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Les phosphatases CDC25 :

régulateurs

du cycle cellulaire
et oncogenes potentiels

Les phosphatases CDC25 a double spécificité (phosphotyro-
sine et phosphosérine/thréonine) activent les kinases régu-
latrices du cycle cellulaire (les CDK) et controlent ainsi le
déclenchement de ’entrée en mitose et la prolifération. La
régulation de I’activité de ces phosphatases dépend de voies
de signalisation impliquant les produits des proto-oncogenes
Ras, Raf et Myc, et des dérégulations de leur expression pour-
raient avoir des conséquences oncogéniques. La recherche
d’inhibiteurs spécifiques des phosphatases CDC 25 ouvre des
perspectives pharmacologiques antitumorales nouvelles.

epuis la découverte, a la
fin des années 1980, de la
protéine-kinase CDC2
dans des organismes phylo-
génétiquement aussi €loi-
gnés que les levures, I’étoile de mer
ou I’homme, il est maintenant claire-
ment établi que les mécanismes qui
controlent la progression dans le
cycle cellulaire sont largement
conservés chez tous les eucaryotes.
Le complexe enzymatique formé de
I’association de CDC2 et de sa sous-
unité régulatrice, la cycline B, est res-
ponsable du déclenchement de
I’entrée en mitose. Pour cette raison,
et historiquement, la régulation de
ce complexe, également connu sous
le nom de MPF (mitosis promoting fac-
tor), a été la mieux étudiée. Schémati-
quement, dés son association en
interphase avec la cycline B, la kinase
CDC2 est phosphorylée sur la thréo-

nine 161 (T161) par une kinase acti-
vatrice, la CAK (CDK-activating
kinase). L’enzyme est cependant
maintenue inactive par la phosphory-
lation de sa thréonine 14 (T14) et de
sa tyrosine 15 (Y15) par des kinases
apparentées a Weel. C’est la phos-
phatase CDC25, qui en déphosphory-
lant ces acides aminés, permet l'acti-
vation du complexe, et par
conséquent la phosphorylation d’un
certain nombre de substrats (comme
par exemple les lamines) et le
déclenchement de I’entrée en mitose
[1, 2]. Sur ce modele de régulation
«simple », les eucaryotes supérieurs
présentent un niveau de complexité
supplémentaire caractérisé par I’exis-
tence de toute une famille de kinases
apparentées a CDC2, les kinases
dépendantes des cyclines (ou CDK).
Ces enzymes associées a différentes

cyclines interviennent en des points- m——
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clés du contrdle du cycle cellulaire
comme la transition G1/S (figure 1)
(m/s n°2, vol. 12, p. 165).
L’identification initiale de nombreux
régulateurs du cycle cellulaire chez
des levures modeles a permis la
recherche de leurs analogues dans
d’autres organismes grace a des
cribles génétiques simples de com-
plémentation fonctionnelle. Ainsi,
ont été identifiées des protéines
apparentées a la phosphatase CDC25
de levure, capables de remplacer sa
fonction déficiente dans un mutant
thermosensible. L’utilisation de la
PCR a également permis de complé-
ter cette liste et de I’élargir a de tres
nombreux organismes eucaryotes
(Tableaw I). Chez I’homme, trois
genes CDC25 ont été identifiés
(CDC25A, B et C) [3-5] (figure 1) et,
récemment, nous avons montré qu’il
existe au moins trois variants de la
protéine CDC25B (B1, B2 et B3)
résultant de I'épissage alternatif du
méme ARN prémessager [6].
Pendant longtemps, la fonction bio-
chimique de la protéine CDC25 est
restée incomprise. Cependant, la
mise en évidence in vitro et in vivo de
sa capacité de déphosphoryler CDC2,
et la présence d’un motif
(HCXXXXXR)* qu’elle partage avec
le domaine catalytique de la phos-
phatase a sérine et tyrosine VHI du
virus de la vaccine, ont permis de réa-
liser que cette enzyme appartient au
groupe encore restreint des phospha-
tases & double spécificité [7].

Dans la suite de cette revue nous
n’aborderons que les travaux concer-
nant les trois phosphatases CDC25
humaines: CDC25A, B et C. Les
résultats obtenus dans d’autres orga-
nismes modeles ne seront évoqués
que lorsqu’ils apportent une contri-
bution a la compréhension du role
de cette famille de phosphatase.

Régulation et cibles
des phosphatases CDC25

La phosphatase CDC25C est une pro-
téine essentiellement nucléaire,
d’abondance constante au cours du
cycle cellulaire. En revanche, I'expres-
sion de son messager est maximale en
fin de phase G2, et semble réglée par

*H: His; C: Cys; R: Arg; X: n’importe quel acide
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Figure 1. Contréle du cycle cellulaire par les complexes CDK-cyclines. A. Des
complexes enzymatiques & activité kinase, composés d’une sous-unité cata-
lytique (la CDK) et d’une sous-unité régulatrice (la cycline) contrélent la pro-
gression entre les différentes étapes du cycle cellulaire. L’activité de ces
enzymes est elle-méme réglée par les phosphatases CDC25A, B et C. B. Alors
que la protéine-kinase Weel phosphoryle et inactive les complexes CDC2-
Cycline B, la phosphatase a double spécificité CDC25C permet leur activa-
tion. L’activité de CDC25C est elle-méme réglée positivement par des com-
plexes CDK/cycline (dont CDC2-Cycline B) et par la kinase Polo, et
négativement par la phosphatase PP2A dont I'activité serait liée au contréle

de I'achevement de la réplication.

la présence d’éléments CDE (cell cycle
dependent element) que l'on retrouve
également dans les promoteurs de la
cycline A et de CDC2 [8]. Si I'on
micro-injecte dans les cellules Hela
des anticorps spécifiques de cette
phosphatase, on constate que 'entrée
en mitose est inhibée. Ce résultat sug-
gere, d’une part, que CDC25C joue un
role a la transition G2/M et, d’autre
part, que sa cible serait le complexe
CDC2/cycline B [9]. Des expériences
réalisées in vitro ont confirmé ces
résultats et ont également permis de
montrer que le complexe CDC2/
cycline B est capable, en retour, de
phosphoryler CDC25C et d’augmen-
ter ainsi son activité phosphatase [10]
(voir figure 1). Notons cependant que
d’autres complexes CDK/cycline sont
capables de phosphoryler et d’activer
CDC25C in vitro [11]. La phosphoryla-
tion de CDC25C semble donc jouer
un role important dans la régulation
de son activité a la transition G2/M.
Ainsi, les kinases de la famille Polo
(connue chez '’homme sous le nom
de PLK), pourraient également parti-
ciper a cette activation. Cela a été clai-
rement mis en évidence dans les ovo-
cytes de xénope ou PLX (la kinase
Polo du xénope) s’associe a ’analogue
de CDC25C et potentialise par phos-

phorylation son activité phosphatase
[12]. L’analyse des phénotypes de
mutants de drosophile et de levure
montre que la kinase Polo est essen-
tielle a la formation du fuseau mito-
tique bipolaire et a 'accomplissement
de la cytokineése (pour revue, voir
[13]). La phosphorylation de CDC25C
par la kinase Polo participerait donc a
la coordination des différents événe-
ments mitotiques.

Tableau |

DES PHOSPHATASES CDC25

CHEZ TOUS LES EUCARYOTES
(liste non exhaustive)

S. pombe  CDC25 [38]
S. cerevisiae Mih1 [39]
Aspergillus NimT [40]
Drosophile  String [41]
Twine [42]
Patelle CDC25 [43]
Xénope XCDC25-1 [44]
XCDC25-A [45]
Souris CDC25M1 [46]
CDC25M2 [47]

Homme CDC25A [5]

CDC25B1, 2, 3 [4, 6]
CDC25C [3]
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In vitro, la phosphorylation de
CDC25C ne peut étre maintenue
qu’en présence d’acide okadaique,
un inhibiteur spécifique de la phos-
phatase PP2A. Par ailleurs, des expé-
riences menées chez le xénope ont
permis de montrer que I'inactivation
du complexe CDC2/cycline B
dépend de la fonction de PP2A, et
cela jusqu’a I'achévement de la répli-
cation. Ainsi, les mécanismes qui
réglent I'activité de la phosphatase
PP2A semblent également impliqués
dans un processus couplant I’activa-
tion de CDC25C (et de ce fait du
complexe CDC2/cycline B) a I'ache-
vement de la réplication [14].

La phosphatase CDC25B est une pro-
téine essentiellement cytoplasmique
dont I’abondance est maximale en
fin de phase G2 [15]. Des travaux
récents ont suggéré que CDC25B
serait la cible de la fraction cytoplas-
mique du complexe CDC2/cycline B
responsable des changements de la
dynamique des microtubules obser-
vés en prophase [15]. Toutefois, un
role de CDC25B plus tot dans le cycle
cellulaire n’est pas exclu car cette
phosphatase semble également
capable de déphosphoryler et d’acti-
ver les complexes CDK2/cycline A et
CDK2/cycline E [16]. L’existence
des variants d’épissage CDC25B1, B2
et B3 pose également le probléeme de
la régulation spécifique de leurs acti-
vités, de leurs localisations subcellu-
laires, ainsi que de la spécificité éven-
tuelle de leurs substrats.

La troisieme phosphatase, CDC25A,
est principalement synthétisée en fin
de phase Gl [17] et présente une
localisation cytoplasmique [18]. Dans
les cellules HeLa, des expériences de
micro-injection d’anticorps dirigés
contre cette phosphatase montrent
une inhibition de la synthése d’ADN,
indiquant que CDC2bA serait requise
pour ’entrée et la progression en
phase S [17, 19]. Ce résultat est
confirmé par le fait qu'un mutant
sans activité catalytique de CDC25A
(par mutation de la cystéine 430 en
sérine), est capable — probablement
par un mécanisme de stabilisation
entre enzyme et substrat — d’interagir
fortement avec les complexes
CDK2/cycline E et CDK2/cycline A
dont on sait qu’ils contrdlent la tran-
sition G1/S et la progression en
phase S [20]. En outre, I'existence
d’une boucle d’auto-amplification de

m/s n°3, vol. 14, mars 98

lactivité phosphatase comparable a
celle décrite pour CDC25C (voir aussi
figure 1) a également été suggérée
pour CDC25A. Le complexe
CDK2/cycline E pourrait étre un sub-
strat de la phosphatase CDC25A
capable, en retour, de la phosphory-
ler et d’augmenter son activité [19].
Chez la levure S. pombe, I'abondance
de la phosphatase CDC25 est égale-
ment réglée par des mécanismes de
protéolyse qui mettent en jeu le pro-
téasome et des processus d’ubiquiti-
nylation. En effet, la perte de fonc-
tion du gene PUBI (protein ubiquitin
ligase 1) entraine I'accumulation de
CDC25 et I’activation précoce de
Ientrée en mitose des levures [21].
Chez I'homme, des mécanismes de
dégradation similaires semblent éga-
lement étre impliqués dans le
controle de 'expression de la phos-
phatase CDC25B [22].

Un lien entre Ras-Raf
et le cycle cellulaire

Des études biochimiques ont révélé
que, dans des immunoprécipités de
CDC25A réalisés a partir d’extraits
d’ovocytes de xénope ou de cellules
HelLa, la protéine-kinase Raf est asso-
ciée a la phosphatase CDC25A. Des
expériences de phosphorylation in
vitro par la kinase Raf suggerent éga-
lement que CDC25A et CDC25B en
sont des substrats, et que cette phos-
phorylation participe a I’activation de
ces phosphatases. Une co-localisation
sous la membrane plasmique de la
protéine Ras, de la kinase Raf, et des
phosphatases CDC25A ou CDC25B a
été observée dans les cellules HelLa
[23]. 11 est donc tentant d’imaginer
qu’en réponse a des signaux extracel-
lulaires, en parallele avec I’activation
d’autres voies de signalisation, la
phosphatase CDC25A recrutée dans
un complexe Ras-Raf-CDC25A soit
activée et puisse ainsi régler I'activité
des complexes cyclines/CDK de
phase Gl. Des études d’interaction
utilisant le systéme double hybride
ont également montré la capacité
d’association des protéines de la
famille 14.3.3 a la kinase Raf et a la
phosphatase CDC25A. L’analyse
d’immunoprécipitation a partir de
lysats de cellules d’insectes Sf9 dans
lesquelles les protéines recombi-
nantes Raf, 14.3.3 et CDC25A sont
co-synthétisées a également permis

de montrer 1‘existence d’un com-
plexe multimoléculaire [24]. Les pro-
téines 14.3.3 sont des protéines tres
conservées et synthétisées de maniere
ubiquitaire (pour revue [25]). Elles
n’ont pas d’activité catalytique, mais
il a été proposé que leur association a
Raf participe a l'activation de cette
kinase par Ras. Dans la plupart des
cas, les protéines 14.3.3 reconnais-
sent un  motif  protéique
R(S)X,,S(P)X(P)* dans lequel le
résidu sérine doit étre phosphorylé.
De tels motifs sont présents, entre
autres, dans les séquences des phos-
phatases CDC25A et B, et dans celle
de la kinase Raf [25]. Les protéines
14.3.3 pourraient agir de maniéere
stoechiométrique en tant qu’adapta-
teurs moléculaires, ou pourraient
permettre un ciblage vers des pro-
téines cibles et/ou dans un comparti-
ment cellulaire donné. Elles pour-
raient ainsi, en connectant la kinase
Raf et les phosphatases CDC25, per-
mettre la transmission directe de
signaux venus de I’environnement
vers les mécanismes de controle du
cycle cellulaire et constituer une voie
alterne ou complémentaire de celles
des MAP kinases (figure 2).

CDC25A et CDC25B:
cibles du facteur
de transcription Myc-Max

Le facteur de transcription hétérodi-
mérique Myc-Max est impliqué dans
le controle de la prolifération, de la
différenciation cellulaire et de I’apop-
tose (pour revue [26]). Son activation
précoce par les facteurs de croissance
permet a la cellule de passer d’un état
de quiescence G, a un état de phase
de croissance en G, puis de progres-
ser dans le cycle cellulaire. Le groupe
de D. Beach (Cold Spring Harbor Labo-
ratory, New York, USA) a montré que
Pactivation de Myc induit une aug-
mentation des ARN messagers de
CDC25A et de CDC25B. Cette activa-
tion transcriptionnelle est directe ; en
effet le complexe Myc-Max se lie aux
domaines CACGTG consensus
retrouvés dans les introns des geénes
CDC25A et CDC25B (m/s n°1, vol. 13,
p. 129) [27].

La double potentialité de Myc
— apoptose ou prolifération — dépend

** R:Arg; S: Ser; P: Pro; X: n’importe quel acide
aminé.
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Figure 2. Un lien entre Ras-Raf et le cycle cellulaire par I'intermédiaire des
phosphatases CDC25. L’activité des phosphatases CDC25A et B pourrait étre
réglée en réponse a un signal extracellulaire via sa phosphorylation par la
kinase Raf. Les protéines de la famille 14.3.3 pourraient étre impliquées dans
I'assemblage ou le ciblage de ces complexes multiprotéiques.

largement d’autres voies de signalisa-
tion mettant en jeu, en particulier,
les facteurs de survie comme Bcl2 et
la présence d’une protéine p53 fonc-
tionnelle. En I’absence de signaux
prolifératifs, par exemple dans un
milieu pauvre en sérum (0,1 %),
Pactivation de Myc induit 'apoptose
des fibroblastes murins. La surexpres-
sion de CDC25A, et a un moindre
degré de CDC25B, conduit également
au méme phénomene. A I'inverse,
I'apoptose induite par Myc est large-
ment contrecarrée si les cellules sont
incubées avec un oligonucléotide
antisens de CDC25A, correspondant &
la région de début de la traduction.
L’apoptose induite par la surexpres-
sion de CDC25A est également tres
faiblement observée dans des cellules
5377 [27]. La transcription du géne
de la phosphatase CDC25A est égale-
ment sous le contréle d’éléments de
réponse aux facteurs de transcription
de la famille Smad dont l'activité
dépend de la phosphorylation
directe par le récepteur du TGFp
(J. Massagué, communication person-
nelle). L’ensemble de ces résultats
indique que la régulation de I’activa-
tion de la phosphatase CDC25A est
une étape-clé du contrdle de la proli-
fération et de 'apoptose.

CDC25A et CDC25B :
oncogénes potentiels

La co-transfection de fibroblastes
murins par CDC25A ou B et simulta-
nément par le mutant Ha-Ras®'?"
(mutation activatrice de la glycine 12
en valine), les immortalise et leur

seesssss permet de former des foyers a
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confluence. Ces cellules transformées
sont également capables de former
des colonies en agar mou [28]. Dans
cette étude, il a été également mon-
tré que les fibroblastes transformés
par CDC25A ou B et Ha-Ras®? indui-
sent la formation de tumeurs
lorsqu’ils sont injectés a des souris
immunodéficientes. La transforma-
tion cellulaire par CDC25A ou
CDC25B, sans la coopération avec
Ras, est également observée dans des
cellules déficientes en anti-oncogene
Rb [28].

Le role crucial que jouent les phos-
phatases CDC25A et B dans le
controle de la prolifération a été éga-
lement suggéré par I’étude du mode
d’action d’oncoprotéines virales. En
effet, dans des fibroblastes humains
(IMR90 ou MS107), E1A induit
I’expression transcriptionnelle de
plusieurs régulateurs du cycle cellu-
laire, dont la cycline E et la phospha-
tase CDC25A, puis I'entrée en phase
S des cellules [29]. L’injection d’anti-
corps dirigés contre la protéine
CDC25A, permet de prévenir cet évé-
nement. Dans des cellules fibroblas-
tiques transformées par le virus SV40,
une augmentation de 'ARN messa-
ger codant pour la phosphatase
CDC25B a aussi été observée [4].
L’augmentation de la synthese des
phosphatases CDC25A et B semble
donc étre un élément essentiel pour
I'induction de la phase S par les onco-
protéines virales, et par conséquent
pour la réplication de ’ADN viral.
Ces expériences suggérant un role
oncogénique potentiel de CDC25A
et B sont largement confortées par
les résultats d’'une étude rétrospec-

tive réalisée sur 124 tumeurs du sein
non invasives traitées par mastecto-
mie. L’hybridation in situ sur les
coupes des tumeurs a révélé que
CDC25B était surexprimé dans 32 %
des préléevements [28]. Cette aug-
mentation de ’expression du messa-
ger a €té corrélée a un accroissement
de la microvascularisation de la
tumeur, ainsi qu’a un plus fort taux
de récidive et a une diminution de la
survie des patientes. Il est possible
que les trois variants d’épissage de
CDC25B ne soient pas impliqués de
facon semblable dans le processus de
transformation. Cependant, la tech-
nique utilisée dans cette étude ne
permet pas d’apporter cette préci-
sion. Seule une étude clinique
détaillée devrait permettre de
répondre clairement a cette question
et d’établir dans quelle mesure la
recherche de I'expression tumorale
d’un ou de plusieurs variants de
CDC25B pourrait avoir une valeur
pronostique.

De nouvelles cibles
pharmacologiques ?

Le développement de nouvelles stra-
tégies pharmacologiques du contréle
de la prolifération fondées sur I'idée
d’une modulation de Dactivité des
complexes CDK/cycline est
aujourd’hui envisageable. Cette pers-
pective est séduisante car, bien que le
probléme de la spécificité de ciblage
vis-a-vis de la cellule tumorale n’en
soit pas — a priori — pour autant
résolu, une telle démarche aurait au
moins le mérite de conduire vers des
voies thérapeutiques nouvelles. De
nombreuses cibles potentielles peu-
vent ainsi étre envisagées. Les CDK
elles-mémes font l’objet d’une
intense recherche dans ce domaine
et des inhibiteurs relativement spéci-
fiques comme 1’olomoucine et la ros-
covitine ont déja été identifiés [30,
31]. Les données cristallographiques
du complexe entre la kinase CDK2 et
plusieurs de ces molécules inhibi-
trices apportent aujourd’hui les bases
structurales qui seront nécessaires
pour le développement rationnel de
nouvelles molécules par les
approches du drug design [32, 33].
L’activité antiproliférative des inhibi-
teurs des CDK (m/s n°3, wvol. 11,
p. 349) illustre également les proprié-
tés que l'on souhaiterait pouvoir
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mimer avec des molécules d’intérét
pharmacologique, et les résultats de
travaux utilisant des peptides mini-
maux capables d’inhiber la proliféra-
tion suggeérent qu’'une telle approche
puisse étre envisageable [34].

Dans la méme optique, et compte
tenu des observations sur un role
potentiellement oncogénique des
phosphatases CDC25A et B, la
recherche d’inhibiteurs spécifiques
de ces enzymes présente aujourd’hui
un intérét majeur pour de nombreux
industriels. A cette fin, des cribles ont
été proposés [35] et brevetés [36], et
des molécules capables d’inhiber
I’activité des phosphatases CDC25
ont déja été identifiées [37]. La
caractérisation structurale des phos-
phatases CDC25 devrait également
permettre de faire progresser la
recherche dans cette direction ®
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Summary
CDC25 phosphatase cell cycle

regulators are putative oncogenes

CDC25 dual-specificity phospha-
tases are evolutionary conserved
enzymes that play an essential role
in growth control through the acti-
vation of cyclin-dependent kinase
activity. Regulation of the CDC25
phosphatases appears to be depen-
dent on Ras, Raf, and Myc onco-
gene signaling pathways. Further-
more, recent reports have shown
that an altered regulation of these
enzymes may have oncogenic pro-
perties. Here, we summarize our
current knowledge on the role of
CDC25 phosphatase on cell cycle
control and we present the data in
favor of a role for CDC25 in carci-
nogenesis. We also discuss the
pharmacological prospects that
arise from these results.
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