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Avant-propos, 

 

Les cellules qui prolifèrent, répliquent d'abord entièrement leur génome pendant la 

phase de réplication (phase S) avant la séparation physique de leur matériel génétique en deux 

ensembles identiques au cours de la mitose. L'une des principales exigences du cycle 

cellulaire est une coordination étroite entre l'achèvement du processus de réplication et/ou la 

réparation des dommages de l'ADN, avec l'entrée des cellules en mitose, ceci afin de 

maintenir l'intégrité génétique essentielle à l'identité et à la survie de la descendance 

cellulaire. Entre la phase de réplication et la mitose, toutes les cellules somatiques exécutent 

de manière reproductible une phase intermédiaire, la phase G2, d’une durée de plusieurs 

heures. Des études ont  révélé que la durée de cette phase est constante pendant les divisions 

cellulaires successives au sein d’un type cellulaire donné. Cependant, les mécanismes 

moléculaires qui contrôlent précisément sa durée au cours d’un cycle cellulaire non perturbé 

restent mal caractérisés. Dans ce contexte, l'objectif principal de mon projet de thèse a  été  de 

d’élucider les voies de signalisation qui contrôlent la durée de la phase G2 et donc l'entrée en 

mitose au cours d’un cycle normal. Notre compréhension actuelle des mécanismes qui 

contrôlent étroitement et précisément la transition vers la mitose souffrent fortement des 

limitations inhérentes à toute procédure de synchronisation pour les approches biochimiques 

et à l'absence de résolution spatio-temporelle. Par conséquent, nous avons utilisé des 

biosensors FRET génétiquement codé (Förster Resonance Energy Transfer) pour analyser la 

régulation spatio-temporelle des activités kinase et déchiffrer les étapes moléculaires 

successives qui contrôlent de façon reproductible l'initiation de la division cellulaire  au sein 

de cellules  vivantes suivi individuellement. En utilisant cette approche, il a été précédemment 
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déterminé que la kinase Cycline B1-Cdk1, facteur universel permettant l’entrée en mitose, est 

soudainement activée en fin de phase G2 et déclenche immédiatement des événements 

cytoplasmiques et nucléaires qui définissent l'apparition de la prophase. Cette kinase 

maitresse est sous le contrôle d’un ensemble de régulateurs directs, des kinases inhibitrices 

(Wee1 et Myt1) et des phosphatases activatrices (Cdc25A, B et C). Son activation soudaine 

révèle qu'une modification rapide de l'équilibre entre ses régulateurs opposés prend place en 

fin de phase G2 par des mécanismes moléculaires qui restent à élucider. Dans ce cadre au 

cours de ma thèse, j'ai étudié le rôle potentiel de la kinase  Polo-like kinase 1 (Plk1) pour 

l’initiation de l'activation de Cycline B1-Cdk1. Plk1 est essentielle lors de la division 

cellulaire et est impliquée dans la maturation des centrosomes, la cohésion des chromatides 

sœurs, l’attachement correcte des kinetochores aux microtubules et au cours de la cytocinèse.  

Plk1 est surexprimé dans de nombreux cancers humains (carcinome colorectal et pulmonaire, 

cancer du sein et de l'ovaire, gliome et mélanome) et constitue une cible thérapeutique 

majeure. Bien que ses rôles au cours de la mitose soient bien caractérisés, sa contribution dans 

la régulation de l'entrée des cellules en mitose reste controversée. En effet, la perturbation de 

l'activité de Plk1 par ARN interférence  ou l'injection d'anticorps anti-Plk1 dans différentes 

conditions expérimentales a donné des résultats contradictoires avec soit un arrêt prononcé en 

mitose ou soit un arrêt des cellules en phase G2. Au niveau moléculaire, Plk1 phosphoryle au 

moins in vitro, plusieurs régulateurs de Cycline B1-Cdk1, tels que Cdc25B & C, et Wee1 et 

Myt1, une manière par laquelle il pourrait contrôler l'entrée des cellules en mitose. Cependant, 

il reste largement inconnu si ces événements de phosphorylation se produisent in vivo et / ou 

s'ils sont initiés avant ou après l'entrée en mitose et s’ils contribuent de manière significative 

au processus de l'activation de CyclinB1-Cdk1 permettant l’entrée en mitose. 
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Partie I: La transition G2 mitose 

A. Historique : Concept de cycle cellulaire 

Les premières observations de la division cellulaire datent d’un siècle et demi. En 

1826, Virchow proposa son célèbre postulat « omni cellula e cellula » signifiant que toute 

cellule naît de la fission d’une cellule préexistante. Ce n’est qu’en 1953 que le concept de « 

cycle » cellulaire fut proposé par Howard et Pelc. En faisant croitre, des racines de germes de 

Vicia faba en présence de l’isotope P
32

, ils marquèrent l’ADN nouvellement synthétisé, révélé 

par autoradiographie
1,2

. Ils montrèrent que l’isotope était incorporé dans l’ADN uniquement 

durant une période de 6h qu’ils nommèrent phase de synthèse (phase S). Par ailleurs, ils 

observèrent que cette phase était comprise entre deux phases de délai : une première phase 

d’une durée de 12h entre la division cellulaire et la réabsorption de l’isotope dans un nouvel 

ADN synthétisé ; et une seconde phase d’une durée de 8h entre la fin de l’incorporation de 

l’isotope et la division cellulaire. Ainsi, Howard et Pelc furent les premiers à proposer un 

découpage du cycle cellulaire en quatre phases avec : une phase de synthèse de l’ADN, qu’ils 

nommèrent phase S, et une phase de division des cellules ou mitose, comprise entre deux 

périodes de délai : une phase pré-S appelée la phase G1 et une phase pré-mitotique appelée la 

phase G2 
1,2

 (figure1). Depuis, le concept de cycle cellulaire a fait l’objet de très nombreuses 

études, et l’utilisation de nombreux modèles tels que les levures, les embryons d’oursins, les 

ovocytes d’étoiles de mer et d’amphibiens, la mouche, le nématode, ou les cellules de 

mammifères en culture ont permis l’établissement d’un modèle général de contrôle du cycle 

cellulaire. 

 

Figure 1 : le cycle cellulaire : Composé de 2 étapes : l’interphase composée des phases G1, S 

(réplication de l’ADN) et G2 ; et la mitose. 
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B. La phase G2 et ses rôles  

 Une exigence majeure de la prolifération cellulaire est le maintien de l'intégrité de 

l'information génétique, essentiel pour l'identité, la survie et/ou le devenir des cellules filles. 

Contrairement aux cellules embryonnaires précoces, les cellules somatiques effectuent une 

phase G2 intermédiaire préparant au processus de division cellulaire. Des travaux récents 

mettent en évidence que la durée de la phase G2 est relativement constante au cours des 

cycles cellulaires successifs pour un type cellulaire donné 
3
. L'importance de la phase G2 pour 

le maintien de l'information génétique et/ou épigénétique ainsi que les mécanismes 

moléculaires contrôlant sa progression, restent très mal caractérisés. Plusieurs rôles ont été 

proposés : 

1) Accumulation de protéines nécessaires pour initier l’entrée en mitose 

La phase G2 est une phase au cours de laquelle de nombreuses protéines sont 

synthétisées, permettant à la cellule de se préparer au processus de division cellulaire. En 

effet, l’accumulation de différents régulateurs essentiels pour l’entrée et la progression en 

mitose tels que Cycline B, Plk1, Aurora-A et Cdc25B, mais également des éléments  

essentiels pour l'assemblage des kinétochores en prophase et la ségrégation des chromosomes 

en mitose tels que CEMP-F et Aurora-B, est initiée au cours de la transition S/G2
4,5

. 

L’accumulation de tels régulateurs est corrélée à l’expression des gènes et la détection des 

ARNm correspondant spécifiquement au cours de la phase G2
6,7

. L’expression de ces gènes 

est non seulement sous le contrôle d’éléments de régulation internes à leurs promoteurs tel 

que les éléments CDE/CHR (Cell cycle Dependent Element/ Cell cycle genes Homology 

Region)
8–10

, mais également de facteurs de transcription tels que FoxM1 (Forkhead box 

protein M1), NF-Y (Nuclear transcription factor Y), B-Myb-E2F, E2F4 et CDF-1
5,9,10

. Alors 

que les éléments CDE/CHR, CDF-1, E2F4 régulent négativement la transcription en phase 

G1, les éléments FOXM1, B-Myb-E2F, NF-Y l’activent de spécifiquement en phase G2. 

Suite à son expression en phase G2, la kinase Polo like kinase 1 (Plk1) participe à l’activation 

de l’expression de son propre gène en stimulant l’activité du facteur de transcription FoxM1
11

. 

Cependant, la stimulation de l’activité de FoxM1 par Plk1 requiert un événement d'amorçage 

dépendant de la pré-phosphorylation par une Cdk
12,13

. Dans ce cadre, il a été montré que 

FoxM1 est également régulé par une activité Cycline A2-Cdk qui augmente au cours de la 
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transition S/G2 suggérant ainsi que Cycline A2-Cdk1/2 et Plk1 pourraient collaborer pour 

activer FoxM1
13,14

. (Résumé figure 2) 

 

Figure 2 : L’accumulation des régulateurs de l’entrée en mitose en phase G2 est régulée par 

de multiples facteurs de transcription. 

 

2) Terminaison du processus de réplication de l’ADN 

Sous certaines conditions, la phase G2 pourrait permettre de terminer la réplication de 

certaines régions du génome notamment lors d’un stress réplicatif conduisant à un 

ralentissement de la machinerie  de réplication. En accord avec cette hypothèse, il a été mis en 

évidence que la machinerie de réplication est toujours compétente en phase G2, dans des 

cellules possédant un ou plusieurs micronoyaux 
15

. Cette réplication tardive, principalement 

prise en charge par la polymérase Pol , est exacerbée dans des conditions de stress réplicatif 

(traitement des cellules avec l’aphidicoline un inhibiteur des polymérases) 
15,16

.  Parmi les 

régions du génome dont la réplication pourrait se poursuivre en phase G2 figurent les sites 

fragiles communs, les régions centromériques et téléomériques, qui sont caractérisées par un 

faible nombre d’origines de réplication actives 
17

. Par ailleurs, de nombreuses études ont mis 

en évidence que ces régions possèdent des expansions de répétitions de nucléotides (mini-

satellites riches en AT, tri-nucléotides CGG) qui ont la capacité d’adopter des structures 

secondaires bloquant la progression des fourches de réplication et pouvant ainsi favoriser 

l'apparition de cassures de l’ADN 
18–21

. En accord, Le Beau et collaborateurs furent les 

premiers à proposer la possibilité d’une réplication tardive en phase G2, en travaillant sur le 

site fragile FRA3B
22

. Leurs travaux ont permis de proposer que certaines cellules pouvaient 

entrer en phase G2 (immunomarquage Cycline B) sans avoir achevées leur réplication 

notamment au niveau du site fragile étudié (FISH + marquage BrdU) 
22

. Néanmoins, jusqu’à 

présent cette réplication tardive  a été essentiellement mise en évidence soit en conditions de 
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stress réplicatif soit au sein de cellules tumorales, ainsi il reste à déterminer si c’est 

effectivement le cas dans des conditions non perturbées et au sein de cellules non 

transformées. 

3) Mise en place de marques épigénétiques et identité cellulaire  

De multiples modifications épigénétiques ont été décrites en phase G2 telles que la 

méthylation, la déacétylation ou la phosphorylation d’histones, qui pourraient être important 

pour le maintien de l’intégrité génétique 
23-31

 
23,24

.  Par exemple, Monier et collègues ont 

montré que la triméthylation de l'histone H3, initié en phase G2, favorise le recrutement de la 

kinase Aurora-B au niveau des régions centromériques et péri-centromériques
24

. Dans ces 

conditions, Aurora-B peut alors phosphoryler l’histone H3 sur le résidu Ser10 conduisant à la 

dissociation du facteur de remodelage de la chromatine Heterochromatin Protein 1 (HP1) 

(figure 3).  

 

Figure 3 : Phosphorylation de l’histone H3 en phase G2 

Une perturbation de ces marques épigénétiques peut conduire à un changement de la 

topologie de la chromatine, de manière globale ou locale (notamment au niveau des régions 

centromériques et péri-centromériques), avant l’entrée en mitose 
24–26

. En accord, Heit et 

collaborateurs ont mis en évidence que l’inhibition de la trimethylation de la chromatine au 

niveau de H3K9 et H4K20, en phase G2 par traitement AdOx, affecte la topologie de 

l’hétérochromatine péri-centromérique conduisant à l’activation des mécanismes de 

surveillance en mitose (Spindle Assembly Checkpoint) 
23,24

. De manière intéressante, 

l’inhibition de ces marques épigénétiques peut également conduire, de manière transitoire, à 

un ralentissement de la progression G2-mitose via l’activation d’un « antéphase checkpoint » 

dépendant de l’activation des protéine p38 et chfr 
27–29

. D’autres expériences de perturbations 

de ces marques épigénétiques mettent également en évidence une ségrégation incorrecte des 

chromosomes en mitose, suggérant que celles-ci pourraient être requises pour la topologie de 

la chromatine centromérique/ou l'assemblage des kinétochores 
30,31

. Enfin une autre 
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possibilité  serait que l’inhibition de ces modifications épigénétiques en G2 pourrait perturber 

l’identité de la descendance cellulaire, mais cette dernière proposition reste à être explorer.  
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C. L’entrée en mitose  

1) Le MPF, un facteur universel conduisant à  l’entrée en mitose 

C’est dans les années 1960-1970 que fut découvert le facteur universel permettant 

l’entrée des cellules en mitose. Ce sont les travaux de Masui et collaborateurs réalisés à partir 

d’ovocytes d’amphibiens Rana pipiens qui furent les plus marquants
32

. En effet,  leurs 

expériences ont permis, pour la première fois, l’identification d’un facteur cytoplasmique 

responsable de la rupture de l’enveloppe nucléaire et l’émission du premier globule polaire 

(maturation méiotique) d’un ovocyte arrêté en prophase de première division de méiose 

(assimilé à la phase G2)
32

 (figure 4). Ce facteur provenant d’un ovocyte bloqué en métaphase 

de deuxième division fut alors nommé Maturation Promoting Factor (ou MPF). Par la suite, 

d’autres travaux ont mis en évidence que ce facteur était aussi bien requis pour l’entrée en 

méiose qu’en mitose, il fut donc renommé « M-phase/Mitosis Promoting Factor » 
33

. A la 

même époque, le MPF fut isolé et caractérisé dans les cellules humaines 
6
, des ovocytes de 

Xénope 
34

 et de Drosophile 
35

 démontrant ainsi son universalité pour le contrôle de la 

transition G2/M. 

 

 

Figure 4 : La découverte de l’activité MPF à partir d’ovocytes de Rana pipiens. 

L'injection du cytoplasme prélevé dans un ovocyte II maturé (bloqué en métaphase II) dans un 

ovocyte I, induit l'entrée en méiose de ce dernier. Cette expérience permis l’identification  

d’un facteur cytoplasmique, appelé MPF, suffisant pour induire l’entrée en méiose. 
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Depuis le début des années 1980 et les progrès de la génétique et de la biologie 

moléculaire, les recherches se sont orientées vers la compréhension du contrôle moléculaire 

du cycle cellulaire. Hartwell et collaborateurs furent les premiers à montrer que la progression 

du cycle cellulaire est régulée par l’expression de certains gènes 
36–38

. Des cribles génétiques 

correspondant à des mutations thermosensibles réalisés chez S. cerevisae permirent 

l’isolement de souches mutantes arrêtées en des points spécifiques du cycle cellulaire, 

conduisant à l’identification d’une centaine de gènes impliqués spécifiquement dans le 

contrôle de la progression dans le cycle cellulaire
39

. Ces gènes furent alors nommés Cdc pour 

« cell division cycle » 
39

. Parmi eux, Cdc28 a été identifié comme étant un gène contrôlant la 

progression en phase G1 et fût ainsi appelé gène « start »
40

. Selon le même principe, un crible 

génétique chez S. pombe fut établit par Paul Nurse, permettant également l’isolation de 

mutants Cdc dont l’étude permit la caractérisation notamment d’un gène équivalent au gène 

Cdc28  trouvé par Hartwell 
41

. Ce gène, appelé Cdc2, codant pour une protéine kinase 

d’environ 34 kDa, contrôle à la fois la transition G1/S et G2/M
41

. 

Au début des années 90, le MPF purifié à partir d’ovocytes d’amphibiens, fut 

caractérisé comme étant un hétérodimère composé de deux protéines, une de 34 kDa et l’autre 

de 45 kDa 
42,43

 (figure 5).  Alors que la protéine de 34 kDa fut corrélé aux protéines p34Cdc2 

et Cdc28 de S. pombe et S. cerevisiae, respectivement 
42,43

, le deuxième composant de 40 à 60 

kDa, suivant les organismes, fut identifié comme une protéine Cycline : la Cycline B 
34,43,44

. 

La Cycline B étant déterminée comme la sous-unité régulatrice de la protéine kinase, Cdc2, la 

sous unité catalytique, fut alors renommée Cdk1 pour « Cyclin-dependent kinase 1 »
45

.  

 

Figure 5 : Représentation tridimensionnelle du facteur  MPF composé de la sous unité 

régulatrice Cycline B et de la sous unité activatrice Cdk1, adapté de 
46

. 
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L’étude de la structure moléculaire de Cdk2 humaine a permis de classifier les Cdk 

dans la  famille des protéines Ser/Thr kinase notamment caractérisées par une large boucle 

flexible ou « T-loop » constituant la « boucle d’activation » 
47

 ( figure 6). Les Cdks libres sont 

dans une configuration inactive où la boucle d’activation bloque le site catalytique
46

. 

L’association Cycline/Cdk permet un changement de conformation de la sous unité Cdk 

responsable du déplacement de la boucle d’activation libérant ainsi le site de fixation de 

l’ATP et le site de liaison du substrat (domaine carboxy-terminal)
46

. Ainsi pour être 

fonctionnelle, Cdk1 doit obligatoirement s’associer avec sa sous unité régulatrice Cycline B
48

.  

Cette association fait intervenir le domaine PSTAIRE de Cdk1 (une séquence conservée 

xGxPxxxxREx, où x représente n’importe quel acide aminé, dans l’extrémité NH2 terminale), 

et le domaine « Cyclin box » de la Cycline B 
46,49,50

. 

 

Figure 6 : Structure tridimensionnelle de Cdk1 associé à Cks1 adapté de 
46

. 

Chez les mammifères la Cycline B existe sous trois formes : B1, B2 et B3, qui 

diffèrent par leur extrémité amino-terminale 
51

. Dans la plupart des cellules, Cdk1 est 

principalement retrouvé associée soit avec la sous-unité Cycline B1 soit  avec Cycline B2. 

Alors que Cycline B1 joue un rôle essentiel pour la survie cellulaire (une invalidation du gène  

chez le modèle de souris conduit à une mort in utero 
52

), Cycline B2 n’est pas indispensable 

(l’invalidation du gène est viable 
52

). Cette observation suggère que Cycline B1 peut 

compenser la perte de Cycline B2, mais non l'inverse. Cycline B3 quant à elle s’associe avec 

Cdk2, mais ce complexe ne présente aucune activité catalytique
53

. Par ailleurs, la 

surexpression d'un mutant Cycline B3 non-dégradable conduit à un blocage des cellules aux 

transitions des phases G1 / S et G2 / M 
54

. 
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2) Régulation de l’activité du complexe Cycline B1-Cdk1 

Suite à la caractérisation du complexe Cycline B-Cdk1 très rapidement  les premiers 

modèles de régulation furent alors élaborés 
55,56

. L’activité catalytique du complexe porté par 

la sous unité Cdk1 est finement régulé tant au niveau transcritptionel que post-traductionnel
57

.  

a) Régulation de la quantité de Cycline B  

 Régulation transcriptionnelle 

Puisque la concentration de la protéine Cdk1 est à la fois en excès et constante au 

cours du cycle cellulaire, la formation du complexe Cycline B-Cdk1 est essentiellement 

contrôlée par la régulation de la quantité de Cycline B. Les  travaux de Tim Hunt et collègues 

ont  montré que les cyclines mitotiques (Cycline B et A) subissent des cycles périodiques de 

destruction et de resynthèse, en phase avec l’état mitotique 
58

. En effet, le niveau protéique de 

Cycline B faible en phase G1,  augmente à partir de la fin de la phase S  atteint son maximum 

à la transition G2/M, puis diminue pour quasiment disparaître lors du retour en phase G1
4,59,60

. 

L’accumulation progressive de Cycline B1/2 au cours de la phase G2 est associée à une 

régulation  transcriptionnelle du gène correspondant CCNB1/2 
59,60

. En effet, la transcription 

du gène CCNB1/2 suit également des cycles périodique, et ceci lié à  la présence au sein de 

son promoteur d’éléments de régulation interne notamment de deux régions CAAT et une 

région CDE/CHR
9,63,69,70

 (figure 7). 

 

 

Figure 7 : Comparaison de la séquence des promoteurs de Cycline B1 et Cycline B2 

humaines et de souris. Adapté de 
64

.  
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En phase G1, la fixation du facteur CDF-1 au niveau des éléments CDE/CHR, ainsi 

que d’un facteur de transcription répressif de la famille E2F, E2F4, en partenariat avec les 

protéines p107 et p130 (également appelée Retinoblastoma-like 1 et 2 respectivement) au 

niveau des séquences E2F du promoteur, bloque la transcription du gène 
9
 (figure 8). En 

phase G2, la transcription de l’ARN messager de Cycline B1 (et B2) est activée par différents 

facteurs de transcription, dont NF-Y, B-Myb, E2F et FoxM1
5,9,10

 (figure 8). Ces facteurs de 

transcription sont activé par l’augmentation progressive  en phase G2 de l’activité du 

complexe Cycline A2-Cdk 
13,65

. Le facteur de transcription NF-Y est l'activateur principal de 

l’expression du gène CCNB. En collaboration avec les membres de la famille des protéines 

p300 / CBP qui présentent une activité histone acétyltransférase,  il se fixe au niveau des 

boîtes CAAT du promoteur 
9,66

 (figure 8). Enfin, de manière intéressante, il a été montré que 

le promoteur de Cycline B1 se trouve en mitose dans une configuration ouverte lui permettant 

d’être occupé par des facteurs de transcription tels que NF-, conduisant l’expression de 

l’ARN messager de Cycline B1 même en mitose 
67

. 

 

  

Figure 8 : Régulation de la transcription de l’ARN messager de Cycline B1 au cours des 

phases du cycle cellulaire.  

 

 Dégradation protéique 

Des analyses en temps réel montrent que le niveau de Cycline B diminue rapidement 

dès que le dernier chromosome s'aligne sur la plaque métaphasique 
68

. Cycline B possède au 

niveau son domaine NH2-terminal une courte séquence conservée appelée motif de 

destruction, (RxxLxxxN) reconnu par l’ubiquitine ligase APC/C 
69

. Cette séquence est 

indispensable pour sa reconnaissance par l’ubiquitine ligase. En effet, il a été montré qu’ une 

délétion ou des mutations de ce motif conduisent à la réduction ou à l’abolition de 
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l’ubiquitinylation de la Cycline B et sa dégradation 
69

. Afin de reconnaitre ses substrats, 

l’ubiquitine ligase APC/C doit s’associer avec un co-activateur, soit Cdc20,  soit Cdh1 
70

. 

L’APC/C s’associe d’abord avec Cdc20 dès la prométaphase puis avec Cdh1 en anaphase et 

pendant la phase G1. Cette  association coordonnée dans le temps est dépendante d’une 

activité Cdk 
71,72,73,74

 (Figure 9). Chez la levure, une mutation des sites consensus de Cdk1 

dans les sous-unités Cdc27, Cdc16 et Cdc23 de l’APC/C abolit largement sa liaison avec 

Cdc20, suggérant que l’activation du complexe APC/C 
Cdc20

 est amorcée par Cdk1
72

. A 

l’inverse, la phosphorylation de Cdh1 par le complexe Cycline B1-Cdk1 empêche son 

association avec l’APC/C 
73,74

. En anaphase, alors que Cycline B1 est dégradée, le complexe 

APC/C 
Cdh1 

s’active pour permet de maintenir les faibles taux des Cyclines mitotiques tout au 

long de la phase G1 
75,76

( figure 9). 

 

 

Figure 9 : Régulation de l’activité de l’APC/C et de la dégradation des Cycline mitotique au 

cours du cycle cellulaire d’après
70

 

 

 

b) Régulation de l’activité de Cdk1 par phosphorylation déphosphorylation  

De nombreux travaux chez les levures, les mammifères et la grenouille ont permis de 

mettre en évidence que dès lors que le complexe Cycline B-Cdk1 est formé, Cdk1 est 

phosphorylée au niveau de trois résidus (deux chez les levures): une phosphorylation 

activatrice sur le résidu Thr161et deux phosphorylations inhibitrices sur les résidus Thr14 et 

la Tyr15 
77–80

 ( figure 10). 
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 Phosphorylation Thr161 activatrice  

La formation du complexe Cycline B-Cdk1 n’est pas suffisante pour l'activation de 

Cdk1. Cdk1 doit être phosphorylée sur le résidu Thr161, situé au niveau de sa boucle 

d’activation, pour être pleinement active 
81

. Hautement conservée parmi les protéines Cdks, la 

phosphorylation de ce résidu est catalysée par la CAK ou « Cdk-Activating Kinase » 
82

. Il a 

été montré que cette phosphorylation conduit à un changement de conformation de la protéine 

et participe à la reconnaissance et au positionnement des substrats de Cdk1
83,84

. Par ailleurs, il 

a également été proposé que la phosphorylation de ce résidu facilite l'hydrolyse de l'ATP ainsi 

correctement positionné 
83

. 

 Chez les mammifères, la phosphorylation de Cdk1 par la CAK requiert son 

association avec une Cycline ce qui contribue à stabiliser le complexe Cycline-Cdk1 
85

. Chez 

les eucaryotes supérieurs, la CAK est un complexe trimérique composé de Cdk7, de la sous-

unité régulatrice Cycline H, et d’une troisième sous-unité MAT1 permettant de stabiliser 

l’interaction entre Cdk7 et la Cycline H 
86

. De par le faite que  l’abondance des différentes 

sous-unités du complexe CAK, son activité enzymatique et sa localisation nucléaire, ne 

changent pas au cours du cycle cellulaire, la phosphorylation de la boucle d’activation de 

Cdk1 ne constitue pas un élément limitant pour son activation 
87

. Ainsi, bien que la 

phosphorylation de la Thr-161 soit essentielle à l'activation de Cdk1, c’est la formation du 

complexe Cycline-Cdk1 qui constitue la première étape de régulation. La déphosphorylation 

du résidu Thr161 est assurée par les phosphatases de la famille PP2C et/ou PP2A 
88,89

. 

  Phosphorylation inhibitrice des résidus Thr14 et la Tyr15  

L’activité de Cdk1 est également régulée par des phosphorylations inhibitrices jouant 

un rôle central dans le contrôle de l’entrée des cellules en mitose. Initialement identifié chez 

la levure S.pombe, le résidu Tyr15, situé à proximité du site de liaison de l’ATP de Cdc2, joue 

un rôle essentiel pour l’inhibition de son activité 
79

. En effet, la mutation de ce résidu en une 

forme non phosphorylable conduit à une entrée prématurée des cellules en mitose 
79

. Plusieurs 

données moléculaires, biochimiques et cristallographiques ont permis d’étudier le mécanisme 

par lequel la phosphorylation de la Tyr15 régule l’activité de Cdc2 
47,84,90–92

. Ainsi, il a été 

montré que la phosphorylation de ce site ne modifie pas la conformation du complexe 

Cycline-Cdk, contrairement à la phosphorylation du résidu Thr161, mais néanmoins, perturbe 

la liaison des Cdks avec leurs substrats 
84

. Bien que le résidu Tyr15 soit à proximité du site 
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actif, sa phosphorylation n’empêche pas la fixation de l’ATP 
84,90

. En revanche, il a été 

suggéré que le phosphate au niveau de ce résidu, pourrait modifier la conformation et/ou 

l’orientation de l’ATP, participant ainsi, à la réduction du pouvoir catalytique de  Cdk1 
47,84,90

.  

L’enzyme principale responsable de la phosphorylation du résidu Tyr15 est la serine/ 

thréonine kinase Wee1 dont un homologue a été identifié chez tous les eucaryotes. Le gène 

correspondant a été identifié pour la première fois chez la levure S. pombe, lors d'un crible 

génétique qui a permis d’isoler le gène Cdc2 
41,93

. Il a été constaté que l’inactivation de ce 

gène était responsable d’une entrée prématurée des cellules en mitose, avec un taille réduite 

de moitié par rapport au type sauvage 
93

. À l’inverse, la surexpression de Wee1 conduit à un 

prolongement de la durée de la phase G2 avec des cellules jusqu’à quatre fois plus grandes 

qu’en conditions normales
93

. Ces résultats suggérèrent un rôle important de Wee1 dans le 

processus coordonnant la division cellulaire et la croissance cellulaire. Par la suite, une 

deuxième kinase, Mik1 (Mitotic inhibitor kinase 1), également capable de phosphoryler Cdk1 

au niveau du résidu Tyr15 a été identifiée 
94

. Bien que les deux kinases Wee1 et Mik1 

phosphorylent le même résidu, il a été montré que, contrairement à la délétion du gène wee1, 

la délétion de mik1 n’a aucun effet sur la croissance cellulaire 
94

. En revanche, la double 

délétion mik1/ wee1 conduit à un phénotype létal 
94

.  

Un second résidu, situé à proximité de la Tyr15, Thr14 est également phosphorylé 

chez tous les eucaryotes supérieurs 
80,81,95

. La phosphorylation sur ces résidus Tyr15 et Thr14 

maintient Cdc2 dans un état inactif au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire
79,96

. Il a été 

montré que la déphosphorylation de ces deux résidus prenait place à la transition G2 / mitose, 

de manière concomitante avec l'activation de la kinase Cdc2 (test H1 kinase) 
80

. La fonction 

de la phosphorylation du résidu Thr14 a été abordée en étudiant le comportement de formes 

mutantes de Cdc2 dans lesquelles les résidus Thr14 et/ou Tyr15 ont été remplacés par des 

acides aminés non phosphorylables. L'expression des formes mutantes de Cdc2 dans deux 

systèmes hétérologues (Cdc2 de poulet exprimée dans des cellules humaines HeLa 
97

 ou Cdc2 

de souris traduite dans des extraits d'ovocytes de Xénopes 
95

) ont produit des résultats 

similaires : l’expression de mutants simples n’a pas d’effet significatif alors que le double 

mutant entraîne une activation prématurée de la kinase Cycline B-Cdc2 et une entrée 

prématurée des cellules en mitose. Ces résultats suggèrent que la phosphorylation d’un des 

deux résidus est suffisante pour empêcher l'activation de Cdc2. Ainsi, la déphosphorylation 

des deux résidus est une étape obligatoire pour l’initiation de l’entrée des cellules en mitose
80

. 
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En parallèle, différentes études ont montré que l’expression d’un mutant non phosphorylable 

de Cdk1 sur les résidus Thr14 et Tyr15 (Cdk1 AF) dans des cellules de mammifères 

compromet le déroulement normal du cycle cellulaire
98

. En effet, l’expression de cette forme 

mutante induit une entrée prématurée des cellules en mitose suite à une réplication incomplète 

du génome 
98

. Ainsi, il a été proposé que la phosphorylation des résidus Thr14 et Tyr15 

permet à la cellule d'atteindre une concentration suffisante de complexes Cycline B1-Cdk1 

nécessaire pour le bon déroulement de la mitose 
56,99

. 

À la recherche de la protéine humaine capable de compenser la perte de fonction du 

gène Wee1 chez la levure S.pombe, Igarashi et collègues ont identifié l’homologue humain de 

la kinase Wee1 (huWee1) 
100

. Bien que des différences structurales existent entre la kinase 

Wee1 humaine et son homologue chez S.pombe 
101

, la surexpression de la kinase huWee1 

conduit également à un arrêt des cellules humaines en phase G2 
102

. La kinase humaine a une 

taille beaucoup plus petite que son homologue chez la levure avec 214 acides aminés en 

moins dans la région régulatrice amino-terminale 
101

. Son domaine catalytique possède 

seulement 29 % d’identité avec la kinase Wee1 de S.pombe 
103

. Contrairement à son 

homologue chez la levure qui est capable de phosphoryler les deux résidus Tyr15 et Thr14, la 

kinase huWee1 phosphoryle exclusivement le résidu Tyr15, suggérant qu’une deuxième 

kinase est requise pour phosphoryler le résidu Thr14 de Cdc2 
101,103,104

.  

La kinase Myt1 (Membrane-associated tyrosine and threonine specific Cdc2 inhibitory 

kinase 1), de séquence très similaire à la kinase huWee1 (46% d’identité) 
105

, a été 

initialement identifiée dans les fractions membranaires d'extraits d'ovocytes de Xénopes 
106

. 

Myt1 est responsable de la phosphorylation du résidu Thr14, et est également capable de 

phosphoryler le résidu Tyr15 sur Cdc2 
106–109

. De manière remarquable, une corrélation 

temporelle a été mise en évidence entre la phosphorylation des résidus Thr161 et Thr14, 

suggérant que Myt1 pourrait inactiver rapidement les complexes Cycline B1-Cdk1 suite à leur 

assemblage
110,111

.  

Enfin, il est intéressant de noter que contrairement à la kinase Myt1 qui phosphoryle 

exclusivement Cdc2, la kinase Wee1 est capable de phosphoryler à la fois Cdc2 et Cdk2, 

suggérant son implication dans la régulation de la phase S, et la transition G2/mitose 
101,112

.  
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 Déphosphorylation activatrice des résidus Thr14 et la Tyr15 

C’est par la même approche génétique que Nurse et collaborateurs ont  identifié la 

phosphatase Cdc25 s’opposant à l’activité des kinases Wee1 et Mik1, chez la levure S.pombe 

94,113
. En effet, il observa que la délétion de Cdc25 entraîne un arrêt du cycle cellulaire à la 

transition G2/mitose, et qu’à l’inverse sa surexpression induit une entrée prématurée des 

cellules en mitose de manière dose-dépendante 
113

. La délétion de Cdc25 associée à un arrêt 

des cellules en fin de phase G2, est caractérisée par une accumulation de complexes Cycline 

B1-Cdc2 inactifs, phosphorylés sur le résidu Tyr15 
79,114

. Chez Drosophila melanogaster, 

l’homologue de la phosphatase Cdc25, stg fût décrit comme un élément essentiel contrôlant le 

timing et la localisation des divisions cellulaire au cours de l’embryogenèse 
115

. D’autre part, 

chez Xenopus laevis l’addition de protéine Cdc25 purifiée en excès dans des extraits 

d’ovocytes conduit à la déphosphorylation prématurée du résidu Tyr15 et à l’activation du 

complexe Cycline B-Cdk1, détectée par la phosphorylation de l’histone H1 
116,117

. Dans ce 

cadre, plusieurs équipes ont montré que Cdc25 est responsable de la déphosphorylation de 

Cdk1, de manière directe, sur son résidu Tyr15 
116,118–121

. 

La phosphatase Cdc25 est une phosphatase atypique appelée Dual-Specificity 

Phosphatase (DSPase) 
122

. En effet, en plus de posséder un motif HCX5R commun à toutes 

les tyrosine phosphatases, Cdc25 présente également une forte identité avec la phosphatase 

VH1 du virus de la vaccine, au niveau de son domaine Carboxy-terminal 
120

, ce qui lui donne 

la  particularité de pouvoir déphosphoryler à la fois des résidus sérine et tyrosine 
123

. Ainsi 

Cdc25 est responsable de la déphosphorylation à la fois du résidu Tyr15 mais également du 

résidu Thr14, ce qui conduit à l’activation de Cdk1 chez les eucaryotes supérieur 
124

. 

Des homologues de Cdc25 sont présents chez tous les eucaryotes 
125

. Chez l’homme, 

le génome comprend trois gènes codant pour des isoformes de Cdc25 (Cdc25A, B et C), 

chacune soumise à plusieurs épissages alternatifs 
125–127

. Cdc25A, B, C sont capables de 

déphosphoryler Cdk1 et Cdk2, alors que seule Cdc25A est capable de déphosphoryler le 

complexe Cycline D-Cdk4/6 présent en phase G1
34,124,128

. 

L’analyse du rôle des Cdc25s chez la souris a permis de mettre en évidence une 

redondance fonctionnelle partielle 
129–131

. En effet, seule l'invalidation du gène Cdc25A est 

létale chez la souris à un stade précoce de l’embryogenèse (5-7ème jours) 
129

. Les souris 

invalidées pour le gène Cdc25B et/ou Cdc25C ne présentent pas de phénotypes particuliers en 

dehors d’une stérilité chez les femelles liée à une incapacité des ovocytes à maturer 
130,131

. Les 

cellules fibroblastiques (MEF; Mouse Embryonic Fibroblasts) Cdc25B
 -/-

 et Cdc25C 
-/-
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présentent une prolifération et une réponse aux lésions de l'ADN normales 
129,132

. Cependant, 

il est intéressant de noter que l'inactivation conditionnelle de Cdc25A chez l'adulte, à l’inverse 

de l’embryon, est compensée par Cdc25B et/ou Cdc25C 
132

.  

 

Figure 10 : Régulation de l’activité du complexe Cycline B1-Cdk1 chez les mammifères. 

 

 

c) Distribution subcellulaires de Cycline B1-Cdk1 et ses régulateurs direct  

Bien que Cycline B transite constamment entre le noyau et le cytoplasme, sa 

localisation, en interphase, est majoritairement cytoplasmique
133–135

. En effet, Cycline B 

possède une séquence d’export nucléaire (NES), également appelée Cytoplasmic Retention 

Signal (CRS), située au niveau de son domaine NH2-terminal. Cette séquence est reconnue 

par le facteur d’export nucléaire exportine 1 ou CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1), 

responsable d’un export plus rapide de Cycline B au cytoplasme 
133–135

. À la fin de la phase 

G2, une fraction de Cycline B1 est également retrouvée associée aux centrosomes 
133

.  

Au cours de la prophase, Cycline B1 en association avec Cdk1 s’accumule rapidement 

au noyau avant la rupture de l’enveloppe nucléaire 
133

 (figure 11). Il a été montré que cette 

accumulation nucléaire est essentielle pour l'initiation d’évènements pré-mitotique, comme la 

condensation de la chromatine et la rupture de l’enveloppe nucléaire 
134,136–139

. Les 

mécanismes moléculaires responsables de cet import sont restés un temps controversés. 

Initialement, il a été proposé que Plk1 pourrait être responsable de l’import nucléaire de 

Cycline B1 en prophase notamment via la phosphorylation d’un résidu (Ser147) localisé dans 

la séquence NES 
140

. Des travaux ultérieurs ont infirmé ce modèle et montré que Plk1 n’est 

pas responsable de l’import nucléaire de Cycline B1 
141,142

. En prophase, l’activation initiale 
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de Cycline B1-Cdk1 dans le compartiment cytoplasmique déclenche sa translocation 

nucléaire via une stimulation de sa vitesse d’import ~ 40 fois plus rapide 
142,143

. Cette 

translocation est vraisemblablement liée à une modification de la machinerie de transport 

nucléaire suite à l’activation de Cycline B1-Cdk1 
142

. Enfin, en mitose, une fraction de 

Cycline B1 est retrouvée liée au centrosome et au fuseau mitotique
133,144

. 

 

L’import dans le noyau de Cycline B1 a également été observée lors d’un arrêt 

irréversible des cellules en phase G2, en réponse à l’induction d’important dommages à 

l’ADN
145

. Dans ces conditions, il a été montré que l’import de  Cycline B1 ne dépendait pas 

de l’activité du complexe Cycline B1-Cdk1, mais de l’activation des protéines p53 et p21. p21 

hautement activée par p53, va séquestrer Cycline B1 au noyau, conduisant à sa dégradation, 

dépendante du complexe APC/C 
Cdh1 146

. 

 

Figure 11 : Suivi spatio-temporel de Cycline B1 au cours de la transition G2-mitose. 

Cellule humaine HeLa exprimant stablement Cycline B1 fusionnée à un variant GFP 

(mRuby). 

Chaque régulateur direct du complexe Cycline B1-Cdk1 a une distribution 

subcellulaire qui lui est propre ce qui permet  une fine régulation du complexe (figure 12). 

Tandis que Wee1 est exclusivement localisée au noyau en interphase, Myt1 est retrouvée 

associée à des structures membranaires au niveau du réticulum endoplasmique et de l’appareil 

de Golgi 
108,109,134

. En effet, Myt1 possède un segment transmembranaire, situé en dehors de 

son domaine catalytique
109

. Ce segment composé d’acides aminés hydrophobes ou non 

chargés, flanqués aux deux extrémités par un résidu basique (lysine ou arginine), lui permet 

d'être une protéine intégralement membranaire
109

.  

En ce qui concerne les phosphatases Cdc25A B&C, ce sont des protéines qui  

transitent en permanence entre le noyau et le cytoplasme. La présence de séquences NLS et 

NES respectivement positionnées en partie amino et carboxy-terminale, est indispensable à 

cette distribution spatiale dynamique 
147–149

. Cependant, Cdc25A est majoritairement localisée 

au noyau grâce à sa séquence NLS forte 
147

. En effet, l’expression d’une forme de Cdc25A 

1 image / 8min 

NEBD 
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avec une séquence NLS non-fonctionnelle conduit à une redistribution de la protéine au 

cytoplasme 
147

. Bien que Cdc25B possède des séquences NLS et NES assez proche de celle 

de Cdc25A, sa distribution intracellulaire au cours de la progression en phases S et G2 reste 

mal caractérisée. Pour autant, il a été proposé que Cdc25B soit localisé au noyau en phase S et 

début de phase G2 puis s’accumule au cytoplasme au cours de la progression en phase 

G2
150,151

. De manière intéressante, l’expression d'une forme de Cdc25B possédant une 

séquence NES non fonctionnelle diminue sa capacité à induire l’entrée des cellules en mitose, 

ce qui suggère que l’activité de cette phosphatase au cytoplasme est requise pour activer Cdk1 

148
. Enfin, Cdc25C est majoritairement cytoplasmique pendant l'interphase et s'accumule dans 

le noyau uniquement en fin de prophase, ce qui est vraisemblablement lié à l’augmentation de 

la perméabilité des pores nucléaires
136

. Plusieurs travaux ont mis en évidence que sa 

localisation cytoplasmique prédominante en interphase dépend à la fois d’une séquence NES 

et de l’interaction de Cdc25C (HsCdc25C et XlCdc25C) avec des protéines 14-3-3
152,153

 . 

 

 

Figure 12 : Localisation subcellulaire des régulateurs du complexe Cycline B1-Cdk1 
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3)  Cinétique d’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 au cours de la progression 

G2-Mitose 

 De par la grande complexité des mécanismes de régulations du complexe Cycline B1-

Cdk1, la succession des étapes moléculaires qui prennent place au cours de la progression en 

phase G2 et qui aboutissent à l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 reste mal 

caractérisée. L’une des questions fondamentales abordée par de nombreuses études a été de 

déterminer à quel moment et/ou dans quel compartiment subcellulaire l’activation initiale du 

complexe Cycline B1-Cdk1 prend place au cours de la progression G2-mitose.  

Pour répondre à cette question, il a été développé un pseudo-substrat spécifiquement 

phosphorylé par Cycline B1-Cdk1, et non par les complexes Cycline E-Cdk2 ou Cycline A2-

Cdk2, dont les propriétés de fluorescence varient en fonction de son état phosphorylé versus 

non phosphorylé (Biosenseur FRET : Förster Resonance Energy Transfer) 
136,144

. En utilisant 

cette approche expérimentale, la cinétique d'activation de Cycline B1-Cdk1 a pu être analysée 

en temps réel, dans chaque cellule suivi individuellement par des techniques de vidéo-

microscopie. Les auteurs ont pu déterminer que l’activation initiale du complexe Cycline B1-

Cdk1 prenait place de manière parfaitement reproductible en fin de phase G2, ~ 20 min avant 

la rupture de l'enveloppe nucléaire (NEBD) dans les cellules humaines 
144

. De manière 

remarquable, cette activation initiale est suffisante pour initier plusieurs événements 

cellulaires, dont l’import nucléaire du complexe Cycline B1-Cdk1, et ainsi permettre l’entrée 

en prophase 
136,144

. Cette activation est ensuite suivie d'une augmentation progressive de 

l'activité Cycline B1-Cdk1 au cours de la prophase
136

 (figure 12). Par ailleurs, il a été mis en 

évidence que différents niveaux d'activités permettent de contrôler différents évènements 

cellulaires comme la rupture de l’enveloppe nucléaire 
136

. Ces résultats suggèrent que 

l’activation progressive de Cycline B1-Cdk1 lors de l'entrée en mitose est un moyen de 

coordonner la réorganisation cellulaire. L’activation initiale du complexe Cycline B1-Cdk1 

suggère qu’un changement rapide de l’équilibre entre les activités opposées des kinases 

inhibitrices (Wee1&Myt1) et des phosphatases activatrices (Cdc25A, B, C) prend place en fin 

de phase G2 par des mécanismes moléculaires qui restent à élucider. 
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Figure 13 : Suivi en temps réel de la cinétique d’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 au 

cours du cycle cellulaire.  

L’activité du complexe Cycline B1-Cdk1 a été analysée en temps réel par vidéo-microscopie 

dur cellule vivante via l’utilisation d’un biosenseur FRET représenté en haut à gauche de la 

figure 
136,144

. 

 

 

4) Mécanismes de régulation en amont du complexe Cycline B1-Cdk1 

Au cours d’un cycle cellulaire  normal, plusieurs kinases ont été retrouvées 

participant à la régulation des phosphatases Cdc25s activatrices et des kinases 

Myt1&Wee1 inhibitrices (figure 15). Leur état de phosphorylation joue un rôle primordial 

dans leur abondance, leur localisation et/ou l’interaction avec leurs substrats tout au long 

du cycle cellulaire 
154,155, 156

. 
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a) Régulation de l’activité des phosphatases  Cdc25A, B& C 

 Cdc25A 

L’activité enzymatique de Cdc25A est globalement corrélée avec l’accumulation de la 

protéine 
154

. En fin de phase G1, Cdc25A s'accumule suite à l'activation de la transcription de 

son ARN messager médiée par les facteurs de transcription E2F-1 et c-Myc
157–159

. Cdc25A est 

une protéine relativement instable avec une demi-vie inférieure à 10 min. Deux ubiquitines 

ligases E3 (APC/C et SCF) sont impliquées dans sa dégradation suite à la reconnaissance de 

motifs particulier de Cdc25A
160

. Tandis que le complexe SCF intervient au cours des phases S 

et G2 en réponse à un stress, le complexe APC est requis en sortie de mitose
160

. Pour interagir 

avec Cdc25A , le complexe ubiquitine ligase SCFβ-
TrCP

  nécessite l’intervention des kinases 

p38 Chk1 et/ou Chk2 qui phosphorylent Cdc25A en de multiples résidus serine 
160–164

. 

Cdc25A possède dans son domaine amino-terminal un motif KEN-box exclusivement 

reconnue par Cdh1
160,165

. La surexpression de Cdh1 entraîne une diminution significative du 

niveau protéique de Cdc25A, tandis que la délétion de Cdh1 par ARN interférence provoque 

une augmentation de la quantité de Cdc25A
160,165

. En mitose, le complexe Cycline B1-Cdk1 

va, quant à lui,  permettre la stabilisation  de Cdc25A en phosphorylant ses résidus Ser18 et 

Ser116, ce qui conduit à l’inhibition de l’interaction de Cdc25A avec les ubiquitines ligases 

SCFβ-
TrCP

  et APC/C
Cdh1

 
165,166

. 

 Cdc25B 

Cdc25B est exprimée à partir de la transition S/G2 suite à l’activation de l’expression 

de son ARN messager, sous le contrôle des facteurs de transcriptions NF- et FoxM1 
5,167

. 

Son activité enzymatique qui augmente progressivement au cours de la progression G2-

mitose est régulé par de nombreuses kinases
168,169

 (figure 14).Tout d’abord, il a été montré 

que le complexe Cycline A2-Cdk1/2 phosphoryle Cdc25B conduisant à son interaction avec 

une E3 ubiquitine ligase qui reste à déterminer
170

.  Une autre kinase, pEg3, semble inhiber 

l’activité enzymatique de  Cdc25B en phosphorylant ses résidus Ser169 et/ou Ser323 
151,152

. 

En mitose, Cdc25B est hyperphosphorylée au niveau de sa région amino-terminale, ce qui 

augmente son affinité et son activité envers son substrat  Cycline B1-Cdk1, sans pour autant 

stimuler son activité envers Cycline A2-Cdk1/2
155

. Les kinases mitotiques responsables de 

cette phosphorylation restent mal caractérisées. Dans ce cadre, il a été observé que la kinase 

Aurora-A phosphoryle Cdc25B localisée au centrosome sur le résidu Ser353, et pourraient 
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conduire à l’augmentation de son activité 
171

. D’autres candidats potentiels ont été proposés : 

la kinase CK2 qui phosphoryle et stimule l’activité enzymatique de Cdc25B au moins in 

vitro,
172

  mais également la kinase Plk1 mais dont la signification biologique de la 

phosphorylation reste à étudier 
173

.  

 Cdc25C 

La quantité protéique de Cdc25C ne varie pas significativement au cours du cycle 

cellulaire 
174

 , bien que l’expression de son l’ARN message est initiée au cours de la transition 

S/G2 sous le contrôle des éléments CDE/CHR et des facteurs de transcription E2F sp1 sp3
175

. 

Cdc25C reste inactif pendant la majeure partie du cycle cellulaire
168,176

. Son activité 

enzymatique très faible à l’état non phosphorylé 
155

, ne devient mesurable qu’en fin de phase 

G2
168,176

 (figure 14). En mitose, la phosphorylation sur de multiples résidus stimule son 

activité phosphatase et son affinité pour son substrat Cycline B1-Cdk1 
155

. Plusieurs sites 

phosphorylés par Cycline B1-Cdk1 ont été identifiés : Thr48, Thr67, Ser122, Thr130 et 

Ser214
177

. En plus du complexe Cycline B1-Cdk1, d'autres kinases phosphorylent Cdc25C et 

régulent sa fonction. La kinase C-Tak1 peut se lier et phosphoryler Cdc25C sur son résidu 

Ser216 
178

. Les kinases Chk1 et Chk2 phosphorylent également Cdc25C sur ce même résidu, 

créant ainsi un site de liaison pour la protéine 14-3-3 
156,179,180

. En accord, une mutation du 

résidu Ser216  inhibe l’interaction de Cdc25C avec la protéine 14-3-3 
156

. Tout comme 

Cdc25B, Cdc25C est également phosphorylé par la kinase Plk1 et cette phosphorylation 

stimule son activité enzymatique 
181,182

.  Cdc25C possède un site d’ancrage au niveau de la 

région NH2-terminale, Thr130, reconnu par la kinase Plk1 permettant ainsi sa phosphorylation 

sur de nombreux sites qui reste à déterminer 
183

. Par ailleurs, la phosphorylation de ce site par 

une activité Cdk1 augmente grandement l’interaction de Plk1 avec Cdc25C et sa 

phosphorylation subséquente
183

. Plusieurs questions restent en suspens : tout d’abord à quel 

moment prend place cette interaction Plk1-Cdc25C mais également la phosphorylation de 

Cdc25C par Plk1, quel complexe Cycline-Cdk1 est responsable de la phosphorylation de ce 

site d’ancrage sur Cdc25C, mais également quelle est la contribution relative de ces éléments 

de phosphorylation pour l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 et l’entrée des cellules en 

mitose. 
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Figure 14 : Profil du niveau protéique et d’activité des cdc25s au cours du cycle cellulaire. 

 

b) Régulation de l’activité de la kinase Wee1  

La kinase Wee1 se compose d'une grande région NH2-terminale régulatrice (200- 550 

résidus) très divergente, et d’un domaine catalytique C-terminal (350 résidus) bien conservé 

entre les espèces
184

 . Des analyses réalisées chez le Xénope ont révélé qu'une région de la 

partie N-terminale était importante pour inhiber l’activité de la kinase Wee1
185

. Cette région 

contient une courte séquence (appelé Wee-box), (Val) -Asn-Ile-Asn-ProPhe-Thr-Pro- (Asp), 

relativement bien conservé  entre les divers homologues de la kinase Wee1
185

. L’activité 

enzymatique de la kinase Wee1 augmente progressivement au cours des phases S et G2, 

parallèlement à son niveau protéique 
186,187

. Au cours d’un cycle normal, Wee1 semble être 

dégradé durant la transition G2-M
186–189

, ce qui contribue à une augmentation rapide de 

l'activité du complexe Cycline B1-Cdk1
187,190

. Chez le Xénope, il a été observé que lorsque la 

réplication de l'ADN est achevée, Wee1 se trouve dans un état hyper phosphorylé au niveau 

de son domaine Wee-box ce qui déclenche sa dégradation ubiquitine dependante
191

. 

L'ubiquitylation de Wee1 est pris en charge par le complexe ubiquitine ligase SCFβ
 -TRCP

, 

mais également par l'ubiquitine ligase SCF 
Tome-1

 
192,193

. Plk1 est capable de phosphoryler la 

kinase Wee1 permettant de favoriser l’interaction de Wee1 avec le complexe SCFβ-
TrCP

 
194

. 

Des sites consensus de phosphorylation par Cdk1 ont été identifiés dont deux sites conservés 

chez les vertébrés sont fonctionnellement importants pour inhiber l'activité de Wee1 
190,195

. Le 

site avec un effet plus fort pour l’inhibition de l’activité de Wee1 est le résidu T239 qui est 

phosphorylé peu de temps avant l'entrée en mitose. Par ailleurs, une mutation de ce site en 

forme non phosphorylable  augmente l’inhibition de l'entrée en  mitose
195

. Parmi les candidats 
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potentiels responsable de la phosphorylation de ces sites cdk et en particulier le résidu T239 

figure le complexe Cycline A2-Cdk qui a été retrouvé interagissant avec la kinase Wee1
196,197

. 

c) Cycline A2-Cdk un activateur de l’entrée en mitose 

Plusieurs travaux antérieurs ont montré que le complexe Cycline A2-Cdk, essentiel 

pour l’initiation de la réplication de l’ADN, joue également un rôle dans la régulation de 

l’entrée en mitose
198,199

. En effet, tandis que la micro-injection du complexe Cycline A2-Cdk2 

purifiée et active, dans des cellules HeLa en phase G2, provoque une entrée prématurée des 

cellules en mitose 
200

, son inhibition par micro-injection d’anticorps dirigés contre Cycline 

A2, retarde l'activation du complexe Cycline B1-Cdk1 et l’entrée en mitose 
201

. De manière 

intéressante, l’induction de l’expression d’un mutant dominant négatif de Cdk2 conduit 

également à un arrêt des cellules en phase S et G2 
202

. Par ailleurs, il a été montré que dans 

ces conditions, l’arrêt en phase G2 était associé à une réduction de l’expression de la Cycline 

B1 et d’une augmentation de la phosphorylation de Cdk1 sur son résidu Tyr15. L’idée que 

l’expression de la forme dominante négative de Cdk2 pourrait rentrer en compétition avec la 

formation du complexe Cycline B1-Cdk1 a été réfutée par les auteurs montrant que le 

dominant négatif de Cdk2 n’était pas capable de s’associer avec Cycline B1
202

. Confirmant ce 

résultat, une autre étude a montré que l’inactivation de Cycline A2-cdk via la déplétion de 

Cycline A2 par ARN interférence conduit également à l’arrêt des cellules en phase G2 associé 

à l’inactivation du complexe Cycline B1-Cdk1
203

. L’ensemble de ces études suggère que la 

kinase Cycline A2-Cdk est requise en amont pour l’initiation de l’activation du complexe 

Cycline B1-Cdk1. Cependant le ou les mécanismes par lesquels Cycline A2-Cdk2 intervient 

pour permettre l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 et l’entrée des cellules en mitose 

restent à déterminer. Le niveau d’activité du complexe Cycline A2-Cdk, restreint et finement 

contrôlé en phase S, joue un rôle majeur dans le programme d’activation des origines de 

réplication. Son activité augmente ensuite progressivement en phase G2 et est associée à un 

changement de la sous-unité catalytique de Cdk2 vers Cdk1, dont l’importance biologique 

reste non élucidée
201

. Une hypothèse serait qu’une activité de Cycline A2-Cdk2 ou Cycline 

A2-Cdk1 dépassant un seuil en phase G2 pourrait permettre l’activation des régulateurs du 

complexe Cycline B1-Cdk1 et l’entrée en mitose. Plusieurs scénarios peuvent être proposés 

concernant son mécanisme d’action dans l’entrée en mitose. Cycline A2-Cdk pourrait 

contrôler l’entrée en mitose en modulant l’activité des kinases inhibitrices Wee1 et Myt1 du 

complexe Cycline B1-Cdk1. En faveur de cette hypothèse, il a été montré que le complexe 
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Cycline A2-Cdk2 s’associe avec la kinase Wee1, via la présence de quatre motifs RXL 

reconnus spécifiquement par Cycline A2, et la phosphoryle sur son résidu Thr239. Par 

ailleurs, une mutation de ce résidu Thr239 en une forme non phosphorylable, ou une mutation 

des motifs RXL de reconnaissance, entraine un arrêt des cellules en phase G2
196

. Ces 

observations suggèrent que le complexe Cycline A2-Cdk2 pourrait participer au contrôle de 

l’entrée en mitose en inhibant l'activité de Wee1. Afin de compléter cette étude, il serait 

intéressant d’étudier d’une part à quel moment cette phosphorylation prend place au cours de 

la phase G2 et quelle est sa contribution pour l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 en 

fin de phase G2. Bien que Cycline A-Cdk ne semble pas capable d’activer directement 

Cdc25C
204

, rien ne permet d’exclure que les cibles de ce complexe en phase G2 ne puissent 

être la phosphatase Cdc25A ou B. 

De manière intéressante, alors que Cycline A2 est exclusivement localisée au noyau en 

phase S, elle s’accumule progressivement au cytoplasme au cours de la phase G2
205

. Cela 

laisse entrevoir la possibilité que l’accumulation du complexe Cycline A2-Cdk1/2 au 

cytoplasme où Cycline B1-Cdk1 est majoritairement localisée, puisse jouer un rôle important 

dans l’activation du MPF. Une analyse détaillée du processus conduisant à cette accumulation 

de la Cycline A2 au niveau du cytoplasme et son lien possible avec les régulateurs de Cycline 

B1-Cdk1 pourrait également apporter des pistes concernant le mécanisme d’action de Cycline 

A2 dans le contrôle de l’entrée en mitose. 

 
 

Figure 15 : Régulateurs potentiels en amont du complexes Cycline B1-Cdk1. 
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Partie II : Polo-like kinase 1 un régulateur potentiel de 

l’entrée en mitose 

A. La famille des Polo-like kinases 

1) Découverte de la kinase Polo 

C’est grâce aux travaux de Sunkel et Glover chez Drosophila melanogaster, que la 

protéine Polo fut identifiée. Deux mutants du gène polo furent décrits : une mutation polo
1
 

partiellement létale pour les larves et une deuxième mutation polo
2   

qui s’est avérée quant à 

elle létale. Au sein des larves portant la mutation partiellement létale, il fut décrit, dès les 

premiers stades de développement, des cellules présentant des caractéristiques mitotiques 

aberrantes, avec notamment des pôles et des fuseaux mitotiques branchés et multipolaires, une 

structure anormale des centrosomes ainsi qu’un arrangement circulaire des chromosomes 

(figure 16). Les auteurs observèrent également des défauts de ségrégations des chromosomes 

ainsi que des cellules polyploïdes, mettant ainsi en évidence le rôle essentiel de la kinase Polo 

pour la division cellulaire et la diploïdie des larves au cours du développement
206

 (figure 16). 

 

  

Figure 16 : Phénotypes polo
-1 

décrits chez Drosophila Melanogaster. Images reproduites 

d’après
206

.  

A. Figure d’une cellule avec un fuseau mitotique branché et multipolaire. Panneau de droite: 

représentation graphique.  

B. Figure d’une cellule polyploïde avec des chromosomes circulaires 

C. Figure d’anaphase anormale  

 

 

 

 

 

 

A B C 
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2) Une famille  conservée au cours de l’évolution  

Suite à la caractérisation du gène polo, les homologues dans toutes les espèces ont par 

la suite été identifiés. Ces organismes possèdent une ou plusieurs protéines paralogues de 

Polo ayant des rôles différents au cours du cycle cellulaire 
207

 (figure 17). Chez les levures 

Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, les gènes CDC5 et plo1 

respectivement, présentent une forte similarité de séquence avec le gène Polo
208,209

.  Tout 

comme chez la drosophile, les phénotypes majeurs décrit suite à une perte du gène plo1
+
 ou 

dans mutants thermosensibles Cdc5 
ts
 sont la présence de fuseaux monopolaires ainsi que des 

défauts en sortie de mitose 
208,209

. Chez Caenorhabditis elegans et Xenopus laevis, trois 

protéines homologues de Polo ont été identifiées: Plc1/PLK-1, Plc2 et Plc3 
210,211

 et Plx1, 

Plx2 et Plx3 
212

 respectivement. Parmi ces membres, PLK-1 / Plx1 possède le plus haut degré 

d’identité avec la protéine unique des organismes unicellulaires. Plusieurs rôle de la kinase 

PLK-1 ont été mis en évidence dont notamment un rôle dans la coordination des évènements 

permettant la rupture de l'enveloppe nucléaire durant la maturation méiotique, dans le 

déclanchement au moment opportun de l’entrée des cellules en mitose, ainsi que durant la 

progression et la sortie de mitose 
213–217

. Chez le Xénope, Plx1 a  été identifiée comme une 

kinase régulatrice de Cdc25 à partir d'extraits d’ovocytes 
218

, puis Plx2 et Plx3 ont été 

découvertes à partir d'une banque d'ADNc à partir d’un criblage à faible stringence en 

utilisant un fragment d'ADNc de d’un homologue de la protéine humaine (Plk2) comme 

sonde 
212

. Plx1 s'est révélée être impliquée dans différentes étapes de la division cellulaire, 

incluant la phosphorylation et la translocation nucléaire de Cycline B, l'activation de 

XCdc25C, la maturation des centrosomes, la formation du fuseau bipolaire, l'activation du 

complexe APC/C et la cytocinèse 
219

. Enfin, chez les mammifères  cinq membres de la famille 

polo-like kinase ont été décrit (Plk1, Plk2, Plk3, Plk4 et Plk5 (qui ne possède pas de domaine 

kinase)). Parmi ces membres, seul Plk1 et Plk4 sont essentielles au développement 

embryonnaire
220,221,222

.  
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Figure 17 : Figure résumant les fonctions des protéines de type Polo de différentes  espèces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Gheghiani Lilia– Thèse de doctorat – 2017 

 

39 

 

B. Polo-like kinase 1 : organisation structurelle  

1) Le domaine catalytique  

Plk1 est une serine/thréonine kinase qui possède comme toutes les protéines kinase un 

domaine catalytique au niveau de la région NH2-terminale. Ce domaine permet la 

phosphorylation de résidus sérine et thréonine. Différentes analyses des substrats de Plk1 en 

mitose par des approches phospho-protéomique quantitatives ont permis d'identifier plus de 

400 protéines cibles et de définir un ensemble de séquences consensus pour cette kinase 

223,224
. En plus du motif D/E-X-S/T-Ψ-X-D/E, (où Ψ est un acide aminé hydrophobe) 

initialement décrit par Nakajima et collègues 
225

, plusieurs variations de ce motif ont été 

identifiées, avec soit une exigence absolue pour une asparagine en position -2 (N-X-[S/T] et 

L-N-X-[S/T]), soit une phénylalanine en position +1 ([S / T]- F) 
224

 (figure 18). 

 

Figure 18 : Séquences consensus phosphorylées par Plk1 (adapté de 
224

) 

 

Le domaine catalytique de Plk1 présente 11 sous-domaines caractéristiques et 

spécifiques des sérine/thréonine kinases 
226,227

 . Les motifs contenus dans les sous-domaines 

VI (résidus HRDLKLG) et VII (résidus GTPNYIVPE) sont fortement conservés au sein des 

protéines kinases 
227

. Ces domaines forment la boucle d’activation (T-loop) essentielle pour 

l’activité catalytique de Plk1 
226

. Au niveau de la boucle d’activation, un résidu Thréonine 

(Thr210 pour la protéine Plk1 humaine), est responsable de l’activation de la protéine 

lorsqu’il est phosphorylé 
228

. Le domaine catalytique possède également des motifs 

caractéristiques et spécifiques de la famille des Polo-like kinases notamment la région 

permettant la fixation de l’ATP (poche ATP) avec un motif GxxGGxAxC (résidus 60 à 67) à 
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la place de la séquence consensus CxGxxGxV présente chez les autres sérine/thréonine 

kinases 
229

. Le site de liaison de l’ATP est situé dans une poche formée entre le lobe NH2-

terminal (résidus 37 à 131) et le lobe COOH-terminal (résidus 138 à 330) du domaine 

catalytique. Les deux lobes sont connectés par une région charnière sur laquelle repose les 

interactions avec les substrats 
230

. 

2) Le Polo-box domain ou PBD 

La particularité de la kinase Plk1 provient de son domaine carboxy-terminal appelé 

domaine Polo-box (PBD), identifié à partir d'un crible biochimique comme un domaine de 

liaison aux résidus phospho-sérine/thréonine 
231,232

. Il est constitué de deux boîtes Polo (~80 

acides aminés), PB1 (résidus 411 à 492) et PB2 (résidus 511 à 592) et d’une extension amino-

terminale (résidus 372 à 410), appelée Polo-cap, qui se replie sur PB2 et stabilise la structure 

tridimensionnelle 
231,233

. Ce domaine présente une forte sélectivité pour un résidu sérine en 

position -1 du site phosphorylé (pSer/pThr) et une sélectivité plus faible pour un résidu 

proline en position +1 
183

. La structure tridimensionnelle du domaine Polo-box de Plk1 lié à 

un peptide substrat (résolution 1.9 A) a permis de constater que les boites PB1&2 présentent 

un repliement dans l’espace identique malgré une différence notable entre leur séquence 

primaire (seulement 12 % d’identité) 
233

 (figure 19). Ces boîtes PB1&2  forment une "pince" 

représentées par deux moitiés symétriques d’un sillon dans lequel le phospho-peptide est pris 

en tenaille 
231

 (figure 19) .  

 

Figure 19 : Alignement de séquence et repliement dans l’espace des Polo-box 1 et 2 (adapté 

de
 233

). 
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C. Mécanismes de régulation spatio-temporelle de l’activité de Plk1 

1) Régulation spatio-temporelle 

a) Localisation subcellulaire de Plk1 

Pour réaliser ses fonctions biologiques, Plk1 est recrutée au niveau de nombreuses 

régions subcellulaires très spécifiques au cours du cycle cellulaire 
245,246

.  En phase G2, Plk1 

est recrutée au niveau des centromères, notamment requise pour l’apposition de la protéine 

composante des centromères, CENP-A 
247

. Lors de la transition G2/mitose, Plk1 est enrichie 

au niveau du centrosome et intervient dans sa maturation
248,249

. En prométaphase et 

métaphase, elle apparaît liée à la tubuline au niveau des pôles du fuseau mitotique ainsi qu’au 

niveau des centromères
250

, puis sur le plan équatorial du fuseau mitotique en anaphase 
251

. La 

kinase se maintient ensuite au niveau de la région équatoriale jusqu’à la télophase, puis elle va 

se concentrer au niveau de l’anneau contractile au cours de la cytodiérèse. Enfin, Plk1 se 

retrouve au niveau du pont post-mitotique reliant les deux cellules filles en fin de division 

245,251
 (figure 20).  

 

         G2/prophase                 prométaphase                métaphase                    télophase 

 

Figure 20 : Localisation subcellulaire de Plk1 au cours de la progression G2 mitose (en rouge 

Plk1 en bleu marquage ADN en vert marquage tubuline) (D'après 
246

 ). 

 

b) Régulation de la localisation par l’interaction de Plk1 avec ses substrats 

La localisation de Plk1 est dépendante de ses interactions avec ses cibles. Par exemple, 

en phase G1 et S, Plk1 présent en faible quantité, interagit avec plusieurs facteurs constituant 

le complexe pré-RC tel que Orc2, Hbo1 (human histone acetyltransferase binding to Orc1) 

ainsi que des membres du complexe Mcm (minichromosome maintenance complex : Mcm2, 

Mcm3, Mcm7) ce qui contribue à la localisation de la kinase au niveau des origines de 
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réplication où elle y joue un rôle important 
252–254

. Autre exemple, en prophase, Plk1 est 

recrutée au niveau des bras chromosomiques suite à son interaction avec la protéine Sororine, 

ce qui entraîne la dissociation des complexes de cohésion 
255–257

. En anaphase, Plk1 se 

localise au niveau des kinétochores via son association avec la protéine centromérique 

CENPU (centromere protein U ou PBIPI) 
258,259

. 

 

Une des avancées majeures dans l’identification des différents substrats de Plk1 

dépend du travail de Lowery et collaborateurs qui ont recherché les protéines se liant au PBD 

de Plk1 
260

. Cette étude a permis d’identifier un site consensus d’interaction avec le PBD de 

Plk1 correspondant au motif minimum Ser-pSer/Thr-Pro/X
260

. Suite à des analyses des 

substrats de Plk1 en mitose, par des analyses quantitatives phospho-protéomique, plus de 600 

protéines ont été identifiées pour leur interaction phosphorylation-dépendante avec Plk1 
260

. 

L’interaction entre Plk1 et ses cibles est modulée dans l'espace et le temps par 

l'activité de kinases spécifiques 
183,231,233

. En effet, une grande partie des interactions Plk1-

substrats actuellement caractérisées impliquent généralement un événement d'amorçage 

dépendant de la phosphorylation au préalable de ces substrats par une kinase qui phosphoryle 

la séquence consensus contenant une proline telle que Cdk1 ou les MAPK  
183,231,233,261

. Cette 

étape permet une liaison dite « optimale » de Plk1 avec ses substrats. Par exemple son 

interaction avec la protéine Sororine dépend de la phosphorylation initiale par Cdk1
257

.  

Cependant, Plk1 peut également se lié à ses substrats par un mécanisme d’auto-

amorçage. Dans ce cas, Plk1 phosphoryle son partenaire d’interaction, créant ainsi un 

phospho-épitope reconnu par son domaine PBD. Par exemple, Plk1 phosphoryle PRC1 

(Protein Regulator of Cytokinesis 1) sur son résidu Thr602 au cours de l’anaphase créant un 

site d’interaction avec son PBD, lui permettant ainsi de se localiser au niveau du fuseau 

central 
261,262

. De manière intéressante, Cdk1 phosphoryle également PRC1 sur différents sites 

(Thr470,Thr481)
261

. Cette phosphorylation, contrairement au modèle générale, ne contribue 

pas à la reconnaissance de PCR1 par le PDB de Plk1, mais à l’inverse, est suffisante pour 

empêcher une interaction prématurée avant le début de l’anaphase 
261

.  

L’ interaction de Plk1 avec ses substrats ne nécessite pas toujours la phosphorylation 

du motif consensus et peut également se fixer sur certains substrats de manière 

phosphorylation-indépendante 
263

. C’est le cas par exemple pour la protéine associée aux 

microtubules Map205 chez la drosophile qui recrute Polo sur les microtubules 
263

. De manière 

intéressante, la phosphorylation de Polo au niveau Ser283 par Cdk1 déstabilise le complexe 

Map205-Polo, rendant Polo disponible pour une localisation vers d'autres endroits.  
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Enfin, d’autres modifications post-traductionnelles sont également susceptibles d'avoir 

un rôle dans la localisation de Plk1. Par exemple, lorsque les attaches kinétochores-

microtubules sont sous tension, l’ubiquitine ligase CUL3-KLHL22 mono-ubiquitine Plk1 au 

niveau du résidu Lys492 situé dans son domaine PBD ce qui conduit à la dissociation de Plk1 

avec ses partenaires du spindle assembly checkpoint et sa délocalisation
264

 (figure21).  

 

 
 

Figure 21 : la mono ubiquitinylation de Plk1 au niveau des kinétochores par l’ubiquitine 

ligase CUL3-KLHL22 conduit à sa délocalisation. (d’après 
265

). 

 

c) Trois résidus W414, H538 et K540,  indispensable pour l’interaction de Plk1 avec 

ses substrats  

Différentes études ont permis d’identifier la région du PDB jouant un rôle crucial dans 

l’interaction de Plk1 avec ses substrats 
266,267

. Cette région a été initialement étudiée via 

l’utilisation du modèle de levure S. cerevisiae portant une mutation de Cdc5
-1

 thermosensible. 

Au sein de ces cellules, il a été montré que l’expression de Plk1(humaine) portant une 

mutation sur le résidu W414F dans le polo-box 1 ne permettait pas de restaurer 

fonctionnellement les défauts associés à la mutation Cdc5
-1 268

. Par ailleurs, les auteurs ont 

également observé que cette mutation était suffisante pour délocaliser Plk1 des pôles du 

fuseau mitotique et de l’anneau de cytocinèse en mitose, et ainsi perturber sa fonction à ces 

régions
268

. Des études réalisées dans d’autres organismes ont également confirmé 

l’importance des résidu His538 et Lys540 du domaine PBD pour la localisation et la fonction 

de la protéine 
269,270

. En effet, il a été mis en évidence que l’expression du domaine PBD 

portant les mutations H538K et K540M ne parvient pas à se localiser correctement, suggérant 
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un rôle essentiel de cette région pour une localisation appropriée de Plk1 (figure 22) 
266

. 

Cependant, les travaux de Garcia-Alvarez et collaborateurs ont montré que Plk1 portant les 

deux mutations H538K et K540M était toujours capable de se localiser au niveau des 

centrosomes 
267,271

. Ces trois résidus sont présent dans la région la plus conservée du PBD  et 

sont  impliquées dans la spécificité de reconnaissance des cibles de Plk1 
183

. En effet, la 

mutation des résidus His538 et Lys540 en alanine inhibe l’interaction de Plk1 avec ses 

partenaires, confirmant ainsi leur importance dans le fonctionnement du PBD de Plk1 
183

. 

 

Figure 22 : Le PDB de Plk1 joue un rôle majeur dans la localisation de la protéine 

(d’après
267

). 

 

d) Une séquence NLS contribue à la régulation de la localisation de Plk1 

Plk1 se localise à la fois au cytoplasme mais également au noyau. Généralement  les 

protéines dont la masse moléculaire est supérieure à 50 kDa ne peuvent pas traverser le pore 

nucléaire par diffusion passive. De ce fait,  il a été montré que  Plk1 possède  deux groupes 

d'acides aminés basiques, les résidus 134-136 (RRR) et les résidus 143-146 (KRRK) alignés 

en tandem au niveau de son domaine catalytique qui constituent une séquence d’adressage de 

la protéine au noyau (NLS)
249

.  Alors que cette séquence en tandem est fortement conservée 

chez Plx1 et Polo,  Cdc5 et Plo1 ne possèdent pas le premier groupe d'acides aminés basiques 

mais contiennent le second 
249

. Cette région en tandem est essentielle pour la localisation de 

Plk1 au noyau puisqu’une mutation de cette région conduit à une localisation de Plk1 

exclusivement au cytoplasme. De manière intéressant, les cellules exprimant un mutant de 

Plk1 pour cette séquence s’arrêtent majoritairement en phase G2, suggérant ainsi que cette 
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localisation nucléaire de Plk1, dépendante de la séquence NLS, pourrait jouer un rôle dans 

son activité
249

. 

2) Régulation du niveau protéique au cours du cycle cellulaire 

a) Régulation transcriptionnelle 

L'expression de Plk1 est étroitement régulée à la fois à par les niveaux d'ARNm et 

protéique. Etant faible en phase G1, ils augmentent au cours de la phase S et atteignent leur 

maximum pendant les phases G2 et mitose pour revenir à un niveau basal en sortie de mitose 

234,235
. L'expression du gène PLK1 est sous le contrôle de divers répresseurs (en phase G1) et 

d'activateurs transcriptionnels (en phase G2). Au sein du promoteur de Plk1, un élément « 

core » constitué de deux séquences riche en GC, appelé également SP1, en position -93 à -75 

et -65 à -35 ; et une boite « CCAAT » en position -45 à -33, permettent la stimulation de 

l’activité du promoteur 
235

. En effet, une délétion ou une mutation de ces éléments entraine 

l’abolition de l’activité du promoteur 
235

. Cependant, ces éléments ne sont pas impliqués dans 

le profil d’expression du gène au cours du cycle cellulaire. Le promoteur de PLK1 présente 

également des  séquences  CDE-CHR (cell cycle-dependent element et cycle genes homology 

region) au niveau du +1 de la transcription, qui sont impliquées dans la répression de la 

transcription. En effet, la fixation de facteurs de transcription comme par exemple CDF-1 

(CDE-CHR binding factor-1) sur ces séquences favorisée par les protéines p21 et son 

activateur p53, bloque activement l’expression de l’ARNm de Plk1 en interférant avec les 

éléments transactivateurs 
236,237

. De plus, chez l’homme et D. melanogaster, comme pour le 

promoteur de Cycline B1, le facteur  E2F4 et  les protéines de la famille pRB (p107 et p130) 

collaborent pour se fixer au niveau du site de liaison des protéines E2F1/2, inhibant également 

la transcription de PLK1 
238

. Au cours de la progression G2 mitose, les éléments répresseurs 

CDE/CHR sont inoccupés permettant aux transactivateurs d’induire l’expression du gène. Par 

ailleurs, le facteur répressif E2F4 est remplacé par les facteurs activateurs E2F1 et E2F2 de la 

même famille 
239

. De plus, chez les animaux et les levures, le complexe Myb-MuvB favorise 

la transcription de PLK1 à travers le facteur de transcription de la famille FKH-TF (FoxM1) 

qui stimule la transcription 
5,235

. L’activité du facteur FoxM1 est également stimulée par Plk1 

en collaboration avec une activité Cdk1
11

 (figure 23). 
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Figure 23 : Régulation de la transcription de Plk1 au cours des phases G1et G2. 

 

b) Régulation de la stabilité  protéique  

Deux protéines chaperonnes, Hsp90 (90 kDa heat-shock protein), et CCT 

(chaperonin-containing TCP1 complex) assistent et stabilisent le repliement de la protéine 

Plk1 en agissant au niveau de son domaine COOH-terminal, lorsque la protéine est 

synthétisée 
240,241

. Le rôle de ces chaperonnes est indispensable pour l’activité de Plk1 

puisqu’un défaut de l’une de ces protéines conduit à un arrêt de la progression dans le 

cycle 
241

. Cependant, Plk1 a une demi-vie intracellulaire assez courte
242

. En effet, la kinase 

est  soumise à une protéolyse par le protéasome de manière ubiquitine-dépendante. Sa 

dégradation, qui prend place au cours de l'anaphase, est déclenchée par l'ubiquitine ligase 

E3 APC/C (complexe promoteur de l'anaphase) activée par son co-facteur CDH1
242

 

(Figure 21). CDH1 reconnaît une boîte de destruction (D-box) identifiée comme un motif 

RXXL D-box-like (Arg337 dans Plk1) 
242

. La dégradation de Plk1 au moment opportun 

est cruciale pour redémarrer le cycle cellulaire. En effet, une mutation de ce motif de 

destruction (R337A et L340A) entraîne un défaut de reconnaissance de Plk1 conduisant à 

sa stabilisation et à un retard de la sortie de mitose 
242

. Ce motif est conservé chez X. 

laevis (Plx1) et D. melanogaster (Polo), mais il est absent chez la levure à fission 

(Plo1)
243

. Par ailleurs, les niveaux de Plo1 restent stables pendant le cycle cellulaire, ce 

qui pourrait être lié à la durée relativement courte de la phase G1 dans cet organisme 
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unicellulaire
243

. De manière intéressante, bien que  Plk1 soit dégradée en sortie mitose 

dans la plupart des espèces, paradoxalement, elle est nécessaire pour la cytocinèse
244

, ce 

qui suggère que d'autres niveaux de régulation doivent exister (par exemple, une 

dégradation localisée, une activation localisée ou des affinités différentes pour différents 

substrats). 

 

Figure 21 : Cinétique de dégradation de Plk1 en sortie de mitose. 

 

3) Régulation de l’activité enzymatique 

a) Régulation de l’activité catalytique via le PDB 

Le PDB de Plk1 permet une régulation de l’activité catalytique de Plk1. En effet, des 

études mettent en évidence que l’expression du domaine PBD seul inhibe l'activité de la 

kinase Plk1 endogène
272

. Par ailleurs, la suppression du domaine PDB augmente 

considérablement l'activité kinase de Plk1 in vitro 
268,273

 . Des études de la structure de Plk1 

lié à un motif de liaison au PDB de la protéine Map205 ont permis de révéler que la protéine 

se trouve dans un état auto-inhibé suite à l’interaction du  PBD  avec le domaine catalytique 

permettant une inhibition mutuelle de l’activité des deux domaines
274

 . Cette même étude 

propose également que dans cet état auto-inhibé  la boucle d’activation de Plk1 se retrouve 
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séquestrée par le linker reliant le domaine catalytique et le PBD. Enfin, il est suggéré que la 

liaison du PBD à protéine Map205 stabilise l'état auto-inhibé et empêche l’interaction de Plk1 

avec d’autres partenaires
274

.  

 

b) Activation de Plk1 par phosphorylation  de la boucle d’activation 

Comme beaucoup de protéines  kinases, Plk1 est activée par phosphorylation au 

niveau de sa boucle d’activation (T-loop). En effet, il a été proposé que la phosphorylation de 

Plk1 au niveau de sa boucle d'activation, permet de stabiliser cette région dans une 

conformation dans laquelle les résidus importants du site actif sont correctement positionnés 

favorisant ainsi l’activité catalytique de Plk1
207,229,272,275

. Il a également été proposé  que cette 

phosphorylation bloque la protéine dans une conformation ouverte, où les deux domaines 

(catalytique et PDB) de Plk1 sont dissociés. Plusieurs travaux dans différentes espèces ont 

montré que la phosphorylation de la T-loop se produit au niveau d’un résidu fortement 

conservé de la levure à l'humain, et parmi les différentes Plks. Il s’agit du résidu Thr210 dans 

Plk1 et du résidu Thr201  dans Plx1
207,229,272,275,276

 (figure 26).   

 

Durant plusieurs années, l'identité de la kinase responsable de cette phosphorylation 

est restée élusive. Une première kinase agissant en amont a été identifiée (xPlkk1 chez 

Xenopus laevis; Ste20-like kinase chez les mammifères ; dPlkk chez la Drosophile) mais son 

importance biologique pour l'activation de Plk1 a été par la suite infirmée 
277–280

. Une avancée 

majeure dans le mécanisme de régulation de Plk1 a été l’identification de la kinase Aurora-A, 

comme étant l’activateur direct de Plk1 avant l'entrée des cellules en mitose; à la fois au cours 

d'un cycle cellulaire non perturbé, mais également après la reprise du cycle cellulaire suite à 

l’activation du point de contrôle aux dommages à l’ADN en phase G2 
281,282

. Par ailleurs, la 

déplétion d'Aurora-A par ARN interférence ainsi que l'inhibition de son activité par l’ajout 

d’un inhibiteur, MLN-8054, inhibe la phosphorylation du résidu Thr210 de Plk1 in vivo, 

suggérant un rôle essentiel de la kinase Aurora-A dans l’activation de Plk1, mais également 

l’absence d’une autre kinase susceptible  de phosphorylé ce site  
281

.  

 

Dans ce mécanisme d’activation de Plk1 par Aurora A, à la fois dans les cellules 

humaines et chez C. elegans il a été montré que l’interaction de Plk1 avec son co-facteur 

hBora (SPAT-1 l’homologue chez C. elegans) est absolument essentielle pour la 
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phosphorylation du site T210 
282,283

 (figure 25). En effet, la déplétion de hBora par ARN 

interférence conduit à une inhibition de la phosphorylation du résidu T210 par Aurora-A 

conduisant à un délai de l’entrée des cellules en mitose 
282

. Ce co-facteur, dont l’expression 

augmente progressivement en phase G2 
284

, s’associe avec les deux domaines PDB et 

catalytique de Plk1 conduisant à un changement de conformation de cette dernière, rendant 

accessible la boucle d’activation de Plk1, initialement masqué par le domaine PDB 
282

. Tant 

dans les cellules humaines que dans les embryons de C. elegans, il a été observé que  Plk1/ 

PLK-1 interagit avec la forme phosphorylé de hBora / SPAT-1 ce qui suggère que 

l'interaction entre hBora / SPAT -1 et Plk1 / PLK-1 pourraient être régulée par la 

phosphorylation de hBora / SPAT -1. En accord avec cette hypothèse, la forme  phosphorylée 

de hBora s'accumule progressivement au cours de la transition  G2-M
282

.  Cependant, Seki et 

collaborateur ont montré que l’interaction hBora / Plk1 est résistant au traitement par des 

phosphatases, ce qui suggère que la phosphorylation de hBora est dispensable  pour son 

interaction avec Plk1 ou du moins n’est pas nécessaire pour maintenir cette interaction 
282

. 

Néanmoins d’autres études ont montré que  cette interaction est grandement améliorée lorsque 

hBora est préalablement phosphorylée par une activité Cdk en de multiples sites, suggérant 

fortement que Cdk1 facilite tout de même la liaison de hBora à Plk1
283,285

. En effet, chez C. 

elegans, il a été constaté que la phosphorylation de SPAT-1 par un complexe Cycline (A ou 

B)-Cdk1 est strictement nécessaire pour déclencher son interaction avec PLK-1, et ainsi 

promouvoir la phosphorylation de PLK-1 au niveau de sa boucle d’activation 
283,285

. Treize 

sites de phosphorylation de SPAT-1 par Cdk1 ont été identifié in vitro, parmi lesquels au 

moins 7 sont également phosphorylés in vivo. Suite à une  cartographie des sites de 

phosphorylation critique pour l’activité de SPAT-1, il a été déterminé que les sites de 

phosphorylation situés dans la partie N-terminale (la plus conservée de la protéine) sont 

essentiels à la fonction de SPAT-1. La région N-terminale de SPAT-1 contient un site 

reconnu par le PDB de Plk1 (S251) suite à sa phosphorylation par une activité Cdk1 
283,285,286

. 

Cependant, il a été montré que la mutation de ce site n’empêche pas l’interaction de PLK-1  

avec SPAT-1 sous sa forme phosphorylée par Cdk1, in vitro. En accord, il a été montré que 

l’expression d’un mutant de SPAT-1 S251A  est suffisante pour restaurer l’activité de SPAT-

1 suite à sa déplétion par ARN interférence. Par ailleurs, Seki et collaborateurs ont également 

montré que le site reconnu par le PDB de Plk1 n'est pas requis pour l'activation de Plk1 par 

hBora et Aurora A 
282

. Ces observations suggèrent que le site reconnu par le PDB de Plk1 

n’est pas essentiel pour l’interaction de hBora / SPAT-1 avec Plk1 / PLK-1 et l’activation 

subséquente de ce dernier. Plus récemment, 3 sites de phosphorylation conservés entre 
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espèces (S41, S112, and S137),  situés dans la région N-terminale de hBora et SPAT-1 ont été 

identifiés comme étant essentiels pour l’activité de hBora et SPAT-1, à la fois in vitro et in 

vivo
285

. Par ailleurs, il a été montré que la mutation de ces résidus serine en alanine non- 

phosphorylable supprime la capacité de hBora et SPAT-1 à activer Plk1 in vitro et in vivo
285

. 

Néanmoins, il reste à déterminer quel complexe Cycline A2-Cdk1 ou Cycline B1-Cdk1 est 

responsable de cette phosphorylation et à quel moment prend place cette phosphorylation. Il 

ne fait aucun doute que l’interaction hBora-Plk1 constitue un élément de régulation essentiel 

de l’activité de Plk1, cependant il reste à étudier le(s) mécanisme(s) d’action par le(s)quel(s) 

cette interaction favorise la phosphorylation de Plk1 par Aurora A et de ce faite son 

activation. Plusieurs scénarios peuvent être envisagés : d’une part cette interaction permet la 

libération de la boucle d’activation  de Plk1 la rendant accessible pour Aurora A, d’autre part 

elle pourrait favoriser un rapprochement des kinases Plk1 et Aurora A, mais également 

réguler l’activation de Plk1 au moment opportun.  

 

 

Figure 25 : Activation de Plk1 par le co-facteur hBora et la kinase Aurora-A. 

D’après
282

  

 

Une fois en  mitose, le complexe Bora-Plk1 actif est susceptible d'interférer avec 

l'interaction de Plk1 et ses substrats. Cet effet inhibiteur de Bora est contrebalancé par sa 

dégradation par le protéasome de manière ubiquitine dépendant 
284

. Cette dégradation est 

dépendante de Plk1. En effet, lorsqu’elle devient active, Plk1 phosphoryle hBora sur un 

dégron DSpGXXSp, ce qui conduit à son ubiquitination par le complexe Skp1-Cullin-F box 

(SCF)-β-TrCP 
284

 et à sa dégradation partielle en mitose 
287,288

. La dégradation de hBora en 

mitose va permettre de libérer Plk1 qui peut alors s’associer avec d’autres substrats lui 
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permettant d’assurer ses fonctions en mitose. Par ailleurs, l’expression d’une forme non-

dégradable de hBora conduit à un retard de l’entrée en anaphase 
287

, suggérant un rôle 

important de la dégradation de hBora en mitose. 

 

 

Un autre résidu, la Ser137, compris dans une séquence proche de celle au voisinage 

retrouvée de la Thr210, est phosphorylé in vivo 
272,289

. De manière intéressante, les séquences 

d'acides aminés entourant les sites Ser137 et Thr210 sont très similaires, ce qui suggère que 

les deux sites pourraient être phosphorylés par la même kinase (figure 26). Par ailleurs, une 

mutation de ce résidu en Aspartate augmente l’activité de la kinase Plk1 d'un facteur 3 in vitro 

272
. Cependant, l'expression d'un double mutant S137A (non phosphorylable) / T210D 

(mimant la phosphorylation du site) produit une activation complète de Plk1, 

remarquablement semblable à un mutant T210D 
281

. De plus, il a été montré que cette 

phosphorylation prend place après la phosphorylation du résidu T210 et essentiellement en 

mitose
289

. Par ailleurs suite à l’analyse de la structure de Plk1, il a été proposé que cet élément 

de phosphorylation permet d’empêcher l’interaction des domaines PDB et catalytique de la 

kinase
274

. Ces observations suggèrent que la phosphorylation du résidu Ser137 n'est pas 

nécessaire pour l'activation initiale de Plk1, mais pourrait permettre d’augmenter et /ou 

stabiliser l’activité catalytique de la kinase en mitose. Enfin, il a également été proposé que la 

phosphorylation de ce résidu pourrait moduler la spécificité de Plk1, et conduire à la 

phosphorylation de cibles alternatives 
290

. 

 

 

Figure 26 : Position et séquence consensus du  résidu Ser137, et du résidu essentiel pour 

l’activation de Plk1 Thr210. 
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c) Les phosphatases opposées à l'activité Plk1 

Initialement, le complexe phosphatase PP2A/B56 a été identifié comme s’opposant à 

l’activité de Plk1 en mitose, notamment au niveau des kinétochores pour empêcher la 

séparation précoce des chromatides 
291

. Par ailleurs, la déplétion de la sous-unité B56 par 

ARN interférence entraîne une augmentation de la phosphorylation des substrats de Plk1 en 

prométaphase, au niveau des kinétochores, mais également une augmentation du recrutement 

de Plk1 
292

.  

Parallèlement, les travaux de Yamashiro et collaborateurs suggèrent également un rôle 

de la phosphatase PP1 dans la régulation de l'activité de Plk1 en mitose
293

. MYPT1 (Myosin 

phosphatase-targeting subunit 1) est une des sous-unités régulatrices de PP1 interagissant 

avec la sous unité catalytique PP1C. MYPT1 est phosphorylée en mitose sur trois résidus 

cibles de Cdk1 et sa phosphorylation sur le résidu Ser473 permet l'ancrage du PDB de Plk1 in 

vitro. La déplétion de MYPT1 par ARN interférence in vivo entraîne une augmentation de la 

phosphorylation de Plk1 sur le résidu Thr210 
293

. Par conséquent, le complexe MYPT1-PP1C 

pourrait s'opposer à la phosphorylation du résidu Thr210 et au processus d'activation de Plk1 

(figure 27). De manière plus surprenante, la déplétion de MYPT1 restaure l'arrêt en mitose 

provoqué par une déplétion partielle de Plk1 ainsi que la prolifération cellulaire. Ce résultat 

suggère donc que le complexe MYPT1-PP1C pourrait également s'opposer à la 

phosphorylation de cibles de Plk1 en mitose et pas seulement s'opposer à la phosphorylation 

du résidu Thr210 
294,295

. 

 

Figure 27 : Inactivation de Plk1 en mitose par le complexe MYPT1-PP1C.  
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4) Cinétique d’activation de Plk1  

La régulation spatio-temporelle de l'activité de Plk1 au cours de la progression en 

phase G2 et mitose reste controversée. Initialement, il a été déterminé par des analyses 

biochimiques via le suivi de la phosphorylation du résidu T210, à partir de populations de 

cellules synchronisées, que l'activité de Plk1 présentait une augmentation rapide en fin de 

phase G2, très proche de la cinétique d’activation de Cycline B1-Cdk1 
296

. Plus 

récemment, un premier biosenseur FRET de l'activité de Plk1 a été développé 
281

. 

Contrairement aux résultats obtenus par les analyses biochimiques, une augmentation 

linéaire de l'activité de Plk1 commençant ~ 6h avant l’entrée en mitose a été observée. Les 

analyses du suivi de la cinétique d’activation de Plk1, via l’utilisation de ce rapporteur 

FRET, suggèrent qu’une augmentation de l’activité de Plk1 prend initialement place au 

noyau, ce qui est en contradiction avec les résultats d’immunofluorescences (via 

l'utilisation de l'anticorps anti Plk1 Thr210P)  qui détecte la forme active de Plk1 dans le 

cytoplasme, principalement au niveau des centrosomes 
288,295

. Ces différences pourraient 

s’expliquer par le faite que Plk1 présente une activité basale nucléaire en interphase. Le 

site de phosphorylation utilisé pour la conception du rapporteur d’activité correspond à un 

site retrouvé dans la kinase Myt1. Il est intéressant de noter que ce site a été identifié dans 

les conditions où les cellules surexprimaient à la fois Myt1 et Plk1 de manière exogènes 

297
. Par ailleurs,  il a été montré que le rapporteur FRET utilisé est également phosphorylé, 

au moment de l'entrée en mitose, par une autre kinase mitotique Mps1 dont les sites 

consensus de phosphorylation sont relativement proches de ceux de Plk1
281

. Ainsi, l’étude 

de la cinétique d’activation de Plk1 au moment de l’entrée en mitose via l’utilisation de ce 

biosenseur est compromise par cette phosphorylation
281

. Par ailleurs, l’augmentation 

linéaire observée via l’utilisation du biosenseur pourrait refléter l’accumulation 

progressive de la protéine en phase G2. Une partie de mes travaux de thèse a été 

l’élaboration d’un biosenseur permettant spécifiquement un suivi de l’activité de Plk1 au 

cours de la transition G2-mitose. 
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D. Polo-like kinase 1 : activateur de l’entrée en mitose ? 

 Plk1 est une kinase multifonctionnelle, nécessaire pour une progression appropriée du 

cycle cellulaire 
245,298,299

 (figure 28). Des progrès récents dans le développement d'inhibiteurs 

de petites molécules ont permis de révéler de nombreux rôles essentiels de Plk1 au cours des 

différentes phases du cycle cellulaire. Plk1 initialement décrite comme une kinase mitotique, 

assure de multiples fonctions telles que la maturation des centrosomes 
300

, la formation d'un 

fuseau mitotique bipolaire 
301

, la libération des cohésines au niveau des chromosomes
302

, la 

ségrégation des chromosomes, l'activation de l’ubiquitine ligase APC/C en sortie de mitose 
303

 

et enfin au cours de la cytocinèse 
245,246,304

. Plus récemment, suite à l’évolution des outils 

utilisés, de nouveaux rôles de Plk1 en dehors de la mitose ont été mis en évidence notamment 

au cours de la réplication de l'ADN, de la réparation des dommages à l'ADN 
305

 et la 

fragmentation du golgi 
306,307

. Plusieurs régulateurs directs du complexe cycline B1 Cdk1 ont 

été retrouvés au moins in vitro phosphorylé par Plk1, ainsi l’une des questions abordée par de 

nombreuses études a été de déterminer si cette kinase joue également un rôle dans le 

déclanchement de l’entrée des cellules en mitose, à travers l’utilisation de différents modèles 

d’études.  Ainsi, dans cette partie je vais aborder l’importance de Plk1 pour l’entrée des 

cellules en mitose par modèle d’étude utilisé. 

 

Figure 28 : Fonctions biologiques de Plk1 en mitose. 
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1) Cas chez le modèle d’étude Xenopus laevis 

Les études de la régulation du cycle méiotique chez les ovocytes de Xénope font partie 

des premiers travaux à suggérer que la kinase Plk1 joue un rôle essentiel dans l'activation de 

Cdk1
280,308,309

. Plx1, l’homologue de Plk1 chez le Xénope, a été initialement découverte grâce 

aux travaux d’Izumi et Maller, recherchant les mécanismes responsables de l’activation de 

XCdc25C (Xenopus laevis Cdc25C). Les auteurs ont mis en évidence que Plx1 était capable 

de phosphoryler XCdc25C en absence de Cdk2 et Cdc2 
310

. Plx1 a  été purifiée et identifiée 

comme un partenaire protéique de XCdc25C capable d’induire la phosphorylation et son 

activation de ce dernier
218

. Par la suite, il a été déterminé que la cinétique d’activation de Plx1 

était très proche de celle de XCdc25C (formes hyperphosphorylées) et Cycline B1-Cdk1 (test 

H1 kinase) au cours de la maturation méiotique (+ progestérone) 
308

.  

Plusieurs travaux ont montré que l’inhibition de Plx1 soit par l’injection d’anticorps 

anti-Plx1, soit par déplétion de Plx1, est associée à un retard de la phosphorylation de 

XCdc25C, et de l’activation de Cycline B-Cdk1 
276,308,311

. Pour exemple, Qian et 

collaborateurs ont montré que des blastomères injectés par l’anticorps anti-Plx1 cessent de se 

diviser une ou deux divisions après injection, tandis que les cellules témoins injectées par 

l’anticorps anti- IgG continuent à se diviser normalement 
308

 (Figure 29). Dans ces 

expériences, il a été estimé qu’environ 90 % de l'activité Plx1 (suivi de l’état de 

phosphorylation de Plx1) était inhibée 
308

. De manière intéressante, dans ces conditions, 

l’injection de XCdc25C supprime les effets sur le retard de l’activation du MPF, suggérant 

que ce dernier agit en amont de XCdc25C et CyclinB1-Cdk1
308

.  

 

Figure 29 :  L'anticorps ant-Plx1 ou l'IgG témoin ont été micro-injecté dans un blastomère 

d'un embryon à deux cellules, et le développement embryonnaire a été surveillé avec un 

microscope à dissection (d’après 
308

).  
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Ultérieurement, des expériences similaires ont montrées qu’alors que l’inhibition 

partielle (90 % d’inbition) de Plx1 conduit à un retard de l’activation de XCdc25C et de 

Cycline B1-Cdk1, la déplétion complète aboli complètement l’activation de XCdc25C et 

Cycline B1-Cdk1 
309

. Ces résultats suggèrent qu’une activité résiduelle de Plx1 serait 

suffisante pour promouvoir l’activation de XCdc25C et de Cycline B1-Cdk1. D’autre part, 

l’injection de Plx1 WT dans des ovocytes (stade VI) stimulé par ajout de progestérone, 

accélère l’activation de XCdc25C et Cycline B1-Cdk1 d’une heure par rapport à l’ajout du 

buffer seul 
308

. De plus, il a été montré que l’injection d’une forme constitutivement active de 

Plx1 (double mutant T201D, T128D) dans des ovocytes de stade VI non stimulé par la 

progestérone, est suffisante pour permettre l’activation de XCdc25C et de Cycline B1-Cdk1, 

suggèrant que Plx1 est une kinase initiatrice de l’entrée en mitose
276

. En complément, les 

travaux d’Abrieu et collègues ont montré que bien que la kinase Plx1 soit requise pour 

l'activation de Cycline B-Cdk1, l’addition du complexe Cycline B-Cdk1 purifié et actif, dans 

des extraits d’ovocytes de Xénopes arrêtés en phase G2 et dépourvus de Cyclines, provoque 

l’activation de Plx1, suggérant l’existence qu'une boucle de rétroaction positive entre Cycline 

B1-Cdk1et Plx1. Ensemble, ces travaux soutiennent un rôle essentiel de l’activité de Plx1 

pour la régulation de la transition G2 / mitose chez le Xénope. 

2) Cas chez le modèle d’étude levure S.pombe et S.cerevisiae 

Les études menées chez la levure S.pombe et S.cerevisiae suggèrent plutôt que 

l'activité de Plk1 n'est pas absolument requise pour l'engagement mitotique, mais sa présence 

permet une augmentation rapide de l’activité de Cdk1. Chez la levure S. cerevisiae, 

Mortensen et collaborateurs, ont montré que Cdc28 (l’homologue de Cdk1) est nécessaire 

pour maintenir l'activité de Cdc5 (l’homologue de Plk1) in vivo 
312

. En outre, les auteurs ont 

observé que Cdc28 purifiée et associée à la Cycline mitotique Clb2 (l’homologue de Cycline 

B) est suffisante pour activer Cdc5 in vitro. Un seul site de phosphorylation par Cdc28 

localisé dans la boucle d'activation de Cdc5 (Thr242) a été déterminé comme nécessaire pour 

la fonction Cdc5 in vivo et pour l'activité kinase in vitro, tandis que quatre autres sites 

phosphorylés par Cdc28 sont dispensables. Ces résultats suggèrent que Cdc28 active Cdc5 via 

la phosphorylation du résidu Thr242 
312

. Chez la levure S. pombe, la kinase Plo1 (Plk1) a été 

montrée comme participant à la régulation du MPF pour initier le moment de l'engagement en 

mitose 
313,314

. En effet, il a été observé qu'une activation locale du MPF au niveau de la 

structure équivalente au centrosome le « Spindle Pole Body » (ou SPB), initie l’activation de 
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Plo1 aux SPB bien avant que l'activation globale du MPF ne génère l'engagement 

mitotique
314

. Plo1 est recrutée au niveau du SPB ~30min avant la septation des cellules
314

. 

Une inhibition du recrutement de Plo1 aux SBP est associée à un retard de l’activation globale 

du MPF (suivi par la phosphorylation de l’histone H1) et l’entrée en mitose, alors que son 

recrutement prématuré promeut l’entrée en mitose des cellules
314

. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’activation de Plk1 chez la levure est 

dépendante d’une activité Cdk1 en amont. Les études menées chez S.pombe, proposent qu’en 

phase G2, le recrutement de Plo1 au niveau du SPB est dépendant d’une activité locale du 

MPF, et constitue un évènement d’amorçage pour l’activation globale du MPF, initiant 

l’entrée en mitose (figure 30).  

 

Figure 30 : Modèle concernant le rôle de Plo1 dans le processus d’activation de CyclineB-

Cdc2 et l’entrée en mitose. 

 

3) Cas chez le modèle d’étude de souris 

Les fonctions physiologiques in vivo de la kinase Plk1 chez les mammifères ont été 

abordées suite à la génération de modèles de souris dont le gène PLK1 a été inactivé. La 

première génération de souris hétérozygotes et homozygotes mutantes de Plk1 a été réalisée 

par Lu et collaborateurs 
220

. L'absence complète de Plk1 conduit à une létalité embryonnaire 

précoce alors que les souris hétérozygotes Plk1
+ /-

 développent des tumeurs spontanées au 

niveau d’organes variés avec une fréquence trois fois plus élevée que leurs homologues WT 

(Plk1
+/+

), ce qui pourrait suggérer que la protéine Plk1 est haplo-insuffisante pour la 
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ségrégation chromosomique en mitose et le maintien de la stabilité génétique 
220

. Les auteurs 

ont mis en évidence que le développement des embryons homozygotes Plk1
-/-

 s’arrêtent de 

manière très précoce au stade huit cellules en absence de figures mitotiques observables 

(marquages DAPI et phospho-histone H3), suggérant un rôle essentiel de Plk1 dans le 

processus d’entrée en mitose au moins au cours du développement embryonnaire 
220

 (figure 

31).  

 

Figure 31 : Des embryons homozygotes Plk1
-/-

 s’arrêtent de manière très précoce au stade 

huit cellules en absence de figures mitotiques. 

Suivit du développement de l’embryon en contraste de phase (A) ou par immunofluorescence 

(B). 

 

Plus récemment, une autre équipe a développé des souris dont le gène Plk1 a été 

inactivé, en utilisant une approche d’inactivation conditionnelle (Plk1
lox/lox

) 
315

. Les auteurs 

ont observé que l’inactivation de Plk1 (Plk1
-/-

) conduit à un arrêt précoce du développement 

des embryons dont 42% des blastomères présentent des phénotypes mitotiques avec une 
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pénétrance variable (fuseaux mono- ou multipolaires, chromosomes non-alignés). D’autre 

part, en utilisant des fibroblastes embryonnaires (MEFs) dont le gène PLK1 est inactivé de 

manière conditionnelle, seulement 10% des fibroblastes présentent un phénotype mitotique, 

ce qui pourrait suggérer que la majorité de ces cellules s’arrêtent avant l’entrée en mitose 
315

. 

Pour conclure, les différences notables avec les travaux précédents concernant le 

développement précoce des embryons PLK1
 -/-

 pourraient être dues à la dilution du pool 

maternel d’ARNm de Plk1 et/ou à une différence du « fond génétique » des souris utilisées. 

4) Cas chez le modèle d’étude de lignées de cellules de mammifères 

a) Importance au cours d’un cycle non perturbé ? 

Dans les cellules de mammifères en culture, les études concernant le rôle de Plk1 dans 

le contrôle de l’entrée en mitose, par des approches d’inhibition de son expression et/ou de 

son activité ont données des résultats contradictoires. Initialement, il a été montré que 

l’inhibition de l’activité Plk1, par injection d’anticorps,  dans des cellules humaines non 

transformées conduit à un arrêt prononcé en phase G2 alors que l’inhibition de Plk1 dans des 

cellules cancéreuses (HeLa) entraîne un ralentissement de la progression G2/M suivi d’un 

arrêt en mitose 
300

. De manière similaire, d’autres études réalisées à partir de lignées 

cellulaires humaines d’origine cancéreuse (HeLa, U2OS) montrent que  la déplétion de Plk1 

par ARN interférence, ou encore son inhibition via l’utilisation d’inhibiteurs 

pharmacologiques (BI2536), sont associées à un délai de la progression en phase G2, suivi par 

un arrêt prononcé en mitose 
300,316,317

.  

La différence notable observée entre cellules cancéreuses et cellules non transformées 

suite à l’inhibition de Plk1 pourrait être liée à une surexpression et/ou suractivation de Plk1 

dans les cellules tumorales, comme suggéré par différentes études (pour revue 
318

). Il est ainsi  

possible que l’inhibition complète de l’activité Plk1 ne soit pas atteinte dans les cellules 

tumorales, qu’une faible activité soit suffisante pour initier le processus mitotique. En accord 

avec cette hypothèse, il a été observé dans l’ovocyte de Xénope qu’une activité résiduelle de 

Plx1 (~10% de l’activité totale) est suffisante pour promouvoir l’entrée en méiose. 

Alternativement, le fait que les cellules cancéreuses soient capables de rentrer en mitose dans 

des conditions ou l’activité Plk1 est inhibée pourrait suggérer la mise en place de mécanismes 

alternatifs indépendant de Plk1 permettant l’initiation du processus mitotique. Dans le cadre 
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un des mécanismes pourrait être la phosphorylation de la phosphatase Cdc25B par la kinase 

Aurora-A
171

. 

Ces précédents travaux m’ont ainsi amené à étudier l’importance de l’activité de la 

kinase Plk1 dans le contrôle de l’entrée en mitose dans des cellules non-transformées ou 

transformées au cours de cycles cellulaires non perturbés, et à étudier les mécanismes sous-

jacents dépendants de Plk1. 

 

b) Plk1 nécessaire au redémarrage du cycle après un arrêt en phase G2 

Bien que les études divergent quant à l’importance de Plk1 dans la régulation de 

l’entrée en mitose au cours de divisions cellulaires non perturbées, il est acquis qu’après un 

arrêt en phase G2 induit par des dommages de l'ADN, Plk1 et ses activateurs en amont  

Aurora-A et Bora deviennent essentielles pour le retour dans le cycle cellulaire, en 

contribuant à l'activation de la Cycline-B1-Cdk1 
57,281

. L’activation de la signalisation en 

réponse à des dommages à l’ADN conduit à l’inhibition des activités kinases pro-mitotiques 

de Cdk1,  Aurora-A et Plk1 
319

, et provoque la dégradation de plusieurs protéines qui 

favorisent l'entrée mitotique, telles que Cdc25A et hBora 
145,320,321

. La reprise du cycle 

cellulaire après l’arrêt induit par des cassures de l’ADN nécessite non seulement la réparation 

des lésions, mais aussi et surtout l’inactivation de la signalisation du point de contrôle pour 

permettre la progression du cycle cellulaire (figure 32).  

Dans ce cadre, il a été montré que Plk1 favorise la réparation des dommages de l’ADN 

par recombinaison homologue 
322

. Effet, Plk1 régule la réparation de l’ADN par 

l’intermédiaire de BRCA2 
323,324

. BRCA2 est impliquée dans la réparation des cassures 

double-brin de l’ADN. Cette dernière régule l’oligomérisation de la protéine Rad51, une 

enzyme nécessaire à la réparation de l’ADN par recombinaison homologue. BRCA2 pourrait 

également avoir une activité de modification de la chromatine par l’intermédiaire d’une 

interaction avec P/CAF (p300/CBP-associated factor), une protéine à activité 

acétyltransférase des histones. Plk1 interagit avec BRCA2 et la phosphoryle 
323,324

. Cette 

phosphorylation est accrue lors de la progression mitotique, et est inhibée lors de dommages à 

l’ADN, suggérant un rôle de Plk1 dans la coordination des processus biologiques liés à 

BRCA2. 
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Plk1 intervient également dans l’inactivation des signaux de la voie de réparation des 

cassures double brins (DDR). Dans ce mécanisme, il a été montré que Plk1 intervient  via 

l’inactivation de Chk1&Chk2, 53BP1 ainsi que p53.  En effet, il a été montré que Plk1 

intervient dans l’inhibition et la dégradation de Chk1 en induisant la dégradation de son co-

facteur Claspin 
325–328

.  En accord, l’utilisation d’un inhibiteur de Chk1 dans des cellules avec 

un défaut en Plk1 entraîne le redémarrage du cycle d’une partie des cellules, suggérant que 

l’inhibition de Chk1 pourrait se produire en aval de la voie linéaire de Plk1. Plk1 régule 

négativement 53BP1 et Chk2 pour inhiber les signaux négatifs en défaveur d’une entrée en 

mitose 
329,330

. Plk1 pourrait également contribuer à l'inactivation de p53 par des mécanismes 

directs et indirects 
331–333

. En effet, il a été proposé que Plk1 interagit avec p53, ce qui affecte 

la stabilité de cette dernière et inhibe son activité transcriptionnelle
334,335

 .  

Enfin, Plk1 promeut l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 en activant les 

phosphatases Cdc25 et en inactivant les kinases Wee1&Myt1 en stimulant leur 

dégradation
12,194,265,281

. 

 

 
 

Figure 32 : Plk1 est un élément central pour le retour  des cellules dans le cycle cellulaire 

après  induction de dommages à l’ADN en phase G2.  
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E. Polo-like kinase1 : une cible thérapeutique majeure  

Vu son rôle central dans la régulation de la division cellulaire, il n’est pas étonnant de 

retrouver Plk1 parmi les protéines en jeu dans les cancers. De nombreuses d'études ont révélé 

que Plk1 est surexprimée dans divers types de cancers solides humains d’origines multiples, 

en comparaison avec le tissu normal (pour revue 
318

) (figure 33). Par ailleurs, les niveaux 

élevés de Plk1 ont été corrélés avec un mauvais pronostic de survie dans plusieurs cancers 

humains, tels que : le cancer du poumon 
336

, les cancers de la tête et du cou 
337

, le carcinome 

oesophagien 
338

, le mélanome 
339,340

, le carcinome oropharyngé 
341

, le cancer du sein 
342

, le 

cancer colorectal 
343

 et le carcinome endométrial 
344

. L'expression élevée de Plk1 a également 

été démontrée comme étant associée à un grade plus élevé et à un stade plus avancé du cancer 

de l'ovaire 
345

. Plk1 est considéré comme un proto-oncogène, sa surexpression pourrait 

permettre le contournement des points de contrôle du cycle cellulaire, favorisant la 

tumorigénèse 
281,289,346

.  

Les cellules cancéreuses sont souvent dépendantes d'une activité élevée de Plk1 
347–349

. 

De manière intéressante, alors que l'inhibition de Plk1 conduit à l'arrêt mitotique et à la mort 

cellulaire par apoptose dans une large variété de cellules cancéreuses humaines, la réduction 

de Plk1 jusqu'à environ 80 % n'a pas d'effet significativement néfaste dans les cellules 

primaires humaines et divers organes de souris adultes 
350

. De nombreuses études montrent 

que l'inhibition de Plk1 est particulièrement nuisible dans les cellules cancéreuses portant une 

mutation sur le gène suppresseur de tumeur TP53 conduisant à son inactivation 
348,351–354

. 

Dans une autre étude, Plk1 a été identifiée comme l'un des régulateurs mitotiques dont la 

surexpression est sélectivement requise pour la viabilité des cellules cancéreuses ayant une 

activité de l’oncogène RAS élevée, contrairement aux cellules normales
347

 . Par conséquent, il 

est donc possible de tuer sélectivement ces cellules cancéreuses tout en maintenant les cellules 

saines en vie, ouvrant ainsi une fenêtre thérapeutique. 

 Ces dernières années, Plk1 a suscité beaucoup d’intérêt comme cible potentielle de 

traitements anticancéreux 
355

. Des essais de combinaison des inhibiteurs de Plk1 avec diverses 

molécules cytotoxiques classiques présentent des résultats intéressants sur plusieurs modèles 

de xénogreffes 
356

. Ces combinaisons améliorent l’efficacité des agents classiques, et sont 

mieux tolérées par l’animal 
356

. Par ailleurs, des études ont révélé que les thérapies ciblant 

Plk1 pourraient être une nouvelle approche pour augmenter la sensibilité des cellules 
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cancéreuses aux traitements par chimiothérapies. Par exemple, Jimeno et collaborateurs ont 

observé que Plk1 était à l'origine de la résistance à la gemcitabine des cellules cancéreuses 

pancréatiques 
357

; Tyagi et collègues ont signalé que l’inhibition de Plk1 pouvait améliorer la 

sensibilité au cisplatine dans les cellules de carcinome épidermique humain par une régulation 

positive de p73a (homologue de p53) 
358

 . Parallèlement, de nombreuses études suggèrent que 

Plk1 est potentiellement importante pour la sensibilité des cellules cancéreuses aux radiations. 

Par exemple, Rodel et collaborateurs ont montré que la déplétion de Plk1 pouvait augmenter 

la sensibilité du cancer du rectum aux radiothérapies 
359

; et Harris et collègues ont trouvé que 

l’inhibition de Plk1 (traitement avec l’inhibiteur BI2536) pouvait améliorer la sensibilité des 

cellules de médulloblastome aux radiothérapies 
360

. 

 

Figure 33 : Comparaison de l’expression de Plk1 entre cellules humaines cancéreuses de 

différentes origines et tissu normal d’après 
318

. 
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Résultats  
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Partie I : Méthode de développement de biosenseurs FRET 

pour l’analyse spatio-temporelle de variations d’activités 

kinase.  

 

Tout au long de la vie de la cellule des événements biochimiques se déroulent en 

réponse à des changements inter et intracellulaires. Ces réponses sont relayées par des 

cascades de signalisation  impliquant un certain nombre de composants tels que les 

récepteurs, les ligands, les kinases, et les phosphatases, ce qui entraîne par la suite des 

réactions en aval régulant ainsi les processus cellulaires. Une régulation spatio-temporelle de 

ces voies de signalisation est essentielle pour un fonctionnement cellulaire approprié. La 

compréhension des signaux biochimiques distincts dans le temps et dans l’espace donne un 

aperçu des processus fondamentaux qui régulent le comportement cellulaire.  

Les activités kinase sont particulièrement intéressantes, connues pour réguler des 

fonctions biologiques multiples et diverses, telles que le cycle cellulaire, la réponse 

immunitaire innée, le développement et la différenciation cellulaire 
361

. Plus de 30% des 

protéines cellulaires sont phosphorylées sur au moins un résidu 
362,363

. Pour remplir leur rôle 

complexe dans la transduction du signal, les protéines kinases sont soumises à de multiples 

niveaux de régulation, tels que la liaison au ligand, l'interaction protéine-protéine et la 

phosphorylation par d'autres kinases ou par elles-mêmes, compliquant l'élucidation des 

événements de signalisation. Par ailleurs, de nombreuses cascades de signalisation impliquant 

des protéines kinases nécessitent un contrôle dynamique et une compartimentation de 

l'activité kinase.  

Les méthodes biochimiques classiques couramment utilisées telles que l’analyse par 

western blot, la spectrométrie de masse, et l’immunofluorescence permettent de révéler 

l'association de complexe de protéines, l’état de phosphorylation et la localisation, sous 

réserve de la disponibilité d’outils de haute sensibilité. Par ailleurs, ces méthodes sont limitées 

en information temporelle et entravent les mesures in vivo. De plus, les longues procédures de 

synchronisation aboutissant à un enrichissement des cellules en une phase du cycle cellulaire 

donnée, peuvent fournir des résultats intéressants, mais ont pour conséquences de perturber 

l'intégrité cellulaire. Bien que l’analyse par immunofluorescence, sur cellules fixées, suite au 

développement d’anticorps phospho-spécifiques, est particulièrement puissante pour détecter 

une phosphorylation locale lorsque la protéine correspondante est concentrée à un 
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emplacement subcellulaire particulier avec des repères morphologiques disponibles, l’étude 

des états de phosphorylation des protéines diffusibles par ce type de méthode est plus délicate.  

La méthode d’analyse basée sur le développement de rapporteur d’activité FRET 

(Förster Resonance Energy Transfer) constitue une alternative attractive permettant d’étudier 

la régulation de la transduction du signal avec une résolution spatiale et temporelle sans 

précédent, car elle permet d’étudier spatialement les modifications d’activité en temps réel, 

sur cellule vivante. L'application de cette technologie innovante permet de détecter des 

changements d’état d’activation rapides, sensibles, quantifiables et locales in vivo, sans pour 

autant perturber les mécanismes cellulaires.  

À ce jour, il existe trois types de rapporteurs d’activité kinases : des biosenseurs 

d'activation de kinase, des biosenseurs d'activité kinase et des biosenseurs à base de substrats. 

Un biosenseur d'activation de la kinase consiste généralement en une kinase prise en 

sandwich entre une paire de protéines fluorescentes, tandis qu'un biosenseur d'activité kinase 

surveille l'activité des protéines kinases en utilisant le biosenseur comme substrat de 

substitution. Le troisième groupe, les biosenseurs à base de substrat, utilisent une conception 

similaire de celle des biosenseurs de kinase, mais rapportent la phosphorylation d'un substrat 

spécifique par l'une des multiples kinases en amont. Dans le cadre de ma thèse, j’ai développé 

des biosenseurs spécifique rapportant les variations d’activités des kinases Aurora-A et Plk1, 

en me basant sur le modèle de biosenseurs à base de substrats. 

Brièvement, les biosenseurs FRET, que j’ai développé, sont codés génétiquement sur 

un plasmide. Ils sont constitués d’un site de phosphorylation (domaine senseur) qui doit être 

spécifique de la kinase d’intérêt et d’un domaine protéique capable de reconnaitre ce site dans 

son état phosphorylé (phosphorylation-binding domain), tous deux pris en « sandwich » entre 

deux protéines fluorescentes (typiquement un variant des protéines CFP et YFP), compatibles 

pour un transfert d’énergie non-radiatif entrent-elles (FRET) sous certaines conditions. 

Lorsque la kinase est active, la phosphorylation du site spécifique et sa reconnaissance par le 

domaine protéique conduit à un changement de conformation du biosenseur susceptible de 

rapprocher ou d’éloigner le fluorochrome donneur (CFP) et accepteur (YFP) et ainsi de 

modifier l’efficacité de transfert d’énergie qui s’opère entre les deux. Cette variation 

d’efficacité FRET reflète l'équilibre à un instant t, entre le niveau d’activité de la kinase 

d'intérêt et celui de la phosphatase(s) opposée(s), et est analysée au cours du temps en 

quantifiant le ratio d’émission des protéines YFP et CFP sous une excitation CFP (figure 34). 
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Cette stratégie a été utilisée pour générer des biosenseurs pour l'activation de kinases telles 

que la protéine kinase C (PKC) 
364

, Akt 
365

 et la protéine kinase extracellulaire ERK
366

. 

 

Figure 34 : Principe de fonctionnement d’un biosenseur FRET. 

À l’état phosphorylé, le domaine senseur est reconnu par le « phosphorylation binding 

domain », induisant un changement de conformation du biosenseur qui modifie l’efficacité de 

transfert d’énergie entre les deux fluorochromes. 

 

Nos biosenseurs FRET ont été construit selon plusieurs conditions. Tout d'abord, le 

choix du site de phosphorylation, l'élément clef pour l’obtention d’un biosenseur FRET 

spécifique de la kinase d’intérêt doit correspondre à un site de phosphorylation d'une protéine 

endogène, et non surexprimée. Sa phosphorylation est établie comme étant dépendante de la 

kinase d’intérêt. Sa cinétique de phosphorylation au cours du cycle cellulaire a été étudiée 

(Western blot, immunofluorescence) et correspond aux données disponibles de la cinétique 

d’activation de la kinase d’intérêt. Deuxièmement, la molécule doit subir un changement 

conformationnel suffisamment important pour altérer le signal FRET généré. Par ailleurs, il 

est souhaitable que les signaux fluorescents soient insensibles aux changements 

environnementaux tels que le pH, les ions, la température ou l'indice de réfraction. Enfin, le 

choix du domaine de reconnaissance (DR) a été basé sur l’affinité de celui-ci pour un peptide 

cible phosphorylé, sur la localisation des résidus nécessaire à la reconnaissance (en amont ou 

en aval du résidu phosphorylé), et d'autre part sur l'absence d'effets indésirables liés à sa 
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surexpression sur la prolifération cellulaire. Plusieurs DR tels que le domaine SH2 (Src 

homology 2), le domaine de liaison phospho-thréonine de la protéine 14-3-3, le domaine 

WW, ou le domaine FHA1/2 (phosphothreonine binding forkhead-associated) de la protéine 

Rad53 de S. cerevisiae, peuvent être choisis, chacun avec des critères de reconnaissance qui 

leur sont propres. Par exemple, le domaine FHA2 reconnaît spécifiquement un résidu 

Isoleucine en position +3
330

, alors que le domaine WW reconnaît la phosphosérine / 

phosphothréonine avec une proline en position +1 
367

. Par conséquent, la séquence de substrat 

choisi pour étudier l’activité d’une kinase d’intérêt, devra peut-être être modifiée pour 

s'adapter à l'exigence de liaison du DR en incorporant des mutations ponctuelles appropriées. 

Cependant, il est important de s'assurer que même suite à ces modifications, la kinase peut 

encore reconnaître et phosphoryler spécifiquement le substrat muté. Dans la mesure où la 

spécificité des sites de phosphorylation reconnus par les kinases Plk1 et Aurora-A réside sur 

des résidus localisés en amont du résidu phosphorylé, j’ai utilisé le domaine FHA2, et 

introduit une Isoleucine en aval (position +3) des sites de phosphorylation sélectionnés en 

espérant préserver la spécificité pour Plk1 et/ou Aurora-A.  

L'efficacité du transfert d'énergie est inversement proportionnelle à la sixième 

puissance de la distance entre le donneur et l'accepteur et dépend également de l'orientation 

relative des fluorophores. Les spectres d’émission de la protéine donneur et le spectre 

d’absorption de la protéine accepteur doivent être chevauchants. La distance dans l'espace 

entres les deux fluorochromes doit être inférieure à 10nm. Les protéines fluorescentes se 

comportent comme un dipôle électrique et doivent adopter une orientation relative dans 

l’espace permettant le transfert d'énergie non-radiatif. 

 

Afin d'optimiser la dynamique d'activité FRET des biosenseurs générés, et de moduler 

les paramètres nécessaires pour un transfert d’énergie efficace, j’ai adopté une stratégie basée 

sur une approche « essai-erreur » en utilisant une banque de constructions plasmidiques 

disponible composé de 36 vecteurs différents (don de C. Schultz, 
368

). Cet ensemble de 

construction plasmidique m’a permis d’évaluer essentiellement deux types de paramètres : 

une variabilité induite par l’orientation dans l’espace des protéines de fluorescences ; et une 

variabilité induite par la modulation de la distance entre les protéines fluorescentes. Cette 

banque comporte ainsi une protéine donneur mTurquoise et différentes protéines accepteurs 

Venus et des formes permutées de Venus (cpVenus). Le développement des formes cpVenus 

est basé sur le fait que les protéines fluorescentes dérivées de la GFP sont constituées de 
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feuillets β disposés sous la forme d'un tonneau (tonneau β, "β barrel") et reliés entre eux par 

des boucles peptidiques exclues de la structure en tonneau (figure 36). La séquence 

nucléotidique de Venus a été modifiée afin de fusionner les extrémités NH2 et COOH 

terminales et d’en créer de nouvelles au niveau des différentes boucles (figure 36). Les 

protéines résultantes conservent la même structure en tonneau, mais adoptent une orientation 

dans l’espace, afin de mettre les moments dipolaires donneurs et accepteurs dans une 

orientation favorable. Enfin, de courtes séquences en acides aminés de différentes tailles 

"linkers" de motif Ala-Gly localisées entre la séquence des protéines fluorescentes et celles 

des autres domaines du biosenseur, ont été ajoutées (figure 35).  

 

 

Figure 35 : Banque plasmidique dédiée au développement d’un biosenseur FRET. 

 Cette banque comprenant des constructions avec un variant CFP (mTurquoise) ainsi que six 

variants YFP et une combinaison de linkers de différentes tailles (2, 4 ou 8 acides aminés). 
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Figure 36: Schéma explicatif de la réalisation des différentes formes permutées de Venus. 

 

La plupart des biosenseurs développés jusqu'à présent sont diffusibles librement dans 

le noyau et le cytoplasme, et donc, accessibles à la kinase d'intérêt. Si la kinase d'intérêt est 

concentrée à des emplacements spécifiques dans la cellule, des domaines de ciblage à des 

compartiments particuliers peuvent être ajoutés tels que des séquences NLS ou NES pour un 

ciblage exclusivement au noyau ou au cytoplasme respectivement. Le développement de 

biosenseurs est principalement limité par l’identification d’un site spécifique pour une kinase 

donnée qui repose sur les données biochimiques disponibles dans la littérature. Une nouvelle 

approche tente de pallier cette difficulté en se basant sur le changement de conformation de la 

kinase elle-même suite à son activation. Sur ce principe un biosenseur de la kinase Aurora-A 

a été développé récemment 
369

, dont la limitation majeure est le contrôle de l’expression du 

biosenseur qui ne doit pas affecter le comportement cellulaire. Actuellement, le 

développement de biosenseurs de protéines impliquées dans l’entrée et la progression en 

mitose est en pleine essor 
370

 , et sont des outils très prometteurs pour décrypter les voies de 

signalisation contrôlant la progression dans le cycle cellulaire, mais également pour la 

sélection et l’évaluation de nouveau inhibiteurs en essais clinique 
371

. Sur la base de stratégies 

de conception de module hautement adaptables et généralisable, il est prévu qu'un nombre 

croissant de biosenseurs permettant l’analyse de l’activité d’enzymes clé de nombreuses voies 

de signalisation, se développent. Les données quantitatives d'imagerie par fluorescence 

obtenues pourront être incorporées dans des modèles mathématiques afin d’obtenir une 

meilleure compréhension des réseaux de signalisation.  
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Revue 1 : Spatiotemporal Investigation of Phosphorylation Events During 

Cell Cycle Progression. 
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Partie II : Développement d’un biosenseur FRET 

spécifique pour l’étude des variations d’activité des kinases 

Aurora-A et Plk1 au cours de la transition G2/mitose. 

L’entrée en mitose des cellules somatiques de mammifères est sous le contrôle d’un 

ensemble de régulateurs du complexe Cycline B1-Cdk1, formant le "Mitotic Entry Network" 

372
. Une activation prématurée du complexe Cycline B1-Cdk1 alors que la réplication et/ ou la 

réparation de l’ADN n’ait pas été achevée, conduit à des défauts de la ségrégation de la 

chromatine en mitose qui pourrait être à l’origine d’une instabilité chromosomique et le 

développement de tumeur 
200,373

. Une succession d’évènements moléculaire prend place en 

phase G2 responsable du déclenchement au moment opportun de l’activation du complexe 

Cycline B1-Cdk1. Afin de déterminer précisément comment ces différents régulateurs 

travaillent dans un ensemble cohérent pour le contrôle strict de l'engagement en mitose, et 

ceci de manière coordonnée avec l'achèvement de la réplication de l'ADN, j’ai entrepris 

d’étudier la régulation spatio-temporelle des kinases  Aurora-A et Plk1 au cours d’un cycle 

non perturbé.  

Pour mieux comprendre l’implication des kinases  Aurora-A et Plk1 dans les 

mécanismes qui contrôlent l’entrée en mitose, une partie de mon travail de master 2 et de 

thèse a été consacré au développement de biosenseurs FRET spécifiques de Plk1 et Aurora-A. 

L’objectif a été de déterminer précisément au cours de la progression G2/mitose à quel 

moment prend place l’activation de chacune des kinases en temps réel, de visualiser 

directement l’effet d’inhibiteurs de l’une ou l’autre kinase, et d’étudier les conséquences 

d’une telle inhibition sur la régulation de l’entrée en mitose. Enfin, ces outils ont également 

été très utiles pour élucider les mécanismes moléculaires en amont responsables de leur 

activation. 

 Dans cette partie, je propose de présenter les résultats concernant la sélection d'un 

biosenseur de la kinase Aurora-A qui ne sont pas publiés, les résultats obtenus pour un des 

biosenseurs de la kinase Plk1 (basé sur le résidu Ser75 de Cdc25C) étant rapportés dans la 

revue et l’article
374,375

. 
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A. Développement et évaluation d’un biosenseur FRET de la kinase Aurora-A. 

Parmi les cibles d’Aurora-A répondant aux critères de sélection présentés dans la 

partie I, j’ai choisi d’utiliser deux site de phosphorylation appelé A et B. L’expression des 

biosenseurs contenant le site B s’est révélée nocive pour la cellule ainsi, seul les biosenseurs 

avec le site A ont été évalués. En guise de domaine de reconnaissance du site A dans son état 

phosphorylé, j’ai utilisé le domaine FHA2 de faible affinité pour un peptide cible (constante 

de dissociation 530nM), permettant une étude fine des variations de phosphorylation et 

déphosphorylation du site A. L’utilisation de domaine de forte affinité tel que le domaine 

14.3.3 (constante de dissociation 56nM) pourrait protéger le site phosphorylé de l’action des 

phosphatases opposées. 

Afin de sélectionner le ou les biosenseurs ayant la meilleure dynamique de signal 

FRET, les différentes constructions générées à partir de la banque plasmidique décrite en 

partie I, ont été exprimées de manière transitoire dans des cellules HeLa en culture. Les 

signaux d'émission CFP et YFP sous une excitation CFP ont été enregistrés par microscopie 

de fluorescence et le ratio CFP/YFP a été calculé pour chaque cellule analysée. Dans un 

premier temps, la dynamique du signal FRET pour chaque construction a été déterminée par 

comparaison du ratio d'émission entre des cellules en interphase et arrêtées en mitose (+ 

Nocodazole). En effet, les données biochimiques disponibles montrent une augmentation très 

significative de l'activité de la kinase Aurora-A au cours de la progression interphase/mitose 

296,376
. 

 Les variations du ratio d'émission se sont avérées relativement faibles, de l'ordre de 2 

à 6% pour les biosenseurs exprimant les différentes formes de la protéine Venus : cpVenus 

(circularly permutated). Cependant, la combinaison mTurquoise/YPet a permis d’obtenir une 

dynamique du ratio d'émission entre l'interphase et la mitose relativement plus élevée, de 

l’ordre de 12% (figure 37A). Cette variation correspond à des biosenseurs précédemment 

développés ayant une dynamique relativement faible mais néanmoins suffisante pour un suivi 

en temps réel d'une activité kinase au cours de la prolifération cellulaire. L’ajout de motif Ala-

Gly résidus glycines entre la protéine mTurquoise et FHA2 et entre YPet et le site de 

phosphorylation (2aa - 2aa  4aa - 8 aa) entraine une augmentation de la dynamique du 

signal FRET entre interphase et mitose d'environ 4% (figure 37B).  
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Ainsi, cette étape d’optimisation nous a permis d'augmenter légèrement la dynamique 

du signal FRET enregistré. Mes résultats suggèrent que la stratégie la plus rapide et la plus 

efficace pour l’optimisation de la dynamique du signal FRET est l’évaluation de différents 

couples CFP/YFP possédants des propriétés photo-physiques, rendement quantique (capacité à 

réémettre sous forme de lumière l’énergie absorbée) et coefficient d’extinction molaire (quantité 

de lumière absorbée par mole de fluorophore) différents 377,378. 
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Figure 37 : Comparaison du signal FRET pour chaque construction sur cellule en interphase 

et en mitose. 

 L’acquisition du ratio d’émission CFP/YFP sous excitation CFP a été enregistrée sur cellules 

transfectées par les différentes constructions, soit en interphase après synchronisation à la 

transition G1/S par un traitement thymidine puis relachées (7h),  soit arrêtées en mitose après 

traitement au nocodazole. 

Site A 

Site A 
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B. Test de la spécificité des constructions pour l'activité Aurora-A 

Dans un premier temps, pour étudier la spécificité de la construction mTurquoise-Ypet 

(4aa-8aa) vis-à-vis de l’activité kinase d’Aurora-A, j’ai vérifié que les variations du signal 

FRET enregistrées entre l'interphase et la mitose étaient bien liées à un changement de l'état 

de phosphorylation du site utilisé et non pas une conséquence des changements 

morphologiques de la cellule (perte d'adhésion) au cours de l'entrée en mitose. Pour cela, le 

résidu phosphorylé du site A a été remplacé par un résidu non phosphorylable (alanine). 

Aucune variation du signal FRET entre cellules en interphase et en mitose exprimant la 

construction non phosphorylable n’a été observée, en comparaison avec la construction 

contenant le résidu phosphorylable (figure 38).  
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Figure 38 : Les variations du signal FRET détectées entre l'interphase et la mitose sont 

dépendantes de l’état de phosphorylation du site A.  

Les cellules ont été transfectées par les constructions avec le site A et le site sous l’état non 

phosphorylable. Le signal FRET moyen obtenu dans une quinzaine de cellules exprimant les 

constructions FRET en interphase a été calculé, normalisé à 100%, et comparé à la valeur 

moyenne obtenue dans une quinzaine de cellules en mitose. Test statistique utilisé :t-test, *** 

p>0.001 

 

 

 

Site non modifié  T remplacé par A  
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Dans un second temps, j’ai analysé si les variations du signal FRET détectées entre 

cellules en interphase et en mitose étaient bien dépendantes de l'activité enzymatique de la 

kinase Aurora-A. Pour cela, des cellules transfectées et synchronisées en mitose ont été 

suivies par vidéo-microscopie avant et après ajout d’un inhibiteur de la kinase Aurora-A 

(MLN8054) (40 fois plus sélectif pour la kinase Aurora-A versus Aurora-B
379

), et l’évolution 

du signal FRET a été quantifiée. De manière intéressante, l’ajout de l'inhibiteur d'Aurora-A 

(1µM) s'accompagne d'une diminution du signal FRET de l'ordre de 13%, mais avec une 

cinétique de réponse relativement lente (>5min par rapport à 1min pour le rapporteur FRET 

de Plk1 après l’ajout de l’inhibiteur de Plk1) ce qui pourrait être dû soit à une perméabilité 

cellulaire moindre à cet inhibiteur soit à une affinité de FHA2 plus forte pour le site A en 

comparaison avec le site Cdc25C S75 pour le biosenseur de Plk1 protégeant ainsi la 

déphosphorylation du site. Une autre possibilité serait que les deux sites soient 

déphosphorylés par des phosphatases différentes, soit par la même phosphatase même avec 

une affinité plus élevé pour le site S75. L’ajout d’un inhibiteur de la kinase Aurora-B 

(ZM447439 5µM) dans les mêmes conditions ne modifie pas significativement le signal 

FRET enregistré. Ces résultats préliminaires suggèrent donc que le biosenseur généré est 

sensible à des variations d’activité d’Aurora-A, et non pas à des variations d’activité 

d’Aurora-B, en mitose.  

Il a été montré précédemment que l’activité d’Aurora-A, en mitose est contrebalancée 

par l’activité des phosphatases PP1 et PP2A et PP6 
380–384

. Afin de tester si ces phosphatases 

agissent sur l’état de phosphorylation du biosenseur, j’ai analysé l’effet de l'ajout d’un 

inhibiteur pharmacologique (acide okadaïque, 250nM) sur le signal FRET mesuré en mitose 

(+ Nocodazole). Une réponse immédiate du biosenseur avec une augmentation du signal 

FRET de l'ordre de 30% (reflétant une augmentation de son état de phosphorylation) a été 

observée (figure 39). Il semble donc que le biosenseur d’Aurora-A soit sensible à un équilibre 

entre les activités d’Aurora-A et d’une phosphatase opposée en mitose. Il reste à déterminer 

l'identité du complexe phosphatase impliqué, et si cette phosphatase présente une activité 

différentielle entre l'interphase et la mitose, ce qui pourrait influencer, au moins partiellement, 

la cinétique d'activation et d'inactivation apparente d’Aurora-A détectée via l'utilisation du 

biosenseur. 
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Figure 39: Le signal FRET mesuré en mitose est dépendant de l’activité d’Aurora-A et des 

phosphatases opposées PP1 et/ou PP2A. 

A) L'évolution du signal FRET a été suivie avant et après ajout d’un inhibiteur d’Aurora-A 

(MLN8054 1µM) ou Aurora-B (ZM 447439 5µM) sur cellules mitotiques. (1 image/2min) ;  

B) avant et après ajout d’acide okadaique (OA 250nM). (1 image / 2mins).  
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C. Étude de la cinétique d’activation d’Aurora-A au cours de la progression G2-

mitose 

Les résultats précédents suggèrent que le biosenseur généré devrait permettre de suivre 

la cinétique d'activation/inactivation de la kinase Aurora-A au cours du cycle cellulaire. Les 

résultats préliminaires que j’ai obtenus mettent en évidence une augmentation du signal FRET 

initiée en toute fin de phase G2, environ 25 minutes avant la rupture de l’enveloppe nucléaire, 

atteignant un maximum en pro métaphase, et diminuant progressivement en sortie de mitose 

(figure 40). Ces résultats sont en accord avec les données biochimiques mettant en évidence 

que la protéine Aurora-A s’accumule au cours de la progression S-G2 mais s’active 

approximativement au moment de l’entrée des cellules en mitose 
282,376

. Il sera intéressant par 

la suite de comparer les cinétiques d’activation d’ Aurora-A, Plk1 et Cycline B1-Cdk1dans les 

mêmes conditions expérimentales afin de mieux comprendre la succession des évènements 

moléculaires qui initie l’entrée en mitose. D’autre part, le biosenseur d’Aurora-A devrait être 

très utile pour décrypter les mécanismes moléculaires responsables de son activation en fin de 

phase G2 et qui restent à ce jour inconnus. Différents co-facteurs mitotiques de la kinase 

Aurora-A ont été identifiés parmi lesquels figurent TPX2 (Targeting protein for Xklp2), Bora, 

Adjuba, ainsi que des protéines associées au centrosome : HEF1, CEP192, et 

Nucleophosmin/B53 
385–388

. L’utilisation du biosenseur combiné à la déplétion de chacun de 

ces co-facteurs par des approches d'interférence ARN pourrait permettre d’étudier si l’un de 

ces co-facteurs intervient dans son processus d’activation d’Aurora-A en fin de phase G2. 

Enfin, il a été montré que l'activité d'Aurora-A (suivie par des approches biochimiques) était 

sensible à l'ajout d'un inhibiteur de Cdk sur des cellules synchronisées en G2 
376,389

. Dans ce 

cadre, il sera également très intéressant d’étudier quel complexe Cycline-Cdk, incluant 

Cycline A2- Cdk2, Cycline A2- Cdk1 ou Cycline B1-Cdk1, module l’activation d’Aurora-A 

en G2 et par quels mécanismes sous-jacents.  
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Figure 40 : Suivi de la cinétique d’activation de la kinase  Aurora-A au cours de la 

progression G2-mitose. 
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Partie III : L’activation de Plk1 en fin de phase G2 

déclenche l’entrée des cellules en mitose 

De la levure à l'homme, l'activation de la Cycline B-Cdk1, ou MPF ("Mitosis 

Promoting Factor") est responsable de l'entrée des cellules en mitose. Chez les mammifères, 

son activation est étroitement régulée par un réseau complexe d'inhibiteurs (les kinases Myt1 

et Wee1) et d'activateurs (les phosphatases Cdc25 A, B et C). Le développement d’un 

biosenseur FRET (Förster Resonance Energy Transfer) spécifique de Cycline B1-Cdk1 a 

montré que dans des cellules humaines l’initiation de son activation a lieu ~20min avant la 

rupture de l’enveloppe nucléaire suggérant une modification rapide de l’équilibre entre les 

activités opposées des kinases inhibitrices et des phosphatases activatrices en fin de phase G2 

142,375
. Néanmoins, les mécanismes moléculaires à l'origine de cette activation soudaine de 

Cycline B1-Cdk1 restent inconnus.  

L'objectif principal de cette thèse a été d’élucider la succession des évènements 

moléculaires qui interviennent en phase G2 contribuant au contrôle précis de l’activation du 

complexe Cycline B1-Cdk1 et ainsi du processus d’entrée des cellules en mitose. Mes travaux 

se sont focalisés sur le rôle potentiel de la kinase Polo-like kinase 1 (Plk1) dans le contrôle de 

l’entrée en mitose. Plk1 est une kinase essentielle à la division cellulaire et intervient dans la 

maturation des centrosomes, la cohésion des chromatides sœurs, l’attachement correct aux 

kinétochores au fuseau, et dans la cytocinèse 
245,298,299

. Cette kinase est surexprimée dans de 

très nombreux cancers humains (carcinome pulmonaire et colorectaux, cancer du sein et de 

l’ovaire, gliome, mélanomes) et constitue une cible thérapeutique majeure. Alors que ses rôles 

en mitose sont bien élucidés, sa contribution dans le contrôle de l’entrée en mitose est 

controversée. Cependant, plusieurs régulateurs directs du complexe Cycline B1-Cdk1, 

Cdc25B, Cdc25C, Wee1 et Myt1, sont phosphorylés, au moins in vitro par Plk1, des 

mécanismes par lesquels celle-ci pourrait contrôler l’entrée en mitose. Néanmoins, il reste à 

déterminer si ces évènements de phosphorylations prennent place in vivo, s’ils sont initiés 

avant l’entrée en mitose, et à identifier leur contribution relative dans la régulation de 

l’activation initiale du complexe Cycline B1-Cdk1 et de l’entrée en mitose. 
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En résumé, mes travaux mettent en évidence le caractère essentiel de Plk1 dans le 

processus d’entrée des cellules en mitose. Mécanistiquement, Plk1 interagit avec la 

phosphophatase Cdc25C au cours de la phase G2 et promeut son activation via la 

phosphorylation de multiples sites identifiés, constituant un des mécanismes suffisant pour 

induire l’entrée des cellules en mitose. L’utilisation d’un biosenseur FRET spécifique de 

l’activité de Plk1 a permis d’étudier la régulation spatio temporelle de l’activité de Plk1 au 

sein de cellule suivies individuellement. J’ai montré que l’activé de Plk1 augmente 

rapidement en fin de phase G2 ~20 min avant l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1. Par 

ailleurs, j’ai apporté des preuves montrant que l’activation initiale de Plk1 n’était pas 

dépendante du complexe Cycline B1-Cdk1 comme le propose certaines études chez la levure 

et les cellules de mammifères 
314,372

. En revanche, l’activation rapide de Plk1 observée en fin 

de phase G2 est dépendante à la fois de son activateur direct Aurora-A et du co-facteur hBora 

282,283
, mais également de l’activité du complexe Cycline A2-Cdk1/2 par des mécanismes qui 

restent à élucider. Mes résultats suggèrent que le complexe Cycline A2-Cdk1/2 pourrait être 

un élément permettant la coordination entre le processus de réplication de l’ADN en phase S 

et l’entrée des cellules en mitose, via la régulation de l’activation de Plk1, afin de préserver 

l’intégrité de l’information génétique transmise aux cellules filles (figure 41).  

 

Figure 41 : modèle de mécanismes moléculaires contrôlant l’entrée en division. 
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Article : Plk1 activation in late G2 sets up commitment to 

mitosis 

Lilia Gheghiani, Damarys Loew,Berangere Lombard, Jorg Mansfeld, Olivier Gavet 
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Discussion 

A. L’inhibition de l’activité de Plk1 conduit à un arrêt des cellules en mitose 

Différentes études appuient l’hypothèse que la kinase Plk1 chez les vertébrés est 

nécessaire à la transition G2/mitose en agissant sur les régulateurs directs du complexe 

Cycline B1-Cdk1, tandis que d’autres travaux suggèrent que Plk1 n’est pas essentiel pour le 

déclenchement de l’entrée en mitose. Les études de la régulation du cycle méiotique 

d’ovocytes de Xénope font partie des premiers travaux à suggérer que la kinase Plk1 joue un 

rôle essentiel dans l'activation de Cdk1 
280,308,309

. En revanche, des études menées chez la 

levure ou chez la drosophile suggèrent plutôt que l'activité de Plk1 n'est pas requise pour 

l'engagement mitotique en soi, mais sa présence contribue à l’activation du MPF par un 

mécanisme de rétrocontrôle positif 
314

. Par ailleurs, bien que plusieurs régulateurs directs du 

complexes Cyclines B1-Cdk1 ont été rapportés comme étant phosphorylés au moins in vitro 

par Plk1, son rôle dans le contrôle de l’entrée au sein des cellules de mammifères dans les 

conditions non perturbées est controversé. En effet, plusieurs travaux rapportent que 

l’inhibition de l’activité de Plk1 au sein de cellules cancéreuses est associée à un délai des 

cellules en phase G2 suivi d’un arrêt prononcé des cellules en mitose 
300,316,317

, alors que son 

inhibition au sein de cellules immortalisées conduit à un arrêt prononcé des cellules en phase 

G2 
300,390

. Ces différences notables parmi les organismes modèles pourraient être le reflet du 

degré, de chaque organisme, à tolérer l'absence de la kinase Plk1, mais aussi de la difficulté à 

complètement inhiber la kinase soit par l’ajout d’inhibiteur spécifique, soit par déplétion 

partielle de la kinase. Afin, de clarifier l’importance de Plk1 dans le contrôle de l’entrée en 

mitose, j’ai étudié l’effet de l’inhibition de Plk1 par différentes techniques au sein d’une 

lignée de cellules humaines cancéreuses HeLa et des cellules épithéliales non transformées 

hTERT RPE-1. 
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1) Étude de l’importance de Plk1 dans le contrôle de l’entrée en mitose des cellules 

cancéreuses HeLa et non transformées hTERT RPE1 

 Jusqu’à présent, l’effet de l’inhibition de Plk1 sur l’entrée des cellules de mammifères 

en mitose avait été principalement abordé par des techniques d’immunofluorescence sur 

cellules fixées, après 18, 24 ou 48 heures après avoir affecté l’activité de Plk1, et un décompte 

de l’index mitotique ; ou soit par des techniques de cytométrie en flux, qui ne permettent pas 

de discriminer les phases G2 de la mitose. Bien que plus ou moins informatives, ces études ne 

permettent pas de suivre en temps réel la cinétique de l’entrée des cellules en mitose, ou 

d’étudier l’hétérogénéité qui pourrait s’opérer au sein d’une population. 

Ainsi au cours de mes travaux, j’ai étudié l’effet de l’inhibition de l’activité de la 

kinase Plk1 sur des cellules asynchrones suivies individuellement par des approches de vidéo 

microscopie en contraste de phase. L’entrée des cellules en mitose a été déterminée par 

l’arrondissement des cellules et la rupture de l’enveloppe nucléaire. Différents inhibiteurs 

pharmacologiques bien caractérisés de Plk1 ont été utilisés pour affecter l’activité de Plk1 en 

un temps précis (BI2536 
317

 , GSK461364 
391

 1,000 fois plus sélectifs pour Plk1 que 

Plk2&Plk3 in vitro). En utilisant ces composés, j’ai dans un premier temps observé que 

l’entrée des cellules hTERT-RPE1 était affectée de manière dose dépendante. En effet, à de 

faibles concentrations d’inhibiteur (20 à 40 nM), la plupart des cellules sont arrêtées en 

mitose avec pratiquement aucun effet sur le moment de l'entrée mitose (figure 42). À 

l’inverse, à des concentrations plus élevées (50 à 200 nM), les cellules s'arrêtent en phase G2 

ne pouvant plus entrer en mitose au bout ~40min après traitement (figure 42). Ainsi, une 

inhibition partielle de Plk1 n’est pas suffisante pour inhiber la fonction de Plk1 dans le 

processus d’entrée en mitose, mais est suffisante pour permettre un arrêt des cellules en 

mitose dû au maintien du checkpoint en mitose. À l’inverse une inhibition (presque) complète 

de l'activité de Plk1 conduit à un arrêt des cellules en phase G2. Les résultats ont été obtenus 

au sein de cellules non perturbées asynchrones ce qui exclut le fait que Plk1 pourrait être 

nécessaire uniquement pour la récupération du cycle cellulaire après des dommages potentiels 

à l'ADN, induits par des procédures de synchronisation. Par ailleurs, dans les conditions de 

fortes concentrations de l’inhibiteur BI2536 ou GSK461364, l’inhibition des kinases 

effectrices du point de contrôle en phase G2, Chk1 et Chk2, ne résorbe pas, l’arrêt des cellules 

en phase G2 (figure 50). En parallèle, aucune augmentation des marques g-H2AX , 53BP1 ou 

de l’activation des voies de stress dépendante de p38 MAPK et SAPK / JNK ou encore 

l’accumulation des protéines p53 et p21 n’a été observée, dans les cellules en phase G2, en 
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présence des inhibiteurs de Plk1. Ensemble, ces observations permettent d’exclure 

l’hypothèse que l’arrêt des cellules observé en phase G2, suite à l’ajout des inhibiteurs de 

Plk1 à fortes concentrations, soit associé à une activation des voies de stress en réponse aux 

dommages à l'ADN, induites de manière aspécifique. 
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Figure 42 : Effet de l’inhibition de Plk1, à différentes doses, sur la cinétique d’entrée des 

cellules hTERT RPE-1. 

L’entrée en mitose des cellules hTERT RPE-1 asynchrones, a été enregistrée par vidéo-

microscopie en contraste de phase toutes les 1 image/5mins avant et après l’addition de 

l’inhibiteur de Plk1 BI2536 à différentes doses. 

 

J’ai par la suite comparé l’effet de l’inhibition de Plk1 sur la cinétique d’entrée en 

mitose entre les cellules cancéreuses (HeLa) et non transformées (hTERT RPE1). Pour les 

deux types cellulaires, l’entrée des cellules en mitose après l’ajout soit de l’inhibiteur BI2536, 

soit l’inhibiteur GSK461364, à forte concentration, est inhibée. Cependant, à même 

concentration d’inhibiteur ajouté, les cellules cancéreuses se sont avérées moins sensibles que 

les cellules immortalisées (figure 43). En effet, même avec la dose la plus élevée, utilisée pour 

inhiber Plk1 (BI2536 200nM), certaines cellules sont toujours capables de rentrer en mitose. 

En vue de ce résultat, deux hypothèses peuvent être proposées : soit les cellules cancéreuses 

sont capables de s’adapter à l’inhibition de Plk1 et ont développé un mécanisme alternatif leur 

permettant de rentrer en mitose indépendamment de l’activité de Plk1, soit la dose de 200nM 

de Bi2536 n’est pas suffisante pour inhiber complétement l’activité de Plk1 dans ces cellules 
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qui surexpriment Plk1. L’utilisation d’un rapporteur FRET d’activité de Plk1 (site c-jun) dans 

les conditions où l’activité de Plk1 était inhibée (+200nM de Bi2536), m’a permis de 

déterminer que les cellules cancéreuses capables de rentrer en mitose, avaient une activité de 

Plk1 résiduelle (~25% de l’activité totale : passage d’une dynamique FRET maximale de 20% 

à 5% avec l’inhibiteur de Plk1) susceptible de promouvoir l’entrée des cellules en mitose.  
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Figure 43 : Comparaison de l’effet de l’inhibition de Plk1, à différentes doses, sur la 

cinétique d’entrée en mitose des cellules HeLa et hTERT RPE-1. 

L’entrée en mitose des cellules HeLa et hTERT RPE-1 asynchrones, a été enregistrée par 

vidéo-microscopie en contraste de phase toutes les 1 image/5mins avant et après l’addition de 

l’inhibiteur de Plk1 BI2536 à différentes doses. 

 

2) Étude de l’effet de l’inhibition de Plk1 à long terme  

Burkard et ses collaborateurs ont élaboré un modèle de cellules épithéliales 

immortalisées (hTERT-RPE1), dont les deux copies du locus du gène de Plk1 ont été 

supprimées par recombinaison homologue
392

. L'activité de Plk1 est reconstituée soit par 

l’expression d’une protéine de fusion GFP-Plk1 de type sauvage (GFP-Plk1
wt

), soit par 

l’expression d’une forme mutée au niveau de la poche catalytique de Plk1 (Plk1
as

) 
392

. Cette 

mutation (C67V/L130G) élargie, le site catalytique de la forme Plk1
as 

spécifiquement inhibée 

par l’ajout d’analogue de l’ATP
392

. Ainsi ce modèle permet d’étudier les rôles de Plk1 dans 

l’entrée en mitose en ciblant spécifiquement Plk1 d’une part, et d’autre part procure un 



Gheghiani Lilia– Thèse de doctorat – 2017 

 

88 

 

témoin rapportant les effets aspécifiques du composé chimique utilisé (les cellules Plk1 
wt 

pour l’analogue de l’ATP et Plk1
as

 pour l’inhibiteur BI2536). 

Un suivi cinétique du nombre de cellules hTERT RPE1 PLK1
 -/-

 Plk1 
as

 et Plk1
wt

 en 

mitose, après l’ajout soit de l’analogue de l’ATP, soit de l’inhibiteur BI2536 a été réalisé sur 

cellules fixées, à différents temps
392

. Burkard et collaborateurs ont observé que 18h après 

l’ajout de l’analogue de l’ATP, 30 % des cellules Plk1
as 

étaient arrêtées en mitose 
392

. Ce 

résultat suggère qu’au bout d’un certain temps les cellules pourraient s’adapter à l’inhibition 

de Plk1 et mettre en place un mécanisme permettant de rentrer en mitose indépendamment de 

l’activité de Plk1. Une autre hypothèse serait que les cellules arrêtées en phase G2 pourraient 

continuer à accumuler les activateurs de l’entrée en mitose (Cdc25A, B&C, Aurora-A Cycline 

B1) et qu’au bout d’un certain seuil, elles puissent déclencher l’activation du complexe 

Cycline B1-Cdk1 et l’entrée en mitose. Enfin, une troisième hypothèse serait qu’à long terme, 

les inhibiteurs perdent leur efficacité conduisant à une persistance de l’activité de Plk1 

suffisante pour permettre aux cellules de rentrer en mitose.  

Afin de tester ces hypothèses, j’ai réalisé un suivi à long terme de l’entrée en mitose des 

cellules immortalisées hTERT-RPE1 PLK1 
-/-

 +GFP-Plk1
WT

 et GFP-Plk1
AS 

après l’ajout d’un 

inhibiteur de Plk1 BI2536 ou un analogue de l’ATP. Tout comme les cellules hTERT RPE1 

l’inhibition de Plk1 conduit un arrêt des cellules en phase G2 pendant les 10 premières heures. 

Cependant, de manière intéressante, au bout de 10h, certaines cellules sont capables de 

reprendre leur cycle cellulaire et entrer en mitose. Dans la recherche d’une explication à ce 

phénomène, j’ai, d’une part, mis en évidence que l’efficacité de l’analogue de l’ATP était 

affectée au cours du temps (figure 44A). En effet, la pré-incubation de l’analogue de l’ATP à 

37°C avant traitement sur les cellules réduit son efficacité à induire un arrêt des cellules en 

phase G2. D’autre part, j’ai observé que les cellules arrêtées en phase G2 continuent à 

accumuler Plk1 (suivi du niveau GFP-Plk1
AS

 et -Plk1
WT 

par vidéo-microscopie), et entrent 

avec un niveau protéique supérieur aux conditions normales (figure 44B). Enfin, j’ai mis en 

évidence que l’entrée des cellules était toujours dépendante de l’activité de Plk1, puisqu’un 

second traitement des cellules avec l’inhibiteur de Plk1 ou l’analogue de l’ATP, dix heures 

après le premier traitement, conduit à une réduction du nombre de cellules capables de rentrer 

en mitose (figure 44A).  
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Figure 44 : Effet de l’inhibition de Plk
as

 à long terme sur la cinétique d’entrée sur les cellules 

hTERT RPE-1 PLK1
-/-

 GFP-Plk1
as

. 

A. L’entrée des cellules asynchrones en mitose, a été enregistré par vidéo-microscopie en 

contraste de phase toutes les 1 image/5mins avant et après une première addition de 

l’inhibiteur de Plk1 BI2536 ou de l’analogue de l’ATP, puis un deuxième traitement avec 

différentes doses de l’analogue de l’ATP. 

B. Comparaison du niveau protéique Plk1
as

,  dans les cellules hTERT RPE-1 PLK1
-/-

 GFP-

Plk1
as 

qui entrent en mitose, dix heures après traitement avec 10µM de l’analogue de l’ATP 

ou DMSO. Quantification du niveau de fluorescence GFP. Test statistique utilisé : t-test, *** 

p>0.001 

 

 

B. Suivi de l’activité de Plk1 au cours de la progression G2-mitose 

Précédemment, des analyses biochimiques ont montré que la protéine Plk1 s'accumule 

à partir de l'entrée des cellules en phase G2, alors que la forme active de Plk1, phosphorylée 

sur le résidu Thr210, n'est détectable qu'en fin de G2 
4,282

. D’autre part, des tests d’activité 

enzymatique in vitro, réalisés à partir de populations de cellules synchronisées, ont montré 

que les cinétiques d’activation de Plk1 et du complexe Cycline B1-Cdk1 semblent très 

proches, compatibles avec une activation tardive de Plk1 en G2 
296

 . De manière inattendue, le 

développement d’un premier biosenseur de Plk1, basé sur un site de phosphorylation identifié 

sur la kinase Myt1 dans des cellules surexprimant Plk1, a révélé une augmentation linéaire de 
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l'activité de Plk1 pendant environ 5h avant l’entrée en mitose ; une cinétique très similaire à 

l’accumulation de la protéine elle-même 
281,288

. Par ailleurs, il a été rapporté que ce biosenseur 

n’était pas spécifique de l’activité de Plk1, étant également phosphorylé au moment de 

l’entrée en mitose par la kinase Mps1, dont les sites consensus de phosphorylation sont très 

proches de ceux reconnus par Plk1. De plus, ce biosenseur est principalement phosphorylé 

dans le compartiment nucléaire jusqu’à la dernière heure avant la rupture de l’enveloppe 

nucléaire et l’entrée en prophase. Cette phosphorylation nucléaire pourrait, au moins en partie, 

être une conséquence du recrutement ou de l’activation locale de Plk1 au niveau des 

centromères en phase G2 
4,247

. D’autre part, comme les biosenseurs utilisés enregistrent un 

équilibre entre des activités kinases et phosphatases opposées, nous avons émis l’hypothèse 

que l’augmentation linéaire de la phosphorylation de ce biosenseur dans le noyau en phase G2 

pourrait refléter d’une part l’accumulation progressive de la protéine Plk1 possédant une 

activité enzymatique minimale et d’autre part l’absence d’activité phosphatase antagoniste 

dans le noyau, Myt1 étant une protéine exclusivement cytoplasmique
295

. De manière 

intéressante, il a récemment été montré que la localisation de Plk1 exclusivement nucléaire est 

inefficace pour déclencher l'entrée des cellules en mitose
393

. De manière surprenante, la 

synchronisation des cellules à la transition G1/S par traitement à la thymidine augmente la 

pente de la cinétique de phosphorylation du biosenseur au cours de la progression en phase 

G2, probablement en raison de niveaux d'expression de Plk1 plus élevés. En complément, j’ai 

analysé le comportement de la cinétique de phosphorylation du biosenseur après l’ajout d’un 

inhibiteur de la synthèse protéique une heure avant l’entrée en mitose. L'addition d'un tel 

inhibiteur induit un ralentissement immédiat de sa cinétique de phosphorylation, suivi par sa 

déphosphorylation progressive pour atteindre la valeur initiale au bout d’une heure. Ces 

observations suggèrent que ce biosenseur est relativement sensible à l’accumulation de la 

protéine au cours de la phase G2. Par ailleurs, l’inhibition de Plk1en phase G2 ou en mitose, 

conduit à une déphosphorylation lente du biosenseur (45-60min), suggérant que ce biosenseur 

n’est pas idéal pour suivre des variations rapides de l’activité de Plk1. Par ailleurs, le site 

Myt1 utilisé (ser426) a été retrouvé phosphorylé dans des cellules surexprimant Plk1, alors 

que sa phosphorylation dans des conditions physiologiques reste à déterminer 
394

. Ainsi, la 

phosphorylation du biosenseur par les kinases Plk1 et Mps1 au cours de la dernière heure 

avant la mitose ne permet pas d’évaluer la régulation de l'activité Plk1 et sa contribution au 

contrôle de l'entrée dans la mitose.  
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 Une seconde version améliorée de ce biosenseur FRET contenant un site de phosphorylation 

sur c-Jun élaborée par le laboratoire du Dr. M. Lampson (auteur de la première génération) a 

été utilisé pour étudier la cinétique d’activation de Plk1. Contrairement au biosenseur site 

Myt1, le biosenseur site c-Jun a une grande sensibilité pour les variations de l’activité de 

Plk1, et n’est pas reconnu par la kinase Mps1 
374,395

. Suite à la caractérisation de la spécificité 

du biosenseur site c-Jun pour les variations d’activité de Plk1, j’ai déterminé  la cinétique 

d’activation de Plk1 sur cellules asynchrones suivies individuellement. J’ai observé que 

l’activité de la kinase Plk1 augmente rapidement en fin de phase G2, environ 40 min avant la 

rupture de l’enveloppe nucléaire, atteint un niveau maximal en mitose et diminue à partir de 

l’entrée en anaphase, suite à la dégradation de la kinase. L’utilisation d’une lignée stable 

exprimant de manière constitutive la protéine de fusion Cycline B1-mCherry et le biosenseur 

de Plk1 a permis de comparer la cinétique d’accumulation de la Cycline B1 au noyau, utilisée 

comme rapporteur de l’activation du complexe Cycline B1-Cdk1 
142,144

 , et l’activation de 

Plk1 respectivement. J’ai ainsi mis en évidence que l’activation de Plk1 précède d’environ 20 

minutes celle de Cycline B1-Cdk1, initiant l’entrée des cellules en mitose (figure 45). 
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Figure 45 : Comparaison de la cinétique d’activation des kinases Plk1 et Cycline B1Cdk1 au 

cours de la progression G2-mitose. 

Des cellules HeLa mcherry-Cycline B1 asynchrones, ont été transfectées avec le biosenseur 

de Plk1 (site c-jun), l’activité de Plk1 et Cycline B1-Cdk1 ont été enregistrées par suivi du 

ratio d’emission CFP/YFP et l’import nucléaire de Cycline B1 respectivement. 
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C. Les mécanismes moléculaires par lesquelles Plk1 contrôle l’entrée en 

mitose 

Cdc25C a été identifié comme la cible principale de Plk1 au cours de la transition G2-

mitose. Nos résultats montrent que Plk1 interagit progressivement avec Cdc25C au cours de 

la phase G2 et la phosphoryle sur de multiples sites identifiés. Bien que la contribution 

relative de Cdc25C dans le contrôle de l’entrée en mitose est assez nuancée de par le fait que 

l’inhibition plus ou moins partielle de Cdc25C par ARN interférence n’a aucun effet sur la 

cinétique d’entrée des cellules en mitose, j’ai montré que l’expression des formes mimant la 

phosphorylation de Cdc25C par Plk1 est suffisante pour promouvoir l’entrée des cellules en 

division. Par ailleurs, l’expression de la forme non phosphorylée conduit également à une 

entrée prématurée en mitose bien que plus limitée que l’expression des formes phospho-

mimétiques. De manière intéressante, l’expression de la forme non phosphorylée, dans les 

conditions où l’activité de Plk1 est affectée, n’est plus en mesure de promouvoir l’entrée en 

division. En revanche, l’expression de la forme phospho-mimétique avec les cinq sites 

phosphorylés par Plk1, conservés chez les mammifères, est suffisante pour restaurer l’entrée 

des cellules en mitose lorsque Plk1 est inhibée. Ceci suggère que Cdc25C a un rôle dans 

l’entrée en division seulement lorsque la phosphatase est phosphorylée par Plk1. La 

localisation exclusivement cytoplasmique de Cdc25C et des formes Cdc25C phospho-

mimétiques, jusqu'à la rupture de l’enveloppe nucléaire est cohérente avec le modèle actuel 

selon lequel l'activation de Cycline B1-Cdk1 est initiée au cytoplasme 
141,142,396

. Cependant, 

les souris dont le gène de Cdc25C a été invalidé ainsi que les souris avec la double 

invalidation Cdc25C&B sont viables, suggérant l’existence de mécanismes alternatifs 

compensatoires 
397

. Un des mécanismes alternatifs pourrait être la régulation de la kinase 

Wee1 par Plk1. En effet, Plk1 est capable de phosphoryler Wee1 in vivo, et cette 

phosphorylation favorise sa dégradation subséquente qui pourrait conduire à l'entrée des 

cellules en mitose
194

. Une analyse de la cinétique de phosphorylation de Wee1 par Plk1 ainsi 

que le suivi en temps réel de sa dégradation au cours de la progression G2 mitose permettrait 

de déterminer si ces évènements participent à l’activation initiale du complexe Cycline B1-

Cdk1 et l’entrée en mitose. 
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D. Cycline A2-Cdk, un candidat pour coordonner la réplication du génome 

et l’entrée en mitose via la régulation de l’activité de Plk1. 

Mes résultats suggèrent que le complexe Cycline A2-Cdk2 régule l’activité 

enzymatique de  Plk1 et probablement également de la kinase Aurora-A en amont. En accord 

avec cette hypothèse, plusieurs études proposent qu’une activité Cdk en amont serait 

responsable de l’activation de l’une et l’autre kinase
282,283,376,381,398

. Dans ce cadre, j’ai 

entrepris d’étudier si l’augmentation de l’activité de Cycline A2-Cdk en phase G2 peut initier 

le processus d’activation de Plk1. Une limitation majeure dans l’étude du rôle de Cycline A2-

Cdk1/2 dans le processus d’entrée des cellules en mitose est l’absence d’inhibiteurs 

spécifiques par rapport aux complexes Cycline E-Cdk2 et Cycline B1-Cdk1. Néanmoins, des 

travaux précédents ont montré que contrairement au complexe Cycline B1-Cdk1 qui est 

régulé à la fois par les kinases Myt1 et Wee1, le complexe Cycline A2-Cdk2 est 

majoritairement régulé par la kinase Wee1 via la phosphorylation du résidu Tyr15, son 

activité étant peu affectée par Myt1
107,108,399

. J’ai pris avantage du développement d’un 

inhibiteur de la kinase Wee1 (dont la sélectivité a été testée sur 223 kinases, incluant 

Myt1)
400

, pour stimuler prématurément l’activité du complexe Cycline A2-Cdk2 en début de 

phase G2 et étudier les conséquences potentielles sur la cinétique d’activation de Plk1. 

L’ajout de cet inhibiteur sur des cellules synchronisées en début de phase G2 conduit en 

quelques minutes à la déphosphorylation du résidu Tyr15 de Cdk2 et/ou Cdk1 complexées 

avec Cycline A2 ainsi qu’à une augmentation de la phosphorylation du site 

d’autophosphorylation (résidu S154 
401

 ) localisé sur la Cycline A2. Dans ces conditions, j’ai 

mis en évidence, par immunoblot et via l’utilisation du biosenseur de Plk1, une activation 

prématurée de Plk1 en début de phase G2 (environ 30 min après l’ajout de l’inhibiteur), 

précédant comme observée dans des conditions normales l’activation de Cycline B1-Cdk1 et 

l’entrée prématurée des cellules en mitose. Parallèlement, en utilisant une lignée Knock-In 

CyclineA2-Venus/+, j’ai mis en évidence, par immunoprécipitation, une interaction entre 

CyclineA2 et Plk1 endogènes, qui prend place en phase G2. Cette interaction est corrélée à 

l’activité du complexe CyclineA2-Cdk et augmente après stimulation de son activité. Mes 

résultats montrent donc que l’activation de Plk1, essentielle pour l’entrée en mitose, est 

dépendante du niveau d’activité CyclinA2-Cdk. Les mécanismes moléculaires sous-jacents 

restent à déterminer.  

Cycline A2-Cdk1/2 pourrait réguler l’activité de Plk1 en phase G2 de manière directe 

ou indirectement en modulant l’activité d’Aurora –A. En faveur d’une régulation directe sur 
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Plk1, plusieurs analyses phosphoprotéomiques ont identifié un deuxième site de 

phosphorylation au niveau de la boucle d’activation de Plk1 sur le résidu Thr214 dont la 

séquence flanquante correspond au motif consensus reconnu par une Cdk
402–404

. En effet, cette 

séquence possède une proline en position +1 qui est conservée à travers les espèces 
275

 . Chez 

la levure S. cerevisiae, il a été montré que Cdc28, l’homologue de Cdk1 phosphoryle Cdc5, 

au niveau résidu homologue qui est essentiel pour l’activité de Cdc5 
312

. Chez le xénope ce 

même site contribue à une augmentation significatif de l’activité de Plx1
311

. Des études 

réalisées sur cellule humaines ont montré que la mutation de ce site est létale 
275

. Par ailleurs, 

l’expression d’un mutant non phosphorylable pour ce site (Thr214Val) conduit à des défauts 

dans la progression en mitose, ainsi que dans le processus de prolifération cellulaire, bien 

qu’aucune preuve ne démontre que cette mutation n'interfère pas sur la conformation du 

domaine T-loop ou avec la liaison à l’ATP 
275

. Il serait intéressant d’analyser la cinétique de 

phosphorylation de ce site au cours de la progression G2 mitose et d’identifier si cette 

phosphorylation est bien prise en charge par le complexe Cycline A2-Cdk1/2.  

 Cycline A2-Cdk1/2 pourrait également réguler l’activité de Plk1 indirectement soit 

par l’intermédiaire du co-facteur hBora soit en modulant l’activité de la kinase Aurora-A. En 

effet, il a été montré que le cofacteur hBora est retrouvé phosphorylé en de multiples sites par 

une activité cdk1
282,285

. Par ailleurs, il a été montré que ces éléments de phosphorylations 

favorisent l’interaction de hBora et Plk1 ce qui est nécessaire pour la phosphorylation de Plk1 

par Aurora A et ainsi son activation. Notamment trois sites présents au niveau de la région N-

terminale de hBora se sont révélés indispensable pour la fonction de hBora et son interaction 

avec Plk1 in vitro mais également in vivo
285

.  Assurément, l’interaction Bora-Plk1 constitue 

un élément de régulation essentielle de l’activité de Plk1 cependant il reste à étudier le 

mécanisme d’action par lequel cette interaction favorise la phosphorylation de Plk1 par 

Aurora A et de ce fait son activation. Plusieurs scénarios peuvent être envisagés : d’une part 

cette interaction permet la libération de la boucle d’activation  de Plk1 la rendant accessible 

pour Aurora A, d’autre part elle pourrait favoriser un rapprochement des kinases Plk1 et 

Aurora A, mais également réguler l’activation de Plk1 au moment opportun. Dans ce cas de 

figure, une proposition serait que l’augmentation progressive de l’activité du complexe 

Cycline A2-Cdk permettrait une augmentation de la phosphorylation de hBora jusqu’à un 

seuil conduisant à son interaction avec Plk1 et l’activation de la kinase. L’activation de la 

kinase  Aurora-A est dépendante de son auto-phosphorylation sur son résidu Thr288 situé au 

niveau de sa boucle d’activation
405,406

. Trois phosphatases PP1 et PP2A et PP6 sont connues 
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pour réguler l’activité d’Aurora-A. Aurora-A s’associe avec la protéine phosphatase 1 (PP1) 

qui va conduire à la déphosphorylation des résidus indispensables à l’activité de la kinase 

notamment son site d’autophosphorylation 
381

. L’association d’Aurora-A à la phosphatase 

PP2A, permet à PP2A d’induire la dégradation de la kinase en déphosphorylant le résidu 

Ser54 de la kinase
382

. L’activité de ces deux phosphastases est négativement régulée par 

Cdk1
407,408

. Ainsi, Cycline A2-Cdk1/2 pourrait réguler l’activité d’Aurora-A de manière 

indirecte en inactivant les phosphatases qui contrôlent négativement son activité.  
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