora-A par p53 :

P53 est une protéine suppresseur de tumeur qui empéche les cellules mammiféres de
devenir néoplasiques, notamment en induisant I’apoptose. En réponse a certains stress, elle
peut agir en activant la transcription et permettre le déclenchement de mécanismes tels que la

réparation de I’ADN ou I’arrét du cycle cellulaire en G1 ou G2. Elle est impliquée dans les
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points de controle de la mitose (Hofseth et al., 2004). Durant cette phase, p53 est en partie
associee aux centrosomes ou se trouve Aurora-A. Un criblage en double hybride a d’ailleurs
montré que ces deux protéines peuvent s’associer chez I’humain (Chen et al., 2002a). Ce
travail mit en évidence I’interaction directe de p53 avec le domaine N-terminale de Aurora-A
(A-Box Il1), in vitro et in vivo. Cette interaction inhibe I’activité kinase de Aurora-A in vitro.
Les résultats de ce travail suggerent que p53 regule négativement I’activité transformante de
Aurora-A dans les cellules par une interaction directe avec la région N-terminale. Cependant,
un travail plus récent réalisé avec les protéines de Xénope montre in vitro que p53 peut
inhiber le domaine catalytique isolé de Aurora-A. L’inhibition serait donc indépendante de la
liaison a la région N-terminale de la kinase. Par ailleurs, I’inhibition de Aurora-A par p53 est
levée en présence de TPX2. Ceci suggére que TPX2 et P53 sont en compétition pour la liaison
a Aurora-A et vont donc pourvoir induire des fonctions différentes de la kinase selon leurs
concentrations respectives et les étapes du cycle cellulaire. Nous discuterons ce point dans le

chapitre consacré au cancer.

I11.4 Aurora-A et Ajuba :

Récemment, un nouvel activateur essentiel de Aurora-A a été découvert : la protéine
AJUBA. Cette protéine contient trois domaines LIM et il a été suggérée qu'elle puisse
promouvoir la maturation méiotiques des oocytes de Xénope (Goyal et al., 1999). Les
protéines pourvues de domaines LIM sont présentes dans les sites de contact entre les cellules
mais peuvent aussi étre transportées dans le noyau ou elles peuvent activer des processus de
différenciation et de croissance cellulaire. Cependant il été suggéré récemment que les
protéines & domaines LIM soient des régulateurs mitotiques. En effet, ces protéines
phosphorylées peuvent interagir avec des protéine kinases mitotiques et ainsi participer au
contréle de la mitose (Hirota et al., 2000). Ce dernier groupe a identifié par double hybride
Ajuba comme partenaire de Aurora-A. Ajuba interagit avec la région N-terminale de Aurora-
A via les domaines LIM-2 et LIM-3 et I’active spécifiqguement (Hirota et al., 2003). Cette
activation est remarquable par deux aspects : elle correspond a I’activation initiale de Aurora-
A et permet le recrutement du complexe CyclineB1/Cdkl dans les centrosomes ou il sera
activé. Cette derniére étape permet I’entrée en mitose. Deux hypotheses existent concernant
I’activation de Aurora-A par Ajuba: soit Ajuba active allostériquement Aurora-A, soit sa
liaison stabilise Aurora-A en participant au maintien la phosphorylation de la Thréonine 288
(Hirota et al., 2003; Walter et al., 2000).
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I11.5 Régulation de la dégradation Aurora-A :

En plus des mécanismes de régulation de la transcription et du controle de I’activité de
la protéine, la destruction de la kinase émerge de plus en plus clairement comme un troisiéme
niveau de régulation complexe et finement controle.

La protéine AIP (Aurora-A Interacting Protein) a été identifiée chez la levure comme un
régulateur négatif de la kinase Aurora-A. Cette protéine nuclaire exprimée de facgon
ubiquitaire interagit avec Aurora-A via son domaine C-terminal et active la dégradation de la
kinase par la voie du protéasome. Cependant, il semble difficile de montrer I’interaction entre
la protéine AIP transfectée et Aurora-A endogene dans des cellules mammiferes (Kiat et al.,
2002).

Les membres de la famille Aurora-A possedent des séquences spécifiques requises pour la
dégradation en fin de mitose : le motif KEN, la A box et la D box (Glotzer et al., 1991; King
et al., 1996; Littlepage and Ruderman, 2002; Pfleger and Kirschner, 2000). La A box a été
récemment découverte par le groupe de Ruderman (Littlepage and Ruderman, 2002). Le fait
que cette protéine posséde a la fois un motif KEN et une D box (en fait trois séquences de
dégradation potentielles) est inhabituel. Avant la mise en évidence de la A box, plusieurs
groupes apportaient déja des arguments qui suggéraient une succession d’évenements
aboutissant a la destruction de la kinase. Tout d’abord la suppression de la séquence KEN ne
bloque pas la destruction et aucune des D box n’est requise pour I’ubiquitination in vitro
(Arlot-Bonnemains et al., 2001; Honda et al., 2000). De plus, pour stabiliser totalement la
protéine, il faut suppimer au moins deux D-box, dont la D box C-terminale (Arlot-
Bonnemains et al., 2001). Au contraire, il suffit de muter seulement la D-box de la région C-
terminale pour empéche complétement la dégradation, ce qui suggére un processus ordonné
(Castro et al., 2002). Le travail de I’équipe de Ruderman sur la protéine de Xénope confirma
la nécessité de la D-box C-terminale pour la destruction de la kinase en fin de mitose/début de
G1 (Littlepage and Ruderman, 2002). Le résidu R378 de cette boite fonctionne comme un
signal de reconnaissance spécifique de APC/C activé par Cdhl. Par ailleurs, ils identifiérent
un autre signal de reconnaissance de APC/C/Cdh1, conservé chez les vertébrés sur Aurora-A
mais pas Aurora-B et C : la A box (ainsi nommeée car spécifique de Aurora-A). Cette
séquence n’est pas présente sur Aurora-B et C. Elle inclut une sérine phosphorylée pendant la
mitose (S53 chez le Xénope, S51 chez I’homme) (Littlepage and Ruderman, 2002). lls
proposérent alors un modéle de dégradation ordonnée de Aurora-A dans lequel la
phosphorylation de cette sérine conservée régulerait negativement la dégradation de la kinase

jusgu’aux dernieres étapes de la mitose. Ce méme groupe confirma récemment que la A box
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et la D box étaient nécessaires a la destruction de Aurora-A humaine in vitro. Leurs résultats
semblent indiquer que la dégradation d'Aurora-A est spécifique de APC/C active par Cdhl.
La reconnaissance de la protéine humaine par ce complexe dans des extraits d’ceufs de
Xénope dépend de quatre résidus de la A box : Q**RVL. Enfin, la mutation S51D et non
S51A de la protéine Aurora-A recombinante bloque complétement la dégradation dans des
extraits d’ceufs de Xénope mis en présence de Cdhl. Ceci semble confirmer I’hypothése que
la phosphorylation de la sérine 51 de la A box empéche la dégradation de la protéine. Nous
verrons dans cette thése que la mutation S51D stabilise la protéine in vivo dans des cellules de

mammiféres.

1V Fonctions de Aurora-A au cours de la mitose

IV.1 Aurora-A et le cycle des centrosomes :

De nombreux travaux réalisés chez différentes especes ont permis de montrer que la
kinase Aurora-A est essentielle pour le cycle des centrosomes. Elle participe en effet a chaque
étape de ce cycle : la duplication puis la séparation des centrioles et enfin la maturation des
centrosomes. Nous avons vu précédemment que Aurora-A apparait dans les centrosomes
apres la duplication des centrioles. Son réle n’affecte donc probablement pas le mécanisme
duplicatif en lui-méme. En revanche, la surexpression de la protéine sauvage ou deficiente
pour I’activité kinase conduit a une augmentation du nombre des centrosomes dans des
cellules en culture (Meraldi et al., 2002; Zhou et al., 1998). Ceci suggere que la kinase
pourrait contréler un inhibiteur de la duplication de telle sorte que cet éveénement ne se
produise qu’une fois par cycle cellulaire.

Les centrioles dupliqués doivent ensuite se séparer pour former un fuseau bipolaire
fonctionnel. Or, la mutation de Aurora-A chez la drosophile ou I’inhibition de la kinase dans
des extraits d’ceufs de Xénope conduit a la formation d’un fuseau monopolaire (Glover et al.,
1995; Roghi et al., 1998). La formation de ce type de fuseau résulte de I’incapacité des
centrioles a se séparer apres leur duplication (Giet et al., 2002). En effet certains substrats de
Aurora-A sont nécessaires a I’étape de séparation. Chez le Xénope, Aurora-A phosphoryle
Eg5, une protéine apparentée a la famille des kinésines et impliquée dans la séparation des
centrosomes (Blangy et al., 1995; Whitehead and Rattner, 1998; Whitehead et al., 1996).

L’inhibition de Eg5 ou de Aurora-A chez le Xénope et la drosophile empéche la séparation
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des centrosomes (Glover et al., 1995; Roghi et al., 1998). Il est donc probable que la
phosphorylation de Eg5 par Aurora-A soit nécessaire a cette étape. Par ailleurs, un travail
récent réalisé dans les cellules HeLa a permis de formuler une hypothése intéressante
concernant le réle de Aurora-A dans la séparation des centrioles. La réduction de I’activité
kinase en fin de G2 soit par siRNA, soit par microinjection d’anticorps anti Aurora-A, altere
la séparation des centrioles (Marumoto et al., 2003). Les auteurs proposent que Aurora-A
coopeére avec la kinase Nek2 pour activer la protéine C-Nap1l, responsable de la dissociation
des centrioles. En effet, Aurora-A activée par Ajuba permet le recrutement et I’activation
initiale du complexe CyclinB1/Cdk1 dans les centrosomes (Hirota et al., 2003). L’activation
de ce complexe permet notamment d’activer la kinase Nek2 en inhibant la protéine
phosphatase PP1 (Fry et al., 1998; Mayor et al., 2000). Nek2 peut alors promouvoir la
séparation des centrioles via C-Nap1.

En outre ses fonctions dans la duplication et la dissociation des centrosomes, Aurora-
A est impliquee dans la maturation des centrosomes. La maturation est une étape cruciale de
recrutement de protéines qui vont contribuer a la structure et la fonction des centrosomes. De
nombreuses études réalisées chez divers organismes prouvent que Aurora-A est nécessaire au
recrutement de la y-tubuline. Chez Caenorhabditis elegans, Aurora-A permet le recrutement
de la y-tubuline et de deux composants du matériel peri centriolaire : ZYG9 et CeGrip
(Hannak et al., 2001). De méme, des mutants de Aurora-A chez la drosophile présentent des
défauts de maturation des centrosomes et sont inaptes au recrutement de la y-tubuline et de la
centrosomin (CNN) qui est indispensable a I’assemblage du fuseau mitotique et de ses pbles
(Berdnik and Knoblich, 2002). Aurora-A lie également le complexe D-TACC/MSPS
(Drosophila Acidic Coiled coil/Minispindles (Giet et al., 2002). Ces résultats ont été
confirmés dans les cellules mammiferes et suggerent que 1’un des rdles de Aurora-A dans les
centrosomes est de réguler leur maturation (Terada et al., 2003). En effet, grace a son
interaction avec CNN, elle peut cibler le recrutement de la y-tubuline et organiser des sites de

nucléation des microtubules.
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V.2 Régulation de I’activité de Aurora-A et assemblage du fuseau :

Comme beaucoup d’événements cellulaires, la formation du fuseau mitotique est
régulée par des phosphorylations et déphosphorylations. La voie de signalisation Ran est
extrémement importante dans ce processus et contribue notamment a réguler la balance entre
Aurora-A et son inhibiteur PP1 (Kufer et al., 2003; Trieselmann et al., 2003; Tsai et al.,
2003). La GTPase Ran essentielle dans le transport nucléocytoplasmique. Elle est liee au GDP
dans le cytoplasme et celui-ci est échangé en GTP dans le noyau par RCCI, un facteur
d’échange de guanine (GEF). Ce facteur d’échange est associé aux chromosomes. Ceci va
permettre de maintenir un gradient de RanGTP, méme apres rupture de I’enveloppe nucléaire.
RanGTP a une forte affinité pour I’importine B, un récepteur impliqué dans I’import
nucleéaire. En liant I’importine B, RanGTP va entrainer la dissociation des protéines liées a
I’importine o/p qui se retrouvent alors libres dans le noyau. C’est le cas en particulier de
TPX2 et de NuMa, deux protéines impliquées dans la formation du fuseau et des asters. TPX2
va alors pourvoir inhiber PP1 et activer Aurora-A. En retour, la kinase va alors pouvoir
phosphoryler ses substrats dont Eg5 qui forme et maintient le fuseau bipolaire. Ce mécanisme,
schématisé figure 14, existe dans les extraits d’ceufs de xénope et reste a confirmer dans les

cellules somatiques.

Importine o/p

D’apres T. Kufer 2003

Figure 14 : Modélisation de I’activation de Aurora-A sur le fuseau.
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1VV.3 Aurora-A et la transition G2/M :

Différentes études indiquent que I’activité de Aurora-A est I’'un des éléments de
contréle de la transition G2/M. La kinase semble participer a I’activation du complexe
CyclineB/Cdk1 et a la régulation du point de contréle G2/M. En effet, I’inhibition de I’activité
de Aurora-A par injection d’anticorps ou par [lutilisation de siRNA retardent
significativement I’entrée en mitose (Marumoto et al., 2002; Marumoto et al., 2003).
Plusieurs raisons expliquent ce phénomene. En premier lieu, Aurora-A phosphoryle in vitro et
in vivo la protéine phosphatase CDC25B. Nous avons précédemment décrit que CDC25B est
responsable de I’activation de Cdk1 nécessaire a I’entrée en mitose. Aussi, lorsque Aurora-A
est inhibée ou absente, cette activation ne peut avoir lieu dans les centrosomes et la mitose est
retardée (Dutertre et al., 2004). Aurora-A, CDC25B et PIk1 pourraient coopérer pour activer
le complexe CyclineB/Cdk1 et amorcer la mitose.

Par ailleurs, Aurora-A a aussi pour substrat dans les centrosomes le suppresseur de
tumeur BRCAL1 (Breast Cancer 1) (Ouchi et al., 2004). La phosphorylation de résidus
spécifiques de BRCAL est impliquée dans la survie des cellules dont ’ADN a été
endommagé : BRCAL est le substrat de protéine kinases telle que ATM, ATR et Chk2
impliquées dans la machinerie des points de contrdle de I’ADN lors de la transition G2/M
(Cortez et al., 1999; Gatei et al., 2001; Tibbetts et al., 2000). Aurora-A pourrait étre un
composant de cette machinerie en participant a la phosphorylation de substrats essentiels a la

survie cellulaire.

1.4 Aurora-A et le déroulement de la mitose :

Une récente étude a mis en évidence que la kinase Aurora-A était essentielle dans les
cellules de mammiféres tout au long de la division cellulaire, jusqu’au début du cycle
cellulaire suivant. En utilisant les techniques de micro injection d’anticorps et de siRNA dans
des cellules de mammiféres , Marumoto et ses collaborateurs ont montré que Aurora-A jouait
un réle tout au long de la division cellulaire, jusqu’au cycle cellulaire suivant. En particulier,
la kinase est impliquée dans I’alignement des chromosomes sur la plaque métaphasique. En
effet, I’inhibition de la kinase aprés la séparation des centrosomes conduit a un mauvais
alignement des chromosomes (Marumoto et al., 2003). Le r6le de Aurora-A dans

I’attachement des kinétochores aux microtubules et la ségrégation des chromosomes avait
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déja été suggéré chez la levure. Il serait donc possible au Aurora-A coopere avec Aurora-B
pour réguler I’attachement des kinétochores aux microtubules (Marumoto et al., 2003). Dans
ces cellules, le fuseau ne présente pas d’anomalies morphologiques particuliéres dans sa
composition en microtubules. Cependant, il est possible que la dérégulation de la kinase
interfere avec la dynamique de formation fuseau via la voie contrélée par RanGTP.

Enfin, la dérégulation de Aurora-A par injection d’anticorps et sSiRNA méne a la
formation de cellules multinucléees. Ces cellules n’achevent pas leur cytodiérese (Marumoto
et al., 2003). De plus, les centrioles ne sont pas répartis uniment dans les centres organisateurs
des microtubules de ces cellules. Or, la centriole mere participe a I’achévement de la mitose
en provoquant le relachement des microtubules du corps intermédiaire en fin de mitose. (Piel
et al., 2000). Ces résultats indiquent que Aurora-A pourrait étre impliquée dans la voie de

signalisation qui induit I’achevement de la mitose (Marumoto et al., 2003).
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CHAPITRE 3 :

LES PROTEINE PHOSPHATASES PP2A

I Les familles de protéine phosphatases :

Trois familles de protéine phosphatases existent chez les eucaryotes et difféerent par
leurs natures et leurs fonctions. Deux genes ancestraux ont donné naissance a ces trois
familles. Le premier gene ancestral est le prototype des protéine Sérine/Thréonine
phosphatases des familles PPP et PPM. Le second a donné les Tyrosine protéine phosphatases
de la famille PTP (Barford, 1996; Shenolikar, 1994). Chez les eucaryotes, les protéine
phosphatase les plus nombreuses appartiennent a la famille PPP qui comprend PP1, PP2A,
PP2B, PP4, PP5, PP6 et PP7. La protéine phosphatase PP2C et les enzymes bactériennes
telles que PrpC et Spoll sont quant a elles des membres de la famille PPM (Barford, 1996).
Ces deux grands groupes de protéine phosphatases ont des domaines catalytiques conservés
au sein d’une méme famille mais different globalement d’un point de vue structurale et
enzymatique (Barford, 1996; Shenolikar, 1994; Wera and Hemmings, 1995). Compte tenu de
I’importance des informations relatives a chaque famille nous développerons dans cette partie
uniquement les connaissances concernant les protéine phosphatases de la famille PP2A, ses

fonctions et implications dans le cycle et la division cellulaires.

Il Structure des protéine phosphatases de la famille PP2A

Les protéine phosphatases de type 2A (PP2A) sont largement décrites comme des
Sérine/Thréonine phosphatases majeures du régne eucaryote. Ces enzymes se retrouvent in
vivo sous la forme d’un dimere (PP2Ap) ou d’un trimére (PP2At) (Cohen, 1997;
Zolnierowicz, 2000). Le dimére se compose d’une sous unité catalytique PP2AC de 36 kDa
liee a une sous unité structurale de 65 kDa, PR65 (sous unité A). PP2AC peut aussi lier la
protéine alpha 4, orthologue de la protéine Tap42 de levure impliquée dans la voie de
signalisation TOR (Target Of Rapamycin). Le dimére PR65/A-PP2AC (“core dimer" ou
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dimere de coeur) peut interagir avec une troisieme sous unité régulatrice dont la nature peut
varier (Cohen, 1997; Zolnierowicz, 2000). Il existe différentes isoformes de chacune des sous
unités du complexe comme nous le verrons par la suite. Ceci permet de générer un trés grand

nombre d’holoenzymes différentes en terme de nature, structure et fonction (voir figure 16).

I1.1 La sous unité catalytique de PP2A :

La sous unité PP2AC est responsable de I’activité de la famille des protéine
phosphatases de type 2A. PP2AC, qui est I’une des enzymes les plus conservées (Cohen et al.,
1990b), est une metalloenzyme contenant des ions Fe®* et Zn?* (Nishito et al., 1999a; Nishito
et al., 1999b). Deux génes codent pour deux isoformes PP2ACa et PP2ACP qui partagent 97
% d’homologie chez les mammiféres (Arino et al., 1988; Stone et al., 1987). Chez I’homme,
le géne situé sur le locus 5923-g31 code pour I’isoforme o alors que I’isoforme 3 est codée
par un gene localisé en 8p12-p11.2 (Khew-Goodall et al., 1991). L’ activité du géne codant
pour PP2ACa est 7 a 10 fois plus importante que celle du gene de PP2ACP. Tous deux
s’expriment de fagon ubiquitaire et trés fortement dans le cerveau et le cceur (Khew-Goodall
and Hemmings, 1988). L acuité du contrble de I’expression de PP2AC permet de maintenir le
taux de protéine constant dans les cellules mammiferes et impose des contraintes
considérables a sa surexpression. Malgré I’existence d’un vecteur permettant la stabilisation
de la protéine dans les cellules, il est extrémement difficile de réaliser des transfections stables
de cellules surexprimant la protéine (Wadzinski et al., 1992). Baharians et ses collaborateurs
ont en effet montré qu’en depit d'une augmentation du taux de messagers de PP2AC due a la
surexpression, le taux de protéine restait constant. En revanche, I’inhibition de I’activité
phosphatase dans les cellules par traitement a I’acide Okadaique conduit a I’augmentation de
la synthése de PP2AC endogéne. Ces travaux montrent I’existence d’un mécanisme
d’autorégulation du controle de I’expression de PP2AC au niveau traductionnel (Baharians
and Schonthal, 1998). Cependant, d’autres études caractériserent des variations des taux
d’expression de PP2AC au cours de la différenciation des cellules HL-60 (Nishikawa et al.,
1994; Tawara et al., 1993) et des adipocytes (Altiok et al., 1997) ainsi que dans les

macrophages stimulés par le CSF (colony stimulating factor) (Wilson et al., 1999).
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11.2 La sous unité structurale PR65/A :

La sous unité catalytique PP2AC s’associe a une sous unité structurale A ou PR65 et
forme un dimere pouvant lier une sous unité régulatrice B. Deux isoformes de PR65/A codées
par deux genes existent dans les cellules mammiféres: Aa et AB. Elles partagent 86 %
d’homologies et sont exprimées de facon ubiquitaire (Hemmings et al., 1990). PR65/A est
composée de 15 motifs HEAT (Huntingtin Elongation A subunit Target of rapamycin) riches
en leucine. Deux hélices a connectées par une boucle constituent chaque motif HEAT qui est
relié au suivant également par une boucle (Groves et al., 1999). Les motifs HEAT sont
généralement impliqués dans les interactions protéine/protéine. Ainsi, les sous unités B
régulatrices lient les répétitions 1 a 10, les antigénes T s’associent aux repetitions 2 a 8 et les
sous unités catalytiques aux motifs 11 a 15 (Ruediger et al., 1994; Ruediger et al., 1992)
(Figure 15). Grace a ses propriétés structurales, la sous unité PR65/A régule I’holenzyme de
deux manieres. D’une part elle maintient sa structure (Ruediger et al., 1994; Ruediger et al.,
1992), d’autre part elle module la spécificité de la sous unité catalytique vis-a-vis de substrats

en absence en sous unité B régulatrices (Price and Mumby, 2000; Yang et al., 1991).

Sous unité B Sous unité C
Boucle intra- ou antigéne T catalytique
répétition
1 23|44 | 5|67 g|alio]l1t]12]13]14]15
Boucle inter-

répétition e T " T AT A " AW L WAL W L WL W L WL W W
D’aprés J. Zhou 2003

Figure 15: Modélisation des sites de liaison des différentes sous unités des holoenzymes PP2A.

Des différences significatives caractérisent les deux isoformes Aa et Ap. De récents
travaux ont montré que AP présente une extension N-terminale de 12 acides aminés absente
dans Aa. Ces résidus se retrouvent dans les protéines murines et porcines mais pas chez le
Xénope (Zhou et al., 2003). Cette extension semble donc avoir été acquise au cours de
I’évolution des mammifeéres, probablement pour lier des sous unités régulatrices spécifiques.
Par ailleurs, cette étude in vivo a mis en évidence que les deux isoformes sont exprimées de
maniere constante au cours du cycle cellulaire mais les niveaux sont différents pour les deux

isoformes (Zhou et al., 2003). Aa. est 10 a 100 fois plus abondante dans les cellules et tissues
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testés que AP suggeérant que ces isoformes ont des fonctions qualitativement différentes.
Notamment, AP est fortement exprimée dans les testicules ou elle pourrait jouer un réle dans
la spermatogenese. Enfin, Ao et AP different dans leurs capacités a lier les sous unités B et
C : ApB ne peut pas lier Ba et s’associe moins facilement que Aa a B’, B”’/PR72, Ca. et Cp.
Par ailleurs, la protéine SV40 (Simian Virus 40) small-t (petit t) interagit seulement avec Ao
mais pas AB. L’activité transformante liée a I’antigéne petit t de SV40 serait donc médiée par
I’holoenzyme Aa/small-t/C (Zhou et al., 2003).

11.3 Les sous unités régulatrices :

Gréace aux motifs HEAT de la sous unité A, le dimere PP2Ap peut lier différentes sous
unités regulatrices, apparentées ou non entre elles et genérer ainsi prés de 70 holoenzymes
différentes, au moins en théorie. Comme nous I’avons vu précédemment, ces sous unités lient
des sites identiques ou chevauchants rendant ainsi leur interaction mutuellement exclusive
(Ruediger et al., 1994; Ruediger et al., 1992). Les sous unités jusqu’alors identifiées peuvent

étre regroupées en familles.

I1.3.a La famille B ou PR55 :

Quatre genes, PR55«, PR554, PR55y et PR556 codent pour quatre isoformes d’une
sous unité de 55 kDa : les sous unités PR55a et PR558 sont exprimés uniformément dans tous
les tissus alors que PR55p et PR55y sont enrichies dans le cerveau (Healy et al., 1991; Mayer
et al., 1991; Strack et al., 1999; Zolnierowicz et al., 1994). Les protéines PR55 présentent
toutes une séquence conservée minimale de 40 acides aminés, appelée WD-40 et connue pour
permettre des interactions protéine/protéine (Neer et al., 1994). En particulier PR55a et
PR55p sont les cibles, via ce domaine, des récepteurs TGF-p (Transforming Growth Factor)
de type | a activité kinase (Griswold-Prenner et al., 1998).

Par ailleurs, cette famille PR55 s’est révelée impliquée chez différentes especes dans
différentes étapes de la mitose et la régulation du cytosquelette comme nous le verrons plus
tard.
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11.3.b La famille B’ ou PR56/61 :

Cette famille comporte un nombre considérable de protéines régulatrices différentes.
Cing geénes différents codent pour les membres de cette famille : o, B, v, J, et € (Csortos et al.,
1996; McCright and Virshup, 1995; Zolnierowicz et al., 1996). De plus, chez I’'Homme, il
existe deux isoformes B1 et B2 produites a partir du géne B’B et au moins trois variants
d’épissage y1, y2 et y3 de B’y (Csortos et al., 1996). Malgre la diversité de la famille B, la
région centrale de chaque protéine est hautement conservée, contrairement aux extrémités N
et C-terminales, suggérant qu’elle est impliquée dans la liaison au dimere de cceur. Les
extrémités seraient elles engagées dans la spécificité de localisation des protéines soit
nucléaire (PR61yl, PR61y2, PR61y3, PR613) soit cytoplasmique (PR61la, PR613, PR61e,
PR615). Par ailleurs, il a été montré par northern blot les différentes sous unités B’
s’expriment spécifiqguement dans certains tissus : PR61a, PR61yl et PR61y3 se retrouvent
majoritairement dans le cceur (McCright and Virshup, 1995; Tehrani et al., 1996) et le muscle
squelettique ; PR61B et PR615 dans le cerveau (Csortos et al., 1996; McCright and Virshup,
1995).

Les holoenzymes PP2A formées des sous unités de cette famille sont engagées dans la
progression en G1 en s’associant avec la Cycline G (Okamoto et al., 1996) et dans la
déphosphorylation de composants spécifiques de la voie de signalisation Wnt (Seeling et al.,
1999).

11.3.c La famille B*” ou PR48/59/72/130 :

Les membres fondateurs de cette famille, PR72 et PR130 furent clonés respectivement
dans des banques de muscle cardiaque et de cerveau humain (Hendrix et al., 1993). Ces
protéines different par leur extrémité N-terminale et pourraient provenir de I’épissage
alternatif d’un méme géne. PR72 est exprimée exclusivement dans le cceur et le muscle
squelettique. L’expression de PR130 y est également trés forte mais se retrouve dans tous les
autres tissus testés (Hendrix et al., 1993). Des expériences de criblage en double hybride
révélerent par la suite I’existence de deux autres membres de cette famille : PR59 et PR58
(Voorhoeve et al., 1999; Yan et al., 2000). Contrairement a PR72, PR59 n’est pas exprimée
dans le muscle squelettique mais dans les reins, le foie, le cerveau, le cceur et le poumon.
PR72 s’associe avec la protéine p107 du rétinoblastome et participe ainsi a la progression du
cycle cellulaire (Voorhoeve et al., 1999). PR48 se localise quant a elle dans le noyau (Yan et
al., 2000). Par ailleurs, les holoenzymes contenant les protéines de la famille B’” sont connues
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pour activer la réplication du virus SV40 contrairement aux sous unités de type PR55/B qui
I’inhibe (Cegielska et al., 1994).

11.3.d La famille B’’’ ou PR93/110 et les protéines virales :

Une nouvelle famille de protéine s’associant a PP2A a été découverte par Moreno et ses
collaborateurs. Ils utilisérent pour cela un anticorps anti pan-B’ dirigé contre I’épitope WD-40
conservé et commun aux sous unités B’ (Moreno et al., 2000). Grace a cet anticorps, ils
identifierent a partir de lysats de cellules NIH3T3 deux protéines respectivement de 93 et 110
kDa co-immunoprécipitées avec la sous unité catalytique de PP2A. Il s‘agissait des protéines
striatine (PR110) et de I’autoantigéne nucléaire S/G2 (SG2NA ou PR93) connues toutes deux
pour lier la calmoduline de maniére dépendante du calcium. PR93 et PR110 pourraient avoir
un role d’adressage et de maintien de la structure des complexes PP2A dans les voies de
signalisation dépendante du calcium (Moreno et al., 2000).

Enfin, certaines protéines virales telles que I’antigene small-t du virus SV40 ou les
antigenes small-t et middle T du polyoma virus (PV) peuvent s’associer a PP2A en se
substituant aux sous unités régulatrices (Pallas et al., 1990). Il a notamment été montré que
cette inhibition participe a promouvoir la transformation et la prolifération cellulaire en
activant constitutivement la protéine kinase C ¢ (PKC {) et NF-xB (Sontag et al., 1997).
D’autres protéines virales s’associent au complexe PP2A et modulent son activité. C’est le cas
de E4/orf4 de I’adénovirus (Kleinberger and Shenk, 1993) ou du complexe formé de NCp7 et
Vpr toutes deux codées par le virus VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine) (Tung et
al., 1997). La protéine phosphatase PP2A est une cible privilégiée des virus en vertu de son
role majeur dans la transduction du signal chez eucaryotes : PP2A antagonise et/ou controle
I’activité de nombreuses familles de protéine kinases. La diversité des complexes PP2A

pouvant étre formés par I’ensemble des sous unités présentées est schématisé figure 16.
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Figure 16: Modélisation de la structure de PP2A
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111 Régulation de I’activité de PP2A : relation entre structure et

fonction

I11.1 Régulation par les composants de I’enzyme :

Nous avons vu précédemment que I’expression des différentes sous unités
catalytiques, structurales et régulatrices de I’enzyme est trés finement régulée et controlée.
Cette regulation concerne aussi bien le taux et le patron d’expression de ces genes que les
mécanismes d’épissage et de traduction qui les caractérisent. L’ensemble de ces mécanismes
constitue donc un premier niveau de régulation de I’holoenzyme.

Un deuxiéme niveau de régulation résulte des propriétés propres des constituants du
complexe enzymatique. Tout d’abord, la spécificité d’expression des sous unités régulatrices
(B, B’, B”” et B’””) va permettre d’adresser les complexes vers des localisations tissulaires ou
subcellulaires spécifiques (Nagase et al., 1997; Strack et al., 1998). Deuxiemement, ces sous
unités vont conférer aux complexes qu’elles composent une spécificité de substrats in vitro et,
au moins pour certaines, in vivo. Nous aborderons certaines de ces spécificités dans le cadre
de I’étude qui nous intéresse. Néanmoins, des études in vitro ont révélé que le monomere
PP2AC était plus actif que le dimere PP2Ap vis-a-vis de phosphoprotéines et que cette
tendance est inversée s’agissant de phosphopeptides (Agostinis et al., 1987; Turowski et al.,
1997). De méme, la métalloprotéine PR65/A en présence de polycations accroit I’activité de
PP2AC et non de PP2Ap vis-a-vis des phosphoprotéines (Agostinis et al., 1990; Agostinis et
al., 1987).

I11.2 Régulation par des modifications post-traductionnelles :

Deux types de modifications peuvent affecter I’activité de PP2A: des phosphorylations
réversibles sur des résidus tyrosines et thréonines ainsi qu’une méthylation carboxy terminale.
Différentes protéines tyrosines kinase peuvent phosphoryler PP2AC in vitro sur la Tyrosine
307 appartenant a la partie conservée C-Terminale (Chen et al., 1992). La présence d’acide
Okadaique, un inhibiteur de PP2A, favorise cette réaction suggérant que PP2A pourrait avoir
une activité tyrosine phosphatase et se déphosphoryler elle-méme. In vivo, la phosphorylation

sur Tyrosine de PP2A induite par des facteurs de croissance inactive I’enzyme (Begum and
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Ragolia, 1996; Begum and Ragolia, 1999; Chen et al., 1994; Guy et al., 1995; Srinivasan and
Begum, 1994).

La phosphorylation sur des résidus thréonines affecte quand a elle non seulement
PP2AC sur des résidus non identifiés, mais aussi les sous unité régulatrices, particulierement
la famille B’(Guo and Damuni, 1993; Xu and Williams, 2000). La phosphorylation de PP2AC
est inhibitrice contrairement a celle de la famille B’ qui augmente I’activité phosphatase pour
des substrats phosphorylés par PKC (Protéine Kinase C).

Enfin, I'effet de la méthylation réversible de la sous unité catalytique est tres
controversé. Différents groupes observérent des résultats contradictoires indiquant tantét que
I’activité était augmentée ou diminuée, tantot qu’elle n’était pas affectée (Bryant et al., 1999;
De Baere et al., 1999; Favre et al., 1994; Xie and Clarke, 1994; Zhu et al., 1997). Cependant,
il semble que cette méthylation puisse faciliter la transition du complexe de I’état de dimére
vers celui de trimere et affecter la composition du trimére (Bryant et al., 1999; Favre et al.,
1994; Xie and Clarke, 1994). Des travaux plus récents ont confirmé que les cellules peuvent
en partie contréler dynamiquement la formation et la fonction du complexe PP2A par sa
méthylation et sa phosphorylation (Ogris et al., 1999; Wei et al., 2001; Yu et al., 2001). La
dérégulation de ces modifications a donc de lourdes conséquences pour la cellule et se trouve
lier & des pathologies telles que le syndrome d’Alzheimer. En effet, la dérégulation de la
méthylation de PP2A, notamment des complexes ABaC, modifie la composition et la
spécificité de substrats de I’enzyme (Sontag et al., 2004a; Sontag et al., 2004b). Ceci peut
conduire a I’hyperphosphorylation de la protéine Tau et a abolir sa capacité de lier et de
promouvoir I’assemblage des microtubules (Lim and Ping Lu, 2005; Liu et al., 2005). Ces
évenements précedent des mécanismes de neurodégénérescence en affectant la plasticité et la
survie neuronale et contribue au syndrome d’ Alzheimer (Sontag et al., 2004a; Sontag et al.,
2004b).

I11.3 Régulation par des inhibiteurs cellulaires :

Li et ses collaborateurs ont identifié deux inhibiteurs cellulaires non compétitifs et
thermostables de PP2A : 1;"7% et 1,72 (Li et al., 1995). Par la suite, I’efficacité de 1,724
pour inhiber PP2A a été confirmée in vivo (Al-Murrani et al., 1999). Ces deux molécules
inhibent toutes les formes de PP2A, vraisemblablement en liant directement leurs sous unités

PP2A

catalytiques. L’analyse de la séquence de ces inhibiteurs a révelé leur identité. I, est la
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protéine PHAP-I (Putative Histocompatibility leucocyte Antigen class Il-associated protein 1)

ot IZPPZA

est une forme cytoplasmique tronquée de PHAP-II (Putative Histocompatibility
leucocyte Antigen class Il-associated protein I1) ou SET (Suvar3-9, Enhancer of zeste,
trithorax) dont la forme compléte est également un inhibiteur potentiel de PP2A (Li et al.,
1996a; Li et al., 1996b). Outre leur action inhibitrice de PP2A, 1,"°? et 1,7 peuvent
également lier et stimuler I’activité de la protéine phosphatase 1 (PP1) en présence de

concentrations quasi physiologiques de Mn** (Katayose et al., 2000).

I11.4 Inhibition de PP2A par des toxines:

Un grand nombre de molécules peuvent inhiber la protéine phosphatase PP2A, avec
des spécificités relatives. Toutes ne seront pas décrites dans ce paragraphe mais sont
répertoriées dans le tableau 1 suivant (Zolnierowicz, 2000). Nous porterons notre attention
plus particulierement sur I’acide okadaique que nous avons utilisé dans notre étude. L’acide
okadaique (OA) est une petite molécule composée de 38 carbones et isolée a partir d’éponges
de mer de I’espéce Halichondria mais également produite par différentes especes de
dinoflagellés (Bialojan and Takai, 1988). L’OA inhibe les protéine Sérine/Thréonine
phosphatases 1 et 2 avec une efficacité variable (Tableau 1) (Takai et al., 1992). Son
efficacité optimale est observée vis-a-vis de PP2A pour laquelle sa constante d’inhibition est
tres faible (Ki = 0.2 nM) (Cohen et al., 1990a). Par ailleurs, I’AO affecte non seulement
I’activité ser/thr phosphatase, mais aussi tyrosine phosphatase de PP2A (Takai and Mieskes,
1991). Son action inhibitrice s’exerce en liant directement la sous unité catalytique de PP2A
sur laquelle les résidus 267 a 270 déterminent la spécificité de I’interaction (Zhang et al.,
1994). L’OA inhibe également PP1, mais avec une efficacité cent fois moins importante et
constitue donc un outil extrémement intéressant pour étudier et discriminer spécifiquement

I’activité des protéine phosphatases (Favre et al., 1997).
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Inhibiteur Source Pouvoir inhibiteur
Acide Okadaique Dinoflagellés PP2A~PP4>PP1~PP5>>>PP2B
Dinophysistoxine 1 Dinoflagellés PP2A>PP1>>>PP2B

Microcystine

cyanobactéries

PP2A~PP1>>>PP2B

Nodularine/Motuporine

cyanobactéries

PP2A~PP1>>>PP2B

Calyculine A Eponges marines PP2A>PP1>>>PP2B
Tautomycine Streptomyces spiroventricillatus PP1>PP2A>>>PP2B
Cantharidine Blatte PP2A>PP1>>>PP2B
Endothalle Composé synthétique PP2A>PP1>>>PP2B
Fostriecine Sptreptomyces pulveraceus subsp. fostreus PP2A~PP4
TF-23A Algue marine rouge PP2A
Cytostatine Streptomyces sp. MJ654-NF4 PP2A
[P Inhibiteur cellulaire PP2A
|,7P2A Inhibiteur cellulaire PP2A

Tableau 1: Molécules inhibitrices et spécificités relatives vis-a-vis des protéines ser/thr phosphatases.
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1115 Inhibition de PP2A par ARN interférentiel:

L’inhibition de [Iactivitt de PP2A par ARN interferentiel (RNAi) a été
particuliérement bien caractérisée chez la Drosophile. Li et ses collaborateurs ont inhibé
I’expression de chaque sous unité de PP2A chez la Drosophile. lls montrent ainsi que
I’inhibition spécifique de I’expression de la sous unité A, B ou C par RNAI induit une
diminution de I’expression de toutes les sous unités. (Li et al., 2002). En revanche, la
dérégulation de I’expression de la sous unité Ao par RNAI dans des cellules de mammiferes
affecte I’expression des sous unités C, B et B’ mais pas B’’. Par ailleurs ce travail permit de
mettre en évidence I’importance du complexe sous sa forme trimérique dans la survie
cellulaire (Strack et al., 2004).

IV PP2A et la regulation du cycle cellulaire

La protéine PP2A participe a de tres nombreux évenements cellulaires gréce a sa
diversité de formes et de fonctions. Elle est notamment impliquée dans le contrdle des

transitions G1/S, G2/M et la mitose comme schématisé dans la figure 17 :

PR55/B-PP2A
(WEE1L, CDC25,

CDK1) ’

G0

PR48/B"-PP2A PR59/B"-PP2A
(CDCB) (pl07)

Figure 17: Points de contr6le du cycle cellulaire impliquant les protéine phosphatases de la famille PP2A.
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IVV.1 PP2A et la transition G1/S :

Comme nous I’avons vu dans la premiére partie, la progression du cycle cellulaire est
inhibée notamment par la famille des protéines du rétinoblastome. Elles constituent une cible
des protéine kinases CDK qui abolissent leur pouvoir inhibiteur en les phosphorylant. 1l a éte
démontré que la protéine pl07 du rétinoblastome s’associe avec la sous unité régulatrice
PR59/B’’ de PP2A in vivo. Par ailleurs, la surexpression de PR59 conduit a la
déphosphorylation de p107 (Voorhoeve et al., 1999). La progression du cycle cellulaire est
alors abolie et les cellules se retrouvent bloguées en phase G1. De plus, I’initiation de la
réplication chez les eucaryotes met en jeu une autre sous unité régulatrice de la famille B’ :
PR48. PR48 observe un localisation nucléaire ou, en association avec le dimére PP2Ap elle a
pour substrat la protéine Cdc6, un composant majeur du complexe de pré-réplication. La
surexpression de PR48, tout comme PR59, conduit a I’accumulation des cellules en G1 (Yan
et al., 2000). L’holoenzyme PP2A composée de PR48 participe donc a initialiser la
réplication de I’ADN chez les mammiferes. Pour cela, il est probable que PP2Ap/PR48
maintienne Cdc6 sous une forme déphosphorylée nécessaire pour sa liaison aux origines de
réplication (Yan et al., 2000).

Le role de PP2A dans I’initiation de la réplication a été confirmé chez le Xénope. Dans
des extraits d’ceufs de Xénope, la réplication de I’ADN est fortement inhibée consécutivement
a I’immunodéplétion de PP2A (Lin et al., 1998) tandis que les fourches de réplication
préalablement établies continuent. Ceci suggére que PP2A régule spécifiquement
I’initialisation de la réplication de I’ADN (Lin et al., 1998).

1V.2 PP2A et la transition G2/M :

Le réle de PP2A de régulateur de la transition G2/M a été mis en évidence chez le
Xénope et le poisson Zebre grace a I’utilisation de I’OA (Goris et al., 1989; Picard et al.,
1989). L’injection d’OA dans des oocytes de ces deux espéces provoquait la maturation
méiotique par formation de MPF actif (M Phase Promoting Factor). Le MPF est le complexe
CyclinB/CDK1 dont nous avons préalablement détaillé le rdle dans Iinitialisation de la
mitose. De plus, I’activation de ce complexe, plus particulierement de CDK1 était obtenue
avec L’OA mais pas avec des inhibiteurs spécifiques de PP1 (I-1 et I-2), suggérant que
I’activité de PP2A était requise pour maintenir le complexe MPF inactif (Felix et al., 1990).

Progressivement, de nombreux travaux de génétiques, de biochimie, de traitements par des
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inhibiteurs in vivo et in vitro permirent de reconstituer la séquence complexe d’événements
conduisant a I’activation soudaine du MPF juste avant I’entrée en mitose (Borgne and Meijer,
1996; Gould et al., 1991; Kinoshita et al., 1993; Lee et al., 1994). Karaiskou et ses
collaborateurs, notamment, contribuérent grandement a ceci en apportant des preuves qu’il
existait un mécanisme d’autoamplification du MPF organisé en deux étapes (Karaiskou et al.,
1998; Karaiskou et al., 1999).

Comme nous I’avons décrit précédemment, CDK1 s’associe en phase G2 avec la
Cycline B néosynthétisée. Elle est alors inactive car phosphorylée sur les trois sites T161,
Y15 et Y14 par les protéine kinases CAK, Mytl et Weel. Cette inactivation est favorisée par
PP2A qui active la kinase inhibitrice Weel et inhibe la kinase activatrice CAK. Au cours
d’une premiére étape lors de la transition G2/M, les protéine phosphatases CDC25 permettent
I’accumulation de CDK1 active. Les CDC25 sont alors maintenues dans un état non
phosphorylé.

Au cours d’une seconde étape, la kinase Polo Plk1l hyperphosphoryle les protéine
phosphatases CDC25 et PP2A joue alors un réle antagoniste. Dans le méme temps, CDK1
active va phosphoryler et activer en retour les CDC25, conduisant a une boucle
d’autoamplification. L’augmentation de MPF actif va alors induire I’entrée soudaine des
cellules en mitose et la phosphorylation de nombreux substrats mitotiques impliqués dans la
dissociation de I’enveloppe nucléaire, la condensation des chromosomes et la formation du
fuseau. Le role de PP2A dans la régulation de la transition G2/M est schématisé dans la figure
18.
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Figure 18: Role de la protéine phosphatase PP2A dans la transition G2/M.
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1VV.3 Roles de PP2A au cours de la mitose :

Un des évenements caractérisant I’entrée des cellules en mitose est la phosphorylation de
I’histone H3 sur les sérines 10 et 28 (Goto et al., 1999; Wei et al., 1999). Il a été clairement
établi que la kinase Aurora-B catalysait la phosphorylation de ces résidus in vitro et in vivo et
que ce mécanisme était activé par I’OA (Sugiyama et al., 2002). Ces travaux ont montré que
Aurora-B interagit avec au moins trois isoformes des sous unités catalytiques de PP1 (PP1ca,
PP1lcd et PP1g1) mais aussi avec PP2AC. Aurora-B peut donc former des complexes avec ces
protéine phosphatases qui participent a moduler négativement son activité, notamment pour
I’histone H3 (Sugiyama et al., 2002).

Par la suite, I’activité de PP2A est requise pour maintenir I’état condensé des
chromosomes mitotiques. Des expériences de criblage en double hybride utilisant la sous
unité régulatrice B/PR55 comme protéine appéat permirent d’identifier un nouveau substrat de
la protéine phosphatase : la protéine hHCP6 (human HoloCentric Protein 6) (Yeong et al.,
2003). Cette protéine humaine est I’homologue de HCP-6 de C. elegans qui est requise pour
I’organisation et la ségrégation des chromosomes et fait partie du complexe condensine
constitué en partie des protéines SMC2 et SMC4 (Structural Maintenance for Chromosome
organization and segregation) (Hagstrom et al., 2002). hHCP-6 est phosphorylée en mitose et
s’associe aux chromosomes. Par ailleurs, elle est déphosphorylée, au moins in vitro, par un
complexe PP2A regulé par PR55/B. PP2A semble donc contréler indirectement I’état de
condensation des chromosomes mitotiques via la phosphorylation de hHCP-6 du complexe
condensine (Yeong et al., 2003).

Ces résultats sont cohérents avec les observations faites chez la levure et la drosophile.
Chez S. cerevisiae, la mutation du géne cdc55 qui code pour I’orthologue de PR55/B resulte
en I’apparition de défauts de cytodiérese (Healy et al., 1991). L’activité de CDC55 participe
en effet aux mécanismes de surveillance de I’attachement des kinétochores au fuseau (Wang
and Burke, 1997). Selon une hypothése, CDC55 inhiberait PP2A jusqu’a ce que les
chromosomes soient correctement alignés sur le fuseau. Si cette etape est correctement
achevée, PP2A affecterait I’activité des protéines qui inhibent la transition vers I’anaphase,
permettant ainsi la séparation des chromatides et I’achévement de la cytodiérese (Wang and
Burke, 1997). Récemment, il a été montré chez la levure, que méme une activité résiduelle de
CDC55, en association avec la sous unité catalytique, est suffisante pour maintenir I’activité
de ce point de contrble du fuseau et ce méme en absence de l'orthologue de la sous unité
PR65/A (Koren et al., 2004).
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Les travaux menés chez la Drosophile corroborent ces résultats. Les mutants du gene codant
pour PR55 appelés aarl (abnormal anaphase resolution) présentent des défauts de ségrégation
des chromosomes et ce phénotype peut étre aboli par la réintroduction de PR55 (Gomes et al.,
1993). De méme, dans des embryons mutants pour la sous unité PP2AC, les cellules se
retrouvent bloquées lors de la mitose entre la prophase et le début de I’anaphase. Par ailleurs
ils possédent une chromatine hypercondensée, de multiples centrosomes et des microtubules
désorganises et irradiant dans toutes les directions ce qui a valu a ces mutants le nom de
microtubule star (mts) (Snaith et al., 1996). En outre, I’activité de PP2A dans des extraits
d’ceufs de Xénope régule I’activité de la protéine Op18/stathmin (Oncoprotéine 18) qui forme
un complexe avec deux diméres de Tubuline. L’interaction entre PP2A et Opl18/Stathmin
permet de maintenir I’état court des microtubules lors de la mitose (Tournebize et al., 1997).
Ces différentes observations confirment que I’activité de PP2A participe aux points de
contréle et a la régulation de la dynamique du fuseau mitotique.

Enfin, les mutants TwinsP chez la Drosophile (twin étant le géne codant pour
B/PR55) présentent une morphologie anormale du disque imaginal de I’aile et des soies qui
sont dupliqués (Deak et al., 2003; Uemura et al., 1993). De plus, comme chez les mutants
aarl, une diminution de I’activité phosphatase relative aux substrats phosphorylés par
I'orthologue de CDK1 apparait. PP2A régulée par CDC55 a donc une fonction dans la mitose
et la spécification du devenir cellulaire.

L’ensemble des résultats chez ces différentes espéces indique que I’activité de PP2A est

nécessaire pour réguler I’entrée et la progression de la mitose.
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CHAPITRE 4 :

ROLES DES PROTEINES AURORA-A ET PP2A DANS
L’ONCOGENESE

I Aurora-A une protéine oncogenigue

Il est tres clairement établi aujourd’hui que les protéine kinases Aurora-A, B et C
appartiennent a une famille de protéines oncogéniques. Comme nous I’avons vu dans les
chapitres précédents, elles ne constituent pas quantitativement une fraction trés importante des
protéines cellulaires totales mais sont indispensables qualitativement. Leurs fonctions
cumulées permettent d’assurer bon nombre d’événements nécessaires a la division cellulaire.
Elles se trouvent au cceur des mécanismes assurant le renouvellement et la prolifération des
cellules normales. Aussi, toute dérégulation de ces protéines s’avere particulierement
dommageable aux cellules et leur surexpression est d’ailleurs observée dans de nombreux
cancers chez I’humain. En particulier, I’amplification et la surexpression du gene codant pour
Aurora-A ont été détectées dans le cancer du sein, du colon, de I’ovaire, du pancréas et de la
vessie et sont en corrélation avec des caractéristiques de la maladie (Bischoff et al., 1998; Han
et al., 2002; Sen et al., 2002; Tanaka et al., 1999; Zhou et al., 1998). Par exemple, le caractére
invasif et I’instabilité génomique dans les carcinomes du sein sont en corrélation entre la
surexpression de Aurora-A (Miyoshi et al., 2001; Tanaka et al., 1999). L’agressivité clinique
et I’aneuploidie du cancer de la vessie sont en relation avec I’amplification et la surexpression
de la kinase (Sen et al., 2002). De maniere plus générale, la surexpression de Aurora-A est en
corrélation avec I’induction de I’aneuploidie, les anomalies des centrosomes et le pronostic
des tumeurs naturelles ou expérimentales (Goepfert et al., 2002). De maniere trés intéressante,
I’inhibition de Aurora-A par I’utilisation d’antisens dans des cellules tumorales humaines qui

la surexpriment permet la réversion de la transformation et I’inhibition de la prolifération.
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11 PP2A : un « supresseur de tumeur »

Les protéine phosphatases de la famille PP2A sont des regulateurs clés de la
transmission du signal, de la croissance et de la prolifération cellulaire. Les nombreuses
holoenzymes de cette famille interagissent avec beaucoup de protéines cellulaires et virales
qui peuvent moduler en retour I’activité phosphatase. L’idée que PP2A est un « suppresseur
de tumeur » a été longtemps controversee mais de nouveaux arguments sont venus confirmer
cette hypothése depuis peu. En effet, Chen et ses collaborateurs ont montré récemment que la
suppression de la sous unité B56y, tout comme I’expression de small-t, induit une diminution
substantielle de I’activité de PP2A in vivo (Chen et al., 2004). De plus, la surexpression de la
sous unité B56y permet en partie de réverter la formation du tumeur dépendante de small-t.
De méme, la surexpression de B56y induit la réversion du phénotype tumoral dans plusieurs
lignées de cancers du poumon ou aucune protéine B’/B56/PR61y n’est présente. Ces travaux
semblent donc confirmer la fonction suppressive de tumeur de PP2A et de proposer un
modele pour expliquer les évenements conduisant a la transformation par small-t. Small-t peut
se substituer & la sous unité régulatrice B56y, abroger son activité pour des substrats
spéecifiques et promouvoir a la place la I'oncogenése (Chen et al., 2004). Ce modeéle est
schématisé dans la figure 19.

L’étude et la caractérisation des mécanismes de régulation de la kinase Aurora-A et de
la protéine phosphatase PP2A sont donc au cceur de la compréhension des événements liés

aux processus de cancérisation.
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Actif pour des substrats

B56/PR61y spécifiques de PP2A

B56/PR61y

—> Formation de tumeur

Inactif pour des substrats
spécifiques de PP2A

D’aprés W. Chen 2004

Figure 19 : Induction de I'oncogenése par small-t via PP2A.
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OBJECTIFS

La littérature révele un grand nombre grand nombre de similitudes fonctionnelles entre
la protéine kinase Aurora-A et la protéine phosphatase PP2A. Elles sont toutes deux
impliquées dans la régulation de la transition G2/M et I’activation du complexe essentiel a la
mitose composé de la Cycline B et de CDKZ1. De plus, elles participent a réguler un certain
nombre de substrats mitotiques, notamment en relation avec I’organisation, la dynamique et la
stabilité du fuseau mitotique. Enfin, une récente étude a proposé que la dégradation de

Aurora-A serait induite par la déphosphorylation de la sérine 51 conservée de la A box.

Aussi, I’ensemble des donneées de la littérature suggeérait que PP2A pourrait étre la
protéine phosphatase controlant la protéolyse de Aurora-A. Dés lors, mon objectif premier fut
de rechercher I’existence d’une interaction entre ces deux protéines dans des cellules de
mammiféres. Dans un deuxieme temps, il était nécessaire de caractériser cette interaction et
de révéler son aspect fonctionnel, particulierement dans le contexte de la régulation de la
dégradation de Aurora-A. Les résultats de ce travail seront exposes sous forme d’une
publication a la suite de laquelle je proposerais un modéle des mécanismes qui sous tendent la

dégradation de Aurora-A sous forme d’un schéma.
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RESULTATS
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INTRODUCTION ET PROBLEMATIQUE DES RESULTATS
PRESENTES

Le controle et de la régulation de la dégradation de Aurora-A est I’objet de nombreuses
études depuis quelques années. Ces travaux ont permis de mettre en évidence en grande partie
comment Aurora-A est dégradée en identifiant par exemple quels sont les domaines de la
kinase, les mécanismes moléculaires et la voie de dégradation du protéasome impliqués.
Cependant, le ou les régulateurs a I’origine de ce processus restaient quant a eux inconnus.
Nous avons entrepris de découvrir la molécule régulant la protéolyse de Aurora-A.
Considérant I’hypothese de Littlepage et de ses collaborateurs selon laquelle cette molécule
est une protéine phosphatase, nous avons démontré que PP2A est co-localisée avec Aurora-A
et que ces deux protéines sont associees dans un méme complexe. De plus, I’inhibition
pharmacodynamique de PP2A et, de maniére originale, par ARN interférenciel révéle le
caractére fonctionnel de cette interaction : I’inhibition de PP2A par ces deux méthodes a pour
conséquence la stabilisation de Aurora-A in vivo. Enfin, nous avons démontré par des
experiences de mutagenese dirigée que la phosphorylation de la sérine 51 de Aurora-A
humaine induit la stabilisation de la protéine in vivo. En conclusion, considérant que
I’inhibition de PP2A stabilise Aurora-A in vivo et que la sérine 51 est le seul résidus étant a la
fois sensible a la déphosphorylation et responsable de la dégradation nous pouvons conclure
que PP2A déphosphoryle la sérine 51 de Aurora-A et induit ainsi sa dégradation.
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ABSTRACT

Mitosis entry is a highly regulated process, promoted by the activated complex Cyclin
B1/Cdkl. This complex activation is in part controlled by the kinase Aurora-A which is a
member of a multigenic mitotic serine/threonine kinase family. In normal cells, Aurora-A
activity is at least partially regulated by degradation through the APC-ubiquitin-proteasome
pathway. Recently, it has been proposed that in Xenopus, Aurora-A degradation would be
inhibited by phosphorylation until the end of mitosis. This hypothesis means that Aurora-A
degradation would rely on a phosphatase activity. Here, we have shown that the protein
phosphatase PP2A and Aurora-A are colocalized in centrosomes during mitosis and are
interacting within the same complex. Using a pharmacodynamic approach and RNAI strategy,
we found that this interaction is functional within the cell and that PP2A presumably controls

Aurora-A degradation by dephosphorylating serine 51 on the A box of the human kinase.



INTRODUCTION

Protein phosphorylation is a common feature involved in the regulation of many
cellular processes, by modifying protein affinity, conformation and/or recruitment to peculiar
cellular localizations. Eukaryotes express a number of protein kinases of narrow specificity
but fewer protein phosphatases with a broad spectrum of action (Zolnierowicz and Bollen,
2000). The diversity in phosphatase functions comes from the ability their highly conserved
catalytic subunits to combine and give rise to a large repertoire of heteromultimeric
holoenzymes (Virshup, 2000).

The protein phosphatase PP2A belongs to the serine/threonine PP2 phosphatases
family comprising PP2B (also named calcineurin) and PP2C (Lechward et al., 2001). PP2A is
a heterotrimeric complex composed of various isoforms of three subunits. The 36 kDa
catalytic C subunit associates with the 65 kDa structural A subunit to form a core dimer. This
dimer is able to interact exclusively with one of the several B type regulating proteins (B,
B’and B’’) that modulate the holoenzyme activity and substrate specificity (Price and
Mumby, 2000; Strack et al., 2002). The A and C subunits are ubiquitously expressed in
mammalian cells (Hemmings et al., 1990; Khew-Goodall and Hemmings, 1988; Mayer et al.,
1990) whereas the expression if the different B subunit isoforms is tissue specific and can
target the trimer to different tissues or subcellular compartments (Healy et al., 1991; Mayer et
al., 1991; Strack et al., 1999; Zolnierowicz et al., 1994). Numerous functions have been
described for the PP2A holoenzyme depending on the B regulatory subunit. For instance this
protein phosphatase is involved in morphogenesis, in signal transduction, in apoptosis or in
cell cycle progression and control (see for review Janssens and Goris, 2001; Lechward et al.,
2001). Indeed, PP2A is a key enzyme for mitosis initiation and completion. For example, the

holoenzyme is required for the G2/M transition (Karaiskou et al., 1999; Lee, 1995; Minshull



et al., 1996). Moreover, PP2A is essential during the time course of mitosis. In Xenopus eggs
extracts, PP2A activity is required for bipolar spindle assembly and maintenance of short
microtubules during metaphase (Tournebize et al., 1997). The phosphatase has also been
proposed to play a role in the metaphase-anaphase transition both in mitosis and meiosis
(Chaudhuri et al., 1997; Mailhes et al., 2003). Finally, mass-spectroscopy based proteomic
work has revealed that PP2A is present in human interphasic centrosomes (Andersen et al.,
2003) which are crucial components of the cell division and cycle progression (Rieder et al.,
2001) as they contain key mitotic kinases such as Nek2 (Helps et al., 2000) and Aurora-A
(Blagden and Glover, 2003; Dai et al., 2003; Goepfert and Brinkley, 2000; Gopalan et al.,
1997).

The mammalian kinase Aurora-A is a member of a multigenic mitotic serine/threonine
kinase family. The founding member Ipllp of this family has been identified in Yeast through
mutations leading to increased chromosome miss segregation (Tung et al., 1995) and in
Drosophila where aurora loss of function causes a monopolar spindle formation due to a
centrosome segregation defect (Glover et al., 1995). Aurora-A localizes in centrosomes and
its expression is restricted to G2 and M phases (Gopalan et al., 1997) while its kinase activity
is required (Hirota et al., 2003; Marumoto et al., 2002). Aurora-A interacts with the
phosphatase PP1 which negatively regulates Aurora-A activity by dephosphorylation
(Katayama et al., 2001). Before mitosis entry, the complex Cdk1/Cyclin B inactivates PP1,
leading indirectly to the activation of Aurora-A. The kinase allows in turn the activation of the
complex Cyclin B1/Cdk1 which promotes mitosis entry (Hirota et al., 2003).

Historically, Aurora-A kinase was discovered in Breast Cancer (Chaudhuri et al.,
1997) and its activity appeared to be increased in many cancers (breast, ovarian, colon,
prostate, neuroblastoma and cervical cancer cell lines) due to both gene mutation (Kallioniemi

et al., 1994; Schlegel et al., 1995) and deregulation of transcription (Bischoff et al., 1998). In



normal cells, Aurora-A activity is at least partially controlled by degradation through the
APC-ubiquitin-proteasome pathway (Honda et al., 2000). Recently, a degradation model has
been proposed in Xenopus by Littlepage and Ruderman. According to the authors, Aurora-A
degradation is inhibited by phosphorylation of serine 53 (Littlepage and Ruderman, 2002)
which would be sustained until the end of mitosis and consequently, Aurora-A degradation
would rely on a phosphatase activity. Based on the similarities in the localization and
functions of PP2A and Aurora-A especially during mitosis, we hypothesized that the two
proteins may interact during mitosis, suggesting a possible role for PP2A in controlling
Aurora-A phosphorylation and/or degradation pathway.

In this report, we demonstrated by immunofluorescence that PP2Ac co-localizes with
centrosomes during mitosis in human HelLa and in the epithelioid small intestinal rat IEC
cells. Furthermore, co-immunoprecipitations indicated that PP2Ac and Aurora-A belong to
the same complex. Using a RNAI strategy to knock down independently Aurora-A or PP2Ac
expression in HeLa cells, we confirmed that their interaction is likely to be functional ex vivo
and that PP2Ac dephosphorylated Aurora-A and induced its degradation. Interestingly, these
experiments show clearly that this interaction is also required for the centrosomal localization
of both proteins during mitosis. Finally, we showed by site directed mutagenesis that the A
box serine 51 controls Aurora-A degradation and thereby is the potential target of the

phosphatase.



RESULTS

The catalytic subunit PP2Ac is localized on centrosomes during interphase and mitosis.

To examine the subcellular localization of the protein phosphatase PP2A, we
performed immunofluorescence experiments by using confocal microscopy on several
synchronized IEC, IECAur and HeLa cell lines using a monoclonal antibody directed against
the enzyme catalytic subunit PP2Ac (Fig.1, A to C). We observed that PP2Ac was
ubiquitously expressed and appeared as a single dot in interphasic cells and as two dots during
mitosis in the three cell types. This remarkable distribution was strongly evocative of those of
centrosomes. This observation prompted us to determine whether PP2Ac was colocalized
with 6-Tubulin, and Aurora-A, two centrosomal proteins.

Indeed, both PP2Ac and &-Tubulin decorate the centrosomes of HeLa cells during
mitosis (Fig. 1G and H), and a similar distribution was found in IECAur in anaphase (Fig. 1,
D to F). Overexpression of human Aurora-A kinase into the pluripotent IEC cells (IECAur)
resulted in centrosomes amplification as well as the formation of a monopolar spindle (Horn
et al. unpublished results) (Fig. 1K). Interestingly, in these cells, PP2Ac was also present as a
single dot in the unique interphasic centrosome and followed the centrosome distribution
modification induced by Aurora-A overexpression.

Centrosomal localization of PP2A was confirmed by the colocalization of PP2Ac and
Aurora-A in synchronized HelLa and IECAur cells (Fig. 1, I to O). The catalytic subunit was
exactly colocalized with Aurora-A during mitosis. It appeared either as a single dot during
interphase (Fig. 1, I and L) or double dot in mitosis (Fig. 1, J, K, M, N, O), corresponding to
the centrosome positions as demonstrated by the double labeling of Aurora-A and &-Tubulin

(Fig. 1, P to S).



PP2Ac interacts with Aurora-A in mammalian cells.

Since both PP2Ac and Aurora-A are colocalized in centrosomes and since Aurora-A
must be dephosphorylated in order to promote its degradation, it is conceivable that both
proteins interact within the same complex. To address this question we immunoprecipitated
with specific polyclonal antibodies either Aurora-A, or PP2A using cell lysates from
synchronized HelLa or IECAur cell lines. Immunoprecipitated proteins were analyzed by
Western blot.

Co immunoprecipitations were carried out in cell lysates performed either in 1%
Triton (buffer 1) or in 1% NP40 and 1% SDS (buffer 2). We first performed Aurora-A
immunoprecipitation in IECAur cells (Fig. 2A). In this cell line, the interaction between
Aurora-A and PP2Ac was detected even under stringent conditions (Fig. 2A, lane d). Two
proteins with molecular weights of 46 kDa and 35 kDa respectively appeared after Western
blot analysis in the immunoprecipitate, corresponding to those detected in the input (Fig. 2A
lane a) and in the supernatant of the immunoprecipitation (Fig. 2A, lane c¢). Theses bands
corresponded to Aurora-A (46 kDa) and PP2Ac (35kDa) and were not detected with both
antibodies after immunoprecipitation by a non relevant immunoglobulin (Fig. 2A, lane b).
Since human Aurora-A was overexpressed in these cells and could lead to non physiological
interaction, it was important to confirm that the interaction also existed between the
endogenous proteins. Thereby, we performed PP2Ac immunoprecipitation in synchronized
mitotic HeLa cells The following Western blot analysis revealed that Aurora-A and PP2Ac
were both present in the immunoprecipitated complexes (Fig. 2B, lane d). As described
previously, the signals detected by Western blot either with the anti Aurora-A or the PP2Ac
antibody (Fig. 2B, lanes a, ¢ and d) were specific. This was confirmed by the control with
irrelevant immunoglobulin (Fig. 2B, lane b). Interestingly, Aurora-A was never completely

associated with the PP2Ac complex suggesting that only a pool of Aurora-A is associated



with PP2Ac in centrosomes. These reciprocal immunoprecipitation experiments demonstrated
that PP2Ac and Aurora-A are interacting directly or indirectly.

Aurora-A has been previously described to interact with some phosphatases (Dutertre
et al., 2004; Katayama et al., 2001), in particular PP1. Since we showed that Aurora-A and
PP2A belong to the same protein complex, we addressed the functional significance of this
interaction. Assuming that Aurora-A degradation relies on its dephosphorylation as proposed
by Litllepage and collaborators, we tested the degradation sensitivity to phosphatase

inhibition.

Aurora-A degradation is stimulated by serine/threonine phosphatases.

In a preliminary approach, we used the serine/threonine phosphatase inhibitor Okadaic
acid (OA) since this drug was described to counteract preferentially PP2A activity (Bialojan
and Takai, 1988). In all inhibition experiments, synchronized cells were treated with InM OA
after the beginning of mitosis in order to avoid any inhibitory effects on mitosis entry due to
PP1 blockade and cells were never treated longer than 2 hours. These experimental conditions
had three essential advantages: first, they permitted a more specific inhibition in vitro of
PP2A (IC50 is 1 nM) versus PP1 (IC 50 is 10-15 nM), second, they allowed us to specifically
target molecular dephosphorylation events occurring during mitosis, and third, they do not
induce any cytotoxic effects within the cells that are observed with higher concentrations and
longer treatments (Huynh-Delerme et al., 2003). The effects of phosphatase inhibition on
Aurora-A were analyzed by Western blot and immunofluorescence microscopy.

IECAur cells were treated with 1nM OA and lyzed at different times after mitosis
onset indicated as the point 0 (Fig. 3A). Cellular lysates were then analyzed by Western blot.
For each time, we compared Aurora-A levels in non treated and treated (T) cells (Fig. 3A).

The protein level variation was then quantified by using the Image J software (Fig. 3B) and



normalized relatively to actin. We observed that after 30 minutes, the total amount of Aurora-
A increased by 25% in OA treated cells whereas the increase in the control cells did not
exceed 5% (Fig. 3B). At the end of mitosis, after 75 minutes, we observed a decrease of 12 %
in the amount of Aurora-A in the control cells and a dramatic increase of 51 % in the OA
treated cells (Fig. 3B).

These biochemical data were confirmed by immunofluorescence microscopy studies
(Fig. 3C). IECAur cells were synchronized and treated as described above. Every 15 minutes
and during two hours, cell samples were fixed. Immunostaining indicated that Aurora-A was
not only stabilized and its cell level increased from 45 minutes until the end of the experiment
(after 2 hours), but was also delocalized from centrosomes and relocalized throughout the
cells (Fig. 4C, pictures b, c, d). Conversely, a constant staining of Aurora-A was detected only
in centrosomes of control cells until the end of the experiment (Fig. 3C, pictures e to h).
Moreover, some chromosome alignment defects were visible at 30 minutes while control cells
showed metaphase alignments (Fig. 3C, pictures b DAPI staining and f). These defects were
clearly visualized at 45 and 120 minutes (Fig. 3C, pictures b, ¢ DAPI Staining, f, and g) and
the treated cells presented abnormal anaphases not observed in the control cells (Fig. 3C,
pictures ¢ DAPI staining and g). Finally, OA treated cells could not divide normally and
showed “trailing chromosomes” (Fig. 3C, pictures d DAPI staining and h). These results were
fairly consistent with previously described phenotypes observed when the Aurora-A gene was
amplified or when the protein was overexpressed, especially in some cancer cells (Anand et
al., 2003; Bischoff and Plowman, 1999).

These experiments showed that Aurora-A could be stabilized by OA phosphatases
inhibition at the end of mitosis. These data nicely fit with the view that Aurora-A degradation
is actually regulated and induced by dephosphorylation. However, since OA might also block

PP1, even at this low concentration, our pharmacodynamic approach did not give definite



evidence of the implication of PP2A in the control of Aurora-A. Thus, to provide clear cut
evidence of the role of PP2A in Aurora-A degradation, we designed a RNAi strategy to

specifically knock down either Aurora-A or PP2A in HeLa cells.

PP2Ac is responsible for Aurora-A degradation

Stable knock-down of Aurora-A and PP2Ac gene expression was achieved by
transfection in HeLa cells of a pPSUPER2 shRNA vector which allows Zeocin selection of the
transfected clones. To knock down Aurora-A, we used a sequence previously described to
down regulate the kinase upon transitory transfection of HeLa cells (Hirota et al., 2003). As
no PP2Ac RNAI experiments have been described to date in mammalian cells, we designed a
sequence liable to knock down both the alpha and beta isoforms of PP2Ac by aligning the
PP2Aca and PP2Acp coding sequences with the RNAi oligonucleotide sequence previously
described in Drosophila (Bennin et al., 2002) (Fig. 4A). Finally, we generated two polyclonal
stable cell populations named AUR(RNAi) and PP2A(RNAi) respectively silenced for
Aurora-A and PP2Ac.

Western blot analysis and further quantification of the cell lysates revealed a decrease
of about 50 % in the Aurora-A protein in AUR(RNAI) cells and about 60 % in PP2Ac in
PP2A(RNALI) cells (Fig. 4B and C). Moreover, we could observe an increase of about 35 % in
Aurora-A in cells lacking PP2Ac consistent with our data with OA. On the other hand, the
total amount of PP2Ac was decreased by about 20 % in cells lacking Aurora-A (Fig. 4B). It
should be noticed that the given quantification is related to a mean variation of both protein
amounts in all the cells since AUR(RNAI1) and PP2A(RNA\) are polyclonal cell lines.

Besides, with low amounts of Aurora-A, immunofluorescence experiments clearly
showed that PP2Ac was not longer localized in the centrosomes during mitosis. Nevertheless,

centrosomes are maintained as indicated by the y-Tubulin staining and form a monopolar
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spindle typical from Aurora-A inhibition or mutation (Fig. SA). This suggests that in normal
cells, PP2Ac is retained in centrosomes during mitosis by Aurora-A where it promotes the
kinase degradation. Thus, PP2Ac function in centrosomes would mainly be to
dephosphorylate Aurora-A and possibly other partners. This result perfectly fits with the
observed stabilization of Aurora-A in PP2A(RNAi) cells (Fig. 5B). Indeed, Aurora-A
immunostaining was dramatically increased in these cells and maintained during both
interphase and mitosis (Fig. 5B). Thereby, these observations indicated that upon knock down
of PP2Ac, Aurora-A degradation was downregulated and no compensation mechanism was
subsequently involved. This suggests that Aurora-A stabilization is specifically dependent on
PP2A. A high level of Aurora-A persists during the whole cell cycle and the kinase is
relocalized throughout the cells, similarly to what was observed after OA treatment. This
delocalization was not due to the lost of centrosomes as suggested by the y-Tubulin detection
(Fig. 5B). Finally both silenced cell lines presented defects related to chromosome
condensation, alignment and to mitosis completion, confirming the role of both protein in

these process.

A box Serine 51 dephosphorylation in human Aurora-A favors its degradation ex vivo.
Since we have shown that PP2Ac inhibition counteracts Aurora-A degradation at the
end of mitosis, it is likely that this effect is related to the unmasking of the known degradation
motif (D box) on Aurora-A by dephosphorylation on a distant motif named the A Box.
Indeed, Littlepage and collaborators have shown in vitro with the Xenopus protein that the
substitution of the serine 53 of the A box by a residue mimicking phosphorylation is
necessary and sufficient to lead to the stabilization of Aurora-A as well as a single point
mutation in the degradation box (D box : RxxLxxVxE). As the R residue of this D box is

involved in the recognition by the APC/Cdhl complex, its substitution also prevents
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degradation. To address this question, we generated by site directed mutagenesis two mutants
of human Aurora-A fused with GFP. Serine 51 (human A box) and arginine 371 (human D
box) residues were replaced by aspartic acid residues, respectively. The S51D mutation
mimics a constitutively phosphorylated state of the A box. These two mutants were
transiently transfected into CHO cells. Their ability to impair degradation was then compared
with the wild type protein fused to GFP. Consistent with the results with the Xenopus Aurora-
A, the S51D and the R371D mutants were both strongly expressed in CHO transfected cells,
even during interphase (Fig. 6B and C) whereas the wild type was degraded and barely
detected (Fig. 6A). Since the efficiency of cell transfection was about 35 % with each
construction, Western blot analysis were carried out directly on the transfected cells
population. Consistent with the confocal images, the lysates of cells transfected with the
mutant protein constructs showed a higher amount of GFP-Aurora-A than the cells transfected
with wild type protein construct (Fig. 6D). Altogether, these results confirmed that the
phosphorylation of serine 51 of Aurora-A prevents the kinase degradation similarly to the
mutation of the degradation box and strongly suggested the involvement of PP2A in this

degradation process.
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DISCUSSION

The kinase Aurora-A is a crucial and specific regulator of mitotic events. Its
expression and activation are finely regulated. It has been described that the kinase activity
can be modulated by some reversible phosphorylation (see for review (Eyers and Maller,
2003)). In particular, Aurora-A is activated at the beginning of mitosis by AJUBA which
promotes Aurora-A autophosphorylation (Hirota et al., 2003). Before this activation stage,
Aurora-A is maintained in an inactive unphosphorylated state by the phosphatase PPI
(Katayama et al., 2001). In this report, we have shown by immunofluorescence microscopy
that the catalytic subunit of PP2A and the kinase Aurora-A are colocalized in centrosomes
during mitosis and by immunoprecipitation that both proteins interact in the same complex.
These results are consistent with the recent proteomic analysis of interphasic human
centrosome components suggesting the presence of PP2A in this organelle in mammalians
cells (Andersen et al., 2003). Our data indicate that PP2A is not only present in centrosomes
during interphase, but also during mitosis. Moreover, OA treatment at a concentration that
preferentially inactivates PP2A, and RNAI silencing of the two PP2Ac subunits in HeLa cells
led to identical phenotypes and to the inhibition of Aurora-A degradation at the end of
mitosis. Aurora-A stabilization was also obtained in vivo by mutating the serine 51 in aspartic
acid. This result demonstrates that Aurora-A degradation is promoted by dephophorylation of
the serine 51 of the A box. Considering that the serine 51 is the single amino acid which
phospharylation has been shown to be involved in Aurora-A degradation, and that PP2A
inhibition leads to the kinase stabilization, it is very likely that PP2A favors Aurora-A
proteolysis by dephosphorylating the serine 51.

Surprisingly, Aurora-A degradation is slowed or even blocked after 30 minutes
of treatment with OA (metaphase stage) indicating that degradation takes place all along

mitosis. Since Aurora-A expression is down regulated at the end of mitosis, it was expected
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that the blockade of the phosphatase would have an effect on degradation only at this stage.
Different interpretations are possible. A first explanation would be that Aurora-A
transcription and/or translation increase during mitosis and the degradation process would be
required before the end of mitosis to maintain constant the amount of the protein. The kinase
activity would then be regulated by a balance between synthesis and degradation all along the
cell cycle. Alternatively, PP2A and Aurora-A may belong to a larger complex where PP2A
activity is inhibited until the end of mitosis. Nevertheless, our experiments show that the
phosphorylation state, activation and degradation of Aurora-A are intimately linked, and that
PP2A is involved in this process.

Silencing experiments lead to some division defects in both PP2A(RNAi) and
AUR(RNAI) cell populations. The PP2A(RNAI) cells presented simultaneously an important
decrease in PP2Ac expression and an increase in Aurora-A level together with a relocalization
throughout the cell. Since both the kinase and phosphatase are involved in mitosis entry,
metaphase alignment and cytokinesis, it is not easy to specifically associate a defect with
Aurora-A or PP2Ac. However, our results provide a molecular basis that may explain the
phenotypes described in the literature whenever either Aurora-A or PP2Ac expression are
unregulated (Chen et al., 2004; Goepfert et al., 2002; Meraldi et al., 2004): If both proteins are
segregated within the same complex, overexpression should results in a mislocalization of the
highly expressed protein. Whereas the kinase was known to be a crucial regulator of mitosis,
the role of PP2A was not so clear. Our data clearly show that PP2A is essential for Aurora-A
regulation by controlling the kinase phosphorylation and thereby promoting its degradation
presumably by modifying the A box. On the other hand, a lack of PP2A not only stabilizes
Aurora-A, but also induces its dispersion throughout the cell. Such mislocalization might
impair chromosome segregation or/and kinetochore attachment to microtubules that would

result in the trailing chromosomes phenotype. In particular, the mislocalized Aurora-A could
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enhance the phosphorylation of some of its substrates such as CENP-A and/or Eg5. Moreover,
ectopic phosphorylation of the spindle kinase substrates could upregulate the RanGTP
pathway that controls the bipolar spindle formation and stability. Both effects would result in
misaligned and segregated chromosomes. Conversely, PP2A mediated centrosomal
localization of Aurora-A may be required for kinetochore detachment at telophase. Finally, it
is possible that only a small fraction of the cellular pool of PP2A is associated with Aurora-A.
Consistent with this idea, the 20% decrease in PP2A observed in AUR(RNAI) cells may
reflect this specific pool that is no longer required, and therefore down regulated.
Alternatively, PP2A downregulation could be due to some genomic instability resulting from
improper mitosis commitment.

Finally, we identified in mammalian cells the phosphatase PP2A as new partner of
Aurora-A during mitosis by showing that they belong to the same complex. We gave some
evidences that PP2A acts as a degradation activator of the kinase. We demonstrated ex vivo
that both A Box S51 and C terminal D box are required for Aurora-A degradation in somatic
cells, probably in an ordered manner. Thereby, our data confirm ex vivo the crucial role of the
phosphorylation of the S51 in the degradation process initially proposed and recently
characterized in vitro by Ruderman group (Crane et al., 2004; Littlepage and Ruderman,
2002) and strongly suggest that this amino acid is a target of PP2A. Altogether, our results
generalize to mammals the crucial role of Aurora-A in spindle regulation and chromosomes
segregation. They also indicate that PP2A regulates Aurora-A activity by restricting its

localization to centrosomes and controlling its level along the cell cycle.

15



MATERIALS AND METHODS

Cell culture and synchronization

IEC and HeLa cells were grown in Dubelcco’s modified Eagles medium with 10%
heat-inactivated bovine serum. A final concentration of 1uM insulin was added in IEC cells.
For synchronization, cells were grown at exponential stage and then blocked in S phase by
adding 5 mM thymidine. After 16 hours, cells were washed three times in phosphate-buffered
saline (PBS) and released in fresh medium for 3 h, in order to proceed completely through
G2. Cells were then incubated with 35 ng/ml nocodazole (Sigma), washed three times with

PBS after three hours and re-incubated in fresh medium for the mitosis commitment.

Immunofluorescence

Mitotic synchronized cells were grown on coverslips coated with 0.2 mg/ml poly-D-
Lysine (Sigma), washed twice in PBS and fixed in PBS/4% formaldehyde for 4 min at room
temperature. After three PBS washes, the cells were fixed by incubation in Methanol for 5
min at -20°C and rewashed three times in PBS. Cells were blocked for 45 min in filtered TBS
supplemented with 0.1% Tween 20 and 3% BSA. All the primary antibodies were used at the
dilution of 1:500. The primary monoclonal antibody IAK1 (anti Aurora-A) was from BD
Transduction Laboratories, the mouse monoclonal and rabbit polyclonal anti PP2Ac from
UPSTATE, the polyclonal rabbit anti Delta-Tubulin (H-300) from Santa Cruz. All secondary
antibodies were purchased from Molecular Probe and labelled either with Alexa Fluor 546 or
Alexa Fluor 488. Cells nuclei were labelled using DAPI. Microscopy images were obtained
by using a biphotonic confocal microscope (Zeiss LSM 510) and a Zeiss Plan-neofluar X40

ph3 oil objective NA 1,3.
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Electroporation procedure and transfection

Electroporations were performed following the Electoporation Protocol T820 provided
For ElectroSquarePorator (BTX Electroporator). HeLa cells were trypsinated, washed twice
in PBS and resupended at 5. 10° cells/ml. 20 pg of DNA was added to a 400 pl cells sample
in a BTX Disposable Cuvette Model 640, 4 mm gap. Electroporation was performed with the
following settings : LV Mode (99 msec/500v), voltage 150 V, pulse length 99 msec, 2 pulses,
field strength 375V/cm. Rat IEC cells were electroporated following instructions given for
Caco-2 human cells. Washed cells were resuspended in complete medium at 1.107 cells/ml
and electroporated with the following settings: LV mode (99 msec/500V), voltage 165V,
pulse length 70 msec, 1 pulse, field strength 412.5 V/cm. Electroporated cells were
immediately transferred in a single well of a 24 wells plate and incubated for 24 h at 37 °C
with fresh medium. After 48 h, IEC cells transfected with hAurA (IECAur) were selected by
Blasticidin at a final concentration of 0.1 mg/ml. Silenced HeLa cell lines (AUR(RNAI1) and
PP2A(RNAI)) were selected by Zeocin (Invitrogen) at a final concentration of 1 mg/ml. For
transient transfections, HeLa cells in 6 well plates were transfected using an ExGen 500

transfection reagent following the manufacturer’s instructions (Invitrogen).

Okadaic acid Treatment

OA (Sigma) was dissolved in DMSO to a final concentration of 1uM and added to
synchronised cells to a final concentration of 1 nM for at least 15 min but never longer than 2
h. After incubation, the cells were washed three times in PBS and prepared for Western blot

analysis or immunofluorescence.
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Western blot analysis

Synchronized cells were lyzed either in buffer 1 (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5
mM mgCI2, 1% Triton X100) or in Buffer 2 (mM HEPES, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl2, 1%
SDS, 1% NP40) in the presence of proteases inhibitors. Protein quantification was performed
using the micro BCA method. Laemmli denaturing buffer was added and a final volume
containing 100pg of proteins was boiled 15 min at 90°C. Proteins were loaded on a 10% SDS
gel which was run for 1h at 100V. Proteins were transferred during 1h at 100V on PVDF
membrane. Membranes were blocked 45 min in TBS/0.1% Tween 20 and then incubated
overnight at 4°C with monoclonal IAK1 antibody diluted at 1:250, polyclonal or monoclonal
anti PP2Ac antibodies diluted at 1:1000 in TBS/0.1% Tween 20. Specific signals were
detected using a goat anti mouse or goat anti rabbit HRP conjugated antibody and ECL
procedure. Western blot quantifications were performed using the Image J software provided

by NIH and normalized using actin.

Immunoprecipitation

IECAur or HeLa cells were lyzed either in buffer 1 or in Buffer 2. Protein G beads
were incubated 2h with 3% BSA in PBS at 4° C. A volume of total lysates containg 500 ug of
proteins was pre-cleared by an initial 2 hours incubation with 100 pl of protein G/BSA beads
and subsequently by a non relevant rabbit immunoglobulin G (Jackson Laboratories). The mix
was centrifuged 2 min at 1600 RPM after each of the previous steps. The cleared supernatant
was then incubated 2h with either 8 pug of a polyclonal rabbit anti Aurora-A antibody
(Oncogene) or 4 pg of a rabbit polyclonal anti PP2Ac monoclonal antibody (UPSTATE). 100
ul of protein G/BSA beads were then added and the mix gently rocked overnight at 4°C. The

mix was then centrifuged 2 min at 1600 RPM and the specific immunoprecipitated complex
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was then washed three times in the lysis buffer. For Western blot analysis, 100 pg of the
initial total lysate and of the immunoprecipitation supernatant were boiled in the denaturing
buffer and loaded on the gel (lanes 1 and 3 respectively). The whole non specific and specific
Immunoprecipitations were resuspended in a 20 pl final volume of denaturing buffer, boiled

and loaded on the gel (lanes 2 and 4 respectively).

Vector constructions

Human Aurora-A ¢cDNA was a generous gift from Dr F. Hans (Grenoble. France). It
was cloned into the pEF6/V5-His TOPO TA (Invitrogen) which contains the Blasticidine
resistance and expressed in IEC cells. For site directed mutagenesis, hAurA was amplified by
PCR and cloned in the peGFP-N1 vector (Invitrogen). Then, site directed mutations were
generated on the fusion protein by using the QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) with the following primers :
For the S5ID mutant: 5 GGTCTTGTGTCCTGATAATTCTTCCCAGCGC3’ and
5’GCGCTGGGAAGAATTATCAGGACACAAGACC3’
For the R371D mutant: 5’>GCATAATCCCAGCCAGGACCCAATGCTCAGAGAAG3’ and
5’CTTCTCTGAGCATTGGGTCCTGGCTGGGATTATGC3’
For RNAI experiments, 59 pb primers were cloned into the pPSUPER 2 vector as described by
the provider (Oligoengine). We used pSUPER2 vector contains Zeocin resistance for stable
cell line selection. To knock down Aurora-A, we used a sequence described before for
dsRNAI experiments in HeLa cells (Hirota et al., 2003). The primers were thus designed as
following:

-Forward primer hAurA :
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GATCCCCATTCTTCCCAGCGCGTTCCTTCAAGAGAGGAACGCGCTGGGAAGAATT
TTTTGGAAA

-Reverse primer hAurA :
AGCTTTTCCAAAAAATTCTTCCCAGCGCGTTCCTCTCTTGAAGGAACGCGCTGGG
AAGAATGGG

To design the primers for PP2Ac in HeLa cells, we used a sequence described previously in to
knock down the protein Drosophila (Bennin et al., 2002) and we aligned it with the sequence
of both human PP2Ac isoforms. We chose a sequence that matches with both PP2Aca and
PP2Acp isoforms as described in figure 1. This allowed us to design the following primers
-Forward primer hPP2Ac :
GATCCCCTCTGTGGAGATGTGCATGGTTCAAGAGACCATGCACATCTCCACAGA
TTTTTGGAAA

-Reverse primer hPP2Ac :
AGCTTTTCCAAAAATCTGTGGAGATGTGCATGGTCTCTTGAACCATGCACATCT

CCACAGAGGG
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: PP2Ac is co localized with Aurora-A in centrosomes

A to C: Immunofluorescence detection with a confocal microscope of the catalytic subunit of
PP2A (PP2Ac) (red labeling) in synchronized IEC (A), IECAur (B), and HeLa cells (C). D to
F: Co detection of PP2Ac (red) and 8-Tubulin (green) in synchronized IEC Aur cells. G and
H: Co detection of PP2Ac (red) and 6-Tubulin (green) in synchronized HeLa cells. | to K:
colocalization of PP2Ac (green) with Aurora-A (red) in synchronized IEC Aur cells. L to O:
colocalization of PP2Ac (green) with Aurora-A (red) in synchronized HeLa cells. P and Q:
co detection of Aurora-A (red) and 8-Tubulin (green) in synchronized IEC Aur cells. R and
S: co detection of Aurora-A (red) and 6-Tubulin (green) in synchronized HeLa cells. Bar is 20

um.

Figure 2: PP2Ac co immunoprecipitates with Aurora-A in mammalian cells

Reciprocal immunoprecipitation of Aurora-A and PP2Ac were performed in IEC Aur and
HeLa cells. A: Immunoprecipitation (IP) of Aurora-A with a polyclonal antibody from a IEC
Aur cells lysate performed under stringent conditions (buffer 2). Western blot analysis
revealed the presence of both Aurora-A and PP2Ac in the precipitated complex (lane d). Both
proteins were detected in the input (lane a) and in the IP supernatant (lane c). Conversely, no
signal either specific or non specific was detected after immunoprecipitation under same
conditions with a non relevant immunoglobulin (lane b). B: PP2Ac IP with a polyclonal
antibody from HeLa cells lyzed in buffer 1. Western blot analysis of the precipitated complex
reveals the presence of both endogenous Aurora-A and PP2Ac (lane d). As described
previously, the proteins were contained in the input (lane a), the IP supernatant (lane c) but

not in the non specific IP performed with a non relevant immunoglobulin (lane b).
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Figure 3: PP2A pharmacological inhibition prevented Aurora-A degradation

Synchronized IECAur cells were treated with 1 nM Okadaic acid (OA) after the mitosis entry.
A: The treated and non treated cells were lyzed at different time of mitosis: 0, 15, 30 and 75
minutes. Treated cells are indicated by the “T”. The amount of Aurora-A in these cells lysates
was analyzed by Western blot analysis. In treated cells, Aurora-A level increases from 30
minutes to 75 minutes whereas it decreases at this time in control cells. B: Western blot
quantification confirms that Aurora-A expression is constant in control cells and decreases of
12 percent at 75 minutes. In treated cells, the percentage of Aurora-A is significantly
increased of 25 % after 30 minutes and 51 % after 70 minutes. C: As described for Western
blot analysis, IECAur cells were treated by 1 nM OA and fixed at different time after mitosis
entry. Aurora-A was detected by immunofluorescence using a monoclonal antibody. In
treated cells the kinase was in centrosomes at the mitosis onset (a) and its level is increased at
30 min to 120 min and localized throughout the cell (b to d). Moreover, we can observe some
chromosomes alignment, segregation (b and ¢, DAPI staining) and cytokinesis defects (d,
DAPI staining). Conversely, in the non treated cells (NT), microscopy reveals that the kinase
(red) observes a centrosomal localization and that its level is constant in prometaphase (e),

metaphase (f), anaphase (g) and cytokinesis (h). Bar is 20 um.

Figure 4: PP2Ac silencing stabilizes Aurora-A

Stable knock down of either Aur A or PP2Ac was achieved by transfecting pSUPER2 vector
in HeLa cells. A: Sequences alignment between the drosophila PP2Ac RNAI sequence, our
sequence for shRNAi and PP2Aca and PP2AcP sequences. B: Western blot analysis of the

polyclonal stable cell line reveals that Aur A is stabilized in the PP2Ac silenced cells. C:
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Quantification of the western blot show that Aur A level is increased of 33 percents in cells as
PP2Ac is decreased of 60 percents. A 20 percents diminution of PP2Ac is observed in cells

where 48 percents of Aur A is knocked down.

Figure 5: Aur A and PP2Ac silencing affect their partner localization
Immunofluorescence using monoclonal antibodies were performed in both stable cell lines. A:
PP2Ac (green) immunostaining in Aur A silenced cells. B: Aur A (red) immunodetection in

PP2Ac silenced cells. Bar is 20 pm.

Figure 6: A box phosphorylation prevents Aurora-A degradation

CHO cells were transitory transfected either with the wild type human Aur A in fusion with
GFP (A) or with a mutated protein on the A Box (S51D) (B) or the D Box (R371D) (C) in
fusion with GFP. Transfections with both mutants reveal a high expression of the protein even
during interphase (B and C) compared to the wild type (A). D: Western blot analysis of the
transfected cells shows that both GFP mutant proteins are significantly stabilized in the

transfected cells compared to the GFP wild type protein. Bar is 20 um.
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CONCLUSION GENERALE ET DISCUSSION

En conclusion de ce travail, nous avons montré que la kinase Aurora-A et la protéine
phosphatase PP2A sont co-localisées dans les centrosomes de cellules somatiques de
mammiféres au cours de la mitose et que ces deux protéines interagissent au sein du méme
complexe dans ces cellules. De plus, nous avons mis en évidence que I’inhibition de I’activité
de PP2A soit par un inhibiteur spécifique, I’acide okadaique, soit par extinction de
I’expression de la sous unité catalytique de la protéine phosphatase permet la stabilisation de
Aurora-A in vivo. De méme, la substitution de sérine 51 de Aurora-A en acide aspartique
mime la phosphorylation de la kinase et inhibe sa dégradation in vivo. L’ensemble de ces
résultats nous ameéne a conclure que PP2A et Aurora-A forment un complexe fonctionnel dans
les cellules de mammiféres et que le réle de PP2A dans ce complexe et de déphosphoryler la
sérine 51 de Aurora-A, réalisant ainsi I’événement responsable de la dégradation de la kinase
par le complexe du protéasome.

En se basant sur I’hypothese formulée par Litllepage et ses collaborateurs ainsi que nos
propres résultats expérimentaux nous pouvons proposer une modélisation des mécanismes
moléculaires aboutissant a la dégradation de Aurora-A. Ce modeéle est schématisé dans la
figure 20.

Dans ce modele, Aurora-A est associée a PP2A au sein du méme complexe au cours de la
mitose. A la fin de la mitose, PP2A déphosphoryle la sérine 51 de la A-box. Cette
déphosphorylation induit alors un premier changement de conformation de la protéine. La D-
box de la région C-terminale est alors accessible au complexe APC/C qui va pouvoir
I’ubiquininyler. La fixation de I’ubiquitine sur la D-box engendre alors un changement de
conformation permettant cette fois au complexe APC/C d’ubiquitinyler la KEN-box et la A-
box. Suite a ces dernieres modifications, Aurora-A est protéolysée. A la vue des résultats de
nos expériences avec I’acide okadaique, il est trés probable que la dégradation puisse survenir
suivant le méme mécanisme pendant de la mitose afin de maintenir constant le taux de
Aurora-A. Sachant que le complexe APC/C n’est activé par Cdhl qu’en fin de mitose, il serait
intéressant de déterminer quelle voie d’activation du protéasome est mise en jeu dans ces

conditions.
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Figure 20: Modélisation de la dégradation de Aurora-A. La dégradation de Aurora-A est induite par la
déphosphorylation de la sérine 51 de la A-box catalysée par PP2A. Il s’ensuit une succession de
modifications de la conformation de la protéine permettant son ubiquitinylation par le complexe APC/C et
finalement sa dégradation.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES ET
PERSPECTIVES

Afin de mener a bien I’étude et la caractérisation du complexe entre Aurora-A et
PP2A, nous avons genéré un certain nombre d’outils moléculaires et cellulaires, notamment
les lignées cellulaires stables IECAur, AUR(RNAI) et PP2A(RNAI). L’analyse de ces lignées
nous permet d’ouvrir de nouveaux champs d’investigations et pose de nombreuses questions
quant aux roles de PP2A dans le cycle des centrosomes, la mise en place de la plaque
métaphasique, et la cytokinése ainsi que le réle du complexe Aurora-A/PP2A dans la division

asymeétrique et la différenciation.

L’interaction de PP2A avec Aurora-A ne semble pas étre requise pour la

maturation des centrosomes :

Nous avons vu dans I’introduction que la kinase Aurora-A est impliquée non
seulement dans la duplication et la séparation des centrosomes mais aussi dans leur
maturation en participant au recrutement de la y-tubuline. Ce processus est-il maintenu dans
les cellules PP2A(RNAI) lorsque Aurora-A est stabilisée et re-localisée dans toute la cellule ?
La détection par immunofluorescence de la y-Tubuline révele un marquage similaire dans les
cellules HeLa et PP2A(RNAI) (Fig. 21). Ce résultat suggeére fortement que la maturation des
centrosomes dans ces cellules peut se faire indépendamment de I’activité de PP2Ac et que son

interaction avec Aurora-A n’est pas nécessaire au recrutement de la y-Tubuline.

Prometaphase |Metaphase Metaphase Anaphase

Figure 21: Détection par immunofluorescence de la y-Tubuline (vert) dans les cellules PP2A RNAI et
HeL a au cours de la mitose.
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Au contraire, il a été décrit que Aurora-A est impliquée, directement ou non, dans
toutes les étapes du cycle des centrosomes, comme nous l’avons vu en introduction.
Cependant, il est envisageable que PP2A participe aux étapes de duplication et de dissociation
des centrioles, au moins en assurant la localisation centrosomale de Aurora-A. Cette
hypothese est étayée par le fait que les mutants mts (microtubule star) de la sous- unité PP2Ac
chez la Drosophile possédent de multiples centrosomes (Snaith et al., 1996). Ceci suggere que
PP2A pourrait un jouer un role inhibiteur de la duplication des centrioles, tout comme Aurora-
A. Cette fonction pourrait donc étre assurée, au moins en partie, via la formation du complexe
Aurora-A/PP2A. PP2A permettrait d’ancrer la kinase a proximité de ses substrats mis en jeu

dans I’étape de duplication.

PP2A et la formation d’une plaque métaphasique fonctionnelle

Les cellules PP2A(RNAI) présentent deux types plague métaphasiques, ou a défaut de
cette appellation, d’une structure apparentée (Fig. 22). Dans un cas, la kinase Aurora-A est
stabilisée est redistribuée dans toute la cellule en division, sans localisation subcellulaire
spécifique. Dans ce cas, les chromosomes s’alignent sur une plaque métaphasique, comme
dans les cellules contréle HelLa, et un seul fuseau de tubuline s’organise de part et d’autre de
cette plaque (Fig.22 A). Dans un second cas, les cellules PP2A(RNAI) présentent parfois deux
alignements de chromosomes apparentés a des plagues métaphasiques et disposés
orthogonalement I’un par rapport a I’autre (Fig. 22 B). Aurora-A n’est alors pas seulement
stabilisée mais aussi concentrée dans quatre centrosomes aux intersections des pseudo plaques
métaphasiques. Deux réseaux de tubuline s’organisent eux aussi orthogonalement aux
chromosomes, comme orientés dans les plans définis par les centrosomes ou, au moins, les
concentrations de Aurora-A. Cette disposition n’est jamais observée dans les cellules contrdle
(Fig. 22 C). 1l semble donc que les chromosomes des cellules PP2A(RNAI) se présentent
parfois en deux structures apparentées a des plaques métaphasiques autour desquelles

s’organisent deux réseaux de tubuline et deux paires de centrosomes.
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Figure 22: Détection par immunofluorescence de Aurora-A et de la B-Tubuline (rouge) dans les cellules
PP2A RNAI et HelLa au cours de la mitose.

Ce résultat inattendu ouvre de larges perspectives. Afin de mieux comprendre la
signification de ce phénomene, il faut tout d’abord répondre a un certain nombre de
questions : Est-ce que ces cellules meurent, restent bloguées a cette étape ou se divisent ? Si
elles se divisent, la division conduit-elle a la formation de deux cellules ou est-elle
multipartite ? Existe-il une corréelation entre la fréquence d’apparition de ces cellules et
I’apparition de cellules polynucléées ou aneuploides ? Quel est-le taux d’extinction de
I’expression de PP2AC dans ces cellules ? Pour répondre a ces questions, il serait intéressant
tout d’abord d’étudier la fréquence d’apparition de ces pseudo plaques métaphasiques
orthogonales parmi la population de cellules polyclonales et de suivre cette population en
immunofluorescence pour trouver des phases mitotiques antérieures et surtout postérieures a
cette pseudo métaphase. Afin d’étudier la ploidie de ces cellules et leur taux de PP2AC, il
pourrait étre utile d’isoler des clones indépendants pour générer des lignées monoclonales,
dans I’hypothése ou ces cellules se divisent. Enfin, pour discriminer I’effet de la stabilisation
de Aurora-A et de I’extinction de I’expression de PP2AC dans I’apparition de ce phénomeéne,
nous pourrions réaliser une expérience de sauvetage en réintroduisant PP2AC. Ainsi, I’étude
de la fréquence de formation de ces plaques indiquerait si seule I’activité de PP2AC est

impliquée ou non.
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Relocalisation de PP2AC dans le corps intermédiaire

Nous avons décrit dans la publication précedente que [I’utilisation du vecteur
pSUPER2(PP2AC) dans les cellules HelLa ne permettait pas d’éteindre compléetement
I’expression de PP2AC dans toutes les cellules transfectées et sélectionnées. Nous avons
observé que la quantité résiduelle de protéine PP2AC qui s’exprime dans certaines cellules
PP2A(RNAI) se re-localise au niveau du corps intermédiaire (Fig. 23 A). Ce phénomeéne est
particulierement net lors de la cytokinése. Ce phénomene est également observé dans les
cellules AUR(RNAI). Dans ce cas, PP2AC est détectée dans toute la cellule mais apparait
particulierement concentrée dans la future région du corps intermédiaire dés I’anaphase (Fig.
23 B). Cette localisation est maintenue lors de la cytokinese. En revanche, la région du corps
intermédiaire n’apparait pas particulierement enrichie en PP2AC dans les cellules contréle
(Fig. 23 C).

A , C
PP2A(RNAI) ' . ;. HeLa
Cytokinése Cvtokinése Cvtokinése Cvtokinése
B
AUR(RNAI)

Figure 23: Détection par immunofluorescence de Aurora-A (rouge) et de PP2AC (vert) dans les cellules
PP2A RNAI et HeLa au cours de I’anaphase et la cytokinése.

La re-localisation de PP2A dans la région du corps intermédiaire pourrait conforter de
précédents résultats indiquant son réle dans la cytokinése. Notamment, PP2A interagit et
régule I’orthologue de MOB1 de la levure qui est un régulateur critique de la réorganisation
du cytosquelette pendant la cytokinése et de la sortie de la mitose (Moreno et al., 2001). Les
expériences d’immunofluorescence que nous avons réalisées semblent indiquer que la re-
localisation de PP2Ac est un phénomene assez générale dans les deux lignées PP2A(RNAL) et
AUR(RNAI) car observé dans la majorité des cellules. Cette observation suggere plusieurs
questions. Cette re-localisation vient-elle favoriser ou au contraire empécher la cytokinese ?

En effet, le caractére suppresseur de tumeur de PP2A laisse penser que I’activité de la
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phosphatase puisse étre mise en jeu pour empécher ou retarder la division des cellules ou
Aurora-A, qui est le produit d’un oncogeéne, est stabilisée. Cette stabilisation peut en effet
mener a de nombreux défauts cellulaires dont I’aneuploidie. De méme, dans les cellules
PP2A(RNAI), la concentration de protéine résiduelle pourrait participer a éviter au retart ou a
I’inhibition de la division cellulaire. Ces deux lignées peuvant étre maintenues en culture, une
partie de la population doit continuer de se diviser. Il est donc nécessaire de quantifier le
pourcentage de cellules multinuclées dans ces deux lignées et d’essayer de caractériser si de
I’aneuploidie affecte plus particuliérement un chromosome ou si la structure ou le nombre de
copie d’un gene en particulier sont modifiés. Pour cela, nous envisageons de réaliser des

experiences de FISH et le caryotype de ces cellules.

La surexpression de Aurora-A dans les cellules IEC induit I’apparition

d’une morphologie originale

Les cellules IEC de rat présentent en culture les caractéristiques de cellules
indifférenciées des cryptes de I’intestin gréle. En effet, elles ont été décrite par Quaroni
comme des cellules épithélioides, c'est-a-dire qui ressemblent a de I’épithélium mais qui n’en
sont pas. Ces cellules forment en culture des monocouches de cellules polygonales contenant
de larges noyaux ovales. Elles se caractérisent par un temps de doublement d’une vingtaine
d’heures et un caryotype de rat diploide normal (Quaroni et al., 1979). Placées dans les
conditions de cultures adéquates ces cellules peuvent se différencier (Carroll et al., 1988;
Wood et al., 2003). Les cellules IEC présentent donc des caractéristiques spécifiques qui
different des cellules immortalisées telles que les HeLa par exemple.

Pour mener a bien ce travail, nous avons transfecté de facon stable les cellules IEC
avec I’ADNCc de la kinase Aurora-A humaine (Fig. 24 A). La quantification des lysats de ces
cellules montre une augmentation de 42% du taux de Aurora-A par rapport aux cellules non
transfectées. De maniére intéressante, la surexpression de Aurora-A dans ces cellules conduit
aussi bien a la formation de fuseaux monopolaires (Fig. 24 C, e, f, g) que de fuseaux
contenant de multiples centrosomes (Fig. 24 C, d). Par ailleurs, les fuseaux monopolaires ont
soit un centrosome (Fig. 24 C, d) ou deux centrosomes non dissociés (Fig. 24 C, e, f). En
revanche les cellules contrble IEC non transfectées sont dotées d’un fuseau bipolaire avec un

centrosome a chaque pole en mitose (Fig. 24 C, a, b, ¢) et un centrosome unique en interphase
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(Fig. 24 C, c). Les centrosomes sont détectés en immunofluorescence a I’aide d’anticoprs
spécifiques dirigés contre Aurora-A et PP2AC. Nous avons en effet montré dans la
publication précédente que ces protéines étaient co-localisées dans les centrosomes avec la 6-
Tubuline dans les cellules IEC et IECAur. Par ailleurs nous avons également décrit que ces
protéines interagissaient dans le méme complexe au cours de la mitose et que la localisation
centrosomale de Aurora-A et PP2A dépendait mutuellement de leurs présences dans cette
organelle. Ainsi, PP2Ac est co-localisée avec Aurora-A dans les cellules IEC (Fig. 24 C, a, b,
c) et dans les cellules IECAur, méme dans les centrosomes surnumeraires ou non dissociés
(Fig. 24 C, d, e, f, g, h).

Pourcentage relatif
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Figure 24 : Surexpression de Aurora-A humaine dans les cellules IEC. A : Détectection de Aurora-A par
Western blot des lysats de cellules IEC et IECAur. B : Quantification le protéine Aurora-A dans les lysats
précédemment analysés par western blot. C : Détection par immunofluorescence de Aurora-A (rouge), de
PP2Ac (vert) et de leur co-localisation (jaune) dans les cellules IEC et IECAur.

La surexpression de Aurora-A dans les cellules IEC conduit également I’apparition

d’une morphologie particuliére. En effet, I’observation de ces cellules en microscopie a
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transmission révéle qu’elles peuvent former en culture des structures discoidales
caractéristiques et non observées dans les cellules contréle (Fig. 25 A). Il est possible de
distinguer dans cette strcuture un anneau périphérique de cellules a I’aspect relativement
identiques renfermant en leur centre d’autres cellules, plus aplaties et ne présentant pas de
disposition particuliére les une par rapport aux autres. Des tests de prolifération cellulaire
indiquent que le temps de doublement de ces cellules est environ deux fois supérieur a celui
des cellules controles (Fig. 25 B). Ceci suggére que I’apparition de cette morphologie pourrait

étre corrélée avec un ralentissement de la croissance cellulaire.
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Figure 25 : Apparition d’une morphologie caractéristique dans les cellules IECAur. A : Observation des
cellules IEC et IECAur au microscope conventionnel a transmission. B : Evaluation du temps de
doublement des cellules IEC et IECAur grace a un test de prolifération cellulaire.

Le fait que la surexpression de Aurora-A dans les cellules IEC méne aussi bien a la
formation de fuseaux monopolaires qu’a la multiplication des centrosomes est assez
surprenant. En effet, la littérature indique que les fuseaux monopolaires sont la conséquence
de I’inhibition de I’activité kinase ou de sa mutation alors que I’augmentation du nombre des
centrosomes est liée a la surexpression comme nous I’avons décrit dans I’introduction. Ce
résultat surprenant pourrait étre lié aux caractéristiques de pluripotence et de stabilité
génétique des cellules IEC conduisant a des modes divers de régulation de I’activité de la
kinase et du cycle des centrosomes en focntion de I’état de différenciation. Il serait utile
d’étudier statistiguement la fréquence de fuseaux monopolaires et le nombre de centrosomes
dans les cas ou leur nombre croit. Par ailleurs ce phénomeéne pourrait conduire a des divisions
asymétriques dans les cellules IECAur. En effet, il a été décrit chez la Drosophile que Aurora-

A est requise pour la localisation asymétrique de NUMB elle-méme nécessaire pour former le
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systeme nerveux (Berdnik and Knoblich, 2002). Les cellules souches des cryptes intestinales
réalisent elles aussi des division asymétriques pour générer des cellules progeénitrices qui vont
donner par la suite tous les types cellulaires différenciés de I’épithélium intestinal (Gordon et
al., 1992). Il n’est donc pas impossible que la répartition asymétrique du complexe Aurora-
A/PP2A dans ces cellules permette de localiser asymétriquement des déterminants du devenir
cellulaire ou que le complexe joue lui-méme ce rble de déterminant. Cette hypothese
permettrait d’expliquer I’apparition de la morphologie particuliere de ces cellules et le
ralentissement de la prolifération. Cependant, il n’est possible de dire si ces modifications
morphologiques traduisent les préemices d’un processus de différenciation ou pas : Est-ce la
prolifération ou la viabilité cellulaire qui diminue ? Des marqueurs de différenciation
apparaissent-ils dans les cellules organisées en couronne ? Les cellules présentant des fuseaux
monopolaires se divisent-elles ? Est-il possible d’identifier des déterminants asymétriques
dans ces cellules? Pour répondre a ces questions, nous devrons procéder a des tests de
viabilité cellulaire en détectant par exemple des antigénes de la prolifération tels que le Ki67.
De plus, nous devrons cribler des marqueurs de la différenciation intestinale et de la division
asymétrique par exemple par immunofluorescence, par RT-PCR et éventuellement PCR

guantitative.

Notre travail ouvre différents champs d’investigation quant aux fonctions de Aurora-
A, de PP2A et du complexe que ces protéines forment au cours de la mitose. L’ensemble de
nos résultats laisse entrevoir que le role de ce complexe ne se limite pas a la régulation de la
mitose mais puisse intervenir plus genéralement dans la régulation du devenir des cellules

issues de la division.
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ANNEXE 1

Test de prolifération cellulaire

Les cellules sont lavées deux fois au PBS, décoller a la trypsine et remise en suspension
afin d’étre comptées. Elles ont ensuite ensemencées dans leur milieu de culture dans des
boites de 96 puits aux densités suivantes (en cellules/ml) : 50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200,
6400. Apres 24, 48 et 72 heures, 20 ul de réactif NBT sont ajoutés aux cellules préalablement
ensemencées ainsi qu’a des cellules ensemencées aux méme densités a 24, 48 et 72 heures et
qui vont constituer le point de référence. L’accroissement du nombre de cellules par rapport a

la référence est ensuite évalué par la lecture de la densité optique a 490 nm.
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ANNEXE 2

Premiere publication de these :

Triple Helix Formation with Drosophila Satellite Repeats. Unexpected Stabilization by
Copper lons

Virginie Horn, Laurent Lacroix, Thierry Gautier, Masashi Takasugi, Jean-Louis Mergny, and
Jérdme Lacoste. (2004)

Biochemistry, Vol. 43, No. 35, 11196-11205.
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Triple Helix Formation withDrosophila Satellite Repeats. Unexpected Stabilization
by Copper lon&*

Virginie Horn 8/ Laurent Lacroix] Thierry Gautie Masashi Takasudi,Jean-Louis Mergny,and
Jadme Lacoste*

Laboratoire de Biologie Mdleulaire et Cellulaire de la Diffeenciation, INSERM UR 309, Institut Albert Bonniot, Rond-point
de la Chantourne, 38700 Grenoble, France, Laboratoire de Biophysique,uvtusitional d’Histoire Naturelle, USM 0503,
INSERM UR 565, CNRS UMR 5153, 43 ruevien, 75231 Paris Cedex 05, France, Laboratoire d’Etudes de la Bffeiation
et de I'’AdHeence Cellulaire, CNRS UMR 5538, Institut Albert Bonniot, Rond-point de la Chantourne, 38700 Grenoble, France,
and Laboratoire des Radiopharmaceutiques Biocliniques, INSERM 0340, Faeulézlecine de Grenoble,
38700 La Tronche, France

Receied April 9, 2004; Reised Manuscript Receéd June 21, 2004

ABSTRACT. The Drosophila melanogastefAAGAGAG), satellite repeat represents up to 1.5% of the
entire fly genome and may adopt non-B DNA structures such as pyrimidine triple helices. UV melting
and electrophoretic mobility shift assay experiments were used to monitor the stability of intermolecular
triple helices as a function of size, pH, and backbone or base modification. Three to four repeats of the
heptanucleotide motif were sufficient to allow the formation of a stable complex, especially when modified
TFOs were used. Unexpectedly, low concentrations-(@0 «M) of Cu?" were found to favor strongly
pyrimidine triplex formation under near-physiological conditions. In contrast, a much higher magnesium
concentration was required to stabilize these triplexes significantly, suggesting that copper may be an
essential stabilizing factor for pyrimidine triplexes.

A notable feature of higher eukaryotic genomes is that Centromere function may be achieved by formation of a
certain portions show remarkably different properties from specific higher order structur&,(9—11), an overall three-
the bulk of the DNA. These were first distinguished from dimensional organization that results from special DNA
euchromatin cytologically, on the basis of differential staining architectures (bending, triplex or quadruplex DNA) and/or
properties, and named heterochromatin by Helz §1o- DNA—protein interaction in the centromere [GAGA factor
lecular and genetic properties that further distinguish het- (GAF) in Drosophila (12), lkaros in mice 13), HP1 in
erochromatin from euchromatin include DNA sequence human (4)]. For example, the AG-rich satellite DNAs found
composition, replication timing, condensation throughout the in the fourD. melanogastecentromeres may be examples
cell cycle, and the ability to silence gene expression (seeof sequences that could participate in or even promote a
refs 2—4 for a review). Heterochromatin is especially centromere-specific structure by adopting non-B DNA
abundant at the centromeres and telomeres and is composegonformations. As a matter of fact, (AAGAGand (AA-
of highly reiterated sequences characterized by their unusualGAGAG), Drosophila centromeric satellites4f are poly-
base composition and nature and called satellite DNAs. For pyrine-polypyrimidine tracts that can potentially adopt
example, inDrosophila melanogasteheterochromatin ac-  non-B DNA structures such as triple-stranded H-DNA or
counts for an estimated 33.5% of the female genome with «H.pNA (15). Consistent with this hypothesis is the fact
satellite repeats representing 21% of the geno#esy. that the GAGA factor (GAF), a sequence-specific DNA-
Progress has been madg in the unde_rstandlng of the Sequengginding protein which specifically recognizes the (AAGAG)
and molecular organization &frosophila(5—7) and human and (AAGAGAG), satellites {2, 16), may also bind to triple-

(8) centromeres, yet our understanding of their higher gyranded DNA {7) or promote a link between two separate
structural organization and function is still very limited. DNA molecules 18).

: A DNA triplex is formed upon binding of a pyrimidine
T This work was Supported by ARC Grants 4321 and 3365 to J.- or a punne S|ng|e_stranded DNA to the major groove Of a

L.M. . R
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(1938-2003). hydrogen bonds with the purine strand of the duplex. Triplex
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molecularly with triple helix-forming oligonucleotides (TFGs).
In the pyrimidine motif, the third strand is composed of

Biochemistry, Vol. 43, No. 35, 2004.1197

Nomenclature Oligonucleotides used in this study are
listed in Table 1. We adopted the following convention for

cytosines and thymines and binds parallel to the purine strandall of the oligonucleotides: the first number refers to the
of the duplex by Hoogsteen hydrogen bonds, leading to thelength of the oligonucleotide followed by the strand com-

formation of TA*T and C-G*C™ triplets 22, 23). Formation
of this motif requires slightly acidic condition2%, 23). In
the purine motif, the third strand is composed of guanines

position (R, purine-rich strand of the duplex; Y, pyrimidine-
rich strand of the duplex; TC, pyrimidine TFO), followed
by the modification (e.g., OMe for'20-methyl sugar, mC

and adenines and binds antiparallel to the purine strand offor methyl-substituted cytosine). Duplexes are referred to as
the duplex by reverse-Hoogsteen hydrogen bonds, leadingl9 RY, 26 RY, 33 RY, and 40 RY; they contain 1, 2, 3, or

to the formation of TA*A and C-G*G triplets 22—24). This
motif contains no protonated bases, and its stability is

therefore pH-independent. In the case of oligonucleotides,

it generally requires divalent (Mg, Zn?", Mn2*, ...) (19

or multivalent cations (spermine, spermidin@p) for its
formation. It has also been shown that unimolecular folded
purine triplexes can exist without any divalent cation and
that the poly(dT)2poly(dA) triplex can exist in the absence
of divalent cation if high concentrations of monovalent
cations are present(L M) (25, 26). In the (G,T) motif the

4 copies of the heptanucleotide motif, respectively. Concern-
ing the base triplets, as an example, éAfT triplet is
obtained when base T in the third strand recognizes the
Watson-Crick T-A base pair and forms specific hydrogen
bonds, “*", with the adenine of the duplex.

UV Absorption Spectrophotometrnpibsorbance versus
temperature heating and cooling curves were obtained using
a KONTRON-UVIKON 940 spectrophotometer as previ-
ously described 37). The temperature of the bath was
increased or decreased at a rate of'@A&nin, thus allowing

third strand is composed of guanines and thymines and bindscomplete thermal equilibrium of the cuvettes. At each

parallel or antiparallel to the purine strand of the dup% (
28).

Two main problems arise concerning the possibility of
forming and stabilizing DNA triplexes in vivo. As noted
above, the pyrimidine motif requires a slightly acidic pH,
while the purine motif requires millimolar or higher con-
centrations of divalent cation4$). As a consequence, most

temperature, absorbance measurements were done at 245,
260, 295, and 405 nm (control wavelength). Most data were
extracted from the profiles recorded at 245 nm, as the
amplitude of the triplex transition was the largest at this
wavelength 84). Unless otherwise specified, all experiments
were performed in 10 mM sodium cacodylate buffer (pH
6.0 or 7.2) containing 100 mM KCI and various concentra-

studies have been oriented toward the formation and tions of MgCh (0—10 mM). For triplex experiments strand

stabilization of DNA triplexes under near-physiological
conditions, using base- or backbone-modified TFOs [i.e.,
5-methyl-dC R9), 5-propynyl-dU B80), and 2-O-methyl
(3D].

In this report we address for the first time the possibility
of forming triple helical structures with the. melanogaster
satellite sequence (AAGAGAG), in vitro. We limited our
analysis to the formation of intermolecular pyrimidine
triplexes. UV melting experiments were used to monitor the
stability of the triple helix as a function of size, pH, and
backbone or base modification. EMSA experiments were
used to confirm triplex formation, to determine their apparent
dissociation constant&§), and to study the effect of divalent
cations such as Mg and Cé*. Several articles deal with
the formation of triple helices with 5-methylcytosine arid 2
O-methyl TFOs 81—33), but few report this formation with
morpholino TFOs 34, 35), and to our knowledge, none study
the effect of C&". We demonstrate that low concentrations
(40—100 uM) of Cu?* favor pyrimidine triplex formation
under near-physiological conditions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Oligonucleotides and Chemicalblost oligonucleotides
were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium). Mor-
pholino oligonucleotides (21TCmo) were synthesized by
GeneTools, LLC (Philomath, OR). Concentrations of all
oligonucleotides were estimated by UV absorption in water
at 20°C, using a nearest-neighbor approximation for the
absorption coefficients of the unfolded speci&)( All
concentrations were expressed in strand molarity.

1 Abbreviations: EMSA, electrophoretic mobility shift assay; TFO,
triplex-forming oligonucleotide; mC, 5-methylcytosine; mo, morpholino.

concentrations ranged from 1.5 to 2« for the duplexes
and from 1.8 to3uM for the third strand. Self-association
of a TFO alone was checked in the same concentration range
as for triplex analysis. At near-neutral pH, the thermal
dissociation (heating) curves of most triplexes were shifted
toward higher temperatures as compared to the association
(cooling) curves (see Figure D for an example). Such
behavior, which is the result of slow association and
dissociation kinetics, has already been described for triple
helix formation. These profiles were not fully consistent with
a simple two-state model, therefore excluding a quantitative
analysis of the kinetic parameters of triplex formation as
previously described 38). We therefore restricted our
analysis to the simple determination of the temperature of
half-dissociation Ty,” (upon heating), which slightly over-
estimates the true melting temperatufg)( When profiles
were consistent with a two-state model (TFOs alone and
duplexes) T, was determined as described in 8&f Duplex
melting occurred at high temperature in a reversible fashion,
which helps to distinguish this transition from triplex melting.
Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAQIligo-
nucleotides were labeled at thé-énd with [-32P]JATP
(Amersham) using a T4 polynucleotide kinase (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol. Duplexes were
formed by annealing the'fend-labeled purine-rich strand
with the unlabeled complementary strand in 10% molar
excess in 50 mM NacCl. Binding reactions were performed
as follows: Duplex at 10 nM (40 RY) was incubated with
increasing concentrations of TFOs for 72 h at 20 in
binding buffer (2.5 mM NacCl, 140 mM KCI, 0.5 mg/mL
tRNA, and 10% sucrose with either 50 mM HEPES or 50
mM MES) with or without MgC} or with increasing
concentrations of Cu@l The mixture was then loaded on a
10% native acrylamide gel in 50 mM MES, pH 6.0, or in
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Table 1: List, Sequences, and Characteristics of the Oligonucleotides Used in Thi& Study

name sequence backbone/sugar base
19R 5-cttgccAAGAGAGcatgtc-3
19Y 3-gaacggTTCTCTCgtacad-5
7TC 5-TTCTCTC-3
7TmC B-TTMTMTC-3' mC
26 R 8-cttgccAAGAGAGAAGAGAGcatgtc-3
26Y 3-gaacggTTCTCTCTTCTCTCgtacag-5
14T7C B-TTCTCTCTTCTCTC-3
14TmC B-TTMTMTMTTMTMTC-3' mC
33R 5-cttgccAAGAGAGAAGAGAGAAGAGAGcatgtc-3
33Y 3-gaacggTTCTCTCTTCTCTCTTCTCTCgtacag-5
21TC B-TTCTCTCTTCTCTCTTCTCTC-3
21TmC 3-TTMTMTMTTMTMTMTTMTMTC-3 ' mC
21TCOMe 5-UUCUCUCUUCuUCcuUcuUuUcCUCuUC-3 OMe U
21TCmo 5TTCTCTCTTCTCTCTTCTCTC-3 PNN/mo
40 R 8-cttgccCAAGAGAGAAGAGAGAAGAGAGAAGAGAGcatgtc-3
40Y 3-gaacggTTCTCTCTTCTCTCTTCTCTCTTCTCTCgtacag-5
28TC B-TTCTCTCTTCTCTCTTCTCTCTTCTCTC-3
28TmC 3-TTMTMTMTTMTMTMTTMTMTMTTMTMTC-3 ' mC

a Column 1 lists the abbreviated names of the oligonucleotides, column 2 lists the primary sequences of the oligonucleotides, and columns 3 and
4 list the DNA backbone, sugar, and base chemistry. The following convention is used for the abbreviated names: the length of the oligomer in
nucleotides is followed by the nature of the strand involved in the WatSoitk duplex (R or Y) or the nature of the third strand (TC, TmC,
TCOMe, and TCmo). Th®rosophilasatellite target duplexes contain one to four satellite repeats [the main repeat comprises seven base pairs
(AAGAGAG/CTCTCTT)] surrounded by six base pairs at both ends in order to stabilize duplex formation and prevent partial slipped duplexes.
Except where otherwise stated, oligonucleotide backbones are phosphodiester, sti#farasdbases are natural. Abbreviations:=Radenine
and guanine; Y= thymine and cytosine; M= mC = 5-methyldeoxycytosine; OMe= 2'-O-methyl RNA; U = deoxyuracyl; PPN/mo=
phosphorodiamidate morpholino.

50 mM HEPES, pH 7.2, with or without Mg&lGels were was replaced by phosphorodiamidate and the sugar replaced
dried for analysis. In all cases, migration of the triple helical by a morpholino subunit4Q) (Table 1).

complexes was compared with that of the duplex (40 RY)  Triple Helices with Natural and Modified Oligonucle-
and that of the single-stranded component of the duplex (40¢tides: UV Melting Cuse AnalysisFormation of pyrimidine

R). All gels were analyzed on a phosphorimager instrument triple helices can be monitored by following UV absorbance.
(Molecular Dynamics). The apparent dissociation constant To avoid experimental artifacts, we first analyzed the
(Kp) was calculated by plotting the remaining fraction of behavior of the individual strands as a function of temper-
the duplex against TFO concentrations-@ determinations  ature. Self-association of a TFO may lead to a transition that
for each set of experimental conditions) and fitting the data could be inappropriately attributed to triplex formatiei).

with a Kaleidagraph fitting function assuming a 1:1 stoichi- No transition was obtained with the TFOs alone in the
ometry, one TFO per duplex, and an unkndégand using  absence of M§ at pH 7.2. A very unstable structure was

a simple mass action lawkg = [TFO][D*]/[T*], where [D*] observed at pH 6.0 with 10 mM Mggfor the 14TC and

and [T*] represent respectively the concentration of the 21TC and a more stable structure (witfa= 22 °C) was
radiolabeled duplex and triplex species). Taking into account gbserved with the 28 TC (Figure 1A). 5-Methyl-C-containing
the fact that the TFO is in large excess as compared to theTFOs exhibited the same behavior as the phosphodiester
radiolabeled duplex, we can assume that the concentrationTFOs (data not shown). We then analyzed the behavior of
of the TFO corresponds to its initial concentration The  the duplexes. A single transition was obtained by mixing
equation used for the fitting procedure is then %®100/  the 19 R and 19 Y strands, 26 R and 26 Y strands, 33 R and

(1 + Co/Kp). 33 Y strands, and 40 R and 40 Y strands (data not shown;
Tm = 64, 69, 73, and 74C for 19 RY, 26 RY, 33 RY, and
RESULTS 40 RY duplexes, respectively). When the duplexes were

mixed with a TFO, two transitions were generally ob-

Targets and Oligonucleotide®\ repeated sequencéd)( served: the one occurring at high temperature corresponds
of seven base pairs'(BAGAGAG/5'-CTCTCTT), was used to the dissociation of the duplex, while the other transition
to investigate triplex formation with natural and modified corresponds to the dissociation of the third strand (illustrated
pyrimidine oligonucleotides. This AG-rich repeat is a satellite in Figure 1B).
sequence present in eabh melanogastecentromere and At pH 6.0 with 5 mM MgC} a transition due to the
represents up to 1.5% of the whole genome30). Target  dissociation of the TFO from the duplex was observed with
duplexes included one to four repeats of the satellite sequencehe 28TC, 21TC, and 14TC withy, values of 60, 52, and
surrounded by six base pairs (Table 1). 38°C, respectively. No transition was observed with the 7TC

All TFOs were designed to form pyrimidine-parallel triple (see Table 2 and Figure 1B, open circles). Therefore, triple
helices. 7TC, 14TC, 21TC, and 28TC were unmodified helix stability appeared to be dependent on TFO length. A
oligodeoxynucleotides. The 7TmC through 28TmC were similar effect was observed with the 228 TmC TFOs (see
5-methyldeoxycytosine-containing oligodeoxynucleotid. ( Table 2) except that all'y, values were higher, reflecting
The 21TCOMe was modified with’ Z>-methyl on its sugar ~ an increase in triplex stability due to cytosine methylation.
(32) whereas in the 21TCmo the phosphodiester backboneAs the 28TmC triplex and the duplex transitions appeared
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Ficure 1: UV melting curves. (A) Self-association of the TFOs. For purposes of clarity, only the melting profiles of the unmodified TFOs
(7TC, 14TC, 21TC, and 28TC) are shown. Experimental conditions: 10 mM sodium cacodylate, pH 6.0, 0.1 M KCI, 5 mjandCl

2.5uM strand concentration. (B) Triplex formation at acidic pH. Slight hysteresis is observed. Experimental conditions: 10 mM sodium
cacodylate, pH 6.0, 0.1 M KCI, 5 mM Mggl1.5uM duplex strand concentration, and 18! third strand. The name of the TFO is
indicated for each curve. (C) Triplex formation at neutral pH. Strong hysteresis is observed. Directions of temperature changes are shown
with arrows. Experimental conditions: 10 mM sodium cacodylate, pH 7.0, 0.1 M KCI, 5 mM Ma&®&«M duplex strand concentration,

and 1.8uM third strand. (D) Triplex formation in the absence of magnesium. Strong hysteresis is observed. Directions of temperature
changes are shown with arrows. Experimental conditions: 10 mM sodium cacodylate, pH 7.2, 0.14 M kRl d2plex strand concentration,

and 3uM third strand.

Table 2: Ty, Values for the Triplex-Forming Oligonucleotides Used in This Study

T2 (°C)
pH 6.0, pH 6.5, pH 7.1, pH 7.0, pH 7.2,

100 mM KCl, 100 mM KClI, 100 mM KCl, 100 mM KClI, 140 mM KClI,

5 mM MgCl, 10 mM MgCLP 10 mM MgCL° 5 mM MgCL° no MgCkL®
7TC <07 (63) - - <07 (63) <0?(63)
14TC 38 (69) - - - <10 (69)
21TC 52 (73) 40 (73) — 25 (73) 15 (73)
28TC 60 (74) - - - 28
7TmC nd - - - -
14TmC 48 (69) - - - -
21TmC 60 (73) 54 (73) 39 (73) 37 (73) 30 (73)
28TmC >65° (74) - - - -
21TCOMe - 54 (73) 35 (73) - 35 (73)
21TCmo - >65° (73) 48 (73) 41 (73) 40 (73)

aln most cases, hysteresis is present; the values provided here correspond to the heating curve and lead to an overestimation of the equilibrium
Tm. All values were determined at 260 or 245 nm. Numbers in parentheses indicdig dhéhe corresponding duplexes (al, and Ty, are given
with an uncertainty of-2 °C). A dash means not determinéd..54M duplex, 1.8¢M TFO. ¢ 2.5uM duplex, 3uM TFO. ¢ No transition.® Transition
intermingled with duplex melting. The transition is spread over a large temperature range, making an accurate determingiodiféitult.

to be intermingled, it is not possible to determine an accurate uM at 4 °C, pH 7.0; Figure S1B) and by melting experiments
Ty value (Figure S1A). Nevertheless, the amplitude of the at neutral pH T.2 = 30 °C; Figure S1A).

transition observed with 28Tm& 40 RY is larger than the All triplexes were strongly pH-dependent. The stability
amplitude of the 40 RY duplex alone, in agreement with of all triplexes was decreased at near-neutral pH. A variety
triplex formation. Further evidence that the 28TmC can form of experimental conditions were chosen (details provided in
a triplex were obtained by EMSA experimentsp(= 0.9 Table 2). Increasing the pH from 6.0 to 7.0 in the presence
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Ficure 2: EMSA with theDrosophilasatellite triplex-forming oligonucleotides at pH 6.0. The triplex formation was monitored by EMSA
experiments. All gels were quantified using a phosphorimager. Results were analyzed by plotting the fraction of the remaining duplex band
against TFO concentrations. No fit was simply applicable because of the strong cooperativity of the third strand binding. (A) 21TC with
(filled circles) or without (open circles) Mggl(B) 21TmC with (filled circles) or without (open circles) Mg&(C) 21 TCOMe with (filled

circles) or without (open circles) Mggl(D) 21TCmo with (filled circles) or without (open circles) MgCFor each set of experiments,

a representative EMSA is provided as an example. All EMSA experiments were performed as follows: Radiolabeled double-stranded
target (40 RY) was incubated with increasing concentrations of TFO in the absence or presence,oflDg®l radiolabeled 40 RY was
incubated with 21TC, 21TmC, 21TCOMe, or 21TCmo for 72 h in buffer containing 50 mM MES, pH 6.0, 2.5 mM NaCl, 140 mM KCl,

0.5 mg/mL tRNA, and 10% sucrose with or without 10 mM Mg@t 20°C. Samples were separated on a 10% nondenaturing acrylamide

gel in 50 mM MES, pH 6.0 at room temperature. All TFO concentrations are givaMinT = triplex; D = duplex.

of 5 mM MgCl, led to a concomitant decrease Tay, for 21TC could not form a stable tripleX{, < 20 °C) whereas
the 21TC and 21TmC oligonucleotides. At neutral pH, the the triplex formed with the 21TmC was still present. Under
21TmC was still able to form a stable tripleki; = 37 °C) both conditions, 21TCmo formed a stable triplex with
while the 21TC triplex was destabilized but still gave rise comparableT;, values (Table 2 and Figure 1D).
to a transition with &, value of 25°C (Table 2 and Figure These results allowed us to conclude thatEhenelano-
1C). In a similar fashion, in the presence of 10 mM MgCIl  gaster(AAGAGAG), satellite repeat is able to accommodate
a modest increase in pH (from 6.5 to 7.1) led to a28 a three-stranded structure, exhibiting classical pyrimidine
°C decrease ifly; for the 21TmC, 21TCOMe, and 21TCmo triplex features plus a length dependency.
oligonucleotides (Table 2). Triple Helices with Natural and Modified Oligonucle-
We next investigated the magnesium contribution to triplex otides: EMSA AnalysisFormation of triple helices was
stability. Melting experiments were performed in the absence confirmed by EMSA (examples provided in Figures 4
of MgCl, in a 10 mM sodium cacodylate and 140 mM and in Figures S2 and S3): binding of a third strand slows
potassium chloride buffer (i.e., close to physiological mono- down the migration of the target duplex. By varying the TFO
cation concentrations). Thd,s of the duplexes were concentration and repeating the experiment at least two to
marginally affected by these changes (compare crosses orfive times, it was possible to determine an apparent dis-
Figure 1C,D). At pH 7.2 without magnesium chloride, the sociation constantp). In all experiments, we used the 40
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Ficure 3: EMSA with theDrosophilasatellite triplex-forming oligonucleotides at pH 7.2. The triplex formation was monitored by EMSA
experiments. All gels were quantified using a phosphorimager. Results were analyzed by plotting the fraction of the remaining duplex band
against TFO concentrations and fitting the data with a Kaleidagraph fitting function assuming a 1:1 stoichiometry, one TFO per duplex, and
an unknownKp and using a simple mass action law, taking into account the fact that the TFO is in large excess as compared to the
radiolabeled duplex. (A) 21TC with (filled circles) or without (open circles) Mg@B) 21TmC with (filled circles) or without (open

circles) MgCh; (C) 21TCOMe with (filled circles) or without (open circles) MgC(D) 21TCmo with (filled circles) or without (open

circles) MgC}. For each set of experiments, a representative EMSA is provided as an example. All EMSA experiments were performed as
follows: Radiolabeled double-stranded target (40 RY) was incubated with increasing concentrations of TFO in the absence or presence of
MgCl,. 10 nM radiolabeled 40 RY was incubated with 21TC, 21TmC, 21TCOMe, or 21TCmo for 72 h in buffer containing 50 mM
HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NacCl, 140 mM KCI, 0.5 mg/mL tRNA, and 10% sucrose with or without 10 mM MaQ0 °C. All TFO
concentrations are given pM. T = triplex; D = duplex.

Hepes pH 7.2, with CuCly

21TC 10 pM 21TC 5 uM 21TC 2.5 uM 21TC 1 npM
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FicUrRE 4: EMSA with theDrosophilasatellite triplex-forming oligonucleotides in the presence of'Cat pH 7.2. All incubations were
performed as follows: Radiolabeled double-stranded target (40 RY) was incubated in the presence of various concentrations of 21TC (10,
5, 2.5, and M) for 72 h at 20°C in a buffer containing 50 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NacCl, 140 mM KCI, 0.5 mg/mL tRNA, and

10% sucrose supplemented with increasing concentrations of, (fu@h 0 to 100uM). Samples were migrated on a 10% nondenaturing

acrylamide gel with 50 mM HEPES, pH 7.0 at room temperature. r&diolabeled purine strand (40 R) of the duplex;s=Oduplex 40 RY
alone.

RY duplex as a target and the 21mers as third strands. Thisensuring complete thermodynamic equilibrium (no significant
choice was made because the 28mers showed significant selfvariation in binding was observed with longer incubations;
association in UV melting experiments whereas the 7mers data not shown).

and 14mers gave less stable triplexes (see Figure 1 or Table At pH 6.0, in the presence of 140 mM KCI and 2.5 mM
2). Kp at 20°C were determined after a 72 h incubation, NaCl and in the absence of divalent cations, all TFOs were
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Table 3: Kp Values /M) for the Triplex-Forming Oligonucleotides Used in This Stady
Ko («M)
pH 6.0, pH 6.0, pH 7.2, pH 7.2, pH 7.2, pH 7.2,
no dicatiort 10 mM Mg?te no dicatiord 10 mM Mg?te 100uM Cu?*f 40uM Cu?t9
21TC 0.25+ 0.05 0.07+ 0.01 - - 3.0+ 05 12.4+ 0.6
21TmC 0.4+ 0.1 0.15+ 0.03 3.3+ 0.2 1.9+0.4 1.0+ 0.3 1.8+ 0.4
21TCOMe 0.26+ 0.07 0.23+ 0.06 8.7+ 1.2 2.2+ 0.8 1.7+ 04 46+04
21TCmd 0.8+0.2 0.8+ 0.2 2.2+0.5 24+04 0.9+ 0.5 1.9+1.1

a All apparent dissociation constant§; (M), were calculated by fitting the percent of the remaining duplex band (duplex fraction) versus the
concentration of TFO. All experiments with the 21 base pair long oligomers and the 40 RY duplex were repeated in two to five independent
experiments. In each cad€; values were calculated from 8 to 36 determinations of the fraction of the remaining duplex. Data were fitted assuming

a 1:1 stoichiometry between the duplex and the TFO, in agreement with the presence of a single retarded band at the expectethpolsiton
was performed in 50 mM MES, pH 6.0, 2.5 mM NaCl, and 140 mM KCI for 72 h at@Q( Incubation was performed in 50 mM MES, pH 6.0,
2.5 mM NacCl, 140 mM KCI, and 10 mM MggFor 72 h at 20°C. ¢ Incubation was performed in 50 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NaCl, and 140
mM KCI for 72 h at 20°C. ¢ Incubation was performed in 50 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NaCl, 140 mM KCI, and 10 mM MQ€V2 h at

20 °C. fIncubation was performed in 50 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NaCl, 140 mM KCI, an¢tMCuCl, for 72 h at 20°C. 9 Incubation was
performed in 50 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM NacCl, 140 mM KCI, ang# CuCl, for 72 h at 20°C. A dash indicates no triplex formatidrzor

this TFO, the concentration dependency of the duplex and triplex species does not obey the simple mathematical model described in Experimental

Procedures (see Figures 3D and 5D for examples).

able form triplexes (Table 3 and Figure 2Kp were
comparable for the 21TC (0.25 0.054M) and 21TCOMe
(0.26 £ 0.07 uM) oligonucleotides, whereas the 21TmC
showed a slightly higheKp (0.4 + 0.1 uM) and the
morpholino oligonucleotide and 21 TCmo a 3-fold higkgr
(0.8 £ 0.2 uM). Under the same conditions but in the
presence of 10 mM Mg@l(Table 3 and Figure 2), thkp
were significantly improved (i.e., lowered approximately
3-fold) for the 21TC (0.0 0.01xM) and 21TmC (0.15:
0.03uM) TFOs. No stabilization was noted for the 21TCOMe
(Kp = 0.23 £ 0.06 uM) or for the 21TCmo Kp = 0.8 +
0.2 uM).

At pH 7.2 with no magnesium, triple helix formation was
abolished for 21TC (Figure 3A). Modified TFOs were still
able to form a triple helix with &p 3 times higher for the
21TCmo (2.2+ 0.5 uM), 9 times higher for the 21TmC
(3.3+ 0.2uM), and 40 times higher for the 21TCOMe (8.7
+ 1.2uM) than those observed at pH 6.0 (Table 3 and Figure
3B—D). In the presence of 10 mM Mg&Kp were improved
from 3.3 to 1.9uM for the 21TmC and from 8.7 to 2 2M
for the 21TCOMe. As previously demonstrated at pH 6.0,
the 21TCmo hybridization with the target duplex appeared
again to be magnesium-independeii = 2.2 + 0.5 and
2.4+ 0.4 uM with or without 10 mM MgC}, respectively).

precipitation occasionally occurred under these conditions.
This precipitation was even more pronounced for UV melting
experiments and prevented a reliable analysis of the melting
profile in the presence of copper. For these reasons, results
concerning the effects of Guon triple helix formation were
based solely on EMSA experiments, which are reported in
Figures 4 and S3 and their quantification in Figure 5).

At pH 7.2 in 140 mM KCI and 2.5 mM NacCl, the natural
phosphodiester TFO 21TC does not form a triple helix, as
shown in Figures 3A, 4 (lines M CuCly), and 5A. This
inability was overcome in the presence of 4l CuCl, or
higher (Figures 4 and 5A). No triplex formation was observed
below 40uM CuCl, even for higher 21TC concentrations
(data not shown). For 16M 21TC, 100uM Cu?* allowed
96% triplex formation, and this ability decreased proportion-
ally with 21TC concentration: 64% of the triplex was formed
at 5uM 21TC, 39% at 2.5:M, and only 15% at M. No
triplex formation was seen with 08V 21TC. Triple helix
formation with modified TFOs was also improved with
increasing C#" concentrations (see Figures 5B,C,E and S3;
those TFOs were already able to form a triplex at pH 7.2, in
the absence of divalent cations).

At low oligonucleotide concentration (08 21TC, 0.1

uM 21TmC, 0.2uM 21TCOMe, 0.5uM 21TCmo) where

Results described here are in general agreement with whainone of the TFOs can form a triple helix at pH 7.2, the

was observed with UV melting experiments and confirm that
theD. melanogastefAAGAGAG), satellite repeat can form

a classical pyrimidine triplex in vitro. However, one should

note that, inT,, experiments, the 21TCmo oligonucleotide

allowed the formation of the most stable triplex under a

addition of CuC} was unable to promote triplex formation.
These observations suggest that'Ceould shift the reaction
equilibrium toward triplex formation by changing the local
binding conditions but that the binding limit was still dictated
by the TFO concentration. Furthermore, the capacity of

variety of experimental conditions (see Table 2) whereas this CuCk to overcome pH dependency and to allow binding of

observation was not confirmed for all EMSA experiments
(Table 3). Such differences could be the result of kinetic
factors and/or illustrate the observation that a highedoes
not necessarily reflect a higher stabilith@®) at a given

temperature, depending on the enthalpy of the reaction.

Another reason we observe differences betw&gnand

EMSA experiments could be because they were not per-

formed strictly under the same conditions of pH and salinity.
Triple Helices with Natural and Modified Oligonucleotides

in the Presence of Cti. EMSA AnalysisThe effect of Cé"

on triple helix formation was then investigated. No CuCl

concentration higher than 100M was tested because

the 21TC at pH 7.2 is only partial, as the resultidg are
still higher than at pH 6.0 (see Table 3).

To compare the effect of Ction triple helix formation,
Kp were determined by plotting the fraction of the remaining
duplex versus the TFO concentration for a given concentra-
tion of CuCb. For each oligonucleotidé&y variations were
plotted versus the Cuglconcentrations (Figure 5E). The
presence of Cii promoted the binding of the 21TC TFO to
the 40 RY duplex, and the relaté&g ranged from 12.4M
(for 40 uM Cu?*) to 3.0uM (for 100 uM Cu?*). No binding
was observed for Cti < 20 uM. The Kp of the modified
TFOs were lowered (for Cugtoncentrations ranging from
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Ficure 5: Copper concentration dependency of the triplex formation for different TFOsCJAp were calculated by plotting and fitting

the fraction of remaining duplex determined from EMSA experiments versus TFO concentration for a given concentratiop &xaoples

of EMSA are given in Supporting Information. (A) Fit for the 21TC oligonucleotide. 21TC concentrations range from @b CuCl,
concentrations range from 0 to 1@M. (B) Fit for the 21TmC oligonucleotide. 21TmC concentrations range from 0 g5 CuCl,
concentrations range from 0 to 1pM. (C) Fit for the 21TCOMe oligonucleotide. 21TCOMe concentrations range from Qid. ZTuCl,
concentrations range from 0 to 12®. (D) Binding of the 21TCmo oligonucleotide. 21TCmo concentrations range from Q. ZuCl,
concentrations range from 0 to 1@M. No fit was applied here because the triplex formation is not following a simple mass action law.

(E) For each TFO, th&p was plotted against the corresponding Gus@incentration: filled circles, 21TC; filled diamonds, 21TmC; filled
triangles, 21TCOMe; open squares, 21TCmo. For purposes of clarity, only the upper and lower parts of error bars are presented for 21TmC
and 21TCmo, respectively.

0 to 100uM) from 3.3 £+ 0.2 to 1.0+ 0.3 uM for 21TmC helix by C#™ was much more efficient than stabilization

and from 8.7+ 1.2 to 1.7+ 0.4 uM for 21TCOMe (Table by Mg?*. A 100-fold lower copper concentration (1@01

3 and Figure 5). Cii was not able to stabilize clearly the CuCk versus 10 mM MgG) led to an equal or loweKp as

21TCmo triplex (see Figure 5D,E). compared to MgGl (Table 3). Second, the stabilization
At pH 7.2, the stabilizing effects of Cughnd MgCh depended on the chemical modification of the TFO. Fot"Cu

appeared to be quite different. First, stabilization of the triple it applied to all TFOs except for the morpholino one and
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could be ordered as follows: 21T€21TmC> 21TCOMe Cw" versus M@". As already elucidated, magnesium
> 21TCmo = 0, while for Mg?" it only applied to the strongly favors purine intermolecular triplex formation and
21TCOMe and 21TmC oligonucleotides. can improve stability of both purine and pyrimidine triplexes

(38, 42—44, 46). In our experiments, we showed that

DISCUSSION magnesium ions did favor pyrimidine triple helix formation

Triple Helix Formation We have shown in this study that  (both at pH 6.0 and at pH 7.2) but were not an absolute
a D. melanogasteAG-rich satellite DNA (AAGAGAG), requisite, in contrast to the case of purine triplexEs 19).
present in the centromeric heterochromatin of all chromo-  When copper(ll) chloride was added to the hybridization
somes, may form a parallel pyrimidine triplex in vitro. As reaction, we observed a rather different effect on triple helix
revealed by UV spectroscopic studies and EMSA experi- formation. C3d" appeared to stabilize the triple helix in a
ments, this pyrimidine triple helix exhibited classical features more efficient manner than Mg, as the required copper
such as pH dependency and stabilization by?Mgpunter- concentrations were .00 times lower. The CU stabiliz-
ions. The use of base-modified TFOs such as 5-methyl-dCing effect was very pronounced for the 21TC and 21TCOMe
and backbone-modified TFOs such &2methyl led to the oligonucleotides (see Figure 5). €ualso significantly
stabilization and reduced pH dependency of triplex formation. stabilized the 21TmC triplex but to a lesser extent (Figure
Whichever TFO was used, the most stable triplexes were5, diamondsKp = 3.3 + 0.2 uM in the absence of Cu
obtained with long TFOs (21mers and 28mers). This length and 1.0+ 0.3xM with 1004M Cu?"). In contrast, the small
dependency, although not unexpected, has never beertlecrease ifKp obtained with 21TCmo was not statistically
reported in the context of a short (seven base) repetitive significant (Figure 5, squares): the morpholino oligonucle-
motif. To our knowledge, this is the first report of triplex otide is as insensitive to the presence ofCas it is to the
formation on a target with a variable number—4) of presence of MY
specific oligopurine-oligopyrimidine motifs. The significant The main difference between &uand Mg*, however,
difference inTy, between three and four repeats suggests was the capacity of the former to allow formation of a triple
that this stability could be further increased with longer helix, at physiological pH, with the 21TC. This is, to our
sequences (five repeats or more). However, two problemsknowledge, the first in vitro demonstration that a modifica-
should be noted with long oligonucleotides. First, self- tion of the DNA environment, other than lowering pH to
association phenomena are more pronounced for longer TFO$elow 7.0 and adding spermine or organic cosolved), (
(see Figure 1A). Second, melting of the triplex appears to can promote the formation of a pyrimidine triplex with an
be complex, with a biphasic character (see Figure 1B). At unmodified phosphodiester TFO. This effect is clearly not a
this time, we cannot predict the practical limit of the number peculiar feature of th®rosophilasatellite sequence as we
of TTCTCTC repeats that can be incorporated in a TFO have observed the same effect for other polyputine
(dozens/hundreds of consecutive AAGAGAG/CTCTCTT polypyrimidine sequences (Lacroix et al., in preparation).
tracts may be found in thBrosophilagenome). This observation suggests that copper may be an important

The Morpholino CaseThe triplex formation with the  factor for pyrimidine triplex formation and stabilization at
morpholino oligonucleotide, at pH 7.2 without magnesium pH 7.0 in vitro. However, we cannot presently assess if
chloride, gave &p consistent with the results obtained with  copper is a general requisite for pyrimidine triplex formation
other morpholino TFOs (L. Lacroix et al., in preparation; at pH 7.0 as many factors, including a longer DNA chain,
34). Surprisingly, the 21TCmo appeared to be the least other divalent cations, or spermine, may permit it.
sensitive to increasing pH from 6.0 to 7.2, asKisis only Little is known about interactions between divalent cations
lowered 3-fold (versus 15- and 40-fold for 21TmC and and pyrimidine DNA triplexes. Since Mg association is
21TCOMe, respectively) in the absence of MgQThis result essentially limited to nonspecific electrostatic (labile) interac-
confirms what Lacroix et al. have already observed with a tion with the anionic oxygen atoms of the phosphodiester
16mer morpholino TFO34) but is in contradiction with what ~ backbone 45), it can be assumed that its activity as a
Basye et al. observed in the Her-2/neu promoter as their counterion is responsible for the triplex stabilization. Obvi-
morpholino TFOs exhibit poor binding at pH 7.25). Little ously, such an interaction with DNA cannot overcome the
is known about triplex formation with morpholino TFOs, pH dependency of the pyrimidine triplex formation. Other
but it is now clear that the behavior of such TFOs is not divalent metal cations and especially copper ions are known
canonical. This is in line with the observation that, for all to bind to DNA by forming relatively stable bond(s) with
EMSA experiments with 21TCmo, the concentration depen- specific groups on the nucleosidés. In such a context,
dency of the remaining duplex band cannot be properly fitted copper ions have a preferential affinity for guanine (espe-
with a simple model. In addition, the effect of magnesium cially by coordination with M and Ns, which are accessible
ions is completely different for the 21TCmo compared to in double-stranded DNA) and to a lesser extent for cytosine
the other TFOs used in this study and to DNA TFOs in (by coordination with N and Q) (45, 47). At the macro-
general. Magnesium ions are known to stabilize and acceler-molecular level, C#" has two types of binding sites as

ate the formation of pyrimidine DNA triplexe88, 42—44). determined by flame atomic absorption spectrophotometry
In contrast, we found that the triplex formation with 21TCmo (48) and by electron paramagnetic resonance (EPR) (J.
was independent of the presence of¥lgnd Cu?" ions, Lacoste, unpublished results), one of which results from an
and Lacroix et al. have even shown that Mg@inders interaction with the bases and the other with the phosphate
morpholino triple helix formation 34). As Mg?" ions moiety. We envision that a Ctiion could coordinate the

principally interact with the negative phosphate chardgéy ( N7 of a guanine in a duplex and the; lnd/or Q of atoms
one may propose that this behavior is the result of the of cytosine in the third strand. This would allow a stabiliza-
uncharged morpholino backbone. tion of the triplex without protonation of the cytosine; N
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and, as observed here, a lower pH dependence. Another 16.

possibility is that C&" could bind without intercalation
between bases by coordinating the exocyclicsi@e of the

third strand and the phosphate of the purine strand of the
duplex. This would also allow a stabilization of the triplex
with little structural modification. These two models are not

mutually exclusive.
Biological Releance of Triplexes in Heterochromatim
this study, we showed that tiRrosophilaAG-rich satellite

is able to form a pyrimidine triple helix in vitro. Then we
demonstrated that the pH dependence of this specific triple

helix formation can be overcome by relatively low Tu

17.

18.

19.

20.

21.

22.

concentrations. Recent studies have shown that TFOs can 23.
be hybridized in situ to nondenatured metaphase spreads and

interphase nuclei@) and that triplex-forming DNAs in the

human interphase nucleus can be visualized with DNA ¢

probes and anti-triplex antibodi€s(). We are now focusing
our work on the possibility that this centromebcosophila

region can form triple helices in vivo as the oligonucleotides
we tested are good candidates for probing the heterochro-
matin state during the cell cycle or during stress (heat shock,

chemical shock).
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