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Spécificité de l'action
des protéine kinases

et phosphatases dans
la cellule

Les kinases et les phosphatases sont généralement des
structures modulaires comportant un domaine catalytique
responsable de Pactivité enzymatique et un domaine régu-
lateur capable de controler cette activité. Dans le cas
d’enzymes multimériques, chacun des domaines est porté
par des sous-unités distinctes. La spécificité d’action des
kinases et phosphatases au sein de la cellule résulterait :
(1) de rexistence d’une grande diversité dans les sous-
unités régulatrices pour une méme sous-unité catalytique
et (2) du ciblage de la sous-unité catalytique vers ses subs-
trats par la sous-unité régulatrice, assurant a cette derniere
une double fonction. La sous-unité régulatrice et de
ciblage serait, elle-méme, la cible d’autres kinases ou phos-
phatases, multipliant ainsi les niveaux de régulation de ces
enzymes. Les protéine kinases et phosphatases sont impli-
quées dans la transmission des signaux a et dans la cel-
lule, et controlent en particulier le cycle cellulaire. De ce
fait, leurs sous-unités régulatrices et de ciblage constituent
des cibles potentielles de thérapeutiques antiprolifératives.

a phosphorylation réversi-
ble des protéines, catalysée
par les kinases et les phos-
phatases, est un des méca-
nismes post-traductionnels
les plus utilisés par les cellules
eucaryotes pour controler des pro-
cessus biologiques aussi variés que le
métabolisme, la transmission des
signaux extracellulaires, I'expression
génétique ou encore les différentes

étapes du cycle cellulaire. Toutefois,
un grand nombre de ces enzymes
présentent, in vitro, une large spéci-
ficité de substrats: cela ne reflete
pas nécessairement leur activité, plus
restreinte au sein de la cellule, et
qui intervient généralement en
réponse a un signal spécifique. A la
lumiére de nombreuses études, la
localisation des protéine kinases et
phosphatases a proximité de leurs

m/s n° 4 vol. 10, avnl 94



substrats apparait comme un facteur
essentiel de spécificité pour ce type
de réaction enzymatique. Cette loca-
lisation préférentielle serait assurée
par une interaction entre I'enzyme
et le substrat lui-méme, ou entre
I'enzyme et un composant cellulaire
associé au substrat. Cela suppose
donc une association directe entre
une partie de I'’enzyme, ou I'un des
éléments du complexe enzymatique,
et les composants cellulaires en
question. Un grand nombre de pro-
téine sérine/thréonine kinases et
phosphatases sont constituées de
deux sous-unités: l'une porte la
fonction catalytique, I'autre la fonc-
tion de régulation. Ce serait cette
derniére qui permettrait également
la localisation spécifique de la par-

tie catalytique. Elle assurerait donc
une double fonction de régulation,
de l'activité d’une part, et de la
position de l'enzyme vis-a-vis des
substrats d’autre part. Il en résulte-
rait une modulation plus fine de
I'activité enzymatique, et des niveaux
supplémentaires de régulation pour
une méme enzyme.

Originellement proposée par Rubin,
Erlichman et Scott pour la famille
des kinases dépendantes de
I’AMPc [1], I'idée de protéines régu-
latrices associées a la sous-unité
catalytique de ces kinases et diri-
geant ces derniéres vers leurs subs-
trats cellulaires spécifiques, s’étend
maintenant a un grand nombre
d’autres kinases et phosphatases [2].

Cible

[cdk-kinases]
[DNA-PK]

———_—__>

-

[Effecteurs : AMPc, Ca2+,
phosphorylations}

Figure 1. Le modéle du ciblage d’un grand nombre de protéine kina-
ses phosphorylant ou déphosphorylant une sérine ou thréonine. A. Le
complexe R-C (R = sous-unité régulatrice et de ciblage,; C = sous-unité cataly-
tique) peut s’associer & un organe cible, privilégiant I'action de C sur des
protéines de cette cible. C peut agir, soit complexée a R (cas des cdk kina-
ses ol R = cyclines et de la DNA activated protein kinase ou R = ku [28]),
soit B: dissociée de R (cas des PKA) aprés action d’un effecteur sur cette
derniére sous-unité. C. L’association R-cible peut étre rompue aprés phos-

phorylation de la cible ou de R par diverses kinases. D. Une fois libre R

peut ou non se réassocier a C. Toutes ces réactions peuvent étre réversibles.
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Cibler les sous-unités
régulatrices des kinases
et phosphatases

Les kinases et les phosphatases sont
généralement des structures modu-
laires comportant un domaine res-
ponsable de I'activité enzymatique et
un domaine capable de controler
positivement ou négativement cette
activité. Dans le cas des kinases et
phosphatases multimériques, aux-
quelles nous nous limiterons volon-
tairement par souci de simplicité,
chacun des domaines est porté par
des protéines ou sous-unités distinc-
tes. Ce type d’organisation permet
une combinatoire des différentes
sous-unités, combinatoire qui est
d’autant plus importante que les iso-
formes de chacune des sous-unités
sont nombreuses. Ainsi, a un type
de sous-unité catalytique (C) peu-
vent s’associer un ou plusieurs types
de sous-unité régulatrice (R) et réci-
proquement. Dans I'exemple des
kinases dépendantes des cyclines sur
lequel nous reviendrons, une méme
sous-unité catalytique de la kinase
mitotique, la sous-unité p34“? peut
s’associer aux cyclines A ou B. Inver-
sement, une méme sous-unité régu-
latrice, la cycline A, peut interagir
avec des sous-unités catalytiques dif-
férentes, la p34«? ou la p332 A
coté de sa fonction régulatrice pro-
prement dite, R semble avoir un
autre role, celui de diriger C vers
son ou ses substrats. De nombreuses
études portant sur différentes kina-
ses et phosphatases suggerent en
effet que la spécificité de substrat de
ces enzymes est assurée par une
interaction directe entre R et une
protéine cible, qui peut étre elle-
meéme le substrat ou associée au
substrat (figure 1).

[’'intérét de ce mécanisme de
ciblage serait de moduler I'accessi-
bilit¢ de C vis-a-vis de ses différents
substrats ou inhibiteurs potentiels.
Un autre avantage est d’introduire
des niveaux de régulation supplé-
mentaires.

Les trois principales caractéristiques
de ce modele sont: une localisation
préférentielle de la sous-unité cataly-
tique ; la régulation de I'activité de
cette sous-unité catalytique ; la réver-
sibilité des interactions entre C, R et
les cibles, permettant ainsi de trans-
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férer rapidement I'activité de C d’un
compartiment a un autre.

Pour illustrer le modele proposé,
nous avons choisi deux exemples
parmi les sérine/thréonine protéine
kinases, les protéine kinases dépen-
dantes de 'AMPc ou PKA et les pro-
téine kinases dépendantes des cycli-
nes ou cdk, et un exemple de
sérine/thréonine protéine phospha-
tase, la phosphatase de type 1 ou
PPl. La localisation de ces trois pro-
téines en des sites cellulaires parti-
culiers ou dans des complexes pro-
téiques bien précis peut expliquer
I'action restreinte de ces enzymes in
situ.

Une sous-unité
catalytique
similaire ciblée
par de nombreux
isotypes

de sous-unités
régulatrices

Dans les cellules de mammifeéres, les
PKA constituent une famille d’enzy-
mes dont chaque holoenzyme cor-
respond au complexe R,2C, asso-
ciant deux sous-unités catalytiques
(C) a un dimere de sous-unités
régulatrices (R,) [1, 3]. Sous
I'influence de signaux divers (hor-
monaux, nerveux, etc.), 'activité de
I'adénylyl cyclase couplée au récep-
teur correspondant est stimulée. Il
en résulte une élévation de la con-
centration en AMPc, lequel peut
agir sur une PKA proche de
I'adénylyl cyclase, mais aussi diffuser
et se concentrer dans différents
compartiments subcellulaires. Une
compartimentation de I"’AMPc,
induite par diverses hormones, a été
proposée [1]. L.’augmentation de la
concentration en AMPc est respon-
sable de la levée de I'inhibition de
C par R, par dissociation du com-
plexe R,2C selon la réaction:
(R2C);acr + 4 AMPc — 4AMPc-R2
+ 2Caclif

Trois isoformes de sous-unités cataly-
tiques (Ca, CB et Cy), ont été décri-
tes, fortement analogues entre elles.
Il existe deux types de sous-unité
régulatrice, RI et RII, sur la base
desquels la nomenclature des PKA
a éteé établie (PKA de type I et de
type II). Enfin, a chaque type de R
correspondent deux geénes o et f3,

portant a quatre le nombre d’isofor-
mes pour la sous-unité régulatrice
des PKA. RI et RII se distinguent
par des différences importantes dans
leur région N-terminale, ainsi que
par la présence, dans le cas de RII,
d’un site de phosphorylation par C
(motif RR*/VS¥). La phosphoryla-
tion de cette sérine, située dans le
domaine d’interaction avec C,
entraine une diminution de I'affinité
de RII pour C et donc une dissocia-
tion de I'holoenzyme a basse con-
centration d’AMPc.

Les sous-unités régulatrices Rla et
RIla sont présentes dans la plupart
des tissus. L.’expression de Rlé) et
RIIB semble beaucoup plus res-
treinte. Bien qu’initialement décrite
comme spécifiquement neuronale,
RIB a pu étre mise en évidence
dans de nombreux autres tissus et
cellules en culture, avec toutefois un
niveau d’expression beaucoup moins
élevé que celui observé dans le cer-
veau. A cette expression différen-
tielle correspond une régulation
génique spécifique de chacune des
isoformes de R, a savoir, constitutive
pour certaines comme Rllo, et
inductible pour d’autres. Ainsi,
I'expression de RIIB est sélective-
ment induite lors de la stimulation
hormonale des cellules de la granu-
losa ovarienne [4] et au cours de
I'induction de la différenciation des
mégacaryocytes par I'’AMPc [5].
Contrairement a Rl qui est princi-
palement cytosolique, chacune des
isoformes de RII est majoritairement
exprimée sous une forme particu-
laire. De nombreuses études biochi-
miques et immunocytochimiques
montrent que la localisation subcel-
lulaire des PKA de type II est assu-
rée par la propriété de RII de se
lier fortement a un certain nombre
de protéines du cytosquelette et
membranaires. Les auteurs anglo-
saxons ont proposé le terme AKAP
pour A kinase anchoring protein, dési-
gnant ainsi les protéines capables
d’interagir avec RII et permettant
I'ancrage des PKA de type II. De
fait, 'essentiel des protéines liant
RII, caractérisées jusqu'a présent,
sont associées aux membranes ou au
cytosquelette. Cependant, il semble
que des protéines également capa-
bles de lier RI mais présentes dans
le cytosol existent aussi dans les cel-
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Figure 2. Un modéle pour l'interaction entre la PKA de type Il et les
cibles de cette enzyme. La sous-unité Rll posséde quatre domaines : de
la partie N-terminale vers I'extrémité C-terminale on y distingue le domaine
de dimérisation, ce domaine et le domaine suivant étant nécessaires aux
interactions de RIl avec les AKAP (A kinase anchoring proteins); un domaine
d’interaction avec la sous-unité catalytique C et enfin le domaine récepteur
portant les deux sites de liaison de I'AMPc. Au moins trois domaines com-
prennent dans leur séquence un site de phosphorylation. Le domaine d’inte-
raction avec les AKAP présente deux a trois sites pour des kinases comme
la caséine kinase I, la glycogene synthase 3, les cdk kinases. Le domaine
d’interaction avec la sous-unité catalytique C est phosphorylé par elle sur
un site consensus RRXS*. Enfin, le premier domaine de liaison a I'AMPc
porte un site potentiel de phosphorylation pour les cdk kinases. S* : Sérine
phosphorylée.

lules de mammiféres. Aussi serait-il
peut-étre plus judicieux d’utiliser le
terme plus général AKIP pour A
kinase interacting protein pour dési-
gner l'ensemble des cibles de R.

[’interaction de RII avec ses diffé-
rentes cibles nécessite la dimérisa-
tion de RII. Elle fait aussi intervenir
un domaine NH2-terminal de RII
comprenant les acides aminés 30 a
80 (figure 2). Les analyses de séquen-
ces montrent que ce domaine
d’interaction correspond a la région
la plus variable des isoformes de RIIL
Cette variabilité pourrait donc reflé-
ter la diversité d’interaction de RII
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et, par conséquent, la localisation
différentielle des PKA de type II.

La protéine associée aux microtubu-
les MAP-2 (microtubule associated pro-
tein) fut la premiere protéine
d’ancrage de RII identifiée dans le
cerveau. Plus récemment, d’autres
AKAP de masses moléculaires com-
prises entre 60 kDa et 150 kDa ont
été identifiées, parallelement dans
plusieurs espéces de mammifeéres. La
comparaison des séquences, rendue
possible grace au clonage des génes
correspondants, indique qu’il s’agit
d'une famille de protéines structu-
ralement apparentées. Des expérien-

ces de délétion partielle ont permis
d’attribuer a la région C-terminale
de ces protéines un role détermi-
nant dans leur propriété de se lier
a RII, bien qu’aucune analogie de
séquence n’'apparaisse de facon
claire dans cette région. La prédic-
tion de structures secondaires rend
fortement probable une organisation
en hélice a amphipathique (hélice
o comportant une face polaire et
une face apolaire opposée). Il est a
souligner que deux de ces protéines
d’ancrage sont également capables
d’interagir avec la calmoduline par
leur partie N-terminale, et pour-
raient donc servir de carrefour entre
la voie de signalisation dépendante
de 'AMPc et la voie dépendante du
calcium. Dans les dendrites, la loca-
lisation préférentielle de telles pro-
téines, pres du lieu de réception des
signaux nerveux, constitue un autre
argument en faveur de cette hypo-
these. Plusieurs banques d’expres-
sion ont été criblées par la techni-
que d’overlay des protéines. Cette
technique [6] est une modification
de la technique de Western blot.
Apreés la séparation électrophoréti-
que des protéines et leur transfert
sur membrane de nitrocellulose, les
AKAP sont repérées par autoradio-
graphie apres incubation du filtre
avec de la sous-unité RII (protéine
entiere ou tronquée, isolée a partir
de tissus animaux ou surexprimée
dans la bactérie), préalablement
phosphorylée en présence de phos-
phore *P par la sous-unité catalyti-
que C. Cette technique a déja per-
mis d’identifier plus de 30 protéines
d’ancrage potentielles, capables de
lier RII dans différents tissus bovins
et humains. Une méme isoforme de
RII (o ou B) peut se lier a différen-
tes AKAP présentes dans différents
compartiments subcellulaires. C’est
en fait la spécificité de 'AKAP qui
définit la présence ou non de ce
type de PKA. La surexpression de
I’AKAP 75 bovine, associée au cyto-
squelette des dendrites neuronaux,
altere la distribution particu-
laire/cytoplasmique de la PKAIIB
[7].

Par ailleurs, la phosphorylation de R
sur différents sites (voir figure2)
apporte un niveau supplémentaire
de régulation de I'activité de la PKA.

La sous-unité régulatrice RII posséde e
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en effet plusieurs sites potentiels de
phosphorylation, a la fois dans le
domaine de réception de I'AMPc
(site A), dans le domaine d’interac-
tion avec la sous-unité catalytique
déja mentionnée (RRXS*) et dans
le domaine N-terminal d’interaction
avec les protéines d'ancrage. La
phosphorylation du site RRXS*
affecte l'interaction R-C. La phos-
phorylation in vitro de Rlla par la
kinase mitotique cdc2-cycline B
modifie le degré d'interaction entre
RII et C de telle sorte qu'une con-
centration plus élevée d’AMPc est
nécessaire pour dissocier le com-
plexe R,2C [8]. L.a phosphorylation
de RII peut aussi modifier son in-
teraction avec les cibles de la PKA
de type II. Récemment, nous avons
montré que la phosphorylation de
RIIB au niveau de son domaine
d’interaction avec MAP-2 par le
complexe p 34 <cycline B, modi-
fie I'interaction entre ces deux pro-
téines [9]. Ainsi, la phosphorylation
multiple de RII pourrait avoir des
répercussions fonctionnelles impor-
tantes, tant sur l'activité de C, en
rendant I'holoenzyme moins sensible
a 'AMPc, que sur sa localisation
subcellulaire, en interférant avec ses
propriétés d’interaction avec les pro-
téines d'ancrage.

Enfin, il est singulier de constater
que, dans le muscle cardiaque, RII
est elle-méme une cible probable de
la phosphatase de type 2B (PP2B,
[10]), dont Pactivité est controlée
par le calcium via la calmoduline.
La PP2B est co-purifiée, au moins
partiellement, avec RII. La déphos-
phorylation du site RR*/,§* de RII
par cette phosphatase favorise la
réassociation de I'holoenzyme, con-
duisant ainsi a I'inactivation de C.
Le caractére antagoniste bien connu
du calcium vis-a-vis des effets de
I’AMPc s’explique donc, non seule-
ment par le fait que nombre de
substrats de la PP2B sont aussi subs-
trats de la PKA, mais aussi par un
effet inhibiteur direct de la PP2B
sur la sous-unité régulatrice des PKA
de type II

Si, sur le plan conceptuel, on peut
imaginer que la phosphorylation de
cibles par la PKA ou d’autres kina-
ses puisse également altérer les pro-
priétés d'ancrage de ces protéines
ou leurs propriétés de fixation a

d’autres effecteurs, aucun argument
expérimental direct ou indirect n’est
encore venu confirmer une telle
hypothese.

Difféerentes sous-unités
catalytiques ciblées

par différentes
sous-unités régulatrices :
I'exemple des cdk

Un autre exemple de kinases fonc-
tionnant sur un mode de ciblage
analogue est celui des kinases
dépendantes des cyclines ou cdk,
dont T'activation gouverne la pro-
gression du cycle cellulaire chez les
eucaryotes supérieurs (m/s n° I,
vol. 6, p. 8). Cette famille de kinases
est composée d’hétérodimeres com-
prenant une sous-unité catalytique,
cdk, et une sous-unité régulatrice,
appelée cycline. Les cyclines ont
d’abord été identifiées dans les
embryons précoces d’oursins et
d’étoiles de mer grace a leur accu-
mulation en interphase et leur des-
truction lors de chaque mitose.
Ainsi, le role des cyclines A et B
dans l'activation de la protéine
kinase p34+? (cdkl), la premiere
cdk caractérisée a partir de mutants
du cycle cellulaire de levure, et dans
I'initiation de la phase M qui en
résulte, est aujourd’hui particuliere-
ment bien documenté [11, 12].

[’hypotheése d'un mécanisme de
ciblage concernant cette famille de
protéine kinases a été initialement
proposée pour essayer de rendre
compte des observations paradoxales
suivantes: bien qu'il soit, au moins
dans certains cas, possible de les dis-
tinguer fonctionnellement les unes
des autres, toutes ces kinases de la
famille des cdk présentent in wvitro
les mémes spécificités de substrat.
Un premier argument en faveur de
I'hypothese du ciblage a été apporté
par l'observation d'importantes dif-
férences dans la distribution intracel-
lulaire des cyclines. Dans les cellu-
les somatiques, la cycline A s’accu-
mule principalement dans le noyau,
contrairement a la cycline B dont
I'accumulation plus tardive est res-
treinte au cytoplasme, celle-ci ne
devenant nucléaire que juste avant
la rupture de I’enveloppe nucléaire
en début de prophase [13, 14].
Méme si les interactions sont diffé-
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rentes de celles mises en jeu dans
le cas des protéines qui lient RII,
des résultats obtenus au laboratoire
suggerent, par ailleurs, I'existence
d'un phénomeéne d’ancrage du com-
plexe p34“Zcycline B analogue a
celui de la PKA. Cest ainsi que plus
de 90 % de la cycline B s’accumule
dans les cellules humaines sous une
forme qui résiste a I'extraction par
les détergents non ioniques. Il est
intéressant de noter ici qu'une inte-
raction entre la cycline B et la pro-
téine associée aux microtubules
MAP4 a été décrite par plusieurs
groupes [15]. MAP4 pourrait donc
bien étre la premiere cible identifiée
de la cycline B et étre ainsi respon-
sable, au moins en partie, de
I'ancrage du complexe p34“2cy-
cline B, dans le cytoplasme des cel-
lules interphasiques, et au niveau du
fuseau des cellules en mitose. D'un
point de vue fonctionnel, I'impor-
tance d'un tel phénomeéne de

ciblage de la p34“? via la cycline B
a déja été discuté dans le cadre des
mécanismes fondamentaux d’assem-
blage du fuseau mitotique [16].

D’autres membres de la famille cdk
sont impliqués dans le controle de
la transition G1/S. L’exemple le
mieux documenté a cet égard est
celui de la p33™? la cdk structurel-
lement la plus proche de la p34<
Des travaux récents attribuent aux
complexes p33“*?cycline E et
p33“*cycline A des roles détermi-
nants, respectivement dans linitia-
tion et la progression de la phase
S[17]. De facon surprenante, on
constate a nouveau qu'en dépit de
caractéristiques fonctionnelles dis-
tinctes ces deux types de complexes
ont manifestement des cibles com-
munes, a savoir le facteur de trans-
cription E2F ainsi que la protéine
pl07 apparentée a la protéine pl05,
codée par le geéne suppresseur de
tumeur du rétinoblastome Rb. Des
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Figure 3. Régulation de I’activité de la phosphatase de type 1 (PP1G)
via la phosphorylation réversible des sites RRXS* présents sur la
sous-unité régulatrice R; par la protéine kinase stimulée par I'insu-
line (ISPK), par la kinase dépendante de I’AMPc (PKA) et la protéine
phosphatase dépendante du Ca?* PP2B.
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résultats récents [18] font clairement
ressortir que c’est la sous-unité de
cycline A qui joue un roéle critique
dans le ciblage in vivo de la partie
catalytique p33“4? vers la pl07. Il
est probable qu'a la diversité des
cyclines correspond une diversité de
cibles: leur identification permettra
de mieux comprendre la fonction
propre a chacune de ces kinases.

I La phosphatase de type 1

Comme dans le cas des réactions de
phosphorylation, il semble que la
cellule ait adopté une stratégie ana-
logue pour dicter aux phosphatases
leur spécificité d’action [10, 19]. Le
cas de la sérine/thréonine phospha-
tase de type I (PP1) en fournit une
bonne illustration. I.’activité de cette
enzyme est portée par une sous
unité catalytique (PP1.) de 37 kDa.
In witro cette sous-unité est capable
de déphosphoryler un grand nom-
bre de substrats phosphorylés in vivo
par différentes kinases.

Le premier exemple de ciblage de
la PPl provient de l'isolement, a
partir de muscle squelettique, d'une
forme de PP1 associée au glycogene
(PP1.). La PP1. est un hétérodi-
mére constitué de PPl. et d'une
sous-unité régulatrice de 124 kDa
associée au glycogene, que nous
appelerons R,. Les substrats de la
PPl ne sont pas le glycogéne lui-
méme, mais trois enzymes multimé-
riques, impliquées dans le métabo-
lisme de celui-ci: la glycogéne phos-
phorylase, la phosphorylase kinase et
la glycogene synthétase. Ces trois
enzymes sont ellessmémes associées
au glycogeéne par I'intermédiaire de
sous-unités régulatrices. L’activité
phosphatase de la PPl; envers la
phosphorylase associée au glycogéne
est huit fois plus élevée que celle de
la PPl : cela témoigne de I'impor-
tance de ce processus de ciblage de
la PPI au glycogeéne dans la régu-
lation des trois enzymes en question.
En outre, la spécificité de cette in-
teraction fonctionnelle avec le glyco-
geéne est attestée par le fait que la
PPl ne montre une activité aug-
mentée que vis-a-vis de substrats liés
au glycogene.

Comme dans le cas de la sous-unité
régulatrice RIl de la PKA, I'état de

phosphorylation de la sousunit¢ e
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régulatrice de la PPl; permet
d’intégrer, dans la régulation de
cette phosphatase, I'action de plu-
sieurs voies de signalisation (AMPc,
calcium, etc.). Les sites de phos-
phorylation de R, sont au nombre
de deux et correspondent a deux
sérines situées prés de I'extrémité N-
terminale de la protéine (figure 3).
La phosphorylation du premier site
par la kinase dépendante de I'insu-
line (ISPK), ou par la PKA, aug-
mente l'activité de la PPl visa-vis
de la glycogeéne synthétase et de la
phosphorylase kinase, favorisant ainsi
la synthese de glycogene. La phos-
phorylation de l'autre site par la
PKA entraine la libération de la
sous-unité catalytique dans le cytosol.
I en résulte une inhibition de
I’enzyme, inhibition qui provient a
la fois de la perte de I'action du
glycogene sur la PPl et de la sen-
sibilit¢ accrue de la PPl. ainsi
relarguée aux inhibiteurs protéiques
présents dans le cytosol. La déphos-
phorylation de R, par la phospha-
tase dépendante du calcium PP2B
conduit a la réassociation et, par
voie de conséquence, a la réactiva-
tion de PPl.. Le rdle potentiel de
la PP2B serait de permettre une
modulation combinée des voies de
transmission des signaux impliquant
calcium et AMPc.

L’existence de cibles multiples pour
une méme sous-unité régulatrice se
rencontre également dans le cas de
la PPl Dans le muscle strié, R se
trouve également fortement associée
au réticulum sarcoplasmique qui
intervient dans la régulation du
pompage des ions calcium et la
relaxation du muscle. Il est a noter
que, dans ce cas, I'interaction se fait
par lintermédiaire d’'un domaine
hydrophobe situé a I'extrémité C-
terminale de R, qui est différent
du domaine d’interaction avec le
glycogéne situé en N-terminal de la
protéine.

Le métabolisme du glycogéne hépa-
tique fait intervenir une sous-unité
régulatrice R,,, différente de celle
qui vient d’étre décrite dans le cas
du muscle strié. De méme, |’associa-
tion entre la PPl et les myofibril-
les des muscles lisses fait appel a un
troisieme type de sous-unité régula-
trice, composée de deux protéines
de 130 et 20 kDa. Enfin, des obser-

vations immunocytochimiques met-
tent en évidence un fort enrichisse-
ment de la PP1 dans le noyau des
cellules eucaryotes durant I'inter-
phase, et au niveau des chromoso-
mes lors de la mitose. Récemment,
le groupe de Yanagida de I'univer-
sitté de Kyoto [20] a pu isoler un
gene essentiel de Schizosaccharomyces
pombe dont le produit de traduction
correspond vraisemblablement a la
sous-unité régulatrice d’une phos-
phatase de type I, impliquée dans la
transition métaphase-anaphase.

L.e mécanisme de ciblage d'une
sous-unité catalytique par I'intermé-
diaire de la sous-unité régulatrice
qui lui est associée semble donc étre
largement utilisé par la PPl pour
controler des processus cellulaires
aussi variés que le métabolisme du
glycogene dans différents tissus, la
contraction musculaire ou la régu-
lation de certaines fonctions nucléai-
res. Il reste a déterminer si ce méca-
nisme est utilisé par d’autres phos-
phatases, analogues ou non de la
PPI1.

Le centrosome,

une cible privilégiée
de ce type de kinases
ou de phosphatases

Plusieurs études d’immunocytochi-
mie [21] font apparaitre le centro-
some comme étant un exemple de
cible privilégiée de certaines kinases
et phosphatases. Cet organite, com-
posé de deux cylindres centriolaires
et d’un matériel péricentriolaire
dense aux électrons [22], a pour
fonction principale la nucléation des
microtubules des cellules interphasi-
ques et du fuseau mitotique. La pre-
miéere kinase identifiée au niveau du
centrosome fut la PKAllo [23-25]
comme I'illustre 'accumulation de
la sous-unité régulatrice Rllo dans la
région centrosome-Golgi observée
par immunofluorescence dans des
cellules Hel.a (figure 4A). Un double
marquage de I'appareil de Golgi et
de la sousunité régulatrice Rllo
révele I'accumulation de cette sous-
unité au centrosome et a I'appareil
de Golgi. En accord avec ces don-
nées d’immunofluorescence, 1’ho-
loenzyme est fortement enrichie
dans des préparations de centro-
somes isolés de lymphoblastes
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Figure 4. A. Double marquage en microscopie confocale de cellules Hela
avec un anticorps polyclonal dirigé contre la sous-unité régulatrice de la PKA
Il (en vert, RIl-Ac) et un anticorps monoclonal dirigé contre une protéine gol-
gienne (en rouge). |: cellule en interphase; les centrosomes sont marqués
par RIl-Ac (petites fleches blanches). M : cellule en mitose; I'appareil de Golgi
est éclaté (longues fleches blanches) et les péles marqués par Rll-Ac. Barre :
6 um. B. Double marquage en microscopie confocale d’une cellule Hela en
mitose avec un anticorps dirigé contre la sous-unité catalytique de la phos-
phatase PPX ou PP4 (PP4-Ac, en vert) et un anticorps dirigé contre la tubu-
line (en rouge). La phosphatase PP4 est concentrée aux péles du fuseau mito-
tique. Barre: 3,5 um. C et D. Double marquage de cellules HelLa avec un
anticorps polyclonal dirigé contre la cycline B1 (C) et un anticorps mono-
clonal (CTR453) dirigé contre un antigéne du centrosome (D). Les cellules
en phase G2 montrent une accumulation de cycline B1 au centrosome prés
du noyau. Barre: 5um.
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humains [25]. Une protéine de
masse moléculaire élevée
(= 350kDa), appartenant au maté-
riel péricentriolaire, interagit forte-
ment avec RIl et est substrat de la
PKA. 1l est donc vraisemblable que
cette protéine centrosomique assure
I'«ancrage » de la PKA au niveau
du centrosome wvia sa propriété
d’interagir avec la sous-unité régula-
trice de cette kinase. Des études de
phosphorylation des protéines cen-
trosomiques suggerent que la PKA
pourrait phosphoryler des protéines
ayant un role de moteur molécu-
laire.

La cycline Bl est également locali-
sée en partie au centrosome des cel-
lules humaines (figure 4C et D). l.e
double marquage avec des anticorps
dirigés contre la cycline B1 et con-
tre un antigene du centrosome
(CTR 453) indique une colocalisa-
tion des deux antigenes. Cette asso-
ciation n’est pas permanente dans la
mesure ou la cycline Bl n’est pré-
sente que de la phase S jusqu’a la
transition métaphase-anaphase [14],
moment ou elle est dégradée. Le
fait que cette accumulation périodi-
que de cycline Bl au centrosome
coincide parfaitement avec celle de
la p34“? elle-méme [26] suggere
que la cycline Bl est bien la sous-
unité régulatrice responsable du
ciblage de la p34*? au centrosome
dans les cellules en G2/mitose. Il est
a noter que l'autre sous-unité régu-
latrice de la p34<2 la cycline A,
interagit aussi avec le centrosome,
mais de facon encore plus transi-
toire: de la prophase a la méta-
phase [14]. Cette derniére observa-
tion souléve l'intéressante possibilité
qu'une méme sous-unité catalytique
puisse étre ciblée a différents
moments du cycle cellulaire, via dif-
férentes sous-unités régulatrices vers
différents composants d’'un méme
organite.

Récemment Brewis et al. [27] ont
décrit une phosphatase de la famille
PP4 (PPX) qui, bien que présente
dans le cytoplasme et le noyau,
s’accumule au centrosome en inter-
phase et en mitose (figure4B). La ou
les sous-unités régulatrices de la PPX
ne sont pas connues actuellement,
de sorte qu’il est encore trop tot
pour savoir si la localisation centro-

somique de cette phosphatase impli- e—
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que un mécanisme de ciblage simi-
laire a celui décrit précédemment
pour la PPI.

Les conséquences fonctionnelles de
toutes ces interactions sont loin
d’étre élucidées. Cependant, 1'utili-
sation combinée de systemes acellu-
laires tels que les extraits d’ovocytes
de xénope et de centrosomes isolés
de tissus variés ouvre des perspecti-
ves tres prometteuses quant a I'iden-
tification des mécanismes moléculai-
res mis en jeu pour la localisation
subcellulaire de ces différentes kina-
ses ou phosphatases. Ainsi, les résul-
tats récents du groupe de Kar-
senti [16] indiquent clairement que
le ciblage, via les cyclines A et Bl,
de la méme sous-unité catalytique
p34«2 vers différents substrats cen-
trosomiques joue un role essentiel
dans le controle de P'activité de cet
organite.

Conclusions
et perspectives

Au sein de la cellule, la spécificité
d’action d’un grand nombre de pro-
téine sérine/thréonine kinases et
phosphatases semble étre assurée
par le ciblage de la sous-unité cataly-
tique vers les substrats. L.a protéine
qui dirige la sous-unité catalytique
joue également le role de régulateur
de son activité. Elle est elle-méme la
cible de multiples autres kinases et
phosphatases. Elle permet donc a
plusieurs voies de régulation de
moduler indirectement [’activité
enzymatique du complexe auquel
elle est associée. De nombreuses étu-
des montrent que I'expression de
ces sous-unités de ciblage et leurs
interactions privilégiées avec les
cibles de ces enzymes semblent
jouer un role fondamental, non seu-
lement dans la réponse hormonale,
mais aussi dans le controle de la
prolifération cellulaire. Récemment,
il a été montré que la modulation
de I'expression des différentes uni-
tés de ciblage des PKA (en utilisant
les stratégies de transfection cellu-
laire et d’ARN messagers antisens)
ouvrirait une perspective thérapeu-
tique de I'hyperprolifération mali-
gne. Il pourrait en étre de méme
dans le cas des unités de ciblage des
kinases et des phosphatases i1=p]i~
quées dans le cycle cellulaire

Summary

Targeting kinases and phosphata-
ses towards specific substrates
inside the cell

The broad substrate specificity of
most of the kinases and phospha-
tases, the enzymes involved in the
reversible phosphorylation of pro-
teins, must be restricted in vivo to
further ensure an efficient and
precise signaling. Here we review
recent evidence indicating that at
least two families of kinases and
one family of phosphatases use a
similar strategy to target their
catalytic subunit towards their
specific substrates. The targeting
subunit of these modular enzy-
mes could direct the catalytic
subunit to their appropriate tar-
get locus. The centrosome, the
organiser of cell microtubules, is
chosen to illustrate a privileged
target locus for several kinases
and phosphatases, using such a
targeting subunit strategy.
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