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PP1 et PP2A, des sérine/thréonine phosphatases
au coeur de l'apoptose

L’étude des mécanismes qui contrd-
lent la survie et Ia mort cellulaire pro-
grammée, ou apoptose, permet une
meilleure compréhension de notre
développement et de certaines
pathologies, infectieuses ou cancé-
reuses. Les protéine phosphatases
sérine/thréonine de type 1 (PP1) et
de type 2A (PP2A) ont été impli-
quées dans le controle de nombreux
processus biologiques. Des travaux
récents permettent de mieux appré-
hender une nouvelle fonction de ces
enzymes: le controle de I'apoptose
par la modification de 'activité des
protéines de la famille Bcl-2.

Une vingtaine de protéines de cette
famille ont été identifiées, certaines
sont anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-
xL...), d’autres pro-apoptotiques
(Bad, Bax, Bak...). On savait que
I’équilibre entre les membres pro- et
anti-apoptotiques suffit a déterminer
la sensibilit¢ de la cellule a 'apop-
tose, car ces protéines s’antagonisent
mutuellement en formant des hété-
rodimeres inactifs [1]. Plus récem-
ment, il a été montré que des phos-
phorylations pouvaient aussi
controler la fonction des protéines
de la famille Bcl-2, et I'on a ainsi pu
caractériser des voies de signalisation
anti-apoptotiques activées par de
nombreux facteurs de croissance qui
impliquent la phosphatidyl inositol 3
kinase (PI3K), la kinase Akt (aussi
appelée PKB ou RAC-PKB) ou des
kinases activées en aval de la voie Ras.
En particulier, il a été bien établi
qu’en réponse a 'interleukine-3 (IL-
3), une cytokine qui active la prolifé-
ration et inhibe I’apoptose de précur-
seurs de lignées hématopoiétiques, la
phosphorylation de Bad sur des rési-
dus sérine (112 et 136) permet son
association avec les protéines chape-
rons de la famille 14-3-3. Cette asso-

ciation titre Bad et prévient son
action pro-apoptotique [2].

Si la phosphorylation des protéines
de la famille Bcl-2 peut modifier leur
fonction, on pouvait aisément imagi-
ner que des phosphatases soient aussi
impliquées dans le controle de leur
fonction.

PP1a, une nouvelle phosphatase
controlée par Ras
agissant sur Bad et Bcl-2

Les PP1 forment une famille de plu-
sieurs holoenzymes d’expression ubi-

quiste. Elles sont produites par
I'interaction spécifique de sous-uni-
tés catalytiques (dont il existe quatre
isoformes q, B, y1, y2 et de sous-uni-
tés régulatrices qui sont impliquées
dans le ciblage et la modulation de
I’activité phosphatasique [3]. Dans
une lignée lymphocytaire T murine,
la lignée TS1 af, dont la survie
dépend de I'IL-2 [4], le retrait de
cette cytokine provoque l'arrét de la
prolifération et I’apoptose des cel-
lules. Cet effet est associé a la
déphosphorylation de Bad sur ses
deux sérines 112 et 136. Le traite-
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Figure 1. PP1, une nouvelle phosphatase qui contrdle la survie des cellules.
Les facteurs de survie provoquent l'activation de la phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) et de la protéine kinase Akt. Cette derniere provoque notam-
ment la phosphorylation de la sérine 136 de la protéine pro-apoptotique Bad.
Il est bien établi que la phosphorylation des sérines 112 et 136 de Bad
entraine sa liaison avec la protéine cytosolique 14-3-3 ce qui inhibe sa fonc-
tion pro-apoptotique [2]. Dans une lignée de lymphocytes T, I'absence de
cytokines provoque l'activation de la phosphatase PP1a qui provoque la
déphosphorylation des deux sérines 112 et 116 de Bad, permettant son
action apoptotique. Cette activité « Bad-phosphatase » est par ailleurs activée

par Ras [5].
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ment par 'acide okadaique, un inhi-
biteur des phosphatases PP1 et PP2A,
bloque la déphosphorylation de Bad
et prévient I'apoptose des cellules.
En outre, seule PP1a (et non PP2A)
interagit physiquement avec Bad, ce
qui indique que PP1a est la phospha-
tase qui provoque la déphosphoryla-
tion de Bad [5] (figure 1).

De facon beaucoup plus surpre-
nante, différentes approches (double
hybride dans le systeme levure, co-
immunoprécipitations) nous ont per-
mis de montrer que la phosphatase
PPla interagit aussi avec la protéine
Bcl-2 [6]. Cette interaction s’effectue
par Iintermédiaire d’une séquence
qui contient un motif consensus du
type R/K X V/I X F présent dans le
site de liaison de nombreuses pro-
téines régulatrices qui interagissent
avec PPla [7]. En fait, les trois pro-
téines, Bad, Bcl-2 et PP1a forment un
complexe qui posséde une activité
phosphatase, et peut ainsi étre défini
comme une nouvelle holoenzyme de
PP1 que nous avons appelée «Bad
phosphatase » [6]. En outre, Bcl-2
semble jouer le role de «sous-unité
régulatrice » de PPla: si I'on
empéche son interaction avec PPI,
on observe une diminution de la for-
mation du complexe Bcl-2-Bad-PP1a,
et une diminution de 'activité «Bad
phosphatase ». Enfin, si les cellules
TS1af sont sevrées d’IL-2, Iactivité
«Bad phosphatase » liée a ce com-
plexe augmente, un effet qui semble
da a Pactivation de Ras [5]. On sait
que les différentes isoformes des
GTPases de la famille Ras sont impli-
quées dans le contréle soit de la sur-
vie, soit de I'apoptose. Ces effets
opposés de Ras sur la survie des cel-
lules dépendent du type cellulaire,
de l'isoforme impliquée, et des mul-
tiples voies de signalisation qui sont
activées par Ras. Ainsi, dans la lignée
lymphocytaire TS10f, Ras contréle
positivement la survie des cellules en
présence d’IL-2 par l'intermédiaire
de la voie de signalisation PI3K/Akt.
Inversement, en ’absence de cyto-
kines, Ras peut favoriser 1'apoptose
des cellules en inhibant, de facon
indirecte, I’expression de Bcl-2 [8]. 11
apparait donc qu’une seconde voie
par laquelle Ras promeut 'apoptose
de ces cellules est I'activation de la
«Bad phosphatase » PPla, permet-
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tant ainsi la déphosphorylation de
Bad. Enfin, il faut souligner que
d’autres protéines anti-apoptotiques,
notamment Bcl-xL. ou Bcl-w, contien-
nent aussi le motif consensus d’inter-
action avec PPla et pourraient donc,
tout comme Bcl-2, étre de nouvelles
protéines de régulation de PPla.

PP2A, une phosphatase
qui contrdle Akt et Bcl-2

Plusieurs protéines impliquées dans
la survie des cellules sont des sub-
strats d’une autre sérine/thréonine
protéine phosphatase, la phospha-
tase PP2A. Tout d’abord Akt, dont la
déphosphorylation par PP2A inhibe
Pactivité, ce qui inactive la voie de
signalisation anti-apoptotique dépen-
dant de la PI3-K [9]. Mais aussi Bcl-2,
dont on sait que la phosphorylation
sur plusieurs résidus sérine, dont la
Ser-70, controle de facon positive son
activité anti-apoptotique [10, 11]. Or,
PP2A peut s’associer de facon transi-
toire a Bcl-2, provoquer la déphos-
phorylation de la Ser-70, et inhiber sa
fonction anti-apoptotique [12].
Enfin, la phosphatase PPla elle
meéme, dont 'activité est inhibée par
la phosphorylation du résidu Thr 320
[13], pourrait étre un troisieme sub-
strat de PP2A.

La possibilité que Bcl-2, PPla et Bad
s’associent pour former un complexe
dont l'activité Bad phosphatase est
accrue pendant I'apoptose permet
d’envisager que cette activité phos-
phatase soit contrdlée positivement
par PP2A, griace a son interaction
avec Bcl-2 et/ou PPla (figure 2).
PP2A se révélerait ainsi une enzyme
clé dans le controle de I'apoptose en
modulant ’activité de kinases comme
Akt ou d’autres phosphatases comme
PPla/Bcl-2/Bad.
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Figure 2. Modele hypothétique de
controle de I'apoptose par PP2A. Un
des substrats de la phosphatase
PP2A est la protéine-kinase Akt dont
elle inhibe l'activité. De méme, la
déphosphorylation de Bcl-2 par PP2A
inhibe son activité anti-apoptotique.
En revanche, la phosphatase PP1a
serait activable par PP2A. Le modele
présenté ici propose un role clé de
PP2A dans l'apoptose, d'une part en
inhibant I'activité Bad kinase d’Akt,
et d’autre part en activant l'activité
Bad phosphatase du complexe
formé par les protéines Bad-Bcl-2-
PP1a. Dans ce complexe, Bcl-2
semble jouer le rble de sous-unité
régulatrice de la phosphatase PP1a,
et les cibles de PP2A pourraient étre
soit Bcl-2, soit PP1a, soit les deux.
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EEE Le transporteur ABC qui
expulse le Hoechst, un nouveau
marqueur de cellule souche? Le
colorant vital de ’ADN Hoechst
33342, excitable par un rayonne-
ment UV (348 nm) est classique-
ment utilisé pour mesurer la ploidie
des noyaux. Or, le groupe de R.
Mulligan a fait il y a quelques
années, fortuitement (erreur de
manipulation ?), une observation
fort intéressante. Lorsqu’on exa-
mine I’émission de fluorescence de
cellules marquées par le Ho a deux
longueurs d’onde, 424 nm et 660
nm, habituellement utilisées pour
détecter I'isothyocyanate de fluores-
céine (FITC) et la phycoérythrine
(PE), on détecte une population
négative, tres rare, dite side popula-
tion ou SP. La disparition de cette SP
apres traitement des cellules par le
vérapamil, qui bloque I’efflux par
des transporteurs de type mdr (multi-
drug resistance), prouve que ces cel-
lules expulsent le colorant de facon
tres active. Tout I'intérét de cette
observation vient de ce que ces cel-
lules, isolées de la moelle osseuse
chez la souris, étaient trés enrichies
en cellules souches capables de
reconstituer I'ensemble des popula-
tions hématopoiétiques a long terme
aprés transplantation a un animal
irradié alors méme qu’elles sont
CD34 [1]. Or, on s’est apercu que
d’autres tissus contiennent égale-
ment une fraction SP, et que celle-ci
aurait aussi des caractéristiques de
cellules souches. Ainsi, la fraction SP
du muscle squelettique contient non
seulement des cellules souches mus-
culaires mais également des cellules
capables de se différencier en cel-
lules hématopoiétiques apres leur
greffe a4 un animal irradié [3]. Chez
I’homme, il y a tres peu de données :
un article publié en octobre 2001
dans The Journal of Clinical Investiga-
tion confirme que les cellules
CD34'SP du foie foetal humain peu-
vent aussi étre qualifiées de cellules
souches hématopoiétiques [2], mais
il n’en est pas de méme de celles du
sang de cordon. Si la P-glycopro-

téine (Pgp) codée par le gene MDRI
(multidurg résistance) est exprimée
par les progéniteurs hématopoié-
tiques immatures, sa responsabilité
dans l'efflux du Hoechst n’était pas
démontrée. Une équipe de Mem-
phis associée a des Japonais nous
révele dans Nature Medicine que Pgp
n’est pas responsable de I’expulsion
du Ho [4], puisque la population SP
de la moelle osseuse de souris
MdrI”~ est intacte. C’est un autre
transporteur de la famille ABC,
BCRP1 (ou ABCG2) qui expulse le
Ho. La démonstration vient de la
transcription du gene berpl dans les
cellules de moelle osseuse de souris
déplétée de cellules matures, et dans
les populations CD34-c-Kit"Sca-1*SP,
contenant les cellules souches dans
le muscle. berpl parait spécifique de
la population SP. La transduction du
c¢DNA codant pour BCRPI confére
aux cellules médullaires la propriété
d’expulser le Hoechst, confirmant
son activité fonctionnelle. Curieuse-
ment, la surexpression de bcrpl
inhibe la différenciation hémato-
poiétique. Une hypothese sédui-
sante serait la possible déplétion, par
I'intermédiaire de BCRP1, de molé-
cules essentielles a la différenciation
cellulaire ; un tel mécanisme a été
décrit chez Dictyostélium. On se
demande aujourd’hui si cette pro-
priété d’expulser le colorant Ho ne
serait pas un marqueur «universel»
de cellule souche, indépendamment
de toute spécificité tissulaire, et d’un
point de vue pratique, les anticorps
reconnaissant le transporteur BCRP1
pourront s’avérer fort utiles. Restons
prudents cependant, car les cellules
PNA-HSA- identifiées comme cel-
lules souches neurales (m/s 2001,
n°10, p. 1089) sont Ho (+).
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