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Phosphorylation

régulation de la protéine-kinase C

(PKC) a considérablement évolué
au cours de ces derniers mois. On
sait notamment que les réactions de
phosphorylation y contribuent de
facon majeure, comme le montrent
les travaux récents de cartographie
des sites phosphorylés in vivo sur
PKCa et PKCBII, complétés par des
études de mutagenese dirigée. Ces
résultats et le modele fonctionnel qui
en découle sont présentés ici. Ils per-
mettent de refonder la recherche
d’éventuelles PKC-kinases et aident a
comprendre le fonctionnement
d’autres kinases qui présentent des
sites de phosphorylation équivalents.

I a compréhension des modes de

La protéine-kinase C

La protéine-kinase C (PKC) fut
identifiée en 1977 comme une
sérine/thréonine kinase activée par
protéolyse [1]. Puis, on montra
qu’elle est activée de maniere réver-
sible par un lipide neutre, le diacyl-
glycérol, en présence de phospholi-
pides. L’identification de la PKC
comme récepteur principal des pro-
moteurs de tumeurs de la classe des
esters de phorbol (qui activent
directement la kinase en mimant
Ieffet du diacylglycérol) a forte-
ment stimulé la recherche sur cette
protéine et ses voies de signalisa-
tion. Depuis le clonage du premier
ADNCc de PKC en 1986 [2] d’autres
clones ont été décrits si bien
qu’aujourd’hui on regroupe sous le
terme général de PKC toute une
famille d’enzymes jouant un rdle
prépondérant au cours de la vie cel-
lulaire, notamment pendant les
phases de prolifération et de diffé-

semssssss rcnciation [3-6]. Cette famille
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d’enzymes, qui ont en commun la
capacité de lier certains phospholi-
pides, peut étre subdivisée en trois
catégories: les PKC convention-
nelles (cPKC) répondent a la défini-
tion d’origine de régulation par le
calcium et le diacylglycérol; les
autres PKC ne sont pas sensibles au
calcium et sont dites nouvelles
(nPKC) ou atypiques (aPKC) selon
qu’elles sont ou non activées par le
diacylglycérol (figure 1). Le méca-
nisme d’activation n’est pas seul a
permettre de distinguer ces iso-
types; des différences existent aussi

au niveau de leur réseau d’expres-
sion tissulaire, de leur localisation
subcellulaire et des substrats que ces
enzymes phosphorylent [3-6].

La régulation de 'activité de la PKC
fait intervenir des facteurs lipidiques.
Il est vite apparu, cependant, que ces
molécules sont inopérantes si la PKC
n’a pas été préparée a y répondre.
Or, la phosphorylation de la PKC est
au coeur du processus qui conduit a
la compétence catalytique de
I’enzyme, qui représente cette capa-
cité d’étre activée par des molécules
de seconds messagers.

Régulateur Catalytique
Conventionnelles P c1 c2 H C3 c4
Nl T H H tc
a, Bl, B, y
5,¢6,n
Atypiques N— ] lc
G LA

Figure 1. La famille des PKC. Les trois classes de PKC et leurs structures pri-
maires sont représentées. Les PKC sont constituées d’un domaine cataly-
tique, cété carboxy-terminal (C), et d’'un domaine régulateur, c6té amino-ter-
minal (N), séparés par une région charniére (hinge, H) qui présente des sites
sensibles a la protéolyse. Quatre domaines (C1-C4) ont été identifiés, dont la
conservation sous-tend la classification. Les PKC conventionnelles (cPKC) et
nouvelles (nPKC) présentent un double domaine C1, capable de lier le dia-
cylglycerol et les esters de phorbol; les PKC atypiques (aPKC) ne possédent
qu’une copie de ce domaine et ne lient pas ces molécules. Le domaine C2
permet la liaison aux lipides acides (phosphatidylsérine, par exemple), et au
Ca? dans le cas des cPKC. Les domaines C3, qui contient le site de liaison de
I’ATP, et C4, ou se forme la poche de liaison des substrats, possedent des
déterminants structuraux que I’on retrouve dans toutes les protéine-kinases.
A l’état basal, une séquence dite pseudosubstrat (P) occupe la poche de liai-
son des substrats et inhibe I'activité kinase. Lors de I'activation, les réarran-
gements conformationnels de I’enzyme entrainent le déplacement de la
séquence P, rendant accessible le site pour la phosphorylation de substrats.
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La phosphorylation, un mécanisme
de régulation

Les protéine-kinases sont fréquem-
ment phosphorylées et, de fait,
nombre de ces protéines font partie
de cascades de phosphorylation. La
régulation par phosphorylation peut
s’opérer d’au moins deux manieres. I
peut s’agir d’'un mécanisme d’activa-
tion (ou de désactivation) direct, ou
bien d’un mécanisme indirect, on
pourrait dire permissif, qui ne modifie
pas I'activité, mais qui prépare la pro-
téine a une autre étape de régulation,
notamment par des molécules de
seconds messagers. Dans de nom-
breux cas du premier type, le gain
fonctionnel est associé a la phosphory-
lation d’une région particuliére appe-
1ée activation loop (boucle d’activation)
dans le domaine kinase de la protéine
(par exemple, la mitogen activated pro-
tein (MAP) kinase, et la MAP-kinase
kinase). Parmi les cas du deuxiéme
type figure la protéine-kinase dépen-
dante de 'AMPc (PKA), dont activité
est directement réglée par la concen-
tration d’APMc. Néanmoins, on sait
que cette protéine doit aussi étre phos-
phorylée dans la boucle d’activation
pour permettre le positionnement du
substrat au niveau du site catalytique
[7]. La famille des PKC est un autre
exemple d’enzymes réglées par des

seconds messagers et dont la phospho-
rylation d’un site conservé dans leur
boucle d’activation a un impact impor-
tant sur la fonction de la protéine [8,
9]. On constate donc, dans le cas de
ces enzymes directement réglées par
des seconds messagers, la constance
du role d’'un groupement phosphate
au niveau de la boucle d’activation.

Le site de phosphorylation de la
boucle d’activation est un site
majeur, présent sur de trés nom-
breuses kinases. Cependant, plu-
sieurs de ces protéines (PKA, PKB,
PKC, S6 kinase, par exemple) posse-
dent, en dehors du domaine kinase
consensus, d’autres sites de phospho-
rylation, plus récemment identifiés
mais encore mal connus. La PKC
constitue 'une des premieres pro-
téine-kinases pour lesquelles un
effort de caractérisation de ces sites a
été réalisé; il concerne les deux iso-

types PKCa et PKCBII.

Les sites phosphorylés in vivo
sur PKCa et PKCPII

La PKCa a été purifiée directement a
partir de rétine de bovin [10] et la
PKCBII bovine recombinante a partir
de cellules d’insectes (Sf9) infectées
par un baculovirus recombinant pour
cette protéine [10, 11]. Les deux
cartes de phosphorylation de ces deux

isoformes sont concordantes et indi-
quent trois sites (figure2). Le premier
site concerne la boucle d’activation
(T497 pour PKCa), les deux autres
sont carboxy-terminaux, situés en
dehors du domaine kinase (T638 et
S657 pour PKCa). Les protéines ont
été extraites de cellules non stimulées,
ce qui suggere que la phosphorylation
de ces trois sites intervient lors de la
maturation fonctionnelle des enzymes
et non pour régler leur fonction lors
de réponses a des signaux spécifiques.
L’analyse de ces sites a montré qu’ils
ont chacun un roéle dans 1’élaboration
ou le maintien de la structure active
de la protéine.

Phosphorylation et activité
catalytique

Les mutants T497A de la PKCa et
T500V de PKCPII ne peuvent étre
phosphorylés sur le site muté et sont
inactifs [8, 9] (figure 2), ce qui suggere
que la présence d’un phosphate au
niveau de la boucle d’activation est
importante. En revanche, les mutants
T497E de PKCa [12] et T500E de
PKCBII [9], qui, eux non plus, ne peu-
vent pas étre phosphorylés sur le site
muté, présentent une activité; cela
indique clairement la nécessité d’une
charge négative a cet endroit de la
boucle d’activation. Ces deux isotypes

PKCa N—

481 DFGVCKEHMVDGVTT. . .
484 DFGMCKENI WDGVTT. . .

292 DFG.CKEG KDGATM . .

213 DFGLCKESI HDGTVT. . .

184 DFGFAKRVKGRT. .. ... WILCGTPEYLAPE

RTFCGTPDYI APE
KTFCGTPDYI APE

KTFCGTPEYLAPE

HTFCGTI EYMAPE

497 638 657
c1 c2 c3 ca @
H c
PKCa 625 NFDKFFTRGQPVLTPPDQLVI ANl DQSDFEGFSYVNPQFVHP! LQSAV
PKCBI | 628 NFDRFFTRHPPVLTPPDQEVI RNl DQSEFEGFSFVNSEFLKPEVKS
PKBa 437 YFDEEFTAQM Tl TPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASSTA
S6K 358 QFDSKFTRQTPVDSPDDSTLSESANQVFLGFTYVAPSVL ESVKEKFSF*
PKA 326 NFDDYEEEE!I RYS| NEKCGKEFTEF

Figure 2. Sites de phosphorylation sur PKCa, PKCpIl et comparaison avec d’autres protéine-kinases. Le schéma
montre la structure primaire de PKCa avec les trois sites de phosphorylation cartographiés in vivo. Ces sites (indi-
qués en rouge) et la distance qui les sépare sont conservés dans I’ensemble de la famille des PKC [10] et sont pré-
sents sur d’autres protéine-kinases telles que PKBa, S6K et PKA (voir références citées respectivement dans [18, 17]).

La séquence de S6K se poursuit au-dela du résidu indiqué (*). Code & une lettre des acides aminés: A: Ala; C: Cys;

D:Asp,;E: Glu; F: Phe; G: Gly; H: His; I: lle; K: Lys; L: Leu; M: Met; N: Asn; P: Pro; Q: GIn; R: Arg,; S: Ser; T:

Thr; V:Val; W: Trp; Y: Tyr.
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de la PKC rejoignent un nombre crois-
sant de protéine-kinases pour les-
quelles cette caractéristique a égale-
ment été rapportée [13]. Sur les deux
sites terminaux, en revanche, un grou-
pement phosphate ne parait pas stric-
tement requis pour aboutir a une
enzyme active. En effet, les mutants
T638A [12] ou S657A [14] de PKCa
ont une activité spécifique comparable
a celle de la PKCa normale. Cepen-
dant, la phosphorylation de ces deux
sites permet la constitution d’une
enzyme pleinement fonctionnelle.

Phosphorylation et stabilité
de la structure active

Pour que I'activité de la PKC persiste,
des interactions doivent s’opérer
entre le domaine catalytique et
I’extrémité carboxy-terminale de la
protéine. Or, ces interactions appa-
raissent gouvernées par le degré de
phosphorylation de la protéine. Qui
plus est, les groupements phosphate
sur chacun des trois sites présentés ci-
dessus agissent de facon coopérative
pour stabiliser la structure active de
la PKC. Notamment, le role détermi-
nant du premier phosphate carboxy-
terminal, proposé lors d’études des
isotypes BI [15] et BII [10] de 1a PKC,
vient d’étre démontré [12]. L’analyse
du mutant T638A de PKCa, dont le
phénotype est d’une instabilité
remarquable, a permis de com-
prendre les interactions qui prési-
dent a la stabilité de la PKC. Ces
interactions, qui mettent également a
contribution la phosphorylation des
sites T497 [12] et S657 [14], permet-
tent a la protéine d’adopter une
conformation plus compacte, ce qui
se traduit par une sensibilit¢é modé-
rée vis-a-vis de phosphatases, de pro-
téases, et également une moindre
susceptibilité a I'inactivation par la
chaleur ou par oxydation [12, 14].
Ces travaux ont conduit a proposer
un modele pour la régulation de
PKCa (figure 3).

Mécanismes de phosphorylation

Le seul site cartographié a la fois in
vivo et in vitro, a la suite d’une réac-
tion d’autophosphorylation, est T641
de PKCBII (équivalent de T638 de
PKCa) [16]. La détection aux

PKC-kinase (s) ?
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Figure 3. Modéle de régulation de la PKCa par phosphorylation. Au cours d’une
phase initiale conduisant a la compétence catalytique, les sites T497 et S657
sont phosphorylés. La phosphorylation ultérieure de T638 verrouille la protéine
dans sa conformation active. Les fleches rectilignes traduisent la phosphoryla-
tion, les fleches curvilignes, la sensibilité a la déphosphorylation, plus (ligne
continue) ou moins (ligne discontinue) élevée. Le critere de solubilité est défini
en présence d’un détergent non ionique de type Triton X-100. L’éventualité
d’autres sites de phosphorylation encore inconnus est indiquée (?).

moyens d’anticorps spécifiques de
sites phosphorylés fait apparaitre
S660 sur le méme isotype (équivalent
de S657 sur PKCa) comme cible pro-
bable d’une réaction d’autophospho-
rylation in vitro [10]. A I'opposé,
parce qu’il n’a jamais pu étre phos-
phorylé in vitro, ni par un mécanisme
d’autophosphorylation, ni en pré-
sence d’activités kinase diverses, le
site de la boucle d’activation est
considéré comme phosphorylé par
une PKC-kinase inconnue. D’ou le
schéma général selon lequel la PKC
devrait d’abord étre phosphorylée
par une PKCkinase au niveau de la
boucle d’activation, avant d’étre
capable de s’autophosphoryler sur
chacun des deux sites carboxy-termi-
naux [10].

Ce modele a sans aucun doute per-
mis d’organiser de facon cohérente
une somme de connaissances sur la
maturation fonctionnelle de la PKC.

Cependant, il présente des limites; il
est fondé, d’'une part, entierement
sur des données acquises in vitro;
d’autre part, il n’intégre pas 1’éven-
tualité de réactions de déphosphory-
lation (voir plus bas), qui pourraient
influencer la perception que 'on a
de I'ordre selon lequel les sites sont
phosphorylés. Le modéle actuel reste
donc largement hypothétique dans le
contexte de la cellule, in vivo, pour
ce qui concerne la progression des
étapes de phosphorylation et les
mécanismes mis en ceuvre.

De fait, des résultats récents incitent
a reconsidérer ce modele [14]. Ils
indiquent que la phosphorylation du
site le plus distal (S657 sur PKCa)
intervient probablement plus tot
qu’on ne l'imaginait apres la syn-
thése de la protéine. Rien n’exclut
méme que ce site puisse faire I’objet
in vivo d’une transphosphorylation
par une PKC-kinase, avec pour effet
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d’amorcer la maturation fonction-
nelle. Ce site fait partie d’un motif
(F-X-X-F/Y-S/T-F/Y)* que l'on
retrouve dans des protéines telles
que S6-kinase [17] ou PKB [18]. La
phosphorylation de ce site est cri-
tique pour ces deux protéines; elle
semble s’opérer en trans, par l'inter-
médiaire de protéines non identi-
fiées. Il se pourrait donc que la PKC-
kinase-clé phosphoryle la PKC au
niveau de ce site carboxy-terminal
plutét que sur la boucle d’activation.
Ou peut-étre existe-t-il plusieurs PKC-
kinases qui agissent séquentiellement
sur la PKC au cours de sa maturation.
Ces nouvelles hypothéses et le paral-
lele surprenant qui se dessine au fur
et 2 mesure entre des kinases de
familles distinctes comme PKC, PKB
ou S6-kinase, devraient aider a I'iden-
tification des kinase-kinases mises en
jeu, notamment ces PKC-kinases qui
ont jusqu’ici échappé aux cher-
cheurs.

PKC-kinase(s)... vers une réalité ?

L’identification de la PKC remonte a
une vingtaine d’années. La mise en
évidence d’un processus multipha-
sique de phosphorylation de la PKC
et la proposition de I’existence de
PKC-kinase (s) ne datent pas non plus
d’aujourd’hui [19]. Pourtant, on ne
connait toujours pas d’activité kinase
capable d’agir sur la PKC. Faut-il
donc remettre en cause le concept
de PKC-kinase ?

L’hypotheése de PKC-kinase(s) reste
trés plausible. II convient plutét de
remettre en question les bases de sa
recherche et peut-étre de la réorien-
ter, maintenant qu’on évalue mieux
la complexité de la régulation de la
PKC par phosphorylation. Cette
régulation intégre des événements
multiples qui ont des répercussions
sensibles sur le plan structural, ne se
limitant pas seulement a la mise en
place de la boucle d’activation. Il
existe en fait trois sites fondateurs
(T497, T638, S657 sur PKCa), situés
dans deux régions distinctes du
domaine catalytique (figure 2). Ces
sites sont treés conservés entre les
diverses isoformes de PKC, et sont
phosphorylés lors de la «fabrication »

*F:Phe; Y: Tyr; S: Ser; T: Thr.
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de 'enzyme [10, 11]. D’autres sites
de régulation de I’enzyme active,
plus spécifiques d’une sous-famille
ou d’une isoforme données, existent
probablement et leur mise en évi-
dence in vivo sera nécessaire. Par
ailleurs, conjointement aux événe-
ments de phosphorylation, les tra-
vaux sur la PKCo ont mis en évi-
dence sa déphosphorylation in vivo et
indiqué 'importance de ce type de
réaction pour régler I'activité de la
PKC [12, 14, 20]. De toute évidence,
parallelement a la recherche de PKC-
kinases, la prise en compte de cette
dualité entre phosphorylation et
déphosphorylation et I'identification
de PKC-phosphatases seront indis-
pensables pour mieux comprendre la
régulation fonctionnelle de la PKC =

Le travail de I'auteur a été réalisé dans le labo-
ratoire de Peter J. Parker a I'Imperial Cancer
Research Fund, London (Royaume-Uni).
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